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Resumen

Objetivo: Analizar la asociacion entre el polimorfismo Apa1 del receptor de vitamina D (VDR) y la osteoporosis en mujeres
posmenopausicas mexicanas. Material y métodos: Se realizé un estudio transversal para determinar la asociacion entre el
polimorfismo Apal del VDR (rs7975232) y la osteoporosis y la osteoporosis mas fractura en 534 mujeres mestizas
posmenopausicas de la Ciudad de México. La densidad mineral 6sea (DMO) se evalué mediante absorciometria dual de
rayos X (DXA). La genotipificacion se realizé mediante PCR en tiempo real con un ensayo de discriminacion alélica.
Resultados: Las frecuencias alélicas de Apal no fueron diferentes entre los grupos. No se encontré ninguna asociacion
entre los genotipos Apal y la osteoporosis (AA, odds ratio [OR]: 1.08; intervalo de confianza [IC] 95%: 0.62-1.87; AC,
OR: 0.70; IC 95%: 0.45-1.07). Se obtuvieron resultados similares para la osteoporosis mas fractura (AA: OR: 0.93; IC 95%:
0.50-1.71; AC: OR: 0.70; IC 95%: 0.45-1.07). Después de ajustar por edad el resultado se mantuvo.

PALABRAS CLAVE: Polimorfismo Apa1 VDR. Fractura. Mestizo Mexicano. Osteoporosis. Gen VDR.

Abstract

Aim: To analyze the association between Apal VDR polymorphism and osteoporosis in Mexican mestizo postmenopausal
women. Methods: A cross-sectional study was conducted in 534 postmenopausal mestizo women from Mexico City to determine
the association of the Apal Vitamin D Receptor gene polymorphism (rs7975232) with osteoporosis and osteoporosis plus
fracture. Bone mineral density (BMD) was assessed using dual-energy X-ray absorptiometry. Genotyping was performed using
real-time PCR with an allelic discrimination assay. Results: The Apa1 allele frequencies were no different between groups. No
association was found between Apal genotypes and osteoporosis (AA, OR: 1.08; 95% ClI: 0.62-1.87; AC, OR: 0.70; 95%
Cl: 0.45-1.07). Similar results were obtained for osteoporosis plus fracture (AA, OR: 0.93; 95% ClI: 0.50-1.71; AC, OR: 0.70;
95% Cl 0.45-1.07). After adjusting for age, the result remained. Conclusion: These findings are in agreement with previous
studies reporting no association of Apal VDR polymorphism with osteoporosis. (Gac Med Mex. 2015;151:472-6)
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|ntroducci6n

La osteoporosis es una enfermedad metabolica dsea
comun que afecta a cerca de 200 millones de personas
en todo el mundo y se caracteriza por una baja DMO y
el deterioro de la microarquitectura del tejido dseo, lo
cual conduce al aumento de la fragilidad ¢sea y el con-
siguiente aumento en el riesgo de fractura'2. El principal
criterio de valoracion clinica es la fractura. La evidencia
proveniente de estudios de gemelos ha demostrado que
los factores genéticos pueden explicar hasta el 85% de
la variacion en el pico de masa 6sea®>. Ademas, los
estudios han demostrado una asociacion entre la historia
familiar de fractura y la disminucién de la masa 6sea®’.
Se han propuesto diversos genes candidato para identi-
ficar las variantes genéticas que aumentan la suscepti-
bilidad a desarrollar osteoporosis®. El VDR es uno de los
mas estudiados; este gen codifica el receptor nuclear de
la hormona para la vitamina D,. El gen VDR humano
se ha mapeado en el cromosoma 12g13.11 y se com-
pone de 11 exones. El VDR interactia con su ligando
para jugar un papel importante en la homeostasis del
calcio mediante la regulacion del crecimiento de los hue-
sos y la diferenciacion celular, la absorcién de calcio in-
testinal y la secrecion de hormona paratiroidea®. Por lo
tanto, el VDR es un lugar natural para comenzar a buscar
variaciones genéticas que podrian conferir susceptibilidad
a la osteoporosis. En 1994, Morrison, et al. mostraron la
relacion entre el genotipo VDR'y la masa 6sea'®. A partir
de entonces, se han realizado muchos estudios sobre la
asociacion entre los polimorfismos del VDR'y la densidad
mineral ¢sea (DMO), incluidos Cdx2 (rs11568820), Taq|
(rs731236), BSMI (rs1544410), Fokl (rs10735810) y Apaf
del VDR (rs7975232)""2, Sin embargo, los resultados han
sido inconsistentes en todas las poblaciones, incluida la
de origen mexicano'®'9, La mayoria de los mexicanos son
el resultado del mestizaje entre indigenas americanos,
espanoles y, en menor grado, africanos occidentales. Este
mestizaje puede conferir variantes de riesgo para enfer-
medades que no se observan en otras poblaciones. Para
entender mejor el impacto de los polimorfismos del VDR,
el objetivo de este estudio fue analizar la asociacion
entre el polimorfismo Apa1 del VDR'y la osteoporosis en
mujeres mestizas mexicanas posmenopausicas.

