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En los altimos afios se ha discutido el posible papel de los polimorfismos en
el gen del receptor de la vitamina D en diferentes enfermedades. En este tra-
bajo se revisan diferentes estudios realizados para determinar la influencia de
varios polimorfismos del receptor de la vitamina D y del coldgeno tipo I sobre
diferentes aspectos relacionados con el metabolismo del hueso y de la gldndu-
la paratiroides.

Los estudios epidemioldgicos mostraron que la combinacién alélica BAt de los
polimortfismos Bsml, Apal y Taql del receptor de la vitamina D y el genotipo
ss del polimorfismo spl del coldgeno tipo I son predictores del riesgo de frac-
turas osteopordticas.

Los estudios experimentales llevados a cabo en los osteoblastos en cultivo in-
dicaron que la combinacién alélica baT en el receptor de la vitamina D confie-
re una mayor sensibilidad del osteoblasto ante el estimulo con calcitriol. Por el
contrario, en las glindulas paratiroides en cultivo fue la combinacién BAt la
que respondié mejor al calcitriol.

La combinacién alélica mds favorable en el hueso no lo es en la gldndula para-
tiroides y viceversa, lo que indicarfa un efecto tejido especifico del receptor de
la vitamina D en la respuesta al calcitriol.

PALABRAS CLAVE: fractura, poblacién no seleccionada, COLIA1, calcitriol,
cultivo iz vitro, criopreservacion.

In the last years, the likely role of the vitamin D receptor polymorphisms in
different diseases has been discussed. In this work we review several studies
petformed to investigate the influence of the vitamin D receptor polymorp-
hisms and type I collagen in different aspects of bone and parathyroid gland
metabolism.

On one hand, the epidemiological studies showed that BAt haplotype from
Bsml, Apal and Tagl polymorphisms in the vitamin D receptor and 8§ genotype
in spl polymorphism in type I collagen gene predicted the risk for osteoporo-
tic fractures.

On the other hand, experimental studies carried out in both human primary
osteoblasts and parathyroid glands showed that while baT haplotype respon-
ded better to calcitriol in osteoblasts, BAt haplotype showed the best respon-
se in parathyroid glands.

The most favorable allele combination in the bone is not in the parathyroid
gland and vice versa. These findings are indicative of a tissue specific effect of
the vitamin D receptor in the response to calcitriol.

KEY WORDS: fracture, non-selected population, COLIA1, calcitriol, iz vitro
culture, cryopreservation.

SISTEMA HORMONAL
DE LA VITAMINA D

La vitamina D, a pesar de su nombre, es
en realidad un sistema hormonal, forma-
do por diferentes metabolitos interrela-
cionados. Todos ellos tienen actividad de
vitamina D y estdn también relacionados
con la hormona principal del metabolis-
mo 6seo y mineral, como es la parathor-
mona (PTH).

Los metabolitos del sistema hormonal de
la vitamina D derivan de un precursor co-
mun, el colecalciferol o vitamina D;, que
puede bien sintetizarse en la piel a partir
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de un derivado del colesterol (7-dehidro-
colesterol) por reacciones de isomerizacién
y gracias a la accién de la luz UV, y la tem-
peratura, o ser ingerido en la dieta'. La pri-
mera reaccién enzimdtica se produce en el
higado donde la vitamina D se hidroxila
en el carbono 25 para dar lugar a la 25-
hidroxivitamina D; o calcidiol [25(OH)D;].
El calcidiol tiene una vida media larga (3-
4 semanas) y hoy en dia se considera el me-
jor marcador de los depésitos de vitami-
na D en el organismo®. La 25(OH)D; es el
sustrato de la 1o-hidroxilasa, que cataliza
la sintesis del 1,25-dihidroxivitamina D,
o calcitriol [1,25 (OH),D;] principalmente
en el rifién, aunque hoy en dfa es sabido
que esta enzima también se expresa en otros
6rganos y tejidos en el organismo’. El cal-
citriol es el metabolito mds activo de la
vitamina D (mds de 100 veces mayor que
el calcidiol) pero tiene una vida media cor-
ta (pocas horas).

