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INTRODUCCION

I. EL SINDROME METABOLICO

1- Definicion del sindrome metabélico

El término sindrome metabdlico se refiere a la presencia de una asociacion compleja de factores
de riesgo cardiovascular en un mismo individuo, que se supone que tienen una fisiopatologia
comun y que se encuentran estrechamente asociados a la inactividad fisica, a una dieta
hipercalérica y rica en grasa, a la obesidad y al envejecimiento y al futuro desarrollo de
enfermedad cardiovascular y diabetes.

La primera observacién de la existencia de una agrupacion de distintos factores de riesgo
cardiovascular fue en 1920, cuando Kylin describié la asociacién de hipertension, hiperglucemia y
gota en un mismo individuo. Mas adelante, Vague describié que la obesidad de distribucion central
se asociaba frecuentemente con las anormalidades metabdlicas presentes en pacientes con
enfermedad cardiovascular y diabetes "?. En 1988, Reaven © definié por primera vez el sindrome
X como una asociacién de factores de riesgo que presentaban la caracteristica comun de
asociarse a un cierto grado de insulinorresistencia y entre los cuales se encontraban la diabetes
mellitus, la hipertension arterial y la dislipemia.

Esta constelacion de factores de riesgo cardiovascular ha recibio diversas denominaciones a lo
largo del tiempo; algunos ejemplos son sindrome X, sindrome de resistencia a la insulina,
sindrome dismetabodlico o sindrome metabdlico, entre otros. Actualmente, el término mas utilizado
es el de sindrome metabdlico y numerosas entidades u organizaciones han propuesto distintos

criterios para su diagnéstico, que resumimos en la tabla 1.
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INTRODUCCION

Tabla 1: Criterios diagnosticos de Sindrome Metabélico segun distintos organismos

OMS EGIR ATPIII AACE IDF ATPII-MOD
1998 1999 2001 2003 2005 2005
Resistencia a GBA, IG, DM2 o Insulina en Ninguno GBAoIG+ Ninguno Ninguno pero 3
la insulina disminucion plasma > pero 3 de alguno de delos 5
sensibilidad a la percentil 75 los 5 los siguientes
insulina+ 2 de los + 2 de los siguientes siguientes
siguientes siguientes
Antropometria  Indice cintura- Cintura: Cintura: IMC 225 Cintura Cintura:
cadera: hombres hombres hombres Kg/m2 elevada hombres
>0.9; mujeres 0.85 =94cm; >102cm; segun 2102cm;
y/o IMC > 30 mujeres mujeres parametros mujeres
Kg/m2 >80cm. >88cm. poblaciones >88cm.
Lipidos Tg =150mg/dl y/o Tg Tg Tg Tg 2150mg/dl  Tg =150mg/dI
cHDL <35 mg/dL >150mg/dl >150mg/dl >150mg/dl y/o cHDL <40 y/o cHDL <40
en hombres o 39 y/o cHDL y/o cHDL y/o cHDL mg/dL en mg/dL en
mg/dL en mujeres <35 mg/dL <40 mg/dL <40 mg/dL hombres 0 50 hombres o 50
en hombres  en hombres enhombres mg/dL en mg/dL en
0 mujeres 050mg/dL o050 mg/dL  mujeresoen mujeres
en mujeres  en mujeres  tratamiento
para
dislipemia
PA >140/90 mmHg >140/90 >130/85 >130/85 =130 mmHg >130/85 mmHg
mmHg o mmHg mmHg sistolica o
tratamiento 285 mmHg
diastdlica o
tratamiento
Glucosa GBA, IG o DM2 GBAoIG =110 GBA o IG =100 mg/dL =100 mg/dL
pero no DM2 mg/dL pero no (incluye (incluye DM2)
(incluye DM2 DM2)
DM2)
Otros Microalbuminuria Otros
rasgos de
resistencia
ala
insulina™*

OMS: Organizacion Mundial de la Salud; EGIR: European Group for the Study of Insulin Resistance; ATPIII: Adult Treatment Panel

I1I; AACE: American Association of Clinical Endocrinologists; IDF: International Diabetes Foundation; ATP 11I-MOD: ATP IllI-
Modificado; GBA glucemia basal alterada; IG: intolerancia a la glucosa; DM2: diabetes mellitus tipo 2; IMC: indice de masa corporal;
PA: presién arterial; Tg: Triglicéridos; cHDL: colesterol HDL.

** incluye historia familiar de DM2, sindrome de ovario poliquistico, estilo de vida sedentario, edad avanzada y etnias especialmente
susceptibles de DM2.

Como podemos ver en la tabla 1, el primer intento de armonizar los criterios de Sindrome
Metabdlico vino por parte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Este grupo apoy¢ la
presencia de insulinorresistencia como principal mecanismo patogénico subyacente y la propuso
como criterio indispensable, definida por la presencia de glucemia basal alterada, intolerancia a
la glucosa, diabetes mellitus o de alteraciones en el consumo de la glucosa en condiciones
experimentales de hiperinsulinismo y euglucemia .. De forma paralela, los criterios propuestos

por el European Group For The Study Of Insulin Resistance (EGIR), también requerian la

6 TESIS DOCTORAL ¢ INKA MINAMBRES



INTRODUCCION

presencia de insulinorresistencia como criterio indispensable, aunque esta vez, definida como
unos niveles de insulina en plasma elevados ©.

En 2001, los criterios del National Cholesterol Education Program (NCEP), Adult Treatment Panel
Il (ATPII) eliminaron la insulinoresistencia como criterio diagndstico y no consideraron
indispensable ningun factor de riesgo cardiovascular o condicién para el diagnéstico del sindrome

©) Este cambio de enfoque fue motivado por la falta de estandarizacién en los

metabdlico
métodos de medicion de la insulina, y por la ausencia de evidencias que apoyasen un unico
elemento como factor etiopatogénico comun.

Posteriormente, en 2003 aparecio una nueva definicion de la American Association of Clinical
Endocrinologists (AACE) que, aunque no consideraba la medicién de los niveles de insulinemia,
exigia nuevamente la demostracion de cierto grado de insulinorresistencia, definida por la
presencia de glucemia basal alterada o intolerancia a la glucosa e incluy6é también, como criterio
diagnéstico, ciertas caracteristicas clinicas sugestivas de resistencia a la insulina "’.

Finalmente, en 2005 la International Diabetes Federation (IDF) modificé de nuevo los criterios de
sindrome metabdlico, con el objetivo de adaptar la definicién de obesidad abdominal a las distintas
etnias. Asi, se mantuvieron los valores de circunferencia de cintura descritos en 1998 por el
National Institutes of Health ® para poblacién estadounidense, pero se modificaron para
poblaciones de otros continentes (tabla 2) 9.

Por otra parte, hay que destacar que tanto los criterios de la IDF, como la modificacion de los
criterios de NCEP ATP Il ") consideraron la modificacion de los criterios de glucemia basal
alterada de la American Diabetes Association (ADA) e incluyeron sujetos con glucemia > 100

mg/dL en lugar de la definicién previa de glucemia = 110 mg/dL ().

2- Prevalencia del sindrome metabélico

Distintos factores influyen en la prevalencia del sindrome metabdlico. Algunos de los mas
importantes van a ser la localizacion geografica, la etnia, la presencia de ciertas patologias e

incluso, la definicién usada de esta entidad "

TESIS DOCTORAL * INKA MINAMBRES 7
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A nivel mundial se estima que el sindrome metabdlico afecta a un 20-25% de la poblacién ¥y en
Estados Unidos, segun datos del National Health And Examination Survey (NHANES) realizado
entre 2003 y 2006, esta prevalencia es superior y se sitia entre el 32 y el 42 %, en funcion de la
definicion de obesidad abdominal utilizada y el sexo '®. Ademas, los datos disponibles en la
poblacion del estudio NHANES nos permiten observar que existe un aumento creciente en su

prevalencia en los Ultimos afios (®

, probablemente debido al aumento en la prevalencia de
obesidad y diabetes.

En Espafa, si se utiliza la definicion de sindrome metabdlico de la OMS, la prevalencia de
sindrome metabdlico alcanza el 31% de la poblacién entre 35 y 74 afios con o sin enfermedad
cardiovascular '"). Esta prevalencia, como es de esperar, va a ser diferente en funcién del grupo
poblacional estudiado. Asi, en sujetos en situacion laboral activa, la prevalencia disminuye al
10,2% "® y, como contraposicién, la prevalencia de sindrome metabdlico es del 70-90 % en

sujetos con diabetes mellitus tipo 2 9.

3 — Etiopatogenia del sindrome metabdlico:

A pesar de la intensa investigacion de los ultimos afos, todavia existen areas de incertidumbre
acerca de la etiopatogenia del sindrome metabdlico.

En la definicion inicial de Sindrome X propuesta por Reaven ©®, la insulinorresistencia se
establecié como el mecanismo patogénico comun. No obstante, a pesar de que la asociacion de la
resistencia a la insulina con la dislipemia y la diabetes es bien conocida y documentada, la
asociacion con los otros componentes del sindrome metabdlico como la hipertensién arterial no
esta tan clara ®?. Ademas, algunos estudios indican que hasta un tercio de los pacientes con
sindrome metabdlico no presentan resistencia a la insulina y por otra parte, no todos los pacientes

con resistencia a la insulina cumplen los criterios de sindrome metabdlico "%

. Estos hallazgos
ponen en duda que la resistencia a la insulina sea el mecanismo patogénico subyacente al

sindrome metabdlico, o al menos que sea el Unico mecanismo.

8 TESIS DOCTORAL ¢ INKA MINAMBRES
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La obesidad podria explicar la presencia de todos los componentes del sindrome metabdlico, o al

10)

menos jugar un papel central muy importante %, En primer lugar, se sabe que la obesidad se

asocia con la resistencia a la insulina y con la presencia de otros factores de riesgo cardiovascular

(2324) En segundo lugar, la obesidad se asocia con un mayor riesgo de padecer enfermedad

cardiovascular y, de hecho, en 1998 la American Heart Association la incluy6 en la lista de

%52 Por estos motivos, es muy

factores de riesgo modificables de padecer enfermedad coronaria ¢
probable que la asociacion existente entre obesidad y enfermedad cardiovascular esté mediada
por su asociacion con las patologias que conforman el sindrome metabolico 2.

La obesidad abdominal (suma de la grasa subcutanea y visceral abdominal) se ha correlacionado
en diversos estudios con un mayor riesgo de sufrir enfermedad coronaria, hipertension,

(27-29)

enfermedad cerebrovascular y diabetes tipo 2 y es la que ha mostrado una relacion mas

fuerte con la presencia de sindrome metabdlico %

. Sabemos, pues, que la distribucion de la
grasa permite estimar mejor el riesgo cardiovascular que la medida global del tejido adiposo. Asi,
en sujetos con normopeso, la presencia de una adiposidad relativa mayor y de distribucion
preferentemente abdominal, equipararia el riesgo de presentar factores de riesgo cardiovascular a
la de la poblacién con sobrepeso y ayudaria a explicar la presencia de sindrome metabdlico .
Los métodos mas precisos para establecer el grado de obesidad abdominal son la tomografia y la
resonancia magnética. No obstante, estas técnicas tienen un coste elevado, por lo que el
perimetro de la cintura y el indice/cintura cadera son los parametros mas utilizados en la practica
clinica diaria y han demostrado que tienen una buena correlacion con los hallazgos de la

31)

tomografia ®". En la tabla 2 especificamos los valores de cintura considerados de riesgo para

cada grupo étnico %

TESIS DOCTORAL * INKA MINAMBRES 9
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Tabla 2: Valores del perimetro de cintura considerados de riesgo, para cada etnia.

Estadounidenses Hombres =102 cm
Mujeres > 88cm

Europeos Hombres 294 cm
Mujeres >80 cm

Asiaticos del sur, chinos y japoneses Hombres =90 cm
Mujeres >80 cm

Americanos del centro y sur Utilizar datos de poblacion asiatica hasta mejor informacion
disponible

Africanos subsaharianos Utilizar datos de poblacion europea hasta mejor informacion
disponible

Arabes Utilizar datos de poblacion europea hasta mejor informacion
disponible

Los mecanismos mediante los cuales la obesidad, especialmente la abdominal, se asocia con los
diferentes factores de riesgo cardiovascular y con la propia enfermedad cardiovascular y la
aterosclerosis son en parte desconocidos, aunque se han descrito algunos mecanismos
probables. Asi, como vemos esquematizado en la figura 1, la obesidad, favorecida por una
predisposicion genética y un ambiente desfavorable, que incluye el sedentarismo y una dieta
hipercalérica y con alto contenido en grasas, conduciria a diversas alteraciones intermedias que, a
su vez, llevarian al desarrollo de los diferentes componentes del sindrome metabdlico. Estos,

finalmente, contribuirian al desarrollo de las manifestaciones clinicas propias de la aterosclerosis.

1 Dinbeies Ii|1u- 2

Daskipemia
aterogenica

= ¢=111ML. Bajo

- Particulas LI p-d

- Hipertrigliceridemia
Hipertemsiin

Nromblisis altersdn
- 1 PAL-1

SIS0.19[25013)

Disfuncien Endotellal
inMammation
= Y CRP, MMP-9

Figura 1: Consecuencias clinicas del sindrome metabdlico y posibles factores patogénicos implicados.
R.Insulina: resistencia a la insulina; AGL: acidos grasos libres; IG: intolerancia a la glucosa; LDL p-d: LDL
pequefias y densas; PAI-1: inhibidor 1 del activador del plasminégeno; PCR: proteina C reactiva; MMP-9:
metaloproteinasa-9.

10 TESIS DOCTORAL * INKA MINAMBRES



INTRODUCCION

En primer lugar, la presencia y las manifestaciones de la obesidad estan moduladas por diversas
condiciones ambientales y genéticas. Por ejemplo, la edad se acompafia de un aumento
progresivo de los depdsitos de grasa intraabdominal, independientemente de los cambios en la

| (32

grasa corporal total ®?. Ademas, las hormonas sexuales modulan la distribuciéon de la grasa, de

manera que los hombres y las mujeres en menopausia presentan una mayor tendencia a la

(33,34

distribucion abdominal de la grasa ). Otros factores como la inactividad fisica o el aumento en

los niveles plasmaticos de cortisol también pueden promover el depdsito abdominal de la grasa
% Los factores genéticos, aunque en su mayor parte desconocidos, son también muy
importantes para determinar la expresion clinica de la obesidad y se sabe que tras ajustar por
edad, sexo y masa grasa total, el factor hereditario puede explicar hasta un 50% de la variacién en
la grasa intraabdominal . Todos estos factores, entre muchos otros determinarian la aparicion y
la expresion clinica de la obesidad.

La relacion de la obesidad, especialmente la de distribucion abdominal, con los factores de riesgo
cardiovascular que forman el sindrome metabdlico es compleja y reine mecanismos relacionados
con la resistencia a la insulina y con la secreciéon de las llamadas adipoquinas %%, Es
ampliamente conocido que el tejido adiposo no es Unicamente un érgano almacén de energia,
sino que funciona también como érgano endocrino, secretando una cantidad muy diversa de
péptidos y proteinas llamadas adipoquinas que tienen funciones diversas y entre las cuales
encontramos las citoquinas proinflamatorias o adipocitoquinas. Ademas, se sabe que el tejido
graso no solo esta formado por adipocitos, sino que puede verse infiltrado por macréfagos o

fibroblastos que contribuiran en gran parte a la secrecion de estas adipoquinas. En la figura 2 se

muestran algunas de las diversas sustancias secretadas por el tejido adiposo ©7).
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Moléculas Adiponectina Citoquinas
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Figura 2: El tejido adiposo como 6rgano endocrino, secretor de substancias diversas metabdlicamente
activas (MIF: migration inhibitory factor; MCP-1: proteina quimiotactica de monocitos 1; LPL: lipoprotein
lipasa; CEPT: proteina transportadora de ésteres de colesterol; AGL: acidos grasos libres; SRAA: sistema
renina-angiotensina-aldosterona; IL-6: interleucina-6; IL-8: interleucina-8; IL-10: interleucina-10; TNF-alfa:
tumor necrosis factor alfa; TGF-beta: factor de crecimiento transformante beta).

Las adipoquinas que ultimamente han recibido mayor atencién en la literatura en cuanto a su
relaciéon con las complicaciones de la obesidad son la adiponectina, la leptina y las citoquinas
proinflamatorias como la interleucina- 6 (IL-6), la interleucina-8 (IL-8) o el Tumor Necrosis Factor-a
(TNF-a), entre otras. En general, todas estas moléculas suelen aumentar con el IMC, y se
secretan en mayor medida por el tejido graso visceral si se compara con el subcutaneo. La
excepcién es adiponectina que se secreta en mayor parte por el tejido adiposo subcutaneo y suele
disminuir con el aumento de la adiposidad ®®. En el caso de la leptina, se produce un fenémeno
de resistencia, pues sus niveles aumentan con un mayor grado de obesidad, pero parece existir
una actividad reducida 9. Las funciones de las distintas adipoquinas son muy diversas, estando
implicadas la mayoria de ellas en la génesis de insulinorresistencia, pero también en las funciones

endoteliales o la modulacion de la fibrinolisis o la hipertension arterial, entre otras "*". Ademas, la

12  TESIS DOCTORAL * INKA MINAMBRES



INTRODUCCION

secrecion de una adipoquina puede estimular la secrecidn de otras moléculas inflamatorias, como
es el caso de IL-6 y TNF-a que tras su liberacion por el tejido adiposo, estimulan la sintesis
hepatica de proteina C reactiva (PCR) “%4".

Por otra parte, el tejido adiposo libera acidos grasos libres (AGL) al torrente sanguineo 2, siendo
la grasa visceral la que libera mayores cantidades de AGL “?. En la obesidad, esta liberacion de
acidos grasos se produce incluso en presencia de niveles elevados de insulina, reflejando una
situacién de resistencia a la insulina. Los AGL estan implicados en la génesis de una mayor
insulinorresistencia y de otros componentes del sindrome metabdlico. Por ejemplo, a nivel
hepatico, el aflujo de acidos grasos favorece la génesis de la llamada dislipemia aterogénica

incrementando la sintesis de nuevas particulas VLDL #?

, mientras que a nivel muscular, el
depdsito de grasa inhibe la captacion muscular de glucosa mediante una inhibicion e

internalizacion del receptor GLUT-4 de la membrana celular “*.

4- Condiciones asociadas al sindrome metabdlico

Ademas de las alteraciones antes descritas como la obesidad, la insulinorresistencia, la secrecién
de adipoquinas y el flujo aumentado de acidos grasos libres, que nos ayudan a explicar los
mecanismos etiopatogénicos del sindrome metabdlico, existen multiples alteraciones que pueden

0 no estar presentes en su definicion.

4.1.- La dislipemia aterogénica

La dislipemia caracteristica del sindrome metabdlico es la llamada dislipemia aterogénica,
caracterizada por un aumento de triglicéridos y un descenso en colesterol HDL (cHDL), con

particulas LDL pequenas y densas y un aumento en la concentracion de Apolipoproteina B (ApoB)

(44-45)

En la génesis de esta dislipemia, el flujo aumentado de acidos grasos al higado estimularia la

46)

secrecion de particulas VLDL ricas en ApoB “®. Posteriormente, el intercambio de triglicéridos
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desde VLDL hacia LDL, gracias a la proteina transportadora de ésteres de colesterol (CEPT),
conllevaria una pérdida de ésteres de colesterol y un enriquecimiento en ftriglicéridos. Estas
particulas LDL ricas en ftriglicéridos, son un buen sustrato para la lipasa hepatica, que las
transforma en particulas LDL pequefias y densas “", asociadas a un riesgo aumentado de
enfermedad coronaria “®. Ademas, la enzima CEPT también intercambia triglicéridos entre VLDL
y HDL, de manera que aumenta el contenido en triglicéridos de HDL. Igual que sucede con las
particulas LDL, las HDL ricas en triglicéridos, gracias a la accion de la lipasa hepatica, se
transforman en particulas HDL pequefias y densas que pueden ser disfuncionales “”. Este
complejo metabolismo de las particulas transportadoras de colesterol se esquematiza en la

figura 3.

Higado

T AGL

1« TG Ilpasa
1 Apo B|—> hepatica)
T VLDL \./V

ApoA-l

—»

Lupoprotelnllpasa
o Lipasa hepética

Figura 3: mecanismos que contribuyen a la génesis de la dislipemia aterogénica. (AGL: acidos grados
libres; CEPT: proteina transportadora de ésteres de colesterol; LDLpd: LDL pequefias y densas; TG:
triglicérdios; EC: ésteres de colesterol; ApoB: apolipoproteina B; ApoA-I: Apolipoproteina A-I).

Ademas de lo mencionado, la dislipemia aterogénica suele acompanarse de alteraciones
estructurales y funcionales de las particulas HDL y LDL. Las particulas HDL presentan una

actividad antioxidante reducida, que se relaciona con una alteracion en sus caracteristicas fisico-
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quimicas, especialmente con el enriquecimiento en triglicéridos y la deplecion en ésteres de
colesterol “9). Por otra parte, las particulas LDL, especialmente las pequefias y densas, presentan
modificaciones como la oxidacién o la glicosilacién no enzimatica, que les confieren un mayor
poder aterogénico ©°.

Otras alteraciones en las lipoproteinas que se pueden encontrar en el contexto del sindrome
metabdlico son una disminucién en la apolipoproteina Al y un aumento en las apolipoproteinas B y
ClIl, entre otros ®.

El aumento en la ApoB, especialmente el formato hipertrigliceridemia-hiperapoB, también es
caracteristico de la hiperlipemia familiar combinada, entidad genética frecuentemente asociada al
sindrome metabdlico, por lo que en ocasiones resulta dificil diferenciar entre dislipemia
aterogénica e hiperlipemia familiar combinada. Esta ultima debe sospecharse cuando existen unos
niveles muy elevados de ApoB, con historia familiar de dislipemia que muestre un patrén de

herencia autosémica dominante “”.

4.2.- La hipertension arterial

La hipertension arterial forma parte de los criterios diagndsticos del sindrome metabdlico, sea cual
sea la clasificacion usada. Esto es debido al hallazgo de que las poblaciones con sobrepeso
presentan mayor riesgo de desarrollar cifras de tension arterial elevadas ©" y que en pacientes
con diabetes tipo 2 se han demostrado beneficios clinicos con la reduccion de la tensién arterial
por debajo de 130/85 mmHg ®?. No obstante, a diferencia de la dislipemia aterogénica o la
diabetes, la hipertension no se correlaciona de forma tan clara con la insulinorresistencia, tal y

como se mostré en el analisis prospectivo del Sant Antonio Heart Study “°.

4.3.- Las alteraciones del metabolismo de los carbohidratos

Las alteraciones del metabolismo de los carbohidratos en el contexto del sindrome metabdlico

incluyen la intolerancia a los hidratos de carbono, la glucemia basal alterada o la propia diabetes,
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segun la definicion usada. Estas alteraciones van progresando con el paso del tiempo. Asi,
inicialmente, existe un defecto en la acciéon de la insulina que resulta en una incapacidad de inhibir
la produccién hepatica de glucosa o de facilitar la captacion de glucosa por parte de los tejidos
periféricos, fendbmeno conocido con el nombre de resistencia a la accion de la insulina.
Concomitantemente, a nivel de la célula beta pancreatica, existe un fendmeno de compensacion
de esta resistencia a la accion de la insulina, secretando cantidades mayores de insulina. No
obstante, diversos factores como la lipotoxicidad secundaria al incremento de los AGL, o el
agotamiento de la célula beta pancreatica a lo largo del tiempo, pueden contribuir a la reduccion

de la secrecion de insulina, deteriorando el control glucémico @

4.4 .- Otras:

Ademas de las alteraciones clasicas presentes en la mayoria de criterios diagnosticos del
sindrome metabdlico, existen toda una serie de alteraciones, que suelen asociarse con frecuencia
a esta patologia. Estas alteraciones incluyen el estado inflamatorio y la secrecion de adipoquinas
gue ya hemos comentado, los estilos de vida desfavorables, el estado protrombético, e incluso
ciertas alteraciones de tipo genético, entre otras (tabla 3, adaptada de Bianchi et al. ®® y de Eckel

et al. @).

