Invest Clin 44(4): 275 - 282, 2003

Analisis del polimorfismo Bsm | del gen
receptor de la vitamina D (VDR) en pacientes
venezolanas residentes del estado Zulia con
osteoporosis

Lisbeth Borjas-Fajardo?, Mariana Zambrano?, Erika Fernandez?, Lennie Pinedal,
Alisandra Machin?, Pilar de Romero?, William Zabala?, Maria Alejandra Sanchez?,
José Antonio Chacint y Wilmer Delgadot.

!Laboratorio de Genética Molecular. Unidad de Genética Médica y
2Céatedra de Biogquimica Clinica, Escuela de Bioanalisis. Facultad de Medicina,
Universidad del Zulia, Maracaibo, Venezuela.

Palabras clave: Osteoporosis, gen VDR, polimorfismo Bsm |, Venezuela.

Resumen. Dentro de los genes implicados en el estudio de la genética de
la osteoporosis, el més conocido es el gen receptor de la vitamina D (VDR), es-
tudiado a través de la caracterizacién del polimorfismo Bsm I. En tal sentido,
esta investigacion tuvo como objetivo principal analizar el polimorfismo Bsm |
del gen de VDR en una muestra de 133 mujeres posmenopausicas distribuidas
en tres grupos: 54 afectadas con osteoporosis, 24 con osteopenia y 55 contro-
les normales para la enfermedad. De las mujeres con osteoporosis 28 presen-
taron el genotipo BB, asociado en otros paises con disminucion de la densidad
mineral 6sea, 20 presentaron el genotipo Bb y 6 el genotipo bb. Del grupo
control s6lo 11 mujeres presentaron el genotipo BB, 36 mostraron el genoti-
po heterocigoto Bb y 8 el genotipo bb. La frecuencia de los alelos By b en la
poblacién general analizada resulto de 0,6 y 0,4, respectivamente. El genotipo
BB se encontrd en un 52% del grupo con osteoporosis y en un 20% en el grupo
control normal, siendo estos hallazgos significativos estadisticamente, lo cual
sugiere una asociacion entre el genotipo BB y la osteoporosis.
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Abstract. Among genes implied on the osteoporosis genetics, the most
studied gene worldwide is the receptor gene of D vitamin (VDR), through the
characterization of Bsm | polymorphism. The main objective of this research
was to analyze the Bsm | polymorphism of the VDR gene in a sample of 133
postmenopausal women distributed in three groups: 54 with osteoporosis, 24
with osteopenia and 55 normal controls for the disease. 28 of the women with
osteoporosis presented the BB genotype, which is related in others countries
to bone mineral density decrease, 20 had the Bb genotype, and 6 the bb ge-
notype. Of the control group only 11 women presented the BB genotype, 36
showed the heterozygote genotype and 8 the bb genotype. The frequencies of
the B and b alleles in the analyzed population were 0.6 and 0.4 respectively.
The BB genotype was found in 52% of the group with osteoporosis, and in 20%
of the control group, these findings are statistically significant, which suggest

an association between the BB genotype and osteoporosis.
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INTRODUCCION

La osteoporosis (OP) es una enferme-
dad esquelética y sistémica que se caracte-
riza por una disminuciéon en la masa 6sea y
un deterioro en la micro-arquitectura del
hueso, lo que conlleva un aumento en la fra-
gilidad 6sea y en consecuencia del riesgo a
fracturas (1). En muchos paises del mundo
es la enfermedad 6sea metabdlica mas co-
mun y una de las mas asociadas al envejeci-
miento (2).

Los estudios realizados en gemelos han
demostrado que los factores genéticos son
responsables de méas de un 80% de la varia-
bilidad en la densidad mineral 6sea (DMO),
parametro considerado como el mejor pre-
dictor de OP, observandose que la masa
Osea esta bajo un fuerte control genético,
por lo que se cree que los genes involucra-
dos regulan tanto el pico de masa Osea
como la tasa de pérdida de hueso (1-6).

Dentro de estos genes estan el del colageno
tipo | alfa 1 (COL1A1l), el receptor de los
estrégenos (ESR1), la osteocalcina, las In-
terleuquinas 1y 6 y el receptor de la vitami-
na D (VDR; vitamin D receptor); éste ulti-
mo es el mas estudiado y codifica para una
hormona importante en la regulacién ésea.
Todos estos genes forman parte de los ge-
nes candidatos a ser determinantes genéti-
cos de la masa 6sea (1,7-9).

