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INTRODUCCION

La deficiencia de 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) ha sido reconocida como un problema
de salud publica en diversas las poblaciones desde hace mucho tiempo. La primera
descripcion de esta deficiencia data del Siglo XVII, cuando por primera ocasion, se
describe el raquitismo como una enfermedad caracterizada por la falta de
mineralizacion y por deformacion en el esqueleto de nifios que vivian en ciudades del
norte de Europa. Mas tarde, en 1930 el descubrimiento de la estructura bioquimica de
la 25(OH)D permitio estudiar factores determinantes en su sintesis y actividad, tal como

la influencia del sol y la importancia de la nutricién.!*

La vitamina D es determinante en la salud de hueso y el metabolismo de elementos
como el calcio (Ca'™) y fosforo en el esqueleto. La deficiencia de esta pro-hormona
evita el desarrollo del pico de masa Osea programada genéticamente en nifios,
adolescentes y adultos jovenes influyendo en la presentaciéon de osteoporosis en la
edad adulta y senil o bien en el desarrollo de osteomalacia en los adultos. En los
ancianos, la deficiencia de 25(OH)D reduce la absorcion intestinal del Ca™ y favorece el
balance negativo del mismo, con su consecuente salida del hueso, favoreciendo el

desarrollo de osteoporosis.?!

Existen dos fuentes principales de 25(OH)D, la exposicién al sol y la dieta. La sintesis
cutanea de vitamina D3 por exposicion al sol, es la fuente natural de produccion de esta
vitamina. Esta obtencion, tiene algunas limitaciones de acuerdo con la variabilidad del
clima y color de la piel, por lo que es comun que, durante los meses de invierno, en
paises en donde la latitud es mayor a 37° Norte, no se obtengan suficientes depositos
fisiolégicos de 25(OH)D." ® Existen pocas fuentes alimentarias de esta vitamina, por lo
que generalmente no se obtiene de manera suficiente.!’” Ambas fuentes se ven
afectadas por los estilos de vida; el permanecer en lugares cerrados con limitada
exposicion al sol, el uso de protectores solares y la ingesta insuficiente de alimentos
ricos en esta vitamina, lo cual genera una reduccién en las concentraciones séricas.!”
Estos factores tienen una implicacion importante sobre todo en los adultos mayores en

los que su absorcion disminuye con la edad y aunada a factores como la situacion
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geografica, discapacidad fisica, costumbres y cultura de las poblaciones hacen que este
grupo poblacional sea especialmente vulnerable a esta hipovitaminosis. [ &

Estudios en poblaciones.

La deficiencia o insuficiencia de esta pro-hormona, en los diferentes grupos de edad,
incluyendo neonatos, esté relacionada con factores de latitud geografica y la estacion
del afio; en paises como Argentina'®, Canada y Nueva Zelanda*?, se ha informado una
variacion importante en las concentraciones por la exposicion al sol, aumentando en
verano y comenzando a descender en otofio. Aunque pareciera que la exposicion al sol
no es el Unico determinante en las concentraciones de vitamina D; en paises
mediterrdneos como Grecia, Italia y Espafia que tienen adecuada radiacion solar, se
presentan las concentraciones de vitamina D mas bajas de Europa'*”, es por ello que
se han asociado también factores genéticos, dieta, edad y cultura. Asi mismo, se han
informado bajas concentraciones en mujeres de paises Islamicos debido a la forma de

vestir ya que no exponen ninguna superficie de su cuerpo al sol. 123

En Europa, la deficiencia de esta vitamina se identifica como un problema serio de
salud en la poblacién mayor de 65 afios, ya que no tienen una exposicion suficiente a la
luz solar, sea por razones sociales o atribuibles a practicas religiosas o por
discapacidad.»™ En México existen pocos estudios relacionados con esta vitamina,
Larracilla determiné las concentraciones en suero en recién nacidos en 1988,
estableciendo valores Optimos para los nifios eutroficos en 19.4 ng/mL y en los

pretérmino de 18.7 ng/mL. °!

El grupo de Elizondo-Montemayor en la region noreste
de México evalué 198 nifios escolares (6-12 afios) encontrando una prevalencia de
insuficiencia (21-29 ng/mL) del 62.1% vy del 20.1% de deficiencia (< 20ng/mL).1*®
Recientemente (dic 2011), el Instituto Nacional de Salud Publica presento los resultados
del estudio “Concentraciones séricas de Vitamina D en nifios, adolescentes y adultos
mexicanos” analizando las alicuotas del estudio ENSANUT 2006. Con un total de 8
millones de muestras concluyen que la prevalencia de deficiencia e insuficiencia en los
tres grupos de edad alcanza el 30%. Sin embargo dicho estudio no evalud las

concentraciones de PTH vy utilizé la técnica de laboratorio ELISA para la determinacion
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de las concentraciones de 25(OH)D, la cual no se considera el estandar de oro, por lo

gue los resultados no pueden ser comparados con estudios internacionales.

Puntos de corte

Para definir las concentraciones de 25(OH)D se utilizan con frecuencia nanogramos por
mililitro o nanomoles por litro, los cuales tienen un factor de conversion de 2.496. Los
padecimientos O0seos asociados a la deficiencia de 25(OH)D ocurren cuando las
concentraciones en suero son inferiores a los 12.5 ng/mL, con un intervalo de
normalidad de 40-160 ng/mL, ésto varia en cada pais dependiendo de la luz del sol
disponible y del consumo de alimentos ricos en esta vitamina. Su deficiencia esta
relacionada con osteomalacia y raquitismo en nifios y adultos jovenes respectivamente

y con osteoporosis en los adultos mayores. [ 7]

En la tabla 1 se pueden observar algunos de los estudios representativos de
concentracion de 25(OH)D en diferentes poblaciones y grupos de edad. La variabilidad
en las concentraciones en estos estudios es importante y las cifras de deficiencia e
insuficiencia varian. Ya que muchos de ellos han sido desarrollados con diferentes
métodos de laboratorio o en diferentes estaciones del afio es dificil hacer
comparaciones entre regiones. Lo que puede observarse es que la deficiencia de esta
vitamina es de moderada a alta y constante en todos los estudios publicados,

principalmente en paises en vias de desarrollo.
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Tabla 1. Estudios de prevalencia de deficiencia e insuficiencia de Vitamina D

AUTOR PAIS MUESTRA/EDAD PUNTOS DE CORTE RESULTADOS
N (ANOS)
Holvic"™! Oslo, H=39.(491) Deficiencia: Hombres:13.8%
Noruega M=37.(509) Mujeres: 15.2%
Paquistanies
Mujeres: 65%
Hombres: 52.1%
Olivieri™ Argentina H=113 (71.3) Deficiencia :<10 ng/ml Deficiencia: 25%
(2004) M=226 (71.3) Insuficiencia :10-19 ng/ml
Hipovitaminosis: 20-40 ng/ml
Rucker,'% Canada H=60 (27-89) Insuficiencia < 16 ng/mL Insuficiencia :34%
M= 120 (27-89) Deficiencia : < 10 ng/mL
Moussavit*? Isfahan, H=153 (14-18) Deficiencia= < 20ng/mL Deficiencia= 46%
Iran M= 165 (14-18) D.Moderada=>8-15 ng/mL M=72.1%
D.Severa= < 8 ng/mL H=18.3 %
Severa M= 14.5%
Severa H= 0.6%
Von Mihlen San Diego, M:615 (74.6+10) Promedio 102+35 nmol/l
(2005) EUA Deficiencia 2%
Meddeb N Tlnez H: 198 (20 — 60) Hipovitaminosis <15 ng/mL
(2005) M: 191 (20-60) Deficiencia <10 ng/mL
Moreno- Bélgica 401 (40-60 a) Suficiencia=20 ng/mL Suficiencia: 77%
Reyes R Deficiencia 10 — 5 ng/mL Deficiencia: 34%
(2008) Insuficiencia: <5 ng/mL. Insuficiencia: 5%
Johnson MA Georgia, H:30 (77) Insuficiencia: < 20 ng/mL Insfuciencia: 36.7%
(2008) USA M: 127 (77) Deficiencia < 10 ng/mL Deficiencia: 8.2%
Salek M Isafhan, Recién nacidos: 88 Deficiencia: < 20 ng/ml (madres), Deficiencia en madres:
(2008) Iran Madres: 88 < 12.5 ng/ml (RN). 5.7%
Defciencia en RN: 4.5%
Hintzpeter B Inmigrantes 2543 nifios Deficiencia Moderada: <10 ng/mL  Deficiencia Leve: Nifios
(2008) Alemania (3-17) Deficiencia leve: < 30 ng/mL. 92%,
Nifias 94%
Deficiencia Moderada:
Nifios 29%
Nifias: 31%
Mark S Québec, 1753 jévenes Suficiencia > 30 ng/mL. Hipovitaminosis: 93%
(2008) Canada (9, 13y 16) Hipovitaminosis:< 15 ng/mL, Deficiencia: Nifios: 2, 3,y
Deficiencia:< 11 ng/mL, 13%
Nifias: 2, 8 y 10%
Mansbach JM | USA Nifios (1-11) <10 ng/m L 1%
(2009) 1@ (NHANES) <20 ng/mL 18%
<30 ng/mL 69%
Napiorkowska | Varsovia, M: 274 (60-90) Insufficiencia (20-30 ng/ml) Insuficiencia 12.8%
(2009) Polonia Deficiencia (<20 ng/ml) Deficiencia 83.2%
Soontrapa S Tailandia Urbanas: 106 Hipovitaminosis (<35 ng/ml) Urbanas: 65.4%
(2009) Rurales: 32 Rurales: 15.4%
Premenopausia: 357 Premenopausicas: 60.2%
Postmenopausia: 95 Postmenopausicas: 77.8%
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Braddy KK, USA 229 veteranos Sufficient 230 ng/mL Suficiencia: 49%
(2009) Insufficient 21-29 ng/mL, Insuficientes: 14%
Deficient <20 ng/mL Deficiencia: 37%
Sadat-Ali M, Arabia H: 200 (28.2) Deficiencia <20 ng/mL Deficiencia 10%
(2009) Saudita Insuficiencia 20 - 30 ng/mL Insuficiencia 18%
Suficiencia 230 ng/mL.
Calatayud M Espafia M: 78 Deficiencia: < 20 ng/ml Suficicencia: 16.37%
(2009)™*?! H: 38 (26.5 +3.3) Insuficiencia: 20-30 ng/m Deficiencia: 27.58%
Suficiencia = 30 ng/ml . Insuficiencia: 56.03%
Grant CC Nueva Nifios:353 ( 6-23) Deficiencia: <11 ng/mL Deficiencia: 10%
(2009) Zelanda
Rabbani A Tehran H: 424 Deficiencia: <20 ng/ml. Deficiencia: 53.6% nifias y
(2009) M: 539 11.3% nifios.
(7-18)

Metabolismo de 25(OH)D.

Quimicamente, se presenta en dos formas: a) vitamina D3 o colecalciferol y b) Vitamina
D, o ergocalciferol. Ambas formas difieren Unicamente por la presencia del grupo
metilo en el carb6n 28 y un doble enlace entre el carbon 22 y 23 de la cadena de la

vitamina D2: su metabolismo es similar. ™

Las fuentes de ambas vitaminas son la levadura de cerveza y plantas (germen de trigo
y algunos cereales) (D,), el aceite e higado de pescado, los cuales no son de consumo
habitual y aportan muy bajas concentraciones y la sintetizada en la piel (D3) que aporta
la mayor parte de la concentracion sérica. Una vez que entran a la circulacion se unen
a la proteina transportadora de vitamina-D y son trasladadas al higado, donde la
citocromo P 450 vitamina D-25 hidroxilasa (CYP27Al) introduce un OH en el carbén 25
para transformarla en 25 hidroxivitamina D o calcidiol. Ademas de la produccion en el
rifion, existe prueba de su sintesis en otros tejidos y células como los macréfagos
activados, osteoblastos, queratinocitos, prostata, colon y mama, e incluso los
granulomas que también tienen actividad de la 1-& hidroxilasa y por tanto tienen la
capacidad de producir 1,25(0OH)2D, aunque esta produccion extra renal parece no jugar
papel alguno en la homeostasis del Ca*™ en condiciones normales.’ Las
concentraciones de vitamina D en su forma de calcidiol 25(0OH)D, son el principal
indicador de la contribucion combinada de la sintesis por la piel y de su ingestion

dietética.® ™
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Bioactivacion

Durante la exposicion al sol, el 7-deshidro-colesterol 7DHC (provitamina Dj3), cuyo
precursor inmediato es el colesterol, absorbe la radiacion solar en ondas de energia
ultravioleta B [UVB] entre 290 y 315nm, provocando la transformacion de la 7-DHC al
generar la ruptura del anillo B del pentanofenentreno del colesterol transformandolo en
un esteroide (pre-hormona D3), a partir del colesterol situado en la grasa subcutanea.
Existen pocos estudios precisos acerca de este tema, sin embargo se sabe que en
condiciones normales, cerca del 50% de la vitamina D se produce en la piel ®*'y que la
radiacion solar excesiva no causa intoxicacion de 25(OH)D, ya que el exceso es
fotolizado a productos biolégicamente inactivos gracias a la melanina, la cual funciona

como bloqueador natural.?®

Figura 1. Metabolismo de la vitamina D.
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Fig. 1. Sintesis, activacion y catabolismo de la Vitamina D3. La 25(OH)D3 se produce en la piel, después
es transportada al higado a través de la proteina transportadora de Vitamina D, donde es convertida a
25-hidroxivitamina D3. El paso final de activacién ocurre primariamente en el rifién formando 1,25-
dihydroxivitamina D3, la forma hormonal de dicha vitamina. La inactivacion catabdlica se lleva a cabo a
partir de una 24-hidroxilasa, que cataliza a través de oxidaciones.www.globalrph.com/vitamin_d.htm

Las concentraciones en el suero de 25(OH)D reflejan el resultado de la sintesis
hepatica y de la ingestion dietética, su medicién es el estandar clinico con mayor

sensibilidad diagnostica. Cuando las concentraciones de 25(OH)D (calcidiol) en plasma
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©
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permanecen cronicamente por debajo de 20 nmol/ml (10ng/ml) el esqueleto es el primer
organo que muestra signos de deficiencia.

Vitamina D y mineralizacién 0sea

Como ya se mencion0, la 25(OH)D es una pro-hormona liposoluble conocida por su
efecto en el hueso y por su papel determinante en la absorcién y utilizaciéon de Ca**.l*!
Estudios iniciales reportaron que el raquitismo podia prevenirse a través de la radiacion
con luz UV, esta capacidad de producir suficientes cantidades de Vit D3 mediante la
exposicidn al sol indica que ésta no es una vitamina propiamente. Ahora se conoce que
la Vit D es metabolizada como la hormona esteroidea: 1,25 hidroxivitamina D3

1,25(0OH)2D3 o calcitriol.

La importancia del 1,25(0OH)2D es justamente la de mantener la mineralizacién del
hueso transportando el Ca™ y fosforo del intestino a la circulacion general y permitiendo
asi la mineralizacion pasiva de la matriz del hueso. Al presentarse bajas
concentraciones de Ca'" sérico, la activacion de los mecanismos celulares favorecen la
salida del Ca™ del hueso al compartimiento extracelular de estos minerales y por
consecuencia la desmineralizacion del hueso; de esta forma se explica de forma clara,
que la deficiencia de esta vitamina contribuye a los padecimientos en las que la
mineralizacion del hueso es deficiente como son la osteoporosis (OP), osteomalacia y

raquitismo.?*

El sistema endocrino de 25(0H)D ayuda a mantener las concentraciones de Ca'"
extracellular a través de su accion en rifion, huesos, hormona paratiroidea e intestino.
La 1,25(0OH)2D; sintetizada en el rifion (tubulos proximales) induce la absorcién
intestinal de Ca'", controla la remodelacion 6sea y suprime la funcion de la PTH, estos

efectos logran mantener la homeostasis del Ca**.[%?

Calcitriol
La funcion mas importante del calcitriol es la de mantener el Ca™ en concentraciones

adecuadas para facilitar diversas funciones metabdlicas, la trasduccion de sefales y la

10

r—t—
et



25(0OH)D, DMO y polimorfismos

actividad neuromuscular. Estas funciones las lleva a cabo interactuando con su
receptor, en el intestino delgado. La 1,25(OH)2D3, favorece su ingreso actuando en el
canal epitelial del Ca™ y otras proteinas que facilitan el movimiento del dicho nutrimento
por el citoplasma y hasta la circulacion general. Asi mismo, ayuda a la absorcion del
fésforo en el intestino delgado.”®

Cuando hay deficiencia de calcitriol Gnicamente se absorbe del 10 al 15% del Ca™" de la
dieta y en concentraciones adecuadas, hasta un 40%. En condiciones como la
lactancia, el embarazo y crecimiento, se incrementan las concentraciones circulantes de
1,25 (OH)2 Ds favoreciendo la eficiencia de absorciéon del Ca™ intestinal hasta el 80%.
Cuando el Ca™ en la dieta no es suficiente para cubrir los requerimientos diarios de
este mineral, la 1,25(OH)2D3 interactia con los receptores de vitamina D de los
osteoblastos induciendo la maduracién de los osteoclastos para que inicien la resorcion
6sea y asi extraer Ca™ dseo y distribuirlo a través de la circulacién. Adicionalmente la
1,25(0H)2D; tiene otros efectos directos sobre los osteoblastos, incrementando la
expresion de la fosfatasa alcalina 6sea, osteocalcina, osteonectina, osteoprogeretina y

una gran variedad de citocinas.??”