16 TESIS DOCTORAL * INKA MINAMBRES



INTRODUCCION

Tabla 3: Alteraciones asociadas al sindrome metabdlico y no presentes en su definicion

Estilo de vida
- Sedentarismo
- Tabaquismo
- Dieta rica en azucares y grasas saturadas

Estado protrombético
- Aumento del fibrinbgeno
- Aumento del PAI1
- Hiperviscosidad sanguinea

Inflamacién de bajo grado
- Aumento en el recuento de leucocitos
- Aumento de IL-6
- Aumento de TNF- a
- Aumento de resistina
- Aumento de PCR
- Aumento de leptina
- Disminucién de adiponectina

Estrés oxidativo
- Oxidacion de particulas LDL
- Aumento de LDL electronegativa

Alteraciones genéticas:
- Polimorfismos de un uUnico nucleétido (SNP)

Otras alteraciones
- Microalbuminuria
- Hiperuricemia
- Hiperhomocisteinemia

Asociacion con otras patologias
- Hiperlipemia familiar combinada
- Esteatosis hepatica
- Sindrome de ovarios poliquisticos
- SAHOS

PAI1: inhibidor 1 del activador del plasmindgeno; IL-6: interleucina-6; TNF- a: Tumor necrosis factor alfa; PCR: proteina C reactiva;
SAHOS: sindrome de apnea-hipopnea

5- El sindrome metabdlico como predictor de problemas de salud

El sindrome metabdlico se define como una entidad que conlleva un aumento en el riesgo futuro
de desarrollar diabetes y enfermedad cardiovascular.
La asociacién del sindrome metabdlico con un mayor riesgo de desarrollar diabetes es claro y

consistente 4%

, 'y ello se justifica por ser las alteraciones de los hidratos de carbono uno de los
criterios que definen el sindrome.
También es clara la asociacion entre la presencia de sindrome metabdlico y el mayor riesgo de

enfermedad cardiovascular y mortalidad total y cardiovascular ©¢°%)

Sin embargo, existe
controversia acerca de si el riesgo que confiere la presencia de sindrome metabdlico supera al
riesgo que presenta el mismo sujeto si se tienen en cuenta los componentes del sindrome

metabdlico por separado. Por una parte, en algunos estudios, tras ajustar por el riesgo calculado
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de acorde a las tablas de Framingham, los pacientes con sindrome metabdlico siguen teniendo un
mayor riesgo a 10 afnos de sufrir eventos coronarios que los pacientes sin sindrome metabdlico, lo
qgue sugiere un contribucion independiente del sindrome metabdlico sobre la suma de los factores
de riesgo cardiovascular por separado . No obstante, otros estudios consideran que el sindrome
metabdlico no confiere ningun beneficio adicional a las tablas tradicionales de evaluacién del

riesgo cardiovascular ©°).
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Il. LA VITAMINA D

La Vitamina D o calciferol es una sustancia lipidica perteneciente al grupo de los esteroides que
actua a su vez como vitamina y como hormona. Sus origenes se remontan a mas de 750 millones
de afos atras cuando estaba ya presente en el fitoplancton y zooplancton que poblaba los
océanos, pero no fue hasta principios del siglo XX cuando se la relacioné con la etiopatogenia del
raquitismo y paso6 a conocerse como una de las principales sustancias encargadas de mantener la

homeostasis del calcio y fosfato sanguineos %

. Se dice que la funcion mas primitiva de la
vitamina D fue la de una citoquina que actuaba de forma paracrina en los macréfagos para
modular la inmunidad y ayudar en la proteccion contra los microorganismos extrafios. Sin
embargo, la funciéon de esta vitamina fue evolucionando hasta el momento actual, en que actua
también como hormona, principalmente regulando a distancia el metabolismo del hueso ©". En los
ultimos afos, se la ha asociado con otras multiples funciones relacionadas con el metabolismo, la

inflamacién, el cancer o la patologia cardiovascular, aunque los mecanismos que actian en estas

relaciones estan por definir con claridad.

1- Metabolismo de la Vitamina D

Las principales fuentes de vitamina D provienen de la sintesis cutanea de vitamina D3
(colecalciferol) y de la ingesta oral de vitaminas D3 y D2 (ergosterol). De éstas, la mas importante
es la sintesis cutanea de la vitamina D3 gracias a la conversion del 7-dehidrocolesterol mediante
el efecto de la radiacion solar. Para ello es necesario que los fotones de radiacion ultravioleta tipo
B entre 290 y 315 nm penetren la piel para provocar la fotolisis del 7-dehidrocolesterol contenido
en ella ®@. El efecto de la ingesta oral sobre las concentraciones de vitamina D suele ser mucho
menor, dado que el contenido en los alimentos es reducido y limitado a pocas substancias. Asi, la
vitamina D2, se obtiene principalmente de fuentes vegetales, como las setas, y la vitamina D3

suele hallarse en los pescados grasos o los productos lacteos fortificados ¢34,
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Estas prohormonas (vitamina D2, y vitamina D3) todavia inactivas, son transportadas al higado
donde sufren una primera hidroxilacién en posicion C-25, obteniendo el calcidiol o 25-
Hidroxivitamina D (25-OH-D). Posteriormente, en el riAdn, la enzima 1 alfa hidroxilasa realiza una
segunda hidroxilacion en posicion C-1, obteniéndose el calcitriol o 1,25-Hidroxivitamina D (1,25-
OH-D), compuesto responsable de la mayoria de funciones de la vitamina D en el cuerpo ©°. La

figura 4 muestra los principales pasos necesarios para la sintesis de vitamina D activa.

Luz Solar
Piel

I-dehidrocolesterol

Coleealciferol
(Vitamina D3)
Allmentacldn
Yitamina D3 (peces, cames)
Vitamina D2 (suplementos)
Higado

25-hidroxivitamina D3

1.25-dihidroxivitamina D3
= Regula los niveles
Rinén

de calclo en el cuerpo

Figura 4: Metabolismo de la vitamina D, desde la sintesis cutanea o la ingesta oral a la formacién de la
1,25-hidroxivitamina D en el rifidén.

2- Regulacién del metabolismo de la vitamina D

Varios factores intervienen en la regulacion de las concentraciones de la vitamina D en los
distintos puntos clave de su metabolismo.
En primer lugar, los principales determinantes del aporte de vitamina D son el contenido de esta

(62,66

vitamina ingerido en los alimentos y la sintesis cutanea ). La sintesis cutanea de vitamina D

esta influenciada por varios factores como el tiempo de exposicion a la luz ultravioleta, la latitud, el

| ©9 Asi, la reduccion en el

uso de cremas de proteccién solar o el contenido de melanina de la pie
tiempo de exposicion solar debido la tendencia a reducir las actividades al aire libre, el uso

creciente de filtros solares para evitar lesiones cutaneas, la vida en regiones de latitud elevada o
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pieles muy pigmentadas, son algunos de los principales factores que condicionan un aumento en
el riesgo de déficit de vitamina D. Por otra parte, una exposicion solar excesiva conduciria a
fotoproductos de vitamina inactiva, para evitar un aumento excesivo en las concentraciones de
esta hormona ©").

En segundo lugar, a nivel hepatico, la 1,25-OH-D inhibe la sintesis endégena de vitamina D, lo
que evitaria intoxicaciones por esta hormona, especialmente en el caso de la administracion
exégena de calcitriol 2.

En tercer lugar, los principales reguladores de la sintesis renal de calcitriol son la paratohormona
(PTH), que estimula la sintesis de calcitriol y el propio calcitriol que la inhibe. Los iones calcio y
fosfato juegan un papel importante en el efecto de PTH sobre el rindn, de manera que aumentos
en el calcio sérico inhiben la secrecion de PTH, y secundariamente la hidroxilaciéon renal de la
vitamina D. Por otra parte, la concentracion tubular renal de fosfato es importante en la
modulacion del efecto de PTH sobre la hidroxilacién renal de la vitamina D y, ademas, las
concentraciones de fosfato también podrian actuar directamente sobre el rifidn para asegurar una
sintesis adecuada de calcitriol en condiciones de aporte disminuido de fosfatos ©>68:9),
Finalmente, tras la hidroxilacion hepatica de la la vitamina D, si las concentraciones de 1,25-OH-D

son ya Optimas, el metabolismo de esta vitamina puede derivarse hacia la 24,25-hidroxilacion

renal, formando de esta manera un metabolito inactivo, la 24,25-Hidroxivitamina D ©®.

3- Acciones de la vitamina D sobre el metabolismo fosfocalcico

Como hemos comentado, la vitamina D es uno de los principales compuestos encargados de
mantener la homeostasis del calcio y fosfato séricos. Esto se lleva a cabo a través de acciones a
nivel del intestino, del hueso y del rifién (Figura 5, adaptada de Holick. ©7).

En el intestino, la vitamina D favorece la absorcion de calcio y fosfato, de manera que, sin vitamina
D, sélo un 10-15% del calcio y un 60% de fosfato de la dieta serian absorbidos, mientras que la
interaccion de la 1,25-OH-D con su receptor a nivel intestinal puede aumentar estos porcentajes

hasta un 40 y un 80%, respectivamente ©*).
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La accién de la vitamina D en el hueso es compleja. Al parecer 1,25-OH-D es reconocida por su
receptor en los osteoblastos donde estimula la produccion del ligando del receptor activador para
el factor nuclear kK B (RANKL). A su vez, RANKL se une a su receptor en preosteoclastos (RANK),
lo que induce su diferenciacion a osteoclastos, que dirigen la resorcion 6sea, con la consiguiente
liberacion de calcio y fosforo al torrente sanguineo. Dado que unos niveles adecuados de calcio y
fosfato en sangre promueven la mineralizacion del esqueleto, el resultado final de unas
concentraciones de vitamina D correctas es positivo para la mineralizacion ésea 7).

Finalmente, a nivel del rifién, los efectos de la 1,25-OH-D incluyen la autorregulacion de su propia
produccién, mediante el control de la enzima 1 alfa hidroxilasa, la estimulacion de la formacion del
metabolito inactivo 24,25-OH-D y también la regulacion de la excrecion renal de calcio y fésforo,

en gran parte a través de la modulacién de PTH ©”).
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Figura 5: Sintesis y metabolismo de la vitamina D y mecanismos de accion en la regulacion del metabolismo
fosfocalcico. 25(0OH)D: 25- hidroxivitamina D; FGF-23: fibroblast growth factor 23; RANK: receptor activador
para el factor nuclear k B; RANKL: ligando del receptor activador para el factor nuclear k B; 1,25(0OH),D:

1,25-hidroxivitamina D; 1-OHasa: 1 alfa hidroxilasa; VDR: receptor de vitamina D, RXR: receptor de
retinoides X; 24-OHasa: 24-hidroxilasa; Ca*": calcio; HPO,*" fosfato.
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4- Mecanismo de accién de la vitamina D

La albumina y la proteina transportadora de vitamina D (DBP) son las principales transportadoras
de vitamina D en el plasma. La afinidad de la DBP a la vitamina D es superior a la de la albumina
y, entre los metabolitos de la vitamina D, el calcidiol es el que se une con mayor afinidad a DBP.
Los niveles de DBP son iguales en ambos sexos pero pueden variar en situaciones como el
embarazo, la toma de estrégenos o en enfermedades como la cirrosis o el sindrome nefrético
(70,71).

La mayoria de los efectos de 1,25-OH-D tienen lugar gracias a la unién con su receptor, el VDR.
Este receptor es miembro de una larga familia de moléculas que incluyen, por ejemplo, los
receptores de las hormonas esteroideas o tiroideas. Su localizacién es intracelular y su accion
principal es la regulacion de genes que tengan secuencias del DNA que reconozcan
especificamente al VDR. Asi, el VDR actua en combinacién con otros factores de transcripcion,
como el receptor de retinoides X, para estimular o inhibir la expresién genémica 2. El hallazgo de
la expresion de VDR en una variedad muy amplia de tejidos y mas alla de los o6rganos
clasicamente relacionados con la vitamina D (intestino, hueso y rifién), asi como el hallazgo de la
enzima 1 alfa hidroxilasa en tejidos como la prostata, el colon, la glandula mamaria o los
macroéfagos nos ayudan a explicar la influencia e importancia de la vitamina D mas alla del hueso,
tal y como veremos mas adelante 273,

Por otra parte, el descubrimiento de acciones de la vitamina D que ocurren de manera inmediata,
hace pensar en la existencia de un receptor de vitamina D situado en la membrana celular y no

tan bien caracterizado como el VRD, pero que actue sin necesidad de activar la maquinaria

genética 2.

5- Determinaciéon de las concentraciones de vitamina D

El calcidiol es el metabolito de la vitamina D cuya medicion se recomienda para determinar el

estado de la reserva de esta vitamina en el individuo. Su larga semivida en el plasma (12 — 14
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dias), en comparacion con la de pocos minutos del calcitriol, nos permite una estimacion de los
depdositos de vitamina D generados, gracias a la exposicion solar y a su ingesta, durante periodos
largos de tiempo 4.

La determinacién de la concentracién en el suero del calcidiol se inici6 hace mas de 4 décadas
con el método de analisis de unién competitiva a proteina (CBPA), desarrollandose posteriormente
otras técnicas de cuantificacion como el radioinmunoanalisis (RIA), el enzimoinmunoanalisis
(EIA), la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) vy, finalmente, la cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas (LC-MS).

CBPA y RIA forman parte de los llamados analisis de la unidon competitiva a proteina y cuya
diferencia fundamental estriba en el uso de una proteina de unién especifica o de anticuerpos
especificos, respectivamente. Por otra parte, HPLC y LC-MS forman parte de los llamados
métodos de cuantificacion directa de la vitamina D "),

El CBPA para la determinacion de 25-OH-D se introdujo en 1971 y objetivd unos rangos de
normalidad de 43-86 nmol/L, muy similares a los actuales. Esta técnica utiliza la DBP como
ligando y 25-OH-D3 marcada con isétopo radioactivo (*H o **'l) como trazador. El principal factor
que dificulta la realizacion de esta técnica es que por la naturaleza hidrofébica de la vitamina D,
tanto el RIA como la CBPA estan sujetos al llamado “efecto matriz’ que puede interferir con los
resultados. Por otra parte, una posible ventaja es que no diferencia entre 25-OH-D2 y 25-OH-D3,
de manera que nos informa del pool total de vitamina D del individuo "®"".

En 1977 se describio el primer ensayo de 25-OH-D por HPLC con deteccién UV, lo que permitié
diferenciar la 25-OH-D2 de la 25-OH-D3 ®. No obstante, la necesidad de purificacién de la
vitamina D mediante cromatografia como paso previo a su analisis, hacia que esta técnica fuera
dificil de realizar en el laboratorio clinico .

En 1985 se describié el primer RIA, un método de union competitiva que no requeria purificaciéon
previa ®°. Este RIA, dada su simplicidad y buena correlacién con los resultados de la HPLC, se
aprobé para su uso clinico (Diasorin, Stillwater MN, USA) y esta disponible comercialmente, junto

con otro RIA (IDS, Boldon, UK) muy similar. El primero de estos dos RIAs es coespecifico para las

dos formas de vitamina D (D2 y D3), mientras que el segundo solo reconoce el 75% de la D2, a
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pesar de lo cual la correlacion entre ambos es muy buena. Las dos técnicas miden también otros
metabolitos de la vitamina D (24,25-OH-D o 25,26-OH-D) que por representar solo un 6% del total,
se considera poco significativo 9.

@) e inmunoanalisis

Mas recientemente han aparecido también técnicas de EIA
quimioluminiscentes totalmente automatizados, también disponibles comercialmente. Uno de los
principales problemas de los inmunoanalisis es que estan sujetos a cambios con el transcurso del
tiempo, debido a modificaciones en la estandarizacion o en los componentes reactivos (incluso
por cambios en los anticuerpos) ©®?. Estos cambios debidos a reformulaciones de sus
componentes pueden dificultar la interpretacion y comparacion de resultados en los estudios sobre
vitamina D, como ya ha sido demostrado con los datos de los distintos analisis del estudio
NHANES @

Finalmente, el uso de LC-MS ha ganado terreno en los ultimos afos, siendo, junto con los
inmunoanalisis automatizados quimio y electroquimioluminiscentes y los métodos de DiaSorin e
IDS, una de la técnicas mas utilizadas en el laboratorio clinico. Su principal diferencia con las
técnicas de RIA es que detecta por separado 25-OH-D3 y 25-OH-D2, pero se trata de una técnica
muy precisa de determinacion de la vitamina D. Su principal inconveniente es que es poco util en
el laboratorio clinico, cuando se trata de procesar un gran nimero de muestras ©% ).
Actualmente, dada su precisién, se han propuesto varias técnicas basadas en LC-MS como
candidatas a ser el método de referencia para la medicién de calcidiol en el suero, pero por el

momento no existe una estandardizacién en cuanto a la determinacién de las concentraciones de

la vitamina D.

6- Definicion de hipovitaminosis D

La definicién de los niveles 6ptimos de vitamina D ha sido fruto de mucha discusioén en los ultimos
afios. Inicialmente, se fijaron como limites de la normalidad los valores extremos poblacionales.
No obstante, debido a la influencia de la latitud y el tipo de piel en la sintesis de la vitamina D, esta

definicidon quedd obsoleta. Posteriormente, se intentd establecer el limite de normalidad de la
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vitamina D en funcion de sus efectos sobre la morfologia del hueso y sobre la secrecion de PTH.
Asi, Lips ®° establecio la definicion de insuficiencia de vitamina D cuando los niveles de calcidiol
se situaban por debajo de los 50 nmol/L (20ng/mL) y déficit cuando estos niveles eran inferiores a
25 nmol/L (10 ng/mL), en funcién de los cambios 6seos observados y del nivel de vitamina D a
partir del cual la suplementacion conducia a descensos significativos de PTH. No obstante, los
datos mas recientes acerca de los niveles 6ptimos de vitamina D, no sdlo en relacion a los
cambios en PTH, sino también en relacién a la capacidad de absorcion intestinal de calcio y en
relacion al riesgo de caidas y de fracturas, recomiendan hablar de déficit de vitamina D cuando los
niveles de calcidiol son inferiores a 50 nmol/L e insuficiencia de vitamina D cuando los niveles
estan entre 50 y algun punto entre 70-80 nmol/L, de manera que existe una tendencia a definir la
hipovitaminosis D se define cuando los niveles son < 70-80 nmol/L ©®4%®) A pesar de que
numerosos estudios relacionan el déficit de vitamina D con un aumento en el riesgo de cancer o
mortalidad (89), actualmente los datos que hacen referencia a niveles de vitamina D 6ptimos para
finalidades distintas al hueso, como seria el ambito cardiovascular, todavia no tienen suficiente

solidez como para establecer recomendaciones especificas ©°.

7- Prevalencia de la hipovitaminosis D

La prevalencia del déficit de vitamina D va a depender, como es l6gico, de la definicion de déficit
que se utilice. A pesar de que las técnicas de determinacién de la vitamina D utilizadas a lo largo
del tiempo en los estudios de NHANES no son 100% comparables ®*!) los datos disponibles en
poblacion americana parecen mostrar un aumento en la prevalencia del déficit de vitamina D en
los Ultimos afios ®?, observandose alrededor del 70% de la poblacién con niveles de vitamina D
inferiores a 80 nmol/L en los afos 2000-2004. En Europa, los datos son semejantes y las
prevalencias se situan entre el 27 y el 100%, dependiendo de factores como el rango de edad
estudiado o la definicion de déficit utilizada . En Espafia, un reciente estudio poblacional postula
qgue un tercio de la poblacion presenta déficit de vitamina D si se toma como referencia el punto de

corte de 50 nmol/L ®¥. Las causas de este aumento en la prevalencia de déficit de vitamina D son
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varias, siendo las mas relevantes la disminucién en la exposicién solar, el uso creciente de filtros

solares y el aumento en la prevalencia de obesidad.

8- Condiciones que predisponen a la hipovitaminosis D

Existen multiples procesos asociados al déficit de vitamina D (Tabla 4 adaptada de Holick ©”).

Tabla 4: Causas de déficit de vitamina D

Sintesis cutanea reducida

*  Filtros solares
Elevada pigmentacion cutanea
Edad avanzada
Invierno, latitud elevada
Injertos cutaneos, quemados

Disminucién de la disponibilidad
* Malabsorcion
*  Obesidad

Aumento del catabolismo
*  Anticonvulsivantes
¢ Antituberculosos
*  Antiretrovirales

Lactancia (pobre contenido de vitamina D en la leche materna)
Disminucion de la sintesis de 25-hidroxivitamina D
* Insuficiencia hepatica
Pérdidas urinarias de 25-hidroxivitamina D
e Sindrome nefrético
Disminucion de la sintesis de 1,25-hidroxivitamina D
¢ Enfermedad renal crénica (estadio = 3)
* Hiperfosfatemia
Trastornos hereditarios
¢ Raquitismo dependiente de vitamina D tipo 1 y 2 (mutaciones de la 1 alfa hidroxilasa renal y del receptor de
vitamina D)
* Raquitismo hipofosfatémico autosémico dominante
* Raquitismo hipofosfatémico ligado al cromosoma X
Trastornos adquiridos
e Osteomalacia tumoral (inducida por la secrecion deFGF23)
* Hiperparatiroidismo primario (aumento del catabolismo de 25-hidroxivitamina)
* Enfermedades granulomatosas (tuberculosis, sarcoidosis, etcétera)
* Hipertiroidismo (aumento de metabolismo del calcidiol)
FGF23: Fibroblast Growth Factor 23.

En primer lugar, dado que la sintesis cutanea de vitamina D3 es la principal fuente de aporte, las
condiciones que la limiten, son factores de riesgo para presentar hipovitaminosis D. El contenido
de melanina de la piel limita la sintesis cutanea de vitamina D, de manera que las razas con alta
pigmentacion cutanea tienen aumentado el riesgo de deficiencia de vitamina D. El angulo de
exposicion solar, que depende de la latitud, de la estacién del afio y del momento del dia, también

determina la cantidad de UVB que alcanza la piel, habiéndose observado que en latitudes
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situadas entorno a los 40° no se sintetiza vitamina D durante los meses de invierno. Por otra
parte, la edad avanzada parece asociarse a una mayor prevalencia de déficit de vitamina D, que
ademas de deberse a una disminucion de la actividad al aire libre, también se relaciona con una
disminucién en las concentraciones cutaneas de 7-dehidrocolesterol % ¢©).

A pesar de que el aporte oral de vitamina D en si es insuficiente para cubrir los requerimientos en
ausencia de suplementacion, los pacientes que padezcan malabsorcién intestinal, tanto debido a
patologias médicas como quirtrgicas, también tienen mas riesgo de sufrir déficit de vitamina D ©7).
En tercer lugar, las condiciones que alteren el metabolismo de la vitamina D a sus compuestos
activos o que disminuyan las concentraciones de la DBP, pueden conllevar también un déficit de
esta hormona. Este es el caso del sindrome nefrético o la insuficiencia renal o hepatica o de
algunos farmacos, como los anticonvulsivantes, los antituberculosos o antiretrovirales, que pueden
interferir en el metabolismo de la vitamina e incluso estimular el catabolismo de vitamina D
(67,96,95).

Finalmente, existen causas menos frecuentes de déficit de vitamina D o alteracion en su funcion,
como algunos defectos genéticos que incluirian el raquitismo dependiente de vitamina D tipo 1 o

algunos tumores con capacidad de inducir osteomalacia por efecto de citoquinas ©”.

9- Consecuencias del déficit de vitamina D y relacion con la salud

9.1.- Patologia osteomuscular

Dado que el principal papel de la vitamina D es la regulacion del metabolismo dseo, desde hace
ya tiempo se sabe que el déficit de vitamina D se asocia a procesos como la osteomalacia en el
adulto o el raquitismo en el nifio ®®. Ademas, la vitamina D parece tener un papel muy importante
en el mantenimiento de la densidad mineral 6sea, de manera que el mantenimiento de unos
niveles correctos de calcidiol puede ser tanto o mas importante que la ingesta de calcio para la
prevencion de la osteoporosis ). Como es de esperar, el déficit de vitamina D también parece

98,99

asociarse a un aumento en las caidas y en el riesgo de fractura ®%). Este riesgo aumentado de
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caidas puede explicarse por la existencia de VDR en el musculo y se apoya en la relacion

encontrada entre niveles de vitamina D y diversos parametros de funcién muscular %

9.2.- Patologia no osteomuscular

En los ultimos afios numerosos estudios han relacionado el déficit de vitamina D con patologias
diferentes a las relacionadas con el hueso o la funciéon muscular. Se ha relacionado con patologias
infecciosas, autoinmunes, neoplasicas e incluso con factores de riesgo cardiovascular como la
diabetes, el sindrome metabdlico o la obesidad. El hallazgo de VDR y de la enzima 1 alfa
hidroxilasa en una amplia variedad de tejidos distintos al hueso y al musculo hace plausible
etiopatogénicamente esta asociacion 2.

