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poblacion general

C. Gémez Alonso, M. L. Naves, J. L. Fernandez Martin, C. Diaz Corte y J. B. Cannata
Servicio de Metabolismo Oseo y Mineral. Instituto Reina Soffa de Investigacion. Hospital Central de Asturias. Oviedo. Espafia.

La vitamina D es una hormona sistémica que actta
en diversos 6rganos diana, entre los que destacan in-
testino, rinén, paratiroides, hueso y sistema inmuni-
tario. Los efectos de la vitamina D van a depender
del tipo de metabolito, de los niveles circulantes, de
la densidad de receptores (regulados al alza por la
propia vitamina D; a mayor nivel de vitamina D,
mayor nimero de receptores) y posiblemente de as-
pectos cualitativos de los propios receptores.

El receptor de la vitamina D (VDR) esta codifica-
do por un gen cuyas variaciones fisiolégicas o poli-
morfismos se han vinculado con diferencias en mul-
tiples procesos en 6rganos o sistemas diana de la
vitamina D. Se han descrito diferencias en los valo-
res de masa 6sea'?, en el desarrollo de osteoporo-
sis secundaria3®, en la respuesta terapéutica de la
osteoporosis®” y diferencias en la incidencia o evo-
lucién tanto de enfermedades vinculadas a trastor-
nos inmunitarios®'2 como en diversos tipos de car-
cinomas'1> (tabla ).

TIPIFICACION DE LOS DISTINTOS
POLIMORFISMOS DEL GEN DEL VDR

El gen VDR se localiza en el cromosoma 12 y esta
formado por 5,6 Kb, la mayoria de las cuales for-
man parte de la secuencia no codificadora'®. En la
region no codificadora es donde se localizan gran
parte de las modificaciones y/o delecciones de la se-
cuencia de bases que, si bien no modifican la co-
dificacién de los aminoécidos del receptor de la vi-
tamina D, se sabe que pueden modificar la
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Tabla I. Entidades o procesos en las que se han des-
crito la influencia de los polimorfismos del
gen del receptor de la vitamina D

Vinculadas al metabolismo Vinculadas al sistema

6seo y mineral inmunitario
Masa 6sea Sarcoidosis
Marcadores de remodelado 6seo Enf. de Chron
Funcién paratiroidea Diabetes

Osteoporosis secundarias Tuberculosis
Trasplante Enf. Periodontal
Hipertiroidismo Esclerosis multiple

Respuesta terapéutica de la osteoporosis Carcinoma de préstata

Calcio Carcinoma de mama
Vitamina D Carcinoma de colon
Difosfonatos Melanoma
Nefrolitiasis

transcripcion de la region codificadora o la propia
estabilidad del RNAm?.

Las modificaciones en la secuencia de bases en
la region codificadora son mas escasas y con fre-
cuencia se sitGan en fragmentos intrénicos (mudos).
Sin embargo, los cambios de bases en los exones no
siempre alteran la codificaciéon de aminoacidos, ya
que se puede producir un codén sinénimo que co-
difica un mismo aminoéacido. Se ha descrito Unica-
mente un cambio de bases, en el segundo exén, que
modifica el codén de inicio (ATG) y cuya presencia
condiciona 3 aminoacidos adicionales en el recep-
tor de la vitamina D. Los cambios de bases originan
secuencias susceptibles de ser reconocidas por en-
zimas de restriccion que fragmentan el DNA a dicho
nivel cuando se produce dicho cambio. De los cua-
tro puntos donde se han descrito modificaciones de
bases, susceptibles de ser reconocidas por los enzi-
mas de restriccion (Bsm I, Apa I, Taq | y Fok 1), Gni-
camente uno de ellos condiciona cambios estructu-
rales en la secuencia de aminoacidos del receptor
(Fok I). Sin embargo, esos cambios de bases se en-
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cuentran vinculados a modificaciones que se sitGan
en otras regiones del gen —fenémeno conocido
como desequilibrio de ligamiento— y se pueden uti-
lizar como marcadores indirectos de los mismos.

