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1. DIABETES MELLITUS
1.1. CONCEPTO Y CLASIFICACION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad sistémica, cronico-
degenerativa, con grados Vvariables de predisposicion hereditaria,
participando en su desarrollo diferentes combinaciones de genes junto con
factores ambientales.

Se caracteriza por hiperglucemia cronica debido a la deficiencia en la
produccion 6 en la accion de la insulina, lo que afecta el metabolismo
intermedio de los hidratos de carbono, proteinas y grasas. Los principales
sintomas de la hiperglucemia son la poliuria, polidipsia, pérdida de peso,
algunas veces polifagia y vision borrosa.

La afeccion tiene gran repercusion social y econémica en nuestro pais, ya
que se encuentra entre las cinco enfermedades mas frecuentes y puede
producir numerosas complicaciones clinicas.

La clasificacion etiologica se expone en la tabla 1 (1).

Tabla 1. Clasificacion etioldgica de la diabetes
I.Diabetes Tipo 1

A Inmunomediada

E. Idhopatica
I1. Diabetes Tipo 2
I11. Otros tipos especificos:
Defectos genéticos en la funcitn de la célula B.
Defectos genéticos de la accidn de la insulina
enfermedades del pancreas exfcrino
endocrinopatias
Inducida por toxicos 6 agentes quirrucos
Infecciones

formas no comunes de diabetes inmunomediata

L O m m o 0w

Otros sindromes genéticos asociados ocasionalmente con diabetes

IV. Diabetes Mellitms Gestacional



Tabla 1. Standards of Medical Care in Diabetes 2014. Diabetes Care 2014; 37:514-S80
(1)

1.2. DATOS EPIDEMIOLOGICOS
La prevalencia de la diabetes mellitus estd creciendo rapidamente en el
mundo como consecuencia del envejecimiento y los cambios en el estilo de

vida (2).

El nimero de personas en el mundo con diabetes se ha mas que duplicado
en las Gltimas tres décadas (3).

En el 2010, se estimaba que 285 millones de personas en el mundo tenian
diabetes, de los cuales el 90% eran de tipo 2. Las estimaciones para el 2030
seran que 439 millones de personas padeceran DM, representando
aproximadamente el 7.7% de los adultos entre los 20 y 79 afios (4,5)(
Figura 1).
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Figura 1. Epidomiologia de la DM2. (a) Proyeccion mundial (5). (b) Estimaciones de
padecer Diabetes o Intolerancia glucidica en el 2030.

La diabetes mellitus tipo 2 se ha considerado tradicionalmente un trastorno
metabdlico que padecian solo de adultos, pero actualmente se ha observado
que es bastante comun en adultos jovenes e incluso en adolescentes y nifios

(6).

Ademas, esta prevalencia en jovenes no sélo esta aumentando, sino que la
situacion metabdlica de prediabetes también lo esta haciendo. Los ultimos
datos publicados en el estudio NHANES revelan un incremento del 87.1%
en la prevalencia de la glucemia basal alterada en adolescentes, variando
del 7% en el afios 2000 al 13.1% en 2006, entre jovenes americanos de 12 a
19 afos. (7,8)

La prevalencia de prediabetes es incluso mas elevada en poblaciones
pediatricas que tienen otros factores de riesgo, tales como obesidad,
hiperinsulinemia o antecedentes familiares de DM. (9,10).

En Espafa, diferentes estudios han establecido distintos niveles de
prevalencia de DM, mostrando la mayoria de ellos un nivel de prevalencia
que varia entre el 10 y el 15%, mas elevado, por tanto, de lo previamente
considerado (11). En el afio 2012 se publica un estudio (12) representativo
de prevalencia de DM en Espafia con muestra representativa del conjunto
del pais y se evalua su asociacion con los distintos factores de riesgo. La
muestra se recogidé durante 2009-2010, estudiandose a 5072 personas
mayores de 18 afnos (41.6% varones y 58.4% mujeres ). A toda la muestra
se le realizd determinacién de glucemia basal en ayunas y test de
sobrecarga oral de glucosa, recogiéndose ademas distintos parametros
antropométricos, estilo de vida e historia familiar de DM. La DM se
diagnosticd y se clasificd con los criterios de WHO de 1999 (13).

La prevalencia total de DM ajustada por edad y sexo fue de 13.8% (95%IC
12.8%-14.7%), de los que aproximadamente la mitad desconocian la
existencia de la enfermedad. Los niveles de prevalencia de glucemia basal
alterada, intolerancia a la glucosa 0 ambas alteraciones combinadas fue de
3.4%, 9.2% y 2.2% respectivamente. La prevalencia de DM aumentaba
progresivamente con la edad, llegando a ser del 34.7% en varones mayores
de 76 afios y del 41,3 % en las mujeres de la misma edad.

En el mismo estudio se realiza un andlisis multivariable de regresion
logistica, encontrando que la presencia de diabetes estaba
significativamente asociada con la edad (OR: 1.05; 95% IC: 1.04-1.06), el



sexo ( menos frecuente en mujeres, OR: 0.34; 95% IC: 0.28-0.45), el nivel
de educacion (mas riesgo en personas de menor nivel educativo, OR:1.28;
95% IC: 1.02-1.62), la obesidad (OR:1.70; 95% IC: 1.37-2.05), la obesidad
abdominal ( OR: 2.2; 95% IC: 1.75-2.76 ), la presion arterial elevada (OR:
2.26; 95% IC: 1.77-2.87), cHDL bajo ( OR: 1.54; 95% IC: 1.25-1.91 ),
niveles elevados de triglicéridos ( OR: 1.99; 95% IC: 1.60-2.48 ) e historia
familiar de DM ( OR: 2.70; 95% IC: 2.21-3.31).

1.3. CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Para el diagnostico preciso, ademas de evaluar los sintomas clinicos
caracteristicos, es necesario apoyarse en el analisis quimico de los niveles
de glucosa en sangre. Como los sintomas de la diabetes no son obvios
inmediatamente, el diagnostico puede estar precedido por un extenso
periodo de deterioro en la tolerancia a la glucosa, lo que resulta en
disfunciones de las células pancreaticas y complicaciones micro y
macrovasculares. El diagnostico se establece al cumplirse cualquiera de los
siguientes criterios:

1) Presencia de los sintomas clasicos y una glucemia plasmatica casual
mayor o igual a 200 mg/dL,

2) Una glucemia plasmatica en ayuno, mayor o igual a 126 mg/dL,

3) Una glucemia mayor o igual a 200 mg/dL, 2 horas despues de una carga
oral de 75 g de glucosa disuelta en agua.

Es conveniente repetir la prueba para confirmar el diagnostico.

La interpretacion de los resultados del nivel de glucosa plasmatica en
ayunas es la siguiente:

1) Menor o igual a 110 mg/dL = glucosa normal

2) Mayor o igual a 110 mg/dL y menor o igual a 126 mg/dL = Glucemia
basal alterada

3) Mayor o igual a 126 mg/dL = diagnostico provisional de diabetes.



La interpretacion de una curva de tolerancia a la glucosa (CGT) es la
siguiente:

1) Cifra menor o igual a 140 mg/dL a las 2 h poscarga (2HPG) = tolerancia
normal a la glucosa.

2) Cifra mayor o igual a 140 mg/dL y menor o igual a 200mg/dL (2HPG) =
tolerancia anormal a la glucosa.

3) Cifra mayor o igual a 200 mg/dL (2HPG) = diagndstico provisional de
diabetes.

El diagndstico de diabetes gestacional se establece si durante las semanas
24 a 28 del embarazo se presentan dos o mas de los siguientes valores:

1) 105 mg/dL o méas en ayuno

2) valores superiores a 190 mg/dL, 165 mg/dL y 145 mg/dL a la hora, dos
horas y tres horas después de una postcarga. El anélisis se efectia después
de una carga de 100 g de glucosa en ayuno.

(14)

1.4. PRINCIPALES ALTERACIONES METABOLICAS

En la diabetes mellitus tipo 1 las alteraciones del metabolismo se deben a la
destruccion de las células B del pancreas. A medida que ésta progresa, los
niveles de insulina decrecen produciendo un aumento en la concentracion
de glucosa en sangre y una disminucion en la entrada de ésta en el musculo
y el tejido adiposo.

Por otro lado, la disminucién de la insulina en el higado, asi como el
relativo exceso de glucagén, producen un aumento en la degradacion del
glucogeno y de la glucogénesis, lo que contribuye a un incremento
adicional de la glucosa sanguinea. Este exceso sobrepasa la capacidad de
reabsorcién en el rifidn de la glucosa, elimindndose por la orina y
arrastrandose con ella agua y sales.

La escasez de glucosa como fuente de energia da como consecuencia la
necesidad de utilizar las grasas y degradar las proteinas, principalmente
musculares, para la obtencion de amino&cidos. La degradacion proteica
produce un aumento de la urea y un balance negativo de nitrégeno, y la



lipdlisis, favorecida por la falta de glucosa en el adipocito, aumenta la
concentracion de acidos grasos y cuerpos ceténicos.

En la descompensacion de la diabetes tipo 1, se produce un catabolismo
excesivo del glucdgeno, proteinas y en especial de lipidos, ocasionando un
exceso de cuerpos cetdnicos, provocando cetoacidosis y coma diabético.

La cetoacidosis es una caracteristica clinica diferencial entre la diabetes
tipo 1 y la tipo 2. La diferencia radica en la cantidad de insulina que existe
entre las dos situaciones clinicas. Aparentemente, la cantidad de insulina
producida en la diabetes de tipo 2 es capaz de bloquear la produccion de
acidos grasos a partir de la lipdlisis, lo que evita la sobreproduccién de
cuerpos ceténicos. En general, los desarreglos metabolicos en la diabetes
tipo 1 se explican por la falta de insulina; sin embargo, las bases
metabdlicas de la diabetes tipo 2 no son tan evidentes

Un rasgo patoldgico habitual en la diabetes mellitus tipo 2 es la
hiperinsulinemia asociada a un estado de resistencia insulinica.
Componentes del sindrome metabolico como un aumento de los
triglicéridos plasmaticos, disminucion en las concentraciones de HDL
colesterol, presion arterial elevada y aumento del perimetro abdominal son
hallazgos frecuentemente encontrados. La diabetes sobreviene cuando las
células B pancreaticas no producen la cantidad extra de insulina necesaria
para contrarrestar los efectos de la resistencia (15).

1.5. FACTORES ETIOLOGICOS

La diabetes tipo 1 aparece en los primeros afios de vida, y se origina por
una destruccion autoinmune selectiva de las células p-pancreaticas
productoras de insulina, participando en el proceso tanto la respuesta
humoral como la celular. El proceso autoinmune es progresivo y comienza
afios antes de que la destruccion sea total. En este tipo de diabetes la
expresion clinica es muy heterogénea y puede confundirse con la diabetes
tipo 2 en pacientes que desarrollan la enfermedad a mayor edad (16). La
incidencia geografica de la enfermedad es variable, lo que parcialmente
puede explicarse por la variedad de factores ambientales involucrados, que
constituyen una parte de su origen, ya que la otra estd modulada por
factores genéticos. Considerando este Ultimo aspecto, se ha sugerido que la
variacion geografica se relaciona con una diferente distribucion de genes de
susceptibilidad (17).



La participacion genética en la diabetes se ha establecido al estudiar la
concordancia de aparicién entre gemelos, sin embargo, el decremento en
dicha concordancia implica la presencia de diversos factores ambientales
(como virus y otros patogenos) en el desarrollo de la enfermedad. En
general se acepta que la influencia genética varia entre 25 y 50% (18).

Las causas que desencadenan la diabetes tipo 2 se desconocen en el 70-
85% de los pacientes, influyendo una herencia poligénica, junto con
factores nutricionales y ambientales (19).

La influencia de estos factores se ha estudiado en los indios Pima. EXxiste
una poblacién que viven en Arizona, consumen dietas con alto contenido
caldrico, tienen poca actividad fisica y mucha obesidad. En ellos se
presenta un 37% de diabetes en las mujeres y un 54% en hombres. Sin
embargo, los indios Pima que habitan las montafias del norte de México,
con actividad fisica intensa, dieta baja en calorias y peso corporal normal,
padecen DM un 10.5% de las mujeres y 6.3% de los hombres (20).

La susceptibilidad familiar a la DM tipo 2 es muy elevada, como lo sugiere
que la concordancia promedio en gemelos monocigoticos es del 50-75%
(21). En este tipo, la influencia genética es del 12.5 % para la tercera
generacion, un 25% para el segundo grado y puede llegar hasta 100 % en
gemelos monocigoticos. Los factores de riesgo incluyen la obesidad,
dislipidemia, hipertension arterial, historia familiar de diabetes, dieta rica
en carbohidratos, factores hormonales y vida sedentaria. Los pacientes
presentan niveles elevados de glucosa y resistencia a la accion de la
insulina en los tejidos periféricos (22).

La diabetes llamada MODY, es una afeccion determinada por herencia
monogenica, es decir, con la participacion de un par de alelos, y
clinicamente constituye un sindrome heterogéneo (23). Los estudios
genéticos han identificado por lo menos 8 mutaciones asociados con las
diferentes formas de la afeccidn, algunas de las cuales afectan a factores de
transcripcion.

Por lo que respecta a la diabetes gestacional, ésta puede desarrollarse por
una modificaciéon en el sistema de regulacién de la glucosa durante el
embarazo y afectar al 2-7% de las mujeres. Después del parto, el
metabolismo generalmente retorna a la normalidad, pero las pacientes con
diabetes gestacional tienen un alto riesgo de desarrollar méas tarde diabetes
tipo 2 (24).



1.6. COMPLICACIONES CLINICAS

No todos los diabéticos responden con igual intensidad en la aparicion de
complicaciones; en algunos de ellos con deterioro cronico del control
glucémico tardan en aparecer, mientras que en otros con leves desajustes
metabdlicos aparecen pronto signos de complicaciones, en especial,
microangiopatia. Este hecho, que a veces se muestra con caracter familiar,
pone de manifiesto que la aparicion de complicaciones cronicas obedece a
una causalidad multiple en donde, incluso, habria que considerar aspectos
geneéticos.

También en las complicaciones agudas vemos que determinados sujetos
diabéticos por su labilidad u otras causas tienen una mayor tendencia a la
cetosis 0 a la hipoglucemia. En definitiva, no hay un patron exacto en la
aparicion de complicaciones, sean cronicas o0 agudas, pero si podemos decir
que globalmente se corresponde a un patron de mal control de la
enfermedad.

Las dos complicaciones hiperglucémicas agudas mas habituales en las
personas diabéticas son la descompensacion hiperglucémica cetoacidoética y
la descompensacion hiperglucémica hiperosmolar. Ambas situaciones, cada
vez menos frecuentes en nuestro medio, constituyen, junto con las
hipoglucemias graves, las principales causas de urgencias diabetologicas
tributarias de ingreso hospitalario.

De las complicaciones crénicas derivadas de la diabetes, estas aparecen en
los dos grandes tipos de diabetes mellitus y se pueden dividir en dos
categorias: complicaciones  microangiopaticas 0  manifestaciones
especificas de la diabetes y complicaciones macroangiopaticas.

Las manifestaciones microangiopaticas o especificas se caracterizan por la
afectacion de los pequefios vasos de la microcirculacion que afectan a la
retina, el glomérulo y a los nervios periféricos y que se conocen como
retinopatia, nefropatia y neuropatia diabéticas. Debido a la enfermedad
microvascular, la diabetes mellitus es hoy en dia la primera causa de
ceguera en el mundo occidental y de insuficiencia renal terminal.

La retinopatia diabética es poco frecuente en pacientes preplberes con
diabetes tipo 1, pero casi todos los pacientes con diabetes tipo 1 y maés del
60% de los pacientes con diabetes tipo 2 desarrollan algun grado de
retinopatia a los 20 afios de evolucion de la enfermedad. En pacientes con
diabetes tipo 2, el 20% aproximadamente presentan retinopatia en el
momento del diagnostico de la diabetes. En pacientes menores de 18 afios,



la retinopatia diabética es mas frecuente en pacientes con diabetes tipo 1
que en pacientes con diabetes tipo 2  ( 20% vs 4% ). Por el contrario, la
microalbuminuria es mas frecuente en pacientes con diabetes tipo 2 (25)

La diabetes aumenta 25 veces el riesgo de padecer insuficiencia renal y, en
Espafia, constituye la primera causa de inclusiébn en programas de
hemodialisis. La insuficiencia renal cronica se presenta en el 50% de los
pacientes con diabetes tipo 1 con 10 afios de evolucién y en el 90% de los
pacientes con una evolucion de 20 o mas afios. También supone la primera
causa de trasplante renal acompafiado o no de trasplante pancreatico.

Méas del 60% de las personas con diabetes sufren alguna forma de
neuropatia, con una prevalencia del 7.5% en el momento del diagnéstico y
del 50% después de 25 afios (26) . En Espafia, la prevalencia de la
neuropatia periférica es del 22% en los pacientes diabéticos y se incrementa
con la edad y duracion de la DM  (27). El 90% de los pacientes con
neuropatia son personas con diabetes tipo 2.

La publicacion en 1993 del estudio americano “ Diabetes Control and
Complications Trial” (DCCT) demostr6 de forma clara cémo un
tratamiento intensivo de la diabetes, al conseguir mejores controles
glucémicos, evidenciados por un descenso de la HbAlc de un 2% respecto
al grupo de pacientes con tratamiento convencional, contribuia a una
disminucion de la retinopatia del 76%, un 54% de la nefropatia y un 60%
de la neuropatia. Ante estos resultados se preconizd la necesidad de
mejorar al maximo el control glucémico, manteniendo la HbAlc por
debajo de 7%, para garantizar la ausencia de complicaciones
microangiopaticas. Similares conclusiones se obtuvieron del estudio UK
Prospective Diabetes Study (UKPDS) en 1998, realizado en pacientes con
DM tipo 2; en él, por cada 1% de descenso de la HbAlc se obtuvo una
mejoria del 21% en cada diana relacionada con la DM. Los pacientes
asignados al grupo de tratamiento intensivo consiguieron disminuir un 25%
el riesgo de microangiopatia en relacion con el grupo de tratamiento
convencional (28,29).

Es bien conocida la fuerte relacion existente entre el grado y cronicidad de
la hiperglucemia con la aparicion de complicaciones microangiopaticas, Si
bien es cierto que aunque la hiperglucemia afecta a todas las células del
organismo, no todas responden de igual manera, pudiendo resultar estas
complicaciones mas graves en algunos pacientes, aun manteniendo menos
hiperglucemia que otros. La explicacion de este hecho podemos deducirla



del conocimiento de determinadas mutaciones genéticas, cuya expresion
puede afectar mas a un 6rgano que a otro, o con mayor virulencia en unos
pacientes que en otros. De igual forma, es un hecho a tener en cuenta y
demostrado, la existencia de una “ memoria hiperglucémica”; es decir,
pacientes con hiperglucemia crénica que tras normalizar su glucemia
siguen manteniendo activos los mecanismos patogénicos que conducen a la
complicacidén micro y macroangiopatica.

Aungue todas las células del organismo estan expuestas a la hiperglucemia
cuando la DM estd descompensada, solo aquellas en las que se llega a
producir aumento de la concentracion intracelular de glucosa, como ocurre
con el endotelio, van a sufrir la afectacion microangiopatica. Esta
afectacion se inicia en estadios precoces de la diabetes, cuando la
hiperglucemia es capaz de modificar el flujo vascular, la presion
intracapilar y la permeabilidad capilar por diferentes mecanismos, entre los
que se encuentran la disminucion en la produccién de oxido nitrico ( NO )
0 la mayor sensibilidad para la angiotensina 1l, entre otros. En cualquier
caso, la consecuencia de estas alteraciones es un progresivo estrechamiento
de la luz vascular, motivado por la presencia en la pared vascular de
proteinas glucosiladas que inducen la aparicién de factores de crecimiento
y el progresivo aumento de la matriz extracelular; todo ello, junto a otras
alteraciones que acompafan con frecuencia a la DM, como dislipemia o
HTA, entre otras, asi como el potencial genético que cada diabético
exprese, seran los responsables de una microangipatia precoz o tardia, leve
0 grave.

Los capilares retinianos, los glomérulos renales y los vasa nervorum son
los territorios microvasculares afectados con mayor expresion clinica y las
alteraciones metabolicas inducidas por la hiperglucemia se producen
fundamentalmente a través de 4 vias: la via del poliol, la via de la
formacion de productos finales de la glucosilacion avanzada ( AGE ), la via
de la activacion de la proteina cinasa C ( PKC ) y la via de la hexosamina.

Estas alteraciones referidas a la hiperglucemia pueden afectar tanto a la
DM tipo 1 como a la DM tipo 2, siempre que estén mal controladas
metabolicamente. Pero la DM tipo 2, ademas de ser una enfermedad debida
a la alteracion del metabolismo hidrocarbonado, es una enfermedad del
metabolismo lipidico, caracterizada, fundamentalmente, por un aumento de
la concentracion plasmatica de &cidos grasos libres (AGL) procedentes de
la lipdlisis mantenida y aumentada de tejido adiposo, en especial, del
intraabominal. También aparecen AGL por la accién de la lipoproteinlipasa



a nivel del endotelio capilar sobre los triglicéridos transportados por la
lipoproteinas.

En la actualidad sabemos que incluso moderados aumentos de AGL unidos
a la albimina alteran la estructura y funcionalidad de los proteoglicanos de
las células endoteliales y musculares lisas de los vasos de mayor calibre.
Esto produce una disminucion de la cantidad relativa y grado de sulfatacion
de los proteoglicanos tipo heparan-sulfato, lo que se asocia a un aumento
de la permeabilidad vascular que deja escapar moléculas como la albumina.
En estudios experimentales, la matriz de las células tratadas con AGL
ligados a albdmina mostrd una mayor afinidad por moléculas lipoproteicas
de baja densidad (LDLc), lo que redundaria en un aumento de la captacion
de macrofagos que también producen alteraciones en la matriz extracelular.
Esta “via lipidica” habria que tenerla muy en cuenta en el desarrollo de la
microangiopatia en el diabético tipo 2 y tendria, probablemente, su
expresion clinica inicial en la aparicion de microalbuminuria.

En esta disfuncion lipoproteica del diabético tipo 2, el aumento de
concentracion plasmatica de AGL y, en especial, aquellos que derivan de la
lipolisis intraabdominal, da lugar a aumento de las VLDL que nacen con
gran carga de triglicéridos. Ello repercutira en el metabolismo de VLDL
hacia LDL, dando lugar a LDL pequefias y densas, que son bien conocidas
como factores aterdgenos. Ademas, la disminucién del catabolismo de las
VLDL origina una disminucion de la concentracion de HDL que se agrava
por un aumento de su catabolismo. Pues bien, la presencia de estas
lipoproteinas modificadas, junto con el estrés oxidativo antes comentado y
otros factores como la edad, sexo masculino, tabaco, HTA y disminucién
de la sintesis y liberacion de NO entre otros, son pilares etiopatogénicos
fundamentales de lo que conocemos como disfuncion endotelial. La
disfuncién endotelial es la causa de aumento en plasma de moléculas de
adhesion al endotelio, lo que genera conexiones de todo tipo con la
aterogenesis de grandes arterias, pero también con la vasculopatia capilar
(26).

1.7. MICROANGIOPATIA DIABETICA
1.7.1 Retinopatia diabética

Una de las complicaciones de la diabetes mellitus es el desarrollo de
alteraciones oculares. Entre ellas, la retinopatia diabética (RD) es la mas



importante, tanto por su prevalencia como por el importante deterioro
visual que conlleva.

En los paises industrializados, la RD se ha convertido en la principal causa
de deficiencia visual y ceguera entre los 25 y 74 afios de edad.
Aproximadamente, el 98% de las personas con diabetes juvenil y el 78% de
los diabéticos adultos presentan algun tipo de retinopatia en los primeros 15
afios después del diagnéstico de DM (30)

El sintoma principal del paciente con RD es la disminucion progresiva de
la agudeza visual producida por el desarrollo de edema macular; no
obstante, en los casos mas avanzados de RD se puede producir una
disminucién brusca de la agudeza visual por hemorragia vitrea o, con
menor frecuencia, por desprendimiento de retina traccional. La presencia
de signos de RD no es sindnimo de déficit visual, ya que el paciente puede
desarrollar estadios avanzados de la misma y permanecer asintomatico. Por
ello, la deteccion precoz es fundamental para evitar que las lesiones
oculares diagnosticadas en fases avanzadas sean ya irreparables.

Las alteraciones iniciales que ocurren en la retina del paciente diabético
son: engrosamiento de la membran basal, pérdida de pericitos vy
desaparicion de células endoteliales con formacién de microaneurismas
predominantemente en el lado venoso. La proliferacion endotelial y la
oclusion capilar en el lado arterial, provoca areas de isquemia retiniana.
Estas lesiones en grado progresivo conformaran las manifestaciones
clinicas de la RD.

La RD se divide en: Retinopatia diabética no proliferante, cuando so6lo hay
cambios microvasculares intraretinianos (microaneurismas, permeabilidad
vascular, hemorragias intrarretinianas, exudados duros, manchas
algodonosas y anomalias vasculares retinianas). EI nimero y extension de
estos signos determinaran la clasificacion de la retinopatia no proliferativa;
Retinopatia diabetica proliferante en la cual se forman sobre la retina
nuevos vasos Y tejido fibroso. Esta fase de RD sin un adecuado control,
evoluciona a complicaciones oculares graves, como hemorragia Vvitrea,
glaucoma neovascular y desprendimiento de retina traccional.

1.7.2 Nefropatia diabética



La nefropatia diabética (ND) es una complicacion microvascular que
aparece en pacientes con diabetes mellitus, definida por un aumento en la
excrecion urinaria de albumina y un deterioro progresivo de la tasa de
filtracion glomerular (TFG).

También es conocida como enfermedad de Kimmelstiel-Wilson.

La ND es un marcador de lesion tisular cuya importancia viene dada
porque constituye la principal causa de insuficiencia renal en el mundo
occidental y la principal causa de muerte en pacientes con diabetes tipo 1.
Se ha demostrado que es, ademds, un factor que aumenta el riesgo
cardiovascular y su mera presencia incrementa tanto los costes de atencion
al paciente diabético como la duracion y el gasto derivado de la
hospitalizacion.

Alrededor de un 20-40% de los pacientes con diabetes mellitus de tipo 1y
2 desarrollan ND (31).

Debido a un incremento en la incidencia de diabetes y a la mayor
supervivencia de los pacientes, la prevalencia e incidencia de nefropatia
diabéetica aumentan en la actualidad.

Desde un punto de vista histopatoldgico, presenta un incremento en el
grosor de la membrana basal glomerular, expansion del tejido de sostén
glomerular (mesangio), hialinosis glomerular y cambios fibroticos en las
arteriolas aferentes y eferentes glomerulares.

La primera evidencia clinica de nefropatia es la presencia de un ligero
aumento de albumina en orina, anomalia que se denomina
microalbuminuria, y que representa, a su vez, una clave en el diagnostico
de la ND. Esta fase evolutiva también es conocida como nefropatia
incipiente. La microalbuminuria habitualmente acaece 5-15 afios después
del diagnostico de la diabetes mellitus  tipo 1. En esta fase
microalbumindrica de la historia natural de la ND, si no se interviene,
aumenta la excrecion urinaria de albimina a una tasa de un 10-20% por
afio, hasta que se desarrolla la fase de nefropatia clinica, también conocida
como albuminuria clinica o macroalbuminuria, a lo largo de un periodo de
10 a 15 afios, con un maximo en la incidencia a los 17 afios después del
diagnostico de diabetes de tipo 1. Entre un 25 % a un 45% de los pacientes
con diabetes de tipo 1 con microalbuminuria desarrollan macroalbuminuria
y s6lo después de ésta desciende la tasa de filtracion glomerular pudiendo
aparecer, potencialmente, una enfermedad renal en estadio terminal.



La hipertension arterial se desarrolla al principio de la fase
microalbumindrica o en la fase de transicion de ésta hasta la
macroalbuminuria. Una vez desarrollada la fase de nefropatia clinica, si no
se interviene terapelticamente, se va reduciendo de forma progresiva la
TFG, hasta que, finalmente, se desarrolla una insuficiencia renal cronica.
La progresion hasta la fase de enfermedad renal en estadio terminal es
mucho mas comun en los pacientes con diabetes de tipo 1, un 80% a los 20
afios, que en aquellos con diabetes de tipo 2, si bien esta nocion hoy dia es
cuestionada. La insuficiencia renal en estadio terminal se desarrolla en un
50% de los pacientes con diabetes tipo 1 con nefropatia clinica en un plazo
de alrededor de 10 afios después del comienzo de la albuminuria y en mas
de un 75% a los 20 afios. La duracion de la diabetes antes del desarrollo de
ND es inferior en la diabetes de tipo 1 que en la de tipo 2 (32).

La Nefropatia diabética no solo se manifiesta clinicamente por un
incremento en la excrecion urinaria de albumina sino también por un
descenso progresivo de la TFG. La TFG es el mejor test para medir la
funcion renal y puede ser estimada por diferentes formulas (Cockroft-
Gault / MDRD4 /CKD-EPI') (33).

1.7.3 Neuropatia diabética

La Polineuropatia Diabética (PN) es una polineuropatia sensitivo-motora y
simétrica debida a la diabetes, que afecta, predominantemente, al segmento
distal de los miembros inferiores, y a la que caracterizan la presencia de
sintomas sensitivos (positivos) y de déficit (negativos), una variable
participacion autonomica, y una participacion muscular que no suele ser
importante.

Tomando como base la historia natural clinica (comienzo, curso, patron de
los nervios afectados y pronostico), la poblacidn de neuronas lesionadas, la
anatomia patoldgica, los mecanismos patogenéticos implicados, los
factores de riesgo identificados para padecerla y la respuesta a los
diferentes tipos de tratamiento, es posible distinguir dos grupos de
neuropatias bien diferenciados atribuidos a la diabetes:

- Neuropatias dependientes de la longitud del nervio y de la duracién
de la diabetes: 1) Polineuropatia Diabética somatica y autonomica, 2)
Polineuropatia de fibras delgadas.