El calcitriol sintetizado en el rifién por la
la-hidroxilasa mitocondrial es transportado
en la sangre principalmente por la protei-
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na transportadora de vitamina D (DBP)
aunque también se une a albimina y li-
poproteinas?. Aunque no se conoce toda-
via el mecanismo por el que el calcitriol
entra en la célula diana, sf se sabe que una
vez que entra en la misma éste puede bien
inactivarse por accién de la 24-hidroxila-
sa mitocondrial o bien unirse a su recep-
tor, el receptor de vitamina D o VDR que
se encuentra libre en el citoplasma celu-
lar. La uni6n de su ligando activa al VDR,
que se fosforila’ y entra en el ntcleo don-
de se va a unir al receptor del 9-cis reti-
noide X (RXR) para formar el complejo
VDR-RXR. Este complejo reconoce y se
une especificamente al ADN en secuen-
cias promotoras de diferentes genes, lla-
madas elementos de respuesta a vitamina
D (VDRE), ademds de reclutar numero-
sos factores de transcripcidn y otros regu-
ladores que en dltimo término hardn que
aumente o disminuya la tasa de trans-
cripcién de los genes diana.

Las acciones de la vitamina D en los dife-
rentes 6rganos diana, que cldsicamente
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comprenden el intestino, donde aumenta
la absorcién de calcio; el hueso, donde au-
menta tanto la resorcién como la forma-
cién Gsea; el rifién, donde estimula su pro-
pia sintesis y la paratiroides, donde inhibe
la sintesis y la secrecién de PTH, van a de-
pender de diferentes factores: 7) niveles de
metabolitos (calcidiol y calcitriol), #) pre-
sencia de comoduladores (coactivadores y
correpresores) y i77) aspectos cuantitativos
y cualitativos del VDR.

RECEPTOR DE VITAMINA D.
POLIMORFISMOS
GENETICOS

En humanos, el gen del VDR se localiza
en el brazo largo del cromosoma 12y com-
prende una regién de aproximadamente
100 kb de ADN aunque sélo 4,6 kb son los
que codifican la proteina®’. La proteina
VDR es una fosfoproteina de 427 amino-
dcidos y 48 kDa en la que se reconocen 2
dominios fundamentales, uno de unién al
ADN (DBD) y otro de unién al ligando
(calcitriol) (LBD).

Como se describe en el apartado anterior,
la respuesta de los diferentes 6rganos dia-
na a la vitamina D depende no sélo de la
cantidad y biodisponibilidad de VDR (as-
pectos cuantitativos) sino también de cémo
es dicho receptor (aspectos cualitativos).
Niveles de VDR: Los niveles intracelulares
de VDR se regulan tanto por ligandos del
VDR como por hormonas y factores de
crecimiento que no unen VDR®. La regu-
lacién, que afecta al control de la trans-
cripcién y la estabilizacién del ARNm del
VDR asi como a la sintesis y degradacién
de la proteina, es especifica en cada tejido
o célula ya que el calcitriol regula al alza
la transcripcién del VDR en las glandu-
las paratiroides y el rifién y no en el in-
testino’.

La cantidad de VDR en la célula diana de-
pende también de muchos otros factores,
como el estado de proliferacién y diferen-
ciacién de la célula, las rutas celulares ac-
tivadas en un determinado momento as{
como la expresién diferencial de cofactores
que intervienen en las acciones del VDR
como factor de transcripcién®.
Calidadlvariabilidad del VDR: Tan impor-
tante como la cantidad y disponibilidad
del VDR es la calidad de éste. Ademads de
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14 mutaciones diferentes asociadas con ra-
quitismos resistentes a vitamina D'°, tam-
bién se han descrito hasta la fecha m4s de
14 polimorfismos diferentes en el gen hu-
mano del VDR!' que pueden actuar mo-
dulando la respuesta a la vitamina D en
los diferentes 6rganos diana. De entre to-
dos los polimorfismos descritos, los mds
estudiados son 4 SNP (polimorfismo de
cambio de nucleétido dnico) que se nom-
bran con la enzima de restriccién que per-
miti6 su identificacién y son: Bsml, Apal,
Tagl y Fokl. Se ha sugerido una relacién
entre la presencia de determinados alelos
y diferentes aspectos del metabolismo
1217y la glandula paratiroides's-?!,

como la asociacién con diferentes enfer-
22-25

6seo asi

medades

POLIMORFISMOS
DEL RECEPTOR
DE VITAMINA DY HUESO

La vitamina D lleva a cabo numerosas fun-
ciones en el hueso a través de su VDR ya
que actta directamente sobre los osteo-
blastos y sobre los precursores de los os-
teoclastos y por lo tanto interviene acti-
vamente tanto en la formacién como en la
resorcién ésea.

