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OSTEOPOROSIS AND
POLYMORPHISMS OF THE VITAMIN
D RECEPTOR GENE

Association studies of bone mineral
density and polymorphisms of the vitamin
D receptor gene have reported
contradictory results. Meta-analyses of
these studies indicate that certain Bsm |
genotypes have a small effect on bone
mineral density. Other polymorphisms of
the vitamin D receptor gene, such as the
restriction site Fok | and the binding site for
Cdx2, have functional effects, either on
vitamin D receptor mRNA synthesis or its
stability, with final consequences on the
quantity and/or function of vitamin D
receptor protein. Studies of the
interactions among these polymorphisms
and others from different candidate genes,
as well as of the interactions among
gene/environmental factors, may lead to
greater insight into this issue. Advances in
the knowledge of the genetic basis of
osteoporosis could be useful not only to
identify individuals prone to developing
osteoporosis, but also to design new drugs
for the prevention and treatment of bone
disease.
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Estudios de asociacion entre la densidad mineral 6sea y los
polimorfismos del gen del receptor de vitamina D arrojaron resultados
muy contradictorios. Metaanalisis de dichos estudios indican que existe
efecto de poca magnitud de los genotipos Bsm | sobre la densidad
mineral 6sea. Otros polimorfismos del gen del receptor de vitamina D,
tales como el del sitio de restriccion Fok | y el del sitio de unién de Cdx 2,
tendrian efectos funcionales en la sintesis o la estabilidad de su ARNm,
con consecuencias en la cantidad y/o la funcidn del receptor de vitamina
D. Es posible que los estudios de estos polimorfismos con los de otros
genes candidatos y la interaccion gen/medio ambiente arrojen mas
claridad. Los avances de la genética de la osteoporosis serian de utilidad
no soélo para la identificacidon de individuos propensos a la enfermedad,
sino también para el desarrollo de nuevos farmacos para la prevencion y
el tratamiento.

Palabras clave: Osteoporosis. Receptor de vitamina D. Densidad mineral ésea. Masa
dsea. Genotipos.

INTRODUCCION

Existen varias definiciones acerca del vocablo “osteoporosis”.
Durante mucho tiempo se la definié6 como un trastorno metabdlico
0seo, caracterizado por baja masa dsea y deterioro de la microar-
quitectura del hueso, que lleva a una mayor fragilidad dsea y al
consiguiente incremento del riesgo de fracturas no traumadticas.
Afios atras se prefirié definirla como un trastorno esquelético, ca-
racterizado por menor resistencia 0sea, y que predispone a una
persona a mayor riesgo de fractura!. En realidad, la fractura es el
aspecto clinico mds relevante de la enfermedad, ya que constituye
una de las principales causas de morbilidad y mortalidad, especial-
mente en los individuos de la tercera edad. Si bien la osteoporosis
se puede presentar en nifios y jovenes (osteoporosis juvenil), lo
habitual es que se presente en mujeres posmenopdusicas (osteopo-
rosis posmenopdausica) o en varones y mujeres ancianos (osteopo-
rosis senil).

Las fracturas osteopordticas ocurren generalmente en el antebra-
zo distal, en las vértebras lumbares y tordcicas y en el fémur pro-
ximal. La incidencia se incrementa con la edad y es mads alta en
blancos que en negros. La calidad de vida se deteriora progresiva-
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mente a medida que el nimero y la severidad de las
fracturas se incrementan. Ademds, el riesgo de futuras
fracturas osteopordticas aumenta notoriamente des-
pués de que se han producido una o més fracturas?.

