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INTRODUCCION

La osteoporosis puede ser considerada una enfer-
medad compleja, en la que el «fenotipo» (la masa
6sea) es el resultado de la interaccion de factores
ambientales con factores genéticos, los cuales son
de naturaleza «poligénica». La base genética de las
enfermedades complejas hay que diferenciarlas de
las enfermedades monogénicas. Estas son causadas
por un Gnico gen mutante, que confiere una altera-
cién critica de la funciéon de la proteina codificada,
y que suelen seguir un patrén de herencia mende-
liano. En las enfermedades complejas, sin embargo,
el efecto genético es debido a la existencia de po-
limorfismos de la secuencia de la informacién de los
genes involucrados, que dan lugar a mas de una
forma alélica en la poblacién general. Alguna de
estas formas alélicas confiere una alteracion sutil de
la funcién de la proteina codificada que hace mas
susceptible al sujeto para sufrir la enfermedad cuan-
do se expone a ciertos factores ambientales.

Los factores ambientales de mas importancia en
la osteoporosis son la edad, la funcién gonadal, la
ingesta de calcio, la actividad fisica, y el indice de
masa corporal. Por otro lado, los genes candidatos
se resumen en la tabla I. De todos ellos, los poli-
morfismos del gen del receptor de la vitamina D
(VDR) han sido con diferencia los mas estudiados.

POLIMORFISMO VDR Y MASA OSEA
Polimorfismo Bsml

El polimorfismo mas estudiado esta localizado en
una zona no codificante del extremo 3’ del gen VDR,
y es definido por el enzima de restriccién Bsml. Las
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Tabla I. Genes candidatos para la osteoporosis

1. Proteinas de matriz ésea:
— colagena | al (Grant y cols. Nature Gen 14: 203, 1996;
Uitterlinder y cols. N Engl J Med 338: 1016, 1998).
— osteocalcina (Dohi y cols. /] Bone Min Res 13: 1633, 1998).

2. Citokinas y factores de crecimiento:
— TGF-B (Langdahl y cols. Bone 1997; Yamada y cols. J Bone
Min Res 1998).
— IGF-I (Miyao y cols. Calcif Tissue Int 63: 306, 1998).
— Antagonista del receptor de II-1 (II-1RA) (Keen y cols. Bone
23: 367, 1998).

3. Receptores hormonales:
— Receptor de estrégenos (Kobasyashi y cols. | Bone Min Res
11: 306, 1996).
— Receptor de vitamina D (Morrison y cols. Nature 367: 284,
1994).
— Receptor de calcitonina (Taboulet y cols. Hum Mol Genet 7:
219, 1998).

4. Otros:
— PTH (Hosoi y cols. Calcif Tissue Int 64: 205, 1999).
— Apo E (Shiraki y cols. J Bone Min Res 12: 1438, 1997).

dos formas alélicas son la «B» (ausencia de la diana
de restriccion) y la «b» (presencia de la diana). En
el trabajo original de Morrison y cols. realizado
tanto en gemelos como en mujeres pre y postme-
nopausicas, se demostré que los sujetos con dos co-
pias del alelo B (homocigotos BB) posefan una den-
sidad mineral 6sea tanto a nivel de la columna
lumbar como de la cadera, inferior a los homoci-
gotos «bby»; los sujetos heterocigotos tenian valores
intermedios. Posteriormente, muchos estudios con-
firmaron esta asociacién? pero otros no3. Un meta-
andlisis que incluia 16 estudios demostré que exis-
tian diferencias de densidad dsea entre los genotipos
extremos («bb» versus «BB»), pero éstas eran de
menor cuantia de la descrita por Morrison y cols.
(2-2,5% versus 4-8%)*. En este estudio se confirmoé
el hallazgo de Riggs y cols.> que demuestra un
mayor efecto del genotipo VDR en las mujeres j6-
venes que en las afosas®. Esta interaccion de la edad



con el genotipo VDR ha sido también demostrada
por Sainz y cols.® y por Ferrari y cols.”. En el estu-
dio de Sainz y cols.® realizado en 100 ninas prepd-
beres norteamericanas de origen mejicano, la dife-
rencia de densidad 6sea entre los genotipos extremos
fue del 8-10% a nivel de la columna y del 2-3% a
nivel del cuello femoral. Estos estudios permiten afir-
mar de una manera razonable que este polimorfis-
mo se asocia de manera mas fuerte a la adquisicion
del pico de masa 6sea.

