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Los estudios que han analizado la relacién entre los polimorfismos del intrén 1
del receptor de estrégenos alfa y la masa 6sea han dado resultados contradicto-
rios. Recientemente se ha sefialado que el andlisis haplotipico tendria un mayor
poder discriminante que el andlisis alélico convencional. El objetivo de este es-
tudio fue determinar si en nuestro medio existe relacion entre la presencia del
haplotipo Px y el pico de masa 6sea o las fracturas osteoporéticas. Para ello se
reanalizaron los datos obtenidos en un grupo de mujeres previamente estudia-
das, en las que se amplific6 una region del intrén 1 del receptor estrogénico
mediante reaccién en cadena de la polimerasa y se someti6 posteriormente a di-
gestion con las enzimas Pvull y Xbal. No se encontr6 relacion entre la presen-
cia o no del haplotipo Px y la masa 6sea de las mujeres j6venes sanas. Sin em-
bargo, la frecuencia del haplotipo Px fue significativamente mayor en las mujeres
con fractura de cadera que en las controles (odds ratio 2,7; intervalo de confian-
za [IC] 95% 1,1-6,9; p = 0,03). Estos resultados sugieren que, de existir
aumento de riesgo en relacién con la presencia del haplotipo Px, no se debe a
que se alcance un pico de masa ésea menor, sino a una mayor pérdida tras la

Several studies about the relationship between estrogen receptor polymorphisms and bone
mass have given conflicting results. It has recently been reported that haplotypic analy-
sis is more discriminant than the allelic one. The aim of this study was to determine the
relationship between Px haplotype and bone mass and fractures in our female popula-
tion. A region in intron 1 of estrogen receptor alpha was amplified by PCR and diges-
ted with enzymes Pvull and Xbal. We did not find an association between bone mine-
ral density of young women (i.e., peak bone mass) and the presence or the absence of Px
haoplotype. However, this haplotype was more conumon in women with hip fracture than
in control women (odds ratio 2.7; CI 95% 1.1-6.9; p = 0.03). These results suggest
that the presence of Px haplotype may be related to postmenopausal bone loss rather than
peak bone mass.
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INTRODUCCION

La masa 6sea, al igual que otras caracte-
risticas del organismo, tiene un compo-
nente genético. Aunque la importancia re-
lativa de los factores hereditarios y los
ambientes en la osteoporosis no ha sido
totalmente aclarada, se estima que entre
un 40% y un 80% de la variabilidad de
la masa 6sea puede depender de factores
genéticos'?. Los estrogenos desempefian
un importante papel en la homeostasis es-
quelética, tanto en mujeres como en va-
rones*. De ahi que se haya explorado la po-
sibilidad de que las diferencias en los
receptores estrogénicos pudieran asociarse
a diferencias en la masa dsea. En este sen-
tido, varios autores han sefialado que al-
gunos alelos de regiones polimérficas del
intrén 1 del receptor de estrégenos alfa
(RE) se relacionan con diferencias en la
densidad mineral 6sea (DMO)>”. Sin em-
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bargo, estos resultados no han sido con-
firmados en otros estudios, incluidos los
realizados por nuestro grupo®. Reciente-
mente se ha sefialado que el andlisis de los
haplotipos del gen del RE, determinados
conjuntamentet con las enzimas de res-
triccion Pvull y Xbal tendrfa un poder dis-
criminante superior al del andlisis alélico
convencional. En particular, se ha sugeri-
do que las mujeres con haplotipo Px pre-
sentan una menor masa 6sea’, de ahi que
nos plantedramos este estudio con el ob-
jetivo de analizar si dicho haplotipo de-
termina diferencias en el pico de masa ésea
o el riesgo de fractura en nuestro medio.

MATERIAL Y METODOS
Los detalles del estudio se describen en una
publicacién previa en la que se analizé la

relacion entre la masa 6sea y los alelos del
receptor de la vitamina D y de estrgenos®.

SUJETOS

La poblacién estudiada se compuso de los
siguientes grupos:
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1) Una muestra de convivencia de 53 mu-
jeres jovenes sanas de 18-34 afios (media 26),
seleccionadas entre estudiantes de Medi-
cina y personal hospitalario.

