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receptor de la vitamina D con la osteoporosis
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Resumen. La Osteoporosis (OP) es un problema de salud ptblica, que
afecta a mas de 150 millones de personas en el mundo, mayoritariamente mu-
jeres posmenopausicas. Estudios epidemiologicos demuestran que los factores
genéticos podrian representar el 80-90% de la variabilidad en la densidad mi-
neral 6sea y en consecuencia relacionarse con el riesgo a sufrir OP. El gen del
receptor de la vitamina D (RVD) se ha estudiado ampliamente en este campo
y su relacion con la osteoporosis ha sido controversial. El objetivo de esta in-
vestigacion fue estudiar la asociacion de los polimorfismos Bsm I, Apa Iy Tag
I del gen del RVD con la OP en 147 mujeres posmenopausicas, 71 con OPy 76
sin la enfermedad (control). El analisis molecular se realizé utilizando la reac-
cion en cadena de la polimerasa (RCP). Los genotipos BB, AA y tt se encon-
traron en 56,33, 50,70 y 25,35% y en 21,05, 28,95 y 10,53%, en el grupo con
OP y control, respectivamente. El haplotipo BBAAtt se observé en un 23,94%
en el grupo con OP y en 5,26% en el grupo control. Este haplotipo result6 ser
factor de riesgo para la OP con Razon de disparidad (RD) de 5,66, mientras
que el haplotipo BbaaTT, factor de proteccion (RD: 0,10). Estos hallazgos
apoyan la asociacion del haplotipo BBAAtt del gen del receptor de la vitamina
D con la OP.
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Association of the vitamin D receptor gene BBAAtt haplotype
with osteoporosis in post-menopausic women.
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Abstract. Osteoporosis (OP) is an important public issue affecting more
than 150 millions all over the world, mainly post-menopausic women. Epide-
miological studies have shown that the genetic factors could be involved in
80-90% of the bone mineral density variabiblity and therefore, related to the
risk of OP manifestations. The vitamin D receptor (VRD) gene has been exten-
sively studied, but its relationship with OP has been controversial. The aim of
this investigation was to study the association of Bsm I, Apa I and Tag I VDR
gene polymorphism with OP in 147 post-menopausic women; 71 with OP and
76 without the disease (control).The molecular gene analysis was performed
using the polymerase chain reaction (PCR). The genotypes BB, AA, and tt
were found in 56.33, 50.70 and 25.35% and in 21.05, 28.95 and 10.53% of OP
patients and controls respectively. The haplotype BBAAtt was observed in
23.94% of OP patients and 5.26% of the controls. This haplotype was a risk
factor for OP, since a odds ratio (OR) of 5.66 was found, while, haplotype
BbaaTT was a protection factor (OR: 0.10). These findings support the associ-

ation of the vitamin D receptor gene BBAAtt haplotype with OP.

Recibido: 30-11-2006. Aceptado: 12-04-2007.

INTRODUCCION

La Osteoporosis ha sido definida por la
Canadian Consensus Conference on Osteo-
porosis como un desorden 6seo sistémico
caracterizado por una baja densidad mine-
ral 6sea (DMO), y deterioro en la micro ar-
quitectura del tejido 6seo que conlleva a
fragilidad y suceptiblidad a fractura (1). Se-
gun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) su prevalencia se estima en un 30%
de las mujeres caucasicas y en un 8% de los
varones mayores de 50 afios, y asciende has-
ta un 50% en mujeres de mas de 70 anos
(2). En Venezuela el 30% de la poblacion
mayor de 50 anos sufre de OP y 36% tiene
osteopenia (3).

La importancia clinica de la OP como
enfermedad de salud publica se asocia a las
fracturas (4, 5), asi como a la elevada mor-

bimortalidad que ocasiona, lo que reduce la
expectativa de vida de la poblaciéon afectada
y acarrea un elevado costo (2, 3, 6).