Acciones no clésicas de 25(0OH) D

Una gran cantidad de publicaciones derivadas de estudios genéticos, nutricionales y
epidemioldgicos enlazan el sistema endocrino de la vitamina D con hipertension arterial,
desérdenes miopdticos, proclividad a infecciones, trastornos autoinmunes y cancer. La
proliferacion clonal de células leucémicas se ve inhibida y promovida su diferenciacion
por la 1,25(0OH)2D3;. En estudios epidemioldgicos se ha demostrado asociacion entre la
deficiencia de 25(OH)D y cancer de préstata, mama y colon. La apoptosis inducida por
la 1,25(0OH)2D3; contribuye significativamente a la supresion de crecimiento en
desérdenes hiperproliferativos. En estudios celulares se muestra que el sistema
constituido por la 1,25(0OH)2D3 y el gen del receptor de la Vitamina D (VDR) secuestra
células cancerosas a través de multiples mecanismos, asi mismo la produccion de

1,25(0OH)2D3 disminuye la progresién de células malignas en cancer de prostata. %2

11
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Controles hormonales de metabolismo 6seo

La hormona paratiroidea (PTH) representa un potente mecanismo para el control de las
concentraciones extracelulares de calcio y fosfato al regular la absorcidn intestinal, la
excrecion renal y el intercambio de estos iones entre el liquido extracelular y el hueso.
El exceso de actividad de la glandula paratiroides causa liberacion rapida de sales de
calcio en los huesos, con la consiguiente hipercalcemia en el liquido extracelular; por el

contrario su hipofuncién da lugar a hipocalcemia y a menudo tetania.*”

La PTH parece tener dos efectos sobre el hueso que provocan absorcion de Ca™" y
fosfato. Uno es una fase rapida que se inicia en minutos y aumenta progresivamente
durante varias horas; esta fase es el resultado de la activacion de las células 6seas ya
existentes (principalmente los osteocitos) para provocar la absorcién de Ca'™ y de
fosfato. La segunda fase es mucho mas lenta y requiere para su pleno desarrollo varios
dias o incluso semanas y es el resultado de la proliferacion de osteoclastos seguida de
un gran aumento de la reabsorcion del propio hueso, no meramente de sales de fosfato

célcico del hueso.?”

El hueso contiene tales cantidades del Ca™, comparado con la cantidad total en todos
los liquidos extracelulares, que incluso cuando la PTH causa una gran elevacion de la
concentracion de Ca*™ en los liquidos, es imposible discernir ningiin efecto inmediato
sobre los huesos. La secrecién prolongada de PTH finalmente tiene como
consecuencia una reabsorcion 6sea muy evidente en todos los huesos e incluso el

desarrollo de grandes cavidades llenas de grandes osteoclastos multinucleados.*”

Una minima disminuciéon de la concentraciéon de Ca*" i6nico en el liquido extracelular
hace que las glandulas paratiroides aumenten en minutos su tasa de excrecion; si la
concentracion de Ca' se mantiene disminuida , las glandulas se hipertrofian hasta
alcanzar en ocasiones un tamafo cinco veces mayor. Por otra parte, cualquier
situacion que eleve la concentracién de Ca’" ionico disminuye la actividad y reduce el

tamafio de las paratiroides. Entre estas situaciones figuran:
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1. Cantidades de Ca"" excesivas en la dieta.
2. Aumento del contenido dietético de Vitamina D.

3. Reabsorcion de hueso causado por factores ajenos a la PTH.?

Calcitonina

Hormona peptidica secretada por la glandula tiroides cuyo efecto es disminuir las
concentraciones plasmaticas de Ca'"; en general, da lugar a efectos opuestos a la PTH.
No obstante, desde el punto de vista cuantitativo, el papel que desempefia la calcitonina
es mucho menor que el de la PTH en lo relativo a la regulacién de la concentracion del

ion Ca*™*.?%

El principal estimulo para la secrecion de calcitonina es el aumento en la concentracion
plasmatica de Ca™ i6nico. Es lo contrario de lo que ocurre con la secrecion de PTH
que aumenta al disminuir la concentracion de Ca'". Esta hormona tiene también
efectos menos importantes sobre el Ca™ en los tibulos renales y en el intestino. Los
efectos son opuestos a los de la PTH pero cuantitativamente parecen tener poca

importancia.l*”!

Fuentes dietéticas y recomendaciones

Las fuentes principales de vitamina D en los alimentos son de origen animal como el
aceite de pescado (salmén y macarela) y el aceite de higado de pescado (bacalao). La
vitamina D también puede obtenerse a través de los productos adicionados con esta

vitamina (lacteos primordialmente leche y yogurt, cereales, pan y jugo de naranja).

La recomendacién de consumo dietético de vitamina D en la actualidad en nuestro pais

estd basada en las recomendaciones de la National Academy of Science del afio 2000:

e Lactantes - adultos (31 a 50 afios) 5 pg / dia (200 UI).
e 51-70 afios 10 ug / dia (400 UI).
* > 70 afios 15 g / dia (600 UI).1**
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Después de que se establecieron estas recomendaciones se ha relacionado a la
25(0OH)D en mas funciones metabdlicas tanto endocrinas como autdcrinas. Se ha
observado que concentraciones entre 20 y 29 nmol/L pueden prevenir raquitismo, sin
embargo son necesarias concentraciones entre 70 y 80 nmol/L para otras funciones
incluyendo la prevencién de OP y enfermedades cardiovasculares.”” De acuerdo con
el informe de Heaney, la concentracién de 25(OH)D en suero que se requiere para
optimizar todas las funciones relacionadas con esta vitamina es de 32-48 ng/mL (80-
120 nmol/L). 2%

Osteoporosis
La OP es la enfermedad metabdlica 6sea mas comun, que afecta 200 millones de

individuos a escala mundial.®

Se define como la disminucion de la DMO vy la
presencia de cambios degenerativos en la micro arquitectura del tejido 6seo y
consecuentemente un incremento en el riesgo de fracturas. Este riesgo se define
parcialmente por las caracteristicas del hueso, sin embargo, también es necesario
considerar indicadores antropométricos y fisiolégicos que también lo incrementan, asi

como la funcién cognitiva, composicién corporal, talla y fuerza muscular.?”

La fractura de cadera es la consecuencia mas seria de la osteoporosis; este tipo de
fractura se asocia a un 12 - 24% de mortalidad en mujeres y un 30% de mortalidad en
hombres en el primer afio de la fractura.”® 2 En México, el riesgo de fractura de
cadera en mayores de 50 afios se estima de 8% en mujeres y 3.8% en hombres.!? %%
Johansson et al informé que, de acuerdo con los cambios demograficos estimados para
el 2050, el nimero de fracturas de cadera en México se incrementara de 29,732 (2005)
a 155,874 en el 2050. *Y Los pacientes con fracturas osteoporéticas tienen un riesgo
cuatro veces mayor de presentar una nueva fractura a comparacion de los pacientes
gque no han tenido fracturas previas. Ademas, pacientes con fracturas vertebrales
tienen un riesgo de 2 a 4 veces mayor de desarrollar fractura de cadera en un periodo

de 4 afios.®?
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Después de los 50 afios de edad, existe un aumento exponencial en la aparicién de
fracturas del 40% en mujeres y 13% en hombres, siendo de éstas una o mas fracturas
osteopordticas, con localizaciones mas frecuente en la cadera, mufieca y vertebral./?®
En México una de cada doce mujeres y uno de cada 20 hombres tendra una fractura de
cadera después de los 50 afios y en el caso de las fracturas vertebrales se ha reportado

(33]

una prevalencia del 19.5% de las mujeres y el 9.8% de hombres. El costo directo

del tratamiento hospitalario de las fracturas de cadera en el 2006 en México fue mayor

a 1.237 millones de pesos. *¥

La fragilidad 6sea puede ser resultado de mudltiples factores: 1) Falla para producir
hueso de masa Optima durante el crecimiento; 2) Resorcion 6sea excesiva que lleva a
una disminucion en la masa 0sea y deterioro de la microarquitectura del hueso; y 3)
Respuesta de formacion inadecuada al aumento en la resorcibn durante el

remodelamiento 6seo.®

Algunos aspectos de la OP presentan gran influencia genética. Esto se puede deducir,
por ejemplo, del analisis de estudios epidemiolégicos que han demostrado que en
mujeres, una historia familiar materna de fractura se relaciona positivamente con riesgo
recurrente de fracturas. La heredabilidad de esta enfermedad se estima alta,

alcanzando un 50 - 80%.%"!

Factores asociados

Las concentraciones de calcio, fésforo y vitamina D son importantes para la
mineralizaciéon y formacién de hueso, asi como la hormona paratiroidea (PTH), la cual
estimula la formacion 6sea. Mientras que, el estrégeno, los moduladores del receptor
de estroégeno, la calcitonina y los bifosfonatos inhiben la resorcibn 6sea. También,
ciertos factores locales en hueso afectan la regulacion de su formacion y resorcion,
como las prostaglandinas, interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-11), factor de necrosis tumoral
(TNF), factores de crecimiento similares a insulina y factor de crecimiento de

transformacion (TGF).®
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La heterogeneidad de la osteoporosis se debe no so6lo a las diferencias en la
produccion de reguladores sistémicos o locales, sino también a los cambios en los
receptores, en los mecanismos de transduccion, los factores de transcripcion nuclear y
las enzimas que producen o inactivan reguladores locales. La identificacion de estos
mecanismos reguladores ligados a la osteoporosis ha conducido a la realizacion de
diversos estudios genéticos.*® Un estudio realizado en Australia incorpora en modelos
pronésticos para riesgo de fractura basados en factores de riesgo clinicos el genotipo
COLIAL, con lo que concluye que el desarrollo de examenes genéticos es efectivo para
identificar el riesgo absoluto individual de fractura, y con el conocimiento del mismo,
conducir a un cambio en el estilo de vida del paciente o el uso de medicamentos para

disminuir este riesgo ™"

Nuestra capacidad para predecir qué pacientes son mas proclives a presentar fracturas
es limitada e incompleta. La evaluacion de la densidad mineral ésea (DMO) vy la
determinacién de factores de riesgo aun no es lo suficientemente precisa para
identificar pacientes que eventualmente presentaran fracturas, algunos de estos

factores de riesgo podrian ser genéticos.®®

Aspectos genéticos

El concepto de enfermedad “genética” ha evolucionado sustancialmente en las ultimas
décadas. Esto se debe no solamente a los recientes hallazgos en la naturaleza
hereditaria de las enfermedades, sino también a la disponibilidad de nuevos métodos
para identificar y caracterizar factores genéticos, que predisponen a la enfermedad. La
importancia de conocer en dichos factores genéticos propone dos posibilidades: a)
determinar un “perfil de riesgo” en etapas muy tempranas de la enfermedad, a través de
técnicas genéticas moleculares, aun antes de que se presenten signos clinicos y b)
disefiar estrategias de intervencion terapéutica basadas en el conocimiento a escala

molecular de la accién que generan las proteinas involucradas.”

Algunas enfermedades como la diabetes mellitus, hipertension, asma y OP ocurren en

un 5-59% de la poblacion afiosa. A diferencia de las enfermedades de componente
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exclusivamente genético (padecimientos monogénicos), estas enfermedades
prevalentes, tienen una naturaleza multifactorial (con interaccion entre genes y
ambiente), son multigénicas (varios genes involucrados) y usualmente se presentan a

edades tardias con manifestaciones clinicas variables.?”!

Considerando el incremento en la expectativa de vida en hombres y mujeres en nuestra
sociedad, éstas se incrementaran aun mas, por lo que la busqueda de genes

27 | os

responsables se ha convertido en una prioridad en la investigacion clinica.
estudios realizados en gemelos y familias sugieren que la masa 0sea esta regulada por
varios genes.® %% Ademas, en estudios similares se ha comprobado el impacto de los
efectos genéticos en otros determinantes del riesgo de fractura como la edad de la
menopausia, algunas variantes geométricas en el cuello del fémur, ultrasonido
cuantitativo, fuerza muscular, indice de masa corporal y marcadores de recambio

6seo.l0

Factores ambientales, tales como la dieta y el estilo de vida influyen en la densidad
mineral 6sea, sin embargo, se estima que el fondo genético explica del 40 a 80% de la

variabilidad interindividual de la masa 6sea.*”

Se han utilizado diferentes tipos de
estudios para identificar los genes responsables de la variacion de la DMO vy del riesgo
de fractura tales como estudios de ligamiento tanto en humanos como en animales, con
los cuales se han identificado Loci de caracteristicas cuantitativas (QTL) con lo que se

vio que esta variacién era dependiente del sitio y especifico para sexo.*”!

Uno de los primeros descubrimientos en la genética de enfermedades complejas estuvo
relacionado con la OP. Uno de los grupos involucrados concluyeron que la variacion
alélica del gen del receptor de Vitamina D (VDR) explicaba el 75% de la variabilidad de
la DMO. Este fue un estudio relativamente pequeiio (125 pares de gemelos y 311
mujeres no relacionadas) enfocado Unicamente a un cambio en la regién G3A
(rs1544410) detectando un polimorfismo mediante la enzima de restriccion Bsml en el

intron 8. Este estudio fue publicado en la revista Nature en 1994. Mas adelante se
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encontraron errores de genotipificacion en este estudio y los resultados se modificaron.

Sin embargo, el gen VDR continué figurando en los estudios de osteoporosis.®

En términos moleculares, la existencia de heredabilidad considerable para DMO como
fenotipo significa que existen genes de “densidad Osea”, variantes que resultaran en
grados de DMO diferentes entre individuos. Ya que estos genes generan variaciones
cuantitativas, se refieren como loci de caracteres cuantitativos (QTLs). A partir de lo
gue sabemos de los cambios que pueden ocurrir en la DMO a través del tiempo, estas
diferencias pueden ser aparentes en diferentes formas: masa 0sea pico o diferencias en
las tasas de pérdida 6sea en edades avanzadas. Adicional a esto, la expresion de
influencia genética en la DMO puede ser diferente en periodos de recambio G6seo

elevado como lo es la pubertad y menopausia. 2

Los estimados de heredabilidad de la osteoporosis dejan lugar a la consideracion de
factores ambientales que puedan modificar esta predisposicion genética. Algunas
interacciones gen-ambiente incluyen la dieta, ejercicio y exposicion a la luz solar. Los
factores ambientales tienden a cambiar durante los diferentes periodos de la vida, lo
cual puede resultar en diferentes “grados de expresion” de la susceptibilidad genética.
Tomando todo esto en cuenta, resulta evidente que la osteoporosis esta considerada
como una patologia de asociaciones genéticas compleja. Este caracter complejo se
comparte con otras patologias asociadas con la edad como la osteoartritis, OP vy
raquitismo. Los factores genéticos seran transmitidos de generacion en generacion
pero la expresion fenotipica dependerd de la interaccidbn de variantes genéticas y

factores ambientales. 7!

Otros de los métodos de estudio utilizados son los de expresion genética y de genes
candidatos.*” Se han propuesto genes candidatos relacionados con la salud 6sea, sin
embargo, la mayoria de los genes que contribuyen a la susceptibilidad para desarrollar
osteoporosis, ain se encuentran por aclarar.*y! Los mas estudiados han sido el gen
receptor de la vitamina D (VDR), el gen del colageno tipo | alfa 1 (COLIAL) y el gen

receptor de estrégeno (ER), ésto basado en el conocimiento del metabolismo 6seo.”
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En poblacion mexicana especificamente, se han estudiado las asociaciones de los
polimorfismos del gen del receptor de estrégeno a “? y del gen de la Interleucina-6 1*!
con la OP. En el primero, se demostré que la presencia del alelo G en el polimorfismo
G2014A de este gen predispone a OP 2. Mientras que en el segundo estudio, se
asocié al alelo C del polimorfismo de un solo nucleétido C-174G y el alelo A3 del
polimorfismo CA estan asociados con la DMO de mexicanos.**!