En primer lugar, se ha relacionado el déficit vitamina D con un aumento de cancer, en especial
colorrectal. Desde hace algunos anos, estudios ecoldgicos relacionaron la latitud y la exposicion

solar con una mayor prevalencia de enfermedad neoplasica (%%

y estudios in vitro mas
recientes indican que la vitamina D podria tener efectos celulares antiproliferativos y de induccion
de la diferenciacion celular Y. No obstante, los estudios disponibles hasta el momento no
permiten esclarecer si esta asociacion es causal o si quizas el déficit de vitamina D podria ser un
factor de confusién dada su asociacién a la obesidad o a estilos de vida no saludables, siendo
necesarios amplios estudios de intervencion para esclarecer si la mejoria de los niveles de
vitamina D conlleva una reduccién en la incidencia de cancer 2.

En segundo lugar, se conoce que la vitamina D puede ejercer un papel inmunomodulador a nivel
de macrofagos, células dendriticas y linfocitos, teniendo funciones como la potenciacion de la
lucha y el control de infecciones o la modulacion de las respuestas inmunitarias adaptativas, cuya

(1% Dentro de las infecciones

desregulacién puede dar lugar a enfermedades autoinmunes
clasicamente relacionadas con el déficit de vitamina D encontramos la tuberculosis, donde la
terapia de exposicién solar demostré tener beneficios en la era preantibiética '%). En relacién a la

capacidad de la vitamina D de modular la respuesta inmunitaria, se ha relacionado el déficit de

vitamina D con un mayor riesgo de desarrollar enfermedades autoinmunes como la enfermedad
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inflamatoria intestinal, la artritis reumatoide, la esclerosis multiple o la diabetes mellitus tipo 1 7).
Como ejemplos, son conocidos el aumento en la incidencia de esclerosis multiple con mayores
latitudes '°® o la disminucion en la incidencia de diabetes tipo 1 con la suplementacién vitaminica
en la infancia %

Finalmente, el déficit de vitamina D también se ha relacionado con numerosos factores de riesgo
cardiovascular. La asociacién de la hipovitaminosis D con la obesidad es conocida desde hace

110-112)

tiempo y mas recientemente se ha relacionado el déficit de esta vitamina con otros

componentes del sindrome metabdlico como la hipertensién arterial, la diabetes o la dislipemia

(113,114)

10- Vitamina D, mortalidad y enfermedad cardiovascular

Ademas del hallazgo de una asociacién entre los niveles de disminuidos de vitamina D y un gran
numero de patologias como acabamos de ver, en los ultimos afos han aparecido estudios
prospectivos que muestran una asociacion entre el déficit de vitamina D y una mayor mortalidad.

Este aumento de mortalidad se ha observado en grupos muy diversos de pacientes que incluyen

la poblacién general " mujeres postmenopausicas '®, hombres de edad avanzada "”,

pacientes con diabetes tipo 1, tipo 2 y sindrome metabdlico "®'?Y pacientes con enfermedad

(121)

renal cronica e incluso en pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos,

81122123 | os Ultimos estudios

postoperados de cirugia cardiaca o con sindrome coronario agudo ¢
prospectivos describen una disminucion progresiva de la mortalidad con el aumento de las
concentraciones de calcidiol hasta niveles de esta vitamina entre 50 y 87,5 nmol/L '?*'%_ No
obstante, a pesar de que hay quien infiere de los datos disponibles hasta el momento, que doblar

127)

los niveles poblaciones de vitamina D podria disminuir la mortalidad de un 7 a un 17% %), por el

momento, los estudios de intervencidon con vitamina D han mostrado resultados discordantes
sobre la mortalidad (%139,

No se conoce la relacion de causalidad entre la vitamina D y la mortalidad global, pero es probable

que el aumento de mortalidad global asociado al déficit de vitamina D se explique, al menos en
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parte por un aumento en la mortalidad cardiovascular. El hallazgo de mayores tasas de
enfermedad cardiovascular en poblaciones con latitud alta, cuya exposicion solar es menor, ya
hace tiempo que hizo postular una relacion entre hipovitaminosis D y enfermedad cardiovascular
(131 Ademas, numerosos estudios epidemiolégicos en poblaciones como la de los estudios
NHANES o Framingham entre otros, relacionan la ingesta de vitamina D o sus concentraciones en
plasma con un mayor o menor riesgo de patologia y mortalidad cardiovascular (13249,

La asociacion de la hipovitaminosis D con la enfermedad y mortalidad cardiovascular se ve
reforzada por el hallazgo de receptores de vitamina D en diferentes puntos del sistema vascular,
como el musculo liso arterial, los cardiomiocitos o el endotelio vascular, donde modularian la

r (135141 Ademas, estudios

vasodilatacion arterial o la proliferacion del musculo liso vascula
experimentales han implicado a la vitamina D en la funcion de la célula beta, en la resistencia a la
insulina, en la modulacion del sistema renina-angiotensina aldosterona y en la modulacién de la

actividad de los macréfagos y de la funcién inmunitaria (%"

, sin olvidar que una parte de la
asociacion entre hipovitaminosis D y enfermedad cardiovascular podria estar mediada por el
aumento secundario en las concentraciones de PTH 2. Entre todos los posibles mecanismos, es
muy probable que contribuyan de forma importante la conocida asociacion de la hipovitaminosis D
con factores de riesgo cardiovascular que conforman en sindrome metabdlico como la obesidad,

| (143

la diabetes tipo 2, la dislipemia o la hipertension arteria ). El hallazgo de una atenuacién en la

relacién entre hipovitaminosis D y la enfermedad cardiovascular o la mortalidad cuando se ajusta

o se tienen en cuenta los factores de riesgo cardiovascular clasicos apoya este punto de vista 3%

144{

A pesar de todo lo comentado referente a la relacion entre la hipovitaminosis D y la enfermedad
cardiovascular, llama la atencion la discordancia entre los estudios transversales, longitudinales y
los de intervencion. Asi, mientras en los estudios transversales se observa una relacién clara entre
enfermedad cardiovascular e hipovitaminosis D, esta asociacibn muestra resultados mas
heterogéneos en los estudios observacionales prospectivos y en los estudios que analizan el
efecto de la suplementacién con vitamina D sobre la aparicion de eventos cardiovasculares o la

mortalidad cardiovascular, no se han obtenido beneficios '**'*®). Esta discordancia podria deberse
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al hecho de que la vitamina D no sea la causa de un mayor riesgo cardiovascular, sino
simplemente un marcador de una mejor salud o unos habitos de vida mas saludables, siendo la

hipovitaminosis D un reflejo de la presencia de patologia cronica inespecifica.
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ll. VITAMINA D, OBESIDAD Y SINDROME METABOLICO

Hemos comentado que quizas el nexo entre hipovitaminosis D y mortalidad cardiovascular se
explique por una posible asociacion entre este déficit vitaminico y los distintos factores de riesgo
cardiovascular que conforman el sindrome metabdlico.

Desde hace ya bastante tiempo se conoce la asociacion entre el déficit de vitamina D y la
obesidad. De ello da idea el hecho que la determinacién de los niveles de vitamina D se incluya en
las recomendaciones establecidas para el manejo de los pacientes con obesidad moérbida, ya que
los niveles disminuidos de vitamina D se asocian especialmente con los grados de obesidad mas
severos ""1") Se sabe que esta asociacion no es consecuencia de la cirugia de la obesidad
como seria esperable, sino que hasta un 80% de pacientes con obesidad mérbida presentan
niveles disminuidos de vitamina D aunque no hayan sido sometidos a una intervencion de cirugia
bariatrica (112147148,

Entre las posibles causas de la asociacion entre obesidad e hipovitaminosis D se ha postulado
una inadecuada ingesta oral de esta vitamina debido a dietas excéntricas, una reducida actividad
fisica en el exterior que limitaria la sintesis cutanea de esta hormona, y un almacenamiento de
esta vitamina en el tejido graso que disminuiria sus concentraciones en sangre (''°'9 No
obstante, también se ha postulado que la presencia de hipovitaminosis D podria modular la
aparicion de obesidad mediante un papel a nivel del tejido adiposo 249151,

Dada la conocida asociacion entre hipovitaminosis D y obesidad, es légico que el sindrome
metabdlico, condicion fuertemente asociada a la obesidad, también se caracterice por presentar
concentraciones disminuidas de vitamina D y este hecho ha sido demostrado en diversas
poblaciones. En Estados Unidos, la informacion del estudio NHANES Il realizado entre 1988 y
1994 nos reveld que las concentraciones de vitamina D fueron mas bajas en sujetos con sindrome
metabdlico que en sujetos sin esta patologia ( 67.1 nmol/L vs. 75.9 nmol/L, respectivamente) '*? y
estos resultados fueron similares en posteriores analisis del estudio NHANES realizados entre
2003 y 2006 "*31%%) 3 pesar de que los datos no son comparables entre los diferentes estudios por

cambios en los métodos de determinacién de la vitamina D. Estos hallazgos en poblacion
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americana se han confirmado también en Europa, con los estudios European Male Aging Study
(155) y la 1958 British Birth Cohort '*®, y son también parecidos en el continente asiatico, donde
diversos estudios han objetivado asociaciones similares *"/1%®),

La asociacion del déficit de vitamina D con el sindrome metabdlico no sélo se ha observado en
estudio transversales sino también en estudios prospectivos que analizan el riesgo de padecer
sindrome metabdlico tras 5-10 afios de seguimiento en funcién de los niveles basales de vitamina
D (159-162).

Por otra parte, diferentes componentes del sindrome metabdlico también se han asociado de
manera individual a la presencia de concentraciones disminuidas de vitamina D, siendo el caso
mas estudiado el de las alteraciones del metabolismo hidrocarbonado.

La relacién de la hipovitaminosis D con una mayor prevalencia e incidencia de diabetes tipo 2
parece clara si consideramos la informacion obtenida en los primeros estudios transversales ¢,
Aunque existe cierta heterogeneidad en los resultados, numerosos estudios longitudinales
dirigidos a investigar la asociacion entre la hipovitaminosis D y el riesgo de desarrollar diabetes
van en el mismo sentido y muestran una mayor incidencia de diabetes en los pacientes con

menores concentraciones de vitamina D (164719

Para explicar la asociacion entre la
hipovitaminosis D y la diabetes tipo 2 se han postulado diversos mecanismos. En primer lugar, la
1,25(0OH)D podria estimular la secrecidon de insulina por parte de la célula beta pancreatica,
directamente o bien mediante un aumento en el calcio citosélico ®*'"%. Esta hipétesis se basa
espacialmente en los hallazgos de estudios in vitro y en animales, aunque algunos estudios
también han demostrado una asociacion entre distintos parametros que miden la secrecion de
insulina en humanos y la hipovitaminosis D "2 Ademas, en la diabetes tipo 1 se ha descrito la
presencia de concentraciones disminuidas de vitamina D y, aunque el principal mecanismo que
explica esta relacion es la modulacién del sistema inmunitario por parte de la vitamina D, también
se puede especular acerca de una relacion directa entre la secrecién de insulina y las
concentraciones de vitamina D "> En contra de estos resultados, tenemos algunos hallazgos

de ensayos en ratones con insulinopenia inducida por estreptozotocina, donde se encuentran

concentraciones disminuidas de vitamina D y una reduccion en la masa 6sea, habiéndose
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sugerido que el déficit de insulina podria inhibir la 1 alfa hidroxilasa renal "®. En segundo lugar, la
hipovitaminosis D podria intervenir en la génesis de la diabetes tipo 2 favoreciendo la
insulinorresistencia o aumentando el estado inflamatorio de bajo grado, entre otros ('®17").
Desafortunadamente, en la actualidad no hay evidencias sodlidas sobre la mejoria del control
glucémico o de los parametros de insulinorresistencia con la suplementacién con vitamina D
(177.178) y faltan estudios de calidad que estudien el efecto de la suplementaciéon con vitamina D
sobre la prevencion de la diabetes en sujetos de alto riesgo de desarrollarla 7). Asi, el conjunto
de estos hallazgos no permite establecer una relacion de causalidad entre hipovitaminosis D y
diabetes y no justifican la suplementacion con vitamina D con el objetivo de prevenir o tratar la
diabetes tipo 2 174189,

La hipovitaminosis D se ha relacionado también con una mayor incidencia y prevalencia de
hipertension arterial, tanto en estudios transversales como prospectivos '®". Los mecanismos de
esta asociacion son en parte desconocidos, pero ademas de la vinculacion de la hipovitaminosis D
con el sindrome metabdlico, se postula que la vitamina D puede actuar a través de una posible
modulacién del sistema renina-angiotensina-aldosterona '®? del efecto sobre las citoquinas

(135,183)

inflamatorias o sobre el endotelio vascular o simplemente mediante la modulacion de la

147

secrecion de PTH %" Sin embargo, como sucede en el caso de la diabetes u otros factores de

riesgo cardiovascular, no existen estudios de calidad que demuestren una disminucién en la
incidencia de hipertension o una mejoria en su control con la suplementacion con vitamina D (8%

La dislipemia también se ha relacionado con la hipovitaminosis D desde hace algunas décadas.
En 1989, Wilczek et al. encontraron una mayor prevalencia de déficit de vitamina D en pacientes

'8 Estudios posteriores observaron asociaciones

con hipercolesterolemia familiar heterozigota
entre las concentraciones de vitamina D y los diferentes parametros lipidicos. Asi, Melamed et al.
encontraron una asociacion negativa entre el calcidiol y las concentraciones de colesterol en los
participantes del estudio NHANES ("%, En poblaciones europeas y asiaticas, los parametros
lipidicos relacionados con las concentraciones de calcidiol fueron las concentraciones de

triglicéridos y de cHDL °*>'®)_ Globalmente, los resultados de los principales estudios muestran

que la asociacion de vitamina D con las concentraciones de colesterol total y LDL (cLDL) es
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variable, mientras que la relacion con las alteraciones caracteristicas de la dislipemia aterogénica
(concentraciones elevadas de triglicéridos y disminuidas de cHDL) parece mas claro ('®1%®_ En
nuestro conocimiento, no existen datos claros que demuestren que la correccion del déficit de
vitamina D se traduzca en una mejoria del perfil lipidico ('®").

Finalmente, la hipovitaminosis D se ha relacionado con algunas de las alteraciones vinculadas al
sindrome metabdlico pero no contempladas en su definicion (tabla 3). Asi, se ha relacionado la
hipovitaminosis D con el sindrome de ovarios poliquisticos '®¥ y con la esteatosis hepatica no

'%0)  Estas asociaciones de vitamina D mas alla de los clasicos factores de riesgo

alcohdlica
cardiovascular apoyarian la existencia de un nexo entre la vitamina D y un factor etiopatogénico

comun a las manifestaciones del sindrome metabdlico.
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I. JUSTIFICACION

El sindrome metabdlico y la hipovitaminosis D constituyen un problema de salud a nivel mundial.
Ambos procesos tienen una elevada prevalencia y se asocian con problemas de salud de gran
relevancia sanitaria, como son la diabetes tipo 2 y la enfermedad cardiovascular.

Estudios epidemioldgicos recientes muestran una relacién consistente entre la hipovitaminosis D
con los diferentes componentes del sindrome metabdlico y también con el sindrome metabdlico
como entidad especifica. Ademas, tanto la hipovitaminosis D como el sindrome metabdlico estan
claramente relacionados con el estilo de vida, lo que apoyaria un origen y fisiopatologia comunes.
Sin embargo, el conocimiento sobre la relacion entre la hipovitaminosis D y el sindrome
metabdlico es insuficiente.

En primer lugar, la principal evidencia de una asociacion entre hipovitaminosis D y el sindrome
metabdlico viene de estudios observacionales, cuyo poder para establecer asociaciones causales
es reducido. En este tipo de estudios, las principales dificultades que nos encontramos a la hora
de extraer conclusiones referentes a la causalidad es la presencia de multiples factores de
confusion y el desconocimiento de la relacion temporal de la hipovitaminosis D con el sindrome
metabdlico y sus componentes. En este contexto, se ha postulado que la hipovitaminosis D
predice al menos algunos de los componentes del sindrome metabdlico, pero también que la
existencia de alguno de los componentes del sindrome metabdlico seria la causa de la
hipovitaminosis D.

En segundo lugar, los resultados de los estudios que han analizado la suplementacién con
vitamina D sobre la indicencia o la mejoria del control de los componentes del sindrome
metabdlico no apoyan la implicacion directa de la hipovitaminosis D en la génesis del sindrome
metabdlico. Por otra parte, los estudios que han valorado el efecto del control de los componentes
del sindrome metabdlico sobre las concentraciones o el estado de la vitamina D son

definitivamente escasos.
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En tercer lugar, los resultados de los estudios dirigidos a establecer los posibles mecanismos que
expliquen la relacion entre el sindrome metabdlico y la hipovitaminosis D no son consistentes.

Por tanto, el conocimiento de los mecanismos de causalidad implicados en la relacién entre la
hipovitaminosis D y el sindrome metabdlico es limitado y existen areas de incertidumbre,
especialmente acerca del efecto del control de los componentes del sindrome metabdlico sobre

las concentraciones de vitamina D.
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Il. HIPOTESIS DE TRABAJO

Nuestra hipotesis es que el estudio de la relacion entre los diferentes componentes del sindrome
metabdlico y la hipovitaminosis D en diferentes situaciones clinicas, asi como la evaluacién del
efecto de la mejoria del control de los componentes del sindrome metabdlico sobre las
concentraciones de la vitamina D, contribuiran al conocimiento de la relacién entre el sindrome

metabdlico y la vitamina D.
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OBJETIVOS

. OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion existente y los factores predictores de la asociacién del déficit de vitamina D

con procesos relacionados con el sindrome metabdlico.

Il. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

Determinar la asociacion de la vitamina D con el sindrome metabdlico como entidad en

sujetos con sobrepeso y distintos grados de obesidad.

Determinar la asociacion de la vitamina D con diferentes componentes del sindrome
metabdlico en pacientes con diabetes mellitus tipo 2. Estudiar el efecto de la mejoria del

control glucémico sobre las concentraciones de vitamina D.

Estudiar la relacion existente entre la hiperlipemia familiar combinada y el déficit de

vitamina D. Estudiar el efecto de la mejoria del control lipidico sobre las concentraciones

de vitamina D.
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I. ESTUDIOS INCLUIDOS

En esta tesis se incluyen los datos y resultados de 3 estudios destinados a valorar la relacién

existente entre la vitamina D y el sindrome metabdlico y sus componentes:

1) Estudio en pacientes con sobrepeso u obesidad (estudio Obesidad-VitD): Incluye un
unico estudio transversal.

2) Estudio en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (Estudio DM2-VitD): Incluye un estudio
transversal y un estudio longitudinal.

3) Estudio en pacientes con hiperlipemia familiar combinada (estudio HFC-VitD): Incluye un

estudio transversal y un estudio longitudinal.

Todos los estudios fueron aprobados por el comité ético del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y

todos los pacientes firmaron un consentimiento informado.
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Il. PACIENTES

1- Pacientes incluidos en el estudio Obesidad-VitD

Se estudiaron 343 pacientes con sobrepeso u obesidad que acudieron consecutivamente a la
consulta de obesidad durante los meses de menor exposicion solar (octubre-abril) entre los afios
2003 y 2006. Los criterios de exclusion incluyeron la presencia de malabsorcion o cirugia
bariatrica previa, alergias al sol, insuficiencia renal o hepatica, alteraciones en la homeostasis del
calcio, tratamiento con calcio, derivados de la vitamina D, rifampicina o antiepilépticos y mujeres

en la menopausia.

2- Pacientes incluidos en el estudio DM2-VitD

Se seleccionaron a 122 pacientes consecutivos con diabetes mellitus tipo 2 que acudieron a la
clinica de diabetes del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau para optimizar el control glucémico
entre los afos 2007 y 2008. Los pacientes inicialmente fueron incluidos en un estudio sobre el
metabolismo de las lipoproteinas y la inflamacion en la diabetes. En 2010, se recuperaron los
pacientes con suero congelado disponible para realizar las determinaciones de calcidiol y se
excluyeron aquellos pacientes que estuvieran en tratamiento con suplementos de calcio y/o

vitamina D. El numero final de pacientes incluidos en el analisis fue de 63.

3- Pacientes incluidos en el estudio HFC-VitD

Se seleccionaron 113 pacientes con hiperlipemia familiar combinada (HFC) que acudieron a la
clinica de lipidos del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau para optimizar el control lipidico entre
los anos 2007 y 2008 y 54 controles sanos normoglucémicos y normolipémicos. Los sujetos
fueron incluidos en un estudio acerca del metabolismo de las lipoproteinas y la inflamacion en la

HFC. Los criterios de seleccién de los pacientes con HFC fueron la presencia de concentraciones
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de cLDL vy triglicéridos por encima del percentil 90 de la poblacién espanola de referencia,

(9 En presencia de

ajustado por edad y sexo y en ausencia de tratamiento para la dislipemia
diabetes tipo 2 se requiri6 ademas concentraciones de cLDL > 4.14 nmol/L. Los criterios de
exclusion fueron la presencia de causas secundarias de dislipemia.

En 2010, se recuperaron los sujetos con suero congelado disponible para realizar las
determinaciones de calcidiol y se excluyeron aquellos pacientes que estuvieran en tratamiento con

suplementos de calcio y/o vitamina D. El numero final de sujetos incluidos en el analisis fue de 59

pacientes con HFC y 48 controles.
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lll. DISENO DE LOS ESTUDIOS

1- Diseilo del estudio Obesidad-VitD

Las caracteristicas del estudio fueron las de un estudio observacional transversal.

A los 343 pacientes incluidos se les realizé6 una valoracién clinica en una unica visita y una
determinacion analitica. A partir de los datos obtenidos, se clasificé a los pacientes en los
distintos grupos de sobrepeso u obesidad y se determind la presencia o no de sindrome
metabdlico.

Se analizé la relacion del estado de la vitamina D (presencia de hipovitaminosis D o
concentraciones normales de vitamina D) con el grado de obesidad y con la presencia de
sindrome metabdlico y la insulinorresistencia.

En este estudio no se realizé ningun tipo de intervencion diagndstica o terapéutica adicional a las

propias de la practica clinica habitual.

2- Diseio del estudio DM2-VitD

Como se ha comentado, en los pacientes con diabetes se realizé un estudio transversal y otro
longitudinal.

- Estudio transversal: A los 63 pacientes incluidos en este estudio se les habia realizado una
visita de estudio y una determinacion analitica. Se analiz6 la relacion del estado de la
vitamina D (presencia de hipovitaminosis D o concentraciones normales de vitamina D)
con las caracteristicas clinicas de la diabetes, y los parametros antropométricos,
inflamatorios y lipoproteicos.

- Estudio longitudinal: De los 63 pacientes incluidos en el estudio transversal, 20 pacientes
con mal control crénico de su diabetes (definido como presencia de cifras de hemoglobina

glicosilada (HbA1c) > 7,5%) fueron analizados antes y después de optimizar el control
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glucémico durante un minimo de 1,5 meses. Se analizaron los cambios en las
concentraciones de la vitamina D tras la optimizacioén del perfil glucémico y su relacion con
los cambios en los parametros del control glucémico, antropométricos, lipidicos e
inflamatorios. Las estrategias implementadas para mejorar el control glucémico fueron las

propias de la practica clinica habitual.

3- Diseno del estudio HFC-VitD

Como se ha comentado, en los pacientes con HFC se realizd un estudio transversal y otro
longitudinal.

- Estudio transversal: A los 59 pacientes y los 48 controles sanos incluidos en el estudio
transversal se les habia realizado una visita clinica de estudio y una determinacion
analitica. Se analizé la influencia de la presencia o ausencia de HFC sobre las
concentraciones de vitamina D. Ademas, se analizd la posible relacién entre las
concentraciones de la vitamina D y los parametros antropomeétricos, lipidicos, inflamatorios
y de resistencia a la insulina.

- Estudio longitudinal: Se incluyeron 20 de los 59 pacientes del estudio transversal de los
qgue se disponia de informacion sobre las concentraciones de calcidiol antes y después de
iniciar tratamiento para la dislipemia segun la practica clinica habitual. Se realizé una
visita clinica y analitica basal (sin ningun farmaco para la dislipemia) y otra visita clinica y
analitica tras un minimo de 8 semanas de haber iniciado las medidas oportunas dirigidas a
mejorar la dislipemia. Se analizaron los cambios en las concentraciones de calcidiol y su
relaciéon con los cambios en los parametros antropométricos, lipidicos, inflamatorios y de

resistencia a la insulina.
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IV. METODOLOGIA

1- Historia clinica

Se reviso la historia clinica de todos los pacientes con el objetivo de recoger datos acerca de los

antecedentes personales y familiares, patologias concomitantes y tratamientos.