Cuando se encuentra la modificacion en la se-
cuencia de bases y se fragmenta el DNA se tipifica
el alelo con la inicial mintdscula del enzima de res-
triccion utilizado; en caso contrario, no se produce
la fragmentacion, y se tipifica el alelo con la inicial
mayuscula del enzima de restriccién. Por lo tanto,
y teniendo en cuenta la duplicidad cromosémica,
pueden existir dos formas alélicas y tres genotipos
distintos para cada enzima de restriccion utilizado.
En el caso de Bsm I los alelos serfan «b» y «B» y los
genotipos posibles «BB», «Bb» y «bb». Combinando
los diferentes enzimas de restricciéon se pueden en-
contrar multiples combinaciones o polimorfismos'.

En la préctica, la tipificacion se realiza amplifi-
cando un fragmento de DNA que incluya el sitio
susceptible de ser atacado por un determinado en-
zima de restriccion, mediante la utilizacion de frag-
mentos de DNA complementarios o «primers» apli-
cando ciclos de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Una vez amplificado el DNA se incuba con
el enzima de restriccion y se realiza la electrofore-
sis en gel, separando los distintos fragmentos de
DNA en funcién de su tamano?. Por ejemplo, utili-
zando el enzima Bsm |, aparecera una sola banda
de 188 bp en los sujetos cuyos dos alelos no pre-
senten modificacién en la secuencia de bases y no
sean susceptibles de ser atacados por dicho enzima
(genotipo BB). En el caso de que uno de los alelos
presente el cambio de bases se observaran dos ban-
das de 77 a 111 bp —correspondientes a dicho
alelo— vy otra banda de 188 bp del alelo no ataca-
do (genotipo Bb), finalmente, si ambos alelos pre-
sentan el cambio de bases y los dos se fragmentan
se observaran Gnicamente las dos bandas de 77 y
111 bp (genotipo bb).

MECANISMO DE ACCION DE LA VITAMINA D

La vitamina D, como todas las hormonas esteroi-
deas, actia mediante la estimulacién de receptores
especificos, postulandose dos mecanismos diferentes:

a) Accioén rapida, no genémica, mediante el esti-
mulo de receptores de membrana citosélicos o nu-
cleares que inducirian cambios en el calcio, fésforo
o pH, los cuales actuarian como segundos mensa-
jeros. Estos receptores de membrana son distintos del
receptor nuclear del VDR, ya que se ha demostra-
do que pueden ser activados por metabolitos inca-
paces de unirse al VDR. Estos receptores estan pre-
sentes en el osteoblasto y sobre todo en el
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enterocito, donde serian responsables de la respues-
ta rapida en la absorcion de calcio y fésforo'”.

b) Accién gendémica, modificando la transcripcion
de genes diana para la vitamina D. En este caso la
vitamina D se liga al VDR dentro del nicleo y, junto
con el receptor del 4cido retinoico (RXR) forma un
complejo heterodimero que se une al elemento de
respuesta a la vitamina D (VDRE) situado en el pro-
motor del gen diana. La interaccién del complejo
heterodimero con el VDRE y diversos cofactores
ejerce un efecto modulador sobre el complejo trans-
cripcional, estimulando o reprimiendo al mismo'®
(fig. 1).

EFECTOS DEL GEN VDR EN METABOLISMO OSEO

La influencia de la carga genética sobre el meta-
bolismo 6seo se reconoce desde hace tiempo y se
ha estimado, mediante estudios en familias y en ge-
melos, que puede condicionar hasta un 80% de la
masa 6sea'®'?, siendo ésta Gltima la resultante final
de todos los mecanismos implicados en el metabo-
lismo 6seo. Habida cuenta de la implicacién de nu-
merosos sistemas hormonales —tanto sistémicos
como locales— en la regulaciéon del metabolismo
6seo, las posibilidades de un condicionamiento ge-
nético poligénico son muy elevadas. Asi, se ha des-
crito la influencia en la masa 6sea de los distintos
polimorfismos de los genes que codifican el VDR?,
el receptor estrogénico?, la sintesis de TGF-f12' o
la sintesis del colageno tipo | a-122.