- Neuropatias independientes de la longitud del nervio y de la duracion
de la diabetes: 1) Neuropatia oculomotora, 2) Radiculo-neuropatia
toracolumbar, 3) Radiculo-plexo-neuropatia lumbosacra, 4)
Neuropatias por atrapamiento (nervio mediano, cubital, peroneo..),
5) Neuropatia isquémica de los miembros inferiores, 6) Neuropatia
hipoglucémica.

También en la Gltima década se han multiplicado las evidencias que
implican a la diabetes en la génesis de la demencia de la enfermedad de
Alzheimer esporadica. (34)

El grupo de Suzanne de la Monte (35) pero sobre todo el Grupo de Estudio
de la Encefalopatia Diabética ( Departamento de Neurologia en el Instituto
de Neurociencia “Rudolf Magnus” y Centro Médico universitario de
Utrecht, Holanda ) quien viene revisando Yy estudiando mas
sistematicamente las disfuncion cognitiva en la diabetes humana (36) , ha
logrado hacer aportaciones fundamentales: han estimado la prevalencia de
disfuncién cognitiva en aproximadamente, el 30% de los diabéticos tipo 2;
han identificado dos periodos vitales de riesgo para esa disfuncion:
comienzo de la diabetes antes de los 7 afios

(I6gicamente, en la DM tipo 1), y un periodo tardio pasado los 65 afios
(valido para ambos tipos), cuando se inician los fenomenos degenerativos
en el cerebro que envejece; fuera de estos periodos, el deterioro cognitivo
tiene lugar en aquellos pacientes con notables complicaciones macro o
microvasculares. Ha establecido que la polineuropatia y la encefalopatia no
estan asociadas ni a nivel cognitivo ni estructural, sugiriendo la existencia
de una patogenia distinta para ambas alteraciones. Si bien la mayoria de los
pacientes presentan manifestaciones clinicas poco acusadas, dada la
elevada prevalencia de la DM, la sombra que se proyecta a nivel
poblacional es inquietante.

1.8. MACROANGIOPATIA DIABETICA

La aterosclerosis es una enfermedad caracterizada por el deposito de
lipidos y elementos celulares en la capa intima arterial, cuyo crecimiento y
complicaciones provocaran, a la larga, la obstruccién de la luz vascular. Su
etiologia es claramente multifactorial, con tres factores de riesgo
fundamentales, hipertension, dislipemia y tabaquismo, y su evolucion lleva
a un estado inflamatorio cronico fibroproliferativo en el que participan
diversos factores, dependiendo del estadio evolutivo del proceso. Las
lesiones producidas por la aterosclerosis son responsables de las
enfermedades cardiovasculares (ECV) isquémicas, como infarto agudo de



miocardio o accidentes cerebrovasculares, primera causa de muerte en los
paises desarrollados.

En el caso particular de la diabetes, a las complicaciones cardiovasculares
por aterosclerosis se les atribuye cerca del 75% de los fallecimientos,
duplicando lo observado en la poblacion no diabética (37) Los ya clasicos
datos del estudio Framinghan demostraron que los varones diabéticos
duplican el riesgo de fallecer por un accidente cardiovascular y que, en las
mujeres diabéticas, dicho riesgo es hasta cuatro veces mayor,
comparandolos con poblaciones no diabéticas de la misma edad y sexo
(38). Por ello, la diabetes esta ahora justamente reconocida como uno de
los principales factores independientes de riesgo de ECV.

Es interesante recordar que en los albores de la era insulinica, las
complicaciones por aterosclerosis eran responsables de no mas del 20% de
las muertes en los pacientes diabéticos. Suele decirse, por ello, que la
insulina y los antibidticos, al prolongar la vida del diabético, le permiten
ahora fallecer por complicaciones ateroscleroticas y que nos encontramos
en la era vascular de la diabetes.

Tanto la diabetes mellitus tipo 1 (DM1) como la tipo 2 (DM2) cursan con
una alta prevalencia de complicaciones vasculares. Las que afectan a los
pequenos vasos

(microangiopatia diabética) son una consecuencia directa de la
hiperglucemia y se presentan pasados unos afios del diagndstico de la
diabetes. El control estricto de la hiperglucemia en diabéticos tipo 1 retrasa
el comienzo o la progresion de todas las lesiones microangiopaticas.

Las lesiones de los vasos de gruesos y mediano calibre (aterosclerosis o
macroangiopatia diabética) afectan, fundamentalmente, a las arterias
coronarias, cerebrales, aorta y las de los miembros inferiores. Desde el
punto de vista histopatoldgico, las lesiones ateroscleroticas del paciente
diabético tienen un mayor contenido lipidico y mas complicaciones
trombdticas que las de los no diabéticos. Ademas, en el diabético, la
aterosclerosis es difusa, afecta a un mayor nimero de vasos y se desarrolla
de manera mas rapida, extensa y precoz, incidiendo por igual en ambos
sexos. Sus principales manisfestaciones clinicas son, como en la poblacion
no diabética, la cardiopatia coronaria isquémica (CHD ), los accidentes
vasculares cerebrales y la arteriosclerosis obliterante de las extremidades,
con la diferencia de que, en los diabéticos, estas complicaciones aparecen a
edades mas jovenes. El riesgo de padecer lesiones ateromatosas de grandes
vasos estd también elevado en los sujetos con tolerancia anormal a la
glucosa, con hiperglucemia asintomética de rango no diabético (fase de



prediabetes), en quienes las complicaciones macrovasculares,
especialmente, la CHD, pueden preceder a la aparicion de la DM2. De
hecho, la prevalencia de CHD entre diabéticos tipo 2 recién diagnosticados
puede ser igual o mayor que entre los que ya se saben diabéticos desde
hace afios (39)

Estos datos han hecho pensar que la diabetes y la aterosclerosis
compartirian algunos genes y factores ambientales implicados en los
mecanismos aterogénicos, la llamada “hipotesis del terreno comun”, y que
no siempre es apropiado considerar la aterosclerosis como una
complicacién secundaria de la diabete (40).

El dilemma de si existen factores de riesgo aterogenico que solo se
presentan en los pacientes diabéticos o si la diabetes, en realidad,
Unicamente incrementa y acelera la accion de factores que ya actdan en
individuos no diabéticos, esta todavia pendiente de aclarar. Es cierto que
los principales factores de riesgo cardiovascular en el diabético son, como
en el no diabético, las alteraciones del metabolismo lipidico, la hipertension
arterial y el tabaquismo. Ademas, segun los datos del Multiple Risk Factor
Intervention Trial (MRFIT) (41), la mortalidad por CHD se eleva
exponencialmente en funcion de la colesterolemia, tanto en diabéticos
como en no diabéticos. Sin embargo, para cada valor de colesterolemia los
diabéticos tienen tasas de mortalidad entre 3 y 5 veces superiores y lo
mismo ocurre también con las cifras de presion arterial.

El hecho de padecer diabetes, por tanto, parece ejercer un efecto
independiente y multiplicador sobre la incidencia de la CHD. Diferentes
estudios han demostrado que, para un mismo numero de factores de riesgo,
los diabéticos padecen de 3 a 5 veces mas mortalidad cardiovascular que
los no diabeéticos. Es decir, una parte del exceso de riesgo cardiovascular
observado en los diabéticos no puede explicarse por los factores de riesgo
tradicionales, lo que obliga a postular otros factores, operantes sélo en los
diabeticos.

En la diabetes existen dos posibles factores de riesgo que no se encuentran
en la poblacion general: la hiperglucemia y la hiperinsulinemia. La primera
es la causante de los fendmenos de glicosilacion de las proteinas y del
estrés oxidativo, que facilita la oxidacion de las LDL y la aterogénesis. La
hiperinsulinemia se considera como secundaria, compensadora de un
estado de resistencia a la insulina en los tejidos periféricos y, para algunos,
seria el defecto basico responsable del riesgo de padecer DM2 vy
complicaciones cardiovasculares.



La asociacion entre resistencia insulinica e hiperinsulinismo con
dislipemia, hipertension arterial, obesidad visceral y riesgo elevado de
DM2 y complicaciones aterosclerdticas, conocida como sindrome
metabolico, podria explicar los mecanismos patogénicos comunes.
Recordemos que, aproximadamente, el 80% de los diabéticos tipo 2 retnen
criterios diagndsticos de sindrome metabdlico.

La glucosilacién de proteinas altera la estructura y funcion de las
apolipoproteinas, modificando el metabolismo lipidico. La proporcion de
glucosilacion de las apolipoproteinas es proporcional a la concentracion de
glucosa en plasma, existiendo una buena correlacion entre los valores de
glucemia y los de LDL glucosilada. La glucosilacién de las VLDL y LDL
potencia su capacidad aterégena y tiene repercusiones vasculares nocivas.
Las LDL glucosiladas son funcionalmente anormales, con disminucion de
su afinidad por el receptor LDL y con capacidad inmunogénica,
acumulandose en el torrente circulatorio y permitiendo el depoésito de
esteres de colesterol en los macrofagos (42).

En las placas de ateroma se han descrito complejos inmunes de LDL
glicosiladas, con capacidad citotoxica. Aunque la glicosilacion de la apoB
de las LDL no suele superar al 25%, es suficiente, sin embargo, para
disminuir mas de cinco veces el catabolismo de las mismas.

Por otro lado, los AGE (advance glycated end products) intervienen en la
aterogénesis del diabético a través de una serie de mecanismos y previa
unién a unas proteinas, presentes en las células endoteliales, células
musculares lisas y macréfagos, que actian como receptores (RAGE). La
unién a estos receptores desencadena una serie de reacciones que
interfieren con el metabolismo de proteinas y lipoproteinas, alterando su
configuracion molecular, actividad enzimatica y vias catabolicas. La
funcion de las proteinas intracelulares queda afectada, se modifica la matriz
extracelular y se altera la accion de las hormonas, citosinas y radicales
libres. Consecuencias bien conocidas de estas transformaciones son el
aumento de la permeabilidad vascular, la mayor actividad procoagulante,
expresion de moléculas de adhesion y entrada de monocitos en la intima.
Asi pues, los AGEs, al perturbar gravemente la fisiologia de la pared
arterial, son responsables en buena medida de la aterosclerosis precoz y
difusa del sujeto diabético (43).

Otra consecuencia relevante de la formacion de los AGEs es su capacidad
para formar fendmenos de entrecruzamiento (cross-linking) con las
proteinas, especialmente, el colageno de la pared arterial. Esto origina un
cambio de las propiedades mecénicas de los tejidos afectados, lo que en el



sistema vascular se traduce en un aumento de la rigidez arterial y
disminucion de la distensibilidad del miocardio. De esta forma, los AGEs
participan también en la génesis de la hipertension sistdlica y de la
insuficiencia cardiaca, tan frecuentes en los pacientes diabéticos.

En resumen, la macroangiopatia diabética es una forma de aterosclerosis
precoz, difusa y grave, que afecta por igual a los dos sexos, causa
numerosas complicaciones vasculares y es la principal responsable de que
mas del 75% de los diabéticos mueran por enfermedades cardiovasculares,
como el infarto de miocardio o los accidentes cerebrovasculares. Junto con
la hipertension arterial, las alteraciones lipidicas y el tabaquismo existen en
el diabético otros factores de riesgo para el desarrollo de las aterosclerosis
0 macroangiopatia, mayoritariamente relacionados con las desfavorables
consecuencias de la hiperglucemia, la inflamacion y una tendencia
procoagulante

1.8.1 Corazon y diabetes mellitus

La relacion entre el corazon y la diabetes mellitus (DM) esta hoy en dia
claramente establecida. En general, la repercusion cardiaca en el corazdn
podemos establecerla a cinco niveles: 1. Enfermedad arterioesclerosa en
general y coronaria. 2. Insuficiencia cardiaca. 3. Arritmias y muerte subita.
4. Miocardiopatia diabética y 5. Neuropatia autonémica cardiovascular.

Los pacientes con DM, tienen mayor prevalencia de enfermedad coronaria
aterosclerotica, mas posibilidad de tener un 1AM, isquemia miocardica mas
extensa, afectacion de los tres vasos epicardicos o del tronco, enfermedad
difusa y oclusiones completas.

Los pacientes con DM tipo 2 tienen un riesgo cardiovascular muy elevado
de eventos cardiacos (>20% a los 10 afios ), que se producen unos 15 afios
antes que en los no diabeticos, alrededor de los 40 afios en varones y 48
afos en mujeres. En los pacientes con DM-1, dicho riesgo se alcanza
alrededor de los 30 afios. También tienen mayor incidencia de enfermedad
arterioesclerosa asintomatica que la poblacion general, demostrada tanto
con pruebas anatomicas, (TC, coronariografia) como funcionales, con una
mayor incidencia de angina atipica, IAM e isquemia silente y lesiones
coronarias de alto riesgo.



1.8.2 Enfermedad cerebrovascular y diabetes mellitus

Hasta 3 veces podria aumentar el riesgo para la enfermedad
cerebrovascular en diabéticos, principalmente, en los diabéticos tipo 2, sin
que todo se explique por los clasicos factores de riesgo arterioscleréticos
cardiovasculares.

Un paciente diabético con enfermedad cerebrovascular arterioesclerotica
tiene un riesgo elevado de sufrir un accidente isquémico cerebral agudo,
representando entre el 65-75% de todos los ACV, sin que se asocie con un
aumento de hemorragia cerebral. El rango de edad de mayor incidencia en
DM esta entre los 40 y 60 afios, siendo la mujer la que mas se afecta,
también comparada con la poblacion general (44)

La HTA es en el diabético el factor de mayor riesgo, uniéndose a otras
manifestaciones como la insuficiencia cardiaca y la fibrilacion auricular y
con una constante general muy importante: el mal control metabdlico,
elevacion cronica de la HbAlc y dislipemia con aumento de triglicéridos y
disminucion de HDL.

Del andlisis de pacientes y seguimiento de hasta 7.9 afios efectuado en el
estudio UKPDS, se desprende que un tratamiento intensivo para la HTA y
para la fibrilacion auricular consigue una reduccion llamativa del 44% de
todos los AVC ( fallecidos y no fallecidos ), en comparacion con el grupo
de pacientes con DM tipo 2 con un control menos favorable de su tension
arterial.

1.8.3 Enfermedad vascular periférica y diabetes mellitus

Si bien , clinicamente, la enfermedad vascular periférica se manifiesta
fundamentalmente en las extremidades inferiores, no debe contemplarse
como una enfermedad vascular aislada, sino como la expresién local de una
macroangiopatia aterosclerdtica mas o menos generalizada, universal, que
afecta también a otros territorios arteriales: cerebrovasculares, coronarias,
etc. Es una realidad clinica que los diabéticos que presentan una isquemia
arterial en extremidades inferiores estan particularmente predispuestos a
eventos coronarios o cerebrovasculares. La prevalencia de enfermedad
cerebrovascular en pacientes con isquemia arterial periférica se sitGa entre
el 25% y el 50%, segun las series publicadas, en tanto que la mortalidad
por infarto de miocardio en esos pacientes alcanza el 61% en los varones y



el 33% en las mujeres, todo lo cual da idea de la magnitud patologica de la
macroangiopatia diabética aterosclerética (45)

La morbilidad derivada de la enfermedad vascular periférica es muy
elevada en los diabéticos. Aproximadamente, mas de la mitad de las
amputaciones quirdrgicas en extermidades inferiores por causas no
traumaticas aparecen en esos enfermos. Cerca de un 75% de los pacientes
que sufren claudicacién intermitente son diabéticos con una incidencia del
2% / afio. Al cabo de 20 afios de su diagnostico, un 50% de los diabéticos
tipo 2 presentan esta angiopatia en grado mayor o menor (46) y un 9.9% de
los diabeéticos tipo 1 tienen Ulceras isquémicas en los pies (47).

La afectacion del tejido Oseo, objetivo fundamental de este trabajo, la
revisamos en mayor profundidad en los siguientes apartados.



2. EL TEJIDO OSEO

2.1. GENERALIDADES

El hueso es un tejido conectivo especializado que junto con el cartilago,
forma el sistema esquelético (48). Este sistema tiene varias funciones:

-Mecénica: proporcionando soporte a la musculatura y permitiendo
el movimiento y la locomocion.

-Protectora: resguardando a los 6rganos vitales y a la médula dsea.

-Metabdlica: contribuyendo al mantenimiento adecuado de la
homeostasis mineral; sirve de reservorio a minerales, citoquinas y factores
de crecimiento. También interviene en la diferenciacion y supervivencia de
las células progenitoras hematopoyeéticas.

-Endocrina: Se sabe que el tejido dseo contribuye a procesos
sistémicos, como la regulacion renal de fosforo, a través de la produccion
del factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF23) (49), la secrecion de
insulina y la homeostasis de la glucosa, a través de la OCN descarboxilada
(50 ,51) ; y la espermatogénesis, a través de la produccion de testoterona
(52). Un compendio de estas acciones aparecen en la Figura 2.1.
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Figura 2.1. Funcién endocrina del hueso. Adaptado de (123)



El tejido 6seo esta constituido por las células 6seas y la matriz extracelular.
Esta se caracteriza por estar mineralizada ( incluye el 99% del calcio del
organismo ), y presenta la capacidad de regenerarse constantemente a lo
largo de la vida como consecuencia de un metabolismo muy activo. Se
compone de una matriz organica (20-40%), una matriz mineral (50-70%),
agua (5-10%) y menos de un 3% de lipidos (48).

2.2. MATRIZ OSEA

La matriz 0sea determina las propiedades biomecanicas del hueso. La fase
organica proporciona flexibilidad, elasticidad y resistencia a la tension,
mientras que la fase mineral proporciona rigidez, dureza y resistencia a la
compresion.

La matriz organica estd compuesta mayoritariamente por fibras colagenas
(coléageno tipo 1), por proteinas no colagenas (osteocalcina, osteopontina,
osteonectina, fosfoproteinas, sialoproteinas, factores de crecimiento,
proteinas séricas, etc..) proteoglicanos y lipidos. Las moléculas mas
importantes son:

- Colageno tipo I (COL 1): es el elemento constructor basico de la red
de fibras de la matriz organica. Es sintetizado por los osteoblastos en
forma de precursores, y se caracteriza por tener unas pequefias
extensiones peptidicas terminales: el propéptido amino-terminal ( N
terminal) (P1NP) y el propéptido carboxi-terminal (C-terminal) (
P1CP). Al degradarse, aparecen unas moléculas llamadas
telopéptidos, C-terminal (CTX o beta CrossLaps) y N-terminal
(NTX). Tanto el PLNP, como el beta-CrossLaps son utilizados en la
practica clinica como marcadores sericos del remodelado 6seo; el
P1NP se utiliza como marcador de fomacion dsea y beta-CrossLaps
como marcador de actividad osteoclastica. (53,54,55,56,57).

- Osteocalcina (OCN): también llamada BGP (Bone Gla protein)
debido a que posee en su secuencia el é&cido gamma-
carboxiglutamico (Gla). Se encuentra casi exclusivamente en la
matriz Gsea y es una de las proteinas mas abundantes del hueso,
constituyendo hasta un 20% de las proteinas no colagenas presentes
en la matriz 6sea. Es sintetizada por los osteoblastos.



- Otras proteinas no coldgenas son: la osteonectina ( glucoproteina
SPARC ), que es la glucoproteina fosforilada mas prevalente en el
hueso (2%) y la osteopontina (OPN), que es una proteina que puede
mediar en la conexién celular, anclando osteoclastos al hueso, y
fijando el calcio con una afinidad muy elevada (58,59).

La matriz inorganica esta compuesta casi en su totalidad por cristales de
hidroxiapatita [Cal0(PO4)6(0OH)2] , con una pequefia cantidad de fosfato
acido, carbonato y magnesio. Actla como reserva de iones de calcio,
fosfato y magnesio y resulta fundamental en el proceso de la
mineralizacion osea (60).

2.3. CELULAS OSEAS

El hueso es un organo metabolicamente muy activo que esta sometido a
una renovacion continua, consistente en la destruccion del hueso viejo al
tiempo que se forma un hueso nuevo para sustituirlo. Este proceso tiene
lugar gracias a la existencia de dos lineas celulares bien diferenciadas: (a)
celulas de extirpe osteoblastica, encargadas de la formacion del hueso
nuevo (formada por los progenitores o células madres mesenquimales, que
en estadios sucesivos dan lugar a preosteoblastos, osteoblastos, células de
revestimiento y osteocitos) y (b) células de extirpe osteoclastica,
encargadas de la destruccion del hueso viejo (células madre
hematopoyéticas, que dan lugar a los preosteoclastos y finalmente a los
osteoclastos maduros ) (61).

Ya que en este trabajo estudiamos las células circulantes de extirpe
osteobléastica, nos detendremos en la descripcidon mas pormenorizada de
este linaje celular.

24. CELULAS DE LINAJE OSTEOBLASTICO: OSTEOBLASTOS,
CELULAS DE REVESTIMIENTO ( LINING CELLS ),
OSTEOCITOS Y OSTEOCLASTOS

2.4.1. OSTEOBLASTOS

Los osteoblastos (OB) son células de origen mesenguimal, responsables de
la creacion y el mantenimiento de la arquitectura del esqueleto. Llevan a
cabo la produccion de las proteinas de la matriz extracelular y de los
factores que regulan la mineralizacion de la misma, tanto en el periodo de
la formacion Osea, como mas tarde, durante el remodelado. Ademas, los
osteoblastos regulan la diferenciacion de los osteoclastos y, por ello, la



reabsorcion 0sea, mediante la secrecion de citoquinas o por contacto celular
directo (62).

El osteoblasto maduro activo se sita en la superficie del hueso. Estas
células emiten prolongaciones citoplasmaticas, desde su superficie
secretora hacia la matriz osteoide, que comunican con la red de osteocitos y
con osteoblastos cercanos, con los que se interrelacionan, a menudo, a
través de uniones tipo gap. Se ha desmostrado que los osteoblastos poseen
receptores para la PTH y prostaglandinas, pero no para la calcitonina.
También expresan receptores esteroideos para la vitamina D y estrogenos,
asi como varias moléculas de adhesion (integrinas), citoquinas del sistema
RANK-RANKL-OPG y para productos finales de la glicosilacion avanzada
(AGEs) (63,64).

Una de las caracteristicas fenotipicas del osteoblasto es la sintesis de la
isoenzima fosfatasa alcalina Osea (FAO). Esta proteina se encuentra
fundamentalmente en la membrana basal del osteoblasto y parece tener un
importante papel en el proceso de mineralizacion ésea, interviniendo en la
formacion de fosfato célcico (base de la cristalizacion de la hidroxiapatita)
(65). La deteccion histoquimica de la fosfatasa alcalina (FA) representa
uno de los marcadores mas tempranos del fenotipo de los osteoblastos.

Los osteoblastos pueden quedarse embebidos en la matriz que han formado
( dando lugar a los osteocitos ), convertirse en células de revestimiento
inactivas o bien activar su mecanismo apoptético  (66).

El proceso celular de la apoptosis en osteoblastos se caracteriza por una
pérdida de volumen, colapso del citoesqueleto, fragmentacion del nicleo y
degradacion del ADN, asi como la separacion de la matriz, sefial que les
identifica para ser procesados por los fagocitos. Este proceso se controla a
traves de dos rutas celulares diferentes: una de ellas es iniciada por
miembros de la familia de las TNF y la otra esta regulada por proteinas de
la familia Bcl-2, que implica la liberacion del citocromo C de la
mitocondria. Ambas rutas activan una familia de enzimas proteoliticas
Ilamadas caspasas que provocan la escision de proteinas esenciales para la
vida de la célula, provocando la muerte de ésta.

La apoptosis de estas celulas estd modulada por hormonas, factores locales
como citoquinas (IL-6), IGF-1, proteinas Wnts y sus antagonistas, la
proteina relacionada con la PTH (PTHrP), fuerzas mecanicas y el estrés
oxidativo, y representa un mecanismo importante de control funcional, de
tal forma que pequefios aumentos en la prevalencia de apoptosis de los



osteoblastos en un seccidn 6sea produce pérdida del tejido éseo vivo y con
funcion normal (67,68,69).

Los osteoblastos maduros producen las proteinas de la matriz, siendo las
fundamentales el COL1, la OCN y la FA. Ademas, en esta etapa de
desarrollo celular es cuando los niveles proteicos y de expresion de OPG
son los méas elevados y se relacionan con la expresion de osteocalcina.
Generalmente estos osteoblastos maduros se sitian en grupo ( 100-400
células ), tapizando una capa de matriz no mineralizada, que acaban de
sintetizar ( ribete osteoide ).

2.4.2 CELULAS DE REVESTIMIENTO ( LINING CELLS)

Un porcentaje pequefio de los osteoblastos acaban diferenciandose en
células de revestimiento, también denominadas “lining cells”. Se localizan
recubriendo, en forma de monocapa, la superficie del hueso trabecular o
endocortical. Morfologicamente se caracterizan por ser células elongadas,
aplanadas, con un moderado desarrollo del reticulo endoplasmatico rugoso
y el aparato de Golgi, y generalmente presentan un nucleo ovoide. Se
encuentran intimamente comunicadas entre si mediante uniones gap Vv,
ademas, también presentan comunicacién con osteoblastos, osteoclastos y
osteocitos a traves de los canaliculos. Se caracterizan porque conservan la
capacidad de rediferenciarse en osteoblastos tras diferentes estimulos
mecanicos y/o endocrinos (70).

Sus funciones no estan del todo claras, pero se conoce su accion en el
sistema de transduccion de sefiales mecano-sensitivas junto a los
osteocitos, interviniendo asi en el inicio del remodelado 6seo (71). Tras
las sefiales de inicio de remodelado emitidas por los osteocitos (apoptosis),
las células de revestimiento han de dejar paso a los precursores
osteoclasticos. Para ello, estas células forman un dosel por encima de la
zona de accion, creando un espacio cerrado denominado “Compartimento
de Remodelado Oseo” (CRO). Este dosel se une a los vasos adyacentes
para poder atraer y permitir el paso de los precursores osteoclasticos al
interior del CRO (72). Segun este modelo, una vez finalizado el proceso de
remodelado 6seo en el CRO, algunas de las células que formaban parte del
dosel volverian a su lugar, mientras que otras son sustituidas por algunos de
los osteoblastos maduros, que se diferencian en células de revestimiento
tras finalizar su funcién formadora de hueso.



2.43 OSTEOCITOS

El osteocito representa la fase final de la diferenciacion del osteoblasto.
Son las células méas abundantes del hueso (90-95%) y las que tienen una
vida mas prolongada. Presentan una morfologia muy caracteristica, con
forma estrellada y sitian su cuerpo celular en las “lagunas osteociticas”,
teniendo numerosas extensiones celulares que proyectan a través de los
canaliculos; son unas prolongaciones citoplasmaticas finas, a traves de las
cuales se comunican, mediante uniones gap, con otros osteocitos y con las
células de revestimiento de la superficie. La formacién de estas uniones es
fundamental para la maduracién, activacion y supervivencia de los
osteocitos (73).

Su funcion principal es dar sostén al hueso, pero también tienen una
funcion mecano-sensitiva, es decir, son células transductoras de sefiales
mecanicas  (tensidon, compresion, torsion...etc) y una funcidon
osteoprotectora. A través de la apoptosis de estas células, en respuesta a la
tension (ya sea fisiologica o excesiva), se pone en marcha el mecanismo de
remodelado &seo para prevenir la acumulacion de microdafios (74).
Ademas, estas células tienen otras funciones adicionales importantes, como
la produccion de FGF23, que controla el nivel sérico de fésforo a través de
su accion renal (75).

En los ultimos afios ha cambiado la percepcion de estas células. Han
pasado de ser consideradas unas células inertes a reconocerlas como unas
células metabolicamente muy activas, secretoras y muy sensibles a los
estimulos mecanicos, que juegan un papel muy importante en la regulacion
de la actividad de osteoblastos y osteoclastos (76). Tanto los osteocitos
sanos como los apoptoticos tiene la capacidad de reclutar osteoclastos hacia
los lugares de remodelado 6seo: Los osteocitos sanos lo hacen a través de
la expresion y secrecion de cantidades importantes de OPG y RANKL,
mayor que la producida por los osteoblastos; y los osteocitos en apoptosis,
gracias a la sefializacion que generan, son capaces de inducir la expresion
de RANKL (75).

Estas células expresan en su superficie CD44 (negativo en osteoblastos y
celulas de revestimiento) y tienen una produccion muy reducida de
fosfatasa alcalina pero elevada de OCN (77). Ademas, son las células
responsables de la produccion y secrecion de casi la totalidad de la



esclerostina circulante, un antagonista de la via Wnt y de la via de
sefializacion de las proteinas morfogénicas dseas (BMPs) (78,79,80).

Esta linea celular proviene de las células madre mesenquimales (MSC), que
son unas células pluripotenciales, localizadas fundamentalmente en la
médula dsea, aunque también en mdsculo y tejido adiposo, con capacidad
para diferenciarse en una variedad de tejidos como, hueso, cartilago,
musculo y adipocitos (81,82)

La diferenciacion de las MSC hacia cada linea celular esta controlada por
numerosas citoquinas, que regulan distintos factores de transcripcion. Entre
las citoquinas responsables de la diferenciacion osteoblastica estan,
Hedgehogs, BMPs, TGFB, PTH y WNTs. Un factor fundamental en la
diferenciacion hacia osteoblastos es Runx2, y la falta de este factor lleva a
defectos importantes en el desarrollo 6seo por incapacidad de formacion de
osteoblastos. EI Runx2 interactda con otras proteinas reguladoras para dar
lugar a la expresion de genes especificos del osteoblasto como Coll,
fosfatasa alcalina, osteopontina, osteonectina y osteocalcina. EI Runx2
regula, ademas, la expresion del factor de transcripcion Osterix, también
fundamental para la formacién y diferenciacion osteoblastica. Osterix
puede interactuar con el factor nuclear de celulas T activadas-2 (NFAT?2),
controlando la transcripcion de genes especificos como osteocalcina,
osteopontina, osteonectina y Col1(83-85) ( Figura 2.2).
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Figura 2.2. Proceso de diferenciacion de los distintos estadios de células de estirpe
osteoblastica a partir de las células precursoras mesenquimales (85).

