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RESUMEN

Introduccién. La posible influencia de los diferentes polimorfismos del receptor de vitamina D sobre la regulacién del eje calcio-hormona
paratiroidea -vitamina D es particularmente importante en pacientes con enfermedad renal crénica, ya que cursan con trastornos en el
metabolismo mineral éseo. El objetivo del trabajo fue describir la frecuencia de los polimorfismos rs7975232 (Apal), rs731236 (Taql) y
rs1544410 (Bsml) en el receptor de vitamina D y su relacién con el calcio, el fésforo, la fosfatasa alcalina y la hormona paratiroidea en
pacientes pediatricos con enfermedad renal cronica.

Métodos. Se incluyeron 31 pacientes con enfermedad renal crénica. Se tomaron muestras de sangre a cada uno para la determinacion de
marcadores bioquimicos y muestras de ADN para la genotipificacion del gen del receptor a vitamina D utilizando el método de la reaccion
en cadena de la polimerasa y restriccion enzimatica.

Resultados. La edad promedio de los pacientes fue de 15.6 + 3.6 afios. Para Apal, fueron homocigotos AA siete pacientes (22.58%); Aa,
18 pacientes (58.06%) y aa, seis pacientes (19.35%). Para Bsml, 14 pacientes fueron BB (45.16%) y 17 pacientes fueron Bb (54.83%). Los
pacientes BB tuvieron calcio sérico mayor que los Bb (p = 0.04). Para Taq|l, fueron TT 19 pacientes (61.3%); Tt, once pacientes (35.48%) y
uno, tt (3.22%). Aquellos con alelo t (Tt o tt) presentaron concentraciones de calcio sérico significativamente mas bajas que el homocigoto TT.
Conclusiones. Se reportaron las frecuencias de genotipos y alelos del receptor de vitamina D en nifios mexicanos. Se obtuvieron valores
de calcio sérico mas elevados en aquellos con alelo BB o TT.

Palabras clave: receptor vitamina D, polimorfismos, trasplante renal, calcio sérico, enfermedad renal crénica.

ABSTRACT

Background. The possible influence of vitamin D receptor (VDR) gene polymorphisms on the regulation of the calcium—parathyroid hor-
mone-vitamin D axis is particularly important in end-stage renal disease (ESRD) patients due to alterations in bone mineral metabolism.
The aim of the study was to describe the frequency of VDR gene polymorphisms rs7975232 (Apal), rs731236 (Taql), rs1544410 (Bsml)
and their relationship with serum calcium, phosphate, alkaline phosphatase and parathyroid hormone in children with ESRD.

Methods. Thirty one patients were included in the study. Blood samples were drawn for biochemical determinations and DNA extraction.
VDR genotypes were analyzed as restriction fragment length polymorphisms using Apal, Bsml and Tagql.

Results. Mean age of the patients was 15.6 + 3.6 years. For Apal, seven patients were AA (22.58%), 18 patients were Aa (58.06%) and
six patients were aa (19.35%). For Bsml, 14 patients were BB (45.16%) and 17 were Bb (54.83%). Patients who were homozygous for BB
had higher serum calcium concentrations than Bb patients (p = 0.04). For Taql, 19 patients were TT (61.3%), 11 were Tt (35.48%) and one
was tt (3.22%). Those with t allele (Tt or tt) had serum calcium concentrations significantly lower than TT patients.

Conclusions. Genotype and allele frequency of the VDR gene is reported in Mexican patients with ESRD. Those with BB or TT genotype
had higher serum calcium concentrations.

Key words: vitamin D receptor, gene polymorphism, renal transplantation, serum calcium, end-stage renal disease.
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INTRODUCCION

La enfermedad renal crdnica (ERC) tiene efectos mul-
tiples sobre el metabolismo mineral dseo desde etapas
iniciales de la enfermedad. Esta entidad se conoce como
alteraciones minerales y oseas-enfermedad renal cronica
(CKD-MBD, por su siglas en inglés), y se manifiesta con
una o mas de las siguientes caracteristicas: 1) alteraciones
en el metabolismo del calcio, fosforo, vitamina D y hor-
mona paratiroidea (PTH), 2) alteraciones en la histologia,
crecimiento lineal o fuerza del hueso y 3) calcificaciones
vasculares o de tejidos blandos.! La magnitud de la afec-
cion osea tiende a asociarse con la gravedad y duracion de
la enfermedad renal. De no tratarse estas alteraciones en
forma oportuna durante la edad pediétrica, se presenta la
detencion del crecimiento con o sin deformidades 6seas.?
La principal causa de muerte en pacientes con enfermedad
renal crénica son la afecciones cardiovasculares, tanto en
nifios como en adultos.® El tratamiento de la CKD-MBD
influye en la progresion del dafio vascular.®®