De todos ellos, el més estudiado ha sido el gen
VDR. Morrison y cols.?, tipificaron el gen VDR, me-
diante el enzima de restriccién Bsm |, en una am-

VitD-VDR-RXR
Cofactores
E Complejo Transcripcional
VDRE
Promotor Region codificadora
Gen diana

Fig. 1.—Mecanismo de accién genomica de la vitamin D. VDR =
receptor de la vitamina D, RXR = receptor del &cido retinoico,
VDRE = elemento de respuesta de la vitamina D.



plia poblacién de gemelos y encontraron diferen-
cias de una desviacion estandar en los valores de
masa 6sea lumbar entre los tres genotipos posibles.
Estas diferencias entre los tres genotipos definirfan
un genotipo asociado a valores superiores de masa
6sea (bb), un genotipo asociado con valores infe-
riores de masa 6sea y una mayor velocidad de pér-
dida de masa 6sea (BB) y, en una situacion inter-
media se situarian los heterocigotos (Bb). En la
poblacién general, entre el genotipo mas favorable
y el mas desfavorable, se observaron diferencias de
10 afos en el punto de corte de la recta de regre-
si6n de la masa 6sea respecto a la edad con el um-
bral de fractura?. Estudios posteriores, utilizando el
mismo enzima de restriccion, han obtenido resulta-
dos concordantes, aunque de magnitud mas mo-
desta??, resultados discordantes®*?>, e incluso re-
sultados divergentes, en funciéon de la edad de los
sujetos participantes —positivos en premenopausia
y negativos en pacientes de edad avanzada?®®.

Con otros enzimas de restriccion también se han
observado resultados divergentes, incluso en una
misma poblaciéon en funcién del sector anatémico
estudiado. Utilizando el enzima de restriccion Fok |
en una poblaciéon de mujeres americanas de origen
mejicano se han encontrado valores de masa 6sea
significativamente inferiores en columna lumbar en
aquellas con genotipo ff. De forma evolutiva sélo se
observaron diferencias a nivel del cuello de fémur,
con una pérdida de masa 6sea superior también aso-
ciada al genotipo ff%”.

En un estudio donde no se observaron diferencias
de masa 6sea asociadas a los distintos polimorfis-
mos del gen VDR, si se ha podido demostrar su in-
fluencia en otros aspectos fundamentales relaciona-
dos con el metabolismo 6seo. La capacidad de
adaptaciéon de la absorcion intestinal de calcio tras
una dieta pobre en calcio fue superior en las pa-
cientes con el genotipo bb, que multiplicaron por 2-
3 la capacidad de absorcion de Ca* que aquellas
con genotipo BB, siendo los niveles de calcitriol si-
milares o discretamente inferiores en las pacientes
con genotipo bb?.

La influencia de los polimorfismos del gen VDR
se ha vinculado al desarrollo de osteoporosis se-
cundarias, tanto en el postrasplante renal® como en
mujeres sometidas a corticoterapia crénica* y en
mujeres hipertiroideas® siendo el genotipo BB el méas
desfavorable en todos los casos. Del mismo modo
se han descrito diferencias en la respuesta terapéu-
tica de la osteoporosis. Asi, Ferrari y cols., en una
poblacién de 72 pacientes sin déficit de vitamina D
y tratados con 800 mg de calcio diario observé una
pérdida de masa 6sea del 2% en 18 meses en aque-
llos con genotipo BB, mientras que los que tenian
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Bb o bb ganaban alrededor del 1%°. En mujeres os-
teoporoticas tratadas con Tacalcidiol, se observo
que en las combinaciones genotipicas de los enzi-
mas Bsm I, Apa | y Taq | existia una dosificacion
alélica en la ganancia de masa 6sea observada, sien-
do maxima en el genotipo bbaaTT (+2% anual) y
minima en el BbAATt (-1,3% anual) con una grada-
cion en los otros dos genotipos representados'?.