Uno de las vias mas importantes involucradas en la regulacion de la
homeostasis 0sea es la denominada via de las proteinas WNTs. En los
animales superiores existen 19 proteinas WNTS, que se unen a receptores
que existen formando complejos en la superficie celular e inducen una
cascada de sefializaciones celulares muy importantes que llegan al nucleo y
estimulan la expresion de genes especificos de cada tipo celular. La via de
las proteinas Wnt funcionan en todas las células de estirpe osteoblastica
(células progenitoras mesenquimales, preosteoblastos, osteoblastos
maduros y osteocitos). (86,87,88,89)

Las proteinas WNTs son glicoproteinas, ricas en cisteinas, que pueden
activar vias dependientes de la beta-catenina (via candnica) o sefiales
independientes de la misma. En la via canonica, las proteinas WNT activan
el complejo receptor del que forma parte LRP5/6 que estabiliza a la beta
catenina citosolica, induciendo una traslocacion al nucleo a fin de activar
genes funcionales especificos. (Figura 3.1).

La importancia de la via canonica en la homeostasis del esqueleto se ha
comprobado por el hecho de que, en humanos, la existencia de mutaciones
que llevan a pérdida o ganancia de funcion del LRP5 resulta en
enfermedades del esqueleto, caracterizadas por baja o elevada masa 0sea
respectivamente y que mutaciones en la esclerostina, un inhibidor de esta
via, causa esclerostosis y la enfermedad de van Buchem, caracterizadas
ambas una masa 0sea muy elevada. (90,91,92,93)

La funcidn de la via no canonica resulta menos conocida en el hueso (86).
Merece la pena resefiar el descubrimiento mas reciente de la importancia de
la proteina WNT16 en la regulacion de la masa 6sea cortical y la resistencia
0sea, siendo su gen selectivamente expresado en hueso cortical y periostio.

Los estudios existentes sugieren que el WNT16 esta fuertemente asociado
con el grosor de la cortical y la suceptibilidad de las fracturas en humanos,
ya que regula el grosor de la cortical Gsea, inhibiendo la resorcion
endocortical. Observaciones recientes apoyan la hipotesis que la
homeostasis del hueso trabecular y del hueso cortical estan regulados de
forma diferenciada. Existen hallazgos en ratones que demuestran que la
deleccion del WNT16 hace que se produzcan fracturas espontaneas como
resultado de de la disminucién del grosor y aumento de la porosidad
cortical, sin afectacion alguna del hueso trabecular (94).



Wnt 16 se produce en los osteoblastos y, tanto en ratones como en
humanos, inhibe la osteoclastogénesis por dos mecanismos diferenciados:
1.- Directamente actuando sobre los precursores de los osteoclastos; 2.-
Indirectamente, aumentando la expresion de OPG en los osteoblastos. Su
accion la realiza activando la via “no-canonica” en los precursores de OCs,
mientras que en OBs se activan ambas vias (canOnica y no-
canonica)(Figura 2.3).

Estos hallazgos abre muchas posibilidades de estudio para comprender
mejor el metabolismo diferente de los dos tipos de hueso ( cortical y
trabecular ). Este mejor conocimiento llevara, sin duda, a terapias mas
utiles y especificas de las fracturas no vertebrales que se producen en
lugares con mayor cantidad de hueso cortical, y que son mas resistentes a la
terapia actual (95)

Figura 2.3
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2.44 OSTEOCLASTOS

Los osteoclastos se caracterizan morfoldégicamente porque son células
multinucleadas y de mayor tamafio que los osteoblastos.

Las células precursoras osteoclasticas proceden de células madre
hematopoyéticas (CPH) diferenciadas a células formadoras de colonias de
granulocitos y macréfagos (CFU-GM). El reclutamiento y proliferacion de
estas celulas es activada fundamentalmente por dos citoquinas: RANKL y
el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF). Ambas
moléculas son producidas por las células estromales de la médula y por las
células de estirpe osteoblastica derivadas de ellas, por lo que el
reclutamiento de preosteoclastos a partir de precursores mononucleares
necesita de la presencia de estas células no hematopoyéticas residentes en
el hueso. En el reclutamiento de los preosteoclastos a partir de las CFU-
GM parecen intervenir también otras citoquinas como IL-1, IL-6 e IL-11.
Los preosteoclastos son células dotadas de un solo ndcleo que se adhieren a
las superficies 6seas y se fusionan entre si para dar lugar a unas células
grandes y polinucleadas, que son los osteoclastos maduros. Los



preosteoclastos de la médula 0sea pueden dar lugar por fusion a los
osteoclastos que remodelan el propio hueso esponjoso medular, o pasar a la
circulacion (96) (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Osteoclastogénesis. Adaptado de (96).

La funcion principal de los osteoclastos es la de reabsorber el hueso. Para
ello los osteoclastos entran en contacto con la matriz 6sea a través de su
membrana basal y estabilizan el contacto uniéndose a la vitronectina de la
matriz (97,98). Esta union crea un espacio sellado debajo del osteoclasto,
Illamado laguna de resorcion o de Howship, que posibilita el ambiente
necesario para la resorcion Osea. En el interior de esta laguna, los
osteoclastos secretan una gran variedad de enzimas lisosomales. Ademas,
con el fin de acidificar el ambiente en la laguna de resorcién, son liberados
protones gracias a bombas ATPasa/H"(99). El PH acido es necesario para
disolver los cristales de hidroxiapatita y asi poder descalcificar la matriz
0sea, ademas de optimizar el funcionamiento de las enzimas encargadas de
la degradacion de la matriz (100).

De manera paralela a la secrecion de las enzimas necesarias para la
degradacion de la matriz 6sea, los osteoclastos también reabsorben los
productos de la digestion de la matriz dsea (101,102). Para ello, tienen una
muy buena organizacion vesicular (103) y los productos de la resorcién son
procesados en compartimentos acidos intracelulares. Finalmente, éstos, y
probablemente las enzimas responsables de ellos (incluida la catepsina K),
son transportados por transcitosis y secretados al espacio paracelular para



acabar en el sistema circulatorio, pudiendo ser eliminados, al menos en
parte, a través de la orina (104,105) (Figura 2,5).

Osteoclasto maduro y su funcion resortiva, resaltando la anidrasa carbonica, TRAP
y catepsina K.
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Figura 2.5. Funcién resortiva del osteoblasto maduro.

El osteoclasto es una célula movil que, tras realizar su actividad resortiva
en la laguna, se desplaza a través de la superficie del hueso para reabsorber
en otro lugar. No se conocen bien ni el proceso de finalizacion de su
actividad resortiva ni el destino final de los osteoclastos, pero se cree que
podria migrar a la médula y alli entrar en fase de apoptosis, una vez
finalizada su funcion.

3. REMODELADO OSEO

3.1 CONCEPTO

A lo largo del periodo de crecimiento y desarrollo del ser vivo, el hueso
estd sometido a un proceso continuo de modelado mediante el cual crece y
se desarrolla, cambiando de forma y volumen, adaptandose a las
necesidades mecanicas a las que esta sometido. Una vez finalizado el
crecimiento  esquelético, el hueso continda siendo un tejido
metabdlicamente muy activo, gracias al proceso del remodelado que se



lleva a cabo en pequeiias areas, gracias al cual, el hueso viejo es sustituido
por hueso nuevo sin presentar cambios estructurales.

El remodelado se inicia en una pequefia zona del hueso denominada
“unidad de remodelado 6seo” (URO), que se encuentra en reposo. Cada
URO esta constituida por un grupo de células, principalmente células de
revestimiento, osteoclastos y osteoblastos, que llevan a cabo, de manera
secuencial, la resorcion y la formacion Osea. Este proceso (Figura 3.1), que
puede durar de 4 a 6 meses, ocurre en cuatro fases:

Activacion: El hueso en reposo se activa con una serie de “sefales”,
como son las producidas por cambios en la situacion endocrinolégica
del individuo, cambios en el ambiente paracrino del lugar que va a
ser remodelado, cambios en las fuerzas mecanicas locales y/o
cambios en la estructura como consecuencia del envejecimiento o de
dafo tisular. Estas sefiales inducen el reclutamiento y activacion de
un grupo de precursores osteoclasticos de la circulacién, a un lugar
determinado del esqueleto (106).

Resorcion: los osteoclastos maduros se unen a la matriz Gsea y
comienzan el proceso de la resorcion. En este punto, los osteoclastos
se anclan a la matriz y forman la laguna de resorcién o de Howship,
donde liberan H" , CI" y enzimas lisosomales, que degradan los
componentes de la matriz. Finalmente los osteoclastos desaparecen
por apoptosis.

Inversion: una vez finalizada la resorcion, la superficie 0sea queda
libre de células, excepto por la presencia de unos cuantos fagocitos
mononucleares que, ademas de limpiar la cavidad, forman la linea de
cementacion sobre la cual se depositara el hueso nuevo. Durante esta
fase tiene lugar el reclutamiento de los precursores osteoblasticos,
produciéndose asi el fendmeno conocido como “acoplamiento”
(“coupling”) entre los osteoclastos y los osteoblastos (107).

Formacién: Esta accion es llevada a cabo por los osteoblastos
maduros y consiste en la sintesis del componente orgéanico de la
matriz dsea, asi como la mineralizacion de ésta. Finalmente, la
mayoria de estos osteoblastos mueren por apoptosis ( 50-70% ),
mientras que algunos quedan embebidos en la matriz ( son los que se
transforman en osteocitos, de vida muy prolongada) y otros se
diferencian diferencian hacia células de revestimiento (108).
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Figura 3.1. llustracion de las fases del ciclo de renovacion dsea (imagen cedida por
Amgen y modificada).

Las UROs renuevan en un afo el 3-4% del hueso cortical y un 25-30% del
hueso trabecular. En un momento dado, pueden estar activas 1.5 - 2
millones de unidades, en distintos lugares del esqueleto y en momentos
funcionales diversos. (109).

En condiciones normales, debe existir un equilibrio entre el hueso destruido
y el formado. Un desequilibrio entre ambos procesos, lo que sucede
progresivamente durante las ultimas décadas de la vida o por padecer
alguna enfermedad con influencia sobre el metabolismo 6seo, condiciona
un pérdida de masa 6sea como resultado de un exceso de la reabsorcién y/o
un defecto de la formacion.

3.2 REGULACION

Se requieren mucho sistemas reguladores, tanto sistemicos como locales,
para mantener un equilibrio adecuado entre los procesos de resorcion y de
formacion 6sea (110) ( Figura 3.2 ) y cualquier alteracion en dicho balance
puede conducir a la aparicion de enfermedades metabdlicas 6seas, como
osteoporosis y osteopetrosis (111). Algunos de estos factores promueven la



formacién ésea mientras que otros favorecen su reabsorcion. La accion
combinada de estos dos tipos de factores es la que determina la
homeostasis en el tejido 6seo.
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Figura 3.2. Homeostasis 6sea. En negro se indican los factores fisioldgicos y en rosa,
los farmacoldgicos, que pueden estimular o inhibir la formacion y la reabsorcion Gsea
(112).

3.3 SISTEMICA

La regulacion sistémica esta producida por diferentes factores hormonales
tales como:

Hormonas calciotropas ( PTH, calcitriol o 1,25(0OH)2
Vitamina D y calcitonina)

Hormonas sexuales ( androgenos y estrégenos )

Hormona tiroidea

Glucocorticoides

Hormona de crecimiento

Insulina

Leptina

Adiponectina

Prostaglandinas

©)
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La hormona paratiroidea ( PTH ) es una hormona producida casi
exclusivamente por las glandulas paratiroideas en respuesta a bajos niveles



de calcio sérico. La PTH estimula in vitro e in vivo tanto la formacion
como la reabsorcion Osea, segin se administre de forma intermitente o
continua (113). Se cree que su accién en el remodelado éseo se produce de
forma indirecta, pues actla sobre lo osteoblastos incrementando los niveles
de RANKL, produciendo asi un aumento en el numero y actividad de los
osteoclastos (114). Tiene, ademas, una accion estimulante de la actividad
osteoblastica, ya que inhibe la produccién y secrecidn de esclerostina por
los osteocitos. (La esclerostina es un fuerte inhibidor de la via Wnt )

La proteina relacionada con la paratohormona (PTHrP) estimula, de
manera similar a la PTH, el remodelado 6seo, con aumentos de la actividad
osteoblastica y osteoclastica.

La 1,25-dihidroxivitamina D3 o calcitriol, metabolito activo de la vitamina
D, posee receptores en los osteoblastos (VDR), donde promueven su
diferenciacion y regula la produccion de proteinas tales como el colageno,
la fosfatasa alcalina y la osteocalcina (115). También induce el aumento de
RANKL en las membranas celulares, promoviendo la proliferacion y
fusion de los precursores osteoclasticos. Asi, el calcitriol regula tanto la
formacion como la resorcion ésea (116).

El déficit de vitamina D (niveles séricos de 25(OH) D < 15 ng/ml ) induce
un hiperparatiroidismo secundario, que conduce a una osteoporosis. Una
deficiencia severa y prolongada de vitamina D (niveles < 10 ng/ml )
conduce a la disminucion de la mineralizacion de la matriz dsea y, por
tanto, a la produccion de raquitismo u osteomalacia (117,118).

La calcitonina inhibe la resorcion ésea de forma transitoria uniéndose a su
receptor en la membrana del osteoclasto (119).

Las hormonas sexuales esteroideas, principalmente estrogenos vy
andrégenos, son cruciales en la formacion esquelética del individuo en
crecimiento, ya que tanto los osteoblastos como los osteoclastos poseen
receptores para ellas (120,118). Los andrégenos tienden a favorecer la
proliferacion de los precursores osteoblasticos y la produccion de factores
de crecimiento como IGF-1. Y tanto androgenos como estrogenos inhiben
la apoptosis de los osteoblastos. Ademas, disminuyen la reabsorcién debido
a la tendencia de estas hormonas a inhibir la produccion de factores
resortivos ( IL-1, IL-6, IL-7, IL-11 y TNF ) al tiempo que estimulan la
sintesis de OPG (121).

El descenso drastico de niveles fisioldgicos de estrogenos tras la
menopausia es causante directo de la osteoporosis postmenopadsica, ya que
provoca un rapido aumento en la reabsorcion 0sea. Este descenso hormonal



parece estar también correlacionado con el aumento que se produce de PTH
sérica asociado a esta etapa de la vida y que, como ya hemos mencionado,
es capaz por si solo de aumentar la reabsorcion 6sea (118).

Los glucocorticoides inhiben la formacion de osteoclastos in vitro e inhiben
la reabsorcion ésea osteocléstica. Los corticoides afectan a la fase de
formacion dsea a varios niveles: disminuyen la replicacion y la accién de
las células de linaje osteoblastico y alteran la sintesis de la matriz Osea.
Durante el tratamiento con corticoides se describen una menor aposicion
mineral, reduccion del grosor trabecular y disminucion de la matriz
osteoide. Ademés, hay un incremento de la superficie de erosion vy,
probablemente, del nimero de osteoclastos (121).

Las hormonas tiroideas son necesarias para el reclutamiento, la maduracion
y la actividad de los osteoblastos y osteoclastos. Actlan directamente sobre
las células d6seas, modulan el proceso de remodelado e inducen cambios
secundarios en las concentraciones de calcio, PTH y vitamina D (121 ). Los
niveles elevados de hormonas tiroideas son un factor de riesgo importante
de osteoporosis por remodelado alto, lo que no hay que olvidar en la
practica clinica diaria. En contraposicion, ajos niveles de estas hormonas
(hipotiroidismo) en adultos resulta en una tasa de recambio 6seo reducida
con la formacion y reabsorcion ésea mermadas.

La hormona de crecimiento (GH) estimula el crecimiento longitudinal 6seo
en la fase de desarrollo. Se han descrito efectos directos de la GH sobre
células dseas tras esta fase, pero la mayor parte de sus efectos biologicos
son mediados por el factor de crecimiento similar a insulina tipo 1 (IGF-1).

La insulina es una hormona producida y secretada por las células beta de
los islotes de Langerhans del pancreas, en respuesta a un incremento de la
glucosa en sangre tras la ingesta de alimentos, y es considerada como un
regulador central de la homeostasis energética (122). con hipoglucemia.

Los osteoblastos poseen receptores insulinicos funcionales (Figura 3.3) y
responden a la insulina exdgena aumentando los niveles de marcadores
anabdlicos d&seos, incluyendo la sintesis de coldgeno, produccion de
fosfatasa alcalina y el consumo de glucosa. La relacidn osteoblasto-insulina
se ejerce en una doble direccién, ya que ademas del hecho comentado de
que la insulina tiene un efecto anabdlico sobre los osteoblastos, estas
células ( OBs ) regulan la secrecion y la sensibilidad periférica a la misma.
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Figura 3.3. Regulacion entre insulina, resorcion ésea y la actividad de la osteocalcina
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(123)

En efecto, la insulina se une a sus receptores especificos en el osteoblasto y
estimula la produccion de osteocalcina, que se decarboxila cuando, por la
accion de los osteoclastos, disminuye el PH de la matriz Osea. La
osteocalcina decarboxilada es capaz de estimular la formacion y secrecion
de insulina por las células beta del pancreas, al mismo tiempo que aumenta
la sensibilidad a la misma en los tejidos periféricos como el musculo vy el
higado.

Queda claro, por tanto, la interrelacion entre el metabolismo
hidrocarbonado y el metabolismo 0seo en la doble direccion aqui sefialada,
lo que ayuda a comprender la alteracion del metabolismo 6seo, con
disminucién de formacién, que se produce en la diabetes mellitus
(124,125).



La leptina es una adipoquina secretada por las células del tejido graso que
de manera indirecta, via hipotalamica, estimula los receptores beta 2
adrenérgicos del osteoblasto (126), lo cual induce un descenso en su
proliferacion y una disminucién de la formacion ésea. De manera directa,
se describe un efecto contrario sobre estas células. La leptina también
mejora la sensibilidad a la insulina, en parte mediado por la proteina
transportadora tipo 2 de IGF (IGFBP2), y esto puede contribuir también a
un efecto positivo sobre el remodelado 0seo.

La adiponectina es otra adipoquina que se libera del tejido graso
subcutaneo, visceral y de la médula 6sea, y mejora, como la leptina, la
sensibilidad tisular a la insulina, mejorando el metabolismo energético. Se
han encontrado receptores para esta hormona a nivel osteoblastico, sobre
los que estimula la proliferacion, diferenciacion y mineralizacion (127,
128).

Las prostaglandinas ( PGE2) tienen multiples y complejos efectos sobre los
osteoclastos, dependiendo de la especie. Se relacionan con el aumento de
resorcion Osea e hipercalcemia asociados al cancer e inflamacion cronica
(129), pero sus efectos globales sobre la resorcion dsea en humanos no se
conocen, aun, en profundidad.

3.4 LOCALES

La regulacion local esta producida por numerosos factores que pueden
ser liberados por las propias células Gseas, sanguineas ( monocitos y
linfocitos ) y de la médula ésea, incluidas las del estroma medular. Su
sintesis estd regulada tanto por las hormonas calciotropas y estrogenos,
como por elementos de la matriz 0sea liberados durante la resorcion, como
los fragmentos del colageno. Estos factores pueden ser:

- Factores mecéanicos: El remodelado éseo se estimula por las propias
fuerzas que actlan sobre el hueso. Las trabéculas 6seas se disponen
siguiendo la direccion de la maxima traccion y presion. Se ha
postulado que las células dseas, especialmente los osteocitos, se
comportan como auténticos mecanorreceptores.



- Factores humorales: Estos factores son numerosos y constituyen un
entramado funcional, en el que unos determinan o modifican la
accion de otros (130). En el desarrollo de los osteoclastos se ven
implicados citoquinas y factores estimuladores de colonias:
interleuquinas ( IL-1, IL-3, IL-6, IL-11), el factor de necrosis
tumoral (TNF), el factor estimulador de las colonias de monocitos-
macréfagos (M-CSF) y el factor inhibidor de la leucemia (LIF).
Entre los factores estimuladores de los osteoblastos se incluyen el
factor transformante beta (TGF-beta), las proteinas morfogénicas del
hueso (BMP), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), el factor
de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y los factores de
crecimiento similares a la insulina (IGF-I1 e IGF-II). EI TGF-beta
también inhibe la apoptosis osteoblastica.

3.5 SISTEMA RANK/RANKL/OPG

Constituye un sistema fundamental y necesario para el remodelado del
tejido 6seo, con un equilibrio muy estrecho entre los procesos de formacion
y resorcion. Se compone de tres moléculas: el ligando del receptor
activador del factor nuclear KappBeta ( RANKL), su receptor natural
(RANK) vy la osteoprotegerina (OPG), que actla como receptor sefiuelo de
RANKL.

RANKL es una proteina expresada por los osteoblastos y sus precursores
bajo el control de hormonas, citoquinas y factores de crecimiento pro-
resortivos, pudiendo permanecer unido a la membrana celular (forma
transmembrana) o bien ser expulsado de la célula (forma soluble). RANKL
se une a su receptor, RANK, en la superficie de la membrana de los
osteoclastos y sus precursores (131). Esta union produce una cascada de
sefializacion que estimula la fusion de los preosteoclastos, promueve la
adherencia de los osteoclastos al hueso, activa su funcién y aumenta su
supervivencia (132). Para regular el equilibrio entre la formacién y la
resorcion ésea, la interaccion RANK-RANKL es inhibida por la OPG,
proteina producida por los osteoblastos y células del estroma, que funciona
en este sistema como un receptor sefiuelo, uniéndose a RANKL e



impidiendo la union RANKL-RANK, lo que produce una disminucion del
numero de osteoclastos y aumento de su apoptosis (132) (Figura 3.4).
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Figura 3.4. llustracion de la actividad del sistema RANK/RANKL/OPG. Adaptada de
(133).

La relacion entre ambas proteinas (ratio RANKL/OPG) determina la
actividad osteoclastica y el nivel de reabsorcion ésea.

La expresion RANKL y OPG esta regulada por numerosos factores
comunes, entre los que se encuentran algunas hormonas( glucocorticoides,
PTH, vitamina D, estrégeno ), citoquinas ( TNF alfa, IL-1, IL-6, IL-11, e
IL-17), y varios factores de transcripcion (Runx2, PPARgamma, IHH)
(134).

OPG/RANK/RANKL es el principal sistema de intercomunicacion entre
células de estirpe osteoclastica y osteoblastica, a través del cual actian gran
parte de las citoquinas, factores de crecimiento y medicamentos que
influyen en el remodelado 6seo (135). El exceso de RANKL-RANK ha
sido relacionado con la patogénesis de la osteoporosis posmenopausica,
artritis reumatoide, enfermedad de Paget, enfermedad peridontal, tumores
6seos benignos y malignos, metéastasis 6seas e hipercalcemia, mientras que
la administracion de OPG a modelos animales ha demostrado prevenir o
mitigar estos desordenes. RANKL y OPG son también importantes
reguladores de la calcificacion vascular y del desarrollo de las glandulas



mamarias durante el embarazo, indicando asi el importante papel que
desempefia este sistema en el manejo del calcio extraesquelético (136).

Su descubrimiento, la caracterizacion de sus componentes y sus funciones
cambiaron nuestros conceptos previos del metabolismo 6seo, permitiendo
entender con mucho mas detalle la patogénesis de multitud de
enfermedades metabdlicas Gseas y sentar las bases para terapias
innovadoras (137).

Un esquema de la relacion osteoblasto-osteoclasto a través del sistema
OPG/RANK/RANKL vy su regulacién se encuentra reflejado en la Figura
3.5.
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Figura 3.5. Sistema OPG/RANK / RANKL. Adaptado de (138).

3.6. RECEPTOR ACTIVADOR DEL FACTOR NUCLEAR KAPPA —
BETA ( RANK).



En humanos el gen que codifica para la proteina RANK se encuentra en la
regién g22.1 del cromosoma 18 y consta de 10 exones (139-140).

Este receptor esta compuesto de 616 aminoacidos, con un péptido sefial de
28 aminoacidos, un dominio N-terminal extracelular, un dominio
transmembrana corto de 21 aminoacidos y un gran dominio citoplasmatico
C-terminal (139). Su ARNm expresa principalmente en células de la estirpe
monocitica-macrofaga, incluyendo preosteoclastos, células T y B, células
dendriticas y fibroblastos (141,142).

Su activacion conlleva no solo una reorganizacion en el citoesqueleto del
osteoclasto y cambios fundamentales para su activacién, movilidad y
posicionamiento en la superficie dsea a resorber (143), sino que tambiéen
desencadena una sefial de supervivencia en el osteoclasto maduro (144).
Los experimentos con animales RANK knock-out dieron como resultados
ratones con osteopetrosis severa, con caracteristicas radiologicas e
histologicas del tejido 0seo casi idénticas a las de los ratones RANKL
knock-out (145,146). Ademas de la ausencia total de osteoclastos y de
nodulos linfaticos, estos ratones desarrollaban hipocalcemia e
hipofosfatemia, con marcados niveles de PTH.

La expresion de RANK es promovida por CD40 en células dendriticas y
por IL-4 y TGF-beta en células T, pero aun no se conoce con exactitud su
regulacion en osteoclastos.

3.7. LIGANDO DEL RECEPTOR ACTIVADOR DEL FACTOR
NUCLEAR «p (RANKL)

El gen que codifica para RANKL en humanos se localiza en la region ql14
del cromosoma 13 y consta de 5 exones. Dicha proteina consta de 316
aminoacidos y posee alrededor de un 30% de homologia con el ligando
inductor de apoptosis relacionado con TNF y con CD40, y un 20% de
homologia con Fas ligando (136). Es miembro de la familia de citoquinas
del factor de necrosis tumoral ( TNF) y aparece en dos formas: bien
anclado a membrana de osteoblastos, células del estroma, células
inmaduras mesenquimales de los bordes del cartilago y condrocitos
hipertréficos, o bien de forma soluble ( Lum ). Su ARNmM se expresa no
solo en tejido 0seo, sino en médula 6sea y tejidos linfaticos (135,141,144,
147).

Su papel principal en el hueso es la estimulacion de la diferenciacion de los
osteoclastos, su activacion y la inhibicion de su apoptosis (135,148,149).
RANKL vy factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), son los



dos factores necesarios y suficientes para completar todo el ciclo de
maduracion de los osteoclastos a partir de sus precursores inmaduros.

En experimentos con ratones RANKL knock-out se demostréo que la
ausencia de esta molécula provocaba osteopetrosis severa, acompafiada de
no solo defectos en la erupcién dental (141) sino también de una falta total
de nddulos linfaticos, defectos en la diferenciacion de células Ty B, y
fallos en la formacion de estructuras lI6bulo-alveolares mamarias durante el
embarazo (150). Asimismo, la administracion de RANKL en ratones
induce la resorcion Osea ( 151), demostrando la importancia de esta
molécula en el proceso de remodelado 6seo.

Un compendio de las distintas sefiales y factores de transcripcion
implicados en la osteoclastogénesis, a partir del estimulo de RANKL esta
recogido en la Figura 3.6.
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Figura 3.6. Sefiales y factores de transcripcion implicados en la
osteoclastogénesis, a partir del estimulo de RANKL (156)



Los niveles de ARNm de RANKL en los osteoblastos se ven promovidos
en presencia de vitamina D, IL-1beta, IL-11, TNF-alfa, PTH elevada y
PGE2 mientras que la presencia de otros factores, como TGF-beta, los
reduce.

3.8 OSTEOPROTEGERINA (OPG)

El gen que codifica para esta proteina en humanos se encuentra en la region
g24 del cromosoma 8. La proteina OPG se sintetiza inicialmente como un
péptido de 401 aminoacidos, con un pro-péptido de 21 aminoacidos que es
eliminado, resultando finalmente en una proteina madura de 380
aminodcidos. El extremo N-terminal tiene cuatro dominios ricos en cisteina
y se relaciona con el receptor 2 de TNF y CD40. La region C-terminal
contiene dos dominios homologos de muerte, asi como una region con un
lugar de union a heparina y un residuo de cisteina necesario para la
homodimerizacion ( 136). Es miembro de la superfamilia de los receptores
del factor de necrosis tumoral (TNFRSF11B) que, a diferencia de todos sus
parientes, no permanece tras su sintesis como una proteina transmembrana
sino que es secretada. EI ARNm de la OPG se expresa en numerosos
tejidos humanos (pulmon, corazon, rifiones, higado, intestino, estémago,
cerebro, glandula tiroides y médula espinal ) ademéas de en el hueso
(152,153).

Su principal funcion en el tejido 6seo parece ser la inhibicion de la
maduracion y activacion de los osteoclastos, tanto in vivo como in vitro.
Esto queda claramente de manifiesto en los experimentos realizados con
ratones OPG knock-out (154,155), los cuales, ain siendo de apariencia
normal al nacer, tienen una mayor tasa de mortalidad en la adolescencia
debida a un incremento de la incidencia de fracturas vertebrales y
femorales. El tejido 0seo de estos animales se caracteriza por un alto grado
de remodelado: huesos con pérdida trabecular y porosidad cortical
aumentada. Ademas, estos ratones mostraban calcificaciones de la aorta y
de las arterias renales ya desde las dos semanas de vida (154),
extendiéndose ampliamente ya a los 2 meses.

La expresion de OPG es regulada por numerosas moléculas. Algunas de
ellas favorecen su sintesis, como estrogenos, IL-1alfa, IL-1beta, TNF-alfa,
TNF-beta, BMP-2, GH y TGF-beta mientras que otras la reprimen, como
los glucocorticoides, PTH elevada y PGE2.