Tabla 2. Genes implicados en le presencia de osteoporosis. 4

GEN PRODUCTO GENICO LOCALIZACION
M-CSF Factor de estimulacion de colonias de 1p21-P13
macréfagos
BGLAP Osteocalcina 1925
IL-1 Interleucina 1 2p13
TGFa Factor de Necrosis Tumoral a 2p13
CASR Receptor sensible a Ca++ 3021-24
AHSG Glicoproteina a2HS 3927
FGF Factor de crecimiento de fibroblastos 4921
SPP1 Osteopontina 4921
SPOCK Osteonectina 5q31
IL-13 Interleucina 13 5931
IL-4 Interleucina 4 5031.1
ESRa Receptor de Estrégeno a 6025.1
IL-6 Interleucina 6 7p21
CALCAR Receptor de Calcitonina 7921.3
COLIA2 Colagena tipo 1a2 70922
PDFG Factor de crecimiento derivado de 70922
plaguetas
PTH Hormona paratiroidea 11p15
CT(CPRG) Calcitonina 11p15.1-2
VDR Receptor de Vitamina D 1213
INF y Interferén y 12q14
COLIAL Colagena tipo 1a1 17922
ApoE Apolipoproteina E 19913
TGF-R1 Factor de crecimiento transformante 31 19913
IL-11 Interleucina 11 19913.3-q13.4

19

——

et



25(0OH)D, DMO y polimorfismos

Gen del receptor de vitamina D

Uno de los primeros genes estudiados con relacion a la OP es el gen receptor de
Vitamina D (VDR), sobre todo empleando las enzimas de restriccion Bsml, Apal y Taq|l,
en el intron8/exon9 en el extremo 3’ del gen. Morrison et al, informaron que el Bsml en
el dltimo intron del gen VDR se relaciona con concentraciones de osteocalcina y
subsecuentemente con DMO en un estudio de gemelos y en mujeres
postmenopausicas. En la dltima década se han publicado numerosos estudios
evaluando el efecto del gen VDR en la DMO con marcadores como DXA, frecuencia de
fracturas y concentraciones de Vitamina D y PTH entre otras. Asi mismo se han
evaluado las frecuencias alélicas de los polimorfismos de dicho gen encontrando

diferencias significativas entre poblaciones. 2"

Uno de los polimorfismos descritos en este gen consiste en la transicion (C->T) la cual
condiciona la formacion de un codon alterno para el inicio de la trascripcién (ATG), esto
ocurre a tres nucleétidos de distancia del codon de inicio original. Este tipo de
polimorfismos puede ser identificado mediante la técnica de RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphic) usando para este fin la enzima de restriccion Fok 1.
Este cambio puede identificarse también mediante PCR en tiempo real. Existen otros
polimorfismos tipo Single Nucleotide Polimorfism (SNP), o de cambios en una sola base

nitrogenada, que se han analizado con relacion a la presencia de OP 5%

Dentro de los estudios reportados en la literatura cientifica, Kubota M, describi6 en el
2002 que en poblacion japonesa, el polimorfismo M del gen VDR se asocio
significativamente con la presencia de osteoporosis en mujeres premenopausicas, en el
2003 se publica que dicha asociacion no se encuentra en hombres por lo que se
sugiere el analisis a partir de haplotipos para encontrar efectos clinicos mas evidentes.
Mas adelante, en el 2004, se publica un metanalisis que concluye que el alelo B del gen
se asocia con la DMO en columna y que al parecer el modelo responde a la modalidad
recesiva. Ferrari SL en 2005 publica que el gen presenta interacciones con elementos
no genéticos como el consumo de Ca' y los estrogenos lo cuales tienen efectos

moduladores en la DMO, en el mismo afio Bandrés E en Espafia reporta que aquellos
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pacientes con el polimorfismo FF alcanzaron los valores mas altos de DMO entre
mujeres postmenopausicas. Mas tadelante (2006) Zajickova K y colaboradores
publican que existe una asociacion importante entre los valores de 25(OH)D y dicho
gen en mujeres caucasicas postmenopausicas. Finalmente en el 2008 se publica una
fuerte asociacion entre el alelo F del gen VDR y la presencia de raquitismo en nifios del
Medio Oriente asi como una concentracién menor de Vitamina D. (Tabla 3)

Polimorfismos génicos asociados a OP

Todas las estrategias analiticas para localizar los “genes de la osteoporosis” estan
basadas en la observacion de que la secuencia genémica del DNA entre dos individuos
no es la misma y que tendra diferencias en ciertas posiciones especificas a lo largo del
genoma. Aunado a ésto, la codificacion y regulacién de regiones en numerosos genes
ha sido analizada para encontrar polimorfismos de nucle6tidos. A partir de este
enfoque, se ha estimado que existe en promedio una variante en cada 500pp. La clave
en el andlisis genético de regiones complejas es hallar aquellas que generan efectos

importantes.?”!

Se conoce como polimorfismos a aquellos cambios en las pares de bases del genoma.
Para que se considere polimorfismo, la frecuencia de este cambio tiene que ser mayor
al 1% en la poblacion, de lo contrario se consideraria s6lo mutacién. Estos pueden ser
de alta o baja penetrancia, los de baja penetancia se presentan en la poblacion con
mayor frecuencia e influyen en el riesgo a desarrollar una enfermedad, es decir,
confieren susceptibilidad genética a la enfermedad pero a menudo requieren de una

exposicion ambiental para que se presente.®

Los polimorfismos mas frecuentes son los de un sélo nucleotido (SNP), otros tipos son
los de repeticiones de una secuencia corta o deleciones o inserciones de secuencias
cortas de nucleétidos. Las manifestaciones de estos polimorfismos dependen del locus
donde ocurra, se pueden presentar en una zona codificante, en donde pueden modificar
la actividad o funcion de la proteina, también en zonas del promotor de un gen o en un

intron 'y modificar su expresibn o bien que estos cambios sean silentes sin
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repercusiones funcionales. Los polimorfismos funcionales son los utilizados en los
andlisis de asociacion para establecer si existe relacion entre el gen candidato y la
enfermedad.®Y Algunas de las variantes en las secuencias seran Unicamente
polimorficas, mientras otras presentaran consecuencias funcionales. Los polimorfismos
funcionales son los que se consideran de interés para futuras evaluaciones en analisis
de asociacion, para establecer si el gen candidato esté relacionado clinicamente con la

presencia de osteoporosis.?”

Polimorfismos del gen VDR

Muchas variaciones alélicas o polimorfismos del gen VDR del cromosoma 12 ocurren
naturalmente en la poblacién humana, con diferencias importantes entre razas y grupos
étnicos. Su expresion se asocia con disminucion en la densidad mineral Osea,
propension al hiperparatiroidismo, resistencia a la terapia con Vit D y susceptibilidad a
infecciones, enfermedades autoinmunes y cancer. El polimorfismo mas frecuentemente
estudiado se localiza en el intron que separa el exon 8 y 9 y se identifica mediante las
enzimas de restriccion: Bmsl, Apal, and Taql. En la mayoria de los estudios
epidemioldgicos, se han encontrado correlaciones entre un polimorfismo especifico y la
variable fisiolégica de interés. Estas son limitaciones importantes que dejan abierta la
posibilidad de que las correlaciones observadas puedan ser debidas a otro sitio cercano

0 a otro gen. 12252

Se han publicado diversos estudios desde 2001 determinando las diferentes
frecuencias alélicas en diferentes poblaciones (Tabla 2) Hasta el momento estos
polimorfismos no han sido estudiados en nuestra poblacion y desconocemos la

frecuencia de presentacion de polimorfismos del gen VDR.
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Tabla 3. Frecuencias alélicas del gen VDR en diversas poblaciones

POBLACION FRECUENCIAS ALELICAS
Republica Checa™ UU 75%, Uu 23%, uu 1.8%
Espafia® FF 46.7%, Ff 43.3%, ff 10%
Japont™ Bb 73.8%, Bb 24.6%, BB 1.6%,
MM 15.1%, Mm 51.6%, mm 33.3%
China®® Han Bb 91.36%, Bb 8.64%, BB 0%
Uygur bb 74%, Bb 18%, BB 74%
China®"! Han bb 90.5%, Bb 9.5% , BB 0%
Kazak 38.1%, Bb 55.56%, BB 6.35%

Acciones del sistema 1,25(0OH)D-VDR

La mayoria de las funciones del calcitriol estan mediadas por el VDR, el cual se localiza
en tejido implicados con la homeostasis del calcio como el intestino, células similares a
osteoblasto, paratiroides y rifndn. Ademas también se localiza en otros tejidos como la

epidermis, mdsculo, pancreas, 6rganos reproductores y sistema hematopoyético.®

El VDR parece ser producto de un uanico gen localizado en cromosoma 12q13-14, el
cual codifica un péptido de 427 aminoacidos y contiene 8 exones y varias regiones no
codificadoras en la posiciéon 5. Los polimorfismos que mas frecuentemente se han
estudiado estén localizados en el intron que separa los exones 8 y 9 y que fueron
definidos por las enzimas de restriccién Bmsl, Apal y Taql.*® Estos polimorfismos en
las regiones no codificadoras, aunque no alteran la estructura final del receptor, si
pueden alterar su funcionalidad. Pertenece a la super-familia de receptores
esteroideos/tiroideos y es un factor de transcripcion ligando-inducido. Cuando se une
con calcitriol interacttia con el DNA de los genes respondedores de 1,25(OH)D
regulando su tasa de transcripcién e inhibiendo simultaneamente a la del gen de la
PTH.[SZ' 58]

Cuando existe una disminucion de calcio en suero se estimulan los genes reguladores
de VDR en el intestino y hueso lo que lleva a 1) Promover la absorcion intestinal de

calcio y fésforo y 2) liberar calcio y fésforo de la fase mineral del hueso.!®”
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Tabla 4. Revision de la asociacion del gen VDR con DMO
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Meta-analisis GWAS con 150 genes
candidatos 19,195 sujetos. No
asociacion de fracturas con VDR.

Meta-analisis 26242 sujetos, sin
asociacion con fracturas vertebrales

Contribucion del gen a la DMO < 3%

Frecuencia alélica alelo F mayor en
nifios con raquitismo (p <0.05)
Genotipo BB asociado con menores
concentraciones de 25-OH D en
raquitismo.

Genotipo ff menor DMO lumbar por
DXA y por QUS (P < 0.001).
Concentraciones de osteocalcina
mayores en ff y Ff. Fokl contribuye en
el recambio de masa 6sea en pre y
postmenopausicas

Polimorfismo de COL1ALl interacciona
con VDR.

Polimorfismo VDR IVS8+443G>A
asociado con coentraciones de 250H
D3 en mujeres caucasicas
postmenopausicas.

RR para DMO fue de 3.14 para Fokl y
2.44 para Bsml. Asociados con DMO
de antebrazo y columna lumbar.

Polimorfismos de SNPasociados.

La variacion de la DMO en columna y
antebrazo relacionado con gen VDR
mas que las concentraciones de
25(0OH)D en individuos con
hipovitaminosis.

El gen VDR no demostro influencia en
la DMO o recambio 6seo en mujeres
caucésicas con consumo adecuado
de Ca™.

Relacién significativa entre DMO vy el
alelo T del Tagl del gen VDR. Los
genotipos aa, bb, TT del gen VDR
ocurren con mayor frecuencia en
poblacion polaca con osteoporosis.
VDR-Apal, no mostré asociacion con
la DMO.

Los sujetos con FF del gen VDR
presentaron los valores mas altos de
DMO vy los ff los valores mas bajos.
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VDR-Bsml no se asocio6 con la
DMO.EI determinante méas fuerte de
DMO fue el polimorfismo Fokl.

El gen VDR mostré interaccion con
factores no genéticos moduladores de
la DMO como estrégenos o ingesta de
calcio.

El alelo B del gen VDR se asoci6 con
incremento en la severidad de
osteofitosis. Interaccién entre el peso
al nacimiento para riesgo de
osteofitosis en hombres.(p 0.04).

DMO sin asociacién con VDR

No se encontrd asociacion entre los
polimorfismos del gen VDR y DMO.

Alelo B asociado significativamente
con la DMO en columna.

Ninguno de los polimorfismos del gen
VDR mostré asociacion con fractura.

Mayor frecuencia de Bsml en mujeres
con OP

El genotipo Fokl FF no se asocio a
OP.

No se encontré asociacion con el gen
VDR no COL1A con la incidencia de
osteoporosis, concentraciones de
fosfatasa alcalina y estradiol.

——

25

et


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20%0d%0aAspects%20Med.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20%0d%0aRheumatol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Calcif%20%0d%0aTissue%20Int.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Int%20J%20%0d%0aEpidemiol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Bone%20%0d%0aMiner%20Res.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Kidney%20Int%0d%0a%20Suppl.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Hum%20Biol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Calcif%20%0d%0aTissue%20Int.');

25(0OH)D, DMO y polimorfismos

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

A través de la revision de la literatura médica es evidente que la deficiencia de 25(OH)D
es determinante en el desarrollo de enfermedades del hueso en todas las etapas de la
vida: se asocia a raquitismo en los nifios, osteomalacia en los adultos y OP en los
adultos mayores. El raquitismo y la osteomalacia son trastornos que especificamente
cursan con un defecto en la mineralizacion de la matriz organica del esqueleto, mientras
que la OP se caracteriza por la pérdida sostenida de la densidad mineral 6sea con
alteraciones en su micro arquitectura, cuya consecuencia son las fracturas por fragilidad

que se asocian a una morbilidad, mortalidad y costos de tratamiento elevados.®!

En la actualidad en México las fracturas por fragilidad, consecuencia mas temible de la
osteoporosis representan un problema de salud publica solo parcialmente reconocido.
La prevalecia de fracturas de vertebra es alta (19.5% en mujeres y cerca del 10% en
hombres) y la incidencia de las fracturas de cadera va en aumento de forma importante
y paralela al crecimiento y envejecimiento de nuestra poblacién. En un estudio reciente
se reporta que en el periodo de 2000 a 2006 el incremento en la fractura de cadera fue
del 28%, y las proyecciones de nuestro pais para el afio 2050 nos refieren que este tipo
de fractura aumentara en mas del 400% para el afio 2050 (de 29,732 a 155, 874) por
afio ¥ El costo directo del tratamiento hospitalario de este tipo de fractura, que en el
afio 2006 en México se estimé de 1.237 millones de pesos se incrementara para el
2025 en un 211% para una cifra estimada de 2.6 millones de pesos y se elevara a 4.5

millones de pesos para el 2050.2%

La 25(OH)D tiene un papel predominante en la fisiopatologia de la salud del hueso y se
encuentra también involucrada en la regulacion de expresion de genes, en el proceso
de proliferacion diferenciacion y apoptosis de aspectos de inmunidad primaria y
adquirida y procesos de inflamacion crénica a nivel celular. Por lo tanto, su deficiencia
repercute tanto en el hueso como en otras patologias en las que actualmente se estudia
el impacto de su deficiencia como son las enfermedades cronicas como hipertension,

diabetes y algunos tipos de cancer.
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En nuestro pais, se cuenta con pocos estudios que describan la prevalencia de esta
deficiencia en diversos grupos de poblacién, asi como el componente genético
asociado a la presencia de osteoporosis. El profundizar en el estudio de la vitamina D y
conducir mas investigacion en estos aspectos permitira en un futuro tener la suficiente
evidencia cientifica para realizar estrategias de prevencién en grupos vulnerables y
recomendaciones sobre la suplementacion éptima de esta vitamina para nuestra
poblacidn en caso necesario Por esta razon este proyecto de investigacion esta
orientado a conocer las concentraciones de 25 (OH) vitamina D en una muestra amplia
de mexicanos clinicamente sanos con diferentes grupos de edad, ademas de buscar en
un subgrupo de esta muestra la exploracion de alguna asociacion genética a través de

los polimorfismos de vitamina D.
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METODOLOGIA

Este proyecto aborda dos aspectos relacionados con la vitamina D en nuestra poblacion
mexicana: El primero se relaciona con el estatus de la vitamina D (los niveles de
concentracion de la 25(OH)D) y el objetivo es definir la prevalencia de deficiencia e
insuficiencia de 25(OH)D, de acuerdo a puntos de corte internacionales y su asociacion
con la densidad mineral osea (DMO), para lo cual se realiz6 un estudio transversal
analitico en una muestra amplia de poblacion de voluntarios clinicamente sanos. El
segundo objetivo se relaciona con las frecuencias alélicas especificas del gen VDR
para lo cual se eligio el disefio de casos y controles con una submuestra de pacientes

con osteoporosis.

El reclutamiento de voluntarios del proyecto de 25(OH)D se realiz6 en el Centro de
Investigaciones Médicas de la Universidad Autonoma del Estado de México (CICMED)
en colaboracion con la clinica Osteosol. Los casos y controles para el estudio genético
se reclutaron en el Instituto Nacional de Rehabilitacion en el Area de Densitometria y

las muestras fueron procesadas en la Unidad de genética del instituto.

Reclutamiento de Participantes

Para la determinacion de 25(OH)D las muestras sanguineas se obtuvieron en el CICMED.
Se realiz6 una convocatoria a empleados y familiares de escuelas secundarias y
preparatorias del Estado de México y centros de retiro para aquellos mayores de 60 afios.
La muestra de mujeres para el estudio genético, se recluté en la Clinica de Osteoporosis

del Instituto Nacional de Rehabilitacion.