El gen del VDR esta localizado en el
cromosoma 12, especificamente en el locus
12912-12g14; tiene una longitud de 75 Kilo
bases (Kb) distribuidos en 11 exones y 10 in-
trones y en su extremo 3’ se han descrito va-
rios polimorfismos de restriccién, entre ellos
el Bsm I. Morrison y col. en el afio 1992
(10), fueron los primeros en correlacionar el
genotipo BB del polimorfismo Bsm | del gen
VDR con los niveles de osteocalcina, indican-
do que los alelos son funcionalmente dife-
rentes, contribuyen a la variabilidad normal
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fisiologica de los niveles de osteocalcina y
son predictores de la diversidad en el re-
cambio 6seo y en consecuencia en la DMO.
Otros investigadores han reportado hallaz-
gos similares a los de Morrison y col. mien-
tras que algunos no han encontrado diferen-
cias significativas entre el genotipo BB y la
pérdida de masa 6sea (3-6, 8, 10-21).

Debido a la alta incidencia de la enfer-
medad, a su asociacién con el envejecimien-
to y al costo socio-econdmico de las fractu-
ras originadas por la OP, cobran vital im-
portancia las estrategias encaminadas a la
prevencion y deteccion de grupos de alto
riesgo. Dentro de estas estrategias se en-
cuentra el analisis de los polimorfismos del
gen VDR, aplicado en muchos paises del
mundo para la identificacion de mujeres
con predisposicién genética a la OP (3-6, 8,
10-22). Por tal motivo, se realizo este estu-
dio, en una poblacion de mujeres con OP,
con el propésito de analizar y caracterizar
el polimorfismo Bsm | del gen del VDR y de-
terminar si sus alelos pueden considerarse
como factores genéticos de susceptibilidad
a desarrollar la enfermedad.

PACIENTES Y METODOS

La muestra estuvo constituida por 133
mujeres del municipio Maracaibo, capital
del estado Zulia en Venezuela, posmenopau-
sicas, referidas a la Unidad de Genética Mé-
dica de la Universidad del Zulia, previo con-
sentimiento informado y procedentes de di-
ferentes centros de salud de la localidad. La
muestra de afectadas con OP estuvo confor-
mada por 54 mujeres con edad promedio de
61,7 = 8,3 afios diagnosticadas por estu-
dios de densitometria 6sea positiva. Los cri-
terios de inclusién considerados para califi-
car al grupo de afectadas incluyeron: sexo
femenino, posmenopausica, densitometria
Osea positiva para OP, preferiblemente con
antecedentes familiares de OP y no presen-
tar enfermedad endocrina ni de tejido co-

nectivo que pudiera ocasionar una OP se-
cundaria. El grupo control estuvo constitui-
do por 55 mujeres normales y 24 con osteo-
penia, con edad promedio de 53,6 + 6,4
afios, con densitometria 6sea negativa para
OP y preferiblemente sin antecedentes fa-
miliares de la enfermedad.

A ambos grupos se les extrajo 5 ml de
sangre periférica para aislar y purificar el
ADN, empleando de manera combinada los
métodos de Fenol-Sevag (23) e inorgénico
(24). A partir de 100 ng de ADN y en un
volumen de 25 pL se realizé una amplifica-
cién, por medio de la reaccion en cadena
de la polimerasa, de una regién de 825 pb
correspondiente al extremo 3’ del gen del
VDR que contiene un polimorfismo de res-
triccion para la enzima Bsm |, empleando
10 pmoles de oligbmeros cuya secuencia
fue descrita por Morrison y col. (11), 200
UM de dNTP’s, 2 mM de MgCl, 10% de
DMS y 2,5 unidades de Taq Polimerasa
(Promega). El programa de amplificacion
consistio en una desnaturalizacion prolon-
gada a 94°C por 5 minutos, 25 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C, anillado a 55°C y
extension a 72°C, 1 minuto c/u, y una ex-
tension prolongada a 72°C por 10 minutos.
Diez pL de cada producto amplificado se
sometieron a digestion empleando la enzi-
ma de restriccion Bsm | (New England Bio-
labs), a 65°C, durante 2 horas para final-
mente caracterizar los productos digeridos
a través de una electroforesis en gel de
agarosa al 2% en buffer TBE 1X y visuali-
zando los fragmentos de restriccion con
Bromuro de Etidio. La ausencia del sitio de
restriccion en el producto amplificado se
design6 como el alelo B y presenté una
Unica banda de 825 pb; la presencia del si-
tio de restriccion se asigné como el alelo
b, generando dos fragmentos de restric-
cién: 650 pb + 175 pb. Las heterocigotas
para el polimorfismo Bsm | se calificaron
como Bb y presentaron tres fragmentos:
825 pb, 650 pb + 175 pb.
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Para el analisis de los resultados, se
utilizé la prueba del ajuste del equilibrio de
Hardy Weinberg (HW), a travées del estadis-
tico x2y el calculo del riesgo relativo se lle-
v0 a cabo segun Ott (25)