El principal determinante de la masa dsea y del ries-
go de fractura osteopordtica es la densidad mineral
6sea (DMO), generalmente medida por absorciome-
tria fotonica dual o absorciometria de rayos X de ener-
gia dual. Existen, ademas, otros factores de riesgo in-
dependientes de la DMO, tales como la edad y los
antecedentes familiares y personales de fracturas®. En
las mujeres posmenopdusicas, los criterios de la Orga-
nizacién Mundial de la Salud (OMS) definen la osteo-
porosis cuando los valores de DMO caen mds de 2,5
desviaciones estdndar por debajo del promedio de re-
ferencia de adultos jévenes. La DMO no es el tnico
factor determinante de la fuerza 6sea; el tamafio y la
calidad del hueso son otros componentes muy impor-
tantes. El riesgo de fractura de cadera se incrementa
con el aumento de la longitud de su eje, independien-
temente de la DMO*. Otros factores, tales como la de-
bilidad muscular y el deterioro cognitivo y de la vi-
sién, también contribuyen al riesgo de fractura
osteoporética’. Las caidas indudablemente constitu-
yen también un factor importante. Cualquier hueso se
fractura cuando es sometido a fuerzas excesivas, pero,
a medida que la DMO es mds baja, mayor es el riesgo
de fractura. Se considera que un hueso tiene masa
Osea baja para la edad porque no se ha acumulado mi-
neral adecuadamente en la vida adulta joven, cuando
se ha llegado al pico de masa 6sea, porque se ha teni-
do pérdida 6sea a velocidades excesivas o por ambas
condiciones?.

EPIDEMIOLOGIA

La osteoporosis constituye un problema de salud
publica por las complicaciones que producen las frac-
turas, lo cual resulta en un elevado coste econémico y
social y un alto grado de sufrimiento en las personas
que la padecen. Se sostiene que el 50% de todas las
mujeres caucdsicas tendrd la enfermedad alrededor de
los 80 afios®. Datos recientes sugieren que el coste
anual en Europa es de 13 billones de euros, funda-
mentalmente debido a los costes de hospitalizacién
posteriores a las fracturas’. La distribucién geografica
de esta enfermedad es bien marcada en Europa, donde
la incidencia es mayor en los paises del norte, quiza
como consecuencia del clima, que limita la actividad
fisica y la exposicion al sol. Se espera que en las pro-
ximas dos décadas el nimero de fracturas de cadera se
duplique en las mujeres mayores de 65 afios, pese a lo
cual es llamativo que muchos paises europeos no ha-
yan adoptado medidas preventivas. El riesgo de frac-
tura osteopordética en mujeres de Asia y Africa es més
bajo que el de mujeres caucdsicas de Estados Unidos
y Europa, pero las proyecciones indican que el riesgo
aumentard en el futuro. Para 2050 se espera que en el

mundo el niimero de fracturas de cadera aumente de 3
a 4 veces con relacién al presente, y que mds de la mi-
tad ocurra en Asia®. En Latinoamérica, estudios epide-
miolégicos hasta 2001 revelaron que las fracturas de
cadera tienen una incidencia anual de 380 mujeres y
100 varones por cada 100.000 personas mayores de 50
afios®. Los datos de fracturas en otros sitios del esque-
leto en individuos de Latinoamérica son escasos. En
Espaifia, el estudio europeo EVOS puso de manifiesto
una variable incidencia de fracturas vertebrales entre
diferentes localizaciones espafolas (Oviedo, Barcelo-
na, Las Palmas y Madrid), entre un 7,7 y un 26,6% se-
glin el método usado para definir la fractura verte-
bral'®,

FACTORES DE RIESGO

Es importante conocer los factores de riesgo de la
osteoporosis para la identificacién temprana de los in-
dividuos propensos. La osteoporosis es silenciosa y se
evidencia imprevistamente con fractura 6sea, de ma-
nera similar a lo que ocurre con la hipertension arte-
rial, que suele presentarse con un accidente cerebro-
vascular o cardiovascular. En ambos casos, la
identificacion de la poblacién de alto riesgo es muy
importante. En la osteoporosis, la identificaciéon se
centra en la biisqueda de los factores predisponentes y
en la estimacion del estado del hueso. Los dos facto-
res predisponentes son la baja masa Osea, alcanzada
cuando se llega al pico de masa dsea, y el grado de
pérdida ésea posterior. Ambos estdn determinados, en
gran medida, por factores genéticos, aunque también
son muy importantes los factores ambientales. Entre
éstos destacan como factores de riesgo las dietas po-
bres en calcio y hébitos de vida tales como sedentaris-
mo, tabaquismo e ingesta excesiva de alcohol y café!!,