4. DIABETES Y MASA OSEA

La mayor fragilidad del esqueleto, en general, estd condicionada por dos
posibles variables dependientes del tejido 0seo: una disminucion de la
densidad mineral 0sea (DMOQO) o masa Osea, y/o una alteracion de su
calidad, de su estructura microscopica, determinada por sus componentes
estructurales y la manera en que éstos se organizan. Ademas, en el mayor
riesgo de la aparicién de fracturas, un tercer elemento extradseo ha de
tenerse en cuenta: la propensién a las caidas. Estos tres factores
fundamentales pueden verse afectados en los pacientes con enfermedad
diabética y asi hay estudios que lo demuestran, como comentamos a
continuacion.

4.1 Diabetes mellitus tipo 1 y masa 0sea

Existen numerosos estudios que demuestran disminucion de masa 0sea en
la diabetes tipo 1, tanto en nifios como en adultos, desde los realizados con
tecnologia mas antiguas como absorciometria de haz Gnico, como con
técnicas mas actuales como densitometria de doble haz. La mayoria de los
estudios recientes han confirmado que existe una disminucion de masa 0sea
( DMO ) en pacientes con diabetes mellitus tipo 1. La DMO disminuye
tanto a nivel de columna lumbar como de cadera (157,158,159,160,161)

Esta baja masa 6sea se ha atribuido a una disminucion de la formacion ésea
durante el crecimiento, y en adultos también se ha sefialado un baja DMO
en cuello de fémur, con niveles normales o ligeramente inferiores en
columna lumbar, respecto a individuos sin DM (162,163,164,165). La baja



masa 0sea se ha visto asociada a la presencia de complicaciones vasculares,
tales como retinopatia y neuropatia (162,163), mas que a la duracion de la
enfermedad o el mal control metabdlico.

Aproximadamente el 60% de los pacientes tienen osteopenia y el 15-20%
sufren osteoporosis.

Vestergaard en el 2007 (166) (Figura 4.1) publica un amplio metaanalisis
de una base de datos recogida desde 1951 a 2005, con estudios de registro
de base poblacional, estudios de casos y controles y cohortes. Revisa un
total de 1499 articulos sobre diabetes y fracturas y 889 sobre diabetes y
masa Osea. Una vez visto los que se ajustaban bien a los objetivos
sefialados, selecciona 65 trabajos para el estudio de masa Osea y 16
publicaciones para el objetivo de diabetes y fractura. En total el
metaanalisis comprende a mas de 30000 pacientes diabéticos. En relacion
a la masa Osea encuentra que, los pacientes con diabetes mellitus tipo 1
presentan disminucién de la densidad mineral Osea tanto a nivel de
columna lumbar como de cadera, presentando un z-score de -0.22+0.01 en
columna y -0.37£0.16 en cadera, ambas disminuciones con significacion
estadistica ( p<0.05).

DIABETES Y HUESO (Meta-analisis)

Objetivos: MASA OSEA Y FRACTURAS. Bases de datos (1951-2005)

-Tipos de estudios: Epidemiolégicos, con datos de registros de base poblacional,

de casos-controles y cohortes.
-“DIABETES” y “FRACTURAS”. 1.499 articulos, se seleccionan 16.

-“DIABETES” y “MASA OSEA”. 889 articulos, se seleccionan 65.

Mas de 30.000 D.M.

Figura 4.1. Diabetes Mellitus, masa ¢sea y fracturas.(166)
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Figura 4.2. Diabetes Mellitus y BMD. (166)

Otros trabajos demuestran trabajos similares. MA Vazquez y cols (167), en
un amplio grupo de pacientes con DM tipol de edad infantil encuentran
que los nifios diabéticos se diferencian progresivamente de los controles,
hasta llegar a la adolescencia, cuando la disminucion de masa 6sea (DMO)
de los pacientes diabéticos resulta estadisticamente significativo (167)
(Figura 4.3).
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Figura 4.3. Evolucion de masa Gsea en pacientes de edad infantil con DML1.
(167).

4.2 Diabetes Mellitus tipo 2 y masa 6sea

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 no presentan, sin embargo, una
disminucion de masa 6sea. La medida de DMO a nivel de columna lumbar
y cadera demuestra en algunos casos una masa 6sea normal y en la mayoria
de las publicaciones existentes un aumento de masa 6Osea en relacion a
controles de la misma edad (168-178).

En Espafia los datos son limitados, describiéndose un incremento del 8% en
calcaneo, medido por ultrasonido, de mujeres con DM2 (179) mientras que
en otro estudio realizado por el grupo GIUMO, en mujeres obesas de mas
de 65 afios, se comprobo6 un incremento de DMO en columna lumbar, sin
diferencias a nivel femoral ni de calcaneo, con respecto a la poblacion no
diabética (180).

En el metaanalisis de Vestergaard, previamente mencionado (166) (figura
4.2), se objetiva que lo pacientes con diabetes mellitus tipo 2 tienen un



aumento de 0.41+0.01 desviaciones estandars ( DS ) en columna lumbar y
0.27£0.01 en cadera, siendo ambos aumentos de masa Osea
estadisticamente significativo en comparacion a los controles no diabéticos
de la misma edad ( p<0.01).

De los resultados de los estudios comentados se desprende, ademas, que los
principales determinantes de los valores de DMO en la DM2 son la edad y
el indice de masa corporal (IMC), sefialando algunos autores, ademas, una
relacion negativa entre el control metabdlico de la enfermedad (171) y los
afios de evolucidn de la misma con los niveles de masa 6sea (169,170).

En la DM2, por tanto, no parece que la masa ésea sea el factor mas
importante que incremente el riesgo de fractura, proponiéndose el
deterioro de la calidad 6sea como el factor més importante, junto con el
dafio que el sistema neuromuscular pueda ejercer sobre el esqueleto, y la
mayor propension a las caidas en estos pacientes. Esta propension a las
caidas se relaciona fundamentalmente con las fracturas de cadera
(181,182), y esta favorecida por la existencia de los siguientes hechos: la
retinopatia diabética que provoca pérdida de vision y la polineuropatia, la
sarcopenia y los menores niveles de vitamina D, que conllevan mayor
debilidad muscular; ademas, la nicturia, los episodios de arritmia asociados
al fallo cardiaco y los episodios de hipoglucemia, tan comunes en estos
pacientes, (183, 184,185,186,187,188,189).

Respecto a la alteracion de la calidad 6sea, se sugieren como responsables
los maltiples desordenes metabolicos propios de la enfermedad diabética y
sus consecuencias (Figura 4.4) que analizaremos en apartados posteriores.
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Figura 4. Mecanismos de fragilidad 6sea en la diabetes mellitus tipo 2. Adaptado de
(190)

El “trabecular bone score” (TBS), es un parametro reciente que evalua las
variaciones en escalas de grises de cada punto en la imagen de la
densitometria 6sea y que parece estar relacionado con la microarquitectura
Osea Yy el riesgo de fractura, independientemente del DMO (191-194).
Conceptualmente, una trama trabecular densa, asociada a mayor resistencia
mecanica, produce una imagen con muchos puntos de grises con pequefa
variacion entre ellos, dando un nivel elevado de TBS(asociado a una mejor
estructura 6sea); en contraposicion, un valor de TBS bajo indica que se esta
produciendo variaciones importantes en los distintos puntos proyectados, lo
que se asocia a una peor estructura ésea.

Existen distintos trabajos en los que el TBS es capaz de discriminar entre
personas con o sin fractura y predecir el riesgo futuro de las misma (195-
198).

W.D. Leslie y cols (199) han estudiado el TBS en iméagenes de
densitometria de 2356 pacientes diagnosticados de diabetes mellitus tipo 2,
encontrando que , los pacientes diabéticos tenian una DMO elevada en
todas las regiones estudiadas pero el TBS en columna lumbar estaba
disminuido ( p<0.01). EI TBS lumbar fue un predictor de riesgo de fractura,
independientemente de la DMO, en pacientes con diabetes mellitus,
concluyendo que el TBS de columna lumbar predice el riesgo de fracturas
osteoporoticas en pacientes con diabetes y mejora esta prediccion en



relacion a la DMO. Parece, por tanto, que el TBS se asocia mejor que la
DMO con la calidad del hueso.

Lo que resulta claro es que tanto los pacientes con DM1, que tienen
disminucion de la masa 6sea, como lo diabéticos tipo 2, sin disminucion e
incluso con aumento de la misma, tienen un elevado riesgo de fractura,
dejando ver que ademas de la cantidad de hueso, la disminucion de la
calidad del mismo juega un papel importante en el riesgo de fractura de los
pacientes diabéticos.

5. DIABETES MELLITUS Y FRACTURAS
5.1 Diabetes Mellitus tipo 1y fracturas

Los pacientes con DM1 presentan un riesgo aumentado de fractura en la
mayor parte del esqueleto. Kelsey y cols, en un estudio de cohorte
prospectivo que incluia a 9704 mujeres, de edad superior a 65 afios, las
pacientes diabéticas en tratamiento insulinico tenian un riesgo de fractura
de humero proximal casi cuatro veces superior a las no diabéticas ( RR
3.79, 1IC 95% 1.16-12.36 ) (200).

Es cierto que este trabajo puede tener un sesgo ya que no todas las
pacientes en tratamiento insulinico tienen que padecer necesariamente una
diabetes tipo 1. Por ello, la asociacion concreta entre fractura humeral y
diabetes tipo 1 no queda totalmente aclarada. En relacion a las fracturas de
cadera los resultados son contundentes, ya que los estudios publicados
demuestran que el riesgo se multiplica de 6 a 12.5 veces en relaciéon a la
poblacion no diabética. Por ejemplo Forsen y cols, (201) encuentran un
incremento del riesgo de fractura de cadera en mujeres con DML1 entre 50 y
74 anos (RR 6.9, IC 95% ; 2.2-21.6 ). Otros diferentes estudios publicados
encuentran hallazgos similares, por lo que no los describimos
individualmente. Solo mencionaremos el estudio de Janghorbani y cols
(202). Ellos encuentran que las mujeres con DM1 multiplican por 7 el
riesgo de sufrir una fractura de cadera compara con mujeres controles ( RR
6.3; IC 95%: 2.6-15.1).



La mayoria de los trabajos publicados que hacen referencia a riesgo de
fractura de cadera en DML1, estan incluidos en el metaandlisis de
Vestergaard previamente referido. En este metaandlisis se objetiva un
riesgo relativo de 6.94 (IC 95%; 3.25-14.78) cuando incluyen el total de las
publicaciones y de 8.65 (IC 95%; 7.26-10.30) cuando eliminan del total
aquellas publicaciones que no superan el test de heterogeneidad (Figura

5.1)
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Figura 5.1. Riesgo de fracturas de distintas localizaciones en DM 1y DM 2
(166)

Los datos de este metaanalisis demuestran que teniendo en cuenta la masa
6sea como predictor de riesgo de fractura, los pacientes con DM1
multiplican, al menos, por 5 el riesgo de padecer una fractura de cadera en
relacion al que se esperaria teniendo en cuenta la masa Osea de estos

pacientes (Figura 5.2).



Vestergaard y cols (166) indagaron también la asociacion de DM1 con
otros tipo de fracturas y encontraron un RR de 1.3 ( IC 95% 1.2-1.5) para
padecer cualquier fractura y RR 2.5 ( IC 95% 1.3-1.6 ) para fracturas
vertebrales.
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Figura 5.2. Riesgo relativo de fractura de caderaen DM 1y DM 2. (166).

Muy recientemente se ha publicado un estudio basado en un registro
nacional de Escocia, donde se valora el riesgo de fractura de cadera tanto
en DM1 como en DM2 (203).

Usando la base de datos del registro nacional de Escocia de Diabetes
Mellitus, identifican a todos los pacientes con DM 1 y DM 2 de edad
comprendida entre 20 y 84 afios, que estaban vivos desde el 1 Enero de
2005 hasta 31 Diciembre de 2007, y estudian la incidencia de fractura de
cadera. En relacion a DM tipo 1 recogen a 21.033 pacientes (supone 59.585
personas/ano). En ellos se detectaron un total de 105 fracturas de cadera
mientras que en la poblacion no diabética (10.980.599 pesonas/afio )
ocurrieron 11.733 fracturas de cadera. El riesgo de fractura de cadera en la
diabetes tipo 1 estaba claramente incrementado en relacion a la poblacion
general, RR 3.28 ( IC 95% 2.52-4.26) en hombres y RR 3.54 ( IC 95%:
2.75-4.57 ) en mujeres. El riesgo relativo resulté ser mas alto en personas



mas jovenes, sugiriendo la fragilidad precoz del hueso diabético (204)
(Figura 5.3).
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Figura 5.3. Incidencia de fractura de cadera (RR) en DM 1y DM 2.(204)

Janghorbani My cols (205), en un amplio metanalisis en el que se incluyen
distintos estudios de cohortes y casos-controles, encuentran también un
aumento importante de riesgo de padecer fractura de cadera en los
pacientes con DM 1(RR 6.3, 1C95% 2.6-15.1) (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Riesgo Relativo de fractura de cadera en DM 1. Estudios de casos-controles
y cohortes. (205)

5.2 Diabetes Mellitus tipo 2 y fracturas

También en la diabetes mellitus tipo 2 se ha encontrado un aumento de
riesgo de fractura, aunque de menor magnitud que en la DM 1.
Concretamente, el riesgo relativo de sufrir una fractura de cadera
incrementa entre 1.5 y 2.8 veces en los pacientes con diabetes mellitus tipo
2. Forsen y cols (201) encuentran un aumento del riesgo de fractura de
cadera ( RR 1.8; IC 95% 1.1-2.9), aunque este incremento no alcanza
significacion estadistica después de ajustarlo por complicaciones de la
diabetes como vision disminuida y alteraciones motoras ( RR ajustado 1.5;
IC 95%: 0.9-2.5).

Nicodemus y cols (206) encuentran un RR de 1.7; IC 95%: 1.2-2.4 de
fractura de cadera en DM 2. Ademas encuentran que la mayor duracion de
la diabetes y el uso de medicacion especifica ( insulina o antidiabéticos
orales ) se asocia a mayor riesgo de fractura (207). Otros diferentes trabajos
recogidos en una revision muy reciente de Schwartz AV (208) muestran
resultados similares, por lo que no los detallamos de forma individual.



En el metanalisis de Vestergaard, el aumento del riesgo de fractura de
cadera es de un 38% ( 25%-53% ), en consonancia con los anteriormente
referidos (Figura 5.1).

En el metaanalisis de Janghorbani y cols, se objetiva un aumento claro del
riesgo de fractura de cadera en DM tipo 2 ( RR 1.7; IC 95%: 1.3-2.2 )
(Figura 5.2)
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Figura 5.5. Metanalisis de estudios de cohortes y casos-controles de riesgo relativo de

fractura de cadera en pacientes con DM 2. (205)



En la publicacion ya referida de Hothershall EJ y cols ( 204) no se
encuentra aumento de riesgo (Figura 5.3).

También se ha estudiado el riesgo de fractura vertebral en los pacientes con
DM 2, y mientras algunos autores (166) no objetivan aumento de riesgo, en
otros trabajos se encuentra un aumento estadisticamente significativo,
variando desde un RR cercano a 2 en las mujeres hasta un RR mayor de 4
en varones (209) (Figura 5.6).

DM-2 yriesgode fracturavertebral

Presencia de Fractura vertebral (Rx. lateral columna)

Variables Independientes 95% (IC) p
Mujeres
DM-2  Si/No (1.11-3.12) 0.015
Hombres
DM-2  Si/No (2.19-10.20) < 0.001

La presencia de DIM-2 se ajustd por la edad, IMC y L-BMD

La BMD se asocid con la presencia de Fractura vertebral en los controles,
pero no en los pacientes con DM-2.

Figura 5.6. Riesgo relativo de fractura vertebral en hombres y mujeres con DM 2 (209)



En el estudio de la disminucién de resistencia 6sea que lleva a los pacientes
diabéticos al aumento de riesgo de fractura, merece destacar una
publicacién muy reciente (210), que encuentra una disminucion de los
parametros de microarquitectura trabecular en la DM 1. En mujeres
postmenopausicas con DM tipo 2, se ha encontrado un aumento llamativo
de la porosidad cortical (211) (Figura 5.7). También se ha encontrado con
técnica de microindentacion una disminucidn de la resistencia 6sea ( “bone
material strength”- BMS ) en este tipo de pacientes (212).

Co Fx oM DMFx

ultradistal

distal

Figura 5.7. Aumento de la porosidad cortical en pacientes con DM tipo 2. (Co:controles,
Fx: controles con fractura, DM:diabetes mellitus tipo 2, DMFx: DM 2 con fractura.

6. MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS QUE PUEDEN ESTAR
IMPLICADOS EN LAS ALTERACIONES DEL METABOLISMO OSEO
DE LA DIABETES MELLITUS

A pesar de la bien conocida relacion entre enfermedad diabética y
osteoporosis, derivada de estudios clinicos y epidemioldgicos, como
acabamos de comentar, y ser muchos los factores propuestos como
responsables, son muy escasos los estudios que analicen la importancia de
cada uno de ellos, asi como el mecanismo de accion intimo, que les lleve al
deterioro del metabolismo 0seo.

En este sentido, entre los factores propuestos, como se resume en la Figura
6.1, se encuentran: la hiperglucemia a la que se ve sometido el hueso y el



microambiente de la médula dsea; el déficit o resistencia a la insulina 'y la
alteracion de insulin-like growth factor-1 (IGF-I); el incremento de los
niveles de productos finales de la glicosilacion avanzada ( AGEs ) y su
efecto sobre las proteinas de la matriz 6sea ( especialmente los “cross-
links” de las moléculas de coldgeno); las alteraciones del estrés oxidativo y
la subsiguiente produccion de especies oxigeno-reactivas (ROS); la
produccion de moléculas inflamatorias ( como de adipoquinas y citoquinas)
y su efecto negativo sobre las células Oseas (213-220), cambios en la
homeostasis del calcio y el efecto de algunos farmacos empleados para el
control metabolico de los enfermos diabéticos (221).

Todos estos factores podrian actuar sobre las células especificas del tejido
0seo, sobre su diferenciacion, funcion y/o apoptosis, asi como sobre el
microambiente celular, la matriz 6sea y su mineralizacion, todo lo cual
podria llevar a la menor resistencia 0sea que se observa en estos pacientes.
El conocimiento actual que tenemos sobre ello es aun escaso y en su gran
mayoria procede de estudios celulares y en animales de experimentacion,
sin suficiente validacion en humanos.
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Figura 6.1. DM tipo 2 y fractura. Mecanismos fisiopatologicos.



6.1 Alteraciones en la biologia celular ¢sea

Diversos estudios llevados a cabo “in vitro” reflejan los efectos negativos
de la enfermedad diabética sobre los procesos de formacidn OGsea,
mostrando menor proliferacion celular y grado de mineralizacién, junto a
un mayor grado de apoptosis (222-231). Este efecto se ha visto en
modelos de ratones con DM1 y en ratas con DM2. En los primeros se ha
comprobado niveles disminuidos de expresion génica de marcadores de
formacién, como son Runx2, colageno tipo 1 (COL 1), fosfatasa alcalina y
osteocalcina (234), y un deterioro en los indices histomorfométricos, como
el numero y grosor de las trabéculas (235), efectos todos que fueron
revertidos con la terapia insulinica. Respecto a la DM2, en ratas diabéticas
y obesas (modelo de rata Zucker Diabetic Fatty o ZDF ) que fueron
sometidas a osteotomia y fijacion externa, se comprobé una disminucién en
la formacidn Gsea, tanto en la zona del endostio como del periostio, con una
disminucién en la cantidad y densidad de las fibras de colageno, lo que
podria reflejar un numero reducido de celulas fibroblasticas y/o un
descenso de la formacion de la matriz 0sea; se objetivd también un
aumento en el nimero de adipocitos en la médula désea adyacente, en
comparacion con las ratas control. Estos datos se relacionaban con la
deficiencia en la sefializacion de la leptina, con la resistencia a insulina y
con la hiperglucemia (236).

En otro estudio realizado en ratas diabéticas no obesas (modelo de rata
Torii) se observo, de manera indirecta, por medio de parametros
hitomorfométricos, una disminucidn significativa del numero y la funcion
de los osteoblastos y osteoclastos con respecto a los controles. El estrés
oxidativo era significativamente mayor en estas ratas y las propiedades
biomecéanicas estaban afectadas. Se observo, ademas, que los efectos de la
reduccion en la formacion Osea, de nuevo, eran revertidos con terapia
insulinica (237).

6.2 Papel de la insulina, otras hormonas osteotropicas derivadas del
pancreas y hormonas derivadas del tejido graso sobre el metabolismo
0seo.

Entre la DM1 y la DM2, existen tipicamente diferencias en el peso corporal
que pueden influir en los resultados de DMO que se describe en cada una
de ellas. Junto a las diferencias en el IMC, también las encontramos en el
perfil hormonal. Mientras que en la DM1 hay un déficit absoluto de
insulina y los niveles séricos de IGF-1 y hormonas esteroideas son bajos,



en la DM2 suele existir resistencia a la accion de la insulina, con
hiperinsulinemia, exceso de estrogenos y androgenos y niveles normales de
IGF-1 (238-240). La disminucién de masa Osea descrita en pacientes con
DM1, a diferencia de valores méas altos en la DM2, se ha relacionado, al
menos en parte, con el déficit de insulina. El dafio de las células beta
pancreaticas, lleva a una menor secrecion de insulina junto a otros péptidos
tales como la amilina (IAPP) y la preptina, ambos miembros de la familia
de péptidos relacionados con el gen de la calcitonina (241-243). El
descenso en la produccién de estos péptidos lleva a una reduccién de la
proliferacion, diferenciacion y resistencia a la apoptosis de los osteoblastos,
a través de su efecto sobre el gen RUNX2. Por todo ello se ha sugerido que
la falta de insulina y su potente efecto anabolico sobre los osteoblastos,
podria ser responsable de la baja masa 6sea de pacientes con DM1, la cual
mejora a largo plazo con el tratamiento insulinico (244-245).

En los pacientes con DM2 es tipica la resistencia a la insulina y esta
relacionada con el incremento y la distribucion centripeta del tejido
adiposo, lo cual puede asociarse a alteraciones en el metabolismo 0seo que
favorecen el desarrollo de osteoporosis. Por una parte, el tejido adiposo
visceral es un predictor negativo de DMO de columna y cuerpo completo
en jovenes obesas (246). Por otra parte, el exceso de grasa subcutanea en
estos pacientes, con menor tejido magro, puede modificar el impacto
mecanico sobre el hueso, alterar el equilibrio y favorecer las caidas y, con
ello, las fracturas (247-248).

Otro aspecto negativo del tejido adiposo sobre el esqueleto es el hecho de
que los adipocitos son origen de adipoquinas y citoquinas inflamatorias,
que pueden alterar el remodelado dseo tanto a travées de la estimulacion de
la resorcion como suprimiendo la formacion 0sea (249-250),

En la médula ésea, las células progenitoras de osteoblastos y adipocitos
proceden del mismo precursor mesenquimal, que deriva hacia un linaje
celular u otro dependiendo de la actuacion de los factores de transcripcion
Runx2 o PPARgamma, respectivamente, y la diferenciacion hacia una via
ocurre a expensas de la otra (250-251), por lo que una mayor diferenciacion
de las células madres mesenquimales hacia la via celular de estirpe
adipocitica, conlleva una disminucién preceptiva de formacion de células
de estirpe osteobléastica.

Si bien es cierto que no estd clara la relacion causal entre los cambios
morfogénicos de la médula o0sea con el desarrollo de osteoporosis, existen
evidencias que apuntan en este sentido. En efecto, con el envejecimiento,
cuando existe la mayor prevalencia de osteoporosis, se produce una



desviacion importante de las células madres mesenquimales hacia la linea
adipocitaria (la médula désea aparece llena de grasa) con disminucion
importante de células osteoblasticas (la DM, por sus multiples alteraciones,
evoluciona como un envejecimiento precoz). Ademas, en muchas de las
formas secundarias de osteoporosis, la pérdida de hueso trabecular se
acompafia de una infiltracion medular progresiva de células grasas. No
obstante, la funcidn fisiologica de estas células grasas de la médula 6sea es
compleja y aun poco definida.

En animales de experimentacion con DM1 se comprueba un cambio
progresivo hacia médula grasa mientras que en individuos con resistencia a
la insulina y/o Gnicamente obesidad, no se comprueba este hecho (252). En
la Figura 1.3 se resumen los potenciales mecanismos responsables de la
osteoporosis y la fractura osteoporética en ambos tipos de diabetes.

La leptina y la adiponectina son dos adipoquinas intimamente ligadas a la
regulacion sistémica del remodelado 6seo, como se explicara mas al detalle
posteriormente.

En pacientes con DML1 los niveles de leptina sérica estan disminuidos, pero
su contribucion a la pérdida de hueso o disminucion de masa dsea es
incierta. Por el contrario, en la DM2 no es diferente respecto a controles no
diabeéticos (253).

En el caso de la adiponectina, estudios clinicos realizados en pacientes con
DM2 han comprobado que los niveles séricos de ésta se asocian con la
DMO, recambio 6seo y la presencia de fracturas vertebrales (254).
Ademas, se ha comprobado que esta hormona se relaciona con los niveles
de osteocalcina durante el control glucémico, lo cual parece una via de
relacion entre metabolismo de la glucosa/graso y 6seo (255).

Numerosos estudios en modelos animales demuestran que la sefializacion
de la insulina en los osteoblastos regula la produccion y biodisponibilidad
de la osteocalcina, la cual, a su vez, actia de manera endocrina para regular
la secrecion de insulina en el pancreas y la respuesta periférica a la insulina
(256-259). En cambio, parece ser que la sefializacién de la insulina
desciende los niveles de expresion génica de osteoprotegerina (OPG) en el
osteoblasto (Figura 6.2).
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El descenso del cociente osteoprotegerina/ligando del receptor activador
del factor nuclear kappa-beta ( ratio OPG/RANKL) resulta en un
incremento del nimero de osteoclastos con aumento de la expresion génica
de una bomba de protones en estas células (Tcirgl), que acidifica la laguna
de resorcion por el aumento que produce en la concentracion de H*, lo que
facilita la degradacion de la matriz y la liberacion de la osteocalcina alli
almacenada; finalmente, este medio &cido estimula la decarboxilacién de la
osteocalcina.

6.3 Accidn pleiotropica de la osteocalcina

El gen de la osteocalcina (OCN) presenta una unica copia en el cromosoma
1, tiene 4 exones y 3 intrones y codifica para una proteina de 11kDa. Es
sintetizada como pre-pro-OCN en los osteoblastos y, tras varias
modificaciones postranscripcionales, se forma la proteina madura de 49
aminoacidos (constituida por los exones 3y 4). Esta es secretada al exterior
de la célula, quedando la mayor parte en la matriz 6sea mineralizada,
mientras que el resto pasa a la circulacion sanguinea, pudiendo ser
detectada en el suero.



Recientemente se ha determinado que cuando la OCN esta carboxilada
(GLA-OCN) posee una gran afinidad por la hidroxiapatita, quedando unida
a la MEC y en su forma descarboxilada (GLU13-OCN) pierde dicha
afinidad, adquiriendo una funcién hormonal, alterando la expresion,
secrecion y sensibilidad de la insulina. Asi, niveles altos de OCN
descarboxilada producen un aumento de la insulina en el medio.

La descarboxilacion de la OCN puede producirse fuera de la célula a PH<7,
como el que se produce en las lagunas de reabsorcion désea (94). Como se
ha mencionado previamente, durante la reabsorcion 0sea, los osteoclastos
liberan H+ en las lagunas de Howship, lo que favorece un medio acido que
facilita la reabsorcion Osea al tiempo que se activa y libera a la sangre OCN
descarboxilada. La OCN se utiliza como marcador bioquimico especifico
de formacion oOsea. Los niveles en suero se correlacionan con el
crecimiento del esqueleto y en la edad adulta, los niveles elevados de OCN
nos indican un aumento del recambio ¢seo (260).

La OCN se reconoce como un nexo entre el metabolismo 6seo y el de la
insulina (123) (Figura 2.1).

Las células osteoblasticas presentan receptores para la insulina. Una vez
que se efectda la union insulina-receptor, se produce una inhibicion de la
sintesis y secrecidén de OPG, con disminucion de la relacion OPG/RANKL
y aumento de la actividad osteoclastica, que conlleva el aumento de la
liberacién de osteocalcina y su decarboxilacién. Se ha comprobado que la
osteocalcina decarboxilada estimula la proliferacion de las células beta
pancreaticas y la produccion de insulina, al tiempo que aumenta la
sensibilidad a la misma. Tambien estimula la produccion de adiponectina
(261,262), lo que contribuye al mejor control del metabolismo
hidrocarbonado. En el testiculo, regula la produccion de testosterona (263),
lo cual influye a su vez en la formacion y remodelado 6seo.

6.4 Influencia de la hiperglucemia y AGEs sobre el metabolismo 06seo.
6.4.1 Hiperglucemia

Los niveles elevados de glucosa se sabe que ejercen un efecto negativo
sobre el metabolismo &seo, relacionado con varios aspectos: el
envejecimiento acelerado de la medula dsea, debido al incremento de las
especies reactivas de oxigeno (264,265); la toxicidad directa que ejercen
sobre los osteoclastos (264); los cambios en las hormonas calciotropas,



tales como mayores niveles de hormona paratiroidea (PTH) en relacion con
el incremento de la hipercalciuria y/o la hipomagnesemia y los cambios en
los niveles de factores de crecimiento circulante, como los descensos de
IGF-1, descritos en DM1 (266).