2) Sesenta y seis mujeres postmenopausi-
cas control de 43-85 anos (media 61), sin
fracturas, bien sanas (seguidas rutinaria-
mente sin tratamiento hormonal en una
consulta de menopausia), bien con coxar-
trosis.

3) Cuarenta y una mujeres ingresadas por
fractura de cadera (66-96 afios; media 84).
4) Setenta y seis mujeres con osteoporosis
postmenopausica y fractura vertebral, de
43-85 anos (media 68), seguidas en nues-
tra consulta de osteoporosis.

En las mujeres jovenes se midié la DMO
en columna lumbar (L2-14) y cuello de fé-
mur, mediante un densitémetro de rayos
X Hologic QDR 1000.

ANALISIS GENETICO

Se obtuvo ADN de sangre periférica me-
diante un método comercial, siguiendo las
intrucciones del fabricante (Quiagen, Hil-
den, Alemania). Se amplific6 mediante
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
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con un termociclador Perkin-Elmer 2400,
una regién del gen del RE que contiene
los sitios de corte de las enzimas Xbal y
Pvull. Los reactivos incluian 10 ul de la
solucién de ADN; 1,5 mM MgCl,, 2U de
Taq polimerasa; 0,2 mM dNTPs y los am-
plimeros siguientes:
5-CTGCCACCCTATCTGTATCTITTTC-
CTATTCTCC-3" y
5-TCTTTCTCTGCCACCCTGGCGTC-
GATTATCTGA-3’

Después de una desnaturalizacién a 94° C
durante 5 minutos, los tubos se sometie-
ron a 30 ciclos de amplificacién (94° C
durante 15 segundos, 60° C durante 30
segundos, 72° C durante 30 segundos) y una
extension final a 72° C durante 7 minu-
tos. Los productos de la PCR se digirie-
ron en las enzimas durante 2 horas. Los
fragmentos resultantes se separaron me-
diante electroforesis en gel de agarosa y se
tifleron con bromuro de etidio. Los alelos
que contenfan el sitio de restriccion se de-
signaron con letras mintsculas; los que no
lo posefan con mayusculas (fig. 1). En una
fraccién del 10% de las muestras tomadas
al azar se repiti6 el andlisis. La reproduci-
bilidad fue perfecta en todo los casos.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Se dividieron las mujeres segtin presenta-
ran o no el haplotipo Px. Se excluyeron
del andlisis las que tenfan un genotipo am-
biguo que no permitia identificar el ha-
plotipo con seguridad (tabla 1).

Se analizaron las diferencias en la DMO
mediante la «t» de Student. Se analizaron
las diferencias en las frecuencias de los ha-
plotipos entre las mujeres con fracturas os-
teoporéticas (tabla 2) y las controles pre y
postmenopdusicas mediante la prueba de
Chi cuadrado. Puesto que no habia dife-
rencias significativas entre ambos sub-
grupos control se consideraron conjunta-
mente, a fin de aumentar la potencia
estadistica. Se calcularon las odds ratios y
su intervalo de confianza con el programa
estadistico Epilnfo 6.

RESULTADOS

No se encontraron diferencias entre las
mujeres jévenes sin haplotipo Px y con él
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Fig. 1. Fragmentos resultantes de la digestion con Poull y
Xbal. Las muestras 1 a 4 corresponden a genotipos PpXx,
Ppxx, PPXx y PPXX, respectivamente.

en cuanto al indice de masa corporal (21 +
2 kg/m?* en ambos subgrupos) o la DMO
(fig. 2). Los indices T fueron —0,4 + 1,0
y-0,2 £ 1,1, respectivamente.

Sin embargo, el haplotipo Px tendi6 a ser
més frecuente en las mujeres con fractu-
ras que en las controles (tabla 2), aunque
solo alcanzo significacién estadistica en el
caso de las fracturas de cadera (p = 0,03).
La odds ratio de la asociacion entre la pre-
sencia del haplotipo Px y las fracturas de
cadera fue de 2,7 (IC 95% 1,1-6,9).