ROL DE LOS FACTORES GENETICOS EN LA
PATOGENIA DE LA OSTEOPOROSIS

Estudios realizados en familias con o sin osteoporosis
han mostrado que la adquisicién de la masa dsea pico
y/o la pérdida dsea son dependientes de factores fami-
liares. Hijas de mujeres con historia de fractura de fé-
mur tienen menor DMO femoral que las controles de
iguales edad, estatura y peso. La heredabilidad de la
DMO (proporcién de la variaciéon de DMO atribuible a
factores genéticos) para la columna y el cuello de fémur
puede oscilar entre el 40 y el 90% en diferentes sitios
del esqueleto y para diversas poblaciones. En cuanto a
la heredabilidad de la pérdida de hueso, se ha estimado
que es de alrededor del 30% para columna y cuello de
fémur en mujeres posmenopdusicas y del 60% en muje-
res premenopausicas’.

Se han realizado diferentes abordajes para identifi-
car los genes involucrados en el desarrollo de la osteo-
porosis. Ellos comprenden: a) estudios de ligamiento
en humanos, los cuales identifican regiones cromoso-
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micas con genes que regulan rasgos cuantitativos tales
como masa 6sea y geometria esquelética; b) estudios
de ligamiento en animales, que tienen como desventa-
ja que los genes que influyen en 1la DMO no son nece-
sariamente los mismos que en humanos, y c) estudios
de genes candidatos, los cuales identifican polimorfis-
mos de un gen particular y relacionan las variantes
alélicas a la DMO o a las fracturas osteopordticas en
poblaciones. Estos tltimos tienen la ventaja de que
son mads faciles de realizar y detectan pequefios efec-
tos, pero tienen como desventaja que pueden detectar
falsos positivos o negativos y que el gen detectado no
es necesariamente la causa del efecto observado, sino
que estd préximo a dicho gen, lo cual se llama dese-
quilibrio de ligamiento.

En la década pasada, un nimero importante de ge-
nes han sido asociados a algunos rasgos de la enfer-
medad. Los genes candidatos estdn relacionados con
moléculas presentes en la matriz §sea o que participan
en la regulacién del metabolismo dseo, tales como las
hormonas calciotrépicas y sus receptores, citocinas y
factores de crecimiento o sus receptores y factores de
transcripcion.

Las implicaciones clinicas del conocimiento de los
genes asociados a la osteoporosis son muy importan-
tes, ya que los genes que regulan la DMO vy la fragili-
dad ésea son blancos potenciales para el disefio de
nuevos farmacos para el tratamiento de la enfermedad.
Ademads, los marcadores genéticos podrian ser usados
para el diagndstico de individuos con riesgo de fractu-
ras osteopordticas (el T-score identifica s6lo una pe-
quefia proporcién de individuos que sufren fracturas)
y podrian ayudar a predecir fracturas independiente-
mente de la DMO!2. También, los marcadores genéti-
cos podrian ayudar a distinguir respondedores de no
respondedores a los tratamientos e identificar a los pa-
cientes con riesgo de desarrollar efectos secundarios
no deseados.