Previa explicacion de los objetivos y la firma del consentimiento informado, se aplicaron
los cuestionarios que fueron disefiados para este estudio, se realizo la densitometria 0sea
y posteriormente se obtuvieron las muestras sanguineas para la determinacion de los
examenes de laboratorio (Calcio, Fésforo, PTH, Fosfatasa Alcalina y 25(0OH)D) para los
reclutados en el CICMED Yy polimorfismos del gen VDR para los participantes reclutados
en el INR.
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El personal de ambos centros estaban capacitados para la extraccion y cuidado de las
muestras bioldgicas, la coordinadora del estudio realizd la obtencion de suero, refrigerado
y transporte de las muestras. La persona responsable de realizar la densitometria estaba
capacitada para la utilizacion de este equipo el cual se calibraba diariamente y cumplio a

su vez con todas las especificaciones para la realizacion de esta prueba.
Todos los datos fueron vaciados en una base de datos (SPSS v17) para su analisis.

Cuestionarios aplicables:

Los cuestionarios que se utilizaron en este estudio fueron disefiados utilizando reactivos
de cuestionarios validados en nuestra poblacion. Este instrumento incluye variables
demograficas, socioecondmicas, historia familiar de enfermedades cronico degenerativas,
historia personal de enfermedades, frecuencia de alimentos, ejercicio y estilos de vida
(tabaquismo, alcoholismo, uso de medicamentos, exposicion al sol, color de piel y

antecedentes gineco-obstétricos).

La experiencia en los afios previos permite documentar que la informacion recolectada
por medio de estos instrumentos es de buena calidad, con mas del 98% de respuesta
en los reactivos de distintas secciones.’®? La aplicacién de este cuestionario a los
sujetos del estudio fue realizada por cuatro entrevistadoras que se encontraron
capacitadas para la aplicacion del mismo. Una copia de este cuestionario puede verse en

el anexo 1

Estudios clinicos y de gabinete

La determinacion de los cambios en la densidad mineral 6sea y su monitoreo se
realizaron con la técnica de absorciometria dual de rayos X (DXA) considerada el
estandar de oro, debido a su precision, sensibilidad y dosis bajas de radiacion. Esta se
utiliza para medir la densidad mineral 6sea (DMO) de la espina lumbar, cadera, cuerpo
total y brazo. Su utilidad radica en que se puede conocer el contenido de Ca™ en el
hueso formando parte de los cristales de hidroxiapatita y establecer el riesgo de

fracturas y es util para el seguimiento de los pacientes con pérdida de hueso.
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Utilizando esta técnica con error de precision menor de 2% y las facilidades logisticas
para las mediciones lo convierten en un procedimiento de gran utilidad para estudios a
gran escala. Los criterios que definen la osteoporosis y la masa 6sea baja son los
publicados por la OMS en 1994, [61 63641

Se utilizaron los valores de referencia de poblacién hispanica ajustadas por sexo y
edad. Para aquellos voluntarios menores de 50 afios de edad se utilizé el puntaje Z y
se definid masa Osea baja para la edad cuando presentaban valores inferiores a -
2.0SD, de acuerdo a la Sociedad Internacional de Densitometria Clinica®?. Para
voluntarios mayores a 50 afios se utilizé el puntaje T, definiendo osteopenia cuando el
valor se encontrara entre -1 y -2.5 SD y osteoporosis cuando fuera inferior a -2.5 SD.
Para fines de andlisis, Masa Osea Baja para la edad, osteopenia y osteoporosis se
agregaron en una variable: Mas Osea Baja. Los pacientes fueron clasificados como
normales, cuando ninguna de las dos regiones se encontraba afectada. Cada una de
las regiones fue clasificada independientemente de la otra. Las mediciones
somatomeétricas se realizaron por personal capacitado para estos fines por medio de

estadimetros convencionales y basculas previamente calibradas.

Las muestras sanguineas congeladas se utilizaron para determinar marcadores
metabodlicos o factores de riesgo de interés. La determinacién de Calcio, Fosforo y
Fosfatasa Alcalina se llevaron a cabo en el Laboratorio Central y la PTH se determiné
en el Laboratorio de Metabolismo Mineral Oseo del Hospital Infantil de México “Federico
Gbémez®,. La determinacion de 25(OH)D se realizé en el Laboratorio de Enfermedades
Oseas Metabodlicas de la Universidad de TUFTS en Boston, USA a cargo de la Dra.
Cheryl Garganta. Todos los resultados fueron capturados en una base de datos para

ser después analizados estadisticamente.
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ESTUDIO DE 25(0OH) VITAMINA D

Pregunta de Investigacion
¢, Cuadles es la prevalencia de deficiencia e insuficiencia de 25(OH)D en el suero de una

muestra de poblaciébn mexicana sana?

Objetivo General
e Determinar la prevalencia de deficiencia e insuficiencia de 25(OH)D en una
muestra de poblacién mexicana sana de 13 a 80 afios.

Objetivos especificos
e Correlacionar las concentraciones de vitamina D y PTH en suero con la densidad

mineral 6sea, calcio y fésforo de la poblacién en estudio.

Criterios de inclusién
Maestros, alumnos y trabajadores de escuelas secundaria y preparatoria asi como
centros de retiro del Estado de México.

e Sexo indistinto

e 13 a 80 afios

e Firma de carta de consentimiento informado.

e Asentimiento informado en los individuos menores a 18 afnos.

Criterios de exclusion
e Presencia de enfermedades genéticas que alteren el metabolismo éseo
(osteogénesis imperfecta, displasia 6sea).
e Retraso psicomotor
e Diagnodstico de enfermedades autoinmunes (Lupus Eritematoso, artritis
reumatoide, etc.)

Tamafo de muestra

Tomando de la literatura las diferentes prevalencias publicadas por grupo de edad, se
realizd un calculo de tamafio de muestra para deficiencia e insuficiencia de 25(OH)D.
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Utilizando un nivel de confianza del 0.05 con la formula de estudios descriptivos o
encuestas poblacionales, se describen a continuacion

n = z%pq/FE?

Grupo de Estudio Deficiencia Prevalencia Muestra Insuficiencia Prevalencia Muestra
edad
14 a29 Nhanes < 15ng/mL 9% 125 15-29 ng/mL 61% 365
(1-21 afios)
30a50 Espafia (26 afios) < 20ng /mL 27.58% 307 20-30 ng/mL 56.03% 378
> 50 afios Argentina <10ng /mL 25% 115
(71 afos)
> 50 afos USA (77 afos) < 10ng/mL 8.2% 288 < 20 ng/mL 36.7% 357

Anélisis estadistico.

1.

Se realiz6 estadistica descriptiva por sexo y estrato de edad para reportar las
prevalencias de deficiencia e insuficiencia de Vitamina D.

Para ajustar la asociacion de 25(OH)D con la DMO por diversas variables (PTH,;
Ca, P, etc.) se realizé una andlisis de regresion logistica multiple.

Para todos los analisis, se considerd significativo un valor de p < 0.05.
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ASOCIACION DE POLIMORFISMOS

Para explorar los aspectos genéticos se realizdé un estudio de casos y controles con la

siguiente pregunta y objetivos:

Pregunta de investigacion
¢, Cuadles son las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs7975232 del gen
receptor de vitamina D (VDR) en un grupo de mujeres mexicanas con y sin

osteoporosis?

Objetivo general
e Determinar la frecuencia alélica y genotipica del polimorfismo del loci ya referido
del gen VDR, en un grupo de mujeres con y sin 0steoporosis.

Objetivos especificos
¢ l|dentificar los genotipos mas frecuentes presentes en la poblacion de mujeres
con y sin osteoporosis.
e Analizar la asociacion de los genotipos obtenidos con respecto a la DMO en los

dos grupos de estudio.

Hipotesis
Las frecuencias alélicas y genotipicas para los polimorfismos de nucle6tido Unico
(SNPs) estudiados en el gen VDR seran diferentes entre mujeres con y sin

osteoporosis.

Criterios de inclusion
e Que confirmen no tener relacion biolégica con otras mujeres incluidas, es decir
gue no compartan ningun parentesco.
e Que confirmen al menos tres generaciones de residencia en la misma area
geografica.

e Firma de la carta de consentimiento informado.
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Criterios de exclusion
e Presencia de enfermedades 6seas concomitantes que de alguna forma afecte el

fenotipo 6seo (displasias 0seas, osteogénesis imperfecta).

Tamafio de muestra

De acuerdo a los resultados de un estudio similar, realizado por la Dra. Valdés y
colaboradores, se tomaron las frecuencias alélicas publicadas y se utilizaron las
férmulas correspondientes para un estudio de casos y controles.®” %8 Utilizando la
frecuencia reportada en mujeres con osteoporosis (60%) con un OR de 2.58 (IC 95%
1.62-4.12).

N=(Za V2pq + Zg \p191 + Podo)” / (P1 — Po)’

Se obtuvo una muestra de 103 casos y 103 controles.

Analisis estadistico

Se analizaron las frecuencias alélicas del polimorfismo tipo SNP rs 7975232 localizado en

el gen VDR mediante PCR tiempo real:

Dependiendo de los alelos identificados en cada paciente y el polimorfismo analizado se
asignaron los respectivos alelos y genotipos para la realizacion del analisis de los datos.

e Las diferencias entre la distribucion de los diferentes genotipos y alelos de los
diferentes loci entre los 2 grupos y el equilibrio de Hardy-Weinberg se analizaron

a través de la prueba de Ji cuadrada.
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CONSIDERACIONES ETICAS.

Se considera que este estudio es de riesgo minimo de acuerdo con el Titulo segundo
art: 13, 14, 16, 17 parte Il de la Ley General de Salud, por lo que es necesario recabar
la firma del consentimiento informado a los padres o tutores y el asentimiento informado
a nifos de 8 a 17 afios 11 meses. Cumple con las especificaciones de los articulos 14,
34-39 en referencia a los estudios realizados en investigacion en menores de edad.

El protocolo fue aprobado por el comité de ética del Hospital Infantii de México
“Federico Gémez” el 23 de marzo del 2010 con el numero HIM/2009/048.
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RESULTADOS

En un total de, quinientos ochenta y cinco voluntarios, fue determinada la concentracion
de 25(0OH)D. EIl 45.8% (n 268) fueron hombres y el resto mujeres y la distribucion por
edad de la muestra fue igual a la definida en el estimado de la muestra. La tabla 1
resume las caracteristicas basales de la poblacién. La media de edad (+ DE) fue de
41.1 anos (£15), predominando el nivel escolar superior en ambos géneros, seguido del
nivel secundaria. La mayoria de los hombres report6 realizar trabajo de oficina (27.6%)
y las mujeres ser amas de casa (34.7%). Elingreso mensual medio fue mas prevalente
en el grupo de los hombres y el bajo en el de las mujeres.

Se observo una alta prevalencia de sobrepeso en la muestra total (41.4%), sin
embargo, los hombres mostraron mayor frecuencia de sobrepeso y las mujeres de
obesidad. La media de concentracién de 25(OH)D fue baja en ambos sexos (23.2 y
19.3ng/mL) para hombres y mujeres respectivamente, alcanzando niveles de
deficiencia en el grupo de las mujeres. Los valores de calcio, fésforo, fosfatasa alcalina

y PTH se mantuvieron en rangos normales en ambos sexos.

Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio

VARIABLE HOMBRES MUJERES TOTAL
N 268 N 317 N 585
Edad ** 40.26 (15.15) 42.44 (15) 41.44 (15.09)
Escolaridad n(%)
Basica 32 (11.9) 47 (14.8) 79 (13.5)
Secundaria 58 (21.6) 50 (15.8) 108 (18.5)
Preparatoria 61 (22.8) 57 (18) 118 (20.2)
Superior 117 (43.7) 163 (51.4) 280 (47.9)
Ocupacion n(%)
Hogar 0 (0) 110 (34.7) 110 (18.8)
Estudiante 47 (17.5) 43 (13.6) 90 (15.4)
Obrero 16 (6) 6 (1.9) 22 (3.8)
Personal de oficina 74 (27.6) 36 (11.4) 110 (18.8)
Comerciante 25(9.3) 26 (8.2) 51 (8.7)
Profesionista 39 (14.6) 25(7.9) 64 (10.9)
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Otra 67 (25) 71 (22.4) 138 (23.6)
Ingreso Mensual ($) n(%)

Bajo (< 5999) 83 (31) 123 (38.8) 206 (35.2)
Medio (6000-11540) 94 (35.1) 114 (36) 208 (35.6)
Alto (> 11540) 91 (34) 80 (25.2) 171 (29.2)
IMC n(%)

Bajo Peso 89 (33.2) 125 (39.4) 214 (36.6)
Normal 8 (3) 4(1.3) 12 (2.1)

Sobrepeso 121 (45.1) 121 (38.2) 242 (41.4)
Obesidad 50 (18.7) 67 (21.1) 117 (20)

Valores séricos
25(0OH)D ng/mL*
25(0OH)D nmol/L*
NHANES

>30ng/mL

20-29.9 ng/mL
<20ng/mL

Medicine Institute!®* "
220ng/mL

<20ng/mL

Fosforo mg/dL*
Fosfatasa Alcalina U/L*
PTH pcg/mL*

23.2 (5.7-57.2)
58 (14.3-142.8)

37 (13.9)
147 (55.1)
83 (31.1)

184 (68.9)
83 (31.1)
3.3 (0.98-6.09)
92 (4.47-57.2)

25.93 (5.55-227.9)

19.3 (7.3-39.4)
47.9 (18.3-98.3)

19 (6)
127 (40.1)
171 (53.9)

146 (46.1)
171 (53.9)
3.44 (1.71-4.98)
80 (24-236)

25.05 (5.68-174.62)

20.9 (5.7-57.2)
52.3 (14.3-142.8)

254 (43.5)
274 (46.9)
254 (43.5)

330 (56.5)
254 (43.5)
3.4 (0.98-6.09)
86 (4.47-567)
25.93 (5.55-227.9)

*Mediana (min-max), ** Media (xDE)

Los niveles de concentracion de 25(OH)D pueden observarse en la tabla 1 y 2. Si

elegimos el punto de corte sugerido por el Instituto de Medicina’® ™ observamos una

prevalencia general de deficiencia del 43.5%, siendo ésta mas frecuente en mujeres

que hombres (53.9 y 31.1% respectivamente. (Tablal) Utilizando los puntos de corte
del estudio NHANES 2001-2006, (<20, 21-29 y >30ng/mL) observamos una prevalencia
general de insuficiencia del 45.4, 46.1 y 50% de los grupos de 14-29, 30-50 y mayores

de 51 afios respectivamente.

El grupo de 30-50 afios presentd las concentraciones

mas bajas de la poblacion analizada, alcanzando una prevalencia de insuficiencia del

46.1% y de deficiencia del 46.5%. En relacién a los hombres, el grupo més afectado fue

el de mayores de 51 afios mostrando una prevalencia de insuficiencia del 65.1% y de
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deficiencia del 22.2%. EIl grupo de 30-50 afios fue el que mostré una mayor proporcion
de hombres con concentraciones normales. Asi mismo, en las mujeres, el grupo de
edad mas afectado fue el de 30-50 afios, alcanzando una prevalencia de insuficiencia y
deficiencia del 42.2 y 55.9% respectivamente, la prevalencia de deficiencia extrema
(£10ng/mL) fue de 1.5% para los hombres y de 2.5% para el grupo de las mujeres.
(Figura 1y Tabla 2).

Figura 1. Prevalencia de deficiencia e insuficiencia de 25(OH)D por grupo de edad y sexo

70

60

50

40

B Insuficiencia

30
M Deficiencia

20

Concentracién 25(0OH)D ng/mL

10

13-29 20-50 >51 13-29 20-50 251

Hombres Mujeres

Puntos de corte utilizados®*”: Normal =30ng/mL, insuficiencia 20-29 ng/mL y deficiencia < 20 ng/mL
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Tabla 2. Prevalencia de deficiencia e insuficiencia de 25(OH) en la poblacion de estudio por sexo y edad

VARIABLE Normal Insuficiencia Deficiencia
2 30 ng/mL 20-29 ng/mL <20 ng/mL
TOTAL n(%)
14-29 afios 18 (11) 74 (45.4) 71 (43.6)
30-50afios 21 (7.4) 131 (46.1) 132 (46.5)
Mayores a 51 afos 17 (12.3) 69 (50) 52 (37.7)
HOMBRES n(%)
14-29 afios 11 (13.4) 43 (52.4) 28 (34.1)
30-50 afios 18 (14.6) 63 (51.2) 42 (34.1)
Mayores a 51 afios 8 (12.7) 41 (65.1) 14 (22.2)
MUJERES n(%)
14-29 afios 7 (8.6) 31 (38.3) 43 (53.1)
30-50 afios 3(1.9) 68 (42.2) 90 (55.9)
Mayores a 51 afios 9(12) 28 (37.3) 38 (50.7)

Criterios NHANES < 20, 20-29 y >30ng/MlI

El estudio NHANES en menores de edad (<21afios) sugirié en afios pasados utilizar un
punto de corte que se asociara con datos de raquitismo en la poblacion pediatrica.
(<15ng/mL para insuficiencia y 15-29ng/mL para deficiencia), la Tabla 2 muestra ambas
prevalencias, tomando en cuenta el criterio anterior para la poblacién menor a 21 afios.
Observamos gue al comparar las tablas, hay un incremento en la proporcion de jovenes

con insuficiencia y disminucion en aquellos con diagnostico de deficiencia. (Tabla 3)
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Tabla 3. Prevalencia de deficiencia de 25(OH)D en la poblacién por sexo y grupo de edad (clasificada por

diferentes criterios de acuerdo al grupo de edad.)