Los efectos de la hiperglucemia sobre los osteoblastos han sido estudiados
en modelos animales y lineas celulares, pero son muy escasos los estudios
realizados sobre cultivos de osteoblastos humanos procedentes de biopsias
0seas Yy mucho menos el numero de ellos realizados en pacientes
diabéticos. Los resultados no son del todo consistentes, pero si se
desprende que un ambiente hiperglucémico ejerce efectos negativos sobre
los procesos de proliferacion y diferenciacion, biomineralizacion de la
matriz y expresion de proteinas relacionadas con el metabolismo Gseo
(sialoproteinas 0seas, osteocalcina, citoquinas proinflamatorias, RANKL,
Runx2, OPG, receptor de AGEs, ...etc ) (267-269, 270-272).

La hiperglucemia tiene también efectos indirectos sobre el esqueleto, ya
que favorece la hipercalciuria e interfiere con el sistema PTH/vitamina D.
Con respecto a ésto, se ha observado que la sobrecarga oral de glucosa en
mujeres posmenopausicas no diabéticas suprime la secrecion de PTH e
induce hipercalciuria e hipocalcemia (273). Por el contrario, la mejoria del
control glucémico en DM2 mal controlados reduce la excrecion urinaria de
calcio y fosforo (274).

En los pacientes con DM2 en los que, como venimos comentando, se
propone una alterada calidad Osea como responsable de la menor
resistencia 6sea, mas que a la disminucion de la DMO, se han sugerido dos
mecanismos como principales implicados. Uno, la hiperglucemia crénica, y
otro el incremento de la fibras cruzadas del colageno, al que dan lugar los
niveles més altos de los productos finales de la glicosilacion avanzada
(AGEs), tales como la pentosidina, y su asociacién con un incremento del
riesgo de fracturas (275,276).

6.4.2 AGEs

Los AGEs se generan por la glicosilacion esencial y no enzimética de las
proteinas, lipidos y acidos nucleicos y se acumulan en distintos tejidos
durante el envejecimiento fisiolégico normal. Este proceso, sin embargo, se
ve acelerado en presencia de patologias como la DM o las asociadas a
procesos inflamatorios crénicos (277,278). Estos productos se forman



inicialmente al combinar grupos carbonilo de azlcares con los grupos
aminos de proteinas, lipidos y acidos nucleicos para formar bases de Schiff.
Estas combinaciones son inestables y rapidamente se transforman en
compuestos mas estables llamados “productos finales de la glicosilacién
avanzada” (AGEs) (279) (Figura 6.3), que pueden actuar mediante dos
mecanismos  distintos: modificando  moléculas intracelulares 'y
extracelulares alterando sus funciones biologicas normales, o uniéndose al
receptor (AGER) y provocando una respuesta intracelular.
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Figura 6.3. Formacion de cross-link no enzimaticos en el coldgeno 6seo. El incremento
de este fenomeno en la diabetes mellitus es un mecanismo por el cual emerge la
fragilidad dsea (280).

Los niveles de AGEs también se pueden encontrar aumentados en el
organismo debido a fuentes exdgenas, que se dan en héabitos poco
saludables tales como fumar o la ingesta de alimentos poco cocinados. Se
ha comprobado que los AGEs exdgenos permanecen activos tras la ingesta



oral y que los niveles son mayores en pacientes diabéticos frente a los que
no padecen esta patologia (281,282).

6.4.3 Receptor de AGEs (AGER)

El receptor de productos finales de la glicosilacion avanzada (AGER)
pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas de superficie celular y
se une a productos finales de la glicosilacion avanzada no enzimaética
(AGEs). En humanos, el gen AGER se localiza en el complejo mayor de
histocompatibilidad clase 11l (MHCIII) y cuenta con una extension de
3,28kb en la region p6 del cromosoma 21.3. Contiene once exones Yy diez
intrones, que dan lugar a un ARNm de aproximadamente 1.5 kb (283). Se
expresa en una gran variedad de tipos celulares: macrofagos, monocitos,
linfocitos T, células endoteliales, células musculares lisas, células
neuronales, miocitos cardiacos y células Oseas (284,285).

Su dominio extracelular, de 332 aminoacidos, consiste en un péptido sefial
unido a tres regiones de tipo inmunoglobulina: una region tipo “V” seguida
de dos regiones tipo “C”. Ademas, AGER estd formado por una unica
region transmembrana y una region corta citosolica de 43 aminoacidos
(286). Los estudios realizados sobre su estructura y funcién revelan que el
dominino V es crucial para la union del receptor con sus ligando y que la
cola citosolica es esencial para desencadenar la sefializacion intracelular
(Figura 6.4).
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negativo (dominio extracelular + dominio transmembrana); Full-length AGER:AGER
completo. Adaptado de (287)

Ademéas de esta forma completa de AGER, existen dos isoformas
truncadas: SAGER (AGER soluble), la cual es soluble al medio extracelular
y carece de los dominios transmembrana y citosélico; y DN-AGER (AGER
dominante negativo) que carece del dominio citosélico. Ambas formas
impiden la sefializacion mediada por AGER, y DN-AGER, ademaés, impide
la sefializacion intracelular incluso en células que poseen la forma completa
del receptor en su membrana (Full-length AGER). Ambas tienen un efecto
protector contra los efectos deletéreos que provoca un incremento de
interacciones AGER-AGEs, como ocurre cuando hay un aumento de
AGEs, ya que, a pesar de unirse a su ligando, no transmiten la sefial al
interior de la célula (287,288).

El complejo AGEs-AGER produce, entre otros efectos, un aumento del
estrés oxidativo, regula vias de sefializacion intracelular con influencia del
crecimiento y proliferacion celular (i.e. Erk Y2, MAP kinasas, p38, Rho,
GTPasas,...etc), modula la transcripcion de genes implicados en la
respuesta inflamatoria (IL-1, IL-6 y TNF-alfa) a través de la activacion del
factor nuclear k-beta, estimula la expresion de factores de crecimiento y
moléculas de adhesion, aumenta la permeabilidad vascular, promueve la
migracién de macréfagos y produce un aumento de produccién de AGER
(289,290).

En estudios animales, se ha comprobado la presencia de AGER en distintos
tipos celulares tales como: celulas endoteliales, de musculo liso,
fibroblastos, osteoblastos y osteoclastos, observandose unos niveles
significativamente mayores en los modelos de animales diabéticos frente a
sus controles sanos (291). En términos de procesos fisiopatolégicos en
humanos, se ha descrito la participacion de AGER en varias enfermedades,
incluyendo la ateriosclerosis y microangiopatia diabética, enfermedad de
Alzheimer, desordenes inmunes e inflamatorios y varios tipos de cancer
(292).

Los efectos mas relevantes de los AGEs sobre el sistema vascular en la
diabetes mellitus se reflejan en la Tabla 2.



Tabla 2. Efectos relevantes de los AGEs en enfermedades vasculares y Diabetes
Mellitus (111).

Estabilizacion del colagen, confiriéndole alta resistencia a la colagenasa

Aumento de la formacion de matriz vascular y el estrechamiento de la luz del vaso

Aumento de la deposicion de la membrana basal

Hipertrofia glomerular y glomeruloesclerosis

Aumento de la secrecidén de matriz mesangial

Deterioro de la heparansulfatoproteoglicanos unidos a la matriz

Aumento de la permeabilidad endotelial

Induccidn de citoquinas y factores de crecimiento (i.e IL-1alfa, TNF, IGF-IA, PDGF)
por los monocitos/macrdfagos seguida por la proliferacion de células vasculares

Induccidn de la proliferacion de células del musculo liso

Induccidn de la proliferacion de fibroblastos

Estimulacion de células T y la induccion de la sintesis de interferon gamma

Induccién de AGER, uno de los receptores conocidos para AGEs

Induccion de la union de eritrocitos cargados de AGEs a las células endoteliales

Pérdida de actividad mitogénica de células endoteliales debido a cambios en bFGF

Induccién de la sintesis autocrina del VEGF

Aumento de la actividad procoagulante (i.e., Tissue Factor expresion)

Deterioro de la actividad anticoagulante (i.e. la expresion de trombomodulina)

Induccion de moléculas de adhesion (i.e VCAM-1)

Induccién del polipéptido quimiotactico JE/MCP-1 en células musculares lisas.

Induccidn de la quimiotaxis de células mononucleares, la activacion y la migracion
transendotelial

Deterioro de los efectos vasodilatadores del NO

Aumento de la vasoconstriccion por la induccion de la endotelina-1

Induccidn de estrés oxidativo intracelular y la activacion del factor de transcripcion
NF-kappa B

Peroxidacion lipidica

Reduccidn de los mecanismos de defensa antioxidantes intracelulares (i.e. GSH o
vitamina C)

Aumento de la captacion de AGE-LDL por los macrofagos y posible formacion de
ateroma

Activacion del complemento por la captura de moléculas no-AGE

Aumento de la tasa de mutacion del ADN

6.4.4 Efectos de la uniéon AGEs-AGER sobre el tejido 6seo

En el esqueleto, altas concentraciones de AGEs, actuando sobre su receptor
(AGER), pueden tener un efecto negativo a través de varios mecanismos. A
nivel celular, la unién de AGEs con sus receptores no solo activa la
degradacion de éstos, sino también diversas rutas de transduccion de
sefiales intracelulares que contribuyen al desarrollo de enfermedades
vasculares y complicaciones de la DM, como la microangiopatia y




macroangiopatia y sus repercusiones (293, 294). La union AGEs-AGER en
células de estirpe osteoblastica produce una reduccion de los mecanismos
de defensa antioxidantes y un aumento de la sintesis de radicales libres de
oxigeno y de la expresion de RANKL, lo que promueve la diferenciacién y
activacion de osteoclastos (295), e induce la apoptosis osteoblastica (296).
Ademas, niveles elevados de AGEs alteran la mineralizacion y la
reparacion de microdafios en el tejido 6seo, por la ya comentada formacion
de los enlaces cruzados en el coladgeno, lo que altera la mecanica dsea
(280).

En la figura 6.5, se encuentran resumidos los efectos la hiperglucemia y
AGEs sobre la biologia celular del tejido 6seo.
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Por una parte, la DM/hiperglucemia estimula la produccion del factor
estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF), TNF-alfa y RANKL, que
activan la proliferacion y diferenciacion osteoclastica. Ademéas la
DM/hiperglucemia suprime la proliferacion y funcion osteoblastica, en
parte, por la disminucion de la expresion de genes como Runx2, OCN y
osteopontina (OPN).

Por otro lado, la diferenciacién adipogénica se ve aumentada, como indican
la sobreexpresion de marcadores como PPARgamma, la proteina de unién
de acidos grasos del adipocito (aP2), adipsina y resistina. Otro aspecto que
se ve afectado es la neovascularizacion, lo cual repercute en la formacion y
reparacion del hueso.

Finalmente, el aumento de los AGEs afecta negativamente a la mecanica
del hueso, disminuyendo asi su calidad. Todo ello podria resultar en
fracturas 6seas de bajo impacto o por fragilidad. (297)

6.4.5 Efecto de las terapias antidiabéticas sobre el hueso
Algunos de los farmacos mas comunes empleados en el control de la

enfermedad diabética, también ejerce diversos efectos sobre el
metabolismo 6seo ( Figura 6.6).
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Figura 6.6. Accion de los distintos fA&rmacos antidiabéticos sobre el metabolismo 6seo.

La metformina, segun se desprende de estudios clinicos, disminuye el
riesgo de fracturas en un 20% (298), lo cual se cree que se debe, segun se
deriva de los estudios in vitro, al efecto osteogénico del farmaco, que
estimula la proliferacion y diferenciacién de células de linaje osteoblastico
y ademas previene el efecto negativo de los AGESs (299,300).

A las sulfonilureas también se les adjudica un efecto directo positivo sobre
el metabolismo dseo, como lo demuestran estudios epidemiologicos (298).
En estudios realizados in vitro, Glimepiride indujo la proliferacion y
diferenciacion de osteoblastos de rata, via activacion de la oxido nitrico
sintasa endotelial (301). Ademas la Glipizida y Glibenclamida aumentaron
la secrecion de osteocalcina inducida por 1.25 (OH)2 D3 en relacion
directa a la dosis empleada (302). En humanos, la informacion que existe
es limitada. En el estudio ADOPT, el uso de gliburide durante un afio se
asocié con ligeras pero significativas alteraciones del remodelado 0seo,
mas intenso en mujeres que en varones (303). En un estudio de cohorte
realizado en Japdn que comprende 838 personas con DM tipo 2, el uso de
sulfonilurea se asocid a una disminucion de la prevalencia de fractura
vertebral en mujeres ( Odd ratio 0.48, p=0.018), pero no en hombres,
incluso después de ajustar por DMO de columna lumbar (304).

Otros estudios han mostrado resultados discordantes, pues mientras datos
existentes en poblacion de Dinamarca concluyen que las sulfonilureas
reducen el riesgo de fractura (305), una cohorte de Rochester no encuentran
ventaja alguna con el uso de estos farmacos (306). Existe una revision
sistematica que concluye que no existe incremento ni disminucion del
riesgo de fractura en pacientes en tratamiento con sulfonilurea (307).

Las Tiazolidinedionas (TZD) son agonistas de PPAR-gamma que alteran la
transcripcion de genes que modulan el metabolismo de hidratos de carbono
y lipidos, resultando en una disminucién de la resistencia a la insulina,
accion principal de este tipo de fArmacos y que justifica su uso.

En el momento actual, esta claramente establecido que estos agentestienen
un efecto negativo sobre el hueso, existiendo bastantes datos acerca de los
mecanismos que llevan a ello (308).

Los estudios iniciales ya mostraron que la activacion de PPAR-gamma
favorece la adipogénesis desde las células mesenquimales, suprimiendo la
diferenciacion hacia osteoblastos (309-310). Estudios posteriores han
abundado en este hecho, pero han mostrado, ademas, que la activacion de



PPAR gamma hace que se estimule la diferenciacion de células madre
hematopoyéticas hacia osteoclastos, incrementandose la resorcion 0Osea
(311). Ademas, las tiazolidinedionas pueden ejercer acciones sobre el
esqueleto a través de mecanismos indirectos, como la alteracion en la
expresion y secrecion de adipocinas ( adiponectina y leptina ) y/o reduccién
de los niveles circulantes de insulina, ILGF-1 y amilina (312). Los ensayos
farmacoldgicos han confirmado estos hallazgos, demostrandose que el
tratamiento con tiazolidinedionas causa pérdida Osea en ratones y ratas
(311,313,314), con un efecto predominante sobre la resorcion Osea en
ratones de mayor edad y una accion supresiva de la formacién dsea en
ratones jovenes. Los estudios realizados en humanos en relacién a los
cambios producidos por TZD en los marcadores del remodelado 6seo han
sido variables (315-319). Sin embargo la mayoria de los estudios han
mostrado un claro descenso de DMO con el uso de Roxiglitazona (
320,321,315,316,322) y descenso (323-325) o no cambio (318,319) con
Pioglitazona. Un reciente meta-analisis (326) demuestra una reduccion
significativa de la DMO en columna lumbar, cuello femoral y cadera total,
en mujeres y cambios de una magnitud similar en un estudio realizado en
hombres.

En relacion a las fracturas existen estudios que demuestran que el uso de
roxiglitazona aumenta la incidencia de las mismas. En efecto, en el estudio
ADOPT, controlando a 4360 pacientes, encuentran que después de un
seguimiento de 4 afios el uso de roxiglitazona duplico el riesgo de fractura
(327). El estudio RECORD, muestra resultados similares. En un meta-
analisis reciente, que incluye a 24544 participantes de 22 ensayos clinicos
controlados, con 896 fracturas, se observa un aumento de incidencia de
fractura con el uso de TZD en mujeres (OR 1.94, 95%IC 1.60-2.35;
p<0.001 ), pero no en hombres (328). El riesgo fue similar con
roxiglitazona y pioglitazona. Otros estudios (329,330) muestran resultados
bastante similares. En resumen, el uso de TZD se asocia con cambios
variables de los marcadores del remodelado 6seo, reduccién significatica
de la DMO y aumento del riesgo de fractura; estos efectos se producen a
través de mecanismos que incluyen la inhibicion de la diferenciacion
osteoblastica, aumento de la osteoclastogénesis y la modulacion de los
niveles circulantes de hormonas y adipocinas con influencia sobre el
metabolismo 6seo.

En relacion al uso de insulina, dos estudios epidemioldgicos importantes
han comunidado resultados conflictivos (331-332). En un estudio danés de



casos y controles (331), el tratamiento con insulina no parecia afectar la
incidencia de fracturas, mientras que en un estudio italiano se sugeria un
incremento en mujeres pero no en hombres (332). En cualquier caso, al
hacer un seguimiento mas largo, seleccionando Unicamente a pacientes en
tratamiento durante més de tres afios, en ambos estudios se concluye que la
insulina no aumenta el riesgo de fractura.

Respecto a los incretinmiméticos (GLP-1) hay que sefialar que no
conocemos datos publicados acerca de su accion sobre el remodelado éseo
o DMO en humanos, aunque existen algunos estudios experimentales. En
relacion a la aparicion de fracturas, existe dos meta-analisis importantes.
En el primero (333) no se objetiva cambio alguno en el riesgo de fractura,
mientras que en el segundo, mas amplio, que comprende 16 ensayos
clinicos aleatorizados y 11206 pacientes (334), el tratamiento con
Liraglutide se asocid con una reduccion significativa del riesgo de
incidencia de fracturas (OR; 0.38 95%IC 0.17-0.87 ), mientras que el
Exenatide se asocié con un aumento del riesgo (OR 2.09; 95%IC 1.03-
4.21).

Existen algunos estudios acerca de la posible relacion entre el uso de
inhibidores de DPP-4 y riesgo de fractura. En 2011 se publica un meta-
andlisis que sugiere que podrian estar asociados a una disminucion de
riesgo (335), aunque nuevos trabajos (336-337) no encuentran esta
diferencia. En un estudio de cohorte poblacional amplio, publicado
recientemente (338) y que comprende a mas de 215000 pacientes
diabéticos del Reino Unido, no se encuentra diferencias en el riesgo de
fractura entre los tratados con inhibidores de DPP-4 y otros agentes
hipoglucemiantes (HR ajustado 1.03; 95%IC 0.92-1.15), ni con los
controles no diabéticos ( HR 0.89; 95%IC 0.71-1.13 ). En este estudio, ni
la dosis diaria ni la cantidad total acumulada del inhibidor de DPP-4 se
asocid con riesgo de fractura, si bien es cierto que el tiempo medio de
tratamiento (1.3 afnos), puede resultar muy corto para demostrar tal
asociacion.

Finalmente, sélo unas lineas en relacion a los recientes inhibidores del
cotransportador sodio-glucosa a nivel renal (SGLT2), que promueven la
excrecion urinaria de glucosa, contribuyendo asi al control metabdlico en
los pacientes diabéticos. Algunos estudios (339-340) han sugerido una
alteracion de los marcadores de remodelado 6seo y en un analisis global de
8 ensayos clinicos se ha encontrado que el uso de canogliflozina se asocia a



una mayor incidencia de fractura de miembros superiores (341). De todas
formas, debido a la escasez de datos disponibles y al corto seguimiento,
podemos concluir que en el momento actual se desconoce el verdadero
impacto de este grupo de farmacos sobre el esqueleto, requiriéndose
estudios adicionales realizados a méas largo plazo.

7. CELULAS PRECURSORAS DE ESTIRPE OSTEOBLASTICA EN
SANGRE PERIFERICA

7.1 Introduccion

Como se ha comentado en apartados anteriores, la Diabetes Mellitus afecta
negativamente al funcionamiento de distintos drganos y existe evidencia
cada vez mas clara de su efecto negativo sobre el hueso.

Efectivamente, el riesgo de fractura osteoporética se multiplica por 6 en la
Diabetes Mellitus tipo 1 y aumenta un 50% en la DM tipo 2, a pesar de que
los pacientes con DM tipo 2 no tienen una disminucion de la masa ésea.
Una de las alteraciones repetidamente encontradas es que los pacientes con
DM tienen una disminucion en el nivel de formacién 0Osea, sin que se
conozca con exactitud los mecanismos intimos que llevan a esta alteracion.
Durante los ultimos afios se han acumulado evidencias de la existencia de
células precursoras osteogénicas, de extirpe osteoblasticas, en sangre
periférica, y que estas células podrian contribuir a la formacion de hueso.
Existen trabajos que demuestran que estas células se incrementan durante
el crecimiento puberal y que pueden ser atraidas a los lugares donde ocurre
una fractura (342).

Efectivamente, hasta el afio 2005 se conocia que los precursores de
osteoclastos pueden detectarse en la circulacion periférica y que estas
celulas son capaces de viajar a distancia, a lugares donde se desarrolla el
remodelado 0seo. Sin embargo, no se conocia si un proceso paralelo ocurre
con las células de extirpe osteoblastica; es decir, si salen a la circulacion
periférica donde pudiesen ser detectadas y desde aqui viajar a los focos
donde se esté desarrollando el remodelado 6seo.

Es cierto que en algun trabajo previo (343) y (344) se habia comunicado la
existencia en circulacion periférica de células adherentes al plastico (
extirpe osteoblastica en especies en animales inferiores ), pero habia fallado
su busqueda en adultos humanos, ya que s6lo aparecian 1/10° células
mononucleares  periféricas. Hubo que esperar hasta que aparecio la
publicacion de Dominici M y cols en 2004 (345), donde se mostraba que



existen células en la médula 6sea que no se adhieren al plastico, que tienen
capacidad de reproducirse en médulas de raton irradiadas y que su
concentracion es 10 veces mayor que la de las células adherentes. Esto
llevé a pensar que los experimentos previos, buscando en sangre periférica
exclusivamente las células que se adherian al plastico, desperdiciaban un
namero importante de las mismas, justificando que no se encontrasen estas
células de extirpe osteoblastica en sangre periférica.

Los autores de la Clinica Mayo (342) razonaron que si usaban citometria de
flujo con anticuerpos especificos para las proteinas existentes en las células
osteoblasticas, como osteocalcina y fosfatasa alcalina, podrian identificar
mucho mejor las células de esta extirpe, en caso de que existiesen en la
circulacion periférica. Ellos, ademas, pensaron que si estas células de
extirpe osteoblastica en la sangre periférica jugaba algun papel fisiologico
en la formacion dsea, su concentracion seria mayor en circunstancias donde
la formacion Osea estd aumentada, como sucede durante la fase de
crecimiento. Por ello, determinaron la concentracion de estas células en
circulacion periferica de hombres adultos y en nifios adolescentes en
periodo de maximo crecimiento durante el desarrollo puberal. Estudiaron
11 sujetos adultos, entre 28 y 49 afios de edad, y 11 adolescentes entre 13y
15 afios de edad. Con técnicas de citometria de flujo y anticuerpos
antiosteocalcina, valoraron el porcentaje de células de extirpe osteobastica
en sangre, y estudiaron, ademas, los niveles séricos de osteocalcina,
fosfatasa alcalina Osea, IGF-1 e IGF-BP3. Encontraron que existian células
de extirpe osteoblastico en sangre periférica humana, tanto en adolescentes
como en varones adultos, en una proporcion media cercana al 1% de las
células mononucleares periféricas en adultos y mas del 5% en adolescentes
durante el periodo de crecimiento. Ademas, encontraron una correlacion
positiva entre la concentracion de estas células y los niveles séricos de
osteocalcina, IGF-1 y FA. Estos datos demuestran, por primera vez, la
existencia de células precursoras de extirpe osteoblastica en sangre
periférica humana y hacian sospechar que muy posiblemente tendrian un
papel en la formacion ésea (desplazdndose hasta las unidades de
remodelado 6seo), deducido del hecho de que su nimero fuese 5 veces mas
elevado en jovenes durante la fase de desarrollo puberal y crecimiento
rapido, junto a la existencia de una correlacion entre el nimero de células y
otros pardmetros de crecimiento 0seo, como son los niveles séricos de
OCN, FA Yy IGF-1.

Otros marcadores de superficie celular pueden también usarse para
caracterizar a estas células. Por ejemplo, CD34, que es un marcador de
celulas madres, identifica a aquellas células que van a dar lugar a



osteoblastos capaces de formar nddulos mineralizados y que pueden
intervenir en la cicatrizacion de fracturas. Otro marcador usado, CD 146,
caracteriza a células precursoras del estroma de la médula 6sea, pericitos y
células hematopoyeéticas que se autorrenuevan para dar lugar a progenitores
de células 6seas. Las células positivas para CD34 o CD146, son mas
inmaduras que las que resultan positivas solo para osteocalcina, ya que esos
marcadores desaparecen conforme se forman los osteoblastos maduros.
(346-348).

7.2 Origen celular y tisular de las células circulantes osteogénicas

Esta ampliamente aceptado que las ceélulas precursoras osteogénicas
(CPOs) tienen su origen en la medula ésea, ya que estas células expresan
marcadores de células hematopoyeética, sin embargo existen dudas de cual
es la célula madre que da origen a las CPOs. Pignolo RJ y cols (349)
consideran plausible que las CPOs sean representates de un nimero de
poblaciones celulares que se expanden para dar fenotipos que varian desde
células hematopoyeéticas a células de estroma adherentes al plastico, con
distintas formas intermedias. Los autores sugieren la posibilidad que estas
poblaciones celulares adquieran distinto grado de maduracion a partir de
células hematopoyéticas/células madres del estroma de la médula Gsea.
Ellos hipotetizan que las MSC adherentes al plastico son una de las
primeras poblaciones celulares que se movilizan a la sangre periférica bajo
determinadas condiciones fisiopatologicas ( hipoxia, injuria tisular o
fractura ) o por efecto directo o indirecto de agentes farmacologicos (
sustancia P ). Por otra parte, las células madres hematopoyéticas pueden
dar lugar a fibrocitos y/o células vasculares bajo las mismas condiciones de
estrés.

Durante el crecimiento, las células pueden acudir por la sefial de estrés que
supone un microambiente hipoxico en la metafisis de los huesos largos.
Asi, los niveles elevados de CPOs durante el crecimiento puberal puede
explicarse por la formacién del gradiente de oxigeno que se produce
durante un modelado intenso, llevando a estas células precursoras hasta el
esqueleto donde pueden funcionar como osteoblastos maduros. En
individuos predispuestos a una osificacion patologica, la injuria tisular es el
factor precipitante, como sucede en la osificacion heterotopica
postraumatica o a nivel microscopico en el caso de la disfuncion endotelial,
que acelera y/o precipita la calcificacion y osificacion vascular. El eje SDF-
1 (stromal cell-derived factor 1) / CXCR4 puede ser el camino final comun
para movilizar a las células progenitoras de la médula 0sea en respuesta a la



hipoxia, a péptidos angiogénicos, citoquinas inflamatorias o a la injuria
tisular. Este eje se ha implicado en procesos tan diversos como el
desarrollo, la regeneracion y la tumorogénesis/metastasis. No sorprende
entonces, a juicio de estos autores, que el mismo mecanismo esté implicado
en la movilizacion de las CPOs para que acudan al lugar donde se las
necesita. Ello indicaria que la emigracion de estas células precursoras
osteoblasticas a sangre periférica y de aqui a los tejidos donde hacen su
accion depende, no solamente de la plasticidad de las mismas, sin también
de los estimulos del microambiente en el que finalmente residan.

7.3 Papel fisioldgico y fisiopatologico

Aungue las funciones de estas células precursoras osteogénicas ( CPOs )
permanecen sin ser bien conocido, una posible funcion incluye la
formacion dsea durante el periodo de cicatrizacion de las fracturas. Asi
Eghbli-Fatourechi y cols. (342) demostraron que las CPO no s6lo aumentan
durante el crecimiento puberal, sino que también aumentan durante el
periodo posterior al sufrimiento de una fractura. Se ha demostrado la
presencia de células precursoras osteoblasticas y adherentes al plastico (
MSC-like, CD105+, CD73+, CD90+, CD45-, CD14-) en el 22% de
pacientes con fractura de cadera y en el 46% de pacientes mas jévenes con
otro tipo de fracturas, mientras que no se han encontrado en ninguna
paciente con artrosis de cadera (350). También existen estudios animales
que dan soporte a los hallazgos mencionados en humanos. Valorados en
conjunto todos estos datos son consistentes con la idea de que las células
precursoras osteoblasticas ( CPO ) se movilizan a los lugares donde ha
ocurrido una fractura para contribuir a la osteogénesis necesaria en las
primeras etapas de su cicatrizacion.

Estas celulas han sido también implicadas en otros procesos
fisiopatologicos, como la osificacion extraesquelética que puede ser
encontrada en lugares tan variados como pulmoén, vasos sanguineos,
corazon y tejidos periarticulares. Se estd acumulando evidencia de que
estas células pueden participar en la osificacion heterotdpica que sigue a la
artroplastia de cadera, en la estenosis valvular aortica degenerativa y
calcificada del anciano y en modelos animales de formacion 0sea ectopica

(351-352).

Previamente se pensaba que el proceso de la calcificacion vascular era el
resultado de un deposito pasivo de calcio en la pared de la arteria, pero
actualmente sabemos que es un proceso fisiopatoldgico activo de una
formacion 6sea “de novo*. Distintos tipos de células con potencial de



mineralizacion han sido aislados del tejido vascular: pericitos en la
microcirculacién, células calcificantes en la intima y miofibroblastos en la
adventicia, aungue aln se desconocen aspectos importantes del mecanismo
intimo de estas calcificaciones (353-355).

La osificacion esta presente en un 15% de pacientes a los que se les realiza
endarterectomia carotidea y en la estenosis valvular aortica. La existencia
de COPs en pacientes con enfermedad valvular adrtica de larga evolucion
sugiere que, estas células estan implicadas en el proceso; esta observacion
estd también refrendada por publicaciones que muestran que los niveles de
células OC+ estan elevadas en pacientes con enfermedad arterial periférica
y el hecho de que la expresion de osteocalcina en células precursoras de
endotelio es alta en pacientes con enfermedad arterial coronaria (356).