En la homeostasis de calcio y fosforo en el organismo
participan la glandula paratiroidea, el intestino, el rifidén y
el hueso, que es el principal reservorio de calcio y fosforo
del organismo.®

La vitamina D existe como ergocalciferol (vitamina D,)
cuando se produce en plantas o colecalciferol (vitamina
D,), en tejidos animales.” Ambas son biolégicamente in-
activas (pro-hormonas), por lo que deben hidrolizarse en
el higado en los carbonos 25. Ya hidrolizadas, dan origen
a la 25-hidroxivitamina (25(OH)D,), que es el metabolito
mas abundante de la vitamina D.® La 25(OH)D,, cuando
es transformada en 1,25 dihidrocolecalciferol o calcitriol
(vitamina D activa), puede desempefiar su papel fisiologico
como hormona.’ Esto ocurre principalmente en los tibulos
renales proximales por accion de la enzima 1 o hidroxilasa
(CYP27B1). Los efectos del calcitriol son regulados por la
unidn a su receptor esteroide nuclear especifico, llamado
receptor de la vitamina D (VDR). E1 VDR se encuentra en
diferentes células del organismo, tanto en renales como en
otros tejidos blanco que incluyen glandula paratiroidea,
hueso, corazdn, intestino, células endoteliales, linfocitos,
megacariocitos, neumocitos, entre otros.!%*2

El complejo calcitriol-VDR se transloca al nucleo y for-
ma un heterodimero con el receptor X retinoico, que se une
a los elementos de respuesta de la vitamina D y estimula la
transcripcion de diversos genes. En el hueso, la activacion

del VDR aumenta la expresion del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF23) y estimula la resorcion de los los depo-
sitos éseos de calcio, en la glandula paratiroidea bloquea la
transcripcion del gen de la PTH; en el intestino aumenta la
absorcion de calcio.® También se ha reportado que modula
la transcripcion de genes que modifican histonas.®

El gen del VDR se localiza en el cromosoma 12
(12q13.11). Tiene 11 exones y 4 regiones polimorficas. 11
La mutaciones deletéreas en el gen VDR ocasionan
raquitismo resistente a calcitriol, una rara enfermedad
monogénica.'® También se conocen varios polimorfismos
de este, que son detectados por enzimas de restriccion:
Bsml (para rs1544410), Apal (para rs7975232) y Tagl
(parars731236)."7 Estos polimorfismos estan ubicados en
laregion 3’ del intron 9 y exén 10 del gen VDR (Ensembl:
ENSG00000111424).

La posible influencia de los polimorfismos del gen
que codifica para el VDR sobre la regulacion del eje
calcio—hormona paratiroidea (PTH)—vitamina D es parti-
cularmente importante en pacientes con ERC, en quienes
se han descrito alteraciones, tanto en el contenido parati-
roideo de VDR como en su funcionalidad, que modifican
la actividad transcripcional de este gen.'

La informacion disponible sobre la influencia de estos
polimorfismos y la densidad 6sea varia segln la serie
consultada. En el caso de Bsml, el alelo silvestre se asocia
con valores mayores de masa osea.'’

Se ha reportado que, en pacientes en hemodialisis, los
homo y heterocigotos para el alelo b presentan mayores
niveles de PTH que los homocigotos BB, y que los por-
tadores BB requieren menos paratiroidectomias.*

Los polimorfismos del VDR también se han asociado
con enfermedades autoinmunes, como la esclerosis mul-
tiple y diabetes mellitus tipo 1, y otras adquiridas como
hipertension, cancer; también con la remineralizacion y
la densidad 6sea.#1620-22

El objetivo del trabajo fue describir la frecuencia de
los polimorfismos rs7975232 (Apal), rs731236 (Taql) y
rs1544410 (Bsml) en el VDR y su relacion con algunos
marcadores bioquimicos (PTH, fosforo, calcio sérico) en
nifios con ERC.

METODOS

Pacientes. Se invit6 a participar a los pacientes pediatri-
cos? con enfermedad renal crénica terminal (ERCT) en
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espera de trasplante renal, atendidos en el Departamento
de Nefrologia, durante el periodo de noviembre de 2009
a febrero de 2011. El estudio fue aprobado por las comi-
siones de ética e investigacion del Hospital Infantil de
Meéxico Federico Gomez. Se obtuvo el consentimiento/
asentimiento informado de todos los pacientes partici-
pantes y sus tutores.