POLIMORFISMOS DEL GEN DEL RECEPTOR
DE VITAMINA D Y DENSIDAD MINERAL
OSEA

El gen candidato que inicié “la genética molecular
de la osteoporosis” es el gen del receptor de vitamina
D, conocido con la sigla inglesa VDR (en castellano,
RVD) (fig. 1)"3. Este gen estd localizado en el cromo-
soma 12. En el tltimo intrén se han localizado dos po-
limorfismos que son reconocidos con las restrictasas
Bsm Iy Apa Iy en el dltimo ex6n se ha hallado el si-
tio polimorfico Taq 1. Esos polimorfismos han sido los
mds estudiados en asociacién a la DMO en muchisi-
mos laboratorios del mundo. Morrison et al'* fueron
los primeros que observaron que los polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccién (RFLP) del sitio
polimérfico Bsm I del gen de RVD estaba relacionado
con la osteocalcina sérica y con la DMO, en estudios
llevados a cabo en mujeres australianas mellizas pos-
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menopdusicas. Afios mas tarde los mismos autores hi-
cieron correcciones de los datos presentados anterior-
mente'>. No obstante, a partir de entonces surgié un
sinndmero de estudios en los que se analizaba el poli-
morfismo Bsm I con relacidén a la DMO, tanto en mu-
jeres posmenopdusicas como en premenopausicas.
Casi la mitad de los trabajos hallaron asociaciones en-
tre los genotipos de RVD y la DMO en diferentes si-
tios del esqueleto y la otra mitad, por el contrario, ob-
tuvo resultados negativos. En estudios de metaanalisis,
Cooper y Umbrach'® concluyeron que el genotipo
Bsm I de RVD influye en la DMO de sujetos ancia-
nos, pero muy poco. En 1999, Gong et al'7 analizaron
75 articulos y resimenes sobre los genotipos del RVD
y la DMO, y concluyeron que habria una asociacion,
especialmente en mujeres premenopausicas, pero que
la heterogeneidad genética y los factores no genéticos
podrian interferir en estos estudios de asociacién.
Hubo autores que hallaron que los genotipos de RVD
influian en el pico de masa Gsea en sujetos jovenes!®,
mientras que otros hallaron que las interacciones entre
los genotipos de RVD vy la ingesta de calcio influian
en la DMO". El descubrimiento de polimorfismos de
otros genes candidatos de la osteoporosis trajo como
consecuencia que se analizaran también interacciones
génicas y sus asociaciones con la DMO o con las frac-
turas osteopordticas. Asi, Uitterlinden et al* encontra-
ron interaccién entre los genotipos de RVD con los
del gen de coldgeno I tipo alfa y susceptibilidad a la
fractura, independientemente de la DMO, y fueron los
primeros que observaron una interaccion interlocus
como componente importante en el riesgo de fractura
osteopordética. Thakkinstian et al?! realizaron un meta-
andlisis de estudios de asociacién entre los genotipos
RVD-Bsm I y la DMO de columna y cuello de fémur
(publicados entre 1994 y 2001), y llegaron a la con-
clusién que el alelo B esta significativamente asociado
a la DMO de columna lumbar y que los individuos
con genotipo BB tienen DMO menor que los que por-
tan genotipos bb o Bb, lo cual los lleva a mayor pérdi-
da 6sea con el correr del tiempo. Recientemente, ese
grupo de autores ha propuesto un método para meta-
andlisis de estudios de asociacién molecular teniendo
en cuenta la necesidad de comprobar que las poblacio-
nes sigan el equilibrio de Hardy-Weinberg y de explo-
rar heterogeneidad procesando los datos de manera
que reflejen un modelo bioldgico de efecto génico,
evitando comparaciones multiples?2.

Un aspecto llamativo es que en los estudios que ha-
llaron asociacién entre los genotipos de RVD-Bsm Iy
la DMO, no siempre el mismo alelo es el alelo de
riesgo que estd asociado a DMO baja. Por ejemplo, el
alelo B del RVD-Bsm I fue inicialmente asociado con
baja DMO y muchos estudios lo confirmaron; sin em-
bargo, otros autores hallaron que el alelo b estaba aso-
ciado a DMO baja. Algunos investigadores opinan
que dado que el efecto sobre la DMO es pequefio,
muy a menudo el poder estadistico es demasiado bajo
y no se puede sacar conclusiones acerca de la presen-
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Sitio de unién

Sitio de unién

del ADN del ligando
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fetald b 1c/ 2 3 4 56 7 9\
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B/b L/s
Cdx 2 Fok |
Apal  raq)
Fit Aa

Fig. 1. Estructura y sitios polimdrficos del gen del RVD humano. Los rectdngulos constituyen los exones y los espacios entre ellos, los in-
trones. Las flechas indican la posicion de los diferentes polimorfismos. Fok I, Bsm I, Apa I y Taq I representan los sitios que son cortados
por dichas enzimas de restriccion. Cdx 2 es un factor de transcripcion que se une al ADN en un sitio que presenta polimorfismo. En la re-

gion no traducible del exon 9 existen también sitios polimorficos.

cia o ausencia de efecto. Hay otros aspectos a tener en
cuenta, entre ellos que los sitios polimérficos Bsm I 'y
Apa I no son funcionales; estdn ubicados en el dltimo
intrén, mientras que el sitio Taq I es un polimorfismo
“sin6énimo”, es decir, que genera un cambio en la se-
cuencia de codificacién, pero no produce cambio de
aminodcido de la proteina codificada. Se supone que
aun asf los polimorfismos no funcionales podrian ser
de utilidad, por su potencial uso como marcadores; si
estos marcadores estdn asociados a un rasgo como
puede ser la DMO, es probable que el alelo marcador
esté ligado al alelo funcional. Ese ligamiento entre el
alelo marcador y el funcional depende de la extension
del desequilibrio de ligamiento en el drea del cromo-
soma!l,