Las lesiones osificadas en el lecho vascular se desarrolla cuando existe
injuria e inflamacion, sugiriendo que la osificacion ectépica donde
participan las COPs, se inicia siempre a consecuencia de las mismas
alteraciones (lesion e inflamacidn), independientemente del lugar donde
estos hechos se produzcan.

El desplazamiento de las CPOs desde la médula dsea al lugar periférico
donde se necesiten, puede deberse a un mecanismo en el que se involucran
mediadores de inflamacion e hipoxia. Durante el crecimiento, el aumento
de células osteogénicas precursoras pueden explicarse por el gradiente de
oxigeno creado por el intenso remodelado y como sugiere Canalis (357)
estas células llegan al esqueleto donde pueden funcionar como osteoblastos
maduros. En personas predispuestas a formar osificaciones patologicas, es
el dafio microscopico el que estimula a estas células, como sucede en el
caso de la disfuncion endotelial precoz a la que posteriormente puede
asociarse calcificacion y osificacion de la pared vascular.

Recientemente se ha objetivado la capacidad de los precursores
osteogénicos circulantes para acudir al foco de fractura, demostrandose que
durante la formacién del callo de fractura hay una gran variacion
interindividual en la cantidad de osteoblastos y precursores osteoclasticos
(358). Estos autores vieron que estas celulas se movilizan y contribuyen a
la reparacion de la fractura. Se ha descrito que en pacientes con
osteoporosis postmenopausica y fractura, existe una disminucion de este
tipo de células durante el periodo de formacién del callo de fractura, al
tiempo que las células son méas maduras (359).



Se conoce que la Teriparatide (1,34- rhPTH ) es un tratamiento atil de la
osteoporosis postmenopausica, reduciendo de manera significativa el riesgo
de fracturas vertebrales y no vertebrales (360-361).

Este tratamiento anabélico estimula tanto la formacion de hueso cortical y
trabecular, resultando en una mejoria de la microarquitectura ésea. La PTH
actla directamente sobre las células de extirpe osteoblastica, uniéndose a
receptores especificos; estos receptores también se han encontrado en las
células FA+ de la medula 6sea (362). De esta manera, la PTH activa genes
importantes para las funciones de los osteoblastos maduros, incrementa su
numero, disminuye la apoptosis de los mismos y producen un aumento de
actividad.

Merece la pena destacar el trabajo de D’Amelio P y cols (363). Ellos
estudian 15 mujeres con OP postmenopausica (DMO < -2.5 T score ) sin
fracturas y 10 con fracturas. Las pacientes con fracturas fueron
aleatorizadas para recibir tratamiento con 60mg/dia de raloxifeno +
800Ul/dia de vitamina D y 1200 mg/dia de calcio ( 5 pacientes ) o
Teriparatide 20mcgr/dia + la misma cantidad de vitamina D y calcio del
grupo de raloxifeno ( 5 pacientes ). Las pacientes con fracturas fueron todas
tratadas con Teriparatide més calcio y vitamina D.

Encontraron que existia un aumento de precursores periféricos OC+ y
OC+ / FA+ en las pacientes con fracturas mientras que las células
circulantes eran mas maduras en los pacientes sin fractura. Por otro lado, se
demuestra que el tratamiento con Teriparatide produce un incremento en la
maduracion de las células precursoras, igual que produce aumento de
funcion de los osteoblastos maduros. Ello hace pensar que la Teriparatide
facilita la funcion de estas células en el foco de fractura y ayuda a la
consolidacion del callo, mejorando el restablecimiento de la integridad
anatomica y funcional del hueso.

En el momento actual, podemos vislumbrar que aunque las células
precursoras osteogénicas participen en la formacion ésea, no sea ésta su
Unica funcion, sino que actuen de modo general como una respuesta
adaptativa a condiciones de dafio y/o inflamacion. Estas células pueden
participar en la regeneracion tisular dependiendo del microambiente, como
sucede en calcificaciones extraesqueléticas. Pueden ser, potencialmente,
utiles en protocolos terapeuticos para aumentar formacion, remodelado o
regeneracion, asi como ser usadas en pruebas diagnosticas basadas en los
niveles de CPO como marcadores en distintos procesos patoldgicos.



7.4 CPOsen las DM tipo 2

En el afio 2012 se publica el primer trabajo (Gnico hasta el momento) de los
niveles de CPO en pacientes con diabetes mellitus tipo 2. Manavalan J.S y
cols (364) hipotetizan que la disminucion de formacion 0sea que existe en
los pacientes con DM tipo 2 se asocia con un retraso en el desarrollo de
osteoblastos. Para comprobar su hipdtesis estudian los niveles de CPOs en
sujetos con DM tipo 2, junto a la medida de pardmetros bioguimicos,
histomorfométricos e indices moleculares de formacion Osea asi como
marcadores de estrés oxidativo en las COPs, ya que la disminucion de la
osteoblastogénesis ha sido asociada al incremento del estres oxidativo.

Estudian 18 pacientes de DM tipo 2, con una duracion de la DM de 9 £ 6
afio y 27 controles, con una edad media de 58 afios. Todas eran mujeres
con al menos 5 afios desde la menopausia, tomando como criterios de
exclusion un filtrado glomerular menor de 60ml / min x1.73 m2, la terapia
con roxiglitazona y pioglitazona, el padecer algun trastorno del
metabolismo mineral u éseo ( hiperparatiroidismo primario, enfermedad de
Paget, osteomalacia u osteogénesis imperfecta ), funcion tiroidea anormal,
historia de sindrome de Cushing, tratamiento con corticoides durante mas
de tres meses en los ultimos tres afios, trastornos de absorcion intestinal y
uso de cualquier medicaciéon con efecto sobre el metabolismo 6seo. Se
valoro el porcentaje de celulas periféricas de extirpe osteoblastica por
citometria de flujo con anticuerpos antiosteocalcina y utilizadndose antiCD
146 como marcador celular de preosteoblastos mas inmaduros,
dividiéndose las células en OCN+ / CD146 + y OCN+/ CD146-. Se separd
RNA y se obtuvo DNA complementario para anélisis de PCR en tiempo
real, valorandose la expresion del marcador génico osteoblastico Runx2 en
las células OCN+/CD146+ y en las OCN+/CD146- .También se valoro la
expresion de otros genes, como receptor de insulina, GLUT1, p66
(marcador de estrés oxidativo) y SOD2 ( superdxido desmutasa — enzima
con capacidad antioxidante ). Finalmente, se estudiaron los marcadores
bioquimicos de remodelado 6seo, DMO y parametros de histomorfometria
Osea.

El porcentaje de de células circulantes con expresion de OCN en su
superficie ( OCN+) fue significativamente mas bajo en los pacientes con
DM 2 que en las mujeres controles ( 0.8+0.2 vs 1.6+0.4 %, p<0.0001).



Sin embargo, el porcentaje de celulas que, ademas de osteocalcina,
expresaban el marcador de estadios mas precoces de maduracion ( CD146+
), era mayor en las pacientes diabéticas que en las controles (33.3+7 vs
12+4%, p<0.0001) (Figura 7.1).
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Figura 7.1. Porcentaje de células periféricas OCN+ (B), y OCN+/CD146+ (C) en
pacientes con DM tipo 2

Los niveles de HbAlc mostraron una correlacion inversa con el porcentaje
de células OCN+ (r=-0.49; p=0.001) cuando se incluian a la totalidad de las
mujeres ( diabéticas mas controles ) mientras que en el grupo de las
mujeres diabéticas la correlacion fue pequefia ( r=0.12 ) y no significativa.
La expresion de Runx2 estaba disminuida en las diabéticas mientras que
estaban aumentadas las expresiones de SOD2 y p66, con correlacion
positiva con el tiempo de duracidn de la enfermedad.

Las pacientes diabéticas tenian niveles séricos mas bajos de PINP y
osteocalcina, demostrando su menor formacién ésea. Los niveles de HbAlc
también se correlacionaron inversamente con los de PINP, OCN vy los
indices histomorfométricos de formacion ésea ( O.Th, MS/BS, MAR,
BFR/BS, OS/BS, Ob.S/BS).



Los hallazgos de este primer trabajo en pacientes con DM tipo 2
demuestran el efecto nocivo de la DM tipo 2 sobre el hueso, al objetivarse
no sélo una disminucion de los parametros bioquimicos e
histomorfométricos de formacion o0sea, sino también, reduccion clara en el
nimero de CPOs OCN+, lo que apoya el potencial osteogénico de estas
células circulantes.

No existe trabajo donde se estudie el nivel de células periféricas de estirpe
osteoblastica (OCN+) en pacientes con DM tipo 1, en quienes son mayores
las alteraciones de la masa Osea y el riesgo de fractura.

7.5 Contribuciéon de las células progenitoras circulantes a las
complicaciones de la Diabetes Mellitus.

La DM se asocia con complicaciones importantes en muchos 6rganos y
tejidos, a través de la produccion de macro y microangiopatia, con
profundos cambios en el endotelio y mdsculo liso vascular, con la
consiguiente modificacion de la matriz extracelular. La DM incrementa
tremendamente el riesgo de enfermedad cardiovascular, produciendo
precozmente una disfuncion endotelial y posteriormente una aterosclerosis
también precoz, que se ve favorecida por la asociacién con otros factores
de riesgo, como hipertension arterial, obesidad y dislipemia. Pero ¢juegan
algun papel las células progenitoras circulantes en estas complicaciones?.

7.5.1 La plasticidad de las células progenitoras circulantes.

En el organismo adulto, la medula ésea representa el lugar donde se
desarrolla la hematopoyesis al mismo tiempo que sirve de reservorio a
células progenitoras. En los ultimos afios hemos aprendido que estas
células progenitoras pueden dar lugar a distintas lineas celulares, ademas
del sistema hematopoyético. Estas células pueden abandonar la médula
Osea, respondiendo a determinados estimulos y emigrar a Organos
periféricos a través de la circulacidn. Estas células inmaduras mantienen la
capacidad de diferenciacion en distintas lineas celulares, siendo la forma
mejor conocida de este fenomeno la diferenciacion endotelial a través de
celulas progenitoras endoteliales ( CPE ). Estas células son capaces de
diferenciarse en células endoteliales y participan en la reparacion del
endotelio y en neoangiogénesis. Las CPEs circulantes pueden aislarse por
citometria de flujo a travées de su expresion de CD34 y/o CD33, ademas de
otros marcadores endoteliales como KDR. Estas células se movilizan desde
la médula dsea en respuesta a muchos estimulos, tales como la isquemia
tisular, citoquinas y factores de crecimiento. Una vez en la circulacion se



dirigen especificamente a los lugares de dafio vascular a fin de reparar el
endotelio dafiado y restaurar el flujo sanguineo. Las CPE se encuentran
muy alteradas en la DM (365) justificando al menos en parte la elevada
prevalencia de riesgo cardiovascular asociado a la misma.

7.5.2 Células osteoprogenitoras y complicaciones cardiovasculares de
la Diabetes Mellitus.

La calcificacion ectdpica es un signo fundamental de la vasculopatia
diabética. La calcificacion puede desarrollarse en la media o en la
neointima de las placas de ateroma. La calcificacion de la media lleva a
endurecimiento y rigidez de la pared arterial, asi como a elevacion de la
presion arterial, mientras que la calcificacibn neointimal puede
desestabilizar la placa, haciéendola vulnerable y llevandola a la ruptura o
hemorragia. Los tipos de celulas vasculares que dan lugar a las células
calcificadas no se conoce en su totalidad, estando envueltas posiblemente
celulas de musculo liso, pericitos y progenitores de la adventicia. Datos
recientes (366), demuestran que las células osteoprogenitoras circulantes
(CPOs) contribuyen a la calcificacion de las placas arteriales, habiéndose
demostrado también que estas células y las EPCs (endothelial precursor
cells) pueden expresar proteinas Oseas, como osteocalcina y fosfatasa
alcalina, desarrollando tendencia a formar nédulos calcificados (367).

Estas células estan elevadas en pacientes con enfermedad arterial coronaria
y existen datos en humanos que sugieren que ellas van desde la circulacion
hasta depositarse en las arterias enfermas; la expresion de osteocalcina en
las EPCs se correlaciona con la rigidez arterial. Todo ello resalta el papel
que pueden desempefiar las células circulantes de extirpe osteoblasticas y
las EPCs en la patologia arteriosclerotica.

Recientemente se ha publicado que el tratamiento con bifosfonatos
(risedronato) produce una disminucién significativa en genes de
diferenciacion y proliferacion osteoblasticas en EPCs, con tendencia a la
disminucién de la expresién de osteocalcina, sugiriendo un posible
mecanismo por el que los bifosfonatos pueden ser de utilidad para inhibir la
calcificacion vascular (368).

En 2006 se comunicd, por vez primera, que la movilizacion de células
progenitoras de la medula 6sea estimulada por isquemia o G-CSF estaba
disminuida en animales diabéticos en comparacion a controles (369),
hecho que ha sido confirmado por otros autores. También se ha demostrado
una microangiopatia en la médula 0sea del diabetico, con signos semejantes



a los que se producen en la microcirculacién de otros territorios, y que
puede afectar a la formacidon y movilizacion de células precursoras. Estas
alteraciones pueden desarrollarse precozmente, , habiéndose encontrado ya
una disminucion de células de CD34+ en estado de prediabetes.

A. J. Flammer y cols (370), conociendo el aumento de células circulantes
con capacidad osteogénica en los pacientes con diabetes mellitus tipo 2,
como se ha sefialado en parrafos anteriores, hipotetizan que las EPCs,
coexpresando osteocalcina, pueden también estar aumentadas en un estadio
muy precoz de la enfermedad, y detectarse en el estadio de prediabetes.
Ellos estudian a 133 pacientes con una edad de 57.4 £15.7, dividido en dos
grupos segun que el nivel de HbAlc fuese mayor o menor de 5.6% (limite
superior de la normalidad ). Realizan citometria de flujo de células
mononucleares periféricas, realizando recuento de: 1) células OCN+, 2)
celulas con marcadores de EPC (CD34+/KDR+ y CD133+/CD34-/KDR+ )
y 3) celulas con marcadores de EPCs que también son OCN+. Encuentran
que los pacientes con HbA1c por encima de 5.6%, tienen un porcentaje de
celulas mononucleares periféricas OCN+ significativamente mas elevado
que los controles ( 4.6 [2.68-7.81 vs 3.12 [0.99-7.81] p< 0.035, mayor
nimero de células OCN+/CD133+/CD34-/KDR+ ( p<0.01) y una fraccion
méas elevada de células que expresan marcadores de EPC y al mismo
tiempo son OCN+ ( p=0.002). Existe una correlacion positiva entre los
niveles de células circulantes OCN+/CD133+/CD34-/KDR+ y los niveles
de HbAlc en el estado prediabético, incluso después de ajustar por la
existencia de obesidad, otros factores de riesgo cardiovasculares y
medicacidén (p<0.002).

Se conoce, por tanto, que la diabetes mellitus tipo 2 cursa con aumento de
células progenitoras endoteliales ( EPCs ) que comparten marcadores de
extirpe osteoblasticas ( OCN+), lo que puede tener un papel en la
aterosclerosis y calcificacion vascular, habiéndose demostrado estos
cambios incluso en estadios mas precoces ( prediabetes).

8. JUSTIFICACION DEL TEMA

Hasta el momento actual no existe publicacion alguna donde se haya
estudiado las células circulantes de extirpe osteoblasticas (CPOs con
marcador osteoblastico - OCN+) en pacientes con diabetes mellitus tipo 1.
Este estudio, sin embargo, resulta sumamente interesante, ya que los



pacientes con DML tienen una masa 0sea baja y un riesgo de fractura muy
elevado, como ha quedado previamente reflejado, y las células circulantes
de extirpe osteoblasticas pueden ayudar al mantenimiento de la masa 6sea y
especialmente a la regeneracion del hueso cuando se ha producido una
fractura. Por ello, en el presente trabajo nos hemos planteado llenar este
vacio estudiando el nimero de células circulantes de extirpe osteoblastica
en sangre periférica de pacientes con DM tipo 1comparandolo con sujetos
sanos, intentando relacionar su posible defecto con otros parametros de
masa 0sea y grado de descompensacién de la enfermedad diabética.
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Il. HIPOTESIS

Los pacientes con DM tipo 1 tienen una masa 6sea baja y un

incremento importante del riesgo de fracturas osteoporéticas. Las causas
que justifican este deterioro del metabolismo 6seo en el diabético son
complejas y no totalmente conocidas en el momento actual. Conocemos
que la insulina, a través de receptores especificos de la misma que existen
en el osteoblasto, estimula la actividad de esta célula y la formacion dsea.
En la DM tipo 1, al existir un fracaso en la formacion y secrecion de
insulina, aparece una merma en la actividad osteoblastica en las unidades
de remodelado 0seo.
Por otro lado, conocemos que células de extirpe osteoblastica circulan en
sangre periférica y pueden tener un papel en la formacion O&sea,
especialmente en la formacion del callo tras una fractura. No existe trabajo
que haya estudiado estas células periféricas en pacientes con DM tipo 1,
por lo que no sabemos en el momento actual si se encuentran afectadas en
esta patologia metabolica y tampoco conocemos si su afectacion puede
estar en relacion con la edad de comienzo de la diabetes, el grado de
descompensacion de la misma ni su relacion con la masa 0sea y otros
parametros del metabolismo 0seo.

Por ello, nos hemos planteado el presente trabajo con la siguiente hipétesis:

- 1.- Los pacientes con DM tipo 1 tienen una disminucion de células
circulantes periféricas de extirpe osteoblastica.

- 2.- Esta disminucion debe ser mas evidente en el diabético durante el
periodo de crecimiento, momento en el que existe mas necesidad de
actividad osteoblastica ( formacion Osea ) para alcanzar el esqueleto
adulto

- 3.- La disminucién de células periféricas de extirpe osteoblastica en
la DM tipo 1 se relaciona con el grado de descompensacion de la
diabetes y con la cantidad de masa 0Osea.
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I11. OBJETIVOS

1. Cuantificar el porcentaje de células precursoras de extirpe
osteoblastica en sangre periférica de pacientes adultos con DM tipo 1
comparandolo con sujetos controles no diabéticos, equiparables en
edad y sexo.

2. Cuantificar el porcentaje de células precursoras de extirpe
osteoblastica en sangre periférica de paciente con DM tipo 1 durante
la etapa de crecimiento, comparandolo con sujetos controles no
diabéticos, equiparables en edad y sexo.

3. Valorar el grado de descompensacion metabolica de la DM ( niveles
de glucemia y HbA1c ) y su relacion con las celulas precursoras.

4. Valorar la masa 6sea ( DMO ) en columna lumbar y cadera, y otros
parametros del metabolismo &seo, estudiando su posible relacion con
la cantidad de células precursoras circulantes.
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IV. MATERIAL Y METODOS
1. Caracteristicas del estudio

El presente trabajo es un estudio de casos y controles. El trabajo fue
aprobado por el comité ético local y todos las personas incluidas fueron
informadas y firmaron el consentimiento, siendo respetados los principios
éticos para la investigacion en seres humanos establecidos en la
Declaracion de Helsinki.

El protocolo de estudio ha incluido para todos los sujetos:
- Parametros antropométricos
- Datos clinicos
- Determinaciones bioguimicas
- Determinaciones densitométricas
- Cuantificacion de células precursoras de extirpe osteoblasticas en
sangre periférica

2. Poblacion estudiada

El tamafio muestral se ha calculado teniendo en cuenta el rango de
variabilidad del porcentaje de células circulantes precursoras de OB en
sujetos sanos y en un mini estudio piloto realizado en pacientes con DM 1.
Esperamos encontrar una disminucion de células precursoras de OB de una
desviacion estandar en los pacientes diabéticos, tanto en nifios como en
adultos, en relacion a los controles de edad y sexo equivalentes.

Con esta premisa y considerando un nivel de confianza del 95% y una
potencia estadistica del 80%, se calcul6 un tamafio muestral de 16 controles
y 16 pacientes diabéticos. Por diferenciar los sujetos adultos de los de edad
infantil, nos propusimos el estudio de 80 pacientes repartidos en, al menos,
20 sujetos de los siguientes 4 grupos:

- Controles adultos

- DM 1 adultos

- Controles infantiles
- DM 1 infantiles

Finalmente se consiguié completar el estudio programado en 89 sujetos,
divididos en los siguientes grupos:



- 23 niflos DM1 ( edad 6-15 afios; media 10.3+2.5 afos )

- 21 nifios controles ( edad 4-12 afos; media 9.2+2.6 afios )
- 18 adultos DM1 ( edad 20-40; media 28.6%5.3 afios )

- 27 adultos controles ( edad 24-36; media 28.7+3.1 afios )

Los pacientes diabéticos de edad adulta fueron reclutados en la consulta
monografica de DM tipo 1 del Servicio de Endocrinologia del Hospital
Universitario Virgen Macarena y los diabéticos infantiles fueron reclutados
en la consulta de diabetes de la Seccidn de Endocrinologia del Servicio de
Pediatria del mismo centro hospitalario.

Los controles adultos fueron reclutados, mayoritariamente, entre personal
sanitario del centro. Los controles infantiles se reclutaron de nifios sanos de
una consulta de Pediatria general de un centro de salud.

Los pacientes diabéticos estaban todos bajo tratamiento insulinico y en los
controles se descarto la presencia de diabetes mellitus y cualquier patologia
que pudiese afectar al metabolismo 0seo.

2.1 Criterios de Inclusion:

1. Diabéticos adultos: diagnostico de DM 1, en tratamiento
insulinico, con funcion renal normal y edad comprendida entre
18-40 afos.

2. Diabéticos infantiles: diagndstico de DM 1, en tratamiento
insulinico, con funcion renal normal y edad comprendida entre 4-
15 afos.

3. Controles adultos y nifios de edad comparable a los grupos de
diabéticos, con funcién renal normal.

4. Todos los participantes ( pacientes y controles ) debian aceptar el
protocolo y firmar el consentimiento informado.

2.2 Criterios de Exclusion:

1. En todos los grupos de estudio eran criterios de exclusion los
siguientes:

- Tratamiento con farmacos de influencia sobre el metabolismo dseo
(corticoides, anticonceptivos, glitazones,  inmunosupresores,
antirreabsortivos, estimulantes de formacion Osea, tiroxina,
anticonvulsivantes y anticoagulantes ).



Padecer alguna enfermedad endocrina o sistémica con influencia
sobre el metabolismo 6seo.
No firmar el consentimiento informado.

En los controles se considerd criterio de exclusion la existencia de
Diabetes Mellitus, glucemia basal alterada y HbAlc > 5.8%.

3. Obtencion de Muestras

3.1 Suero sanguineo

A todos los participantes se les realizd una extraccidn de sangre en
ayunas, obteniendo suero para las determinaciones bioguimicas y
utilizando el resto de la muestra (células) para la cuantificacion de
las celulas circulantes de extirpe osteoblastica (CPOs).

3.2 Determinacion de densidad mineral 0sea
A todos los participantes se les realizd densitometria Osea de

columna lumbar ( L2-L4 ) y cadera ( cadera total y cuello femoral )
con Densitometro Rx-doble haz, HOLOGIC, modelo Discovery

4. Datos clinicos

A todos los pacientes se les realiz6 una historia clinica que incluia
los siguientes puntos:

4.1. Datos de filiacion y generales

Nombre y Apellidos

Direccion de domicilio actual
Teléfono de contacto

Numero de historia clinica

Numero de la seguridad social

Fecha de nacimiento

Edad de la menarquia

Tiempo de evolucion de la enfermedad

4.2. Medidas antropométricas

Peso (kg )
Altura (cms)



- Indice de masa corporal ( IMC ) (Peso en kg/altura en metros?)

5. Determinaciones bioquimicas

Las determinaciones bioguimicas, a partir de las muestras de suero, fueron
realizadas en el Servicio de Bioquimica del Hospital Universitario Virgen
Macarena ( Sevilla ). Los parametros que se determinaron fueron:

- Glucosa: se determind en suero mediante el analisis en el
Autoanlizador (ADVIA 2400, Siemens) midiéndose en mg/dl, cuyo
intervalo de referencia es 70-100mg/dl. La técnica tiene un rango de
medida de 0-750mg/dl en suero y unos coeficientes de variacion (
CV) intraensayo e interensayo de 0.6% y 1.4% respectivamente.

- Hemoglobina glicosilada ( HbAlc ): se determind en suero mediante
cromatografia liquida de alta resolucion ( HPLC ) en el
Autoanalizador Menarini 8160, midiendose en %, cuyo intervalo de
referencia es de 4.0-5.5%. La técnica tiene unos coeficientes de
variacion (CV) intraensayo e interensayo de 0.6% y 1%
respectivamente.

- Calcio corregido : se determind mediante la correccion de los niveles
de calcio en suero con los niveles de proteina total en suero. El
analisis se realizo en el Autoanalizador ADVIA 2400 ( Siemens ) y
se expres6 en mg/dl, cuyo intervalo de referencia es de 8.5-
10.5mg/dl.

- Foésforo: se determind en suero mediante el anélisis en
Autoanalizador ADVIA 2400 ( Siemens ), midiéndose en mg/dl,
cuyo intervalo de referencia es 2.5-4.5mg/dl. La técnica tiene un
rango de media de 0-20mg/dl en suero, una sensibilidad de 20ng/dl y
unos coeficientes de variacion (CV) intraensayo e interensayo de
0.8% y 1.5%, respectivamente.

- Factor de crecimiento de tipo insulinico 1 (IGF-I): se determind en
suero mediante un inmunoensayo quimioluminiscente en el
Analizador IMMULITE 2000 (Siemens) midiéndose en ng/ml, cuyo
intervalo de referencia es 55-250ng/ml, para adultos mayores de 50
afios. La técnica tiene una sensibilidad de 20ng/ml y unos
coeficientes de variacion (CV) intraensayo e interensayo de 3.6% y
6.9%, respectivamente.



Vitamina D [25(OH)D3]: se determind en suero mediante un
inmuoensayo quimioluminiscente (CLIA) en el equipo de
inmunoensayo CP ADVIA Centaur (Siemens), midiéndose en ng/ml,
cuyo intervalo de referencia es 10-70ng/ml. La técnica tiene un rango
de medidas de 7-150 ng/ml y un coeficiente de variacion (CV)
interensayo del 20%. El rango de valores considerado de referencia,
segun la técnica analitica, fue de 10-70ng/ml, pero se consideraron
20 ng/dl como el umbral minimo recomendado para una buena
funcion osea. El Servicio de Bioguimica del Hospital Virgen
Macarena de Sevilla cuenta, desde hace cuatro afos y renovado
anualmente, con el certificado Proficiency del DEQAS (Vitamin D
External Quality Assessment Scheme ).

Hormona paratiroidea (PTH): se determiné la PTH intacta (PTHi) en
suero mediante un inmunoensayo quimioluminiscente (CLIA) en el
equipo de inmunoensayo CP ADVIA Centaur (Siemens), midiéndose
en pg/ml, cuyo intervalo de referencia es 14-72pg/ml. La técnica
tiene un rango de medidas de 2.5-1900 pg/ml y unos coeficientes de
variacion (CV) intraensayo e interensayo de 3.7% y 4.3%,
respectivamente.

Propéptido amino-terminal del colageno tipo | (P1NP): se determino
en suero mediante un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia
(ECLIA), en el autoanalizador ADVIA 2400 (Siemens), midiéndose
en ng/ml, cuyo intervalo de referencia es 16.27-73.87 ng/ml para
mujeres postmenopausicas y de 15.20-71.80 ng/ml para hombres
entre 51 y 70 afios. La técnica tiene un rango de medidas de 5-1200
ng/ml, y unos coeficientes de variacion (CV) intraensayo e
interensayo de 1.9% y 2.9%, respectivamente.

Telopeptido carboxilo-terminal del colageno tipo I (B-CrossLaps): se
determin6 en suero mediante un  inmunoensayo  de
electroquimioluminiscencia (ECLIA), en el Autoanalizador ADVIA
2400 (Siemens) midiendose en ng/ml, cuyo valor de referencia es <
60 ng/ml para mujeres y < 70 ng/ml para hombres. La técnica tiene
un rango de medidas de 0-5ng/ml, y unos coeficientes de variacion
(CV) intraensayo e interensayo de 2.1% y 3.3%, respectivamente.

Fosfatasa alcalina total (FAT): se determin6 en suero mediante el
anélisis en el Autoanalizador ADVIA 2400 (Siemens), midiéndose



en Ul/I, cuyo intervalo de referencia es 90-258 Ul/I. La técnica tiene
un rango de medidas de 0-1100 Ul/l y unos coeficientes de variacion
(CV) intraensayo e interensayo de 1.4% y 3%, respectivamente.

6. Determinaciones densitomeétricas

Se cuantifico la densidad mineral de cuello de fémur no fracturado y de
columna lumbar (L2-L4) de los pacientes mediante densitometria dual de
rayos X (Densitometro HOLOGIC QDR-1000. Software Version 12.7.3:7),
en la Unidad de Osteoporosis de la U.G.C. de Medicina Interna del
Hospital Universitario Virgen Macarena (Sevilla). Se utilizaron para el
presente estudio las siguientes variables:

- Densitometria de fémur, incluyendo:

- Cuello de fémur: expresado en gha/cm2 y T-Score, con un

coeficiente de variacion in vitro de 3,41% e in vivo de 2,90%.

- Fémur total: expresado en gha/cm2 y T-Score, con un coeficiente

de variacion in vitro de 0,97% e in vivo de 2,50%.

- Densitometria de columna lumbar: valor mediode L1, L2, L3y L4

expresado en gha/cm2 y T-Score, con un coeficiente de variacion in

vitro de 0,53% e in vivo de 1,40%.