RESULTADOS

En la Fig. 1 se muestra la imagen de
un gel de agarosa al 2% con la caracteriza-
cion del polimorfismo Bsm | del gen del
VDR. Del total de las muestras, las frecuen-
cias de los alelos “B” y “b”, fueron 0,60 y
0,40 respectivamente. En la Tabla | se pre-
sentan los genotipos generados por el total
de las mujeres menopausicas estudiadas. Se
observa que un 52% correspondié a mujeres
con genotipo heterocigoto Bb, seguido por
un 33% con genotipo BB y un 15% con ge-
notipo bb.

Cuando se analizo el grupo de mujeres
con OP, 52% resultaron homocigotas BB;
37%, heterocigotas Bb y 11% homocigotas
bb. Del grupo control normal, 20% resultd

1 2 3 4

BB, 65% heterocigotas Bb y 15% homocigo-
tas bb. Del grupo de mujeres con osteope-
nia, 21% resultaron homocigotas BB, 54%
heterocigotas Bb y 25% homocigotas bb
(Tabla I).

Para determinar la significacion esta-
distica de estos hallazgos, s6lo fueron com-
parados el grupo de mujeres con OP con el
grupo control normal (Tabla I1I). La aplica-
cion del estadistico chi cuadrado reveld di-
ferencias significativas entre ambos grupos.

DISCUSION

La creciente expectativa de vida, prin-
cipalmente en los paises desarrollados, pa-
reciera indicar que los problemas de la OP
afectaran notablemente a la mayoria de los
individuos en los préximos afos, y su tras-
cendencia econémica la involucra como un
problema de salud publica mundial. Las
consecuencias clinicas de la OP son princi-
palmente las fracturas, dentro de las cuales
las mas comunes son las de columna, murie-

6 7 8 9

1198 pb

676 pb

825 pb
650 pb

175 pb

Fig. 1. Fotografia de un gel de agarosa al 2% corrido en electroforesis con buffer TBE 1X mostrando el
polimorfismo Bsm | del gen del VDR. Linea 1: marcador de Peso Molecular (MPM) Pgem (Pro-
mega). Linea 2-4,6: fragmentos correspondientes al genotipo Bb. Linea 5,7,8: genotipo bb. Li-
nea 9: genotipo BB. En el lado izquierdo a la fotografia se indica el tamafio de dos fragmentos
del MPM y en el lado derecho se indican los tamafios de los fragmentos del polimorfismo.
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TABLA |
FRECUENCIAS GENOTIPICAS TOTALES
DEL POLIMORFISMO Bsm |

sible durante la historia natural de la enfer-
medad, por este motivo cobra especial im-
portancia las estrategias encaminadas a la
prevencién y a la deteccién de grupos de

Genotipos  Observados Esperados X2 . .

alto riesgo (22). Dentro de las estrategias
BB 44(33%) 47,88 0,31 encaminadas a la prevencion de la OP, las
Bb 69(52%) 63,84 0,41 herramientas de la biologia molecular se
bb 20(15%) 21,28 0,05 han con_vertlfjo_ en piezas fundamentales

para el diagnostico de los grupos de elevado
Total 133 133 0,77* riesgo. Asi, el estudio de los polimorfismos
*NS.

ca y cadera, siendo esta ultima la mas gra-
ve, tanto para el individuo como para los
sistemas de salud. Al costo econémico de
estas fracturas hay que afnadirles el costo
social, debido a su asociacién con una ele-
vada mortalidad y morbilidad, aunado a la
disminucion de la esperanza de vida en las
mujeres con OP cuando se compara con la
poblacién normal.

La asistencia al paciente debe ser lleva-
da a cabo tan tempranamente como sea po-

de restriccion en el gen VDR, se ha aplicado
en varias poblaciones para la identificacion
de mujeres con predisposicion genética a
sufrir la enfermedad (3-6, 8, 10-21).