Materiales y métodos

Participantes

Se incluyeron en el estudio 387 mujeres mestizas
posmenopausicas no relacionadas de la Ciudad de

México con diagnéstico de osteoporosis. Ademas, se
invité a participar a 147 mujeres mestizas posme-
nopdausicas con DMO normal. Las mujeres fueron
reclutadas en el Instituto Nacional de Rehabilita-
cion de la Ciudad de México. El diagnéstico de
osteoporosis se realizé cuando la DMO fue inferior a
-2.5 desviaciones estandar mediante DXA. Todas las
mujeres fueron entrevistadas con ayuda de un cues-
tionario estructurado para obtener las caracteristicas
clinicas. Fueron excluidas las mujeres que cumplie-
ron alguno de los siguientes criterios: haber sido so-
metidas a una ovariectomia bilateral o tener una me-
nopausia natural antes de los 40 afos de edad;
tomar medicamentos o tener un historial de uso de
farmacos que afectan al metabolismo ¢seo, como
glucocorticoides, tiroxina, antiepilépticos, bifosfona-
tos, calcitonina o estrégeno méas progestageno, du-
rante mas de cuatro meses; tener enfermedades
como hiperparatiroidismo primario, hipertiroidismo,
displasia ¢sea y osteogénesis imperfecta. Asimismo,
se pregunto a las pacientes por su historia de fractu-
ras. Todas las fracturas fueron verificadas a través
del archivo clinico del instituto. Sélo se incluyeron en
el analisis las fracturas verificadas. Para ser conside-
radas como mestizas mexicanas, las familias de las
participantes debian haber vivido en México por lo
menos tres generaciones y hablar el idioma espafiol.
Se obtuvo el consentimiento informado de todas las
participantes. El estudio fue aprobado por la Comi-
sién de Investigacion y los Comités de Etica y Biose-
guridad del Hospital Infantil de México Federico Go-
mez, y se realizd siguiendo los principios éticos de la
investigacion médica en seres humanos de la Decla-
racion de Helsinki.

Genotipificacion

Se extrajo ADN genomico de leucocitos de sangre
periférica usando un kit de sangre Puregene Gentra
(QIAGEN, Mississauga, Ontario, Canadd). La presen-
cia del polimorfismo fue determinado por PCR en
tiempo real usando un ensayo de discriminacion alé-
lica TagMan, ensayo C_28977635 para Apal del
VDR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.),
siguiendo los protocolos estandarizados. La placa
se hizo funcionar a 95 °C durante 10 min, a 92 °C
durante 15 s y luego a 60 °C durante 1 min para
40 ciclos. Para verificar la calidad de la genotipificacién,
267 muestras fueron duplicadas de manera ciega; la
concordancia entre las muestras y los duplicados fue
del 100%.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas

DMO normal  Osteoporosis
Edad (afios) 61.4 £ 6.0 67.8 + 10.6
Altura (cm) 1545 + 125 149.9 + 6.52
Peso (kg) 609 +70 73.0 + 105
Anos desde la 115+6.9 26.4 + 116

menopausia

Analisis estadistico

Se calculé el tamafio de la muestra para obtener un
poder estadistico del 80% usando el software Quan-
to 1.2.4 (University of Southern California, Los Ange-
les, CA, EE.UU.)%. Para evaluar el equilibrio de Hardy-Wein-
berg de los genotipos Apal VDR se utilizd el programa
disponible en http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/
cgi-bin/hw/hwa1.pl?!. Los IC 95% de los alelos y los
genotipos se estimaron con GraphPad QuickCalcs
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Las carac-
teristicas demograficas se mostraron como media y

desviacion estandar. Se estimaron OR (con IC 95%)
para el desarrollo de la osteoporosis para los sujetos
con diferentes genotipos de Apal del VDR. Ademas,
los OR fueron ajustados por edad utilizando una regre-
sion logistica multiple. Ademas, se realiz6 un analisis
de riesgo para las mujeres con osteoporosis que ha-
bian sufrido una fractura. Los OR fueron ajustados por
edad utilizando una regresion logistica multiple. Los
célculos estadisticos se realizaron con SPSS v.20
(IBM, Chicago, IL).