Estudios epidemiol6gicos en familias
y gemelos han demostrado que los factores
genéticos podrian representar mas del 80%
de la variabilidad en la DMO y en conse-
cuencia el riesgo de sufrir OP estaria en
gran parte determinado genéticamente. La
contribucién genética a la masa dsea se
observa en todas las edades por lo que se
cree que los genes regulan tanto el pico de
masa 6sea como la tasa de pérdida de hue-
so (6, 7).

Se han identificado genes candidatos
que codifican moléculas u hormonas involu-
cradas en los procesos de regulacion dsea,
recambio 6seo, pico de masa dsea y tasa de
pérdida de hueso, entre ellos tenemos: el
gen del colageno tipo I alfa 1, el gen del re-
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ceptor de los estrogenos, el gen de la osteo-
calcina, el gen del receptor de la calcitoni-
na, el gen del receptor de la vitamina D (5,
7, 8).

El gen del receptor de la vitamina D,
uno de los mas estudiados, esta encargado
de la regulacion de la funcion osteoclastica
y osteoblastica, se encuentra ubicado en el
cromosoma 12, en la region 12q12-12q14, y
presenta una longitud de 75 Kb distribuidos
en 11 exones y 10 intrones. En el extremo
3’ del gen, a partir del exén 7 y hasta el
exo6n 9 se han identificado 3 polimorfismos
mediante las enzimas de restriccion Bsm I,
Apaly Taq I (7).

Morrison y col. fueron los primeros en
senalar al gen del RVD como un locus im-
portante en la determinacién de la masa
6sea, demostrando que los alelos de los po-
limorfismos del gen del RVD eran funcional-
mente diferentes, contribuian a la variabili-
dad fisiologica de los niveles de osteocalci-
na ¢ influian en la aceleracién de los proce-
sos de remodelado 6seo (9, 10).

Por tal razon el estudio de los polimor-
fismos del gen del RVD constituye un factor
genético importante para la identificacion
de grupos de elevado riesgo a desarrollar la
OP, principalmente mujeres posmenopausi-
cas (6,9, 11).

El objetivo de este estudio fue determi-
nar la asociacion de los polimorfismos Bsm
I, Apa Iy Taq I del gen del RVD en mujeres
con 0Steoporosis.

PACIENTES Y METODOS

Se estudi6 un grupo de 147 mujeres
posmenopausicas provenientes de la consulta
de Ginecologia y Endocrinologia de los Servi-
cios Médicos Odontolégicos de la Universidad
del Zulia (LUZ), Hospital Central de Maracai-
bo, Especialidades Médicas Claret y Unidad
de Genética Médica de LUZ de la ciudad de
Maracaibo, capital del estado Zulia.

Para la realizacion de este estudio, se
contd con el consentimiento informado de
los pacientes analizados y la aprobacion del
comité de bioética de la Unidad de Genéti-
ca Médica de LUZ. Se realiz6 ademas un
cuestionario clinico a cada paciente para
recolectar los datos necesarios para la par-
ticipacion en el estudio.

Se seleccionaron mujeres posmeno-
pausicas nacidas en el estado Zulia, se les
practic6 la prueba de densitometria 6sea
por el método de absorciometria dual de ra-
yos X (DEXA), y se les clasificd de acuerdo a
la definicion operativa de la osteoporosis es-
tablecida por la OMS en: 76 mujeres Nor-
males sin OP (Grupo Control) con DMO no
mas de 1 desviacion estandar(DE) por deba-
jo del promedio para adultos jovenes, y 71
mujeres con OP (Grupo de estudio) por
densitometria 6sea positiva para la enfer-
medad, lo que equivale a DMO mayor de 2,5
DE por debajo del promedio para un adulto
joven (1, 2, 6, 12).