2- Recogida de datos y creacion de la base de datos

La recogida de los datos se realizé en el momento de la visita de estudio gracias a la creacion
previa de cuestionarios en papel adecuados para cada una de las tres patologias objeto de
estudio (sobrepeso-obesidad, diabetes tipo 2 e HFC). A posteriori, se completaron los
cuestionarios con la informacion obtenida de la historia clinica y se traspasé la informacion a tres

bases de datos creadas con el programa SPSS (SPSS.Inc) para su posterior explotacion.

3- Medidas antropométricas y tensién arterial

Se recogieron el peso, la talla y el IMC calculado como IMC = peso (Kg)/talla (m)?. El perimetro
de cintura se midié tomando como referencia el borde superior de la cresta iliaca, de acuerdo con
la técnica definida por el NIH %2

En funcion del IMC, se clasificé a los pacientes en diferentes grados de sobrepeso-obesidad,

atendiendo a la clasificacion de la OMS (Tabla 5).

Tabla 5: Clasificacion de la obesidad segun la OMS

IMC (Kg/m®)
Peso insuficiente <18.5
Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25-29.9
Obesidad grado | 30-34.9
Obesidad grado Il 35-39.9
Obesidad grado Il > 40

OMS = Organizaciéon Mundial de la Salud
IMC = indice de masa corporal
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La tension arterial se midié con esfigmomandmetro en dos ocasiones separadas y en posicién de

sedestacion tras un descanso de 5 minutos.

4- Definicién de sindrome metabdlico

En el estudio Obesidad-VitD el sindrome metabdlico se defini6 de acuerdo a los criterios del ATP

Il modificados '" (tabla 6).

Tabla 6: Criterios de sindrome metabdlico segun ATP-lll modificado

Perimetro de cintura > 102 cm en hombres
> 88 cm en mujeres

Triglicéridos > 150 mg/dL

Colesterol HDL <40 mg/dL en hombres
< 50 mg/dL en mujeres

Tension arterial > 130/85 mmHg

Glucemia plasmatica en ayunas > 100 mg/dL

Son necesarios 3 de los 5 criterios para la definicion de sindrome metabdlico.
ATP-IlI: Adult Treatment Panel llI

5- Determinaciones analiticas

Todas las determinaciones analiticas se realizaron tras ayuno nocturno, tanto para la obtencién de
la bioquimica general, el calcidiol, la insulina, los parametros lipidicos y los inflamatorios. El perfil
lipidico basico y la analitica general se obtuvieron tras el analisis de muestras frescas. Todos los
demas andlisis se realizaron con muestras de plasma conservadas en acido
etilendiaminotetraacético y congeladas a -80 ° C.

Para minimizar la variabilidad interensayo, las muestras del mismo sujeto se analizaron en la
misma tanda experimental.

Es interesante remarcar que datos de estudios previos demuestran que el calcidiol es estable

durante mas de 10 afios almacenado en plasma congelado %%
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5.1.- Medicién de la insulinorresistencia

Las concentraciones de insulina en suero se midieron mediante un procedimiento automatizado
qguimioluminiscente de inmunoanalisis en fase sélida (Immulite 2000, Diagnostic Products Corp.,
Los Angeles, CA). El método presentaba menos del 8% de reactividad cruzada con la proinsulina
y una imprecision analitica total de 7,5 % para valores entre 55y 2100 pmol/L (7,7 y 291 pUl/mL).

Como medida de insulinorresistencia se utilizd el Homeostasis Model Assessment (HOMA),

calculado como (glucosa (mmol/L) - insulinemia (uUl/mL))/22.5) ("4,

5.2.- Determinacién de la concentracion de calcidiol y definicion de estado de la vitamina D

Las concentraciones de calcidiol se determinaron con métodos distintos en el primer estudio y el
segundo y tercero, dado que en 2010 el laboratorio del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
cambié el método de RIA por un EIA:

- Maétodo utilizado en el estudio Obesidad-VitD: RIA comercial (Incstar Corp., Stillwater, MN,
EE.UU.), con un rango normal de 25 a 150 nmol/L. Los coeficientes de variacioén intra- e
interensayo 25(0OH)D fueron 7% y 14 %, respectivamente, para unas concentraciones
medias de 47 nmol/L y un rango de normalidad entre 25 y 150 nmol/L.

- Método utilizado en los estudios DM2-VitD y HFC-VitD: EIA comercial (Immunodiagnostic
Systems Ltd (IDS), Boldon, UK). Los coeficientes de variacion intra- e interensayo
25(OH)D fueron <6,8 % y <8,8 %, respectivamente, para las concentraciones medias entre

38 y 164 nmol/L. La sensibilidad analitica era 5 nmol/L.

El estado de la vitamina D se definié segun los criterios de Lips ©® en el estudio Obesidad-VitD

(tabla 7), considerando hipovitaminosis D (suma de déficit e insuficiencia) a los niveles de calcidiol

=< 50 nmol/L.
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Tabla 7: Clasificacion del estado de la Vitamina D segtiin L

Calcidiol Déficit Insuficiencia Normal
nmol/L <25 25-50 > 50
ng/mL <10 10-20 > 20

En los estudios DM2-VitD y HFC-VitD, sin embargo, se definié hipovitaminosis D como la
presencia de concentraciones de calcidiol < 80 nmol/L, dada la creciente literatura que en los
ultimos afios apoya un valor entre 70 y 80 nmol/L %7,

La diferente técnica utilizada para el analisis de la vitamina D y el diferente punto de corte para la
definicién de hipovitaminosis D no permiten establecer comparaciones acerca de la prevalencia de

hipovitaminosis D entre los pacientes incluidos en los tres estudios. Sin embargo, no afectan a la

interpretacién de los resultados en cada estudio individual.

5.3.- Determinacién de los parametros lipidicos

El perfil lipidico incluyd el colesterol total y los triglicéridos, el colesterol VLDL (cVLDL), colesterol
LDL (cLDL), colesterol HDL (cHDL), los acidos grasos libres (AGL), la apolipoproteina B (ApoB),
las apolipoproteinas Al (ApoA-1) y All (ApoA-Il). Todos los reactivos se adquirieron de Roche
Diagnostics GmbH, Basilea, Suiza, excepto AGL que fueron de Wako Chemicals, Neuss,
Germany y apolipoproteina All que fueron de Kamiya, Seattle, USA. El colesterol en las
fracciones de lipoproteinas se midié utilizando un método directo para cuantificar cHDL (HDL-C
plus; Roche Diagnostics GmbH) o mediante ultracentrifugacion cuando la concentracién de
triglicéridos fue superior a 3 mmol/L, de acuerdo con las recomendaciones del NCEP (ATPIIl) ©y
como se describe en un estudio previo *. Todos los métodos se realizaron en un autoanalizador

Hitachi 917.

Para la determinacion de la composicion de las particulas HDL, éstas se aislaron por
ultracentrifugacion secuencial en el intervalo de densidad de 1.063-1.210 g/ml, utilizando

soluciones de KBr. Todas las etapas se realizaron a 4 ° C y todas las soluciones de KBr contenian
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1 mmol/l EDTA y 2 umol/L BHT para evitar la oxidacién de las muestras. En la figura 6 se muestra
el proceso de esta ultracentrifugacion secuencial. La composicion de HDL se determiné midiendo
el contenido de colesterol (Roche), triglicéridos (Roche), fosfolipidos (Wako), ApoA-I (Roche) y

ApoA-Il (Kamiya), usando métodos comerciales adaptados a un autoanalizador Hitachi 917.

fVLDL f IDL f LDL /HDL

20 horas 20 horas 20 horas 20 horas
36000 rpm 36000 rpm 36000 rpm 36000 rpm
4C 4C 4C 4C
1.006 g/ml +KBr +KBr +KBr
1.019 g/ml 1.063 g/ml 1.210 g/ml LPDS

ULTRACENTRIFUGACION SECUENCIAL
EN ROTOR DE ANGULO FIJO

Figura 6: Proceso de ultracentrifugacion secuencial utilizado para el aislamiento de las particulas HDL.

El tamafio de las LDL se determind mediante un gel de electroforesis con gradiente de

poliacrilamida no desnaturalizante (2% a 16%), usando como patréon una mezcla de suero con

(%) Un ejemplo de

varias bandas de LDL de tamafio conocido, como se ha descrito previamente
electroforesis en poliacrilamida para determinar este tamafo de las particulas LDL se muestra en

la figura 7.
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Figura 7: Electroforesis en gradiente (2-16%) de poliacrilamida utilizada en la determinacién del tamafo de
las particulas LDL.

El porcentaje de LDL electronegativa (LDL-) se determiné a partir de LDL total por cromatografia
de intercambio aniénico en una columna MonoQ HR 5/5 (GE healthcare, Uppsala, Suecia),

utilizando un gradiente de cloruro de sodio, tal como se ha descrito previamente (%"

y se muestra
en la figura 8. En breve resumen, las particulas LDL se dializaron frente a tampoén A (1 mmol/L de
EDTA y 10 mmol/L de Tris-HCL (pH 7,4)) mediante cromatografia de filtracion en gel (Columna
PD10, G25M; Pharmacia). El tampon A y un tampén B (constituido por 1 mol/L de NaCl, 1mmol/L
EDTA y 10 mmol/L de Tris-HCL (pH 7,4)), se utilizaron como eluyentes de la cromatografia. La
LDL se eluyé a 1ml/min durante 10 minutos con un gradiente lineal de 0-0.1 mol/L de NaCl,
seguido por un procedimiento de gradiente de varios pasos: 10-20 minutos con NaCl a 0,25 mol/L,
20-28 minutos con NaCl a 0,6 mol/L, 28-35 minutos con NaCl a 1 mol/L y 35-40 minutos a NaCl 0
mol/L. Dos formas de LDL, una mayoritaria llamada LDL(+) (elucién a 0,2 mol/l) y una forma
minoritaria llamada LDL- (elucion a 0,3 mol/L) difirieron en la carga y se identificaron a 280 nm.

Su proporcién relativa se cuantificé mediante la integracién por picos '9/198),
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Figura 8: Cuantificacién del porcentaje de LDL electronegativa en cromatografia de intercambio anidnico y
utilizando un gradiente de cloruro de sodio.

La LDL oxidada (LDL ox) y la LDL glicosilada (LDL glicada) se cuantificaron mediante ensayo por

(199) (Oxidized LDL; Mercodia, Uppsala, Suecia y Glycacor;

inmunoabsorcién ligado a enzimas
Exocell, Philadelphia USA, respectivamente), segun las instrucciones del fabricante.

La lipoproteina a (Lpa) se midid mediante un ensayo turbidimétrico utilizando un método comercial
(Quantia Lp(a), Abbott, lllinois, USA) con un limite de deteccién de 70mg/L.

Finalmente, la actividad paroxonasa/arilesterasa 1 (PON1) se cuantificé a partir de muestras
conservadas en EDTA vy utilizando acido fenilacético como sustrato. En breve resumen, 2 uL de
suero se incubaron con 200 uL de tampdn (20 mmol /L de Tris-HCI, 2 mmol /L CaCl,, pH 8,0) que
contenia 3 mmol/L de acido fenilacético (23 ul de acido fenilacético en 50 mL de tampédn de
ensayo). Con este tampodn se midio la actividad arilesterasa sensible a EDTA especifica de PON1.
No obstante, dado que existen en plasma otras actividades arilesterasa resistentes a EDTA, la
actividad especifica de PON1 se midié en paralelo, utilizando el mismo tampdn pero con 2 mmol/L

de EDTA en lugar de CaCl,. La cinética enzimatica se monitorizé a 270 nm durante 10 minutos a

25°C (coeficiente de extincion molar a 270 nm del fenol ¢70=1,310 M cm'1) en placas de micro-
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titer de 96 pocillos para la deteccién en UV (Greiner). La actividad se calculé a partir de la

ecuacion [(Aabs/min) * final vol) / (1,310 * sample vol)] y se expresé como pumol/min*mL.

5.4.- Determinacién de marcadores de inflamacién y adipoquinas

Las determinaciones de marcadores de inflamacién y adipoquinas incluyeron la proteina C
reactiva (PCR), interleucina 6 (IL-6), proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP1), factor de
crecimiento transformante f (TGFpB), leptina y adiponectina. La PCR se midi6 por un método
comercial de alta sensibilidad (hsCRP, Roche Diagnostics) en un autoanalizador Hitachi 917. IL-6,
MCP1, TGF, leptina y adiponectina se cuantificaron mediante ELISA de Bender Medsystems (IL-6,

MCP1y TGFB) o de R&D (leptina y adiponectina).

6- Estadistica

El analisis estadistico se realizo con los paquetes estadisticos SPSS 17.0 y 18.0 (SPSS Inc.).

La normalidad de los datos se analizé6 mediante el test de Kolmogorov-Smirnov para muestras con
mas de 30 sujetos o con el test de Shapiro-Wilk para muestras con menos de 30 sujetos. En todos
los casos se establecié como umbral de significacién una p < 0.05. Las variables cualitativas se
expresan como porcentaje (%) y numero de casos (n). Las variables cuantitativas de distribucion
normal se expresan como media y desviacion estandar y las de distribucién no normal se
expresan como mediana y rango.

La relacién entre variables cualitativas se analiz6 mediante la prueba Chi-cuadrado. Las pruebas
T-Student y Mann-Whitney se utilizaron para estudiar las diferencias entre muestras
independientes. En los casos en que se analizaron la relacion entre dos variables cuantitativas, se
utilizaron el coeficiente de Pearson o Spearman, en funcién de la distribucién de las variables

incluidas en el analisis.
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Para estudiar la relacion de varias variables independientes sobre una variable dependiente se
utilizaron el analisis de regresion logistica simple y multiple (con método en pasos hacia atras) y el
anadlisis de la varianza (ANOVA) y de la covariancia (ANCOVA). En el analisis de regresion
logistica, la bondad de ajuste se evalué segun el test de Hosmer-Lemeshow y el indice de
discriminacion mediante la curva ROC. Por otra parte, las variables de distribucion no normal
fueron trasformadas a logaritmo (log10) previo a la inclusion en la ANOVA. Asimismo, se
comprobd6 la normalidad de las variables incluidas en la ANOVA mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov y se comprobd la homogeneidad de variancias mediante la prueba de contraste de
Levéne.

Finalmente, en el caso de los estudios longitudinales, se utilizd la prueba T para muestras

pareadas, el test de Wilcoxon y los analisis de correlacion de Spearman y de Pearson.
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. RESULTADOS DEL ESTUDIO OBESIDAD-VITD

Este estudio se disend para determinar la relacion entre el sindrome metabdlico, el grado de
obesidad y la insulinorresistencia con la presencia de hipovitaminosis D. Para ello se estudiaron
343 sujetos con diferentes grados de sobrepeso y obesidad. Las caracteristicas clinicas y
bioquimicas de los pacientes se muestran en la tabla 8. Todos los sujetos eran caucasicos.

Disponiamos de informacion acerca de la edad, parametros antropométricos, presencia de
sindrome metabdlico y calcidiol en la totalidad de los pacientes, mientras que la informacion

acerca de la insulinemia y el indice HOMA estaba presente en 250 (73%) pacientes.

Tabla 8: Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los 343 pacientes con sobrepeso y obesidad.

Edad (afios) 42 + 11
Hombres (%(n)) 34.1 (117)
Peso (Kg) 87 (52.8-180)
IMC (Kg/m2) 32.1 (25.0-67.8)
-25-29.9 (%(n)) 34.1 (119)
-30-34.9 (%(n)) 28.9 (99)
-35-39.9 (%(n)) 15.2 (52)

->40 (%(n)) 21.3 (73)
Cintura (cm) 104 (78-155)
Sindrome metabdlico (%(n)) 13.4 (46)
Hipovitaminosis D (%(n)) 52 (182)
Glicemia (nmol/L) 4.9 (3.1-16.6)
Insulinemia (uUl/mL) 10.8 (2.1-53.6)
HOMA 2.31(0.38-15.0)
Calcidiol (nmol/L) 47.8 (10.3-189.8)

Los datos se presentan como media + DE, mediana (rango) o % y numero de pacientes.
Hipovitaminosis D se definié como niveles de calcidiol < 50 nmol/L
HOMA = Homeostasis Model Assesment

1- Comparacion de los pacientes con y sin sindrome metabélico

Los pacientes que presentaban sindrome metabdlico (13.4%) tenian mayor edad (51 + 9 vs. 41 +
11 afios; p= 0.000), mayor IMC (36.8 (25.0-56.9) vs. 31.6 (25.0-67.8) Kg/m? p=0.000), mayor
circunferencia de cintura (115 (92-150) vs. 103 (78-155) cm; p=0.000) y mayor indice HOMA (4.8
(1.8-15.0) vs. 2.2 (0.4-13.1); p=0.000). Por otra parte, las concentraciones de calcidiol fueron

menores en los pacientes con sindrome metabdlico, comparado con los pacientes sin sindrome
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metabdlico (37.8 (25.0-67.0) vs. 51.2 (10.3-189.8) nmol/L; p= 0.001) de manera que el 78.3% de
los sujetos con sindrome metabdlico y el 49,2% de los sujetos sin sindrome metabdlico
presentaron hipovitaminosis D (p=0.000). A pesar de que sabemos que pacientes con elevados
indices de exposicién solar pueden presentar concentraciones de calcidiol > 200 nmol/L %,
incluso tras excluir los dos sujetos con concentraciones de calcidiol >150 nmol/L presentes en el

grupo de pacientes sin sindrome metabdlico, las diferencias siguieron siendo significativas.

2- Comparacion de los pacientes con hipovitaminosis D (calcidiol £ 50 nmol/L) y sin

hipovitaminosis D (calcidiol > 50 hmol/L)

Comparado con los pacientes con niveles normales de calcidiol, los pacientes con hipovitaminosis
D (52%) tenian mayor IMC (34.9 (25.0-67.8) vs. 30.6 (25.3-53.5) Kg/m?% p=0.000), mayor
circunferencia de cintura (110 (81-155) vs. 101 (78-150) cm; p=0.000) y mayor indice HOMA (2.6
(0.5-13.1) vs. 2.3 (0.4-15.0); p=0.021). La proporcién de pacientes con sindrome metabdlico fue
mayor en los pacientes con hipovitaminosis D que en los pacientes con niveles normales de
vitamina D (19,8% vs 6,2%; p =0.000). No hubieron diferencias en cuanto a la edad de los
pacientes con o sin hipovitaminosis D. El porcentaje de varones en el grupo de hipovitaminosis D
fue superior que en el grupo de pacientes con concentraciones normales de vitamina D (47.3

vs.19.3%; p= 0.000).

3- Distribucién del estado de la vitamina D en funcién del grado de obesidad y la presencia
de sindrome metabdlico

La distribucion del estado de la vitamina D segun el grado de obesidad se muestra en la tabla 9.
Observamos que la proporcion de pacientes con hipovitaminosis D aumenta a medida que se

incrementa el grado de obesidad.
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Tabla 9: Distribucion del estado de la vitamina D segtn el grado de obesidad.

Grado de obesidad Estado de la Vitamina D
Normal Hipovitaminosis D
Sobrepeso 58 % 42 %
(n=69) (n=50)
Obesidad grado | 57.6 % 42.4 %
(n=57) (n=42)
Obesidad grado Il 44.2 % 55.8 %
(n=23) (n=29)
Obesidad grado Il 16.4 % 83.6 %
(n=12) (n=61)
Total 46.9 % 53.1%
(n=161) (n=182)

Datos presentados como porcentaje y numero de pacientes para cada grado de obesidad.
P=0.000, segun test Chi-cuadrado.
Hipovitaminosis D definida como niveles de calcidiol < 50 nmol/L.

En la tabla 10 se muestra la distribucion del estado de la vitamina D considerando conjuntamente
el grado de obesidad y la presencia o ausencia de sindrome metabdlico. Como ya hemos
comentado, los pacientes con sindrome metabdlico presentaban mayor prevalencia de
hipovitaminosis D que los pacientes sin él (78.3% vs. 49.2%; p=0.000). Ademas, podemos
observar que en los pacientes sin sindrome metabdlico la hipovitaminosis D era predominante
Unicamente en los pacientes con IMC > 35 Kg/m?% sin embargo, en los pacientes con sindrome
metabdlico, la proporcion de pacientes con hipovitaminosis D predominaba en todos los grupos

de obesidad.

Tabla 10: Distribucion del estado de la vitamina D considerando el grado de obesidad y la presencia o no de

sindrome metabodlico

Ausencia de sindrome metabolico Presencia de sindrome metabdlico

IMC (Kg/m®) Normal Hipovitaminosis D Normal Hipovitaminosis D
25-29.9 22.9% 15.4% 2.2% 8.7%

(n=68) (n=46) (n=1) (n=4)
30-34.9 18.2% 10.4% 6.5% 23.9%

(n=54) (n=31) (n=3) (n=11)
35-39.9 6.7% 8.4% 6.5% 8.7%

(n=20) (n=25) (n=3) (n=4)
> 40 3.0% 14.8% 6.5% 37%

(n=9) (n=44) (n=3) (n=17)
Total 50.8% 49.2% 21.7% 78.3%

(n=151) (n=146) (n=10) (n=36)

Datos expresados como porcetaje total y numero de pacientes para los grupos de sujetos con y sin sindrome metabdlico
Hipovitaminosis D definida como niveles de calcidiol < 50 nmol/L.
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4- Factores asociados a la hipovitaminosis D

Se realizd un analisis de regresion logistica multiple con pasos hacia atras donde la
presencia/ausencia de hipovitaminosis D fue la variable dependiente y la presencia/ausencia de
SM, el grado de obesidad, el indice HOMA vy el sexo fueron las variables independientes. A pesar
de que la edad no fue diferente en los pacientes con o sin hipovitaminosis D, se introdujo como
covariable. Para la introduccion del indice HOMA en la regresion logistica, se categorizé esta
variable en tres grupos de acuerdo con los limites superiores de los cuartiles 1 y 3 como puntos de
corte. Se analizaron las interacciones del sindrome metabdlico con el grado de obesidad y el
indice HOMA. Por otra parte, a pesar de que los perimetros de cintura fueron diferentes en los
grupos con y sin hipovitaminosis D, esta variable no se incluyd en el analisis por presentar una
elevada colinealidad con el IMC en los test de colinealidad. El analisis se llevé a cabo con los 250
pacientes de los que disponiamos de toda la informacién. El test de Hosmer-Lemeshow no mostro
diferencias significativas entre los valores observados y los esperados (p=0,492), denotando una
adecuada bondad de ajuste. Los resultados mostraron una ausencia de interacciones entre el
sindrome metabdlico y el grado de obesidad o el indice HOMA en su asociacion con la
hipovitaminosis D. Como observamos en la tabla 11, unicamente el sexo, la presencia del
sindrome metabdlico y el grado de obesidad fueron las variables asociadas a la presencia de

hipovitaminosis D.

Tabla 11: Variables relacionadas con la presencia de hipovitaminosis D en sujetos con sobrepeso-obesidad

)

Significacién (p) Odds ratio IC 95

Sexo: 0.010

- Mujer (n=171) Referencia

- Hombre (n=79) 2,6 1.5-4.8
Sindrome metabdlico 0,038

-No (n=219) Referencia

- Si(n=31) 25 1.1-6.0
Grado de obesidad 0,015

-Sobrepeso (n= 87) Referencia

-Obesidad grado | (n= 84) 0.8 0.4-1.6
-Obesidad grado ll(n=41) 1.3 0.6-2.9
-Obesidad grado Il (n= 38) 3.7 1.5-9.5

Resultados del ultimo paso de la regresion logistica multiple con hipovitaminosis D como variable dependiente y SM, grado de
obesidad, indice HOMA, sexo y edad, como variables independientes.
Hipovitaminosis D definida como niveles de calcidiol < 50 nmol/L.
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Dado que la introducciéon de la variable HOMA en el modelo de regresion logistica, limitaba
nuestro analisis a 250 pacientes, procedimos a realizar de nuevo el analisis de regresion logistica
multiple, introduciendo unicamente el sexo, el grado de obesidad y la presencia/ausencia de
sindrome metabdlico como variables independientes. Esto nos permitié poder incluir la totalidad
de la muestra (n=343) en el analisis, dado que disponiamos de informacion acerca del grado de
obesidad y de la presencia/ausencia de sindrome metabdlico en todos los pacientes. En este
caso, el test de Hosmer-Lemeshow también observd una bondad de ajuste buena (p=0.514). Los

resultados de la prueba se muestran en la tabla 12.