Aunque hoy en dfa se pone en entredicho
el concepto extendido en la dltima década
en relacién a que la carga genética pueda
condicionar hasta en un 80% los valores
de masa 6sea de un individuo, todavia se
considera que el genotipo juega un papel
muy importante en el metabolismo 6seo,
con la consiguiente importancia para la
presencia de osteoporosis y su consecuen-
cia, la fractura ésea. En la Gltima década
se han intentado encontrar genes que con-
tribuyan al desarrollo y mantenimiento de
la masa ésea y se ha estudiado el posible
efecto de sus variantes genéticas en dicho
desarrollo®®?’. Sin duda el gen mds estu-
diado en este sentido ha sido el gen del
VDR dada la importancia de la vitamina
D (de sus acciones a través del VDR) en
el metabolismo éseo.

La casi totalidad de los trabajos publica-
dos sobre el efecto de los polimorfismos
en el VDR sobre el metabolismo del hue-
so son estudios epidemiolégicos llevados
a cabo en diferentes poblaciones en los que
se estudiaba la relacién entre los diferen-
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tes alelos y la masa ésea (DMO) o la pre-
sencia de fracturas osteopordticas. Sin em-
bargo, los trabajos experimentales en sis-
temas 77 vitro han sido muy escasos.

ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

Los resultados publicados sobre el efecto
de los polimorfismos del VDR en el me-
tabolismo del hueso y mds concretamente
en los valores de masa Gsea y riesgo de frac-
turas osteopordéticas han sido contradicto-
rios, quizds debido a factores genéticos (de-
sequilibrio de ligamiento), a la falta de
homogeneidad de las muestras (sesgos en
la seleccién y/o tamafio muestral insufi-
ciente), a la falta de atencién sobre facto-
res ambientales y a no tener en cuenta los
niveles de vitamina D'. Ademis, la mayorfa
de los estudios se han realizado en muje-
res y existen pocos resultados en hombres.
Sin embargo, y pese a las grandes discre-
pancias, los resultados de la mayoria de los
estudios se han agrupado en dos metaa-
ndlisis que concluyen que de alguna manera
los genotipos bb, az y TT o en definitiva la
presencia del haplotipo baT (segtn clasi-
ficacién de Uitterlinden et al?®), estan aso-
ciados a una mayor DMO'"%,

Resultados de nuestro grupo'>* han ido
en la misma direccién a lo publicado ori-
ginalmente por Morrison et al’’ y los dos

17,26

metaandlisis ya mencionados'”*°, aunque

otros autores no hayan encontrado asocia-
ci6én alguna®*?' y otros una asociacién in-
versa (alelos B, A y + mayor DMO y pro-
tectores frente a fracturas)®®3?. La poblacién
que participé en nuestros estudios estaba
formada por 326 individuos normales se-
leccionados al azar, todos mayores de 55
afios y seguidos durante un periodo de 8
aflos procedentes del estudio EVOS-
EPOS®. Se observaron diferencias a nivel
de la DMO en las mujeres (n = 162), de ma-
nera que la presencia del genotipo b5 fren-
te a la combinacién de los otros dos (B-)
mostré una mayor DMO en valores abso-
lutos y cuando se present6é como Z-score,
tanto a nivel lumbar como de cuello de fé-
mur®. Ademds, la evolucién de la DMO en
cuello de fémur también fue significati-
vamente mejor en aquellas mujeres con
genotipo 6b". En el caso de los varones (n
= 164), aunque no se observaron diferen-
cias a nivel de la DMOPY, s{ se encontraron
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diferencias en las fracturas vertebrales pre-
valentes, de manera que aquéllos con el
haplotipo baT presentaban menor por-
centaje de fracturas®. Ademds, al afiadir
las fracturas osteopordticas incidentes no ver-
tebrales al estudio se obtuvieron los mis-
mos resultados®.