Se realizd un examen clinico y se tomaron muestras
de sangre para la determinacién de la hormona para-
tiroidea intacta (PTHi), calcio sérico corregido para
la cifra de albumina, fosforo sérico, fosfatasa alcalina
total y fraccion 6sea. También se obtuvo otra muestra
de sangre periférica (3ml) en un tubo con EDTA, para la
obtencion de ADN. Para esto se utilizo el kit comercial
QlAamp DNA blood mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania)
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La
determinacion de la concentracion del ADN se realiz6
con el espectrofotometro NanoDrop 1000. Se prepararon
soluciones de trabajo con una concentracién de ADN de
100ng en 1ul de agua.

Para el analisis de los genotipos se emplearon los
métodos de la reaccion en cadena de la polimerasa y los
polimorfismos de longitud del fragmento de restriccion
enzimatica (PCR-RFLP). Se empleo la base de datos de
NCBI dbSNP Build 1352 para la localizacion y secuen-
cia de los polimorfismos de un sélo nucledtido (SNP):
1s7975232, rs731236 y rs1544410 (region 3’ del intron 9
y exon 10 del gen VDR).

Oligonucledtidos para la PCR. El disefo de los ce-
badores se realizo con el programa Primer3©.%? Para el
disefo se utilizo como referencia la secuencia del gen VDR
(ENSG00000111424) de ENSEMBL®©,?” del European
Bioinformatics Institute (EBI), del European Molecular
Biology Laboratory (EMBL) y del Wellcome Trust Sanger
Institute (WTSI) (Cuadro 1).

Endonucleasas de restriccion para los RFLP. Se em-
plearon las enzimas Apal (rs7975232) y Taqgl (rs731236)
de los kits FastDigest® de Fermentas (Thermo Fisher
Scientific Inc.) y Bsml (rs1544410) de New England
Biolabs, Inc (Cuadro 2).

Para la resolucion de los productos de digestion se
realiz la electroforesis en gel de agarosa al 3.5% en
amortiguador Tris 1M/Borato 0.9M/EDTA 0.01M (TBE
1X), con un marcador de peso molecular de 100 pb (Ge-
neRuler™ de Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc.)
(Figuras 1 y 2).

Analisis estadistico. Se registro la frecuencia y porcentaje
de cada uno de los polimorfismos. La evaluacion del equi-
librio de Hardy Weinberg se realizé con %2.% Esta prueba se
recomienda aplicar siempre que se realizan estudios de poli-
morfismos genéticos, ya que permite identificar si la muestra
es representativa. La proporcion de los genotipos de una
poblacion se mantendra constante si el tamafio de la muestra
es apropiado; si no existen mutaciones, no se introducen ni se
pierden genes, y no ocurre seleccion de genotipos.

La comparacién de los valores de calcio, fésforo, fosfa-
tasa alcalina total y fraccion 6sea por genotipo para Apal
y Tagl se evaluo con la prueba de Kruskal Wallis. En el
caso de Bsml, se empled la prueba de Mann Whitney o t de
Student, segun la distribucién de los valores, comparando
homocigotos BB con heterocigotos.

RESULTADOS

Se incluyeron 31 pacientes pediatricos con ERCT. La edad
promedio fue de 15.6 = 3.6 afios (Cuadro 3).

En cuanto al genotipo, para el SNP rs7975232 (enzima
Apal) fueron homocigotos mutantes AA siete pacientes
(22.58%); heterocigotos, 18 pacientes (58.06%); y homo-
cigotos silvestres aa, seis pacientes (19.35%). Se encontrd
¥?=0.82 (Cuadro 4). Los pacientes homocigotos mutantes
(AA) para este SNP mostraron cifras mayores de PTH,
comparados con los pacientes homocigotos silvestres (aa);
sin embargo, no hubo significancia estadistica. Tampoco
hubo diferencias en las concentraciones de calcio, fosforo
y fosfatasa alcalina (Cuadro 5).

Los genotipos observados para el SNP rs1544410 (enzi-
ma Bsml) fueron las siguientes: homocigotos mutantes BB,
14 pacientes (45.16%) y heterocigotos, 17 (54.83%). No
se encontraron homocigotos bb (Cuadro 4). Los pacientes
BB mostraron concentraciones mayores de calcio sérico
promedio (9.4 £1.3 mg/dL) comparadas con el genotipo
Bb, con concentraciones de calcio de 8.3 + 1.38 mg/dL
(p = 0.04). No se encontraron diferencias entre las otras
variables estudiadas (Cuadro 6).