Tabla 12: Variables relacionadas con la presencia de hipovitaminosis D en sujetos con sobrepeso-obesidad

(n= 343)

Significacién (p) Odds ratio IC 95
Sexo: 0.000
- Mujer (n=226) Referencia
- Hombre (n=117) 2.8 (1.7-4.8)
Sindrome metabdlico 0,011
-No (n=219) Referencia
- Si(n=31) 27 1.3-6.1
Grado de obesidad 0,001
-Sobrepeso (n= 87) Referencia
-Obesidad grado | (n= 84) 0.8 0.5-1.5
-Obesidad grado ll(n=41) 1.3 0.7-2.7
- Obesidad grado Il (n= 38) 4.0 1.8-8,6

Resultados de la regresién logistica multiple con hipovitaminosis D como variable dependiente y SM y grado de obesidad como
variables independientes.
Hipovitaminosis D definida como niveles de calcidiol < 50 nmol/L.

Con el objetivo de analizar si el conocimiento del grado de obesidad y de la presencia de
sindrome metabdlico nos permite tener una idea fiable acerca de la presencia de hipovitaminosis
D, realizamos una curva ROC (indice de discriminacion), partiendo del ultimo modelo de regresion
logistica que incluyd unicamente el sexo, grado de obesidad y la presencia/ausencia de sindrome
metabdlico como variables independientes. Esta curva ROC muestra un area bajo la curva (AUC)
de 0.723 (IC 0.670-0.777). EI AUC obtenido analizando el grado de obesidad por separado fue
0.657 (IC 0.600-0.715; p=0.000), el obtenido al analizar aisladamente el sindrome metabdlico fue
0.568 (IC 0.507-0.628; p=0.030) y el obtenido al analizar aisladamente el sexo fue 0.640 (0.682-

0.798; p=0.000). El resultado grafico se muestra en la figura 9.
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Figura 9: Curva ROC para determinar la discriminacién del conocimiento del sexo, el grado de obesidad, el
sindrome metabdlico y de las tres variables a la vez sobre la prediccidn de la presencia de hipovitaminosis D.
SM: sindrome metabdlico.

Como hemos comentado, la variable HOMA no resultd significativa en el analisis de regresion
logistica multiple, a pesar de verse asociada a la presencia de hipovitaminosis D cuando se realiza

una regresion logistica simple con el indice HOMA categorizado como Unica variable

independiente (tabla 13).

Tabla 13: Asociacion del indice HOMA con la hipovitaminosis D en sujetos con sobrepeso-obesidad (n=250)

Significacién (p) Odds ratio IC 95
HOMA 0.04
| (HOMA 0.4-1.5) (n=63) Ref.
[I(HOMA 1.5-3.7) (n=125) 1.0 0,5-1,8
II(HOMA 3.7-15.0) (n=62) 2.1 1.1-4.3

Resultados de la regresion logistica simple con hipovitaminosis D como variable dependiente indice HOMA categorizado en funcion
del limite superior de los cuartiles 1 y 3 como variable independiente.

HOMA= Homeostasis Model Assessment.

Hipovitaminosis D se refiere a niveles de calcidiol < 50 nmol/L.
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Finalmente, con el objetivo de evaluar la influencia del perimetro de cintura en vez del grado de
obesidad sobre la presencia de hipovitaminosis D, realizamos un analisis de regresion logistica
multiple con la presencia/ausencia de sindrome metabdlico, el perimetro de cintura y el sexo como
variables independientes. Igual que en el caso del indice HOMA, para la introduccion del
perimetro de cintura en la regresion logistica, se categorizé esta variable en tres grupos de
acuerdo con el limite superior de los cuartiles 1 y 3 como puntos de corte. Se observé una
asociacion de las tres variables con la presencia de hipovitaminosis D, sin observarse interaccion
entre ellas (tabla 14). El test de Hosmer-Lemeshow también mostré una bondad de ajuste buena

(p=0.356).

Tabla 14: Relacion del perimetro de cintura y del sindrome metabédlico con la presencia de hipovitaminosis D

en sujetos con sobrepeso-obesidad (n= 343)

Significacién (p) Odds ratio IC 95
Sexo: 0.000
- Mujer (n=226) Referencia
- Hombre (n=117) 2.8 1.7-4.9
Sindrome metabdlico 0.008
-No (n=219) Referencia
- Si(n=31) 2.9 1.3-6.2
Perimetro de cintura 0.000
-l (cintura 78-95) (n=76 Referencia
-l (cintura 95-117) (n= 178 1.5 0.8-2.7
- |1l (cintura 117-155) (n= 89) 5.1 2.4-10.7

Resultados de la regresién logistica multiple con hipovitaminosis D como variable dependiente y sindrome metabdlico y perimetro
de cintura como variables independientes.
El perimetro de cintura se muestra categorizado en funcién del limite superior de los cuartiles 1y 3.
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Il. RESULTADOS DEL ESTUDIO DM2-VITD

Este estudio se disefidé para determinar la relacién de la hipovitaminosis D con los parametros
relacionados con el sindrome metabdlico y con el control glucémico en sujetos con diabetes tipo 2.
Para ello realizamos un estudio transversal con 63 pacientes con diabetes tipo 2 y un estudio
longitudinal en un subgrupo de 20 pacientes antes y después de la optimizacién del control

glucémico.

1- Resultados del estudio transversal

Las caracteristicas clinicas y antropométricas de los 63 sujetos con diabetes mellitus tipo 2
incluidos en el analisis transversal se muestran en la tabla 15. Todos los sujetos eran caucasicos.

Las concentraciones medias de calcidiol fueron 63.6 £ 25.5 nmol/L, de manera que un 25.4% de
los sujetos presentaban concentraciones normales de vitamina D, mientras que un 74.6%
presentaban hipovitaminosis D, definida ésta por concentraciones de calcidiol = 80 nmol/L.

Tras dividir el afio en dos periodos de 6 meses en funcién del grado de exposicion solar, se
observé que las determinaciones analiticas de estudio fueron realizadas en la época de menor
exposicion solar (noviembre-abril) en 48 sujetos (76.2%) y en la época de mayor exposicioén solar
(mayo-octubre) en 15 pacientes (23.8%). No hubieron diferencias significativas en las
concentraciones de calcidiol segun el periodo de exposicion solar, siendo la concentracién media
de calcidiol en la época de menor exposicién solar de 62.2+25.9 nmol/L y en la época de mayor

exposicion solar de 68.2+24.4 nmol/L.
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Tabla 15: Caracteristicas clinicas y antropométricas de los 63 pacientes con diabetes mellitus tipo 2 incluidos

en el estudio transversal

Edad (afios) 60+9.8
Sexo (% hombres(n)) 69.8 (44)
IMC (Kg/m®) 30.3+5.6
Sobrepeso u obesidad (%(n)) 63.5 (40)
Perimetro de cintura (cm) 105.1+13.6
Duracion de la diabetes (afios) 11.54£9.5
HbA1c (%) 9.4+2.1
Complicaciones de la diabetes (%(n)):

- Retinopatia 41.3 (26)

- Nefropatia 34.9 (22)

- Polineuropatia 38.1 (24)

- Cardiopatia isquémica 12.7 (8)

- EVC 4.8 (3)

- EVP 14.3 (9)
Tratamiento para la diabetes (%):

- Ninguno 17 (11)

- Agentes orales 16 (10)

- Agentes orales + insulina 32 (20)

- Insulina 35 (22)
Tratamiento antihipertensivo (%(n)) 66.7 (42)
Farmacos hipolipemiantes (%(n)) 36.5 (23)

Datos expresados como media+ DE 6 %(n)
IMC= indice de masa corporal

HbA1c= hemoglobina glicosilada

EVC= enfermedad vascular cerebral

EVP= enfermedad vascular periférica

1.1- Comparacién de los pacientes con hipovitaminosis D (calcidiol = 80 nmol/L) v sin
hipovitaminosis D (calcidiol > 80 nmol/L)

Edad y Sexo:

No se observaron diferencias en la edad (59.6£10.2 vs. 61.11£8.7 afos; p=0.599) y el sexo (70.2

vs. 68.8 % hombres; p=0,912) en los pacientes con o sin hipovitaminosis D.

Parametros antropométricos:

El IMC y el porcentaje de pacientes con sobrepeso u obesidad (pacientes con IMC > 25 Kg/m?),
fueron superiores en los pacientes con hipovitaminosis D frente a los pacientes con

concentraciones normales de vitamina D (31.2+5.7 vs. 27.7+4.4 Kg/m?p= 0.03 y 72.3 vs. 37.5%;
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p= 0.012, respectivamente). Ademas, el perimetro de la cintura mostré una tendencia a ser

superior en los pacientes con hipovitaminosis D (107.1£15.1 vs. 100.6£8.1 cm.; p=0.052).

Caracteristicas de la diabetes:

La duracion de la diabetes fue similar en los pacientes con y sin hipovitaminosis D (11.5+9.7 vs.
11.7+9.2 anos; p= 0.937). Tampoco hubo diferencias en el grado de control metabdlico, siendo la
HbA1c media de 9.5+1.9% en los pacientes con hipovitaminosis D y de 9.2+2.7% en los pacientes
sin hipovitaminosis D (p=0.660). En la tabla 16 se muestra la prevalencia de complicaciones de la

diabetes en funcién de la presencia o ausencia de hipovitaminosis D.

Tabla 16: Presencia de complicaciones de la diabetes en funcién de la presencia/ausencia de hipovitaminosis

D (n= 63)

Vitamina D normal (n=47) Hipovitaminosis D (n=16) p
Retinopatia 46.8 (22) 25 (4) 0.126
Nefropatia 38.3 (18) 25.4 (16) 0.335
Polineuropatia 36.2 (17) 43.8 (7) 0.590
Cardiopatia isquémica 14.9 (7) 6.3 (1) 0.370
EVC 6.4 (3) 0(0) 0.300
EVP 17 (8) 6.3 (1) 0.288

Datos presentados como porcentaje y niumero de pacientes. Valores de p de acuerdo con la prueba Chi-cuadrado.
EVC = enfermedad vascular cerebral.
EVP= enfermedad vascular periférica.

No hubo diferencias en la prevalencia de hipovitaminosis D en funcién de si el paciente recibia o
no tratamiento con antidiabéticos orales o insulina. Tampoco observamos diferencias en cuanto al

porcentaje de pacientes que estaban tratados con hipolipemiantes o antihipertensivos.

Parametros analiticos lipidicos, marcadores de inflamacién y adipoquinas:

En las tablas 17 y 18 se muestran las concentraciones de los parametros lipidicos y los
marcadores de inflamacién y adipoquinas en la totalidad de pacientes y en los subgrupos de

pacientes con y sin hipovitaminosis D.
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Tabla 17: parametros lipidicos, marcadores de inflamacion y adipoquinas en los pacientes con diabetes tipo 2

en funcion de la presencia/ausencia de hipovitaminosis D (n= 63
Todos Hipovitaminosis D Vitamina D normal | p
(n=63) (n=47) (n=16)
Colesterol total (mmol/L) | 4.8+1.2 4.9+1.1 4.611.4 0.391
Triglicéridos (mmol/L) 1.5 (0.3-10.7) 1.5 (0.5-10.7) 1.1 (0.3-4.8) 0.050
cHDL (mmol/L) 1.2+0.3 1.1+0.3 1.3+£0.3 0.051
cLDL(mmol/L) 2.9+0.9 2.9+0.9 2.8+1.1 0.596
cVLDL (mmol/L) 0.7 (0.1-3.6) 0.7 (0.2-3.6) 0.4 (0.1-1.6) 0.011
AGL (mmol/L) 0.6 (0.2-2.3) 0.6 (0.2-2.3) 0.6 (0.1-0.2) 0.641
ApoAl (g/L) 1.4+0.3 1.4+0.3 1.5+0.2 0.106
ApoAll (mg/dL) 34.4+7.0 33.947.3 35.816 0.371
ApoB (g/L) 0.940.3 1.0+0.2 0.940.3 0.214
Tamafio LDL (nm) 25.7+0.5 25.6+0.6 25.9+0.4 0.135
LDL ox (U/L) 63.01£24.0 64.9+23.9 57.8424.0 0.313
LDL glicada (mg/dL) 2.2+1.2 2.4+1.3 1.8+0.7 0.102
LDL — (%) 7.2+2.4 7.4+2.6 6.8+1.8 0.438
PON1 (umol/min*mL) 79.84+25.7 81.3+27.9 74.5+£15.9 0.405
PCR (mg/L) 2.6 (0.2-17.7) 3.3(0.4-17.7) 1.9 (0.2-17.5) 0.033
Leptina (ng/L) 7112 (925-54175) | 7667.5 (925-54175) | 6723 (1157-13550) | 0.198
Adiponectina (ug/L) 2904.6+1995.1 2997.3+1895.1 2643.9+574.9 0.547
MCP-1 (ng/L) 191.5+102.6 199.3+105.9 170.0+92.8 0.332
IL-6 (ng/L) 1.2(0.0-27.0) 1.2 (0.0-19.2) 0.9 (0.0-27.0) 0.261
TGFp (ng/L) 21.3 (1.4-209.7) 21.3 (1.4-209.7) 21.8 (1.7-109.4) 0.549

Valores de p de acuerdo con la pruebas T-student o U-Mann-Whitney segun corresponda.
Hipovitaminosis D = calcidiol = 80 nmol/L.

AGL= acidos grasos libres

ApoAl y ApoAll = apolipoproteinas Al y All.

ApoB = Apolipoproteina B
LDL ox = LDL oxidada
LDL - = LDL electronegativa

PON1= actividad arilesterasa de PON1 (paraoxonasa)

PCR = proteina C reactiva
MCP-1 = proteina quimiotactica
IL-6 = interleucina 6

de monocitos 1

TGF-p = factor de crecimiento transformante 3

Tabla 18: Composicion de HDL en los 50 pacientes con diabetes tipo 2 de los que disponiamos informacic

Todos (n=50) Hipovitaminosis D (n= 38) Vitamina D normal (n=12) | p
Colesterol (%) 16.4+2.6 15.9+2.3 17.9+2.8 0.013
Triglicéridos (%) | 5.0+2.1 5.5+2.1 3.6+1.3 0.007
Fosfolipidos (%) | 32.6+3.3 32.5+3.3 33.0£3.6 0.700
ApoAl (%) 32.5+5.6 32.2+5.6 33.0+5.6 0.640
ApoAll (%) 13.4+3.2 13.7+3.5 12.5+2.0 0.281

Valores de p de acuerdo con la pruebas T-student o U-Mann-Whitney, segun corresponda.
Hipovitaminosis D= calcidiol = 80nmol/L.
ApoAl y ApoAll = apolipoproteinas Al y All.

Con el objetivo de evaluar la influencia de la época del afo en las diferencias observadas, se
realizé un analisis de la varianza de dos factores (ANOVA) con las variables en las que se
encontraron diferencias entre los pacientes con y sin hipovitaminosis D en las pruebas T y Mann-

Whitney, tras ajustar por la época del afio (menor o mayor exposicion solar). Tras incluir en el
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analisis las variables IMC, cintura, triglicéridos, cVLDL, cHDL, contenido de colesterol de las HDL,
contenido de triglicéridos y PCR, se observé una pérdida en la significacion en el perimetro de
cintura, mientras que el resto de variables mostraron diferencias con una significacion de magnitud
similar a la observada en la prueba T. En la tabla 19 se muestra la significacion de la relacion de
cada variable cuantitativa estudiada con las variables independientes (hipovitaminosis D y época

del afo).

Tabla 19: Variables que mostraron diferencias en las pruebas T/Mann-Whitney para la presencia/ausencia de

hipovitaminosis D y su relacién con las variables hipovitaminosis D y la época del aiio
Variables dependientes Variables independientes P
IMC Hipovitaminosis D 0.027
Epoca del afio 0.177
Perimetro de cintura Hipovitaminosis D 0.112
Epoca del afio 0.642
Triglicéridos Hipovitaminosis D 0.041
Epoca del afio 0.021
cHDL Hipovitaminosis D 0.052
Epoca del afio 0.754
cVLDL Hipovitaminosis D 0.005
Epoca del afio 0.120
Contenido de colesterol de HDL Hipovitaminosis D 0.033
Epoca del afio 0.034
Contenido de triglicéridos de HDL Hipovitaminosis D 0.009
Epoca del afio 0.563
PCR Hipovitaminosis D 0.035
Epoca del afio 0.910

Se muestran los niveles de significacién atendiendo a ANOVA de dos factores tomando hipovitaminosis D y época del afio como
variables independientes.

IMC = indice de masa corporal.

PCR = proteina C reactiva.

Las medias estimadas de cada variable en funcién de la presencia o ausencia de hipovitaminosis
D que se derivan del resultado de la ANOVA de dos factores se muestran en la tabla 20. Las
variables que fueron trasformadas en logaritmo para su inclusion en la ANOVA se muestran

reconvertidas a su magnitud habitual.
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Tabla 20: Medias estimadas de las variables que mostraron diferencias en las pruebas T/Mann-Whitney para la

presencia/ausencia de hipovitaminosis D, tras su ajuste por la época del ano

variables Hipovitaminosis D Medias estimadas * error tipico
IMC Si 31.7+0.9
No 28.2+14
Perimetro de cintura Si 107.7+ 2.6
No 101.1+3.5
Triglicéridos Si 1.9+1.1
No 1.3+1.2
cHDL Si 1.1+£0.0
No 1.3+£0.1
cVLDL Si 0.8+1.1
No 0.5+1.2
Contenido de colesterol de HDL Si 15.3+1.0
No 17.0+1.0
Contenido de triglicéridos de HDL Si 56+04
No 3.8+0.6
PCR Si 34+12
No 1.8+1.3

Resultados obtenidos con la ANOVA de dos factores tomando hipovitaminosis D y época del afio como variables independientes.
IMC = indice de masa corporal.
PCR = proteina C reactiva.

Seguidamente, se realizé un analisis de la covarianza (ANCOVA), para ajustar no solo por la
época del afio, sino también por el IMC (variable que mostré la asociacién mas fuerte con la
hipovitaminosis D en la prueba T). En este caso, sélo las variables cVLDL y contenido de
triglicéridos de las HDL, permanecieron significativas. En la tabla 21 se muestra la significacion de
la relacion de cVLDL y contenido en ftriglicéridos de HDL con las variables independientes

(hipovitaminosis D, época del afio e IMC).

Tabla 21: Variables que se asociaron a la hipovitaminosis D tras ajustar por la época del ai

Variables dependientes Variables independientes p

cVLDL Hipovitaminosis D 0.029
Epoca del afio 0.232
IMC 0.026

Contenido en triglicéridos de HDL Hipovitaminosis D 0.018
Epoca del afio 0.660
IMC 0.432

Se muestran los niveles de significacion para las variables independientes introducidas en la ANCOVA (hipovitaminosis D, época del
afio e IMC).

Las medias estimadas de cVLDL y contenido en triglicéridos de HDL en funcion de la presencia o

ausencia de hipovitaminosis D que se derivan del resultado de la ANCOVA se muestran en la
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tabla 22. Las variables que fueron trasformadas en logaritmo para su inclusion en la ANCOVA se

muestran reconvertidas a su magnitud habitual.

Tabla 22: Medias estimadas de cVLDL y Contenido en triglicéridos de HDL tras realizar el ajuste por época del

ano e IMC

Variables Hipovitaminosis D Medias estimadas = error tipico
cVLDL Si 0.7 £11

No 05 +£1.2
Contenido en triglicéridos de HDL Si 55 £04

No 3.8 £0.6

Resultados derivados de la ANCOVA de dos factores con hipovitaminosis D, época del afio e IMC como variables independientes.

2- Resultados del estudio longitudinal

En los 20 pacientes con diabetes tipo 2 y control glucémico deficiente incluidos en el estudio
transversal, evaluamos el efecto de la optimizacion del control glucémico sobre las
concentraciones de calcidiol. Las medidas implementadas fueron las propias de la practica clinica
habitual, segun las caracteristicas del paciente y de la diabetes. Las caracteristicas clinicas de

este subgrupo de pacientes se muestran en la tabla 23.

Tabla 23: Caracteristicas basales de los sujetos con diabetes tipo 2 incluidos en el estudio longitudinal (n=20)

Edad (afios) 63.6+10.5
Sexo (% hombres(n)) 65 (13)
IMC inicial (Kg/m?) 28.9+5
Sobrepeso u obesidad (%(n)) 75 (15)
Tiempo de evolucién de la diabetes 15.9+10.2
HbA1c (%) 10.0+£ 2.0
Tratamiento para la diabetes (%(n)):

- Nada 5(1)

- Agentes orales (AO) 5(1)

- AO+insulina 35 (7)

- Insulina 55 (11)
Calcidiol (nmol/L) 72.7+£33.3
Hipovitaminosis D (%) 55 (11)

Datos expresados como media + DE 6 %(n)
IMC= indice de masa corporal.

La duracion media del seguimiento fue de 4,9 £+ 2.9 meses. Tras este periodo de tiempo, la

HbA1c disminuyé de 9.4 (7.6-14.8) a 7.3 (6.3-8.7) % (p=0.000). Al final del periodo de
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seguimiento, 3 pacientes (15%) estaban en tratamiento con antidiabéticos orales, 2 pacientes
(10%) con antidiabéticos orales e insulina y el resto (75%) unicamente con insulina, siendo en la
mayoria pautas de insulina bolo-basal.

En la tabla 24 mostramos la evolucién de los parametros antropométricos, la HbA1c, el calcidiol y
del resto de parametros analiticos determinados antes y después de la mejoria del control
glucémico. Aunque los parametros antropométricos no se modificaron, como era de esperar, la
HbA1c y los parametros lipidicos relacionados con la dislipemia diabética mejoraron. Las
concentraciones de calcidiol también se redujeron de forma significativa después de la

optimizacion del control glucémico.

Tabla 24: Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los 20 pacientes con diabetes tipo 2 antes y después de

la mejoria del control glucémico

Antes Después p
HbA1c (%) 9.4 (7.6-14.8) 7.3 (6.2-8.7) 0.000
Calcidiol (nmol/L) 72.7+33.3 59.0+21.0 0.035
IMC (Kg/m?) 28.8+5.1 28.7+5.5 0.946
Cintura (cm) 105.3+13.8 106.1+16.7 0.670
Colesterol total (mmol/L) 4.5 (3.6-7.7) 4.4 (3.4-5.7) 0.926
Triglicéridos (mmol/L) 1.1 (0.5-10.5) 0.9 (0.5-2.8) 0.167
cLDL (mmol/L) 2.740.5 2.640.6 0.605
cHDL (mmol/L) 1.3+0.4 1.4+0.4 0.055
cVLDL (mmol/L) 0.5 (0.2-4.7) 0.4 (0.2-1.5) 0.156
AGL (mmol/L) 0.7+0.4 0.5+0.2 0.020
ApoAl (g/L) 1.4 £0.3 1.540.2 0.012
ApoAll (g/L) 33.046.3 36.9+5.7 0.019
ApoB (g/L) 0.9+0.2 0.8+0.2 0.049
Tamario LDL (nm) 25.9 (23.7-26.7) 25.7 (24.9-26.4) 0.546
LDL- (%) 6.2 (4.4-18.3) 5.9 (3.3-12.5) 0.184
LDLox (U/L) 61.4+20.8 56.4+19.7 0.369
LDL glicada (mg/dL) 2.240.9 2.040.8 0.277
PON1 (umol/min*mL) 81.5+25.1 93.0+20.6 0.127
PCR (mg/L) 1.5 (0.2-9.2) 1.5 (0.2-8.3) 0.314
Leptina (ng/L) 5852.7+3078.8 6672.5+4408.0 0.307
Adiponectina (ug/L) 2750 (625-8028) 2400 (826-11495) 0.747
MCP-1(ng/L) 227.3 (127.3-393.8) 201.2 (122.7-795.0) 0.507
IL-6 (ng/L) 0.7 (0.4-6.2) 1.0 (0.5-2.7) 0.872
TGFB (ng/L) 35.5 (5.5-122.7) 14.4 (1.6-81.7) 0.018

Diferencias estudiadas de acuerdo con las pruebas T para datos pareados o Test de Wilcoxon segun corresponda.

HbA1c= hemoglobina glicosilada
IMC = indice de masa corporal
AGL= acidos grasos libres

ApoAl y ApoAll = apolipoproteinas Al y All

ApoB = Apolipoproteina B
LDL - = LDL electronegativa
LDL ox = LDL oxidada

PON1= actividad arilesterasa de PON1 (paraoxonasa)

PCR = proteina C reactiva

MCP-1 = proteina quimiotactica de monocitos 1

IL-6 = interleucina 6

TGFp = factor de crecimiento transformante 3
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Con el objetivo de determinar los factores asociados con el cambio en las concentraciones de
calcidiol, evaluamos su relacion con el cambio en otras variables, tanto clinicas como bioquimicas,
y el posible efecto de la época del afio en que se realizaron las determinaciones.