Para el andlisis molecular de los poli-
morfismos del gen del RVD, se aislé el ADN
genémico a partir de leucocitos de sangre
periférica por técnica combinada derivada
del método Fenol-Sevag (13) ¢ Inorganico
(14) desarrollada en el Laboratorio de Ge-
nética Molecular de la Unidad de Genética
Médica de la Facultad de Medicina. Se am-
plificaron mediante RCP tres secuencias
ubicadas en el extremo 3’ del gen del RVD.
Los iniciadores empleados para los tres po-
limorfismos han sido descritos previamente
(10, 15). La RCP se realizé de la siguiente
manera: A cada 100ng de ADN para el poli-
morfismo Bsm I y 250ng para los polimor-
fismos Apa Iy Taq I se adicion6é 20 ul. de
mezcela de reaccion constituida por 2,5ull
de Buffer Taq (10X), 1 uL de cada iniciador
(10uM), 0,5ul.  de desoxi nucle6tido
(10uM), 2 ul. de Cloruro de magnesio
(25mM), 0,5 ul. de Taq polimerasa (5 U/ul),
y 12,5 ul de agua ultra pura.
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Esta técnica fue realizada en un termo-
ciclador MJ Research utilizando control ne-
gativo en cada amplificacién y de acuerdo
al siguiente programa: desnaturalizacion
corta de 94°C por 1 minuto, alineamiento
de los iniciadores a 55°C para el polimorfis-
mo Bsm I y 64°C para los polimorfismos
Apa Iy Taq I por 1 minuto, extension de
72°C por 1 minuto en un total de 25 ciclos.
El programa fue precedido por una desnatu-
ralizacion prolongada a 94°C por 10 minu-
tos y una extension final de 72°C por 10 mi-
nutos. El tamano de los fragmentos obteni-
dos correspondié a 825 pares de base (pb)
para el polimortismo Bsm I, y 2000 pb para
los polimorfismos Apa Iy Taq I.

Los productos amplificados se sometie-
ron a digestion enzimatica con las enzimas
de restriccién Bsm I, Apa Iy Taq I. Los pro-
ductos digeridos se separaron por electrofo-
resis horizontal en gel de agarosa al 2% en
buffer Tris-EDTA-Borato 1x. Se utiliz6 como
marcador de peso molecular Pgem. El gel
se colored con una solucion de Smg/mL de
bromuro de etidio, se visualiz6 en un transi-
luminador de luz ultravioleta (Hoefer Mod.
UVTM-25) y se tom6 fotografia con pelicula
Polaroid instantanea 667.

Se reportaron genotipos homocigotos
BB, AA y TT cuando en ambos cromosomas
existié6 ausencia de corte de las enzimas
Bsm I, Apa Iy Taq I. Los genotipos bb, aa'y
tt se asignaron en caso de la presencia de
corte de las enzimas Bsm I, Apa Iy Taq I en
ambos cromosomas generandose fragmen-
tos de 650 + 175 pb, 1700+300pb y 1800
+ 200pb para Bsm I, Apa Iy Taq I, respec-
tivamente. Los genotipos heterocigotos Bb,
Aa y Tt se presentaron en el caso de que en
un cromosoma existiera ausencia de corte
de las enzimas Bsm I, Apa Iy Taq Iy pre-
sencia de corte en el otro.

“on base a las frecuencias genotipicas
se estimaron las frecuencias alélicas para
cada polimorfismo, y se determiné el ajuste
al equilibrio genético de Hardy Weinberg.

La probable asociacion entre los polimortis-
mos estudiados de manera individual y con-
junta y los grupos control y con osteoporo-
sis se analizo utilizando la prueba de Ji cua-
drado. Para cada polimorfismo y haplotipo
resultante se calculd la RD, conocida como
“odds ratio”, la cual indica cuanto mads ries-
go de presentar una patologia tienen las
personas que presentan o que estan expues-
tos a un factor de riesgo, en nuestro caso el
factor de riesgo era la presencia de uno u
otro genotipo u haplotipo y su calculo se
realiz6 mediante el paquete estadistico SAS
(Statistical Analysis System), version.S.1
del SAS Institute, INC, NC (16).