VARIABLE Normal Insuficiencia Deficiencia
2 30 ng/mL 15y 20-29 ng/mL <15y 20 ng/Mi
TOTAL n(%)
14-29 afios 18 (11) 88 (54) 57 (35)
30-50 afios 21 (7.4) 131 (46.1) 132 (46.5)
Mayores a 51 afios 17 (12.3) 69 (50) 52 (37.7)
HOMBRES n(%)
14-29 afios 11 (13.4) 49 (59.8) 22 (26.8)
30-50 afios 18 (14.6) 63 (51.2) 42 (34.1)
Mayores a 51 afios 8 (12.7) 41 (65.1) 14 (22.2)
MUJERES n(%)
14-29 afios 7 (8.6) 39 (48.1) 35 (43.2)
30-50 afios 3(1.9) 68 (42.2) 90 (55.9)
Mayores a 51 afios 9(12) 28 (37.3) 38 (50.7)

Menores de 21 afios (<15, 15-29 y >30ng/mL) mayores (<20, 20-29 y > 30ng/dL)

En referencia a las concentraciones de PTH (Tabla 4), la mayor parte de la poblacion se
encontré con valores normales, el grupo de menores de 29 afios fue el que presento

una mayor proporcion de individuos con concentraciones bajas.
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Tabla 4. Concentraciones de PTH de la poblacién de estudio

Bajo Normal Alto
<1lpcg/mL 11-62 pcg/mL > 62 pcg/mL

TOTAL n(%)
14-29 afios 15 (9.2) 147 (90.2) 1 (0.6)
30-50 afios 8 (2.8) 272 (95.8) 4 (1.4)
Mayores a 51 afos 0 (0) 133 (96.4) 5(3.6)
HOMBRES n(%)
14-29 afios 9(11) 72 (87.8) 1(1.2)
30-50 afios 2 (1.6) 120 (97.6) 1(0.8)
Mayores a 51 afios 0 (0) 61 (96.8) 2 (3.2)
MUJERES n(%)
14-29 afios 6 (7.4) 75 (92.6) 0 (0)
30-50 afios 6 (3.7) 152 (94.4) 3(1.9)
Mayores a 51 afios 0 (0) 72 (96) 34

Asi mismo, si correlacionamos las concentraciones de 25(0OH)D con PTH, observamos

una correlacion negativa, estadisticamente significativa (-0.085, p 0.039) (Figura 2).

Figura 2: Correlacion de las concentraciones de 25(0OH)D con PTH
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Para evaluar la asociacion de 25(OH)D con baja masa 6sea en columna y cadera total,
se realizd una regresion logistica (ajustada por edad, sexo, IMC, concentraciones de
25(0OH)D, Fosforo, Fosfatasa Alcalina, PTH, ocupacion y actividad fisica). Como se
puede observar en las tablas, en ambas regiones la edad y actividad fisica resultaron
estadisticamente significativas. Para la regién L1-L4, la deficiencia de Vitamina D (OR
0.155, 95%IC 0.037-0.656, p 0.011) y la practica de ejercicio a cualquier intensidad
fueron factores protectores para baja masa 6sea. Para la DMO en cadera, la presencia
obesidad (OR 0.114, 95%IC 0.035-0.366, p 0.000) y el ejercicio intenso (OR 0.149,
95%IC 0.038-0.59, p 0.006) se mostraron factores protectores para baja masa 6sea en

esta region.(Tablas 5 y 6)

Tabla 5. Asociacion 25(0H)D en 2 categorias (< 30nmol/mL) con Masa Osea Baja (L1-L4)

Variable OR (95% IC) P

Edad 1.189 (1.147 - 1.232) 0.000
25(0OH)D ng/mL

=30ng/mL 1

<30ng/mL 0.155 (0.037 - 0.656) 0.011
PTH 1.020 (1.001 - 1.040) 0.040
Actividad Fisica

Sedentario 0.006

Leve 0.468 (0.226 - 0.967) 0.040
Moderado 0.312 (0.120 - 0.808) 0.016
Intenso 0.201 (0.077 - 0.527) 0.001

Ajustado por sexo, ocupacion, IMC, concentraciones séricas de Calcio, Fosforo y Fosfatasas Alcalina.
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Tabla 6. Asociacion 25(0OH)D en 2 categorias (< 30nmol/mL) con DMO (cadera)

Variable OR (95% IC) P

Edad 1.164 (1.119 - 1.211) 0.000
IMC

Normal 0.002

Bajo Peso 4.754 (0.112 - 202.654) 0.416
Sobrepeso 0.569 (0.256 - 1.264) 0.166
Obesidad 0.114 (0.035 - 0.366) 0.000

25(OH)D ng/mL
>30ng/mL 1

<30ng/mL 0.487 (0.096 - 2.471) 0.385
PTH

Actividad Fisica

Sedentario 0.054

Leve 0.632 (0.265 - 1.506) 0.300
Moderado 0.536 (0.183 - 1.573) 0.256
Intenso 0.149 (0.038 - 0.580) 0.006

Ajustado por sexo, ocupacion, concentraciones de Calcio, Fosforo y Fosfatasa Alcalina.
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En referencia al estudio de asociacién genética, se reclutaron 114 controles y 122
casos, la mediana de edad fue de 65.5 aflos (0-88). Desafortunadamente no se
encontraban en equilibrio de Hardy Weinberg (Casos p 0.8087 y controles p 0.662) por
lo que no se pueden realizar analisis de asociacion y se descarta como un posible SNP
asociado con OP en nuestra muestra. La distribucion de edades y frecuencia de los
diferentes alelos de SNP rs 7975232 se describe en las tablas 9y 10.

Tabla 7. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio

Grupo de edad N(%)

Menores 40 afios 7 (2.9)

41-50 afios 22 (9.3)
51-60 afios 54 (22.9)
61-70 afios 76 (32.2)
71-80 afios 56 (23.7)
Mayores de 80 afios 21 (8.9)

Tabla 8. Frecuencias alélicas y genotipica de los polimorfismos del gen VDR en mujeres con y sin

osteoporosis

Variable Sin osteoporosis(%) | Osteoporosis (%)
XXIXYIYY XXIXYIYY
rs79753232 17/46.2/36.8 26.8/38.2/35

XXIXY/YY denota los diferentes genotipos por SNP
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DISCUSION

Durante varias décadas se supuso que mantener una dieta adecuada y vivir cerca del
ecuador era todo lo que se requeria para alcanzar suficiencia en las concentraciones en
el suero de Vitamina D. Aunque se sabia que los pacientes institucionalizados estaban
en alto riesgo de desarrollar deficiencia de esta vitamina, fue una sorpresa para muchos
profesionales de la salud darse cuenta que practicamente todas las personas que no
reciben cantidades adecuadas de radiacion solar o que ingieren intencionadamente
cuando menos 1000 Ul de vitamina D al dia, estan en riesgo de desarrollar deficiencia
junto con las consecuencias esqueléticas y sistémicas que ésta conlleva. Nadie esta

inmune de la deficiencia de Vitamina D. 'Y

El presente estudio provee informacion acerca de la prevalencia de deficiencia e
insuficiencia de 25(OH)D en una poblacién mexicana joven y afiosa representativa de la
megaldpolis de la Republica Mexicana. Considerando que el método utilizado para la
determinacién de esta vitamina es el considerado el estandar de oro para estudios
poblacionales, nos es posible realizar comparaciones con estudios previos en la
literatura cientifica. De acuerdo a los puntos de corte internacionalmente utilizados,
encontramos una prevalencia de deficiencia (€20ng/mL) global de 25(OH)D del 43.5%.
Al analizar la muestra por grupos de edad (menores de 30 afios, 31-50 y mayores de 51
afnos) dichas prevalencias alcanzaron el 43.6, 46.5 y 37.7% respectivamente. En
ambos sexos, el grupo de 30-50 afios presentd la méas alta frecuencia de deficiencia de

esta vitamina.

Asi mismo, coincidiendo con la literatura, encontramos una correlacidbn negativa
significativa estadisticamente entre la concentraciéon de 25(OH)D con PTH, es decir, a
medida que disminuye esta vitamina, la PTH incrementa su actividad para mantener el
metabolismo del hueso, principalmente Calcio. Al analizar la correlacion de la DMO con
las concentraciones de 25(OH)D, unicamente el grupo de menores de 50 afios, mostrd
asociacion con los valores crudos de DMO en la region de cadera, corroborando lo

previamente reportado en la literatura.[> !
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En todo el mundo se han reportado altas prevalencias de este problema, en nifios y
adultos, en un intervalo del 15 hasta el 80%, desde regiones como Norte Ameérica,
Europa, Medio Oriente hasta India, Oceania y Asia.” Generalmente, dichas
frecuencias son diferentes por regiones y grupos raciales, pero también dependen de
los puntos de corte utilizados para definir deficiencia e insuficiencia y los métodos de
laboratorio elegidos para su determinacion. Los estimados son complicados, ya que no
hay un consenso que defina los valores Optimos de Vitamina D de acuerdo con las
concentraciones plasmaticas de 25(0OH)D. Para algunos autores, los individuos con
concentraciones inferiores a los 11ng/mL se han clasificado como deficientes. Sin
embargo, existe prueba de que las secuelas bioquimicas y esqueléticas de dicha

deficiencia se pueden manifestar a partir de los 30-35ng/mL. ™

Al comparar nuestros resultados con estudios poblacionales similares, encontramos
que la prevalencia encontrada en nuestra poblacion es superior a la publicada
previamente en estudios realizados en USA "®, Arabia Saudita "®" Espafia [’ y Tehran
[’8] entre otros. En paises en vias de desarrollo, la prevalencia de hipovitaminosis D
varia ampliamente en diversas regiones; ésta fluctta entre 30-90%, de acuerdo con los
puntos de corte utilizados para cada region independientemente de la latitud. Una alta
prevalencia de este problema existe en China y Mongolia, especificamente en nifios, en
quienes han descrito valores inferiores a los 5ng/mL hasta en un 50%. A pesar de que
la mayoria de estos paises cuenta con adecuada radiacion solar durante el afio, casi la
mitad de la poblacion que vive en Sub Sahara, Africa y el Medio Oriente, presentan
concentraciones de esta vitamina por debajo de las 10ng/mL, de acuerdo a estudios
publicados la década pasada. Esto probablemente debido al tipo de vestimenta, la cual
cubre la mayor parte del cuerpo. La deficiencia de Vitamina D es también prevalente en
nifos y ancianos en Latinoamérica. Los factores de riesgo para este tipo de
hipovitaminosis en paises en vias de desarrollo son similares a los reportados en
paises occidentales e incluyen edades extremas, género, invierno, piel oscura,

desnutricion, falta de exposicién al sol, vestimenta y obesidad.!"®!
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Asi mismo, se ha descrito que concentraciones inferiores a los 15ng/mL de manera
cronica, generan cambios 0seos consistentes con raquitismo en poblacién joven. En
adultos, se ha sugerido que las concentraciones Optimas de esta vitamina deben
superar los 30ng/mL, concentraciones asociadas con la supresiéon maxima de hormona

paratiroidea (PTH) y reduccion de la tasa de fracturas.®”

Es por ello que las
publicaciones derivadas del estudio NHANES en Estados Unidos, en los ultimos 10
afos, consideran 2 puntos de corte diferentes de acuerdo a la edad de las poblaciones.
En este trabajo incluimos este criterio ya que creemos puede ser de utilidad en el
ambiente clinico y de prevencion secundaria. Al comprar nuestros resultados con las
tltimas publicaciones de dicho estudio, en el grupo de menores de 21 afios, se
encontré una prevalencia de insuficiencia (15-29 ng/mL) y deficiencia (<15ng/mL) de
60% y 9% respectivamente, mientras que los jovenes mexicanos de nuestro estudio, la
presentaban en un 82.1 y 7.1%. En el caso de los adultos, la frecuencia de
insuficiencia de Vitamina D (definida como valores inferiores a los 30ng/mL) en ambos
sexos fue inferior a la nuestra. Al comparar los grupos por sexo y edad, las
prevalencias de la muestra americana fueron 79% menores que la nuestra. Sin
embargo, los grupos més similares fueron las mujeres mayores de 50 afios y la mas

disimil la de hombres de la misma edad. &

La consecuencia que esta deficiencia puede tener aun no se conoce por completo;
durante las cuatro décadas pasadas, se han incrementado los datos que relacionan la
deficiencia de Vitamina D con varios padecimientos crénicos incluyendo hipertension
arterial, disfuncién inmune, cancer, diabetes y enfermedades cardiovasculares. En la
poblacién adolescente, estas asociaciones apenas comienzan a explorarse. [ Asj
mismo, se ha sugerido en algunos estudios prospectivos en adultos, que las
concentraciones menores a los 20ng/mL incrementan el riesgo de cancer de colon,
mamario y de prostata hasta un 50%. Se ha observado en hombres, que la ingestion
diaria de 400Ul de vitamina D al dia reduce el riesgo de desarrollar diferentes tipos de
cancer, incluyendo el pancreético, esofagico y linfoma no Hodgking. En el grupo de
mujeres postmenopausicas, la ingestion diaria de 1100Ul de Vitamina D y 1000mg de

calcio por 4 afios, redujo el riesgo de padecer cancer en un 60%.#%
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Asi mismo, debido a la deficiente radiacion solar y la consecuente disminucion en las
concentraciones de 25(OH)D, vivir a altas latitudes se ha asociado con un incremento
en el riesgo de DM tipo 1, esclerosis multiple, depresion, esquizofrenia e hipertension.
Estudios desarrollados en estas regiones, mostraron que la administracion de 2000UI
de Vitamina D durante los primeros afios de vida, resultd en una disminucién en el
riesgo de padecer DM del 78%, comparado con nifios que no recibieron la intervencion.
Mujeres que recibieron mas de 400Ul de Vitamina D disminuyeron el riesgo de padecer
esclerosis multiple y artritis reumatoide en un 40%. Pacientes con hipertension
expuestos a camas de bronceado, incrementaron las concentraciones de dicha vitamina

180% y 3 meses después regularizaron la tensién arterial. 4

Debido a todo lo anterior, es razonable pensar que, con todas las diferentes
consecuencias potenciales que la deficiencia de esta vitamina puede generar a lo largo
de la vida, y a la alta prevalencia de deficiencia a nivel mundial, la prevencion debe

iniciar en la infancia y en la edad adulta la suplementacién es necesaria y urgente.

En referencia al efecto del IMC, nuestros resultados coinciden con extensa evidencia
epidemioldgica que ha mostrado que un IMC elevado se asocia con un incremento en la
masa 6sea y que la pérdida de peso puede generar pérdida de hueso.® ! En nuestro
estudio, esta asociacion estuvo presente en ambas regiones (L1-L4 y cadera) con
significancia estadistica, sugiriendo un efecto protector; sin embargo, la obesidad por si
sola puede no ser la responsable de este efecto. Generalmente se ha aceptado que un
incremento en la masa corporal genera una carga mecanica mayor y que la masa 0sea
se incrementa a fin de adaptarse a este estrés.’®¥ Sin embargo, conclusiones de varios
estudios acerca de la relacion entre la obesidad y la masa dsea establecen que tal vez
ésta se confunde por el efecto mecanico que ejerce el peso sobre el sistema
esquelético, asi mismo, la obesidad ha sido asociada con niveles plasmaticos altos de
insulina los cuales pueden contribuir a diversas anormalidades incluyendo
sobreproduccion de androgenos y estrégenos. Dichos cambios pueden resultar en
concentraciones elevadas de hormonas sexuales, las cuales incrementan la masa 0sea

debido a una disminucion en la actividad osteoclastica y posiblemente osteoblastica.®*

48

r—t—
et



25(0OH)D, DMO y polimorfismos

8l " En un meta-andlisis publicado por Hsu y colaboradores, dado un cierto peso

corporal, reportd una relaciéon negativa entre la masa grasa y la masa 6sea, y el riesgo
de osteopenia/OP y fracturas no espinales era significativamente mas alto en sujetos

con un alto porcentaje de tejido adiposo, independientemente del peso corporal.®

Por otro lado, es dificil evaluar el impacto de la actividad fisica en la masa 6sea a través
de los diferentes estudios publicados ya que la medicion de esta variable es, en muchas
ocasiones, no comparable. Los reportes incluyen una variedad de programas que a su
vez utilizan diferentes tipos de ejercicio, longitud de intervenciones, tamafos de
muestra pequefios y tiempo de entrenamiento lo cual puede explicar los resultados
reportados por cada uno de ellos. Hasta ahora muchos has sido controversiales:

Mientras algunos han demostrado un efecto positivo con asociaciones débiles, 692

931 En una revisién Cochrane reciente, en la

otros reportan ausencia de asociaciones.
que se evalud el uso de ejercicio para el tratamiento y prevencion de la OP, el ejercicio
aerobico con carga y resistencia, incrementé significativamente le DMO en la columna.
B4 En nuestro estudio, la practica de ejercicio intenso estuvo consistentemente
asociado con una disminucion del riesgo de presentar baja masa 6sea en todas las

regiones estudiadas.