Otro polimorfismo que se ha identificado en el gen
de RVD y que estd ubicado en el exén 2, que trae por
consecuencia cambios en el sitio de comienzo de la
traduccién de la proteina, es el sitio Fok 1. El gen de
RVD tiene dos potenciales sitios de comienzo ATG y
presenta polimorfismo T/C en el primer codén. Los
individuos que tienen el codén ACG en lugar de ATG
inician la transcripcién en el segundo ATG y tienen un
RVD que es 3 aminodcidos mas corto?. Aparentemen-
te, la forma mds corta del gen de RVD tiene mayor ac-
tividad transcripcional®, mientras que la forma mads
larga ha sido asociada a DMO mds baja, aunque este
ultimo hallazgo no ha sido consistente!. Jurutka et
al® demostraron que la variante corta interactia mads
eficientemente con el factor de transcripcién TFII pro-
duciendo una proteina RVD mads potente. Esto fue
comprobado en mds de 20 lineas celulares de fibro-
blastos. Mediante otra prueba de funcionalidad, que
consiste en la medicién de la capacidad inhibidora de
crecimiento de las células mononucleares de sangre
periférica por la vitamina D, se hall6 que las mujeres

que tenian el alelo F (correspondiente a la variante
corta, de 424 aminoacidos) tenian un RVD mas activo
para inhibir el crecimiento celular estimulado por fito-
hemaglutinina®®. E1 RFLP de Fok I no estd en desequi-
librio de ligamiento con los polimorfismos observados
en el extremo 3’(Taq I, Bsm I, Apa I) y, dada la distan-
cia considerable entre el primero y estos tltimos sitios
(unos 40 kb) y la diferente naturaleza de los polimor-
fismos, el Fok I deberia ser tratado como un marcador
diferente!!. Este concepto podria aplicarse también al
polimorfismo del sitio de unién del factor de trans-
cripcién Cdx 2, el cual estd ubicado corriente arriba
del ex6n 1a. Este polimorfismo consiste en un cambio
de G por A y se ha demostrado que el alelo A es més
activo para unirse al factor de transcripcién. Se ha su-
gerido que dicho sitio tiene un papel importante en la
transcripcidn especifica del gen de RVD en el intesti-
no. Dado que el intestino es el lugar de la absorcién
de calcio, el sitio Cdx 2 podria influir la regulacién de
la vitamina D sobre la absorcién del catién. El alelo A
aumentaria la expresién de RVD en el intestino y, por
consiguiente, la transcripcion de proteinas que trans-
portan calcio, tales como calbindina 9K, 28K, TRPVS
y TRPV6. El resultado final de este mecanismo seria
una mejor DMO. Efectivamente, esto fue observado
en mujeres japonesas que portaban el alelo A?; sin
embargo, no fue comprobado en mujeres caucdsicas,
aunque se encontré que estaba asociado a un menor
riesgo de fractura, independientemente de los valores
de DMO?,. Tablas que contienen extensa informacién
acerca de los efectos del polimorfismo del RVD en la
DMO u otros fenotipos del hueso han sido publicadas
en afios recientes y su lectura es altamente recomen-
dable2l,29,30_

Desde que aparecié el primer estudio que demos-
traba asociacién entre los genotipos del RVD vy la
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DMO, se han descrito mds de 30 genes candidatos
que podrian influir en la masa y la fragilidad del hue-
so’!. Entre ellos, se puede citar el gen del receptor de
estrégenos®, el de coldgeno 1 alfa 133, el de la meti-
lentetrahidrofolato reductasa®, etc. Sin embargo, es-
tos estudios han mostrado resultados conflictivos y la
contribucién individual de los polimorfismos a la pa-
togenia de la osteoporosis alin permanece por diluci-
darse®3!.