Este estudio constituye el primer re-
porte venezolano sobre asociacién genética
de polimorfismos de ADN y osteoporosis,
realizando el analisis del polimorfismo
Bsm | del gen VDR en una muestra de mu-
jeres posmenopausicas residentes del esta-
do Zulia, quienes presentaron una frecuen-
cia de 0,52 para el genotipo BB a diferencia
del grupo control normal que mostré una

TABLA |1
GENOTIPOS DEL POLIMORFISMO Bsm | EN LOS GRUPOS DE MUJERES ESTUDIADAS
Genotipos Normales Osteopordéticas Osteopenia Total
BB 11(20%) 28(52%) 5(21%) 44
Bb 36(65%) 20(37%) 13(54%) 69
bb 8(15%) 6(11%) 6(25%) 20
Total 55 54 24 133
TABLA 111
CALCULO DE LAS FRECUENCIAS GENOTIPICAS EN MUJERES CON OP Y CONTROLES
Muestra analizada Genotipo Observados Esperados X2
Muestra con OP BB 28 19,32 3,89
Muestra control BB 11 19,68 3,82
Muestra con OP Bb 20 27,74 2,15
Muestra control Bb 36 28,26 2,11
Muestra con OP bb 6 6,94 0,12
Muestra control bb 8 7,06 0,12
Total 109 109 12,21*
*p < 0,01.
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frecuencia de 0,20. La asociacidon de este
genotipo (BB) con la osteoporosis fue signi-
ficativa (x2: 12,21, p <0,01). Estos resulta-
dos son compatibles con los reportados
para otras poblaciones en las que se han
aplicado los polimorfismos del gen VDR
para la identificacion de mujeres con pre-
disposicion a la OP (3-5, 10,11, 14-16). Asi,
Gennari y col. (4) reportaron que las muje-
res con OP tenian mayor frecuencia del ge-
notipo BB cuando se compararon con el
grupo control (0,25 vs 0,0763) y demostra-
ron que las mujeres con genotipo BB tenian
menor DMO lumbar que las de genotipo bb.
Hallazgos similares fueron reportados en un
estudio realizado en mujeres posmenopausi-
cas japonesas, en el cual se investigé la aso-
ciacion del polimorfismo Bsm | del VDR con
la pérdida 6sea y la DMO, demostrandose
que la presencia del alelo B estuvo asociado
con pérdida de masa 0sea y disminucion de
la DMO en esa poblacion (15).

En relacioén a la frecuencia genotipica,
en el presente estudio se encontré que el
genotipo Bb fue el méas frecuente (52%) se-
guido por el genotipo BB (33%) y el bb
(15%). Estos hallazgos son acordes con los
reportados en poblaciones de Australia, Es-
pafia, Brasil e Italia en cuanto al genotipo
Bb, el cual es el més frecuente aunque el
genotipo bb fue el segundo en frecuencia y
el BB el menos frecuente. Sin embargo, es-
tudios realizados en Japon, China y México
encontraron que el genotipo mas frecuente
fue el bb, seguido por el Bb y el BB (3, 4,
10-12, 14-19).

Los resultados de este estudio parecen
sugerir que en la poblacion estudiada el po-
limorfismo Bsm | del gen VDR, est& asocia-
do al fenotipo osteoporosis, por lo que po-
dria ser utilizado como una herramienta
que permita la deteccién de grupos de ele-
vado riesgo a desarrollar la enfermedad, en
especial para la identificacion de mujeres
con predisposicion genética a desarrollar la

OP. El riesgo relativo de una mujer posme-
nopausica de desarrollar OP, teniendo el ge-
notipo BB fue 4,3 veces mayor que si tuvie-
ra un genotipo diferente. Un asesoramiento
adecuado a la paciente con riesgo de OP
que permita modificar habitos nutriciona-
les, sedentarismo, terapia de sustituciéon
hormonal entre otros, podria minimizar o re-
tardar la aparicion de los sintomas de la en-
fermedad, permitiendo mejorar la calidad de
vida a estas pacientes. Debido a la trascen-
dencia de este estudio, es importante la co-
rrelacion de estos resultados con los hallaz-
gos bioquimicos que permitan confirmar si
los resultados genéticos reportados (genoti-
pos del VDR) en esta poblacion, son funcio-
nalmente diferentes y se correlacionan con
los niveles fisioldgicos de la osteocalcina. De
igual forma, la realizacion de adicionales es-
tudios acerca de los genes candidatos distin-
tos al gen VDR o de adicionales polimorfis-
mos del gen receptor de la vitamina D, in-
crementaria el valor de este estudio de la ge-
nética de la OP en esta poblacion.
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