En el analisis de correlacion los cambios en las concentraciones de calcidiol se correlacionaron
con los cambios en la HbA1c (r -0.482; p=0.032) (figura 10). No se observd ninguna correlacion

con los cambios en el resto de variables analizadas.
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Figura 10: Correlacién de Spearman entre los cambios de calcidiol y de HbA1c (r -0.482; p=0.032).

Por otra parte, si se analizan los periodos del aifo en que se realizaron las determinaciones
analiticas (noviembre-abril: época de menor exposicidon solar, mayo-octubre: época de mayor

exposicion solar), observamos que, de los 20 pacientes que fueron incluidos en el analisis, en 9
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pacientes las determinaciones se realizaron en el mismo periodo del afio antes y después de
mejorar el control. De los restantes, 5 pasaron de la época de menor exposicion solar a la de
mayor y lo contrario, en 6 pacientes. Al eliminar éstos ultimos 6 pacientes del analisis, se observa
qgue las concentraciones de calcidiol disminuyen de 76.3132.9 a 63.3£22.4 nmol/L (p=0.073) tras

la mejoria del control glucémico.
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lll. RESULTADOS DEL ESTUDIO HFC-VITD

Este estudio se disefid con el objetivo estudiar las concentraciones de vitamina D en los pacientes
con HFC vy, especialmente, la relacion de las concentraciones de vitamina D con los diferentes
parametros lipidicos. Para ello realizamos un estudio transversal con 59 pacientes con HFC y 48
controles sanos y un estudio longitudinal en un subgrupo de 23 pacientes con HFC que
evaluamos antes y después de la optimizacién del control lipidico durante un periodo minimo de

1,9 meses.

1- Resultados del estudio transversal

1.1.-Comparacién entre los pacientes con HFC v los controles

Las caracteristicas clinicas y bioquimicas de los 59 pacientes con HFC y los 48 controles se
muestran en la tabla 25.

Entre los pacientes con HFC, 5 sujetos (8.5%) tenian diabetes tipo 2, y 21 sujetos (35.6%) tenian
hipertension arterial. Veintitrés pacientes estaban tratados con farmacos hipolipemiantes, 17

(28.8%) con estatinas y 6 (10.2%) con fibratos.
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Tabla 25: Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes con HFC y los controles

HFC (n=59) Controles (n=48) p
Edad (afios) 50.2+ 11.6 46.5+ 17.2 0.210
Sexo (% hombres) 57.6 62.5 0.609
IMC(Kg/m®) 27.9+4.1 254 +4. 0.005
Cintura (cm) 95.6+10.7 90.3+11.7 0.026
Colesterol total (mmol/L) 6.7+1.6 4.8+0.8 0.000
Triglicéridos (mmol/L) 2.3 (1.1-15.8) 0.7 (0.3-2.6) 0.000
cLDL (mmol/L) 4.1+1.3 2.840.7 0.000
cHDL (mmol/L) 1.2+0.4 1.6+0.4 0.000
cVLDL (mmol/L) 1.0 (0.5-7.6) 0.4 (0.1-1.2) 0.000
AGL (mmol/L) 0.7 (0.2-4.3) 0.4 (0.1-1.1) 0.000
ApoAl (g/L) 1.5+0.3 1.6+0.4 0.126
ApoAll (g/L) 39.417.4 35.045.1 0.001
ApoB (g/L) 1.340.3 0.8+0.2 0.000
LDLox (U/L) 84.9+23.6 50.0+20.9 0.000
LDL — (%) 6.3+2.5 6.4+1.8 0.815
PON1(umol/min*mL) 75.6 £26.4 79.5+27.8 0.474
Glucemia (mmol/L) 5.3+0.6 5.0+0.7 0.013
PCR (mg/L) 1.6 (0.2-21.5) 1.0 (0.2-15.0) 0.133
Leptina (ng/L) 5094.5 (157-64586) 6450 (564-27800) 0.487
Adiponectina (ug/L) 2599 (491-7852) 3973 (590-14563) 0.000
MCP-1 (ng/L) 167.4(47.1-420.2) 121.8 (46.9-427.3) 0.003
IL-6 (ng/L) 1.4+1.2 1.241.0 0.376
TGFB (ng/L) 21.8 (1.8-153.0) 28.8 (1.6-112-7) 0.136
Calcidiol (nmol/L) 58.9+24.5 69.1+30.0 0.057
Hipovitaminosis D (%) 78.8 68.8 0.281

Valores de p de acuerdo con la pruebas T-student, U-Mann-Whitney o Chi-cuadrado segun corresponda.
IMC = indice de masa corporal

AGL= acidos grasos libres

ApoAl y ApoAll = apolipoproteinas Al y All

ApoB = Apolipoproteina B

LDL ox = LDL oxidada

LDL - = LDL electronegativa

PON1= actividad arilesterasa de PON1 (paraoxonasa)
PCR = proteina C reactiva

MCP-1 = proteina quimiotactica de monocitos 1

IL-6 = interleucina 6

TGFp = factor de crecimiento transformante 8
Hipovitaminosis D = calcidiol = 80 nmol/L.

Como era de esperar, todos los parametros lipidicos estaban mas elevados en los pacientes con
HFC que en los controles, exceptuando el cHDL, que era inferior en los pacientes con HFC (tabla
25). Los sujetos con HFC mostraron una tendencia a presentar concentraciones disminuidas de
calcidiol, y esto se confirmé en el analisis de covarianza. Este analisis de covarianza (ANCOVA)
de disend para detectar diferencias en las concentraciones de calcidiol entre pacientes y
controles, tras ajustar por IMC y estacionalidad (determinacion analitica realizada en invierno,
primavera, verano u otofio). Los resultados mostraron que la presencia de HFC (p= 0.021) y la
estacionalidad (p=0.007) eran predictores o estaban asociados con las concentraciones de

calcidiol, mientras que no se observaron asociaciones con el IMC. Las medias ajustadas (error
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estandar) del calcidiol, teniendo en cuenta la estacionalidad y el IMC fueron 62.8 (3.6) nmol/L para
los pacientes con HFC y 74.8 (4.1) nmol/L para los controles.

En los analisis de correlacién, no se observé ninguna correlacién entre el calcidiol y los
parametros antropomeétricos, lipidicos o inflamatorios en los controles. Sin embargo, en los
pacientes con HFC, las concentraciones de calcidiol se correlacionaron con el cLDL (r
0.257;P=0.049), con la LDL- (r 0.320; P=0.022) y con las concentraciones de triglicéridos (r -

0.265:P=0.042) (figuras 11-13).

cLDL mmaol /L
i -

o o

Caleidiol nmol/L

Figura 11: Correlacién de Pearson entre las concentraciones de calcidiol y de cLDL (r 0.257; p=0.049).
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Figura 12: Correlacion

de Spearman entre las concentraciones de calcidiol y de triglicéridos (r-
0.265;p=0.042).
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Figura 13: Correlacion de Pearson entre las concentraciones de calcidiol y de LDL electronegativa (LDL-) (r
0.320; p=0.022).

88 TESIS DOCTORAL ¢ INKA MINAMBRES



RESULTADOS

1.2.- Estado de la vitamina D en los pacientes con HFC

En la tabla 26 se muestran las caracteristicas de los pacientes con HFC segun el estado de la

vitamina D. Entre los pacientes con HFC, 46 (78.8%) presentaron hipovitaminosis D
(concentraciones de calcidiol = 80 nmol/L). Los pacientes con hipovitaminosis D presentaron

concentraciones mayores de triglicéridos y AGL y menores de cHDL y cLDL.

Tabla 26: Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes con HFC segun el estado de la vitamina D

HIPOVITAMINOSIS D (n= 46) VITAMINA D NORMAL (n=13) p
Calcidiol (nmol/L) 48.2+14.3 96.9+11.7 0.000
Edad (afios) 51.7+10.3 44.9+14.5 0.061
IMC (Kg/m?) 28.2+4.1 26.8+4.0 0.289
Cintura (cm) 96.2+10.1 93.3+12.8 0.412
Colesterol total (mmol/L) 6.6+1.6 7114 0.335
Triglicéridos (mmol/L) 2.5(1.1-15.8) 2.0 (1.2-3.1) 0.041
cLDL (mmol/L) 3.9+1.2 4.841.3 0.025
cHDL (mmol/L) 1.1+0.4 1.340.3 0.051
cVLDL (mmol/L) 1.1 (0.5-7.6) 0.9 (0.6-1.3) 0.079
AGL (mmol/L) 0.7 (0.3-4.3) 0.5 (0.2-1.1) 0.015
ApoAl (g/L) 1.4+ 0.3 1.540.3 0.255
ApoAll (g/L) 39.847.9 38.245.5 0.513
ApoB (g/L) 1.340.3 1.4+0.3 0.116
LDLox (U/L) 83.7+24.0 89.3+22.7 0.457
LDL- (%) 5.8+2.0 7.7+3.6 0.105
Tamafio de LDL (nm) 25.4+0.7 25.7+0.4 0.184
PON1 (umol/min*mL) 77.3+27.0 70.2+24.5 0.401
HbA1c (%) 5.6+0.5 5.6+0.4 0.838
HOMA 2.742.4 1.840.9 0.838
PCR (mg/L) 1.6 (0.3-21.1) 1.5 (0.2-21.5) 0.901
Leptina (ng/L) 5229 (157-64586) 4960 (1575-22871) 0.526
Adiponectina (ug/L) 3.4+0.3 3.5+0.2 0.233
MCP-1 (ng/L) 187.0+86.2 200.6+114 0.644
IL6 (ng/L) 1.3+1.1 1.6+1.4 0.554
TGFB (ng/L) 21.3 (2.2-153.0) 22-3 (1.8-111.7) 0.591

Valores de p de acuerdo con la pruebas T-student o U-Mann-Whitney, segun corresponda.
Hipovitaminosis D = calcidiol = 80 nmol/L.

IMC= indice de masa corporal

AGL= acidos grasos libres

ApoAl y ApoAll = apolipoproteinas Al y All.
ApoB = Apolipoproteina B

LDL ox = LDL oxidada

LDL - = LDL electronegativa

PON1= actividad arilesterasa de PON1 (paraoxonasa)
PCR = proteina C reactiva

MCP-1 = proteina quimiotactica de monocitos 1
IL-6 = interleucina 6

TGFp = factor de crecimiento transformante 8

Se realizd un analisis ANCOVA con las variables en las que se encontraron diferencias entre los
pacientes con y sin hipovitaminosis D en las pruebas T y Mann-Whitney, con la intenciéon de

comprobar la persistencia de diferencias tras ajustar por la estacionalidad y el IMC. Se observo
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que las diferencias en cuanto a triglicéridos y AGL en los pacientes con y sin hipovitaminosis D

permanecieron significativas tras ajustar por IMC y estacionalidad (tabla 27).

Tabla 27: Variables que se aso

ciaron a Hipovitaminosis D tras ajustar por la estacionalidad y el IMC

Variables dependientes Variables independientes p
Triglicéridos Hipovitaminosis D 0.024
Epoca del afio 0.308
IMC 0.030
AGL Hipovitaminosis D 0.036
Epoca del afio 0.760
IMC 0.143
cHDL Hipovitaminosis D 0.128
Epoca del afio 0.516
IMC 0.003
cLDL Hipovitaminosis D 0.133
Epoca del afio 0.818
IMC 0.037

Se muestran los niveles de significacion para las variables independientes introducidas en la ANCOVA (hipovitaminosis D, época del

afio e IMC).

Hipovitaminosis D = calcidiol = 80 nmol/L.

IMC= indice de masa corporal
AGL= acidos grasos libres

Las medias estimadas de las variables que mostraron una asociacién significativa con la
presencia de hipovitaminosis D tras haber ajustado por la estacionalidad y el IMC se muestran en
la tabla 28. Las variables que fueron trasformadas a su logaritmo para su inclusién en la ANOVA

se muestran reconvertidas a su magnitud habitual.

Tabla 28: Medias estimadas de triglicéridos y AGL tras realizar el ajuste por la estacionalidad y el IMC.

Variables Hipovitaminosis D Medias estimadas zerror tipico
Triglicéridos Si 2.8+1.1

No 1.9+1.2
AGL Si 0.7+1.1

No 0.5+1.1

Resultados derivados de la ANCOVA de dos factores con hipovitaminosis D, estacionalidad e IMC como variables independientes.
Hipovitaminosis D = calcidiol = 80 nmol/L.
AGL= acidos grasos libres

Finalmente, analizamos las diferencias en las concentraciones de vitamina D segun los niveles de
triglicéridos. Observamos que los pacientes con HFC que tenian concentraciones de triglicéridos >
2.25 mmol/L (200 mg/dL), tenian menores concentraciones de calcidiol que los pacientes con

triglicéridos < 2.25 mmol/L (50.6£21.3 vs 67.522 nmol/L; p=0.007). No se hallaron diferencias en
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las concentraciones de calcidiol entre los pacientes que estaban con/sin tratamiento para la

dislipemia.

2- Resultados del estudio longitudinal

Del grupo de pacientes con HFC, 23 se estudiaron antes y después de iniciar tratamiento para la
dislipemia segun la practica clinica habitual. La edad media de estos pacientes fue de 50.1 + 10.2
afos y un 65.2% eran hombres.

El seguimiento fue de 2.5 (1.9-12.9) meses. Tres pacientes fueron tratados uUnicamente con
modificaciones del estilo de vida (dieta y ejercicio), 11 se trataron con estatinas, 5 con fibratos, 3
con estatina y fibrato y un paciente con fibrato y ezetimibe.

Como era de esperar, todos los parametros lipidicos mejoraron con el tratamiento. No se
observaron cambios en los parametros antropométricos, el indice HOMA, los marcadores de
inflamacién o en las adipoquinas (tabla 29). Sin embargo, las concentraciones de calcidiol
aumentaron de 51.0+31.3 nmol/L a 58.9124.6 nmol/L tras el tratamiento hipolipemiante (p=0.022).
Los cambios en las concentraciones de calcidiol no se correlacionaron con los cambios en el resto

de variables.
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Tabla 29: Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los 23 sujetos incluidos en el estudio longitudinal, antes y

depués del tratamiento para su dislipemia

Sin tratamiento Con tratamiento p
Calcidiol (nmol/L) 51.0+31.3 58.9+ 24.6 0.022
IMC (Kg/m®) 26.6+25 26.6 2.6 0.778
Cintura (cm) 92.7+9.2 93.1+8.8 0.518
Colesterol total (mmol/L) 7.4 (5.1-16.1) 5.1 (3.8-8.9) 0.000
Triglicéridos (mmol/L) 2.8 (1.2-10.7) 1.9 (0.8-3.8) 0.000
cLDL (mmol/L) 4.3 (1.4-7.8) 3.0 (2.0-5.8) 0.007
cHDL(mmol/L) 1.2+0.4 1.3+£0.3 0.000
cVLDL (mmol/L) 1.3 (0.6-8.6) 0.9 (0.4-3.3) 0.000
AGL (mmol/L) 0.6 (0.3-1.6) 0.6 (0.3-1.4) 0.313
ApoAl (g/L) 1.4+0.3 1.6 £0.3 0.000
ApoAll (g/L) 39.1+ 6.4 42.0 8.6 0.157
ApoB (g/L) 1.4+0.3 11+0.2 0.000
Lp(a) (mg/L) 109 (70-1437) 115 (70-1500) 0.332
Tamafio LDL (nm) 25.3 (23.2-26.2) 25.7 (24.8-26.5) 0.058
LDL- (%) 6.9 (3.1-19.6) 6.9 (3.6-14.6) 0.845
LDLox (U/L)) 89.4 +22.0 69.6 + 19.1 0.001
PON1(umol/min*mL) 71.2+28.4 80.0 + 29.8 0.088
HbA1c (%) 5.6 (5.1-6.5) 5.6 (5.2-6.8) 0.230
HOMA 1.7 (0.4-4.3) 1.9 (0.7-7.0) 0.715
PCR (mg/L) 2.0(0.1-21.1) 1.27 (0.31-12.2) 0.823
Leptina (ng/L) 4414 (975-23260) 4030 (825-20660) 0.974
Adiponectina (ug/L) 3678 (811-9021) 3043 (1424-7493) 0.031
MCP-1 (ng/L) 158.3 (89.6-403.5) 172.7 (44.1-334.4) 1.000
IL6 (ng/L) 0.74 (0.01-6.2) 0.6 (0.01-8.2) 0.538
TGFb (ng/L) 18.4 (2.2-133.2) 22.9 (1.6-156.7) 0.615

Valores de p de acuerdo con la pruebasT para datos apareados o Wilcoxon, segun corresponda.

IMC= indice de masa corporal
AGL= acidos grasos libres

ApoAl y ApoAll = apolipoproteinas Al y All.

ApoB = Apolipoproteina B
Lp(a) = lipoproteina a.

LDL ox = LDL oxidada

LDL - = LDL electronegativa

PON1= actividad arilesterasa de PON1 (paraoxonasa)

PCR = proteina C reactiva

MCP-1 = proteina quimiotactica de monocitos 1

IL-6 = interleucina 6

TGFp = factor de crecimiento transformante 8

Se consider6 el periodo del ano en que se realizaron las analiticas de estudio: época de menor
exposicion solar (noviembre-abril) y época de mayor exposicion solar (mayo-octubre). En 20
pacientes ambas determinaciones de calcidiol (antes y depués del tratamiento) se realizaron en el
misma época del afio. En 3 pacientes la primera determinacion se realizé en la época de menor
exposicion solar y la segunda en la época de mayor exposicion solar. Al eliminar éstos tres sujetos
del analisis, las concentraciones de calcidiol antes y después del tratamiento fueron de 53.3+22.0

nmol/L y 59.3£25 nmol/L, respectivamente (p=0.065).
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La hipovitaminosis D se ha asociado a un aumento en la mortalidad global y, especialmente, la de
etiologia cardiovascular. Las causas de esta asociaciéon son actualmente desconocidas, pero el
aumento en la mortalidad cardiovascular en los sujetos con hipovitaminosis D podria explicarse, al
menos en parte, por la asociacion entre la hipovitaminosis D y los distintos factores de riesgo
cardiovascular que conforman el sindrome metabdlico, como la obesidad, la diabetes o la

1114 Dado el potencial impacto que el conocimiento de los mecanismos

dislipemia, entre otros (
de estas asociaciones podria tener sobre el desarrollo de estrategias de prevencioén y tratamiento
de la patologia cardiovascular, en los ultimos afios hemos asistido a un aumento creciente en el
numero de publicaciones dirigidas a estudiar la relacion de la vitamina D con los distintos factores
de riesgo cardiovascular. No obstante, existen todavia muchas areas de incertidumbre.

La principal area de incertidumbre radica en el mecanismo fisiopatolégico mediante el cual las
concentraciones disminuidas de vitamina D se asocian con patologias como la diabetes, la
hipertension o la dislipemia. Por una parte, se ha postulado que la hipovitaminosis D podria estar
directamente implicada en la génesis del sindrome metabdlico y sus componentes, habiéndose
postulado un papel de la vitamina D sobre la resistencia la insulina, sobre la funcién de la célula

(162,171.201.202)  No obstante, estos

beta o sobre el sistema renina-angiotensina-aldosterona
mecanismos no han sido bien demostrados en todos los estudios y no explican todas las
alteraciones asociadas a la hipovitaminosis D. Ademas, los estudios de intervencion con vitamina
D por el momento no han demostrado que mejoren el control de los distintos factores de riesgo

cardiovascular (18+187.177)

Una segunda hipétesis es que, dada la conocida asociacion de la
obesidad con la hipovitaminosis D y que la obesidad esta relacionada con los distintos factores de
riesgo cardiovascular, la relacion entre la hipovitaminosis D y los distintos componentes del
sindrome metabdlico podria ser debida a una mayor adiposidad. Sin embargo, por el momento, no
todos los estudios publicados que relacionan la hipovitaminosis D con el sindrome metabdlico o
sus componentes han analizado si esta asociacion persiste si se elimina el efecto de la obesidad o
del indice de masa corporal.

La hipotesis de la presente tesis es que el estudio de la relacion de los componentes del sindrome

metabdlico con la hipovitaminosis D en diferentes situaciones clinicas, asi como la evaluacién del
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efecto de la mejoria del control de estos componentes sobre las concentraciones de la vitamina
D, pueden contribuir al conocimiento de la relacién entre el sindrome metabdlico y la vitamina D.
Los trabajos incluidos en esta tesis van dirigidos a explorar la relacion entre la hipovitaminosis D y
el sindrome metabdlico y se centran en el estudio de tres patologias prevalentes en las unidades
de endocrinologia y cuya asociacién con el sindrome metabdlico es bien conocida: el sobrepeso y
la obesidad, la diabetes y la HFC. En los sujetos con sobrepeso y obesidad se ha estudiado la
influencia de la adiposidad en la relacion entre la hipovitaminosis D y el sindrome metabdlico. En
los sujetos con diabetes tipo 2 e HFC, se ha analizado la asociacion de la hipovitaminosis D con
los diferentes componentes del sindrome metabdlico, centrandonos en los parametros
antropomeétricos, los parametros de control glucémico, los parametros lipidicos y los marcadores
de inflamacion y adipoquinas. Finalmente, se ha analizado el efecto del tratamiento de la diabetes
y de la dislipemia sobre las concentraciones de vitamina D y los posibles factores que intervienen
en este efecto.

Los principales hallazgos de los trabajos incluidos han sido los siguientes. En primer lugar,
confirmamos la asociacion de la hipovitaminosis D con el sindrome metabdlico y demostramos
que esta relacion es independiente del grado de obesidad. En segundo lugar, confirmamos la
relacién entre hipovitaminosis D y diabetes tipo 2 y establecemos que los sujetos con HFC
presentan concentraciones disminuidas de vitamina D. En tercer lugar, demostramos que tanto en
los pacientes con diabetes tipo 2 como en los pacientes con HFC, la hipovitaminosis D se
relaciona con la dislipemia aterogénica. A continuacion discutiremos conjuntamente los hallazgos
de los tres estudios sobre la relacién de la hipovitaminosis D con el sindrome metabdlico y sus

componentes.
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I. RELACION DE LA HIPOVITAMINOSIS D CON EL SINDROME METABOLICO

En sujetos caucasicos con distintos grados de sobrepeso y obesidad, hemos encontrado una
asociacion entre la hipovitaminosis D (definida como concentraciones de calcidiol < 50 nmol/L) y el
sindrome metabdlico, que es independiente de la adiposidad. Estos hallazgos se han basado en
los analisis de regresion logistica que demuestran la existencia de una asociaciéon entre el
sindrome metabdlico y la hipovitaminosis D que es independiente de la influencia del grado de
obesidad y del perimetro de cintura. Ademas, la mayor proporcion de pacientes con
hipovitaminosis D en todos los grados de obesidad en los sujetos con sindrome metabdlico, algo
que en los sujetos sin sindrome metabdlico sélo ocurre cuando el IMC es superior a 35 Kg/m?,
refuerza esta relacion. Por tanto, globalmente, estos resultados apoyan que la relacion entre
hipovitaminosis D y sindrome metabdlico no se explica totalmente por la adiposidad.

La existencia de una relacion entre la hipovitaminosis D y el sindrome metabdlico se conoce
desde hace algunos afos. En el estudio NHANES Ill, realizado en mas de 8000 sujetos de USA
entre 1988 y 1994, se observo que las concentraciones de vitamina D eran mas bajas en sujetos
con sindrome metabdlico que en sujetos sin esta patologia (67.1 nmol/L vs. 75.9 nmol/L,
respectivamente) °?. En Europa, los datos de la cohorte britanica de casi 7000 sujetos nacidos
en 1958 (1958 British Birth Cohort) *®, analizados entre 2002 y 2004, también mostraron que los
que presentaban concentraciones mas disminuidas de vitamina D tenian una mayor prevalencia
de sindrome metabdlico. El “European Male Aging Study” también confirmé en mas de 3000
sujetos esta asociacion "*®). Sin embargo, en estos estudios no se analizé si la asociacion entre el
sindrome metabdlico y la hipovitaminosis D persistia tras eliminar el efecto del IMC.