En referencia al estudio genético, como ya se describié en la seccién de resultados, a
pesar de haber realizado un calculo de tamafio de muestra y elegido una region del gen
VDR cercana a las estudiadas en otras poblaciones, las frecuencias alélicas de
nuestros grupos no se encontraban en Equilibrio de Hardy Weinberg. Dicho principio es
un postulado que se aplica a la genética de poblaciones, que nos indica que una
poblacién, se halla en equilibrio cuando no actian factores externos como la seleccién
natural, migraciones y/o mutaciones. Este equilibrio se manifiesta cuando se observa
que las proporciones genotipicas de una poblacidbn se mantienen constantes, como
consecuencia de esto se asume que la herencia mendeliana no induce cambios
evolutivos por si misma. En el lenguaje de la genética de poblaciones, el principio de

Hardy-Weinberg establece que, bajo ciertas condiciones, tras ciertas generaciones de
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apareamientos al azar, las frecuencias de los genotipos de un locus individual se fijaran

en un valor de equilibrio particular. Dicho equilibrio cumple con las siguientes premisas:
e El organismo en cuestion es diploide
e La reproduccion es sexual
e Las generaciones son discretas (no hay solapamiento de generaciones)
e El apareamiento es aleatorio
e El tamafio poblacional es muy grande (infinito desde un punto de vista estadistico)
e La migracion es despreciable
e La mutacién puede ignorarse
e La seleccion natural no afecta al gen que estamos considerando.

De acuerdo a estas premisas, el marcador genético elegido rs 7975232, no puede
utilizarse en esta poblacién ya que su distribucién pudo ser afectada por diversos
factores como la migracion que es muy comun en la Ciudad de México. Es por ello que

no es conveniente realizar estudios de asociacion.

Asi mismo, se intentd comparar los resultados de las frecuencias de los alelos
encontrados en nuestra muestra pero desafortunadamente no hay estudios en la

literatura cientifica que reporten este SNP en otras poblaciones.

Dentro de las limitaciones de ese proyecto se encuentra la representatividad de
nuestros resultados, la cual se limita a la megaldpolis ubicada en el centro de la
Republica Mexicana, el uso de voluntarios para la muestra lo cual genera un sesgo, ya
gue se ha reportado en la literatura que estos grupos estan mas sensibilizados al
cuidado de la salud y por lo tanto no son representativos de la totalidad de poblacién y

el disefio transversal que limita la determinacion de riesgo.

Algunas de las fortalezas de este estudio fue el método utilizado para la determinacién

de 25(0OH)D, el calculo de tamafio de muestra por estrato de edad y prevalencia de

50

r—t—
et



25(0H)D, DMO y polimorfismos

deficiencia de la vitamina, el método utilizado para la determinacion de DMO (DXA), el
tamafio de muestra y la determinacién de diversos marcadores de riesgo séricos,

ambientales y dietéticos de los cuales no existen publicaciones en mexicanos.
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CONCLUSIONES

1. Al igual que en otros paises, la deficiencia de 25(OH)D es un problema
importante en poblacibn mexicana a pesar de las condiciones geograficas y
climatolégicas favorables de nuestro pais. Es necesario considerar la prevencién
primaria y secundaria a escala nacional debido a los diversos problemas de

salud que esta deficiencia genera.

2. El SNP del gen receptor de Vitamina D, rs79753232 no se considera un buen
marcador de riesgo para presentar OP en mujeres mexicanas por lo que se
requieren de nuevos estudios que consideren otras regiones del DNA para

evaluar dicha asociacion.
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ANEXOS
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TABLAS DE ANALISIS ADICIONALES

Tablala: Prevalencia de deficiencia de 25(OH)D por sexo y grupo de edad, utilizando como punto de
corte 20ng/mL

VARIABLE Normal Deficiencia
220 ng/mL <20 ng/mL
TOTAL n(%)
14-29 afios 53 (60.9) 34 (39.1)
30-50afios 172 (53.3) 151 (46.7)
Mayores a 51 afios 105 (60.3) 69 (39.7)
HOMBRES n(%)
14-29 afios 29 (72.5) 11 (27.5)
30-50 afios 95 (65.5) 50 (34.5)
Mayores a 51 afios 60 (73.2) 22 (26.8)
MUJERES n(%)
14-29 afios 24 (51.1) 23 (48.9)
30-50 afios 77 (43.3) 101 (56.7)
Mayores a 51 afios 45 (48.9) 47 (51.1)

Tabla 2a. Correlacion de Pearson entre las concentraciones de 25(OH)D y la DMO cruda en diferentes
regiones.

25(0OH)D ng/mL
Region DXA <50 afos 2 50 ainos
L1-L4 0.016, p0.759 0.071, p 0.362
Cuello 0.108, p 0.032 0.022, p 0.775
Cadera 0.038, p 0.457 0.116, p 0.131
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Tabla 3a. Asociacién ajustada de la concentracion de 25(0OH)D en 2 categorias (20nmol/mL) con Masa

Osea Baja (L1-L4)

Variable OR (95% IC) P

Edad 1.177 (1.139 - 1.216) 0.000
25(0OH)D ng/mL

220ng/mL 1

<20ng/mL 0.833 (0.459 - 1.512) 0.548
IMC 0.091

Normal 1

Bajo peso 2.343 (0.093 - 58.982) 0.605
Sobrepeso 0.809 (0.404 - 1.620) 0.550
Obesidad 0.387 (0.172 - 0.867) 0.021
Actividad Fisica 0.013
Sedentario 1

Leve 0.5(0.247 - 1.012) 0.054
Moderado 0.358 (0.144 - 0.888) 0.027
Intenso 0.242 (0.096 - 0.609) 0.003

Ajustado por sexo, ocupacion, concentraciones de Fésforo y Fosfatasa Alcalina.

Tabla 4a. Asociacion ajustada de la concentracién de 25(OH)D en 2 categorias (20nmol/mL) con Masa

Osea Baja en cadera

Variable OR (95% IC) P

Edad 1.153 (1.115 - 1.193) 0.000
25(0OH)D ng/mL

220ng/mL 1

<20ng/mL 1.001 (0.484 - 2.071) 0.997
IMC 0.002

Normal 1

Bajo peso 3.815 (0.183 - 79.403) 0.387
Sobrepeso 0.611 (0.282 - 1.322) 0.211
Obesidad 0.135 (0.046 - 0.398) 0.000
Actividad Fisica 0.058
Sedentario 1

Leve 0.675 (0.294 - 1.549) 0.353
Moderado 0.526 (0.183 - 1.507) 0.231
Intenso 0.159 (0.042 - 0.605) 0.007

Ajustado por sexo, ocupacidn, concentraciones de Fésforo y Fosfatasa Alcalina.
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Tabla 52. Frecuencias alélicas en la poblacion y equilibrio de HW

Alelos n %
AA 77 23
AC 126 38
CcC 125 38

A: 42.7%, C 57.3%. Equilibrio de HW: 0.03299

Tabla 62. Frecuencias alélicas en los casos y quilibrio de HW

Alelos n %
AA 20 17.5
AC 54 47.4
cC 40 35.1

A: 41.2%, C: 58.8%. Equilibrio de HW 0.8087

25(0H)D, DMO y polimorfismos
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable

Definicion

Concentracion
de Vitamina D

(100ul suero)

Densidad Mineral Osea

PTH

(450 micro litros suero)

Fosforo

(30 pl suero)

Edad

Definicion Conceptual
Concentracion de [25(OH) D] 25-hidroxicolecalciferol en suero.
Definicién Operativa:

A través de la obtencién en suero se hizo un andlisis por medio del método de
cromatografia de dilucién de is6topos—(tandem mass spectrometry (ID-LC-MS/MS) with
stable-isotope—labeled internal standard (1S).*®! La cual se realizé en la universidad de
TUFTS, Boston.

Tipo de Variable Numérica Continua

Unidad de analisis: ng/mL
Definiciéon Conceptual:

Concentracion de Ca++ por cm?® de superficie de la estructura ésea, medidos por
densitometria ésea.

Definicion Operativa:

DMO medida a través de un densitometro de doble foton (absorciometria dual de
rayos X DEXA) de la region lumbar (L1-L4) y cadera, con una técnica con error de
precision menor de 2%

Se utiliz6 para identificar: Masa Osea Baja (menores de 50 afios), osteopenia y
osteoporosis (en mayores de 50 afios)

Tipo de Variable: Continua

Unidad de Andlisis: Gramos de Ca™* por cm?

Definicion Conceptual:

Hormona que estimula la liberacién del Calcio 6seo a la circulacion, reduce la perdida de
Ca++ por via urinaria mediante la regulacion de la actividad de la 25(OH) vitamina D

Definicion Operacional: Se analiz6 su concentracion en el suero a través de la técnica
de radio inmuno luminiscencia (RIA)

Tipo de Variable: Numérica continua
Unidades: pumol/L
Definicion Conceptual:

Mineral indispensable que se relaciona intimamente con el Ca™ para la formacion de la
estructura 6sea (Cristales de hidroxiapatita) El fésforo coexiste en una variedad de
estados oxidados que van de -3 a +5 y puede formar sustancias estables con varios
elementos.

Definicion Operacional: Se obtiene del suero y se analiza por métodos tradicionales de
guimica sanguinea.

Tipo de Variable: Numérica continua
Unidades:

Definicidn conceptual. Tiempo transcurrido desde el nacimiento hasta la fecha de la
entrevista.
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Sexo

Peso

Talla

IMC para edad y sexo

Definicién operativa. Se registr6 la fecha de nacimiento de la paciente y de acuerdo
a ello se estimd la edad.

Tipo de variable. Cuantitativa discreta.

Unidades. Afios cumplidos

Definiciéon conceptual: Condicidn organica que distingue al hombre de la mujer.
Definicion operacional: Se report6 en el cuestionario.

Tipo de Variable. Nominal dicotémica
Unidades. Hombre o Mujer.
Definicién Conceptual:

Es una medida de la masa corporal total. Refleja cambios en el balance de energia y
es importante para detectar crecimiento anormal, obesidad y desnutricién.
Definiciéon Operacional:

Técnica de Medicion: Se utilizé una bascula, con una precision de 0.1 kg. Una vez
llevado a cero el peso a la linea de referencia, se le indicé al sujeto que se pare en el
centro de la plataforma, descalzo, con la menor cantidad de ropa posible y sin que el
cuerpo entre en contacto con objetos aledafios. Una vez adoptada la posicion referida
se reporta la lectura de la medicién. El valor del peso que se registra es el de los 100
g mas cercanos.

Tipo de Variable: Numérica continua

Unidades: kg
Definicidon conceptual:

La estatura es la distancia méaxima entre la region plantar y el vertex, en un plano
sagital.
Definiciéon Operacional:

Técnica de medicion: Se utilizo un estadimetro. Con el sujeto descalzo y con la menor
cantidad de ropa posible, se le indicé que se colocara de pie con los talones unidos
tocando la superficie vertical donde estaba colocado el estadimetro. Los bordes
internos de los pies deben estar en angulo aproximado de 60 grados. Los brazos
deben de caer a los lados del cuerpo y la cabeza orientarse en el plano horizontal de
Frankfort, lo cual se logra adecuadamente cuando la vision del sujeto se proyecta en
el mismo plano de la linea imaginaria tragio-orbital. Se registra el valor de la medida al
0.1 cm. mas cercano

Tipo de Variable: Numérica Continua
Unidades: Centimetros.

* Se define talla baja en la mujer adulta a una estatura menor de 1.50 y para el hombre
menor a 1.60 metros.

Definicion Conceptual:

El indice de masa corporal es una medida segura y valida de peso relativo en nifios y
adultos, recomendada para el uso clinico. Se obtiene dividiendo el peso en Kg entre el
cuadrado de la talla en metros.

Nifios y Adolescentes: Diversos grupos de expertos han elegido su uso para definir
el sobrepeso en nifios y adolescentes, sin embargo la interpretacion no es la misma
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Actividad Fisica

que en los adultos debido al crecimiento de los nifios y a los cambios en su grasa
corporal.

Definicion Operacional/ Nifios y Adolescentes:

Para su interpretacion se emplean como referencia las tablas desarrolladas por la
NCHS publicadas en Mayo del 2000. De acuerdo con los datos epidemioldgicos se
recomienda usar los percentiles con los siguientes puntos de corte:

o Bajo peso cuando el IMC se encuentra debajo del 5 percentil
° Sobrepeso cuando el IMC se encuentra entre el 85 y 95 percentiles.
Obesidad cuando el IMC se encuentra por arriba o en el 95 percentil

Para el diagnéstico de sobrepeso y obesidad, se corroboraron los valores con un
articulo reciente en el que se establecen puntos de corte de IMC equivalentes al
adulto para referencias internacionales. [%6]

Definicion Operacional / Adultos:
De acuerdo a la OMS para el manejo integral de la obesidad se recomienda usar los
siguientes puntos de corte:

. Normal, para adultos con un IMC de 19-24.9 kg/m2
J Sobrepeso, para adultos con un IMC mayor de 25-29.9 kg/m?
o Obesidad, determinada por un IMC mayor de 30 kg/m?

Tipo de Variable: Ordinal.
Unidades: Kg/m2.

Definicion Conceptual:

Movimiento corporal que constituye una parte importante y variable del gasto energético.
Se refiere a ejercicio

Definicidon Operacional:

El nivel de actividad fisica se estima en minutos por semana y nivel de actividad de
acuerdo a la intensidad y duracién con que los participantes refirieron realizar durante
una semana tipica en el dltimo afio. Las actividades contempladas son: caminar, correr,
andar en bicicleta, realizar ejercicios aerébicos, bailar y nadar, entre otros. Se obtuvo el
gasto energético en METs y se calcul6 la cantidad de calorias gastadas por semana para
cada individuo de acuerdo a su peso. Se clasific6 como sedentarios aquellos que
reportaban < 50, actividad leve 51-800, moderada 8001-1600 e intensa >1601 METS por
semana.

Tipo de Variable: Nominal

Unidades: Politbmica

Polimorfismos gen VDR

Definicion Conceptual: El receptor de calcitriol, también conocido como receptor de
vitamina D (VDR) y como NRL1I1 (de sus siglas en inglés "nuclear receptor subfamily
1, group I, member 1"), es un miembro de la familia de receptores nucleares de los
factores de transcripcion.

Definicion Operacional: Se determinara por medio de la técnica PCR tiempo real o por
enzimas de restriccion.

Tipo de Variable: Nominal
Unidades: AA, AC, CC.
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Fecha

25(0OH)D, DMO y polimorfismos

Folio

Registro

Mapeo

Asociaciéon de 25(0OH) Vitamina D con densidad mineral 6seay frecuencias alélicas del

gen VDR en poblacién mexicana

GENERALES
1. Nombre
Nombre Apellido Paterno Apellido Materno
2. Fecha de nacimiento (ddmmaa)
3. ¢En qué estado de la Republica Mexicana nacio?
4. ¢Cudl es su ocupaciéon?
Ama de casa Personal de oficina.
Estudiante Comerciante
Obrero Profesionista
Otra
5. (s6lo menores de 18 afios) ¢,De quién depende
econOmicamente?
6. ¢Cuanto es el ingreso familiar mensual de su casa? $
7. Peso Kg
8. Talla (cm) cm
9. Cintura cm

10. (mayores de 50 afios) ¢Ha disminuido 3 0 mas cm de estatura en los Ultimos 10 afios?

Sl NO
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11. ¢ Escolaridad?

Primaria Normal o superior
Secundaria Profesional
Preparatoria

ANTECEDENTES PERSONALES
12. ¢ Ha tenido alguna infeccion (respiratoria, gastrica, etc) en las Ultimas 2 semanas?
Si No
13. ¢ Algaun médico le ha dicho que tuvo o que tiene alguna de las siguientes enfermedades?

¢,Cuéndo se lo menciond por primera vez?:

Enfermedad Sl Fecha Dx
Diabetes

Presion Alta

Colesterol elevado

Triglicéridos elevados

Ulcera (géstrica o duodenal)
Célculos (piedras en el rifion)
Insuficiencia renal crénica

Artritis reumatoide

Artritis degenerativa (osteoartritis)
Céncer

Quistes benignos en mama
Otras

*Especificar el tipo de cancer

14. ¢ Qué medicamentos toma actualmente? (Mencione sdlo los que usa regularmente, 2 6

MAs veces por semana)

15. ¢ Tiene todos sus dientes? Sl NO

16. ¢Durante los ultimos dos afios cuantos dientes perdi6?