RESULTADOS

Considerando el total de muestras ana-
lizadas, se determinaron las frecuencias alé-
licas de cada polimorfismo. Para el Bsm I,
el alelo “B” obtuvo una frecuencia de 0,63 y
el alelo “b” 0,37. Para el Apa I, los resulta-
dos obtenidos fueron para el alelo “A” de
0,6 y para el “a” de 0,4. En cuanto a Taq I,
los alelos “T” y “t” resultaron 0,63 y 0,37,
respectivamente. Las frecuencias genotipi-
cas para cada polimorfismo en el total de
muestras analizadas se muestran en la Ta-
bla 1. La poblacion se encontr6é en equili-
brio genético de Hardy Weinberg para Bsm
Iy Taq 1(X?;): 0,53 y 3,09; p>0,05; NS). El
valor de Ji cuadrado para el polimorfismo
Apa I fue de 3,9; p>0,05.

Las distribuciones genotipicas obteni-
das para cada uno de los polimorfismos ana-
lizados, en los grupos control y estudio, se
muestra en las Tablas II, [T y IV.

Se encontré asociacion significativa de
los genotipos BB, AA y tt y el grupo con os-
teoporosis. (X2(2): 19,42; p<0,01, 8,85;
p < 0,01y6,54;p < 0,05)

Con respecto al calculo de la RD, se
obtuvieron valores significativos de riesgo
para BB, AA y tt; teniendo las mujeres con
estos genotipos un valor de 4,83, 2,52 y
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2,88 veces mas riesgo a desarrollar la OP
que las mujeres con un genotipo distinto.
Los genotipos de proteccion para la enfer-
medad resultaron Bb, aa y TT con valores

Estos resultados fueron corroborados
cuando se analizaron los haplotipos resul-
tantes, su asociacion con los grupos estu-
diados fue altamente significativa con un

de RD de 0,33, 0,38y 0,48. valor de X?;: 20,57; p < 0,01, encontran-
dose el haplotipo BBAAtt en un 23,94% en
el grupo con osteoporosis y un 5,26% en el
grupo control. Se obtuvieron dos haplotipos
con valores de RD significativos, BBAAtt
(Haplotipo de riesgo) y BbaaTT (Haplotipo
de proteccion), con valores de 5,66 y 0,10,

TABLA I
DISTRIBUCION GENOTIPICA
EN LA POBLACION TOTAL ANALIZADA

Polimorfismos Frecuencia genotipica (%) )
Bem I respectivamente.
gg Zg:gz DISCUSION
bb 12,93
La investigacion actual demostré aso-
APZX 39.45 ciacion estadisticamente significativa de los
Aa 4 0’1 1 genotipos individuales BB, AA y tt con la os-
aa 20’ i1 teoporosis, con RD significativas que los ca-
' lifican como factores de riesgo para desa-
Taq L. rrollar la enfermedad. De la misma manera,
E 3%’22 se determiné que el haplotipo BBAAtt estu-
it 17:69 vo presente en el grupo con OP en un

0, 3 nQ 2]
Genotipos: BB, Bb, bb, AA, Aa, aa, TT, Tt, tt. 23,94%, mientras que en el grupo control

DISTRIBUCION GENOTIPICA DEL PO{?I\?(I)‘I;AFIIISMO BSM I DEL. GEN DEL RECEPTOR
DE LA VITAMINA D
Grupos BB Bb bb
estudiados # % # % # %
Control 16 21,05 47 61,84 13 17,11
or 40* 56,33 25 35,21 6 8,46

*p < 0,01 (Significativo). OP: osteoporosis. BB: genotipo homocigoto para ausencia de corte con la enzima
Bsml. Bb: genotipo heterocigoto. bb: genotipo homocigoto para presencia de corte con la enzima Bsml.