Estudios mas recientes y que coinciden en el tiempo con el proceso de desarrollo de los trabajos
incluidos en esta tesis, si han tenido en cuenta la obesidad al analizar la relacion entre la
hipovitaminosis D y el sindrome metabdlico "**'°*2%%) Aunque los resultados no son uniformes en
todos los estudios, la mayoria concuerdan con los obtenidos por nosotros. Asi, Reis et al. (*¥
estudiaron una muestra de mas de 1500 sujetos del estudio NHANES entre 2003 y 2004 y

observaron que la asociacion entre las concentraciones de vitamina D y la prevalencia de
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sindrome metabdlico permanecia tras tener en cuenta tanto el IMC, como el grado de obesidad.
No obstante, en el estudio posterior del NHANES entre 2005 y 2006 la relacién entre
hipovitaminosis D y sindrome metabdlico desaparecié cuando se ajusté por el IMC “%). Ademas
de estos amplios estudios poblacionales, estudios mas reducidos en grupos concretos de
poblacion como nifos, adolescentes o mujeres posmenopausicas, también encuentran una

asociacion entre los niveles de vitamina D y la prevalencia de sindrome metabdlico, incluso tras

(204-206) 207)

tener en cuenta el IMC . Es interesante el estudio de Ganji et al. que tiene la
particularidad de realizar un ajuste de las concentraciones de vitamina D en relacién a los cambios
en los métodos de determinacion a lo largo del tiempo ©®, lo que evita infra- o sobre-estimaciones
en las concentraciones de calcidiol. Este estudio también muestra que, en mas de 5000
adolescentes del estudio NHANES, la relacion entre el sindrome metabdlico y la hipovitaminosis D
no se explica en su totalidad por el grado de adiposidad.

Desde el punto de vista de las repercusiones en la salud, ademas del grado de obesidad, es
importante considerar la distribucion de la grasa. La obesidad de distribucién abdominal es la que
se asocia mas estrechamente con el sindrome metabdlico y nosotros demostramos que la
relacién entre hipovitaminosis D y el sindrome metabdlico, también es independiente del perimetro
de cintura. Estos hallazgos se han confirmado en el estudio de la poblacién NHANES entre 2003 y
2006 *¥ y en un estudio realizado recientemente en mas de 4000 sujetos de estudio AusDiab
(Australian Diabetes, Obesity, and Lifestyle Study), que demuestra que la presencia de
hipovitaminosis D se relaciona con la incidencia de sindrome metabdlico a 5 afos de seguimiento,
independientemente del perimetro de cintura '®".

Los resultados de los estudios que analizan la relaciéon entre la hipovitaminosis D y el sindrome
metabdlico en sujetos con distintos grados de obesidad son algo mas heterogéneos. En un
estudio realizado en 73 pacientes con IMC > 40 Kg/m? se encuentra una asociacién entre las
concentraciones disminuidas de vitamina D y una mayor prevalencia de sindrome metabdlico, a
pesar de tener todos los pacientes un IMC similar ?®). En contraposicién, algunos estudios

similares realizados posteriormente en sujetos con obesidad no encuentran asociacion entre la

hipovitaminosis D y el sindrome metabdlico en sujetos con obesidad ?°*2'"). Entender el porqué de
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las diferencias encontradas es complejo, pero probablemente influyan factores como el método de
determinacion del calcidiol (EIA o RIA principalmente), la seleccion de los pacientes, la definicion
de sindrome metabdlico y de hipovitaminosis D utilizadas, o el ajuste por los diversos factores de
confusion. Nuestros resultados se ven apoyados por el ajuste por la estacionalidad, el IMC y el
perimetro de cintura y por una rigurosa seleccion de pacientes, excluyendo todas aquellas
condiciones que puedan influir en las concentraciones de vitamina D, como la toma de diversos
farmacos o la presencia de patologias que se asocien a concentraciones disminuidas de vitamina
D, sea por falta de absorcion intestinal o de sintesis de los compuestos activos.

Los hallazgos obtenidos en los estudios realizados en sujetos con diabetes tipo 2 e HFC refuerzan
la asociacion entre la hipovitaminosis D y el sindrome metabdlico observada en el estudio
Obesidad-VitD. Ambas situaciones estan estrechamente relacionadas con el sindrome metabdlico
y en ambas hemos observado unas concentraciones disminuidas de calcidiol, de manera que la
prevalencia de hipovitaminosis D alcanza el 74.6% en sujetos con diabetes tipo 2 y el 78.8% en
sujetos con HFC. Ademas, en los dos grupos de pacientes, la hipovitaminosis D se asocia con la
dislipemia aterogénica, un importante componente del sindrome metabdlico. Se sabe que otras
alteraciones comunmente asociadas al sindrome metabdlico, como la esteatosis hepatica no
alcohdlica o el sindrome de ovarios poliquisticos también se asocian con una mayor prevalencia

189.190) "E| hallazgo de concentraciones disminuidas de vitamina D en todos

de hipovitaminosis D ¢
aquellos procesos que se asocien al sindrome metabdlico, apoya la existencia de una asociacion

entre hipovitaminosis D y sindrome metabdlico.
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Il. RELACION DE LA HIPOVITAMINOSIS D CON LOS COMPONENTES DEL SINDROME

METABOLICO ESTUDIADOS

Ademas de la relacién de la hipovitaminosis D con el sindrome metabélico como entidad, también
hemos estudiado la relacién con algunos de sus componentes. En concreto, hemos estudiado la
asociacion con la obesidad, la diabetes y sus caracteristicas, la dislipemia y con los marcadores

del estado inflamatorio de bajo grado. A continuacién comentamos los principales hallazgos.

1- Relacién con la obesidad

Nuestros resultados confirman la presencia de una asociacion entre hipovitaminosis D y obesidad,
ya descrita por otros autores ""12'47)_En el estudio Obesidad-VitD, al categorizar a los sujetos
en los distintos grados de obesidad, podemos ver que son los grados mas severos de obesidad
(obesidad grado Ill) los que se asocian de forma mas fuerte a la hipovitaminosis D. En el estudio
DM2-VitD, la presencia de sobrepeso o obesidad y el IMC también se asocian con la presencia de
hipovitaminosis D.

Ademas de demostrar la relacién entre hipovitaminosis D y el grado de obesidad, los datos de los
estudios Obesidad-VitD y DM2-VitD también muestran una asociacién entre la hipovitaminosis D y
la obesidad abdominal, evaluada mediante el perimetro de la cintura. Sin embargo, al existir una
elevada colinealidad entre cintura e IMC, no hemos podido evaluar si el perimetro de cintura
aporta mayor informacién que el propio IMC o el grado de obesidad en la prediccion de
hipovitaminosis D. Nuestros hallazgos coinciden con la mayoria de estudios que han analizado la
presencia de hipovitaminosis D en funcion de la distribucién de la grasa y que muestran que los
distintos indices de adiposidad como el IMC, el perimetro de cintura o la medicién del tejido graso
subcutaneo o visceral mediante tomografia se relacionan con las concentraciones de vitamina D,
sin poder dar mayor importancia a una u otra medida “'>?'®). Asi, a pesar de que la distribucion de

la grasa en la region abdominal es la que mas se relaciona con las complicaciones
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cardiovasculares y metabdlicas asociadas a la obesidad #"%%'%

y que algunos autores indican
que el tejido adiposo visceral es el que presenta una asociacion mas fuerte con la hipovitaminosis
D @™ no podemos concluir que la distribucion abdominal de la grasa contribuya en mayor medida
qgue la obesidad global a la presencia de hipovitaminosis D.

Finalmente, en los pacientes con HFC no hemos encontrado relacion entre la presencia de
hipovitaminosis D y el IMC o el perimetro de cintura. Esta ausencia de relaciéon podria deberse al
hecho de que los pacientes con HFC presentan un IMC y un perimetro de cintura medios menores
y con menor variabilidad comparados con los pacientes con diabetes tipo 2. Sin embargo, no

podemos descartar que en estos pacientes existan otras variables, como la propia dislipemia, que

tengan mayor peso que la adiposidad en la determinacion de las concentraciones de vitamina D.

2- Relacién con la diabetes y el metabolismo hidrocarbonatado

2.1.-Relacién con la resistencia a la insulina

En los sujetos con sobrepeso y obesidad hemos encontrado que los pacientes con
concentraciones de calcidiol < 50 nmol/L presentaban valores de HOMA superiores al grupo con
concentraciones de calcidiol > 50 nmol/L. Ademas, como ya hemos comentado, fueron los
pacientes con un indice HOMA en el cuartil superior los que se asociaron de manera mas fuerte
con la presencia de hipovitaminosis D (Odds ratio de presentar hipovitaminosis D del cuartil
superior respecto al cuartil inferior de 2.1 (1.1-4.3)). En el estudio HFC-VitD, los sujetos con HFC e
hipovitaminosis D tendian a tener mayor indice HOMA que los sujetos con un estado de la
vitamina D normal (2.7 = 2.4 vs. 1.8 £ 0.9), aunque las diferencias no fueron significativas. No
disponemos de estudios previos que hayan analizado la relacién entre la resistencia insulinica y la
hipovitaminosis D en sujetos con HFC, pero nuestros hallazgos en esta poblacién van en la misma

direccion que los de estudios previos realizados en poblacion sana o con riesgo de diabetes y que
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demuestran una asociacion entre el estado de la vitamina D y diversos parametros de
insulinorresistencia e insulinosensibilidad (162171172201

Se desconocen los mecanismos mediante los cuales la hipovitaminosis D se asocia a la
insulinoresistencia, pero la asociacién se apoya en los hallazgos de VDR en el musculo, en la
posible estimulacion de la expresion del receptor de insulina o del receptor PPAR-$ por parte de la
vitamina D, o en el efecto que tiene esta vitamina sobre la secrecion de diversas citoquinas
inflamatorias (1%42°"),

A pesar de que la resistencia a la insulina se postula como uno de los principales mecanismos
etiopatogénicos del sindrome metabdlico, los resultados de la regresion logistica multiple en el
estudio Obesidad-VitD no permiten concluir que el indice HOMA explique toda la asociacion
existente entre la hipovitaminosis D y el sindrome metabdlico. Estos hallazgos estan en
consonancia con los resultados obtenidos en varios estudios poblacionales que muestran que,
aunque el indice HOMA puede explicar parte de la asociacion del sindrome metabdlico con la

hipovitaminosis D, no la justifica en su totalidad "**'%%.

2.2.- Relacién con la diabetes

La asociacion entre la hipovitaminosis D y la diabetes tipo 2, como se ha comentado, es conocida
tras los hallazgos de numerosos estudios tanto transversales como longitudinales ('°*1651%®) En |5
actualidad existen datos que apoyan la existencia de plausibilidad biolégica para la relacion de
causalidad entre la hipovitaminosis D y la génesis de la diabetes tipo 2. Asi estudios
experimentales han encontrado receptores de vitamina D o la propia enzima 1 alfa hidroxilasa en
la célula beta pancreatica, donde el metabolito activo de la vitamina D podria regular el flujo de
calcio hacia el interior de la célula. También parecen existir, como se ha comentado, receptores de
vitamina D a nivel muscular y a nivel del sistema inmunitario, donde esta hormona podria regular
la secrecidon de ciertas citoquinas implicadas en la génesis de la diabetes tipo 2. Todos estos

mecanismos podrian explicar el potencial papel de la vitamina D en la modulacion de la
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insulinoresistencia y de la secrecion de insulina "®2?". Con el objetivo de confirmar esta
plausibilidad bioldgica, en los ultimos afios se han publicado numerosos estudios que investigan si
la suplementacion con vitamina D mejora el control glucémico. Sin embargo, como hemos
comentado con anterioridad, los resultados han sido desesperanzadores '""). Acerca del efecto
del control glucémico sobre las concentraciones de vitamina D, la informaciéon es muy escasa.
Para clarificar este aspecto, hemos estudiado la relacion de la hipovitaminosis D y las
concentraciones de calcidiol con las distintas caracteristicas de la diabetes y hemos determinado
el efecto de la mejoria del control glucémico sobre las concentraciones de vitamina D.

Nuestro estudio confirma la elevada prevalencia de hipovitaminosis D (74.6%) en la poblacién con
diabetes tipo 2. Aunque es dificil comparar esta prevalencia con la de poblacion sana debido a
diferencias en el método de medicion de la vitamina D o en la propia definicién de hipovitaminosis
D, parece ser mas elevada a la encontrada en la poblacion espariola ). Estos hallazgos estan en
consonancia con la mayoria de estudios publicados que también observan una asociacion entre
las concentraciones disminuidas de vitamina D y una mayor prevalencia o incidencia de diabetes

tipo 2 (163,165,166)

Por otra parte, a pesar de haber encontrado una prevalencia elevada de
hipovitaminosis D en los pacientes con diabetes, no hemos encontrado una asociacion entre la
hipovitaminosis D y algunas caracteristicas propias de la diabetes como la presencia de
complicaciones, el tiempo de evolucion, el tipo de tratamiento hipoglucemiante o el grado de
control glucémico. Un hallazgo sorprendente en el estudio longitudinal fue que la mejoria del
control glucémico en aquellos pacientes mal controlados se acompafié de una disminucion en las
concentraciones de vitamina D, y que los cambios en las concentraciones de vitamina D se

relacionaron de manera inversa con el grado de descenso de la hemoglobina glicosilada. A

continuacion procedemos a analizar, uno por uno, estos hallazgos.
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2.2.1.- Relacién con el tiempo de evolucion de la diabetes

En nuestro estudio no hemos encontrado una asociacion entre la hipovitaminosis D y la duracién
de la diabetes. Los estudios que han analizado este aspecto muestran resultados contradictorios y
ninguno se ha disefiado con la finalidad de estudiar esta asociacion en concreto. Asi, algunos
estudios objetivan una asociacion entre una mayor duracion de la diabetes y unas

concentraciones disminuidas de vitamina D ¢1621®

, mientras que otros no objetivan ninguna
asociacion ?'%??")_ Para complicar mas las cosas, Jorgensen et al. ''® muestran que los pacientes
con niveles de calcidiol por debajo del percentil 10 presentan una mayor duracion de la diabetes
tipo 2, pero sin embargo no encuentran ninguna asociacion lineal entre los niveles de vitamina D y
la duracion de la diabetes. Existen diversos factores que pueden contribuir a explicar esta
disparidad de resultados. En primer lugar, la definicion de hipovitaminosis D podria jugar un papel,

ya que si consideramos los resultados de Joergensen et al. ("®

, se objetiva una asociacion
utilizando el percentil 10 de las concentraciones de calcidiol (13.9 nmol/L) como punto de corte,
mientras que Targher et al. ?*") no observan ninguna asociacion al utilizar como punto de corte
concentraciones de 37.5 nmol/L. En segundo lugar, como indicamos previamente, ningun estudio
tiene como objetivo principal el estudio de la asociacion entre la hipovitaminosis D y la duracion de
la diabetes. Por ultimo, la mayoria no ajustan por factores de confusion como por ejemplo, la edad
o la etnia y el estudio de Suzuki et al. “® tras ajustar por factores como la edad, la HbA1c o el
tipo de tratamiento para la diabetes, no encuentra ninguna asociacion entre la hipovitaminosis D y

la duracion de la diabetes. Los datos diponibles, por lo tanto, no permiten apoyar la existencia de

una clara relacion entre la duracién de la diabetes tipo 2 y la presencia de hipovitaminosis D.

2.2.2.- Relacién con las complicaciones de la diabetes

En este caso, tampoco hemos encontrado una asociacion entre la presencia de complicaciones de
la diabetes y la hipovitaminosis D. Sin embargo, el escaso numero de pacientes con

complicaciones de la diabetes que encontramos en nuestro estudio es una clara limitacion para
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detectar si existe esta asociacion. Al revisar la literatura existente, encontramos escasos estudios
que hayan analizado esta cuestion y los resultados son heterogéneos. En cuanto a las
complicaciones macroangiopaticas, en primer lugar y parecido a lo observado en la poblacion
general, los pacientes con diabetes tipo 2 con hipovitaminosis D parecen presentar a una mayor

mortalidad global y cardiovascular (118)

. Por otra parte, algunos estudios sefialan que los sujetos
con diabetes e hipovitaminosis D presentan mayor prevalencia de enfermedad cardiovascular
(222,223) : . s (224)

, aunque estos hallazgos no han podido ser confirmados en todos los estudios . Hay que
remarcar, sin embargo, que el hallazgo de una asociacion entre la hipovitaminosis D y los
marcadores subclinicos de aterosclerosis como el aumento del grosor de la intima media
carotidea, la rigidez arterial o el contenido de calcio coronario, apoyaria la existencia de una

R (217,219,225) . . . . r4r Ly
asociacion . En cuanto a las complicaciones microangiopaticas, la asociacion con la
hipovitaminosis D no es tan clara. Es ampliamente sabido que la enfermedad renal crénica se
acompafia de un descenso progresivo en la sintesis de 1,25(0OH)D y parece existir también un

déficit relativo de calcidiol en esta poblacion #?®

. No obstante, aunque el analogo de vitamina D
paricalcitol parece haber demostrado tener efectos antiproteinuricos *?”), el papel de la vitamina D
en la nefropatia diabética no esta tan claro y por el momento y no se ha demostrado una relacion
clara entre la presencia de hipovitaminosis D y el filtrado glomerular o la microalbuminuria
(118.222226) En cuanto a la neuropatia y la retinopatia en pacientes con diabetes tipo 2 y su relacion
con la hipovitaminosis D, aunque en algun articulo se encontré una asociacion, la existencia de la
misma precisa confirmarse en estudios con un nimero mayor de pacientes y ajustando por los
multiples factores de confusién relacionados con la hipovitaminosis D o con un riesgo aumentado

de sufrir complicaciones de la diabetes #2>%3"),

2.2.3.- Relacién con el control glucémico

En los dos estudios en que analizamos este aspecto (estudios DM2-VitD e HFC-VitD), no hemos

encontrado una asociacion entre la presencia de hipovitaminosis D y el grado de control
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glucémico. Si comparamos nuestros resultados con la literatura existente, observamos que
también en este caso existen resultados discordantes. En la cohorte britanica de sujetos nacidos
en 1958 ®? y en los sujetos sometidos a cateterismo que se incluyeron en el estudio LURIC
(233), se observoé una asociacion entre la presencia de hipovitaminosis D y un peor control

222)

glucémico. Si nos centramos en sujetos con diabetes tipo 2, Cigolini et al. “*® encontré que los

pacientes con diabetes tipo 2 que tenian hipovitaminosis D (calcidiol < 50 nmol/L), presentaban la

@2) también encontrdé una media de HbA1c 0,3%

HbA1c un 0,4 % mas elevada. Targher et al.
superior en los sujetos con diabetes e hipovitaminosis D, definida esta vez como concentraciones
de calcidiol < 37,5 nmol/L. Hutchinson et al. ®*¥ en uno de los estudios mas amplios que
examinan las concentraciones de vitamina D y su relacion con el control glucémico en sujetos con
diabetes y prediabetes, también encontraron una relacion inversa entre HbA1c y calcidiol. Por
ultimo, algunos estudios en poblaciones asiaticas, confirman estos hallazgos “*). En
contraposicién, y de acuerdo con nuestros hallazgos, Joergensen et al. '® Bonakdaran et al. ?*®
y Inukai et al. ®*® no encuentran ninguna asociacion entre la hipovitaminosis D y la HbA1c en
poblaciones diversas. Al menos en parte, las diferencias entre los distintos estudios podrian
justificarse por factores relacionados con la metodologia aplicada. Entre estos factores podemos
destacar las diferencias en el numero de pacientes incluidos en los estudios, los métodos de
determinacion del calcidiol, el umbral utilizado para definir hipovitaminosis D, el ajuste o no ajuste
por la época de exposicion solar y otros factores que sabemos que influyen en las
concentraciones de vitamina D, como es el IMC. Finalmente, también hay que tener en cuenta que
el tratamiento para la hiperglucemia en los pacientes con alteraciones del metabolismo
hidrocarbonatado también podria sesgar la posible relacion existente entre la hipovitaminosis D y

la HbA1c.

2.2.3.1.- Efecto de la mejoria del control glucémico

En el estudio longitudinal realizado en los pacientes con diabetes tipo 2 con mal control glucémico,

la implementacion de medidas dirigidas a mejorar el mismo, consiguié reducir la HbA1c de 9.45 %
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(7.6-14.8) a 7.3 % (6.2-8.7). Esta mejoria del control glucémico se acompand de un descenso en
las concentraciones de vitamina D. No obstante, observamos una correlacidon negativa entre los
cambios de HbA1c y los cambios en el calcidiol, es decir, los pacientes con mayor disminucién de
la HbA1c, fueron los que mostraron un aumento en las concentraciones de calcidiol.

Existen pocos estudios que hayan analizado el efecto de la mejoria del control glucémico sobre

@37) observaron que en 28

las concentraciones o el estado de la vitamina D. Nagasaka et al.
pacientes con mal control glucémico, la glucosuria se correlacionaba positivamente con la
excrecion renal de calcio y fosfato. La mejoria del control glucémico en estos pacientes se
acompafié de una disminucion en la excrecion renal de estos iones y de una disminucion en los
niveles de paratohormona (PTH). Este estudio analizé los niveles de 1,25(0OH)D, los cuales no
mostraron ningun cambio, pero las concentraciones de calcidiol no fueron analizadas. En otro

estudio, en 16 pacientes con diabetes tipo 1 y tipo 2, la mejoria del control glucémico se

acompafé de aumento en un parametro de formacién 6sea como es la osteocalcina, aunque

238 (239)

tampoco se estudié si esto se asociaba a cambios en la vitamina D “®*®). Gregorio et al.
también analizaron la asociacién del control glucémico con diversos parametros del metabolismo
fosfocalcico en sujetos con diabetes tipo 2 y confirmaron la asociacién entre el mal control
glucémico, la hipercalciuria y un aumento en PTH. Al comparar los pacientes con buen y mal
control de la diabetes (HbA1c media 7.74 £ 1.05 % vs. 11.56 £ 1.22 %), las concentraciones de
calcidiol, tendian a ser mayores en los pacientes con buen control glucémico (24.33+ 2.78 vs.
18.94+ 3.24 ng/ml), aunque las diferencias no fueron significativas. Ademas observaron que la
mejoria del control glucémico en el subgrupo de 50 pacientes con mal control inicial, se acompano
de una disminucién en la excrecién renal de calcio y de los niveles de PTH, pero no ofrecen
informacion sobre la existencia de cambios en las concentraciones de calcidiol. Estos hallazgos en
conjunto sugieren que el control glucémico parece tener repercusiones en cuanto a los principales
reguladores del metabolismo éseo, pero no permiten definir el efecto sobre las concentraciones de
calcidiol. Los potenciales mecanismos que podrian estar implicados en los efectos del control

glucémico sobre el metabolismo 6seo no son bien conocidos, pero algun estudio ha objetivado

que cambios en el estado inflamatorio se acompanan de modificaciones rapidas de las
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concentraciones de vitamina D #*?. Ademas, la mejoria del control glucémico se acompafia de un
descenso en las concentraciones de PTH #72%) |0 que podria inhibir la conversién de calcidiol en
calcitriol, aumentando secundariamente las concentraciones plasmaticas de calcidiol.

Por diversas razones nuestros resultados deben tomarse con precauciéon. El escaso numero de
pacientes en que se pudo realizar el analisis, la variedad de estrategias utilizadas para mejorar el
control glucémico, incluyendo los cambios en el estilo de vida, los farmacos orales y la insulina y
sobretodo, la falta de un control estricto del posible efecto de la exposicion solar, dificultan la
interpretacién del los resultados. En consecuencia éstos deben considerarse preliminares y
deberian confirmarse en estudios controlados, con un numero mayor de sujetos, que controlen
bien el efecto de la estacionalidad sobre las concentraciones de vitamina D y que analicen si
existen cambios en el estilo de vida, como un aumento en la actividad fisica en el exterior o un

aumento en el consumo de pescado o lacteos, que pudieran explicar los resultados obtenidos.

3- Relacion con los marcadores de inflamacion y las adipoquinas

En los estudios DM2-VitD y HFC-VitD, se evalud la relacion entre la hipovitaminosis D y los
diversos marcadores de inflamacion (IL-6, PCR, MCP-1, TGF-p), la leptina y la adiponectina, todos
ellos parametros que han demostrado tener un papel en la obesidad, la insulinorresistencia, la

241246) | a Gnica asociacion que hemos encontrado ha sido

diabetes o el sindrome metabdlico
entre la PCR vy la hipovitaminosis D en el estudio DM2-VitD. Asi, los pacientes con diabetes tipo 2
e hipovitaminosis D presentaron unas concentraciones de PCR superiores a los pacientes con
concentraciones normales de vitamina D (3.3 (0.4-17.7) vs. 1.9 (0.2-17.5) mg/L; p= 0.033). No
obstante, esta diferencia desaparecio al introducir el IMC en el analisis, sugiriendo que las
diferencias en PCR estan vinculadas al grado de obesidad.