Una segunda interacciéon importante de este poli-
morfismo es con la ingesta de calcio. Krall y cols.?
fueron los primeros en demostrar que la tasa de pér-
dida de mas ésea en mujeres postmenopausicas fue
mayor en las mujeres «BB» que en las «bb» sélo
cuando la ingesta de calcio era inferior a 500 mg/dia.
Posteriormente este mismo grupo ha contribuido a
desvelar esta interaccion®. En efecto, Dawson-Hug-
hes y cols.” han demostrado que la absorcién frac-
cional de calcio a nivel intestinal fue similar entre
mujeres «BB» y «bb» cuando estaban sometidas a
una ingesta elevada de calcio (1.500 mg/dia)?. Sin
embargo, ésta fue claramente inferior en las mujeres
«BB» cuando la ingesta de calcio era baja (< 300
mg/dia). Otros estudios también han demostrado di-
ferencias en la absorcion intestinal de calcio entre
los diferentes genotipos VDR . Es importante des-
tacar que en situacion de baja ingesta de calcio es
cuando la accién de la vitamina D es mas impor-
tante para mantener la absorcion intestinal de calcio,
por lo que estos hallazgos sugieren que los sujetos
«BB» tienen alguna alteracion funcional del VDR in-
testinal cuando se les compara a los «bb»8.

Ferrari y cols.” han comparado recientemente en
nifas prepuberes, el efecto del aporte oral de calcio
frente a placebo sobre la ganancia de densidad mi-
neral 6sea en un ano, en funcién del genotipo VDR.
Demostraron un efecto beneficioso del aporte de cal-
cio en las nifas con genotipo «BB» o «bb», pero no
en las «bb». De la misma manera, Graafmans y
cols.’ compararon el efecto de la suplementacion
con vitamina D3 frente a placebo sobre los cambios
de densidad 6sea en dos anos en mujeres de mas
de 70 afos. También demostraron un efecto benefi-
cioso del tratamiento con vitamina D3 en las muje-
res «BB» pero no en las «bb». Estos estudios de-
muestran que los sujetos con genotipo «BB»
desarrollan un balance negativo de calcio y pierden
masa Osea rapidamente en situaciones de depriva-
cion de calcio y/o vitamina D. En cambio, los suje-
tos «bb» se defienden mejor ante esta situacion. Fi-
nalmente, estos hallazgos destacan la importancia de
controlar la ingesta de calcio en los estudios dirigi-
dos a analizar el efecto del gen VDR sobre los cam-
bios de densidad 6sea en cualquier poblacion.

POLIMORFISMO DEL VDR Y ENFERMEDAD OSEA

Polimorfismos Fokl

Recientemente Arai y cols.” han descrito un po-
limorfismo en el codén de inicio del gen VDR que
puede ser determinado usando el enzima de res-
triccion Fokl. La forma alélica «f» posee el primer
codén de inicio ATG, mientras la forma «F» mues-
tra una sustitucion G-C a este nivel y el codén de
inicio esta 6 nucledtidos mas abajo; esto determina
una proteina tres aminoacidos mas pequefia para el
alelo «F». En mujeres adultas pre y postmenopausi-
cas este polimorfismo también se ha asociado a la
densidad mineral 6sea’®'. En estos estudios las mu-
jeres con genotipo «FF» han mostrado densidades
Gseas superiores a las «ff». En un estudio reciente
realizado en 72 nifios sanos Ames y cols.'® encon-
traron una asociacién significativa de este polimor-
fismo con la absorcion intestinal de calcio y con la
densidad mineral 6sea; los nifios «FF» mostraron una
mayor absorcion intestinal de calcio (41,5% supe-
rior), y una mayor densidad mineral 6sea (un 8%
superior) que los «ff»'¢. Sin embargo, otros estudios
no han podido demostrar una asociacién de este po-
limorfismo con la densidad 6sea'”.