ALTERACIONES OSEAS
17. Alguna vez un médico le diagnostico osteoporosis (huesos fragiles o falta de calcio en

los huesos)?

Si No
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*Si su respuesta fue NO pase a la pregunta 21

25(0OH)D, DMO y polimorfismos

18. ¢ A qué edad le dijeron que tenia osteoporosis? Afios

19. ¢ Le realizaron algun estudio para confirmar este diagndstico? Sl NO
a. ¢Cual?

20. ¢ Recibio tratamiento para este problema? Si No

21. ¢ Qué tipo de tratamiento recibié?

Hormonas

Calcio

Calcio + Vitamina D

Vitamina D

Ac. Zoledroico

Otro

22. (Para mayores de 40 afios) ¢,Ha tenido fracturas después de los 40 afios de edad?

Si

No

23. Necesito que me diga a qué edad sucedid, por qué y qué hueso se fracturo:

1. sin golpe o caida

2. caida a nivel del piso

3. accidente de trafico o caida severa

Edad a la fractura Hueso con Fractura

Forma de lesion

Vértebra

Cadera (fémur)

Antebrazo (mufieca)

Costilla

Otra

24. ¢ Alguna vez ha estado en cama por un periodo mayor de 2 meses?

Si

No

25. Si su contestacion fue afirmativa, ¢fue en éste Ultimo afio?

Si

No
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ANTECEDENTES FAMILIARES

25(0OH)D, DMO y polimorfismos

26. Esta seccion pretende verificar si sus padres o hermanos han padecido las

enfermedades que le voy a mencionar:

Enfermedad

Madre

Padre

Hermanos

Diabetes

Presion Alta

Colesterol elevado

Triglicéridos elevados

Ulcera (gastrica o duodenal)

Célculos (piedras en el rifidn)

Insuficiencia renal crénica

Avrtritis reumatoide

Artritis degenerativa (osteoartritis)

Cancer

Quistes benignos en mama

Otras

ALTERACIONES OSEAS

27. ¢ A alguno de sus padres o hermanos le diagnosticaron alguna vez osteoporosis?

Si No

28. En caso afirmativo ¢ A quién?

29. ¢ Alguno de sus padres o hermanos (hermano o hermana) han sufrido alguna de las

siguientes fracturas después de los 50 afios?:

Vértebra | Cadera | Mufeca Otra
Madre
Padre
Hermano
Hermana
(o]
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ACTIVIDAD FISICA
30. ¢ Cuénto tiempo dedico en el dltimo afio a cada una de estas actividades fuera de su

casa? (Ponga el nimero que corresponda en el cuadro).

Ligera: como la actividad que se asemeja a caminar en forma tranquila.
Moderada: actividad que realiza con esfuerzo, provocando sudoracion.

Intensa: actividad que realiza una persona que entrena o se prepara para una competencia deportiva.

Actividad Tiempo de actividad Cada actividad la realiza en forma
minutos ligera moderada intensa

Caminar

Correr

Andar en bicicleta

Aerdbbics

Bailar

Nadar

Otro

*Calcular tiempo acumulado por semana (minutos)

TABAQUISMO

31. ¢ Fuma cigarros u otro tipo de tabaco?

Si Ahora no, pero en el pasado si Nunca
32. ¢ Que edad tenia cuando comenz6 a fumar? afios
33. ¢, Cuantos cigarros en promedio fuma / fumaba al dia cigarrillos
34. Siya no fuma, ¢qué edad tenia cuando dejé de fumar? afos
[ 6]



ALIMENTACION
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35. Le voy a mencionar algunos alimentos y necesito que me indique la frecuencia (diaria,

semanal o mensual) con que comié cada uno durante los Ultimos 12 meses:

Productos Lacteos

Promedio consumido durante los Gltimos 12 meses

Nunca <1vez 1-3 1 2-4 5-6 1 2-3 4-5 6 0 més
X mes X mes X sem X sem X sem x dia x dia x dia x dia
Un vaso de leche entera
Un vaso de leche descremada o Light
Una cucharada de queso crema
Unarebanada de queso Oaxaca
Una rebanada de queso fresco
Un helado de leche con barquillo
Unataza de yogurt
Productos lacteos fermentados (yakult, soful)
Margarina que agregue al pan (una untada)
Mantequilla que agregue al pan (una untada)
Huevo, Carnes y Embutidos Promedio consumido durante los Ultimos 12 meses
Nunca <1lvez 1-3 1 2-4 5-6 1 2-3 4-5 6 0 méas
X mes X mes X sem X sem X sem x dia x dia x dia x dia

Un huevo

Una pieza de pollo

Unarebanada de tocino

Unarebanada de jamén de cerdo

Unarebanada de jamén de pavo

Un bistec de higado o higado de pollo

Una porcién de chorizo o longaniza

Un platillo con carne de puerco

Un platillo de cecina de res o de puerco

Un platillo con atan (en lata)

Un platillo con sardina (en lata)

Una porcidn de pescado fresco

Una porcién de pulpos/calamar /camarén

Un pedazo de chicharrén

Un plato de barbacoa

Una porcién de pescado seco (bacalao, charales)

——
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Bebidas

Promedio consumido durante los Gltimos 12 meses

Nunca

<lvez

X mes

1-3

X mes

1

X sem

2-4

X sem

5-6

xsem

1

x dia

2-3

x dia

4-5

x dia

6 0 méas

x dia

Un refresco embotellado de cola

Un refresco embotellado de sabor

Un refresco embotellado dietético

Un vaso de agua de sabor (fruta natural)

Un vaso de agua de sabor ( polvo preparado)

Un vaso de agua de sabor (dietético)

Un vaso de jugo industrializado

Unataza o botella de té

Unataza de café con leche

Unataza de café sin leche

Una taza de atole con leche

Una taza de atole sin leche

Una taza de chocolate con leche

Una taza de chocolate sin leche

Una copa de vino

Una cerveza

Una copa de brandy

Una copa de whisky

Una copa de tequila

Una copaderon

Una copa de aguardiente

Un vaso de pulque

36. ¢ Actualmente utiliza suplementos de fibra en su dieta (metamucil, lactulax, ciruelax)

Sl NO

37. ¢ Durante los ultimos 4 afios has tomado multivitaminas?

a. ¢Qué marca?

——
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ALTERACIONES MUSCULO ESQUELETICAS

38. ¢ Ha tenido en los ultimos 7 dias algun problema como dolor a la presion, inflamacion o

Dolor muy leve

rigidez en sus articulaciones (coyunturas) o sus musculos?

*Si la respuesta es NO pasar a la pregunta 43

a. Desde cuando tiene ese problema?

Sl NO

(mmaa)

39. Rellene el circulo que sefiale el sitio donde tuvo esta molestia o dolor:

Hombros (O)—>

[T

Espalda baja ()

Cadera Q)

= [,

Muslos ()

Tobillos Q

R

O Cuello

(O Espalda alta
(O Codos

=~ Mufiecas y manos

__~ORaillas

/O Dedos de los pies

40. ¢ Como describiria la intensidad de su dolor en los ultimos 7 dias?

Seleccione el circulo que mejor describa la intensidad del dolor

1

41. ¢ Qué fue lo que le produjo el problema?

234 5 6 7 89 10

Dolor muy intenso

Una fractura (ruptura de un hueso) Otro
(especifique)

Un golpe o accidente automovilistico No sabe

Una torcedura

42. ¢ Estéa recibiendo tratamiento para el dolor, la inflamacién o la rigidez en sus huesos,

articulaciones o musculos? Sl
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43. ¢ Quién le mando el tratamiento? Puede llenar méas de un opcion.

Médico General

Farmacéutico

Especialista (Reumatdélogo, traumatdélogo, ortopedista)

Fisioterapeuta

Quiropractico

Acupunturista

Curandero

Usted mismo se recomendé remedios caseros

Otros (especifique)

Alteraciones musculo-esqueléticas pasadas
44. ;(En algin momento en la vida ha tenido algin problema como dolor, inflamacion o
rigidez en sus huesos por mas de 2 semanas seguidas, pero actualmente ya no la
tiene? SlI NO

*Si la respuesta fue NO pasar a la pregunta 52

45. ¢ Cuanto duré6 ese problema? Meses

46. ¢, Cuando fue ésto? (mmaa)

47. Rellene el circulo que sefiale el sitio donde tuvo esta molestia o dolor:
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{ .« O Cuello
Hombros () ——¢

Espaida baja ()

0 'T (O Espalda zita
:
i |.—( Codos

25(0OH)D, DMO y polimorfismos

Cadera O) ﬁ “~( Mufiecas y manos
Muslos () /Q Rodillas
Tobillos O /Q Dedos de los pies
Y

48. ; Como describiria la intensidad de su dolor?

Seleccione el circulo que mejor describa la intensidad del dolor

Dolor muy leve 1 234 5 6 7 8 910

49. ¢ Qué fue lo que le produjo el problema?

Una fractura (ruptura de un hueso)

Otro (especifique)

Dolor muy intenso

Un golpe o accidente automovilistico No sabe
Una torcedura
50. ¢ Conoce el nombre de la enfermedad o el diagndstico de su problema? Si NO

51. ;Cudl es?

52. ¢ Cuales de los siguientes tratamientos uso6 para el dolor, inflamacion o rigidez?

Automedicacion

Medicamentos ordenados por un médico

Inyecciones
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Fisioterapia

Cirugia

Dieta

Otros (especifique)

*Si respondié NO a alteraciones musculares (hace 7 dias y pasadas) pasar a pregunta 53

ACTIVIDADES DE LA VIDA DIARIA
53. Queremos conocer mas sobre la forma como estan o estuvieron limitadas sus
actividades por su problema, es decir por el dolor, la inflamacién y rigidez en sus
huesos, articulaciones o musculos. Estamos especialmente interesados en conocer Si
tiene dificultad para realizar actividades especificas durante el ultimo afio. Le voy a
mencionar algunas actividades y necesito que me diga si tiene o tuvo limitaciones para
realizarlas y si lleg6 a necesitar ayuda para lograrlo.

*Coloque en el espacio correspondiente la letra A (actualmente) o P (en el ultimo afio):
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ACTIVIDAD

S/dificultad

Clcierta
dificultad pero
lo logro

Solo lo logro
c/ayuda

Aln
c/ayuda
no puedo

No puedo
X causas
ajenas a mi

Caminar en terrenos planos

Levantarme de una silla s/apoyarse c/las manos

Sentarse y levantarse de la taza del sanitario

Vestirse solo(a)(abotonarse, cerrar el cierre)

Lavarse el cabello

Lavarse y secarse el cuerpo

Peinarse

Comer por si mismo

Llevarse a la boca un vaso con liquido

Abrir y cerrar las llaves del agua

Alcanzar y bajar una bolsa de 2Kg que esté por arriba
de su cabeza

Abrir las puertas de un coche

Abrir un tapén de rosca no muy apretado

Escribir un recado

Conducir un coche o coser a maquina (no eléctrica)

Salir de compras

Acuclillarse

Arrodillarse

PERCEPCION DEL ESTADO GENERAL

54. En general diria que su salud es:

Excelente

Muy buena

——

Buena

Regular

Mala

No sabe
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EXPOSICION AL SOL

55. ¢ Usted usa bloqueador solar?

Diario

1 por semana

Otros

Sélo cuando voy a la playa

25(0OH)D, DMO y polimorfismos

Sl NO

56. ¢ Qué factor de proteccion utiliza?:

FPS

57. En el verano en promedio, ¢ Cuantas horas por dia pasa en el sol, entre las 10 am y las

4 pm de lunes a viernes y en fines de semana?

Tiempo de exposicion

Entre semana Fines de semana

30 minutos o0 menos

31 minutos a 1 hora

2 horas

3 horas

4 horas

5 horas

6 horas

58. 4 Con qué frecuencia...?

Actividad

nunca raravez aveces con frecuencia

siempre

Usa camisa con mangas que cubren sus hombros

Usa sombrero o gorra

Se queda en la sombra o usa paraguas

Usa lentes de sol

Pasa tiempo en el sol para conseguir un
bronceado

59. En los ultimos 12 meses ¢,Cuéntas veces ha tenido una quemadura de sol que durara

un dia o0 méas?

60. ¢ Cual es el color de su piel sin broncear? *Utilizar la escala de color

Muy clara

Clara

Media

Oscura
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MUJERES

61. ¢ A qué edad empezd a reglar (menstruar)? afios

62. ¢ En alguna ocasion ha estado sin reglar por mas de dos meses, sin estar embarazada ni

tomando anticonceptivos? SI NO NO SABE

63. ¢ Alguna vez ha tomado pastillas anticonceptivas por mas de 3 meses?

Sl NO NO SABE
64. ¢ Aun sigue reglando (menstruando)? Sl NO NO SABE
65. Si su contestacion fue NO ¢a qué edad tuvo su Ultima regla o menstruacion? ___ afios
66. ¢, Cual fue el motivo? Natural Quirargica
67. ¢ Le quitaron los ovarios? Sl Nd NO SABE

*Si no dejo de menstruar pasar a la pregunta 70

68. ¢ Tomo hormonas durante o después de la menopausia? (estrogenos, estrogenos mas

progesterona como Premarin) Sl NO NO SABE
69. ¢ Las toma actualmente? Si NO
70. ¢ Cuando comenz6 a tomarlas? (mmaa)
71. ¢ Cuando dej6é de tomarlas? (mmaa)

72. ¢ Alguna vez ha estado embarazada? (nifios nacidos muertos y abortos) SI NO

Si su contestacion fue afirmativa:

Gesta Partos
Cesareas Abortos
73. ¢ Usted amamanto a sus hijos? SI NO

74. ¢ Cuantos meses aproximadamente amamantd a cada nifio?

1. meses 2. meses
3. meses 4, meses
5. meses 6. meses
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MANUAL DE OPERACIONES

Estudio 25(0OH) vitamina D

El procedimiento de seleccion de los participantes se realizé mediante la invitacion a
alumnos, empleados y familiares que asistian a escuelas secundaria y preparatoria, asi
como casas de retiro del Estado de México. Los interesados se inscribieron en una lista
con las que se les asignd una cita para acudir al Centro de Investigacion en Ciencias
Médicas.

El dia asignado para la valoracion, los individuos se presentaron de 7:00 a 7:40 am con
ropa comoda sin elementos metalicos y en ayuno de 12 horas.
La secuencia de determinaciones fue la siguiente:

1. Explicacion del protocolo

Firma de consentimiento/asentimiento informado
2. Aplicacion de cuestionarios por 2 enfermeras y 2 nutridlogas.
3. Toma de muestras sanguineas

Vitamina D Calcio

Albumina Fésforo

PTH
4. Antropometria

Peso

Talla
5. Densitometria 6sea

Estudio genético

Los casos se obtuvieron de las mujeres que asistian a consulta en el Instituto Nacional
de Rehabilitacion y que cuentan con diagnéstico de osteoporosis por DXA. El
procedimiento es el siguiente.

1. Explicacion del protocolo

a. Firma de consentimiento informado
2. Aplicacion del cuestionario
3. Toma de muestra para DNA

Los controles seran tomados de la base poblacional de DNA con que cuenta la unidad
de Genética del Instituto Nacional de Rehabilitacion.
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DENSITOMETRIA OSEA

El paciente ingresara a la unidad de densitometria y se le solicitara dejar toda la ropa a
excepcion de la ropa interior. De acuerdo con los datos de edad, peso y condiciones
del paciente reportados de la medicidon antropométrica se ingresaran dichos datos en el
software correspondiente.

Se le pedira al paciente se coloque de forma horizontal y relajada en la mesa de
andlisis del DXA.

La primera valoracion sera la de cuerpo total que dura aproximadamente 15 a 20
minutos. Posteriormente se colocara un cojin en el area de las rodillas para proceder a
la medicion de columna y cadera (15-20 minutos).

Las indicaciones al paciente para realizar la densitometria son las siguientes:

Ropa:

-pantalén deportivo (pants) playera 6 blusa, sin cierres, sin broches ni botones de metal
0 plasticos.

-con calcetas 0 calcetines

-mujeres: sin brasiere

-No traer alhajas como: pulseras, anillos, collares, reloj, aretes etc.
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LABORATORIO
Metabolismo 6seo

Para el muestreo de esta seccion del protocolo se procedera de la siguiente manera:

Obtener muestra para 3 tubos (Vacutainer amarillo).

Los tubos se colocaran en el contenedor de poliuretano para evitar la exposicion
al sol.

Posteriormente, se guardaran en el refrigerador y se debera esperar a la
formacién de coagulo (15-30 minutos).

Se colocaran en la centrifuga fria a 3000 RPM por 15 minutos a 20-25°C.

Una vez centrifugado se distribuird el suero en 3 alicuotas (vitamina D, PTH,
Alb+Ca+P) de 1.5mL que se colocaran en micro tubos envueltos en papel
aluminio y etiquetados con el registro del paciente, los cuales se guardaran en
las cajas para muestras y en el cajon del REVCO a -70°C.