ESTUDIOS EN POBLACION ESPANOLA

Los resultados observados en la poblacién gene-
ral espafiola son similares a los referidos en la lite-
ratura internacional, tanto en lo referente a la fre-
cuencia alélica de la poblacion cémo en la
disparidad de resultados observados. Nuestros pro-
pios resultados, obtenidos de una muestra aleatoria
de 326 personas (50% de cada sexo), mayores de
54 anos de edad, a los que se les determiné la masa
6sea mediante densitometria DXA en columna lum-
bar y cuello de fémur en dos ocasiones en un in-
tervalo de 4 afos, junto con estudios radioldgicos
de columna vertebral vy tipificacién de los alelos del
gen VDR mediante el enzima de restriccion Bsm |,
han sido dispares?®. Asi, en la poblacién masculina,
no se encontraron diferencias en la masa 6sea, ni
cambios de la misma ni diferencias en la prevalen-
cia de fracturas. En las mujeres, se observaron va-
lores superiores de la masa 6sea en columna lum-
bar y en el cuello femoral en aquellas con genotipo
bb frente a los genotipos BB y Bb, siendo esta dife-
rencia de + 0,5 desviaciones estandar. La evoluciéon
de la masa 6sea sélo alcanzé diferencias significati-
vas a nivel del cuello de fémur, siendo el porcenta-
je de cambio anual del +0,9 = 1% (bb) frente a -1 =
1% (Bb) y -2 = 1,4% (BB) (p < 0,05). Ademas el ge-
notipo bb se encontré infrarepresentado entre las
mujeres con fractura vertebral (27%) respecto a las
mujeres sin fractura vertebral (42%) siendo la pre-
valencia de los otros dos genotipos (BB & Bb) del
73% vy del 58% respectivamente, estando al limite
de la significacion estadistica (p = 0,07). La preva-
lencia de los distintos genotipos fue igual en ambos
sexos y similar a la descrita tanto en la poblacién
caucésica como en la especificamente espafiola:
16% BB, 47% Bb Yy 37% bb?3°,

Otros estudios en mujeres postmenopausicas es-
panolas, han encontrado diferencias en masa 6sea
s6lo a nivel del cuello de fémur y con diferencias
adicionales en funcién del nivel de sustrato en el
genotipo menos favorable BB3® o no han encontra-
do ninguna diferencia significativa®'. En un estudio
de casos (fracturas) y controles no se encontraron di-
ferencias ni en el pico de masa 6sea ni en el ries-
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go relativo de fractura vinculados tanto al VDR cémo
al receptor estrogénico32.

La disparidad de resultados puede obedecer a dis-
tintas circunstancias, algunas de las cuales son pu-
ramente metodolégicas como sesgos de poblacion,
tamafo muestral, interferencias patogénicas, consi-
deraciéon de posibles artefactos... y otras vinculadas
a diferencias poblacionales como pueden ser dife-
rencias en desequilibrios de ligamiento o heteroge-
neidad alélica'. Tampoco hay que olvidar el com-
plejo mecanismo de actuacién genémico de la
vitamina D vy la implicacién de otros sistemas hor-
monales en las variables de control utilizadas (masa
6sea, marcadores de remodelado...) para explicar la
dificultad de su estudio.

A pesar de las discordancias, en un meta-analisis
de 17 estudios publicados, se demuestran unos va-
lores de masa 6sea en la columna lumbar, cuello de
fémur y radio de los homozigotos BB significativa-
mente inferiores respecto a los bb, en porcentajes
proximos al 2%, mucho mas modestas que las esti-
maciones iniciales?.