Significado fisiolégico de los diferentes alelos

Mocharla y cols.'® han estudiado en monocitos de
sangre periférica de sujetos normales la expresion del
gen VDR en los tres genotipos definidos por Bsml
(bb; Bb; BB) no encontrando diferencias significati-
vas en los tres grupos'®. Gross y cols.’ analizaron
en fibroblastos cutaneos los niveles de mRNA de
VDR, la afinidad por calcitriol tritiado, y la respues-
ta a la exposicion a calcitriol; ninguna de ellas fue
diferente en los distintos genotipos'. Finalmente,
Kinyamu y cols.?° no encontraron diferencias en la
concentraciéon de VDR intestinal entre los distintos
genotipos Bsml. Sin embargo, estos estudios presen-
tan alguna de las siguientes limitaciones: a) la meto-
dologia utilizada puede no ser los suficientemente
sensible para detectar diferencias mas sutiles entre las
formas alélicas, o b) el tipo celular empleado para
analizar las diferencias funcionales entre alelos no es
el apropiado. De hecho, estd bien establecido que
los cambios en los niveles de mMRNA o de la afini-
dad del VDR por su ligando, pueden manifestarse
Gnicamente en las células diana del sistema (en este
caso el intestino) y ante determinadas condiciones fi-
sioldgicas (en este caso la restriccion calcica).

Esta bien establecido que el extremo 3’-UTR juega
un papel regulador en la estabilidad del mRNA de
diferentes genes. Durrin y cols.'? han demostrado la
existencia de tres elementos de desestabilizacion del
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mRNA (DE1 a DE3) en el extremo 3’-UTR del gen
VDR, pero ninguno de ellos incluye los polimorfis-
mos habitualmente estudiados del gen VDR. La lo-
calizacion de estos DE se definié en un ensayo in
vitro donde la regiéon 3’-UTR de VDR era insertada
en el extremo 3’ del gen beta de la hemoglobina de
conejo, siendo testado en fibroblastos de ratén?!. Sin
embargo, un polimorfismo incluido en un DE o ad-
yacente al mismo, puede modular su actividad so-
lamente en tejidos especificos o atin ante ciertos es-
timulos. Finalmente, este polimorfismo puede no
tener significado biolégico directamente, pero si
estar en desequilibrio de ligamiento con otra se-
cuencia de DNA biol6gicamente relevante, o con
otro gen cercano. Estas posibilidades se pueden ex-
plorar ya, puesto que estd disponible la secuencia
genémica en torno a VDR en la regién 12q13.1
(http://genome.ucsc.edu/goldenpath).

En lo que respecta al polimorfismo Fokl, un estu-
dio reciente de Gross y cols.?? no demuestra dife-
rencias entre el alelo «f» y «F» en lo que respecta
a afinidad por el ligando, unién al DNA, o transac-
tivacion de otros genes.

POLIMORFISMO VDR Y MASA OSEA EN
ENFERMOS RENALES

Enfermos en hemodialisis

Los estudios en los que se ha analizado la densi-
dad mineral 6sea en esta poblacién son muy esca-
sos. Akiba y cols.?* han analizado la densidad mi-
neral de la extremidad distal del radio en una amplia
poblacién de enfermos en hemodialisis. Cuando se
excluyeron los enfermos con mas de 8,5 afos en
dialisis, y los mayores de 65 afios, se observé una
menor densidad mineral 6sea en los sujetos con ge-
notipo «BB» que en los «bb». En el estudio de Kar-
koszka y cols.?* se analiza la pérdida de densidad
6sea en 18 meses de 88 pacientes en hemodialisis.
Los sujetos «BB» perdieron méas densidad dsea a
nivel corporal total y del cuello femoral de manera
significativa que los «bb». La mayor limitacion de
este trabajo es que los niveles de PTH eran supe-
riores en los enfermos «BB», por lo que no se pudo
aislar el efecto del polimorfismo VDR.