El complejo calcitriol-VDR participa en
la regulacién de la transcripcién del gen
de la osteocalcina, una de las principales
proteinas involucradas en la formacién
Gsea, en los osteoblastos®®. Los primeros
estudios del posible efecto de los poli-
morfismos del VDR sobre el metabolis-
mo del hueso se hicieron sobre los niveles
séricos de osteocalcina, encontrdndose una
gran asociacién entre los alelos de los po-
limorfismos en Bsml, Apal y Tagl y los ni-
veles plasmadticos de osteocalcina, ajusta-
dos por edad y sexo, en una cohorte de 91
controles sanos*. A partir de entonces se
llevaron a cabo varios estudios clinicos y
como ocurria con la DMO vy las fracturas,
hay gran heterogeneidad en los resultados
ya que algunos encontraron asociacién en-
tre los niveles de osteocalcina y los poli-
morfismos del gen del VDR!®* mientras
que otros no encontraron asociaciéon algu-
na®*>®. Sin embargo, estas diferencias po-
drfan deberse a diferencias en las pobla-
ciones estudiadas.

Howard et al>’* encontraron, tras la es-
timulacién con calcitriol, niveles séricos
de osteocalcina mds elevados en individuos
con genotipo bb comparados con los BB.
Sin embargo, Graafmans et al*’ no encon-
traron ningtn efecto del polimorfismo
Bsml sobre los niveles de osteocalcina, si
bien su estudio era muy diferente y sélo
valoré mujeres mayores de 70 después de
un afio con suplemento oral de vitamina
D. Otros autores han encontrado resulta-
dos en el mismo sentido que Howard et
ali%2 aunque no siempre se ha podido ob-
servar algin efecto de los polimorfismos
del gen del VDR sobre los niveles de os-

40,43,44

teocalcina sérica e incluso algunos

han encontrado el efecto contrario®' 44+,
No obstante, en apoyo al efecto favorece-
dor del 44, resultados de nuestro labora-
torio en la cohorte no seleccionada descri-
ta anteriormente se observé que los
individuos con genotipos favorables b, aa
y TT presentaron niveles de osteocalcina
significativamente superiores a aquéllos
en los que estaban presentes los alelos des-
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favorables (B, A y 7). Todo ello cuando se
seleccionaba la poblacién con niveles de
25(OH)D adecuados (> 35 Eg/mL). Este
dato tiene gran importancia dado que de-
muestra la necesidad de una mayor ho-
mogeneidad en los niveles de metabolitos
de vitamina D al analizar diferencias de
los polimorfismos en el gen de su recep-
tor.

En resumen, existe una gran variabilidad
en los resultados de los estudios de la in-
fluencia de los polimorfismos del gen del
VDR, sobre los niveles de osteocalcina, la
masa Gsea y el riesgo de fracturas osteo-
pordticas. Esta disparidad de resultados es
multifactorial. La falta de homogeneidad
de las poblaciones estudiadas con tamafios
muestrales insuficientes y sesgos en la se-
leccién, el no tener en cuenta los niveles
de calcidiol y/o calcitriol, asi como una
falta de atenci6n sobre la variabilidad de los
factores ambientales han sido los princi-
pales factores de confusién'®. Por todo esto,
estudios experimentales, en los que a pe-
sar de sus limitaciones y la prudencia que
hay que tener en las extrapolaciones, se
pueden controlar muchas variables, ayu-
dan a esclarecer el verdadero papel de los
polimorfismos del VDR sobre el metabo-
lismo del hueso.

ESTUDIOS EXPERIMENTALES

Teniendo en cuenta el importante efecto
del gen del VDR en la regulacién del gen
de la osteocalcina, parece razonable pen-
sar que diferentes polimorfismos del gen del
VDR podrian modular la secrecién de la
misma. Sin embargo, sélo se han publica-
do hasta el momento dos trabajos en sis-
temas experimentales donde se estudie 7»
vitro el efecto de los polimorfismos del
VDR sobre la secrecién de osteocalcina® .
Ohtera et al? cultivaron osteoblastos hu-
manos 7z vitro procedentes de 18 mujeres
sometidas a coxartrosis de cadera y en-
contraron que aquéllas con genotipos bba-
aTTy bbAaTT respondian mejor que las
BbAaTr cuando los osteoblastos se esti-
mulaban con calcitriol 10® M.

El otro trabajo con osteoblastos en cultivo
se llevé a cabo en nuestro laboratorio®. Se
cultivaron osteoblastos procedentes de 24
pacientes (13 hombres y 11 mujeres) so-
metidos a extraccién de cabeza femoral por
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coxartrosis de cadera. Tras la estimulacién
con calcitriol 10° M y 10® M, se deter-
mind la osteocalcina secretada corregida
por contenido total de ADN o proteinas,
y se compard frente a la secrecién de osteo-
calcina en osteoblastos cultivados con cal-
citriol 101 M, concentracién de calcitriol
que estd en rango fisiolégico.