TABLA III
DISTRIBUCION GENOTIPICA DEL POLIMORFISMO Apa I DEL GEN DEL RECEPTOR
DE LA VITAMINA D

Grupos AA Aa aa
estudiados # % # % # %

Control 22 28,95 33 43,42 21 27,63

op 36% 50,70 26 36,62 9 12,68

*p < 0,01 (Significativo). OP: osteoporosis. BB: genotipo homocigoto para ausencia de corte con la enzima
Apal. Aa: genotipo heterocigoto. aa: genotipo homocigoto para presencia de corte con la enzima Apa L.
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TABLA IV
DISTRIBUCION GENOTIPICA DEL POLIMORFISMO Taq I DEL GEN DEL RECEPTOR
DE LA VITAMINA D

Grupos TT Tt tt
estudiados # % % # %

Control 39 51,32 38,16 8 10,53

or 24* 33,80 40,85 18* 25,35

*p <0, 01 (Significativo). OP: osteoporosis.

TT: genotipo homocigoto para ausencia de corte con la enzima

Taq 1. Tt: genotipo heterocigoto. tt: genotipo homocigoto para presencia de corte con la enzima Taq L.

s6lo se present6 en un 5,26%, obteniéndose
valores de RD de riesgo para este haplotipo
altamente significativo.

Estos hallazgos coinciden con Morri-
son y col. (9, 10) quienes reportaron que
los individuos BB para el polimorfismos
Bsm I poseian menor masa 6sea que los in-
dividuos bb, y junto con los individuos AA
presentaban valores de osteocalcina signifi-
cativamente mayores que los presentados
por los del grupo bb y aa, concluyendo que
los genotipos del gen del RVD estan alta-
mente correlacionados con los niveles de
osteocalcina.

Los resultados obtenidos también apo-
yan lo reportado por Borjas y col. (17) un
estudio preliminar realizado en el ano 2001
en el estado Zulia en mujeres posmenopau-
sicas en las que se analizé el polimorfismo
Bsm I del gen del RVD, el genotipo BB estu-
vo presente en el grupo con osteoporosis en
un 52% mientras que en el grupo control
s6lo aparecié en un 20%, obteniéndose un
asociacion significativa entre el genotipo BB
vy la osteoporosis ( X2,): 12,21, p < 0,01).

Resultados similares a este trabajo fue-
ron también obtenidos por Gennari y col.
(18) quienes reportaron un incremento sig-
nificativo en la DMO en mujeres con genoti-
po bb y TT con respecto a las que poseian el
genotipo BB y tt en mujeres italianas pos-
menopausicas, ademas de reportar que las
mujeres con el haplotipo BBAAtt mostraron
menor DMO y prevalencia estadisticamente
significativa de osteoporosis.

Adicionalmente estudios realizados en
el continente europeo y asidtico con respec-
to al polimorfismo Bsm I reportan que las
mujeres con genotipo BB presentan baja
DMO en relacion a las que poseen genotipo
bb (19,20). Igualmente, se ha reportado
que adolescentes con genotipos aa y bb pre-
sentan mayor masa O0sea femoral y vertebral
en comparaciéon con las de genotipo AA y
BB, al igual que DMO mas baja en adoles-
centes con genotipo tt (15, 21, 22).

Ojwang y col. (23) en su estudio con
mujeres surafricanas apoya la relacién de
los polimorfismos del gen del RVD con la
OP, en tal analisis no se encontré diferen-
cias entre los genotipos para el polimorfis-
mo Taq I entre blancos ¢ indios, a diferen-
cias de los negros que tuvieron una frecuen-
cia elevada significativa para el genotipo
TT, por lo que se reportdé que la alta fre-
cuencia del genotipo TT en esa poblacion,
genotipo de proteccion en nuestro estudio,
puede estar relacionada con la baja inciden-
cia de la osteoporosis en este grupo pobla-
cional que se conoce forma mas masa Osea
que los otros grupos étnicos.