Resultados

Las caracteristicas demogréaficas se muestran en la
Tabla 1. Las mujeres con osteoporosis eran mayores
que las del grupo de control. La altura y el peso fueron
mayores en el grupo de control. EI genotipo Apal del
VDR'y las frecuencias de los alelos se muestran en la
Tabla 2. No se observaron deviaciones del equilibrio
de Hardy-Weiberg en el grupo de control. No se en-
contré ninguna asociacion entre los genotipos Apat
del VDR y el riesgo de osteoporosis (Tabla 3). Se
observaron resultados similares al evaluar la asocia-
cién con mujeres con osteoporosis que habian sufrido

Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas de Apal del VDR (rs7975232)

DMO normal Osteoporosis
n Frecuencia observada IC 95% n Frecuencia observada IC 95%

Genotipos

cC 46 0.313 0.243-0.392 141 0.365 0.317-0.413
AC 75 0.510 0.430-0.589 160 0.413 0.365-0.463
AA 26 0.177 0.123-0.247 86 0.222 0.172-0.266
Alelos

C 167 0.568 0.510-623 442 0.571 0.535-0.605
A 127 0.432 0.376-0489 332 0.429 0.394-0464

Tabla 3. Asociacion del polimorfismo Apal del gen VDR (rs7975232) con el riesgo de osteoporosis y osteoporosis mas fractura

Osteoporosis + fractura

OR (IC 95%)

OR* (IC 95%)

Genotipo Osteoporosis

OR (IC 95%) OR* (IC 95%)
cC 1 1
AC 0.70 (0.45-1.07) 1.27 (0.76-2.11)
AA 1.08 (0.62-1.87) 0.56 (0.26-1.20)
cC 1 1
AA + AC 0.79 (0.53-1.19) 0.96 (0.60-1.55)

*Ajustada por edad.

1

0.64 (0.45-1.07)

0.93 (0.50-1.71)
1

0.72 (0.46-1.11)

]

1.11 (0.61-2.02)

0.56 (0.27-1.19)
1

0.90 (0.51-1.57)
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una fractura. Para entender si la edad era un factor de
confusion, se ajustod el valor del OR, y se mantuvo la
falta de asociacion de los genotipos del Apa1 del VDR
con la osteoporosis y la osteoporosis con fractura.

Discusion

La osteoporosis es una enfermedad multifactorial
con un fuerte componente genético. En la poblacion
mexicana se ha observado que la baja DMO en las
mujeres tiene un patron familiar?223, Este es el primer
estudio que explora la asociacion del polimorfismo
Apal del VDR con el riesgo de osteoporosis en pobla-
cién mestiza mexicana. El resultado muestra que no
hay asociacion entre la presencia de esta variante y el
riesgo de osteoporosis. Este resultado concuerda con lo
informado anteriormente en diferentes poblaciones?*s1,
La ausencia de asociacion tambiéen ha sido descrita
en dos metaandlisis que han evaluado la asociacion
de Apal con el riesgo de osteoporosis y fracturas®?33,
La falta de asociacion entre Apal y el pico de DMO
también se ha observado en adultos jovenes chinos y
esparioles obesos mayores de 55 afios®. Por otra par-
te, no se observo ningun aumento de la DMO en mu-
jeres jovenes sanas suplementadas con vitamina D,,
beneficio observado en las mujeres que tenian los
polimorfismos Bsm1 y Tagl®. Sin embargo, hay infor-
mes que asocian la variante Apal con un mayor ries-
go de osteoporosis®3°. Recientemente, un metaandli-
sis gque ha incluido tres estudios realizados en mujeres
chinas ha mostrado una asociaciéon de la variante
Apat con una disminucién de la DMO*; por tal motivo,
la asociacion de Apal con baja DMO y osteoporosis
sigue siendo controvertida. Aungque no esta clara la
relacion entre la DMO y los genotipos Apail, se ha ob-
servado que existe una relacion entre los genotipos y
los niveles de las hormonas osteocalcina y paratiroidea
en adolescentes sanos*'. Con respecto al tratamiento
de la osteoporosis, Apal no influye en el éxito de la
terapia con calcitriol para las fracturas recurrentes®.

Diversos estudios han demostrado la asociacion
de Apa1l con diversos fenotipos, tales como cancer de
mama, de ovario o de préstata esporadico, enferme-
dad de Gaucher de tipo 1, lupus eritematoso sisté-
mico, enfermedad de Crohn, enfermedad de la arteria
coronaria en diabéticos de tipo 2 y asma*, La rela-
cién entre estas enfermedades y Apal no ha sido
estudiada en la poblacion mexicana.

Las frecuencias alélicas de Apal en poblacién mes-
tiza de la Ciudad de México son similares a las reporta-
das previamente en la poblacion mexicana de California

incluida en el Proyecto HapMap®'. Este hecho sugiere
que la frecuencia alélica de Apal es constante en las
poblaciones de mestizos mexicanos.

En resumen, éste es el primer estudio que explora
la asociacion entre el polimorfismo Apal del VDRy el
riesgo de osteoporosis y fracturas en poblacién mestiza
mexicana. Nuestros resultados amplian la informacion
acerca de la asociacion del polimorfismo Apat del VDR
con osteoporosis y confirman evidencias previas que
sugieren que no hay relacion entre la variante Apaly
el riesgo de desarrollar osteoporosis.
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