La distribucién genotipica de los distin-
tos polimorfismos del gen del VDR en la
poblacién de osteoblastos cultivados fue
similar a la observada en la poblacién que
particip6 en el estudio epidemiolégico des-
crito previamente” y a datos publicados
en otras poblaciones espafiolas®®’. En la
muestra estudiada, los diferentes genotipos
y el sexo tuvieron efecto sobre la secrecién
de osteocalcina.

Los osteoblastos respondieron de forma di-
ferente segtin los diferentes polimorfismos
del VDR. La presencia de los alelos b o T
y el genotipo aa, en definitiva el haploti-
po baT, se asoci6 a una mayor secrecién de
osteocalcina después de la estimulacién
del osteoblasto con calcitriol (10 M). Al
aumentar la concentracién de calcitriol
(10 M), sélo se mantuvieron las diferen-
cias en el polimorfismo Bsml. La consis-
tencia de los resultados, expresados como
secrecion de osteocalcina tanto en relacién
a proteinas totales como contenido total
de ADN, excluye un efecto apoptético en
las células 6seas, como ha sido sugerido®'.
El polimorfismo Fokl no influyé en la res-
puesta de los osteoblastos al calcitriol. La
diferencia con respecto a los otros poli-
morfismos no debe extrafiar ya que el Fokl
estd en una region alejada del resto, mien-
tras que existe un fuerte desequilibrio de
ligamiento entre los polimorfismos Bsml,
Taql y Apal. Otros autores tampoco han
encontrado ningin efecto de este poli-
morfismo sobre los niveles de osteocalcina
sérica en estudios in vivy' 4032,

El andlisis multifactorial de los resultados
obtenidos en los cultivos de osteoblastos
mostré una influencia del sexo en la se-
crecién de osteocalcina. Con la mayor con-
centracién de calcitriol (10* M) se obser-
v6 que los hombres secretaron mds
osteocalcina que las mujeres. Estos resul-
tados concuerdan con el estudio epide-
miolGgico que se 1levo a cabo en nuestro la-
boratorio® y otros estudios'>>* donde se
observé que, en los resultados de DMO y
fracturas, los polimorfismos del gen del
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VDR se comportan de manera diferente
en hombres y en mujeres. La edad no mos-
tr6 efecto alguno en nuestro estudio a di-
ferencia de lo descrito por otros autores
que encontraron una disminucién en la se-
crecién de osteocalcina con la edad’®>>.
El conjunto de los estudios llevados a cabo
en nuestro laboratorio sobre el efecto de
los polimorfismos del VDR en el hueso
parecen indicar, de acuerdo con los resul-
tados obtenidos tanto iz vive como in vitro,
que el haplotipo baT serfa el que confiere
una mayor sensibilidad al osteoblasto ante
el estimulo con calcitriol.

POLIMORFISMOS DEL
RECEPTOR DE VITAMINA D
Y GLANDULAS
PARATIROIDES

Ademds del posible efecto de los poli-
morfismos del gen del VDR sobre masa
Gsea y fracturas, es importante considerar
su posible papel regulador en la parati-
roides.

El calcitriol actda en las glindulas parati-
roides a través del VDR donde es capaz de
inhibir la sintesis y la secrecién de PTH
asi como la proliferacién de las células pa-
ratiroideas®. Ademds, el calcitriol modula
positivamente la sintesis del VDR de ma-
nera que una disminucién en los niveles
de calcitriol implica una menor cantidad
y por tanto disponibilidad de su receptor,
constituyendo uno de los principales fac-
tores etiopatogénicos del desencadena-
miento y la progresién del hiperparatiroi-
dismo secundario’®.

La regulacién positiva por ligando, unida
a la disminucién en los niveles de VDR
descrita en el hiperparatiroidismo secun-
dario’”8, hacen que sea de vital impor-
tancia que el VDR tenga gran afinidad por
el ligando y por el ADN asi como una vida
media larga; en definitiva, que haya una
buena disponibilidad y calidad de VDR
que redundaria en una adecuada respues-
ta por parte de las gldndulas paratiroides.
La cantidad y calidad de VDR podria a su
vez estar modulada por sus polimorfismos
genéticos.