Los genotipos para el SNP rs731236 (enzima Taql)
fueron homocigotos mutantes TT, 19 pacientes (61.3%);
heterocigotos, 11 pacientes (35.48%) y homocigotos
silvestres, solo un caso (3.22%) (Cuadro 4). Los indivi-
duos con el alelo t presentaron concentraciones de calcio
sérico significativamente menores que los homocigotos
TT (Cuadro 7).
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Cuadro 1. Descripcion de los oligonucleétidos disefiados para la PCR

Polimorfismo Secuencia sentido Secuencia antisentido Longitud (pb) Tm (<C)
(5—=3) (5—3)
rs7975232 gtctggatcctaaatgcacgg gatcatcttggcatagagcagg 325 60
rs731236 gtctggatcctaaatgcacgg gatcatcttggcatagagcagg 325 60
rs1544410 gaaatacctactttgctggtttgc tataggcagaaccatctctcagg 277 60

Cuadro 2. Secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccion

Enzima Secuencia de reconocimiento y corte* Cambio de base Alelo Ancestral
(SNP)
Apal 5..66GCC!'C.% G>T G
(rs7975232) 3..C.CCGG G.%
Taql 5.T!C G A..% C>T T
(rs731236) 3.AGC T..5
Bsml (rs1544410) 5...GAATGCN!'...3 A>G G
..CTT

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos
de la PCR. Tincién con bromuro de etidio. PM: Marcador de peso
molecular de 100 pares de bases. Carriles 1, 3, 5: rs7975232/
rs731236 (Apal / Taql). Carriles 2 y 4 rs1544410 (Bsml).

DISCUSION

Las frecuencias de los polimorfismos del VDR encontradas
en niflos mexicanos con ERCT difieren de lo reportado
para otras poblaciones étnicas. En el caso de Apal, se ha
reportado para la poblacion caucasica 37% AA, 39% aa

Figura 2. PCR-RFLP para el SNP rs1544410 con la enzima de
restriccion Bsml. Electroforesis en gel de agarosa al 3.5%, tincion
con bromuro de etidio. PM: Marcador de peso molecular de 100
pares de bases. Se aprecian los tres genotipos posibles que resultan
de la restriccion enzimatica:

. Homocigoto silvestre bb: corte total (dos bandas)

. Homocigoto mutante BB: corte parcial (una banda)

. Heterocigoto Bb: corte parcial (tres bandas)

y 23% Aa, mientras que 58% de los pacientes de nuestro
estudio fueron heterocigotos.?

Yokoyama y colaboradores estudiaron 129 pacientes
japoneses y encontraron que el polimorfismo Apal muestra
una asociacién negativa con la progresion del hiperpa-
ratiroidismo. Los niveles de PTH en el grupo aa fueron
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Cuadro 3. Demografia de 31 pacientes con enfermedad renal
cronica terminal

Cuadro 5. Relacion del polimorfismo rs7975232 (Apal) con los
parametros bioquimicos

Edad promedio + DS (afios) 15.6 £ 3.6
Género
Masculino ( %) 16 (52%)
Femenino (%) 15 (48%)
Terapia sustitutiva
Dialisis peritoneal (%) 18 (58%)
Hemodialisis (%) 8 (26%)
Predialisis (%) 5 (16%)

Cuadro 4. Frecuencia de genotipos y alelos del gen del receptor
de vitamina D en nifios mexicanos

Genes n %

rs7975232 (Apal)

Genotipos
AA 7 23
Aa 18 58
aa 6 19
Alelos
A 32 51.6
a 30 48.4
rs1544410 (Bsml)
Genotipos
BB 14 45
Bb 17 55
bb — —
Alelos
B 45 725
b 17 27.5
rs731236 (Taql)
Genotipos
TT 19 61
Tt 1 36
tt 1 3
Alelos
T 49 79
t 13 21

casi el doble de los de los grupos AA y Aa (p < 0.04).%°
Nosotros no encontramos diferencias en los parametros
bioquimicos estudiados en los nifilos mexicanos, segtn el
genotipo de Apal.