POLIMORFISMOS DEL GEN DE RVD
EN PACIENTES CON ALTERACIONES
OSEAS PROCEDENTES DE CORDOBA,
ARGENTINA

En un trabajo llevado a cabo en nuestro laboratorio,
se estudié a alrededor de 200 mujeres posmenopdusi-
cas sanas, osteopénicas y osteopordticas de la ciudad
de Cérdoba y alrededores, clasificadas asi de acuerdo
con los criterios densitométricos de la OMS. En ellas
se analizaron los sitios polimérficos Bsm Iy Fok I del
gen de RVD con relaciéon a la DMO de cuello de fé-
mur y de columna lumbar, y no se hall6 asociacion de
algin genotipo en particular con DMO mds baja®. Es-
tos resultados estdn de acuerdo con los estudios de
Garnero et al*, pero difieren de los hallados en muje-
res mexicanas®’. Las razones de estas discrepancias
podrian ser diferencias en la ingesta de calcio, estados
menopdusicos (una rapida pérdida de calcio perime-
nopdusica podria enmascarar los efectos genéticos no
relacionados con estrégenos), raza, edad, desequili-
brio de ligamiento, heterogeneidad alélica, etc. Para
disminuir el efecto que los factores ambientales pudie-
ran tener en la DMO (dieta pobre en calcio, hdbito de
fumar, alcoholismo, etc.), este estudio se extendié a
mujeres premenopdusicas y perimenopdusicas de la
misma drea geogrifica, en las que tampoco se hall6
una asociacion entre DMO vy sitios polimérficos Bsm 1
y Fok I del gen de RVD vy sitios polimérficos Xba I y
Pvu II del gen del receptor de estrégenos®. No se des-
carta que otro/s sitio/s polimoérfico/s del gen de RVD o
de otros genes candidatos o interacciones génicas o
gen/medio ambiente pudiesen estar asociados a la
DMO en esta poblacidn.

En cambio, en un estudio en pacientes con sindro-
me de Turner que desarrollan osteoporosis secundaria
por insuficiencia estrogénica y/o propiedades intrinse-
cas del hueso, hemos observado que las que portan el
genotipo bb (sitio polimérfico Bsm I) tienen DMO
mads baja, es decir, que en esta afeccién en particular
habria asociacién entre la DMO y los genotipos Bsm
I de RVD, hallazgo que podria tener importantes im-
plicaciones clinicas®. La asociacién entre el genotipo
bb y la DMO maés baja, contraria a los resultados de
muchos trabajos aunque no en todos, como ya se
menciond, puede deberse a diversos factores, entre
ellos heterogeneidad alélica, mezclas étnicas y dife-
rentes interacciones gen-medio ambiente®.
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CONCLUSIONES

Desde el primer estudio que sugeria asociacion del
genotipo Bsm I de RVD con la DMO al presente, se
han detectado alrededor de 25 polimorfismos en el
gen de RVD. La mayoria de ellos son polimorfismos
“andénimos” (presentes en los intrones) o “sindnimos”.
Algunos estudios sugieren que las variaciones en la
region promotora 5’ pueden afectar a la expresion de
la cantidad de ARNm para RVD, mientras que las va-
riaciones en la secuencia 3’ no traducible pueden afec-
tar a la estabilidad de ARNm y/o la eficiencia de la
traduccién de la proteina. En conjunto, estas diferen-
cias genotipicas podrian afectar a la cantidad de RVD
y/o la funcidn, dependiendo del tipo celular, el estado
de desarrollo y el estado de activacién'!.

Aunque varios metaanélisis indican que los poli-
morfismos del gen de RVD influyen en la DMO, el
efecto es de poca magnitud y no se ha observado en
todas las poblaciones analizadas. Mds atn, entre las
poblaciones es probable que sea diferente el desequili-
brio de ligamiento entre alelos marcadores an6nimos
y los alelos causales del gen de RVD. Quiza en los
afios venideros se descubran nuevos polimorfismos,
especialmente funcionales, que arrojen mas informa-
cién acerca de la influencia de los genotipos del RVD
en la DMO. Por otro lado, polimorfismos de otros ge-
nes candidatos, sus interacciones con los del gen de
RVD y con los factores ambientales podrian ser la cla-
ve para diagnosticar y prevenir esta enfermedad cuyo
origen multifactorial y multigénico ya estd amplia-
mente aceptado.
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