Carling et al>>® fueron los primeros en
proponer una relacion directa entre los po-
limorfismos del VDR y la funcién parati-
roidea ya que encontraron que en pacien-
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tes con hiperparatiroidismo primario pre-
dominaba la presencia del haplotipo baT
o los genotipos bb, aa y TT®. Ademas,
también encontraron que el haplotipo baT
estd asociado a un mayor trastorno en la
secrecion de PTH por parte de células pa-
ratiroideas en cultivo procedentes de ade-
nomas, de manera que en las células de es-
tos pacientes la supresién de PTH al
aumentar la concentracién extracelular de
calcio era menor que en las células proce-
dentes de pacientes con el haplotipo BAt°!.
Por otro lado, pacientes con hiperparati-
roidismo primario homozigotos bb, aa o
TT presentaban en células paratiroideas
mayores niveles de ARNm de PTH y me-
nores niveles de ARNm de VDR que los
pacientes con los genotipos BB, AA o 1¢, sin
encontrarse diferencias en el tamafio de la
glandula ni en los niveles séricos de cal-
cio y PTH'. Sin embargo, otros autores
no han podido encontrar esta relacién tan
directa entre los polimorfismos del VDR
y el hiperparatiroidismo primario®*.
En poblacién normal hay muy pocos es-
tudios. Howard et al*”*° describieron niveles
mds elevados de PTH y una mejor res-
puesta al calcitriol en mujeres premeno-
pausicas caucdsicas con genotipo BB que en
las de genotipo bb. Lorentzon et al'
encontraron en adolescentes sanas cauca-
sicas que aquéllas con el genotipo Az te-
nfan niveles de PTH mds elevados que las
que tenfan aa.

Aunque Carling et al® y otros autores®®
no encontraron asociacién en el hiperpa-

ratiroidismo secundario, Ferndndez et al?,

6667 sf han encontrado aso-

y otros autores
ciacién, con resultados similares a los ha-
llados en el hiperparatiroidismo primario
(niveles mds elevados de PTH en el geno-
tipo bb). En la misma direccién Yokoya-
ma et al’! han encontrado niveles mds ele-
vados de PTH en pacientes en hemodialisis
con el genotipo aa frente a los que tienen
A-. Por otra parte, Vigo et al®® encontra-
ron niveles mds elevados de PTH en pa-
cientes renales espafloles con el genotipo
FF que en los individuos F-, aunque es-
tas diferencias no las observaron en con-
troles sanos. Estos resultados podrian ayu-
dar a explicar las diferencias observadas en
la respuesta al tratamiento con similares
dosis de calcitriol en pacientes con el mis-
mo grado de hiperparatiroidismo secun-
dario.
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Existen estudios, la gran mayoria in vivo,
sobre el efecto directo del calcitriol y el
posible papel de los polimorfismos de su re-
ceptor en los diferentes 6rganos diana. Sin
embargo hay pocos estudios que hayan
analizado este efecto i vitro y ninguno que
lo haya hecho en gldndulas paratiroides,
ya que hasta la fecha no se disponia de una
linea celular o un cultivo primario celular
o tisular de larga duracién que permitie-
ra estudios funcionales con calcitriol.

En nuestro laboratorio se puso a punto un
sistema de cultivo 7z vitro de gldndulas pa-
ratiroides a medio-largo plazo® con el fin
de poder hacer estudios funcionales con
calcitriol y estudiar el efecto de los poli-
morfismos genéticos del VDR sobre la res-
puesta al calcitriol. La imposibilidad de
poder contar con tejido humano suficien-
te para llevar a cabo la puesta a punto del
sistema de cultivo, hizo que éste se esta-
bleciera en una fase inicial utilizando gldn-
dulas paratiroides de rata con funcién re-
nal normal.

Los resultados de la puesta a punto del
modelo mostraron que, en las condiciones
apropiadas (medio de cultivo no suple-
mentado descrito por Almadén et al’®), el
tejido paratiroideo de rata cultivado 7z vi-
tro inmediatamente tras su extraccién, man-
tiene su viabilidad durante 6 dfas en cul-
tivo, con viabilidades celulares por encima
del 80%, y su funcionalidad, medida ésta
como secrecién basal de PTH y respuesta
al calcio y al calcitriol, durante 4 dfas en
cultivo®. Sin embargo si las gldndulas se
cultivan después de haber sido criopreser-
vadas, aunque mantienen su viabilidad y
capacidad de secretar PTH intactas, pier-
den la capacidad de respuesta al calcio®.
Una vez que fueron establecidas las con-
diciones de cultivo, se realizaron experi-
mentos de viabilidad y de respuesta al cal-
cio y al calcitriol en glindulas paratiroides
humanas procedentes de pacientes con hi-
perparatiroidismo secundario severo so-
metidos a paratiroidectomia, cultivadas
tanto en fresco como tras su criopreserva-
cién. Los experimentos de respuesta al cal-
citriol sirvieron para el estudio del efecto
de los polimorfismos genéticos del VDR so-
bre la respuesta de las glindulas parati-
roides a dicha hormona.