Respecto a las teorias que explican la
relacion entre los polimorfismos del gen del
RVD y la DMO y en consecuencia la OP, en
primer lugar tenemos la hipé6tesis presenta-
da por Morrison y col. la cual establece que
los alelos del gen del RVD son funcional-
mente diferentes y contribuyen a la variabi-
lidad fisiol6gica de los niveles de osteocalci-
na, la proteina no coldgena mas abundante
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del hueso, y un marcador especifico de re-
cambio 6seo. La osteocalcina es inducida
por el calcitriol a través del receptor de la
vitamina D. La diferencia funcional de los
alelos se expresa en el grado en que el gen
de la osteocalcina es inducido a través de
la activacién transcripcional del RVD. Se
plante6 también que la influencia genética
sobre la masa Osea se relaciona con la ace-
leraciéon de los procesos de remodelado
6seo, demostrando que las mujeres con ge-
notipo BB tenian menos masa 6sea lumbar
que las de genotipo bb y presentaban ma-
yor aceleracién del proceso de resorcion
6sea, mayor rompimiento del colageno
tipo 1 y valores aumentados de calcitriol y
fosfato, lo que producia a la larga pérdida
acelerada del esqueleto mineral y DMO
baja (6, 9, 24, 25).

Otra teoria que se maneja para expli-
car la asociacion de los polimortismos del
gen del RVD y la OP, tiene que ver con la
ingesta de calcio. En efecto, los factores
ambientales como la ingesta de calcio son
conocidos por diferir ampliamente entre
las poblaciones. Esta teoria se apoya en un
estudio realizado en dos grupos de mujeres
identificadas por tener genotipos BB y bb
sometidas a periodos con alta y baja inges-
ta de calcio. En los estadios con alta inges-
ta de calcio ambos grupos presentaron un
indice de absorcién fraccional de calcio si-
milar, pero durante el periodo de restric-
cion de calcio, las mujeres con genotipo
BB incrementaron la absorcion en porcen-
taje significativamente menor que las mu-
jeres con genotipo bb, lo que demuestra
que las mujeres con genotipo BB absorben
el calcio menos eficientemente que las de
genotipo bb. Se postulé que las homocigo-
tas BB podrian tener menos eficiencia en
el trasporte activo del calcio, debido a que
su defecto se expresa en periodos de baja
ingesta de calcio cuando ¢l transporte acti-
vo es aumentado por los niveles altos cir-
culantes del calcitriol, a diferencia de los

periodos de alta ingesta de calcio, en el
cual la absorcién por el calcitriol es inde-
pendiente de la difusién pasiva la cual juega
un rol importante (26).

Estudios semejantes apoyan las teorias
mencionadas anteriormente e indican que
la variacion de la DMO y el riesgo de sufrir
osteoporosis estan influenciados por las in-
teracciones entre el gen del RVD y otros ge-
nes, asi como también por factores ambien-
tales, tales como la historia ginecoldgica y
reproductiva, la dieta, los habitos de vida, el
ejercicio y la exposicion a drogas (6,
27-31).

Es importante destacar que existen
otros estudios que reportan la no asocia-
cion de los polimorfismos del gen del RVD
con la DMO (32-42). Tales discrepancias son
el reflejo de la complejidad intrinseca del re-
modelado 6seo y han sido explicadas por los
factores ya senalados: diferencia étnica de
las poblaciones estudiadas, heterogeneidad
ambiental relacionada con la ingesta de cal-
cio y calcitriol, limitaciones en cuanto al ta-
marno de la muestra analizada, interacciones
de otros genes con el gen del RVD y del gen
del RVD con el ambiente, ligamiento de este
gen con otros genes atn no identificados o a
un cambio en la regulacion o funcién del
propio RVD (26, 27, 38, 43).

Aun considerando estas discrepancias,
en nuestro caso, los resultados encontra-
dos en la poblacion del Estado Zulia sugie-
ren asociacion significativa entre los geno-
tipos BB, AA y tt y la OP, por lo que se re-
comienda incluir dentro del protocolo
diagnéstico el andlisis haplotipico de los
polimorfismos del gen del RVD como mar-
cadores genéticos para desarrollar la
Osteoporosis, indicar ¢l estudio a tempra-
na edad a las descendientes de estas muje-
res con predisposicién, y asi constituirse
en una herramienta atil en la identifica-
cion de grupos de elevado riesgo, que per-
mita la toma de acciones a tiempo para la
prevencion de la enfermedad.
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