El genotipo BB esta reportado en el 15% de la poblacion
caucasica mientras que en la japonesa, en 1-2% solamen-
te.!” En nuestro estudio encontramos el genotipo BB en
45% y el genotipo Bb (55%), que fue predominante. Nin-

Parametro AA Aa aa p
n=7 n=18 n=6
PTHi (pg/mL) 463 118 142 0.36
(122-1312) (41-432) (68-375)
FAT (ug/dL) 313 209 312 0.23
(208-557) (135-321) (209-574)
FAO (%) 94.8 91.3 91.5 0.89
(69.2-97) (69.3-97)  (60-95)
Calcio (mg/dL) 9.2 7-8-9.7 9.6 0.91
(8.4-9.5)
Fosforo (mg/dL) 5.4 5.9 4.8 0.54
(4.4-5.6) (4-7.7) (4-6.6)

Valores expresados como mediana (percentil 25 y 75).

PTHi: hormona paratiroidea intacta; FAT: fosfatasa alcalina total;
FAO (%): fosfatasa alcalina fraccion osea.

Valor de p obtenido por Kruskal Wallis.

Cuadro 6. Relacién del polimorfismo rs1544410 (Bsml) con los
parametros bioquimicos

Parametro BB Bb p
n=14 n=17
PTHi (pg/mL) 134 220 0.56
(40.4-505) (58-642)
FAT (ug/dL) 277 220 0.46
(193-394) (134-329)
FAO (%) 90.4 94.5 0.27
(66-95) (83-98)
Calcio (mg/dL) 9.4 +1.3 8.3+1.38 0.04

Fosforo (mg/dL) 5.4+1.5 5.4+1.6 0.96

Valores expresados como mediana (percentil 25 y 75) o promedio
+ desviacion estandar

PTHi: hormona paratiroidea intacta; FAT: fosfatasa alcalina total;
FAO (%): fosfatasa alcalina fraccion osea.

Valor de p obtenido por prueba de Mann Whitney o t de Student,
segun la distribucién de la variable.

gun paciente present6 el alelo silvestre. Consideramos que
pudo deberse a que el tamano de la muestra fue pequeiio,
ya que, en un estudio previo, realizado en 197 mujeres
mexicanas en diélisis por Avila y colaboradores, se reporto
una frecuencia del genotipo bb de 64%. Las mujeres con
el alelo B tuvieron mas osteopenia que aquellas con el
alelo silvestre.®

En un estudio realizado por Sainz y colaboradores, en
cien nifias sanas, prepuberes, americanas con ascenden-
cia mexicana, con un rango de edad de entre 6.7 y 11.7
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Cuadro 7. Relacion del polimorfismo rs731236 (Taql) con los
parametros bioquimicos

Parametro T Tt Tt p
n=19 n=11 n=1

PTHi (pg/mL) 200 99 785 0.84
(45-463) (39-1239)

FAT (pg/dL) 246 280.5 241 0.99
(193-361) (116.6-512)

FAO (%) 93 92.3 89 0.77
(67.4-96.7) (70-97.6)

Calcio (mg/dL) 9.4 7.9 8.7 0.04
(8.8-9.8) (6.6-9.1)

Fosforo (mg/dL) 5.2 6.2 42 043
(4-6.1) (4-7)

Valores expresados como mediana (percentil 25 y 75).

PTHi: hormona paratiroidea intacta; FAT: fosfatasa alcalina total;
FAO (%): fosfatasa alcalina fraccion ésea.

Valor de p obtenido por Kruskal Wallis.

afios, que fueron reclutadas en escuelas de Los Angeles,
California, se encontro que los genotipos mas comunes
fueron Aa (55%), Bb (42%) y TT (54%). Los genotipos
aa 'y bb fueron mas frecuentes que AAy BB (24% y 21%,
44% vy 14%, respectivamente). Esto resulto similar a lo
reportado previamente en una poblacion de Francia y en
personas de ascendencia europea en Australia y Estados
Unidos. Las nifias con genotipo mutante aa o bb tuvieron
mayor densidad 6sea que aquellas homocigotas para el
alelo silvestre AA o BB.*

Los genotipos mas frecuentes hallados en pacientes
pediatricos mexicanos con ERCT fueron los siguientes:
para el SNP rs7975232 (Apal), el genotipo heterocigoto
Aa en 58%; para el SNP rs1544410 (Bsml), el genotipo
heterocigoto Bb en 55%; y para el SNP rs731236 (Taql),
el genotipo homocigoto mutante TT en 61%.

Los pacientes con genotipo homocigoto mutante BB
para el SNP rs1544410 presentaron niveles de calcio
sérico significativamente mayores que aquellos con
genotipo Bb.

Los pacientes con el alelo silvestre t para el SNP
rs731236 (Tt o tt) presentaron niveles de calcio significa-
tivamente menores que aquellos con genotipo mutante TT.

Autor de correspondencia: Dra. Mara Medeiros
Correo electronico: medeiro.mara@gmail.com
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