Las gldndulas humanas se cultivaron durante
60 horas, periodo durante el cual mantu-
vieron una viabilidad celular superior al
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80%, tanto las glindulas cultivadas en
fresco como las cultivadas tras su criopre-
servacion. Estos resultados fueron simila-
res a los obtenidos en el tejido de rata® y
también a los descritos por otros autores
aunque en cultivos de s6lo 24 horas’". Las
glandulas humanas procedentes de pa-
cientes con hiperparatiroidismo secunda-
rio mantuvieron ademds la capacidad de
secretar PTH de manera estable, sin en-
contrarse diferencias entre el tejido fresco
y el criopreservado, durante 60 horas en
cultivo. Otros autores tampoco encontra-
ron diferencias entre las glindulas culti-
vadas en fresco o tras su criopreservacién
pero en experimentos a muy corto plazo
(2 horas)’.

Un 80% de las glandulas cultivadas en
fresco fueron capaces de aumentar la se-
crecién de PTH al disminuir la concen-
tracién de calcio en el medio de incuba-
ci6én. Sin embargo, al igual que ocurri6 en
las glindulas de rata®, las glindulas pa-
ratiroides humanas criopreservadas no fue-
ron capaces de responder al calcio en cul-
tivo. Estos resultados sugieren que el
método de criopreservacién utilizado debe
de afectar de alguna manera a las rutas de
sefializacién del calcio. Aunque estudios
previos, que utilizaron el mismo método
de criopreservacién, no encontraron nin-
gin efecto negativo en la criopreserva-
cién’?73, dichos estudios tenfan la limita-
ci6én de ser experimentos a muy corto plazo
(2 horas). En nuestro caso, tanto en ratas
como en humanos, se estudié la respuesta
al calcio durante perfodos mds largos, 96
y 60 horas respectivamente, sin que se en-
contraran resultados positivos en ningan
caso. Sin embargo, esta pérdida de res-
puesta observada en el tejido criopreser-
vado parece mayor a la que se observa en
la practica clinica aunque se utiliza tejido
conservado en las mismas condiciones y
puede deberse a que el proceso de crio-
preservacion impide que la gldndula se re-
cupere de la disminucién de la expresién
del receptor de calcio descrita a las 24 ho-
ras en cultivo’ a diferencia de las gldn-
dulas cultivadas en fresco.

Los resultados de la respuesta de las gldn-
dulas paratiroides humanas al estimulo
con calcitriol mostraron que en algunos
casos, ni la menor concentracién de calci-
triol utilizada (10 M) —equivalente al
pico maximo alcanzado en pacientes en
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17575— nj la ma-

tratamiento con calcitrio
yor (10® M) fueron capaces de inhibir la
secrecion de PTH. El porcentaje de glan-
dulas que no respondi6 (35%) se encuen-
tra en el rango de los resultados que se ob-
servan en la clinica en pacientes con
hiperparatiroidismo secundario severo tra-
tados con calcitriol intravenoso’®”.

No se encontraron diferencias significati-
vas en la magnitud de la inhibicién de la
PTH por calcitriol entre gldndulas con
crecimiento difuso y gldndulas con creci-
miento nodular. Sin embargo, el rango de
inhibicién encontrado en las gldndulas no-
dulares fue ligeramente mayor al encon-
trado en las difusas, que se comportaron
de una forma mas homogénea.

El efecto inhibitorio del calcitriol sobre la
secrecién de PTH se debi6 exclusivamen-
te al efecto del calcitriol, ya que tanto el cal-
cio como el fésforo se mantuvieron esta-
bles durante todo el periodo de cultivo.
Nuestros resultados, en los que aparecen
gldndulas que no fueron capaces de res-
ponder al calcitriol, refuerzan el hecho de
que la concentracién de calcitriol no es el
Gnico factor limitante en la respuesta de
las gldndulas. Como otros autores han des-
crito’”878 la pérdida de respuesta puede
deberse a la disminucién en los niveles de
VDR que ocurre cuando las glandulas pa-
ratiroides se vuelven hiperpldsicas. Ade-
mds, las diferencias encontradas en la ho-
mogeneidad de la respuesta entre glandulas
nodulares y difusas pueden ser un reflejo de
los cambios en la expresién génica’ y las
aberraciones cromosémicas® que se pro-
ducen en la evolucién de crecimiento di-
fuso a crecimiento nodular.