Nosotros hemos podido analizar la relacién entre
los polimorfismos VDR Bsml y Fokl en una pobla-
cion de 104 enfermos en dialisis. No hemos en-
contrado diferencias significativas en la densidad
6sea en diferentes localizaciones para los distintos
genotipos. Los resultados no cambiaron cuando los
valores se ajustaron para edad, sexo, niveles de PTH
y tiempo en dialisis (datos no publicados).
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En resumen, en los enfermos en dialisis es dificil
encontrar una asociaciéon entre los polimorfismos
VDR vy la densidad ésea pues el peso de los facto-
res ambientales como grado de hiperparatiroidismo
secundario, uso de quelantes que contienen calcio,
y tiempo en didlisis entre otros, es tan importante
que seguramente oscurecen el efecto genético.

Enfermos trasplantados

Tras el trasplante renal ocurre una pérdida rapida
de masa 6sea en la columna y cuello femoral que
oscila entre el 5-10%, y que es detectada desde los
tres primeros meses del implante?>2’. El uso de cor-
ticoides y el grado de hiperparatiroidismo pre-
existente, son factores involucrados en esta pérdida
Osea rapida?>28. Nosotros hemos demostrado que de
manera independiente a estas covariables, los suje-
tos «bb» pierden menos masa 6sea al afio del tras-
plante que los sujetos con genotipo «Bb» o «BB»2°.
Recientemente hemos extendido esta observacion
analizando el efecto que los polimorfismos Bsml y
Fokl del gen VDR tienen sobre la pérdida de masa
6sea en el primer afio del trasplante en 71 pacien-
tes. Todos mantuvieron una creatinina < 2,3 mg/dl,
ninguno era diabético, y todos recibieron predniso-
na + CsA como inmunosupresion. Tras el ajuste para
variables confundentes, los sujetos «bb» perdieron
en un afio menos densidad 6sea en la columna lum-
bar que los restantes (-0,37 = 0,1 vs -0,87 = 0,1 uni-
dades Z socre; p = 0,02) (Torregrosa y cols., Trans-
plant Bone Disease Meeting, Barcelona 2000, Book
of Abstracts, P-19). El polimorfismo Fokl sin embar-
go, no se asoci6 a la pérdida dsea. Resulta intere-
sante destacar que tras el trasplante hepatico Guar-
diola y cols.?? también han demostrado una
asociacion similar entre pérdida de densidad 6sea y
el polimorfismo VDR Bsml. Como se comentdé mas
arriba, los sujetos «BB» se adaptan peor a una res-
triccion dietética de calcio’'?, y en esta situacion
hacen un balance negativo de calcio. Por tanto, la
informacién disponible sugiere que algo similar les
puede ocurrir después del trasplante, pues los corti-
coides disminuyen la absorcion intestinal de calcio.

Recientemente hemos finalizado un estudio en el
que se analizé la pérdida 6sea en dos afios en un
grupo de 67 pacientes en el postrasplante tardio
(tiempo medio postrasplante de 5 anos). Mediante
encuesta dietética en tres dias analizamos la inges-
ta de calcio al principio y al final del estudio. Todos
los pacientes mantuvieron cifras de creatinina < 2,3
mg/dl, y estaban inmunosuprimidos con CsA y pred-
nisona a dosis bajas. Globalmente no hubo diferen-
cias en los cambios de densidad 6sea entre los tres



genotipos. Sin embargo, cuando seleccionamos los
sujetos que ingerfa menos de 850 mg/dia de calcio,
demostramos que los enfermos «BB» perdian mas
densidad 6sea que los restantes («Bb» o «BB») tanto
en la columna lumbar (-0,15 = 2,3% vs -5 + 3%;
p = 0,056) como en la cadera (2,2 + 2,2% vs -3,5
+ 3%; p = 0,04). Estos hallazgos abundan en la in-
teraccion entre el polimorfismo VDR y la ingesta de
calcio” 2.