DISCUSION

El gen del RE-alfa esta situado en el cro-
mosoma 6. Contiene 8 exones y tiene un
tamarfio de unas 140 kilobases. Los poli-
morfismos A-G y T-C aqui analizados se en-
cuentran en el intrén 1, a 350 y 400 pares
de bases, respectivamente, del exén 2. La
posible relacion entre los polimorfismos
del RE y la masa dsea es controvertida. Al-
gunos autores han encontrado una menor
masa Gsea en las mujeres con alelos «P»>1?,
pero otros no han confirmado esos hallaz-
gos''. Nosotros mismos no hemos encon-
trado relacién entre los alelos determina-
dos por las enzimas Pvull y Xbal y el riesgo
de fractura, cuando se analizan esos loci por
separado®. En el presente estudio, al rea-
nalizar los datos segtin los haplotipos re-
sultantes de considerar conjuntamente am-
bos loci, encontramos que las mujeres con
fracturas de cadera tenian una mayor fre-
cuencia del haplotipo Px.

Asi, nuestros resultados son concordantes
con los de Albagha et al’. Estos autores es-
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Fig. 2. Densidad mineral dsea en columna lumbar y cuello
de fémur en mujeres jovenes, dependiendo de que presentaran
0 1o el haplotipo Px. DMO: densidad mineral dsea.

tudiaron un grupo de mujeres escocesas
con una edad media de 64 afios y encon-
traron que la DMO en columna lumbar y
cuello de fémur era significativamente me-
nor en las que presentaban el haplotipo Px
(estando la amplitud de la diferencia en
torno a 0,5 desviaciones estandar). Es in-
teresante que en ese estudio tampoco se
hallaron diferencias significativas en la
masa 6sea cuando se consideraban por se-

Tabla1
Andlisis de la presencia del haplotipo Px a partir
de los genotipos determinados por las enzimas
Poull y Xbal. Las mujeres con genotipo PpX x
fueron excluidas del andlisis por no poder estimarse
con certeza sus haplotipos

Genotipos Haplotipos Numero de
haplotipos Px
PPXX PX+PX 0
PpXX PX +pX 0
ppXX pX+pX 0
PPXx PX+Px 1
PPxx Px+Px 2
PpXx PX +px/Px+pX 2
Ppxx Px+px 1
ppXx pX+px 0
ppxx pXx+px 0
Tabla 2

Frecuencias haplotipicas en las mujeres
postmenopdusicas control y en las osteopordtiaas

Sin Px Con Px
Controles 57 (84%) 11 (16%)
Fractura vertebral 35 (69%) 16 (31%)
Fractura de cadera 14 (54%) 12 (46%)
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parado ambos loci, aun cuando existe un
marcado desequilibrio de unién entre ellos
(la presencia de alelos «P» tiende a aso-
ciarse con los «X», y los «p» con los «x»).
En contra de lo sefialado por otros auto-
res®, el hecho de que no encontremos di-
ferencias entre la DMO de las mujeres j6-
venes con haplotipo Px y sin él sugiere que
en nuestro medio el aumento del riesgo
de fracturas en las portadoras del haploti-
po Px no estaria en relacién con un menor
pico de masa 6sea, sino con disminucio-
nes posteriores de la misma.

El mecanismo responsable de estas aso-
ciaciones es desconocido. Dado que a me-
nudo los intrones incluyen regiones mo-
duladoras de la sintesis de ARN, algunos
autores han sugerido que los alelos P re-
presentarian secuencias con menor afini-
dad por ciertos factores de transcripcion,
pero no esta claramente demostrado que
el intrén 1 del RE desempene un papel re-
gulador de la transcripcién. Més bien, la aso-
ciacién del haplotipo Px con menor masa
Osea y fracturas, en ausencia de relacién
con los alelos respectivos considerados ais-
ladamente, apunta la posibilidad de que
exista un desequilibrio de unién entre es-
tos haplotipo y otras secuencias polimoér-
ficas, en el propio gen del RE o de otros
genes proximos, que sean las realmente
influyentes en el balance esquelético. De he-
cho, se ha descrito la existencia de un de-

sequilibrio de unién entre los alelos del
intrén 1 aqui analizados y una secuencia
polimoérfica repetitiva en tandem TA del
promotor del gen del RE. Sin embargo, la
relacién entre los alelos en esta region re-
petitiva y la masa 6sea es también contro-
vertida®!!.

En conclusién, los polimorfismos del intrén
1 del RE parecen asociarse a diferencias en
el riesgo de fracturas osteoporéticas, de
manera que las mujeres con haplotipo Px
presentan un mayor riesgo de fractura de
cadera. No obstante, se necesitan estudios
mas amplios para confirmar estos resulta-
dos.
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