Como ya hemos comentado, es conocida desde hace tiempo la asociacion entre las

concentraciones disminuidas de vitamina D y una prevalencia aumentada de ciertas patologias de

naturaleza autoinmune, como la artritis reumatoide, la esclerosis multiple, la enfermedad
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inflamatoria intestinal o la diabetes tipo 1 "%, La posible implicaciéon de la vitamina D en la
regulacién del sistema inmunitario apoyaria estos hallazgos. Por una parte, se ha encontrado la
presencia tanto del VDR, como de las enzimas que la metabolizan la vitamina D, en las distintas
células del sistema inmunitario y se postula que la vitamina D puede acumularse en los érganos
linfoides, donde ejerceria efectos auto- o paracrinos a concentraciones mucho superiores a las
sistémicas, evitando efectos indeseables como la hipercalcemia. Ademas, la sintesis de los
compuestos activos de la vitamina D en el seno de las células inmunitarias no esta regulado por el
calcio o la paratohormona, sino por otros factores como el interferon-y o los lipopolisacaridos 4",
En cuanto a la funcion de la vitamina D en el sistema inmunitario, parece ser que estimularia al
sistema inmunitario innato en la lucha contra los agentes patdégenos, mientras que inhibiria el

sistema inmunitario adaptativo %

. Asi, la vitamina D activa promoveria la diferenciacion y la
sintesis de prostaglandinas con capacidad inmunosupresora en los macrofagos, mientras que, a
nivel de los linfocitos y de las células dendriticas, inhibiria las respuestas Th1 y potenciaria las
respuestas Th2, es decir inhibiria la produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-2, IL-6 y
TNF-o y estimularia la produccion de citoquinas antiinflamatorias como IL-4, IL-5 e IL-10 #4749,
Este papel de la vitamina D en la modulacién del sistema inmunitario, no sélo explicaria la
asociacion de la hipovitaminosis D con patologias de tipo autoinmune, sino que también podria
explicar una posible asociacién de la hipovitaminosis D con el estado de inflamacién de bajo grado
caracteristico de las condiciones asociadas al sindrome metabdlico ?°°.

En estos ultimos afios, se han publicado diversos trabajos observacionales enfocados a estudiar
la posible existencia de una asociacién entre la hipovitaminosis D y el estado inflamatorio de bajo
grado caracteristico del sindrome metabdlico. En primer lugar, tanto las adipoquinas y citoquinas
inflamatorias estudiadas, como las poblaciones objeto de estudio han sido muy diversas. En
segundo lugar, los resultados han sido discordantes, de manera que algunos han objetivado una
asociacién entre la hipovitaminosis D y un aumento en las adipoquinas '**2°'2°°) mjentras otros

(207.256.287) 'Nos encontramos un escenario similar con los

no han observado ninguna asociacién
estudios de intervencion que analizan posibles efectos de la suplementacion con vitamina D sobre

las adipoquinas y los marcadores de inflamacion; algunos estudios han demostrado una mejoria
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sobre ciertos parametros mediante la suplementacién, mientras que otros no han encontrado
resultados positivos. En este caso también existe gran heterogeneidad, no sélo en referencia a la
poblacion estudiada, que incluye desde pacientes sanos, a pacientes con sobrepeso o en dialisis,
sino también en relacion a la dosis y formulacion de vitamina D administrada, al tiempo de
seguimiento, etc... ?°8263),

Si nos centramos en los estudios realizados en sujetos con diabetes tipo 2, los resultados son

variables, mostrando una asociacion entre hipovitaminosis D y PCR en algunos estudios ¢?!22223),

(219.269) " No obstante, estas publicaciones no

mientras que otros estudios no la encuentran
esclarecen si la adiposidad puede estar implicada en la posible relaciéon entre hipovitaminosis D y
la PCR. Nosotros hemos observado que la asociacion de la hipovitaminosis D con unas
concentraciones aumentadas de PCR, desaparece si se tiene en cuenta el IMC. Estos resultados
estan en concordancia con los recientemente publicados de Al-Daghri et al. ?®°). Estos autores
ademas, son de los pocos que han analizado la relacién entre la vitamina D y otras adipoquinas
como la adiponectina, TNF-a, leptina y resistina en la diabetes tipo 2 y observaron una correlacion
positiva entre las concentraciones de calcidiol y la adiponectina, que a diferencia de lo que sucede
con PCR, es independiente del IMC. Aunque desconocemos el porqué de los diferentes hallazgos
entre la poblacion de Al-daghri y la nuestra, las diferencias étnicas de las poblaciones estudiadas
podrian tener un papel, ya que pueden existir diferencias en parametros como la distribucién de la
grasa. En este contexto, merece la pena comentar que en los sujetos con HFC no observamos
ninguna relacion entre la presencia de hipovitaminosis D y un estado de inflamatorio de bajo
grado. Si es cierto, como sucede en la diabetes, que la adiposidad media la relacién entre la
inflamacién de bajo grado y la hipovitaminosis D, esta ausencia de relacioén podria justificarse por
la ausencia de diferencias en cuanto al IMC y al perimetro de cintura entre los pacientes con y sin
hipovitaminosis D.

Finalmente, en los estudios longitudinales incluidos en esta tesis, también se ha evaluado el
efecto del control de la hiperglucemia (estudio DM2-VitD) y de la dislipemia (estudio HFC-VitD)
sobre los parametros de inflamacion y las adipoquinas. La mejoria del control glucémico se

acompafié de una disminucién en las concentraciones de TGF-$ (35.5 (5.5-122.7) vs. 14.4 (1.63-
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81.7) ng/L), y la mejoria del control lipidico de un descenso de la adiponectina (3678 (811-9021)
vs. 3043 (1424-7493) ug/L). Estos cambios no se correlacionaron con los cambios observados en
las concentraciones de calcidiol. Nuestros hallazgos sobre el TGF-B coinciden y refuerzan los
hallazgos de algunos estudios que muestran una asociacion entre los niveles intraglomerulares de
MmRNA de TGF-b y la HbA1c y con el hecho que la hiperglucemia es capaz de estimular la
transcripcién de esta citoquina a nivel de las células mesangiales ®*®. El descenso de la
adiponectina paralelo a la mejoria del control lipidico en los pacientes con HFC es mas dificil de
interpretar en ausencia de cambios en el peso y en el perimetro de cintura y los datos publicados
acerca del efecto del tratamiento hipolipemiante sobre las adipoquinas no son congruentes entre

los diferentes estudios %6727,

4- Relacion con los parametros lipidicos

Los resultados obtenidos en los estudios DM2-VitD y HFC-VitD apoyan una asociacion entre la
hipovitaminosis D y el perfil lipidico adverso caracteristico de los pacientes con diabetes tipo 2,
sindrome metabdlico e HFC. Ademas, el tratamiento de la dislipemia parece asociarse con un
aumento en las concentraciones de calcidiol que no se correlaciona con los cambios observados
en los parametros lipidicos.

En el primer estudio, los pacientes con diabetes tipo 2 e hipovitaminosis D tenian mayores
concentraciones de triglicéridos y cVLDL y menores de cHDL. Asi mismo, el contenido en
triglicéridos de HDL estaba aumentado y el contenido en colesterol estaba disminuido. Todos
estos cambios son caracteristicos de la dislipemia aterogénica que suelen presentar los individuos
con diabetes tipo 2 o sindrome metabdlico “**9. Ademas, parte de estas alteraciones persistian
tras ajustar por el IMC, lo que sugiere una relacion independiente de la adiposidad. En el estudio
HFC-VitD, observamos que las concentraciones de calcidiol se correlacionaron negativamente con
las concentraciones de triglicéridos y positivamente con las concentraciones de cLDL y los

pacientes con hipovitaminosis D presentaron concentraciones mayores de triglicéridos y AGL y
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menores de cHDL y cLDL. Las diferencias en los triglicéridos y AGL persistieron tras ajustar por el
IMC y la estacionalidad. Para reforzar estos hallazgos, observamos que los pacientes con
concentraciones de triglicéridos > 200 mg/dL, presentaban también concentraciones disminuidas
de vitamina D.

Todos estos datos confirman y amplian el conocimiento previo sobre la asociacion entre la
hipovitaminosis D y las alteraciones caracteristicas de la dislipemia aterogénica observada en
diferentes poblaciones. Asi, en poblacién general, observamos que Melamed et al. (*®
encontraron una relacion directa entre las concentraciones de calcidiol y las de colesterol total en
la poblacion perteneciente al estudio NHANES. Otros trabajos demuestran una asociacion entre la
hipovitaminosis D y la presencia de concentraciones aumentadas de triglicéridos y disminuidas de

cHDL en sujetos Europeos y Asiaticos '®®. El estudio de Ponda et al. ®"

, a pesar de tener
algunas limitaciones metodoldgicas, es el estudio mas amplio que analiza la relacion entre la
hipovitaminosis D y los parametros lipidicos en poblacion americana. En este estudio también
encuentran una asociacion entre la hipovitaminosis D y un perfil lipidico desfavorable en cuanto a
cHDL v triglicéridos y, a diferencia del estudio de Melamed, muestran que las concentraciones de
colesterol total y también de cLDL estan aumentadas en los pacientes con hipovitaminosis D.
Como resumen de los distintos estudios tenemos el metaanalisis publicado por Jorde et al. %),
qgue concluye que la hipovitaminosis D se asocia con un perfil lipidico desfavorable caracterizado
por unas concentraciones aumentadas de triglicéridos y disminuidas de cHDL, mientras no queda
clara la presencia y direccion de una posible asociacion con el colesterol total y cLDL. Los autores
de este metaanalisis concluyen que no todos los estudios incluidos tienen en cuenta posibles
factores de confusion, con lo que las conclusiones deben tomarse con precaucion.

Por otra parte, los estudios que han evaluado la relacion entre las concentraciones de calcidiol y
los parametros lipidicos en sujetos con diabetes tipo 2 son escasos y no concluyentes. En 2006,
Targher et al. ®®") en una cohorte de 390 pacientes con diabetes tipo 2, no objetivé diferencias en
cuanto a cHDL, triglicéridos o cLDL entre los pacientes con concentraciones de calcidiol < 6 > de

37,5 nmol/L. Estudios posteriores tampoco encontraron ninguna asociacién entre las

concentraciones de calcidiol y las fracciones lipidicas en los pacientes con diabetes tipo 2
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(118.216.219,235.264) 'por gl contrario, y de acuerdo con nuestros datos, Cigolini et al. #??, si observaron
una relacién entre la presencia de hipovitaminosis D y un aumento en las concentraciones de
triglicéridos en una poblacién de 459 pacientes con diabetes tipo 2. Las diferencias metodolégicas
entre estos estudios son importantes y probablemente contribuyan a la falta de uniformidad en los
resultados. Es importante destacar que estudios recientes en los que se tiene en cuenta la

224 en un estudio realizado en UK con

adiposidad confirman nuestros resultados. Asi, Alam et al.
563 sujetos con diabetes, muestran que las concentraciones de vitamina D se relacionan con las
concentraciones de triglicéridos y cHDL y que la relacion con el cHDL permanece significativa tras
ajustar por el IMC. Yu et al. “® objetivan, por otra parte, una asociacion significativa e inversa
entre las concentraciones de calcidiol y las de triglicéridos y cLDL, tras ajustar por la altura, la
funcion renal y la HbA1c, aunque no tienen en cuenta el IMC. Finalmente, es interesante comentar

el articulo de Guasch et al. ¢!

, realizado en este caso en poblacién obesa, y que revela que las
concentraciones disminuidas de vitamina D se asocian con una mayor probabilidad de presentar
dislipemia aterogénica independientemente del IMC.

Si bien tanto los datos de la literatura como los nuestros muestran una clara asociacién entre la
hipovitaminosis D y la dislipemia aterogénica, los mecanismos de esta asociacion no estan
esclarecidos. Se ha postulado que las concentraciones de vitamina D podrian influenciar la
actividad de la lipoprotein lipasa, de manera que sujetos con concentraciones disminuidas de
vitamina D podrian tener una menor actividad de esta enzima, favoreciendo el aumento en los

triglicéridos plasmaticos tipico de la dislipemia aterogénica 2.

Otros posibles mecanismos
incluirian la modulacion de la sintesis de triglicéridos con los cambios en el calcio plasmatico o los
efectos ya comentados de la vitamina D sobre la insulinoresistencia, entre otros ('8,

En el estudio VitD-HFC, hemos observado que el tratamiento para la dislipemia se acompafia de
un aumento en las concentraciones de calcidiol que no se correlaciona con los cambios
observados en los parametros lipidicos, lo que sugiere una posible relacion indirecta entre lipidos
y vitamina D. En este sentido, se ha postulado que el tratamiento con estatinas podria tener
efectos beneficiosos sobre el hueso mediante un aumento en las concentraciones de vitamina D

@73 De hecho, algunos estudios han observado un aumento en las concentraciones de calcidiol
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con el uso de estatinas, aunque existe cierta heterogeneidad en los resultados que podria deberse
a efectos diferenciales entre las distintas estatinas #*?*®_ A diferencia de estos estudios previos,
los pacientes incluidos en nuestro estudio fueron tratados segun la practica clinica habitual, de
manera que a pesar que la mayoria de ellos recibieron estatinas, algunos fueron tratados también
o exclusivamente con otros farmacos como los fibratos. La informacion referente a los efectos de
otros farmacos hipolipemiantes sobre las concentraciones de vitamina D es escasa, pero no se

puede descartar que el ezetimibe o los fibratos puedan tener un papel 99234,

TESIS DOCTORAL * INKA MINAMBRES 115



DISCUSION

116 TESIS DOCTORAL * INKA MINAMBRES



DISCUSION

lll. FORTALEZAS Y LIMITACIONES

1- Fortalezas

Seleccidon de pacientes:

Consideramos que una de las principales fortalezas de la presente tesis es la seleccién de los
pacientes. En primer lugar, se eliminé del analisis a los pacientes que estuvieran en tratamiento
con suplementos de calcio o vitamina D. Esto nos parece imprescindible si se quieren evitar
interferencias en el estado de la vitamina D que no sean debidas a los posibles factores de
estudio. En segundo lugar, en todos los estudios, los sujetos incluidos fueron exclusivamente
caucasicos. Si bien esto puede parecer una limitacién al debilitar la generalizacion de los
resultados a distintas etnias, dada la conocida influencia de la raza en las concentraciones de
vitamina D, el hecho de restringir el analisis a una etnia concreta es una manera de evitar posibles
sesgos. Las conclusiones de esta tesis, deberan, pues corroborarse con otros estudios en las
distintas etnias diferentes a la caucasica. En tercer lugar, en el estudio obesidad-VitD, dado que
disponiamos de un elevado numero potencial de pacientes para incluir en el estudio, pudimos ser
todavia mas selectivos. Asi, seleccionamos a los pacientes que atendieron la consulta durante los
meses de menor exposicion solar. Ademas, se excluyeron a los pacientes que pudieran tener
condiciones que interfirieran con el metabolismo de la vitamina D. Las mujeres postmenopausicas
también fueron excluidas debido a que los cambios en las concentraciones de estrégenos pueden
afectar a la biodisponibilidad de vitamina D. Este hecho, junto con la utilizacién de los criterios de
sindrome metabdlico del ATP lll, que tiene en cuenta los perimetros de cintura adaptados a la
poblacion americana para definir la obesidad abdominal, puede ayudar a explicar la baja

prevalencia de sindrome metabdlico observada en nuestro estudio.

TESIS DOCTORAL * INKA MINAMBRES 117



DISCUSION

Ajuste por la estacionalidad v el indice de masa corporal:

Otro de los puntos fuertes de la presente tesis ha sido el ajuste de los resultados por dos variables
gue sabemos que influencian las concentraciones de vitamina D, como son la estacionalidad y el
IMC.

Ya hemos comentado que todos aquellos factores que condicionen la exposicion de la piel a los
rayos solares pueden afectar a las concentraciones de calcidiol de un individuo. Barcelona se
encuentra a una latitud de 41.23 °N, equiparable a la latitud de Boston, donde sabemos que
pasado agosto se experimenta una disminucién brusca en la sintesis cutanea de colecalciferol, la
cual llega a ser indetectable desde noviembre a febrero y que empieza a despuntar de nuevo en
marzo ©®®. Conociendo estos datos, en el estudio Obesidad-VitD se seleccionaron Unicamente a
los pacientes atendidos entre octubre y abril para minimizar el efecto de la exposicion solar. En los
estudios DM2-VitD y HFC-VitD, dada la menor disposicion de pacientes, esta cuidadosa seleccion
no pudo realizarse, pero en el analisis estadistico se tuvo en cuenta la época de exposicion solar o
la estacionalidad, de manera que en ningun caso se ha descuidado el efecto que la exposicion
solar puede tener sobre las concentraciones de vitamina D.

Por otra parte, dado que se conoce la asociacion de la obesidad o el IMC, tanto con la
hipovitaminosis D, como con los componentes del sindrome metabdlico, tuvimos en cuenta la
adiposidad en todos los analisis realizados. Este aspecto es uno de las principales fortalezas de la
presente tesis, y de hecho diversos autores remarcan la falta de ajuste por la adiposidad como
una de las debilidades de una gran cantidad de estudios que analizan la relacién entre el déficit de

vitamina D y los factores de riesgo cardiovascular '®%.

Enfoque global:

La presente tesis ha pretendido realizar un enfoque global centrado en los componentes del
sindrome metabdlico que han mostrado una relacion mas estrecha con la insulinorresistencia

propia de este sindrome, que son la obesidad, la dislipemia, la diabetes y el estado inflamatorio de
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bajo grado y las adipoquinas, a diferencia de otros componentes como la hipertension arterial, en

la que la relacién no es tan estrecha .

Este enfoque global permite detectar posibles
interrelaciones entre estos componentes en caso de haberlas y amplia la capacidad de detectar

asociaciones desconocidas.

2- Limitaciones

Naturaleza de los estudios:

Los estudios incluidos en la presente tesis han sido de tipo transversal y de tipo longitudinal
prospectivo. Dada la naturaleza observacional de todos ellos las conclusiones acerca de
mecanismos causales son limitadas. Sin embargo, el hallazgo de asociaciones en este tipo de
disefios debe entenderse como un punto de partida para explorar posibles asociaciones y disefar
posteriormente estudios randomizados que permitan esclarecer cual es la verdadera direccion

causal entre ellas.

Numero de pacientes:

El numero de pacientes incluidos en los estudios DM2-VitD y HFC-VitD es reducido ya que
partiamos de estudios disefiados para otros objetivos y ademas teniamos la limitacion afiadida de
la disponibilidad de muestras congeladas de los pacientes para realizar la determinacién de
calcidiol, pero nos ha permitido analizar variables inasequibles en grandes poblaciones. La
limitaciéon en cuanto al numero de pacientes puede reducir, en parte, la capacidad de detectar
asociaciones o de realizar analisis estadisticos complejos donde se incluyan un amplio nimero de
variables. Este hecho se debe tener en cuenta en la interpretacion de los resultados, pero en si
mismo no es un motivo para refutar los hallazgos. En las conclusiones tenemos en cuenta este

aspecto en todo momento y se ha considerado, asimismo, la plausibilidad bioldgica de los
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resultados, su magnitud y significado clinico y el apoyo dado por resultados similares en otras

poblaciones.

Heterogeneidad de los tratamientos instaurados en los estudios longitudinales:

En el caso de los estudios DM2-VitD y HFC-VitD, se realizd un analisis longitudinal tras la
implementacion de medidas dirigidas a la mejoria del control glucémico vy lipidico,
respectivamente. Dado que estas medidas fueron las propias de la practica clinica habitual, los
tratamientos aplicados fueron heterogéneos, es decir, distintos de paciente a paciente. Esto
significa que no se evalud un unico farmaco en concreto sino varios farmacos a la vez, ademas
del consejo sobre estilos de vida. Este hecho tiene consecuencias en cuanto a la interpretacion de
resultados. Hay que tener en cuenta que si el efecto sobre las concentraciones de vitamina D es
secundario a la toma de un farmaco en concreto, el uso simultdneo de otras medidas, puede
reducir la capacidad de observar un efecto verdadero. Por otra parte, no deberia haber problema
si el mecanismo verdadero del cambio en las concentraciones de vitamina D es la mejoria del
control glucémico o lipidico per se y no las estrategias utilizadas para ello. Nuestro estudio no
permite esclarecer la causa del cambio en las concentraciones de calcidiol en los estudios
longitudinales y para ello, se necesitan estudios prospectivos, a poder ser randomizados frente a

placebo y utilizando los diferentes tratamientos por separado.

Variables no analizadas:

Es muy dificil que un estudio pueda incluir o tener en cuenta todas las variables que
potencialmente puedan interferir en los resultados, bien por la dificultad en la medicion de ciertas
variables, bien por falta de recursos.

En nuestro caso, en primer lugar, hay que remarcar que no hemos recogido informacion acerca de
los habitos dietéticos y de exposicion solar de cada individuo por separado. No hay que descartar

un posible sesgo debido a este hecho. No obstante, si tenemos en cuenta que la alimentacion
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supone una fuente muy escasa de las concentraciones de calcidiol, el efecto de la dieta es
limitado. En cuanto al posible efecto de las diferencias interindividuales de exposicion solar, éste
qgueda suprimido en el estudio Obesidad-VitD, debido a que las determinaciones de calcidiol se
realizaron en una época del afio en que no hay sintesis cutanea de vitamina D. En los estudios
DM2-VitD y HFC-VitD, especialmente en los estudios longitudinales, no podemos descartar alguna
influencia de la exposicion solar sobre las concentraciones de calcidiol. Este hecho es importante
tenerlo en cuenta en los estudios longitudinales, pues las estrategias de mejoria del control
glucémico vy lipidico a menudo incluyen recomendaciones de habitos de vida como la practica de
ejercicio al aire libre.

Finalmente, hay que remarcar que no hemos analizado otros marcadores del metabolismo 6seo,
como serian las concentraciones de PTH o el calcio. Se sabe que las concentraciones
aumentadas de PTH se relacionan con una mayor incidencia de hipertension e incluso de

142)

mortalidad cardiovascular *?. No obstante, la mayoria de estudios no demuestran un efecto de

194.156.203) 'En cuanto al

PTH sobre la relacion entre la hipovitaminosis D y el sindrome metabdlico ¢
calcio, existe controversia acerca de si calcio contenido en la dieta o en suplementos puede tener
algun efecto sobre la enfermedad cardiovascular y el sindrome metabdlico, mientras que los
efectos del calcio plasmatico han sido menos estudiados ?®%®)_ Nosotros no hemos analizado el

posible efecto del calcio plasmatico pero hemos excluido de nuestros analisis aquellos pacientes

qgue estuvieran tomando suplementos de calcio, como ya se ha comentado.
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I. CONCLUSION GENERAL

El estudio de la relacion entre la hipovitaminosis D y los diferentes componentes del
sindrome metabdlico, asi como la evaluacion del efecto de la mejoria del control de los
componentes del sindrome metabdlico sobre las concentraciones de la vitamina D,
demuestra la existencia de una asociacion de la hipovitaminosis D con el sindrome
metabdlico y sus componentes. Aun en ausencia de causalidad definida, por la elevada
prevalencia y la estrecha relacion, la hipovitaminosis D podria considerarse un elemento

mas del sindrome metabdlico.
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Il. CONCLUSIONES ESPECIFICAS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

La hipovitaminosis D se relaciona con el grado de obesidad y el sindrome
metabalico.

La relacion existente entre la hipovitaminosis D y el sindrome metabdlico es
independiente del grado de obesidad.

La prevalencia de hipovitaminosis D esta elevada en los pacientes con diabetes
tipo 2, independientemente de la duracion de la diabetes, de la presencia de
complicaciones y del grado de control glucémico.

Los pacientes con hiperlipemia familiar combinada presentan concentraciones
disminuidas de vitamina D.

La adiposidad explica algunas de las asociaciones entre la hipovitaminosis D y los
componentes del sindrome metabadlico.

Las alteraciones lipidicas propias de la dislipemia aterogénica se asocian con la
hipovitaminosis D. Esta relacion es independiente de la obesidad, tanto en los
sujetos con diabetes tipo 2 como en los sujetos con hiperlipemia familiar
combinada.

Los pacientes con hipovitaminosis D presentan una resistencia a la insulina
aumentada.

La resistencia a la insulina y el estado inflamatorio de bajo grado no explican la
relacidon entre la hipovitaminosis D y el sindrome metabdlico.

El tratamiento de la dislipemia en los pacientes con hiperlipemia familiar combinada

aumenta las concentraciones de vitamina D por mecanismos desconocidos.
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