7. Cuantificacion de células de estirpe osteoblastica en sangre
periférica

7.1 Extraccion de células mononucleares

Para la obtencion de células mononucleares seguimos el protocolo de
Boyum,1986. Diluimos 10 ml de sangre total, obtenida por venipuntura al
vacio en tubos heparinizados HD, con 10 ml de PBS (1:1). La sangre
diluida se distribuye, con pipeta Pasteur, en tubos de fondo conico sobre
una solucion de de Ficoll-Hypaque 1:2. La solucién debe afadirse
cuidadosamente, deben quedar dos fases bien diferenciadas. Las muestras
se centrifugan a 1250 x g (3000 rpm) durante 20 min, a 4°C. El anillo
formado en la interfase contiene las células mononucleares (linfocitos y
mononucleares), se recogen y se lavan con PBS a una centrifugacion de
400 x g, durante 10 min a 4°C. Al precipitado resultante se le da un choque
osmotico para lisar los glébulos rojos: se resuspende el precipitado en 5 mL
de H20 destilada y desionizada durante 15-20 s, y rapidamente se le afiade
el mismo volumen, 5 mL, de NaCl al 1,8% para reestablecer la
isoomolaridad. Volvemos a centrifugar a 400 x g, durante 10 min a 4°C.



Lavamos dos veces méas con PBS (centrigugaciones a 400 x g, 10 min y
4°C). Resuspendemos las células en 100 puL y contamos las células con un
hematocitdmetro,y determinamos su viabilidad por exclusion al Tripan
Blue.

7.2 Conteo celular

Tras la obtencion del pellet, éste fue suspendido en un volumen conocido
de DMEM v se realizd una dilucién de 1:10 (180 pl de Trypan Blue + 20
ul de suspensién celular).

El conteo celular se realizd con la cdmara de recuento Neubauer, bajo el
microscopio éptico (Nikkon Eclipse TS100), que consta de dos cuadriculas
idénticas, formadas cada una de ellas por 9 cuadrados. De estos, los cuatro
que forman las esquinas de dicha cuadricula, marcados como L (Figura
7.1), son los que se utilizan para el recuento.

Figura 7.1. Cuadricula de la cdmara de Neubauer. Se realiza el recuento de las células
que se distribuyan Gnicamente dentro de los cuatro cuadros L

Una vez realizado el recuento de células, se aplica la siguiente formula para
obtener la concentracion celular:
N° células/ml = X x D x 10*

Donde:
— X: es la media del n° de células contadas en los 8
cuadros L
— D: es el factor de dilucién de la muestra (en nuestro caso
fue 10)

— 10% es el factor de correccion de convertir 0,1 pl en 1ml.

Solo fueron incluidas en el recuento las células viables, segun el test de
exclusion arriba mencionado.



7.3 Estudio de viabilidad celular

La viabilidad de las células se efectué mediante el test de exclusion con
Trypan Blue Stain 0,4% (BioWhittaker, Lonza. Verviers, Bélgica)

El Trypan Blue es un coloide que se introduce en el interior de las células
que presentan roturas en la membrana. Asi pues, las células que aparecen
claramente de color azul intenso son consideradas no viables, mientras que
las que presentan un color refringente bajo el microscopio optico, se las
considera células viables o vivas.

8. Citometria de flujo
8.1 Inmunotincion

Para el anélisis citométrico incubamos previamente las células con 10% de
suero de asno (Jackson ImmunoResearch) y 10% IgG humana (FcR
Bloking Reagent, Milteny Biotec, USA), para bloguear la unién a sitios no
especificos, durante 30 min a temperatura ambiente y en agitacion.
Posteriormente, 10° células se transfieren a tubos de 5mL de polystereno y
son incubadas durante 60 min con el anticuerpo primario, anti-osteocalcina
humana (R&D Systems,UK). Después de lavar un par de veces las células
con PBS y centrifugaciones de 400 g 2 min a 4°C, para eliminar el
anticuerpo libre, incubamos las células con el anticuerpo secundario
GoatF(ab’), Fragment anti-Mouse 1gG (H+L)-FITC (Beckman Coulter,
USA) durante 30 min a temperatura ambiente y en la oscuridad.

A la vez, incubamos dos tubos, con la misma densidad celular, Gnicamente
con el anticuerpo secundario como control isotipico, los cuales nos
permitiran medir la tincion inespecifica. Todas las incubaciones se
realizaron por duplicado. Tras la segunda incubacion realizamos dos
lavados més con PBS, centrifugando a 400 x g, 2 min a 4°C y mantuvimos
las células en hielo hasta su inmediata analisis en el citometro de flujo

8.2 Andlisis citometro de flujo

Las células en suspension fueron analizadas en el citometro XL-HLC
(Beckamn Coulter, USA) equipado con EL LASER DE ARGON de 488nm
capaz de detectar light scatter (forward and site). Seleccionamos el canal
de lectura correspondiente a la luz emitida. Para cada muestra se paso



20000 eventos. La poblacién positiva sera identificada como células que
expresen niveles especificos de la actividad fluorescente frente a la
autofluorescencia no especifica de los isotipos controles. Las células
identificadas seran expresadas como porcentaje del “gate” seleccionado
inicialmente correspondiente al area de los linfocitos- monocitos.

9. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se ha realizado utilizando el paquete estadistico IBM
SPSS Statistics 22. Para el anélisis descriptivo se han calculado el nimero
de pacientes (N), los valores medios, desviacion tipica (D.T.), minimo,
méaximo y percentiles 25, 50 y 75 P25, P50 y P75.

Para el analisis inferencial se ha tenido en cuenta un nivel de confianza del
95%, por lo que el p-valor experimental se ha comparado con un nivel de
significacion del 5%.

Para conocer el tipo de prueba méas adecuada a emplear segun sea el
comportamiento de los datos se realizaran las siguientes pruebas:

Normalidad: Se aplica el test de Shapiro-Wilk ya que es el mas apropiado
para grupos con un tamafio muestral no demasiado elevado. El contraste de
hipdtesis que se plantea es:

HO: Los datos obtenidos se distribuyen segin normalidad.
H1: Los datos obtenidos NO se distribuyen segin normalidad

Aleatoriedad: Se aplica la prueba de rachas para una muestra y el contraste
de hipotesis que se plantea es:

HO: La secuencia de valores obtenida en el grupo es aleatoria.
H1: La secuencia de valores obtenida en el grupo NO es aleatoria.

Homocedasticidad: Se aplica el test de Levene y contrasta si los grupos
tienen la misma varianza.

Si se cumplen los criterios de normalidad y aleatoriedad se considera
apropiado aplicar pruebas paramétricas. En este estudio se aplican las
siguientes pruebas:

- ANOVA de un factor. Compara grupos independientes en los que los
valores de la variable a estudiar cumplen los criterios parameétricos:
o Distribucion normal



o Aleatoriedad en las respuestas.
o Homocedasticidad. Igualdad de varianzas.

- Prueba T para muestras independientes: Compara muestras
independientes cuando los valores de las variables cumplen los
criterios paramétricos.

- Prueba U de Mann-Whitney: Compara dos muestras independientes
que no cumplen los criterios paramétricos.

- Prueba de Kruskal-Wallis: Compara mas de dos muestras
independientes que no cumplen los criterios parametricos.

La relacion entre las distintas variables se ha estudiado mediante el
coeficiente de correlacion bivariable de Pearson. En todos los casos se
considerd alcanzada la significacion estadistica para valores de p<0.05.
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En la tabla n°® 1 se exponen las caracteristicas antropométricas de las
personas adultas estudiadas ( diabéticos y controles ), figurando el nimero
total de varones y mujeres, con edad, peso, talla e indice de masa corporal.
También aparece el tiempo de evolucion de la enfermedad en el grupo de
pacientes diabéticos. El grupo de diabéticos y controles eran semejantes en
las caracteristicas antropométricas sefialadas, sin diferencia significativa
alguna entre ambos grupos.

Control Diabéticos
N % Total N % Total
Sexo Hombre 13 48,1 8 44 .4
Mujer 14 51,9 27 10 55,6 18
Adultos
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Edad Control 28,73 3,17 24 36 26,75 28,5 30,25
Diabético | 28,67 5,3 20 40 24,75 28,5 31,5
Peso Control 70,67 11,15 49,9 90,8 62,6 69,6 78,5
Diabético | 73,17 12,5 51,7 97,3 63,8 74,8 82,35
Talla Control 1,69 0,07 1,56 1,82 1,65 1,7 1,73
Diabético | 1,69 0,08 1,58 1,84 1,61 1,68 1,77
IMC1 Control 24,67 3,46 17,47 32,1 21,57 24,61 27,3
Diabético | 25,74 4,24 20,32 34,25 21,93 25,17 29,12
Tiempo
Evolucion Diabético 6,32 3,78 1,5 13 3 5,5 9,38
Enfermedad

Tabla 1: Caracteristicas Antropométricas de las personas adultas estudiadas ( Diabéticos
y Controles ).

En la tabla n® 2 se exponen las caracteristicas antropométricas de los nifios
estudiados (diabéticos y controles), figurando el nimero total de nifios y
nifias, con edad, peso, talla e indice de masa corporal. También aparece el
tiempo de evolucion de la enfermedad en el grupo de pacientes diabéticos.
Figura también en el caso de las nifias, el porcentaje de las mismas que ya
habian tenido la menarquia. El grupo de diabéticos y controles eran
semejantes en las caracteristicas antropométricas sefialadas, sin diferencia
significativa alguna entre ambos grupos.



Control Diabéticos

N % Total N % Total
Sexo Hombre 13 61,9 11 47,8
Mujer 8 381 21 12 52,2 23
Menarquia No 11 100 1 18 857 ’1
Si 0 0 3 14,3
Ninos
Media Desviacion Minimo Madaximo Percentiles
tipica 25 50 75
Edad Control 9,23 2,64 4 12,6 8,05 9,8 11,1
. Diabético | 10,36 2,59 6,3 15,9 8,4 10,1 12
Peso Control 36,94 14,65 17 61 21,55 37,5 46,63
Diabético | 37,63 13,37 19,5 67,5 26,8 39,5 41,22
Talla Control 1,37 0,16 1,02 1,64 1,28 1,4 1,49
Diabético | 1,41 0,16 1,14 1,69 1,26 1,46 1,54
IMC1 Control 19,1 4,33 13,38 27,48 15,69 17,7 22,7
Diabético | 18,32 3,45 14 28,54 16,16 17,32 19,89
Tiempo
Evolucion Diabético | 3,49 3,32 0,2 11,8 0,8 2 5,8
Enfermedad

Tabla 2: Caracteristicas Antropométricas de los nifios estudiados ( Diabéticos y
Controles).

En las tablas n°® 3 y 4 estan representados los valores densitométricos
encontrados en columna lumbar ( L2-L4 ), cuello femoral y cadera total.
Adultos en tabla 3 y nifios en tabla 4.

Adultos
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles

tipica 25 50 75
DMO cuello | Control 0,89 0,15 0,61 1,28 0,77 0,88 0,98
fémur Diabético 0,87 0,1 0,7 1,13 0,81 0,85 0,92
DMO cadera | Control 0,98 0,28 -0,1 1,46 0,91 0,99 1,13
total Diabético 0,93 0,23 0,1 1,23 0,92 095 1,02
Control 0,05 1,22 -2,1 2,5 -0,8 -0,2 1

T-score
cuello Diabético -0,11 0,74 -1,3 1,5 -0,75 0’65 0,43




T-score Control 0,24 1,07 1,8 28 05 03 09
cadera total | Diabético | -0,01 0,62 -0,9 1,3  -038 -01 0,33
DMO Control 1,01 0,11 0,86 125 091 1 1,09
ffz'”&’)"a Diabético | 1,06 0,1 0,9 125 0,99 1,06 1,1
T-score Control 20,8 1,02 2.4 12 17 07 0

columna Diabético | -0,34 0,84 1,6 1,6 1 04 0,06

Tabla 3: Valores densitométricos en adultos

Nifos
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75

DMO cuello Control 0,71 0,09 0,57 0,89 0,65 0,7 0,78
fémur Diabético 0,68 0,1 0,52 0,86 0,6 071 0,74
DMO cadera | Control 0,82 0,08 0,72 0,99 0,75 0,79 0,88
total Diabético 0,77 0,1 0,6 0,95 0,69 0,78 0,84
Z-score Control 0,16 1,04 1,4 1,9 " 0,05 0,95
cuello 0,65
femoral Diabético -0,32 0,78 -1,6 1,1 -0,9 -0,3 0,3

Control 0,87 0,76 -0,2 2,5 0,4 065 1,38
Z-score -
cadera total Diabético 0,25 0,88 -1,7 1,9 043 0,01 0,98
DMO Control 0,66 0,11 0,46 0,88 0,59 0,67 0,72
Ez;”m"a (L2-1 hiabstico | 0,67 0,12 0,49 088 056 0,65 0,76
Z-score - -
e Control 0,2 1,05 -1,6 2 0,58 0,15 1,25
L4) Diabético -0,17 0,96 -1,7 2 -1 -0,3 0,5

Tabla 4: Valores densitométricos en nifios

En las tablas n°5 y 6 se exponen los pardmetros bioquimicos mas
importantes estudiados ( adultos en tabla 5 y nifios en tabla 6 ).

Adultos
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
PTH Control 42,7 20,18 13 106 32 35 5l
Diabético 34 13,33 21 77 23,75 32 38,5
PINP Control 42,77 14,9 20,72 77,5 29,97 40,03 55,73
Diabético | 43,56 16,89 23,64 89,69 28,29 43,28 51,19




Beta Control 0,38 0,15 0,16 0,77 0,28 0,34 0,49
crosslap | Diabético 0,3 0,15 0,15 0,58 0,17 0,22 0,43
Ca Control 9,46 0,46 8,5 10,6 9,2 9,5 9,8
Diabético 9,34 0,37 8,7 10 9,08 9,35 9,63
p Control 3,52 0,54 2,5 5,2 3,1 3,5 3,7
Diabético 3,48 0,59 2,8 4,7 2,98 3,35 3,83
EA Control 136,33 39,5 82 244 111 129 150
Diabético | 157,17 55,73 92 345 118,5 159,5 170,75
IGF1 Control 202,67 77,29 113 472 158 178 228,3
Diabético | 156,23 47,04 89 260 121,1 147 186,25
Glucosa Control 83,7 9,36 65 97 76 86 90
Diabético | 217,83 75,89 95 413 163,25 221,5 243,75
Calcio Control 9,53 0,4 8,5 10,7 9,3 9,5 9,8
corregido
por Diabético | 9,58 0,25 9,2 10,2 9,4 9,55 9,8
proteinas
Proteinas | Control 7,36 0,43 6,5 8,2 7,1 7,3 7,5
totales Diabético 7,07 0,39 6,3 7,9 6,78 7,05 7,33
25(0H)D C(.)ntfo.l 24,31 6,66 13,9 37,3 18,8 23,7 28,25
Diabético 27,16 6,71 17,7 34,5 21,15 26,4 33,55
Tabla 5: Parametros bioguimicos en adultos.
Nifios
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
PTH Control 30,08 11,18 14 49 20,25 30,5 38,25
Diabético | 29,76 11,53 12 53 21,5 28 39,5
PINP Control 488,75 140,02 237,5 733,6 390 481,7 626,8
Diabético | 578,63 286,13 76 1.200 425,55 496,4 813
Beta Control 1,21 0,27 0,73 1,66 1,03 1,23 1,46
crosslap Diabético 1,38 0,4 0,74 2,02 1,06 1,34 1,69
Ca Control 9,77 0,36 8,9 10,3 9,6 9,8 10
Diabético 9,57 0,35 9,1 10,3 9,3 9,5 9,8
p Control 4,63 0,34 4 5,2 4,4 4,7 4,88
Diabético | 4,77 0,67 3,7 6,2 4,2 4,8 5,2
EA Control 611,42 178,31 432 993 460,5 534,5 748
Diabético | 664,87 279,35 218 1.539 499 629 804
IGF1 Control 263,17 135,25 101 550 159,25 206 364,5
Diabético | 219,39 140,39 62 530 103,75 177,5 308




Glucosa Control 85,08 5,99 74 94 80,75 85,5 88,75
Diabético | 190,87 81,53 95 356 117 170 262

Calcio Control 9,82 0,36 9,1 10,4 9,53 9,9 10,1

corregido

por Diabético 9,88 0,35 9,4 10,6 9,63 9,9 10,08

proteinas

Proteinas | Control 7,41 0,3 6,8 7,9 7,2 7,45 7,6

totales Diabético 6,91 0,4 6,1 7,5 6,6 6,9 7,3

25(0H)D C(.Jntro.l 27,67 17,21 11,5 57,9 151 21,5 42,45
Diabético | 24,88 10,17 4,6 40,8 18,1 244 32,4

Tabla 6: Pardametros bioquimicos en nifios.

En las tablas n° 7 y 8 se exponen ( adultos Yy nifios ) los porcentajes de
células circulantes de extirpe osteoblastica (OCN+) y los niveles de
HbALc encontrados en cada uno de los grupos estudiados.

Adultos
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
oscCfitc Control 7,92 5,88 1,25 20,47 2,64 6,96 10,66
Diabético 2,68 2,32 0,05 9,18 0,91 2,07 3,49
HbALc Control 5,25 0,31 4,5 5,7 51 5,3 5,43
Diabético 7,98 0,86 6,4 10 7,38 8 8,33
Tabla 7: OCN+ y HbAlc en adultos
Niihos
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
oscCfitc Control 9,56 7,26 0,43 28,01 455 7,89 13,36
Diabético 3,02 1,85 0,52 6,96 1,67 2,54 45
HbA1c C(.)nttjoll 5,57 0,21 51 5,8 5,5 5,6 5,7
Diabético 8,17 1,41 6,1 11,4 7,1 7,8 9,1

Tabla 8: OCN+ y HbALc en nifios



Una vez conocida por las tablas anteriores la descripcion de todos los
parametros estudiados en los distintos grupos, paso a exponer las
diferencias encontradas entre controles y diabéticos ( tanto en nifios como
en adultos ) en los parametros biogquimicos, densitométricos y
especialmente en las células circulantes precursoras de osteoblastos, que
constituyen el objetivo fundamental del siguiente trabajo.

En primer lugar haremos la comparacion entre adultos controles vy
diabéticos; a continuacién las diferencias encontradas en la edad infantil
(controles vs diabéticos ) y finalmente expondremos las diferencias
encontradas en el grupo global de pacientes diabéticos ( adultos + nifios )
en comparacion a la totalidad de los sujetos controles.

En las Figuras 1 a 3 se exponen las diferencias significativas encontradas
entre controles y diabéticos adultos. Se constata, como era de esperar, una
diferencia significativa en los niveles de HbAlc y glucemia. Ademas, y es
el punto fundamental de este trabajo, se constata que los pacientes
diabéticos tienen una disminucion significativa (p<0.001 ) de células
circulantes de estirpe osteoblastica ( OCN+) en relacion a los controles,
con menos un tercio respecto a la media del grupo control (Figura 3)

Adultos
Prueba T Prueba de Levene
<0,01 0,001
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Control 5,25 0,31 4,5 5,7 51 5,3 5,43

Diabético 7,98 0,86 6,4 10 7,38 8 8,33
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Figura 1: HbAlc en adultos ( Control y Diabéticos )

Adultos
<0,001 <0,001
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Control 83,7 9,36 65 97 76 86 90
Diabético 217,83 75,89 95 413 163,25 221,5 243,75
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Figura 2: Glucemia en adultos ( Control y Diabéticos )

Adultos

<0,001

Minimo Maéximo Percentiles

Media Desviacion
tipica 25 50 75
Control 7,92 5,88 1,25 20,47 2,64 6,96 10,66
Diabético 2,68 2,32 0,05 9,18 0,91 2,07 3,49

OScCfite

aduito DIABETICO

adulto CONTROL

GRUPO

Barras de error: 95% IC

Figura 3: OCN+ en adultos ( Control y Diabéticos )



Por otro lado se ha encontrado también en los pacientes adultos con DM 1,
una disminucion significativa de los niveles séricos de beta-crosslap e
IGF-1 (Figura 4y 5).

No se encontraron diferencias significativas en el resto de los parametros
bioquimicos ni densitométricos estudiados.

Adultos
Prueba U de Mann-Whitney

0,041

. Adutes |
Media Desviacion Minimo Ma3aximo Percentiles

tipica 25 50 75
Control 0,38 0,15 0,16 0,77 0,28 0,34 0,49
Diabético 0,3 0,15 0,15 0,58 0,17 0,22 0,43

0,50

0,409

Berosslap

=
[
=]

1

0,20

0,10

adutto CONTROL adutto DIABETICO

GRUPO

Barras de error: 95% IC

Figura 4: Beta-crosslap en adultos ( Controles y Diabéticos )

Adultos
Prueba U de Mann-Whitney
0,022

Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles

tipica 25 50 75




Control 202,67 77,29 113 472 158 178 228,3
Diabético 156,23 47,04 89 260 121,1 147 186,25

250,00

200,00+

150,00

IGF1

100,00

50,00

adutto CONTROL adulto DIABETICO
GRUPO

Barras de error: 95% IC

Figura 5: IGF 1 en adultos ( Controles y Diabéticos )

En las figuras 6,7 y 8 se exponen las diferencias significativas encontradas
entre controles y nifios diabéticos. Se constata, como era de esperar, una
diferencia significativa en los niveles de HbAlc y glucemia. Ademas, igual
que sucedia en los diabéticos adultos, se constata que los nifios diabéticos
tienen una disminucidn significativa (p<0.001 ) de células circulantes de
estirpe osteoblastica ( OCN+) en relacion a los controles, con menos de un
tercio respecto a la media del grupo control (figura 7).

Aunque en los adultos diabéticos no encontramos disminucion de masa
Osea respecto a los controles, en los nifios diabéticos hemos encontrado una
disminucién significativa de la densidad mineral 6sea ( DMO) en cadera (p
= 0.047). Esta disminucion es de 0.81 desviaciones estandar de DMO
menor en los nifios diabéticos que en los controles ( -0.81 z-score ) (figura
8).

Nifos
Prueba U de Mann-Whitney
<0,001

Ninos
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles

tipica 25 50 75
Control 5,57 0,21 5,1 5,8 55 56 5,7




Diabético 8,17 1,41 6,1 11,4 7,1 7,8 9,1
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Barras de error: 95% IC

Figura 6: HbAlc en nifios ( Controles y Diabéticos )

Ninos

<0,001

Minimo Maximo Percentiles

Media Desviacion

tipica 25 50 75
Control 9,56 7,26 0,43 28,01 455 7,89 13,36
6,96 1,67 2,54 4,5

Diabético 3,02 1,85 0,52
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Figura 7: OSCfitc en nifios ( Controles y Diabéticos )

Nifios
0,047 0,378
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Control 0,87 0,76 -0,2 2,5 0,4 0,65 1,38
Diabético 0,25 0,88 -1,7 1,9 -0,43 0,01 0,98
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Figura 8: Z score cadera total en nifios ( Controles y Diabéticos )

Cuando comparamos el conjunto de pacientes diabéticos ( adultos + nifios )
con la totalidad de los controles, objetivamos que se mantiene una
disminucion significativa del namero de células periféricas ( OCN +) en los
diabéticos. Observamos también que los pacientes diabéticos ademas de
una elevacion de los niveles de glucemia y HbAlc, tienen incrementos
significativos en los niveles séricos de PINP, FA y disminucion de IGF-1y

PTH (Figuras 9 a 15).

Diabetes — No diabetes

Prueba U de Mann-Whitney
<0,001

Grupos diabéticos

Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Control 8,64 6,5 0,43 28,01 3,64 7,12 10,69
DM 2,87 2,05 0,05 9,18 1,63 252 3,8
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Figura 9: OSCfitc en DM y controles

Diabetes — No diabetes

<0,001

Grupos diabéticos

Media Desviacion Minimo Madéximo Percentiles
tipica 25 50 75
Control 5,34 0,32 4,5 5,8 52 54 5,6
DM 8,09 1,19 6,1 11,4 23 30 39

10,00

Media HbA1c

Control

diabetes

Barras de error: 95% CI

Figura 10: HbAlc en DM y controles



Diabetes — No diabetes

| P
o
D

Grupos diabéticos

Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles

tipica 25 50 75

Control 38,82 18,7 13 106 29 35 49
DM 31,72 12,41 12 77 23 30 39

Figura 11: PTH en DM y controles

Diabetes — No diabetes

0,043

Grupos diabéticos
Media Desviacion Minimo Maximo

Percentiles

tipica 25 50

75

Control 171,87 217,88 20,72 733,6 35

52,52 353,18

DM 331,67 340,94 23,64 1.200 45,97 173,8

500,3

500,00

Media P1NP

Control

diabetes

Barras de error: 95% Cl

Figura 12: PANP en DM y controles




Diabetes — No diabetes

0,007

Grupos diabéticos

Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Control 282,51 244,16 82 993 119 145 458
DM 441,98 330,62 92 1.539 161 412 654,5
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diabetes

Barras de error: 95% Cl

Figura 13: FA en DM y Controles

Diabetes — No diabetes

0,042

Grupos diabéticos

Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Control 221,29 100,91 101 550 158 191 263
DM 189,66 110,38 62 530 117,55 150,5 233
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Figura 14: IGF1 en DMy Controles

Diabetes — No diabetes

<0,001
Media Desviacion Minimo  Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Control 84,13 8,41 65 97 79 86 89
DM 202,71 79,29 95 413 129 208 244

250,00

Media Glucosa

Control

diabetes

Barras de error: 95% Cl

Figura 15: Glucosa en DM y Controles



Al comparar entre si ambos grupos de pacientes diabéticos (adultos con
nifos), se observa que los nifios en edad de crecimiento, presentan, como
era de esperar, aumento significativo de los niveles séricos de PINP, FA,
beta-crosslap y fdsforo, sin que exista diferencias significativa en el
porcentaje de células circulantes OCN+ entre ambos grupos de pacientes (
Figuras 16 a 20).

Grupos diabéticos

Prueba T Prueba de Levene
<0,001 <0,001
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 43,56 16,89 23,64 89,69 28,29 43,28 51,19
Nifio 578,63 286,13 76 1.200 425,55 496,4 813

00,00
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400,00

200,009

adutto DIABETICO nifio diabetico
GRUPO

Barras de error: 95% IC

Figura 16: PANP en diabéticos



Grupos diabéticos

<0,001
Grupos diabéticos
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 157,17 55,73 92 345 118,5 159,5 170,75
Nifio 664,87 279,35 218 1.539 499 629 804
#00 0

by DUABETICO

GRUFO

Barras de armor. 95% Cl

Figura 17: FA en diabéticos

Grupos diabéticos

<0,001
Media Desviacion Minimo Ma3éximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 0,3 0,15 0,15 0,58 0,17 0,22 0,43
Niio 1,38 0,4 0,74 2,02 1,06 1,34 1,69
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Figura 18: Beta-crosslap en diabéticos

Grupos diabéticos

<0,001 0,472
Media Desviacion Minimo Madéximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 3,48 0,59 2,8 4,7 2,98 3,35 3,83
Niio 4,77 0,67 3,7 6,2 42 4,8 5.2
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5,007
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Figura 19: Fosforo sérico en diabéticos
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Figura 20: Porcentaje células OCN+ en diabéticos.

Al comparar ambos grupos de sujetos controles ( adultos y nifios ),
encontramos un aumento de células OCN+ en el grupo infantil sin alcanzar
significacion estadistica. Por otro lado, como era de esperar, existe un
aumento de IMC, DMO columna y cadera y PTH en los adultos, mientras
que existe aumento de FA, P1INP, beta-crosslap y fésforo en los nifios. No
existen diferencias en los niveles de calcio serico. Merece resaltar el
aumento significativo de los niveles séricos de HbAlc en los nifios por la
mayor dificultad del control de los pacientes diabéticos en esta franja de
edad (Figuras 21 a 31).
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Figura 21: Células OCN+ en controles

Grupos control

<0,001 0,124
Media Desviacion Minimo Madéximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 24,67 3,46 17,47 32,1 21,57 24,61 27,3
Nifio 19,1 4,33 13,38 27,48 15,69 17,7 22,7
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Figura 22: IMC en controles

Grupos control

<0,001 0,407
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 1,01 0,11 0,86 1,25 0,91 1 1,09
Nifio 0,66 0,11 0,46 0,88 0,59 0,67 0,72
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Figura 23: DMO columna (L2-L4)

Grupos control

<0,001
Media Desviacion Minimo Ma3dximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 0,98 0,28 -0,1 1,46 0,91 0,99 1,13
Nifio 0,82 0,08 0,72 0,99 0,75 0,79 0,88
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Figura 24: DMO cadera en controles

Grupos control

<0,001 <0,01
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 42,77 14,9 20,72 77,5 29,97 40,03 55,73
Nifio 488,75 140,02 237,5 733,6 390 481,7 626,8
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Figura 25: PINP en controles

Grupos control

<0,001 0,03
Media Desviacion Minimo Maéximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 0,38 0,15 0,16 0,77 0,28 0,34 0,49
Nifio 1,21 0,27 0,73 1,66 1,03 1,23 1,46
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Figura 26: Beta-crosslap en controles

Grupos control

<0,001 0,339

Grupos control

Media Desviacion Minimo Madéximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 3,52 0,54 2,5 5,2 3,1 3,5 3,7
Niio 4,63 0,34 4 5,2 44 4,7 4,88
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GRUPO

Barras de error: 95% IC

Figura 27: Fosforo sérico en controles



Grupos control

0,001

Grupos control

Media Desviacion Minimo Ma3éximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 5,25 0,31 4,5 5,7 51 53 543
Nifio 5,57 0,21 51 5,8 55 56 5,7
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Figura 28: HbA1c en controles

Grupos control

0,033
Media Desviacion Minimo Maéximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 42,7 20,18 13 106 32 35 51
Nifio 30,08 11,18 14 49 20,25 30,5 38,25
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Figura 29: PTH en controles

Grupos control

<0,001

Grupos control

Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 136,33 39,5 82 244 111 129 150
Nifio 611,42 178,31 432 993 460,5 534,5 748
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Figura 30: FA en controles

Grupos control

0,018
Media Desviacion Minimo Maximo Percentiles
tipica 25 50 75
Adulto 9,53 0,4 8,5 10,7 93 95 938
Nifo 9,82 0,36 9,1 10,4 9,53 99 10,1
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Figura 31: Calcio corregido por proteinas en controles



CORRELACIONES

Al considerar la poblacion total estudiada ( adultos y nifios diabéticos y no
diabéticos ), existe una correlacion lineal (Pearson) negativa entre el
namero de células de extirpe osteoblastica circulantes, representada como
OSCfitc y los niveles de HbAlc (r = - 0.484; p<0.0001 ) (Figura 32).