POLIMORFISMOS DEL GEN VDR: EFECTOS
EX VIVO

Teniendo en cuenta las posibles interferencias ha-
bidas de los estudios in vivo y de la propia masa
6sea como variable de control, nos parecié ade-
cuado valorar in vitro el efecto de los polimorfis-
mos del gen VDR sobre una funcién osteoblastica
concreta como es la sintesis de osteocalcina. Para
ello se utilizaron osteoblastos procedentes de cul-
tivo primario de pacientes sin enfermedad meta-
bélica 6sea o neoplasica, obtenidos de 24 tras-
plantes de cadera sucesivos, de pacientes de ambos
sexos, afectos de osteoartritis degenerativa®4. Los
osteoblastos fueron cultivados durante 3 dias con
suero de ternera fetal al 10% y posteriormente con
seroalbimina bovina al 0,1%. El cuarto dia se afa-
di6 calcitriol 10, 10 y 107" M al medio de cul-
tivo. A las 48 horas de la estimulacién con calci-
triol se midieron los niveles de osteocalcina en el
sobrenadante. El incremento de osteocalcina se-
cretada al medio fue significativamente superior en
los osteoblastos con genotipo bb (fig. 2). Estos re-
sultados con congruentes con lo observado en mu-
jeres sanas en las que la administracion oral de 0,5
pg/dia de calcitriol, durante 7 dias incrementé los
niveles de osteocalcina un 45% en el genotipo bb
frente a un 20% en el BB*, sugiriendo una mayor
sensibilidad del genotipo bb a la estimulacién con
calcitriol.
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Incremento de osteocalcina
N.? veces Calcitriol 10° M
9 -
8
7
6 - *p < 0,05
5 4
4 4
3 d
2 4
1 =
0
BB Bb bb
2,5+1,7) 47 +1,7) (58 + 2,6)*

Fig. 2.—Incremento de la secrecion de osteocalcina de los osteo-
blastos humanos en cultivo primario tras la estimulacion con cal-
citriol en funcion de su genotipo, corregido por proteinas y ex-
presado en nimero de veces que se incrementé respecto a la
estimulacion minima con calcitriol 10" M. Entre paréntesis
media * desviacion estandar.

POLIMORFISMOS DEL GEN VDR:
IMPLICACIONES PRACTICAS

La caracterizacion de los polimorfismos del gen
VDR ademas del interés que representa en el co-
nocimiento de mecanismos fisiopatolégicos puede
ayudar a explicar diferencias en la epidemiologia
de la osteoporosis. Por ejemplo, la notable dife-
rencia interracial respecto a la prevalencia del ge-
notipo BB, vinculado a valores inferiores de masa
6sea, que se sitGa en el 17% en la poblacion de
origen caucésico frente al 5% en poblacién negra
o el 2% en la asiatica*, poblaciones con una pre-
valencia de osteoporosis también claramente dife-
rente.

Otro aspecto de gran interés serfa seleccionar pa-
cientes de alto riesgo para desarrollar una pérdida
acelerada de masa 6sea o la eleccién de una tera-
pia determinada. La seleccién de sujetos sometidos
a un riesgo adicional de deterioro 6seo y sobre los
cuales se podrian ejercer medidas profilacticas, tiene
una especial relevancia en pacientes sometidos a
trasplantes o en pacientes que vayan a ser someti-
dos a corticoterapia prolongada, en los que la pér-
dida de masa ¢sea y las fracturas secundarias re-
presentan uno de los factores mas limitantes de su
futura calidad de vida. En estos casos la utilizacion
de medidas profilacticas, mas o menos agresivas
—desde la suplementacion de calcio, el tratamien-
to con metabolitos de la vitamina D, el uso de an-
tirresortivos o la combinacién de los mismos, po-



drian venir condicionadas por el conocimiento de
su genotipo respecto al gen VDR.

En resumen, existen evidencias que demuestran la

influencia de los distintos polimorfismos del gen
VDR en la regulacion del metabolismo 6seo en la
poblacion general aunque, por los factores de con-
fusion ya resefiados y las caracteristicas poligénicas
de esta regulacion, la magnitud de su importancia
esta pendiente de definir3¢37.
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