Los resultados en los cultivos con glindu-
las criopreservadas mostraron que éstas son
capaces de responder al calcitriol de la mis-
ma manera que lo hacen las que se culti-
van en fresco, sin que hubiera diferencias
significativas entre ambas. S6lo hubo una
ligera diferencia en la magnitud de la in-
hibicién de la PTH entre las dos concen-
traciones de calcitriol (10° My 10® M), lo
cual refuerza la hip6tesis de que una vez
que se inhibe la PTH con una concentra-
ci6n suficiente de calcitriol, el beneficio
esperado no se incrementa aumentando la
concentracién de éste.

El hecho de que las glindulas criopreser-
vadas fueran capaces de responder al cal-
citriol y no al calcio sugiere que el proce-
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so de criopreservacién puede afectar a los
mecanismos de respuesta al calcio pero no
al calcitriol, quizd debido a la diferente lo-
calizaci6én de los dos receptores y/o a dife-
rentes rutas de seflalizacion intracelular.
Este modelo de cultivo nos permiti6 ana-
lizar el efecto de los polimorfismos del gen
del VDR sobre la respuesta glandular al
calcitriol y se pudieron mantener bajo con-
trol otras variables implicadas en la mo-
dulacién de la glandula paratiroides como
el calcio y el f6sforo.

Las frecuencias genotipicas encontradas en
la poblacién de pacientes paratiroidecto-
mizados®! no se diferenciaron de las en-
contradas en las poblaciones de los otros
estudios de este trabajo, ni tampoco de
otras poblaciones similares®>82,

No se encontraron diferencias en las fre-
cuencias genotipicas en ninguno de los po-
limorfismos estudiados (Bsml, Apal, Taql
y Fokl) entre las glindulas que respondie-
ron o las que no respondieron al trata-
miento con calcitriol, ni tampoco se en-
contraron diferencias en la respuesta al
calcitriol en los cuatro polimorfismos es-
tudiados cuando se analizaron de forma
independiente®!. Estos resultados con-
cuerdan con los de otros autores que tam-
poco encontraron ningdn efecto de los po-
limorfismos del VDR sobre la glindula
paratiroides®*®.

Sin embargo, las glindulas de pacientes
con haplotipo BAt, comparado con los baT,
respondieron ligeramente mejor al calci-
triol cuando se utiliz6 la mayor de las con-
centraciones (10® M) (p = 0,07). En el

mismo sentido, Marco et al?°

encontraron
que pacientes renales con el genotipo BB
respondieron mejor al calcitriol que pa-
cientes con el genotipo bb.

Estos resultados podrian explicarse por el
hecho de que el alelo 4 ha sido asociado
con niveles mds bajos de ARNm del VDR
por disminucién de la transcripcién y la
estabilidad del mensajero’. Asi, niveles
menores de VDR en la paratiroides de los
individuos b contribuirfan a una peor res-
puesta al calcitriol y por lo tanto favore-
cerfan la hiperplasia de la glandula y los
niveles séricos mds elevados de PTH®.
Los resultados en las gldndulas paratiroi-
des son opuestos a los encontrados en los
osteoblastos, donde el haplotipo baT mos-
tré una mejor respuesta al calcitriol, con
lo que se demostré que al menos parte de
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esta respuesta al calcitriol a través de su
receptor VDR podria estar mediada por la
«calidad o cualidad» de éste; en definiti-
va, asociada a la carga genética del indi-
viduo.

CONCLUSIONES

En resumen, este trabajo clinico-epide-
miol6gico y experimental parece indicar
que la combinacién alélica més favorable
en el hueso (baT) no lo es en la glindula pa-
ratiroides y viceversa, lo que indicarfa que
la heterogeneidad alélica, surgida de las
interacciones genotipo-ambiente, se ma-
nifestarfa de tal manera que un mismo ale-
lo se comporte de distinta forma en am-
bientes diferentes.
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