Adultos y nifos diabéticos y no diabéticos

r=-0.484
p < 0.0001

10,00

T T T T T
4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
HbA1c

Figura 32: Correlacion de OCN+ con HbAlc en el grupo total

Esta correlacion negativa se mantiene tanto en el grupo de sujetos adultos

(r = -0482 ; p<0.001 ), como en el grupo infantil ( r = -0.560;
p<0.001)(Figuras 33-34).
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Figura 33: Correlacion de OCN+ con HbA1c en adultos



Nifios diabéticos y no diabéticos
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Figura 34: Correlacion de OCN+ con HbALc en nifios

En los pacientes diabeticos que, como hemos mencionado previamente,
tienen una disminucion en el ndmero de células OCN + circulantes, el
numero de estas células también presentan una correlacion lineal negativa

(r = -0.318; p=0.04), con los niveles de hemoglobina glicosilada (Figura

35).
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Figura 35: Correlacion de OCN+ con HbAlc en adultos diabéticos



Valorando la posible relacion existente entre el numero de células
circulantes OCN+ con los niveles de glucemia en ese momento, se ha
encontrado que también existe una correlacién lineal negativa entre ambos
parametros tanto en el grupo total ( r = -0.430; p< 0.0001 ), como en el
grupo de adultos ( r = -0.452; p<0.002 ) y de nifios ( r =-0.423; p<0.011
)(Figura 36-38).
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Figura 36: Correlacion OCN+ y glucemia en grupo total
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Figura 37: Correlacion OCN+ y glucemia en adultos



Nifios diabéticos y no diabéticos
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Figura 38: Correlacion OCN+ y glucemia en nifios

Al separar los pacientes diabéticos en infantiles y adultos, se pierde la
correlacion lineal entre hemoglobina glicada y células circulantes OCN+
que encontramos en la muestra global de diabéticos, lo que con toda
seguridad se debe a la disminucion del tamafio de la muestra en cada uno
de los subgrupos.

También debe sefalarse, 1o que constituye un hallazgo importante, que el
grupo de pacientes diabéticos infantiles, en el que hemos encontrado una
disminucion significativa de DMO en cadera, presenta una la correlacion
negativa entre los niveles séricos de HbAlc y el Z score de cadera (r = -
0.542; p=0.009) (Figura 39).
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Figura 39: Correlacion lineal negativa entre HbAlc y Z-score DMO cadera en nifios



V1. DISCUSION



DISCUSION

En el presente trabajo nos hemos planteado el estudio de la cantidad de
células de extirpe osteoblastica circulantes, caracterizadas por citometria de
flujo por la presencia de OCN+, en pacientes con diabetes mellitus tipo 1,
tanto de edad adulta como en periodo infantil.

Hasta el momento actual, no existe publicacién alguna que se haya
interesado en este tema.

Aqui lo planteamos, teniendo en cuenta la ya conocida disminucion de
masa 0sea y aumento de riesgo de fractura que padecen estos pacientes, con
la hipotesis de que deben tener una disminucion del nimero de células
circulantes OCN+ ya que, al fin y a la postre, estas células contribuyen a la
formacién 6sea acudiendo a los lugares mas necesitados de restauracion de
hueso, como es conocido, por ejemplo, durante la formacién del callo éseo
posterior a las fracturas.

Los resultados que hemos encontrados, disminucion del nimero de celulas
OCNH+ circulantes en pacientes con DM 1, avalan nuestra hipotesis. Se
refuerza, ademas, por el hecho del hallazgo de una correlacién negativa
entre los niveles de estas células OCN+ y los niveles de glucemia, y
especialmente por la existencia de una correlacion negativa entre namero
de células OCN+ circulantes y niveles de hemoglobina glicosilada. Por
tanto, objetivamos que la DM 1 tiene un efecto negativo sobre la aparicion
en la circulacion de células de extirpe osteoblastica, necesarias para acudir
donde el hueso las precise, y también que este déficit celular es mayor
cuanto mas descompensado esta el proceso metabdlico, puesto de
manifiesto por la correlacion negativa encontrada con los niveles de
glucemia y de hemoglobina glicada.

Existe un trabajo reciente en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.
Manavalan JS y cols (364) estudian 18 pacientes con DM-2 y 27 controles,
ambos grupos constituidos por mujeres con, al menos, 5 afios de periodo
postmenopausico; fueron criterios de exclusion la historia de cetoacidosis,
comienzo de la diabetes antes de los 25 afios, IMC <20Kg/m2 y el uso de
insulina sin hipoglucemiante oral. Tanto en los diabéticos como en los
controles era criterio de exclusion la existencia de insuficiencia renal
estadio 1l ( FG < 60ml/min / 1.73m2 ) y cualquier otro proceso que
pudiera afectar al metabolismo 6seo. Caracterizan a las células periféricas
de extirpe osteoblastica, igual que hacemos nosotros, por citometria de
flujo y anticuerpos antiosteocalcina y encuentran una disminucion de
células osteocalcina + en sangre periférica en la DM 2 en relacion a los



controles. Al mismo tiempo, objetivan una disminucion de los pardmetros
histomorfométricos de formacion dsea (superficie mineralizada, grado de
formacion Osea y superficie osteoblastica ); también encuentran una
expresion reducida del gen RUNX2 y expresién aumentada de marcadores
de estrés oxidativo como SOD2.

Los pacientes con DM tipo 1 suelen tener mayor descompensacion de su
proceso metabolico, con niveles mas altos de glucemia y mayores
porcentajes de HbAlc, al tiempo que sus mitocondrias estan expuestas a
mayor estrés oxidativo. Por ello, y teniendo en cuenta la relacién inversa
encontrada entre células periféricas y estrés oxidativo, no es de extrafiar
nuestros hallazgos en la diabetes mellitus tipo 1, con mayor afectacion
incluso que en los pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Por otro lado, ya se ha comentado en la introduccion la posible funcién de
estas celulas circulantes de extirpe osteoblastica para acudir al lugar donde
existe una fractura y contribuir a la recuperacion y formacion del callo
0seo. Sin embargo, en nuestro experimento merece la pena resaltar dos
hechos:

1. Hemos estudiado adultos jovenes, con una edad media de 28 £5 afios,
edad muy distante a las mujeres con méas de 5 afios de menopausia y DM
tipo 2, estudiadas por Manavalan JS y cols (364) .

Resalto este hecho porque, si bien en las mujeres postmenopausicas pueden
existir fracturas, o al menos microfracturas, que exijan la salida a
circulacion periférica de estas células para acudir al foco donde se ha
producido la alteracion anatémica, en nuestros pacientes jovenes habria que
buscar otro objetivo, ya que no resulta plausible que las células acudan a
formar un callo donde no ha habido una fractura previa.

2. Encontramos que el ndmero de celulas circulantes es aun mayor en
nifios durante el periodo de crecimiento, lo que ,l6gicamente, debe estar en
relacion con la mayor formacion 6sea que ocurre en la infancia para
mantener el modelado y un crecimiento 6seo acelerado, funcion
fundamental durante este periodo de la vida, al margen de la funcién ya
expuesta de contribuir a la formacion del callo de fractura. Todo lo hasta
aqui expuesto nos lleva a concluir que las células circulantes OCN+ tienen,
al menos, dos funciones importantes: por un lado, acudir al foco donde se
ha producido una fractura o ¢ microfractura ?, a fin de contribuir a la
generacion de tejido 6seo y formacion de callo en el foco y en segundo
lugar contribuir a la mayor formacion ésea y especialmente al modelado y
crecimiento 0seo necesario durante la etapa de crecimiento y desarrollo.



Ello justifica que el porcentaje de estas células sea mayor durante la
infancia que en adultos jovenes que ya han completado su crecimiento y
que este grupo, a su vez, tenga mayor nimero de este tipo celular circulante
que las mujeres en periodo postmenopausico.

El efecto toxico e inhibitorio de la actividad osteoblastica que produce los
niveles de hiperglucemia y el aumento de estrés oxidativo que existe en la
diabetes mellitus, especialmente en la DM tipo 1, justifica que exista en
estos pacientes una disminucién importante y significativa de las células
circulantes osteocalcina positivas, con mayor disminucion en adultos
jévenes y especialmente en nifios durante el periodo de mayor crecimiento,
reforzado por el hecho de haber encontrado una correlacion negativa entre
el nimero de células y grado de descompensacidn diabética. Esta alteracion
debe contribuir, al menos en parte, a la conocida disminucion de masa 0sea
y especialmente al aumento del riesgo de fracturas osteoporoticas en la DM
tipo 1.

Todo lo anterior debe reforzar nuestra conviccion de que con un buen
tratamiento de la DM, no solamente estamos contribuyendo al retardo en la
aparicion de las complicaciones vasculares, sino que también resulta
fundamental para mantener un desarrollo 6seo correcto y armonico durante
la infancia, asi como para  disminuir la aparicion de fracturas
osteoporoticas y sus secuelas en la edad adulta.

Los mecanismos intimos que justifiquen esta alteracion encontrada no estan
totalmente dilucidados. En efecto, aunque nuestros resultados demuestran
una disminucion de célula circulante OCN+ y en la DM exista
disminucién de masa 6sea, el problema de hueso del diabético no es
exclusivamente cuantitativo, ya que, como se ha resaltado previamente, el
riesgo de fractura de estos pacientes es bastante mayor del que
corresponderia por su cantidad de masa Osea. Existe, por tanto, una
alteracion cualitativa del hueso que aumenta su fragilidad.

Sabemos que la acumulacién de AGEs es un signo caracteristico de los
pacientes con DM y que algunas de sus complicaciones, tales como la
neuropatia, retinopatia y nefropatia estan relacionadas con la actividad
biologica de los AGEs, especialmente AGE2 y AGE3 (371-373).Tanaka y
cols (374), han comprobado como los AGEs también afectan al tejido 6seo
y han demostrado que la combinacion de altas concentraciones de glucosa
y AGE2 inhiben la mineralizacion de células osteoblasticas MC3T3-E1,
aumentando la expresion de receptor de AGE ( RAGE ); ademas los AGE2
y AGE3 inhibian la diferenciacion o mineralizacion de células ST2 (células
estromales) de raton, disminuyendo la expresion de Osterix y proteinas de



reticulo endoplasmico, al tiempo que aumentaban la expresion de TGF-p
(375-378). En un trabajo muy reciente del mismo grupo se estudia el
efecto de altas concentraciones de glucosa y AGEs sobre la expresion de
esclerostina y RANKL asi como el grado de apoptosis producido en linea
celular de osteocitos ( células MLO-Y4-A2). EIl tratamiento de estas
células con altas concentraciones de glucosa (22mM) y 100ug/ml de AGEs
produce un aumento significativo de la expresion de esclerostina, y una
disminucion de la expresion de RANKL, junto a un aumento significativo
de apoptosis.

Estos efectos negativos se antagonizan tratando previamente a las células
con PTH-1-34, de lo que se infiere que el aumento de la concentracion de
glucosa y los productos finales de la glicosilacién avanzada (AGES)
suprimen la formacion 6sea por aumento de la expresion de esclerostina en
los osteocitos, mientras que los AGEs disminuyen la resorcion 0sea por la
inhibicion que se produce en la expresion de RANKL. Todo ello puede
justificar, como sefialan los autores (374) la disminucion del remodelado
0seo que existe en la diabetes mellitus.

Ehnert S y cols (379) realizan cultivos de células madres mesenquimales
provenientes de médula 6sea humana inmortalizadas (células SCP-1). Ellos
inducen la diferenciacién osteogénica afiadiendo al medio habitual de
cultivo suero de sujetos sanos al 5% o suero de pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 a la misma concentracion. La proliferacion celular se
incrementd significativamente al tiempo que disminuyd la actividad de la
fosfatasa alcalina y la mineralizacion de la matriz 6sea en las células
tratadas con suero de diabetes mellitus tipo 2. La expresion de los niveles
de genes y factores de transcripcion osteogénicos estaban francamente
alterados, existiendo en el grupo de suero diabético una clara disminucion
de la expresion de RUNX2 y SP-7, con aumento de STAT1 y TGF-B. En
definitiva, encuentran que las células SCP-1 diferenciadas en presencia de
suero de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 tienen una funcion
osteoblastica reducida, demostrando que el suero de estos pacientes tienen
factores circulantes que afectan negativamente a la funcién &sea,
planteando los autores que pudiese ser el TGF-B el factor causal de esta
accion, debido al aumento que encuentran en el grupo al que afiaden suero
de pacientes con DM 2.

En un trabajo previo en nuestro laboratorio (380) se han realizado cultivos
primarios de osteoblastos humanos obtenidos de explantes de hueso
trabecular de cabeza de fémur de pacientes sometidos a protesis de la
misma por artrosis de cadera o fractura osteoporética. Los explantes fueron
incubados en los medios habituales y fueron sometidos a distintas



condiciones de cultivos durante 24 horas para valorar el efecto de distintas
concentraciones de glucosa y AGEs sobre el funcionamiento de los
osteoblastos. Los cultivos fueron sometidos a las siguientes condiciones:

- 4.5 mM Glu: DMEM con glucosa fisiologica (4.5mM D-Glu)

- 25 mM Glu: DMEM con concentracion elevada de glucosa (25 mM
D-Glu)

- 25 mM Glu + AGEs: DMEM con concentracion elevada de glucosa
(25mM D-Glu) suplementado con AGEs (2ug/ml)

- Man: DMEM con glucosa fisioldgica (4.5mM D-Glu) suplementado
con manitol (25mM) para descartar la influencia del efecto
hiperosmotico de la concentracion elevada de glucosa sobre los
cultivos.

En todas las condiciones experimentales del cultivo se realizo estudio de
viabilidad celular, extraccion y determinacion de la concentracion de
ARNIL, transcripcion inversa del ARNt y finalmente reaccion en cadena de
la polimerasa a tiempo real (PCR real time) para el estudio de la expresion
de genes, valorandose osteoprotegerina (OPG, ligando del receptor
activador del factor nuclear kp ( RANKL ), Runx2, Osterix (OSX),
receptor de AGEs (AGER) y Gremlin (GREM1).

Se establecieron tres grupos de cultivos primarios de osteoblastos humanos
segun la enfermedad de base de los pacientes:

- 10 pacientes con oteoartritis
- 10 pacientes con fracturas osteoporoticas
- 12 pacientes con fracturas osteoporoticas y DM tipo 2

En este trabajo se objetivd que la proliferacion de los cultivos de hOB
procedentes de pacientes con OP+DM2 fue la mas lenta, siendo el tiempo
necesario para llegar a la primera confluencia de 3210 dias. Tambien fue
mas alargado el tiempo hasta la segunda confluencia en los pacientes
diabéticos; demostrandose por tanto el efecto negativo de la DM sobre la
proliferacion osteoblastica.
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Figura 6.1. Cultivo primario de osteoblastos extraidos de hueso de cadera. Tiempos
hasta alcanzar primera y segunda confluencia. (380)

Al analizar la expresion de los distintos genes en los cultivos sometidos a
las distintas condiciones experimentales antes sefialada, se observo que las
altas concentraciones de glucosa y la presencia de AGEs en los cultivos
disminuyen la expresion de Runx2 y OSX, al tiempo que disminuye
también la relacion RANKL/OPG. Todo ello implica el efecto deletéreo de
las alteraciones metabodlicas propias de la diabetes ( hiperglucemia y
aumento de AGEs ) sobre las células osteoformadoras. La disminucion del
conciente  RANKL/OPG puesta aqui de manifiesto en condiciones
experimentales puede favorecer la disminucion del remodelado 0seo que se
observa “in vivo” en los pacientes diabéticos.

También se observd que los cultivos de hOB procedentes de pacientes
diabéticos tienden a una mayor expresion génica de AGER, en presencia de
un medio hiperglucemico con AGEs, lo que significa una mayor
sensibilidad de las células osteoblasticas a las altas concentraciones de
glucosa y AGEs, con mayor sensibilidad para el efecto funcional negativo
que esas alteraciones producen en los osteoblastos.

De los trabajos expuestos anteriormente se deduce que las altas
concentraciones séricas de glucosa que mantiene el diabético junto a los
elevados niveles de AGEs, resultan claramente perjudiciales para el hueso,
con disminucién clara del namero de células osteoblasticas en sangre



periférica, junto a una disminucion de formacion de osteoblastos en la
superficie de remodelado dseo, a lo que contribuye el aumento de
produccion de esclerostina por los osteocitos. Queda claro que el déficit y/o
resistencia a la insulina, esta en la base del trastorno metabolico 6seo.

Por otro lado, resulta interesante sefialar que las mismas alteraciones
metabolicas que producen las anomalias 6seas ( hiperglucemia, aumento de
hemoglobina glicada y AGEs ), estan en la base del riesgo cardiovascular
de los pacientes diabéticos. Se conoce que la calcificacion vascular es un
signo importante de la arteriopatia diabética y las microcalcificaciones de
la intima podria contribuir a la desestabilizacion de las placas de ateroma.
Se sabe, ademas, que incluso en estadios precoces de la alteracion
metabdlica ( prediabetes ) ya existe un mayor riesgo de complicaciones
micro y macrovasculares (381) y existen estudios que demuestran que hay
una asociacion entre niveles de HbAlc y cantidad de calcio en arterias
coronarias incluso en personas no diabéticas (382).

La calcificacion vascular es un proceso activo que puede estar mediado, al
menos en parte, por células circulantes que recorren el eje hueso-vaso
sanguineo. Eghbali-Fatourechi et al, (342) al describir por vez primera la
existencia de células de exirpe osteoblastica en sangre periférica ya
sugirieron que éstas podrian contribuir a la calcificacidn vascular ectdpica.
Fadini GP y cols, (383) han demostrado que existen células circulantes que
expresan al mismo tiempo marcadores osteogénicos ( osteocalcina o
fosfatasa alcalina ) y marcadores de células progenitoras endoteliales
(EPCs). Estas células se reconocen por los marcadores de superficie CD 34,
CD 33 y KDR, existiendo distintos tipos, como CD 34+/KDR + o
CD34+/CD133+/KDR+. La fraccion CD133+/CD34-/KDR- se ha descrito
como compuesta por células muy activas desde un punto de vista funcional,
que acuden al lugar donde se desarrolla una isquemia. De hecho, estas
células se han encontrado en un niumero elevado en pacientes con lesiones
coronarias inestables, promoviendo la reendotelizacién y reduccion del
tamafio de la lesion después de una injuria vascular (384).

También se ha comprobado un porcentaje aumentado de células EPC
osteocalcina+ en pacientes con aterosclerosis coronaria y su retencion
dentro de la propia circulacion coronaria, lo que induce a pensar que
pueden tener un papel en la calcificacion vascular (385-386).



Ademés, las células CD 133+/CD 34-/KDR+ , que co-expresan
osteocalcina, son un marcador independiente de lesiones inestables y
pueden, incluso, predecir eventos futuros (387).

Flammer A J y cols (370), han estudiado las celulas periféricas con
marcadores osteogénicos ( osteocalcina + ) y marcadores endoteliales (
CD33+/CD34-/KDR+) en pacientes con nivel de HbAlc en rango
prediabético (HbAlc >5.6%) comparandolo con sujetos normales.
Encuentran que los pacientes prediabéticos tienen un aumento de células
OCN+/CD133+/CD34-/KDR+, células de extirpe endotelial con capacidad
osteogénica, lo que hace pensar que puedan tener un papel en el aumento
de calcificacion vascular en este estadio precoz de alteracion del
metabolismo de la glucosa, coincidiendo con los hallazgos previos
encontrados en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (388).

Resulta evidente, por tanto, la interconexion que existe entre metabolismo
6seo, metabolismo glicidico y su relacion con la aterosclerosis, de tal
manera que la alteracion primaria del metabolismo de la glucosa por
déficit/resistencia a la insulina da lugar a trastornos importantes del
metabolismo &seo y vascular, produciendo una disminucion de la
formacién Osea con aumento del riesgo de fractura, al tiempo que
disminuyen las células circulantes OCN+, lo que impide la regeneracion
Osea eficaz. Sin embargo, se induce un mayor numero de células que tienen
al mismo tiempo marcadores de osteoformacién ( OCN+ ) y marcadores de
extirpe endotelial (CD33+/CD34-/KDR+), induciendo peor regeneracion
del endotelio, con mayor tendencia a la inestabilidad de las placas y
calcificacion vascular, pudiendo estar la alteracidén ya patente en estadio
prediabético.

Preofundizar en el mejor conocimiento de los mecanismos intimos de estas
alteraciones debe ser objeto de las investigaciones a realizar durante los
proximos afios, lo que permitira, sin duda, una mejor prevencion y un
tratamiento precoz maés efectivo de procesos tan importantes y prevalentes
como la osteoporosis, diabetes mellitus y enfermedad vascular.



VII. CONCLUSIONES



. Células precursoras, de estirpe osteoblastica, (CPO), circulan en
sangre periférica, donde pueden ser identificadas con marcadores
especificos (OSC+) por citometria de flujo.

. En las personas adultas, este tipo de células representan
aproximadamente el 8 % de las células mononucleares circulantes.

. Durante el periodo de crecimiento infantil, existe un aumento de
estas ceélulas circulantes, llegando a ser un 20% mayor que las
encontradas en los adultos.

. En los pacientes con DM-1 también se identifican estas células
(OCN+), existiendo una disminucion significativa de las mismas.

. Al dividir a los pacientes diabéticos en dos grupos independientes
(adultos e infantiles) y compararlos con personas controles de edad
semejante, se comprueba que en ambos grupos se mantiene la
disminucién significativa, siendo aproximadamente un tercio de las
existentes en los controles no diabéticos.

. El déficit de células OCN+ es mas evidente cuanto mayor es el grado
de descompensacion de la diabetes, tanto en nifios como en adultos,
existiendo una correlacion lineal inversa y significativa del
porcentaje de células periféricas con los niveles séricos de glucemia
basal y de HbAlc.

. En la poblacion infantil diabética existe una disminucion
significativa de masa 6sea ( DMO ) en cadera, mayor cuanto mas
descompensada se encuentre su proceso metabolico, ya que existe
una relacion inversa y significativa entre Z-score de DMO de cadera
y la HbAlc.

. El déficit de células circulantes (OCN+) que hemos encontrado
puede jugar un papel en la disminucion de masa y alteracion de la
microarquitectura ésea del paciente con DM-1, asi como en el
aumento de riesgo de fractura y el retardo en la consolidacion de las
mismas que padecen estos enfermos.
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ANEXO |
CONSENTIMIENTO INFORMADO — INFORMACION AL PACIENTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la informacion
que a continuacion se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas.

Naturaleza:

Se trata de un estudio observacional en el que no se va a manipular ninguna de las muestras
obtenidas de las personas incluidas en el estudio, ni se le va a someter a ninguna prueba
experimental.

Los estudios se realizaran en el laboratorio, a partir de una muestra de sangre periférica, y
directamente, se valorara la densidad mineral ésea de su esqueleto mediante densitometria
Osea.

Importancia:

A través de este proyecto de investigacibn queremos conocer si la diabetes mellitus puede
tener repercusiones sobre el metabolismo éseo que haga que se padezca mas frecuentemente
de osteoporosis. Detectando este proceso a edades muy precoces nos permitird prevenir este
problema en un futuro

Implicaciones para el donante/paciente:

« La donacién/participacion es totalmente voluntaria.

« El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar
explicaciones y sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

« Todos los datos caracter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales y se
trataran conforme a la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal 15/99.

« La donacion/informacion obtenida se utilizara exclusivamente para los fines especificos de
este estudio.

Riesgos de la investigacion para el donante/paciente:

Riesgo minimo inherente a la extraccién de una muestra de sangre venosa a nivel periférico.

La densitometria 6sea, si bien es una técnica radiol6gica, emite una radiacion muy pequefa (la
décima parte de una radiografia de torax), es una técnica rapida y utilizada ampliamente en la
poblacién infantil.

Si requiere informacion adicional se puede poner en contacto con nuestro personal del Servicio
de Medicina Interna del Hospital Virgen Macarena de Sevilla, en el teléfono:



CONSENTIMIENTO INFORMADO — CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

INFLUENCIA DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 1Y SU CONTROL METABOLICO SOBRE LA
PROPORCION DE CELULAS DE ESTIRPE OSTEOBLASTICA EN SANGRE PERIFERICA, EN
NINOS Y ADULTOS JOVENES

Yo (Nombre y Apellidos):

» He leido el documento informativo que acompafa a este consentimiento (Informacion al
Paciente)

« He podido hacer preguntas sobre el estudio INFLUENCIA DE LA DIABETES MELLITUS
TIPO 1Y SU CONTROL METABOLICO SOBRE LA PROPORCION DE CELULAS DE
ESTIRPE OSTEOBLASTICA EN SANGRE PERIFERICA, EN NINOS Y ADULTOS
JOVENES

He recibido suficiente informacion sobre el estudio INFLUENCIA DE LA DIABETES MELLITUS

TIPO 1Y SU CONTROL METABOLICO SOBRE LA PROPORCION DE CELULAS DE ESTIRPE

OSTEOBLASTICA EN SANGRE PERIFERICA, EN NINOS Y ADULTOS JOVENES He hablado

con el profesional sanitario informador: Dr. Ramén Pérez Temprano
« Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no en el estudio.

« Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y
se trataran conforme establece la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter
Personal 15/99.

« Se me ha informado de que la donacion/informacion obtenida sélo se utilizara para los fines
especificos del estudio.

« Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de caracter personal que se
obtengan en el curso de la investigacién, incluidos los descubrimientos inesperados que se
puedan producir, siempre que esta informacién sea necesaria para evitar un grave perjuicio
para mi salud o la de mis familiares biolégicos.

Si No

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

» Cuando quiera
» Sin tener que dar explicaciones
» Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulad INFLUENCIA DE LA
DIABETES MELLITUS TIPO 1Y SU CONTROL METABOLICO SOBRE LA PROPORCION DE
CELULAS DE ESTIRPE OSTEOBLASTICA EN SANGRE PERIFERICA, EN NINOS Y
ADULTOS JOVENES

Firma del paciente Firma del profesional
(o representante legal en su caso) sanitario informador
Nombre y apellidos:................... Nombre y apellidos: ...........

Fecha: .....ccoiiiiii Fecha: ......c.ccovviiiiiiinnn.



ANEXO I

’\ Servicio Andaluz de Salud

P T CONSEJERIA DE SALUD

DR. D. MIGUEL ANGEL RICO CORRAL, PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA DE LA
INVESTIGACION DE CENTRO H.U. VIRGEN MACARENA Y AREA DE SEVILLA
CERTIFICA

Que en la sesién de la Comisién de Etica e Investigacién Sanitaria, celebrada el 13 de
junio de 2008, dicha Comision aprob6 el estudio titulado:

“Influencia de la Diabetes Mellitus Tipo 1 y su control metabdlico sobre la proporcion
de células de estirpe osteobldstica en sangre periférica, en nifios y adultos jovenes.”

Presentado por el Dr. Ramdn Pérez Cano, Jefe de Servicio de Medicina Interna del
Hospital Universitario Virgen Macarena de Sevilla.

Y para que conste, firmo el presente documento en Sevilla, a 24 de enero de 2012

Fdo. Miguel Angel Ric ) Gorral
\ AN T quh
Presidente CEIl de ce tﬁgk'-cl'c\ﬁ“



X. ABREVIATURAS



AGESs........ccooviiiiii, Productos finales de glicosilaciéon
avanzada (Advanced Glycation End-

products)
AGER......ccoiiiiii Receptor de AGEs (Advanced Glycation
End-products Receptor)
BMPs......coiiiiiii Proteinas morfogéneticas 6seas (Bone
morphogenetic proteins)
CTX/ B-CrossLaps.......... Telopéptido carboxilo-terminal
CPO...cooiii Células precursoras osteogeénicas
CPE...co i Células precursoras endoteliales
DM. .o Diabetes mellitus
DM1...o Diabetes mellitus tipo 1
DM2....oiiii Diabetes mellitus tipo 2
DMO....cooiiiiiiee, Densidad mineral 6sea
FA. o Fosfatasa alcalina
GLUT ... Transportador de glucosa 1
HbATC.....cociiii Hemoglobina glicosilada
IGF-l .o, Factor de crecimiento insulinico de tipo
1(Type 1 insuline-like growth factor)
IGF-BP3.....coos Insulin growth factor binding protein
IMC..oeeveeeee e, indice de masa corporal
MRO....cooiiiiiis Marcador de remodelado 6seo
MSC....coiiii, Mesenquimal stem cells
OB..oiiiiiiiie, Osteoblasto
OC.ie Osteoclasto
OCN i Osteocalcina
OCN+. .., Células que contienen osteocalcina
OPG......ciii, Osteoprotegerina
OPN....ooii, Osteopontina
OSC-fitc Células positivas para osteocalcina
P detectadas con anticuerpo marcado con

fluorescein isothiocyanate
Fosforo sérico

PINP.....coooi Propéptido amino-terminal

PTH. ..o, Hormona Paratiroidea

rhPTH 1,34 Teriparatide

RANK......cooie Receptor Activador del factor nuclear k3

RANKL........cooviiiien, Ligando del Receptor Activador del factor
nuclear kB

ROS.....co Especies oxigeno-reactivas (Reactive
oxygen species)

SDF-1. i Stromal cell derived factor 1

SOD2.....coiiiiiiiee Superoxido desmutasa 2

URO/CRO..........vuuveee. Unidad de Remodelado Oseo /

Compartimento de Remodelado Oseo