En un estudio preliminar hemos analizado si el
calcitriol previene la pérdida 6sea en los primeros
meses del trasplante, y si este efecto se ve modifi-
cado por el polimorfismo VDR. Ochenta y cinco pa-
cientes fueron randomizados a calcitriol oral (0,5
mcg/48 horas, por la noche) o placebo, durante los
3 primeros meses del trasplante; todos recibieron su-
plementos orales de calcio (0,5 g). El calcitriol in-
dujo un mayor descenso de la PTH tras el trasplan-
te, y preservé mejor la densidad mineral 6sea en el
fémur proximal frente al placebo (+0,1 + 0,6% vs -
1,9 = 0,7%, respectivamente; p < 0,05) (Garcia y
cols., / Am Soc Nephrol 11: 575A, 2000; abstract).
El efecto protector del calcitriol se observé en todos
los genotipos, pero fue méas marcado y alcanzé la
significacion estadistica en los enfermos con algin
alelo B.

En resumen, las evidencias disponibles sugieren
que el polimorfismo Bsml del gen VDR, es uno de
los factores que se asocia a los cambios de masa
6sea tras el trasplante renal. Seguramente, la situa-
cién ambiental de deprivaciéon célcica del enfermo
trasplantado, secundaria al efecto inhibidor de los
esteroides sobre la absorcion intestinal de calcio,
juega un papel importante en la expresion de la in-
fluencia genética. De esto se deduce que siempre
que no esté contraindicado, los enfermos trasplan-
tados que reciben esteroides, deben ser tratados con
suplementos calcicos para mantener un aporte final
no inferior a 1-1,2 g/dia.
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16,00 A 17,15 H.:

17,15 A 18,00 H.:

Principios genéticos-moleculares de las enfermedades

Técnica e indicaciones en la biopsia renal percutinea

X1l CURSO INTERNACIONAL DE AVANCES EN NEFROLOGIA PEDIATRICA

Organizado por
SECCION DE NEFROLOGIA PEDIATRICA.
HOSPITAL CENTRAL DE ASTURIAS.
UNIVERSIDAD DE OVIEDO

P R OGRAMA

JUEVES, 10 DE MAYO VIERNES, 11 DE MAYO

) Oviedo, 10 y 11 de mayo de 2001
SALON DE ACTOS DE LA ESCUELA DE ESTOMATOLOGIA DE OVIEDO
Hospital Central de Asturias. Centro Universitario

Direccion
Dr. SERAFIN MALAGA GUERRERO
Dr. FERNANDO SANTOS RODRIGUEZ

SESION MATINAL

Avances en tubulopatias

Tema monografico:
Moderador: Fernando Santos

09,30 A 11,30 H.:  Hipercalciurias no idiopaticas

Fernando Santos. Oviedo.

Enfermedad de Dent

César Loris. Zaragoza.

Sindrome de Gitelman

Gema Ariceta. Santiago de Compostela.
Seguimiento a largo plazo de los enfermos afectos
de tubulopatias

Alfredo Vallo. Bilbao.

11,30 A 12,00 H.:  Descanso

12,30 A 14,00 H.:  Manejo de la insuficiencia renal crénica

Moderador: Eloi Pereira. Oporto.

Tratamiento conservador

Gema Ariceta. Santiago de Compostela.

Criterios para la inclusion de nifios en programa de
didlisis y trasplante

Isolina Riafio. Oviedo.

Tratamiento sustitutivo

Eloi Pereira. Oporto.

14,00 A 16,00 H.:  Almuerzo

SESION DE TARDE

Actualizacion terapéutica
Moderador: Alfredo Vallo. Bilbao.
Hipercalciuria idiopatica

Porfirio Fernandez. Oviedo.
Hipertension arterial

Juan José Diaz Martin. Oviedo.
Enuresis nocturna

Rafael Espino. Sevilla.

CLAUSURA Y ENTREGA DE DIPLOMAS

16,00 A 18,00 H.:

18,00 H.:

60