Las muestras seran transportadas, en contenedores de poliuretano con hielo
seco, al Laboratorio de Metabolismo Oseo del Hospital Infantii de México

“Federico Gémez” para su procesamiento y almacenaje.

Genética

El muestreo se realizara en la Unidad de Genética del INR

Se tomaran 5ml de sangre en un tubo Vacutainer de vidrio de 5mL (K3 EDTA
9mg)

Una vez obtenida la muestra se refrigerara a -20°C.

La muestra sera transportada al Instituto Nacional de Rehabilitacion para su

procesamiento y almacenaje.
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Analisis de muestras

e Determinacién 25(0OH)D?

Las muestras fueron enviadas a la Universidad de TUFS en Boston y se analizaron por
el método sotope-dilution liquid chromatography—tandem mass spectrometry (ID-LC-
MS/MS)

e Fosforo
Determinacion cuantitativa de fosforo. (IVD) Fosfomolibdato (SPINREACT)

Conservar a 2-8°C

Principio del método

Método directo para la determinacion de fosforo inorganico. El fésforo inorganico
reacciona en medio acido con molibdato aménico formando un complejo fosfomolibdico
de color amarillo. La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de

fésforo inorganico presente en la muestra ensayada.

Reactivos
Molibdato amonico 0.40 mM
R Acido Sulfarico (SO4H,) 210 mM
Molibdico Detergente
Phosphorus cal Patrén primario acuoso de Fdésforo
5mg/dL

Precauciones

Corrosivo (C) R35: provoca quemaduras graves.

S24, evite el contacto con la piel, S26 en caso de contacto con los ojos, lavese
inmediata y abundantemente con agua y acudir a un médico. S30 No echar jamas agua

a este producto. S 45 en caso de accidente o malestar, acuda al médico.

Preparacion

Reactivo y patron listos para su uso.
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Conservacion y estabilidad
Todos los componentes del kit son estables, hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta, cuando se ,mantienen los frascos bien cerrados a 2-8°C, protegidos de la luz 'y

se evita la contaminacion durante su uso. No usar reactivos fuera de la fecha indicada.

Phosporus Cal
Una vez abierto, es estable 1 mes si se mantienen los viales bien cerrados a 2-8°C,
protegidos de la luz y se evita su contaminacion.
Indicadores de deterioro de los reactivos
e Presencia de particulas y turbidez
e Absorbancia (A) del blanco a 340nm = 0.54.

Material Adicional
e Espectrofotdmetro o analizador para lecturas a 340nm.
e Cubetas de 1cm de paso de luz.

e Equipamiento habitual de laboratorio.

Muestras
e Suero
Libre de hemdlisis. El suero debe separarse lo antes posible de los eritrocitos con el
fin de evitar la liberacion de fosforo de los hematies. Estabilidad: 7 dias a 2-8°C.

Procedimiento

1. Condiciones del ensayo:

Longitud de onda 340nm
Cubeta 1 cm paso de luz
Temperatura 37/30/25°C

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.
3. Pipetear en una cubeta
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Blanco Patréon Muestra
R (mL) 1.0 1.0 1.0
Patréon (pL) --- 1.0 ---
Muestra (uL) 1.0

4. Mezclar e incubar 5 minutos.

5. Leer la absorbancia (A) del patron y la muestra, frente al blanco de reactivo.

Célculo
Suero: (A) Muestra x 5 (conc. Patrén)= mg/dL de fésforo en la muestra

(A) Patron
Control de calidad
Es conveniente analizar junto con las muestras sueros control valorados. SPINTROL H
Normal y Patologico (Ref. 1002120 y 1002210).
Si los valores hallados se encuentran fuera del rango de tolerancia, revisar el
instrumento, los reactivos y el calibrador. Cada laboratorio debe disponer su propio
control de calidad y establecer correcciones en el caso de que los controles no cumplan

con las tolerancias.

Valores de referencia

Suero
Nifios 4.0 -7.0 mg/dL = 1.29 — 2.26 mmol/l
Adultos 2.5—-5mg/dL = 0.80 — 1.61 mmol/L

Caracteristicas del Método

Rango de medida: Desde el limite de deteccién de 0.07mg/dL hasta el limite de
linealidad de 15mg/dL.

Si la concentracion de la muestra es superior al limite de linealidad, diluir %2 con CINa

9g/L y multiplicar el resultado final por 2.

Precision:
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Intraserie (n=20)

Media (mg/dL) | 3.44 5.84
SD 0.02 0.04
CV (%) 0.64 0.64

Sensibilidad analitica: 1mg/dL = 0.053 A.
Exactitud: Los reactivos SPINREACT (y) no muestran diferencias sistematicas

significativas cuando se comparan con otros reactivos comerciales (x).

Interferencias

No realizar la prueba con muestras hemolizadas ya que los hematies contienen una alta
concentracion de esteres de fosforo organico, que es hidrolizado a fésforo inorganico
durante su conservacion, el incremento es de 4-5 mg/dL por dia. Se han descrito varias

drogas y otras sustancias que interfieren en la determinacion del fésforo.

e Calcio
Método: Espectrofotometria de absorcion atomica por FLAMA
Este método describe la determinacion de Calcio en suero. Las muestras se diluyen con
lantano (y cloro). La presencia del lantano controla las interferencias quimicas

(interferencia de fosfatos) cuando se determina el calcio.

Niveles séricos normales
Mg % mEq/L mg/L
Calcio 9-11 45-5.5 90-110

Procedimiento analitico

Preparacion de la muestra

Para la determinacion de Calcio diluya el suero 1:50 con lantano al 0.1% (o cloro) como
diluyente. El radio de dilucion puede ser ajustado para asegurarse que las

concentraciones caigan dentro de un rango aceptable de absorbancia.
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Andlisis

Determinar la concentracion de calcio utilizando las condiciones enlistadas en la
seccion de “Condiciones estandar”. Los estandar se preparan diluyendo el stock de
soluciones estandar, con 0.1% de lantano y cloro. La solucion de 0.1% de lantano y

cloro se utilizard como blanco.

e Polimorfismos gen VDR
Se tomaran 5ml de sangre en un tubo Vacutainer de vidrio de 5mL (K3 EDTA 9mg)
Una vez obtenida la muestra se refrigerara a -20°C.
La muestra sera transportada los lunes de cada semana al departamento de Genética

del Instituto Nacional de Rehabilitacién para su procesamiento y almacenaje.

Extraccion del DNA
La extraccion del DNA, se realizara a partir de 5mL de sangre venosa, de cada una de
las mujeres de cada poblacion. Se emplearéa la técnica de Fenol/Proteinasa K, descrita

por Sambrook con algunas modificaciones.

Extraccion de 5mL de sangre por medio de jeringa con aguja calibre 20 o 22, o bien por
sistema Vacutainer, empleando EDTA como anticoagulante.

Las muestras se centrifugaran a 2500rpm por 15 minutos.

Una vez centrifugadas se mantendran refrigeradas (10-12°C) y seran transportadas en
contenedores con hielo al Laboratorio de Genética del Instituto Nacional de
Rehabilitacion.

Las muestras se mantendran en refrigeracion hasta su procesamiento.

Obtencién del DNA:
Se tomara la fase que se encuentra entre los eritrocitos y el plasma (leucocitos) por

medio de una pipeta Pasteur y se colocara en un tubo de 1.5mL.
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Se eliminaran los glébulos rojos a través de 500uL de Buffer de lisis de células (CLB;
Tris HCL 10mM, sacarosa 0.32M, MgCl, 5mM, Tritbn x 100 1%) en frio y se
homogenizara empleando un vortex y centrifugando a 6000 rpm por 5 minutos.

Se decantara y adicionaran 500uL de Buffer de extracciéon (Tris HCL 10mM, EDTA 0.1M
0.5%SDS, 20ug/mL RNAsa pancreética) y nuevamente se homogeneizara.

Se agregaran 5uL de Proteinasa K (50ug/mL)

Se incubara a 55°C por una hora.

Se adicionaran 500uL de una solucion de fenol saturado.

Se resuspenderd y se centrifugard a 6000rpm por 5 minutos.

Se tomara la fase acuosa y se colocara en un tubo 1.5mL.

Se adicionaran 500uL de una solucién, con una concentraciéon 25:24:1 de fenol,
cloroformo y alcohol isoamilico.

Se resuspenderd y centrifugara a 6000rpm por 5 minutos.

Se tomara la fase acuosa y se colocara en un tubo de 1.5mL.

Se agregara una solucion con una concentracion 24:1 de Cloroformo:alcohol isoamilico.
Se resuspendera y centrifugara a 6000rpm por 5 minutos.

Se tomara la fase acuosa, la cual se colocara en un tubo de 1.5mL y se agregara NacCl
para obtener una concentracion de 0.2M.

Se agregaron 500uL de isopropanol frio.

Se agitara el tubo con movimientos suaves de 180° hasta observar la formacién del
precipitado de DNA.

A través de una punta de una micropipeta se tomara el paquete y se colocara en un
tubo de 1.5mL de etanol al 70%.

Se centrifugara a 14000 rpm por 10 min a 4°C.

Se decantara y el precipitado se lavara con 1mL de etanol al 70%.

Se centrifugara a 1400rpm por 10 minutos a 4°C.

Se decantara y se extraera el precipitado (DNA) a temperatura ambiente.
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RESUMEN EJECUTIVO

Elemento Asociacion de 25(0OH) Vitamina D con densidad mineral 6sea y frecuencias alélicas del gen
VDR en poblacién mexicana

Pregunta ¢,Cudles son los niveles de concentracion de 25(OH) vitamina D en suero de una muestra de

de poblacién mexicana?

investigacién

¢,Cudl es la correlacion de las concentraciones de 25(0OH)D con la densidad mineral 6sea,
concentraciones de PTH y calcio sérico?

¢,Cudles son las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos del gen VDR en un
grupo de mujeres mexicanas con y sin osteoporosis?

Relevancia e La deficiencia de vitamina D es determinante en el desarrollo de patologia del hueso.

e Se asocia a raquitismo en los nifios, osteomalacia en los adultos y osteoporosis en los
adultos mayores.

e La osteoporosis es la enfermedad mas frecuente del hueso cuya consecuencia son las
fracturas por fragilidad que son asociadas a una alta morbilidad, mortalidad y costos de
tratamiento elevados.

e En México, 1 de cada 12 mujeres y 1 de cada 20 hombres tendra una fractura de cadera
después de los 50 afios.

e El costo directo del tratamiento hospitalario, de las fracturas de cadera en el 2006 en
México ascendio a los 1.237.623.000 pesos.

e Se han identificado diversos genes asociados a la presencia de alteraciones 6seas.

e El gen VDR ha demostrado asociacion con osteoporosis en mujeres pre Yy
postmenopausicas.

e En nuestro pais se desconoce la prevalencia de deficiencia o insuficiencia de vitamina D
y la frecuencia de polimorfismos asociados al receptor de esta vitamina en la poblacion
mexicana.

Objetivo e Determinar las concentraciones de vitamina D y su asociacién con la densidad mineral

O6sea (DMO), PTH y calcio en una muestra de poblacién sana de ambos sexos mayores
de 14 afios que reside en el Estado de México.

Correlacionar las concentraciones de vitamina D y PTH en suero con la densidad mineral
Osea y calcio de la poblacién en estudio.

Investigar la frecuencia alélicas y genotipica de los polimorfismos de los loci ya referidos
del gen VDR, en un grupo de mujeres pre y postmenopausicas.

Identificar los genotipos méas frecuentes presentes en la poblacion de mujeres con pre y
postmenopausia.

Disefio y lugar

Estudio transversal comparativo
El estudio transversal de metabolismo éseo y vitamina D se llevara a cabo en el Estado de
México (CICMED).

Duracion 24 meses
Sujetos Se incluirdn 63 individuos de 12-18 afios de edad, 63 de 19-29 afios, 154 de 30 a 40 afios,
154 de 41-50 afios y 115 de 50-70.
Participardn alumnos, maestros y padres de familia de escuelas del Estado de México.
Instrumentos Se aplicaran en todos los casos, cuestionarios ya validados en poblacion mexicana, Estos
de cuestionarios contienen preguntas divididas en:
Medicion a) Informacion sobre caracteristicas demogréficas y sociales

b) Historia familiar de antecedentes de enfermedades cronicas y antecedentes de
padecimientos 6seos

c) El nivel de actividad fisica

d) Informacion sobre patrones de dieta por medio de un cuestionario semi-cuantitativo de
frecuencia de consumo de alimentos previamente validado en poblacion mexicana.

e) Se realizaran mediciones clinicas y antropométricas, asi como la obtencién de muestras
biologicas para la determinacién de vitamina D, Calcio, Fésforo, Albimina'y PTH.

f) Se realizara un estudio de densidad mineral 6sea, mediante densitometria 6sea (DXA) en
cadera y region lumbar.
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Procedimientos

1.- Se haré la invitacion a los sujetos elegibles de escuelas del Estado de México.

2.- Los participantes se citaran en el Centro de Investigacion Médica de la UAEMex
(CICMED)

3. Se aplicaran los cuestionarios.

4. Se obtendran las muestras biolégicas (11mL) para determinar concentraciones de (250H)
vitamina D, Calcio, Fésforo, Albumina y PTH en suero.

5.- Se realizara densitometria ésea de dos regiones.

Para la obtencién de la muestra del gen VDR se invitaran a las mujeres que asisten a
consulta del INR, se les tomara la muestra para determinacién genética y se aplicaran los
cuestionarios.

Andlisis de datos

La estadistica descriptiva la realizaremos utilizando promedios y desviaciones estandar
(X + DS) para las variables continuas y proporciones con sus intervalos de confianza para
las categoricas (IC 95%). El analisis estadistico se llevara a cabo con el programa SPSS
version 15.0

El andlisis de nutrimentos en la dieta de los individuos, se realizard con los valores
nutrimentales del programa SNUT, desarrollado por el Instituto Nacional de Salud Publica
y se cuantificaran por medio del programa SPSS 17.0

La comparacion para determinar las concentraciones de Vitamina D en nuestra poblacion
se hard con base en su concentracion * 2 D.E., estas concentraciones deben
corresponder con concentraciones que no se acompafien de datos de DMO que indiquen
osteopenia, ni osteoporosis, asi como niveles normales de concentracién de PTH.

Resultados

Se espera que las concentraciones de vitamina D en la poblacién disminuyan, conforme
aumenta la edad del individuo. Contrario a esto se espera que las concentraciones de
PTH aumenten en sujetos mayores de 50 afios. Ademas de que exista una disminucion
gradual de DMO a medida que se incremente la edad.

Se espera una correlacion entre la concentracion de vitamina D, densidad mineral ésea.
Esperamos que a medida que aumenta la concentracién de Vitamina D, disminuya la
PTH y aumente la DMO.

Se obtendra la frecuencia de polimorfismos del gen VDR en mujeres con y sin
osteoporosis.

Productos
entregar

Publicacién internacional en revista con arbitraje médico de alto impacto

Publicacién nacional de los datos en revista nacional de amplia difusién en la comunidad
medica

Presentacion de resultados en un Congreso internacional y uno nacional relacionados
con el metabolismo 6seo. (American Society of Bone and Mineral Research ASBMR y
Congreso Nacional de Metabolismo Mineral o de Medicina Interna 0 de Reumatologia)

Beneficios de
propuesta

la

De la generacién de nuevos conocimientos: De este estudio se desprendera informacion
original con la que no cuenta el pais con relacion a los niveles de concentracién de 2D en
mexicanos, la prevalencia de la insuficiencia y su relacion con PTH y con el contenido
mineral 6seo que sera de utilidad a los tomadores de decisiones para implementar
programas a nivel de salud publica para beneficiar a la poblacion insuficiente de vitamina
D

Colaboracion inter-institucional y fortalecimiento del personal de investigacion: Este
estudio involucra a investigadores del Instituto Mexicano del Seguro Social, la
Universidad Auténoma del Estado de México, Instituto Nacional de Rehabilitacién y la
Universidad Nacional Autdnoma de México permitiendo el desarrollo y crecimiento de
estos grupos a través del trabajo de colaboracién en diferentes areas de experiencia y
conocimiento, ademas ayudar en la formacioén de nuevos y jovenes investigadores y sera
el trabajo de obtencion del grado de doctorado alumnas del programa de ciencias de la
salud y participaran estudiantes en servicio social.
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N\ Hosritar INFANTIL & MEXico

EDFERICO GOMEZ

ASENTIMIENTO INFORMADO
PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION MEDICA
Asociacion de 25(0OH) Vitamina D con densidad mineral 6seay frecuencias
alélicas del gen VDR en poblacion mexicana
Investigador principal: Patricia Clark
Sede donde se realizara el estudio: Centro de Investigacién Clinica de la Universidad

Auténoma del Estado de México, Hospital Infantil de México “Federico Gomez

Nombre del paciente:

Mi nombre es Nalleli Vivanco y mi trabajo consiste en investigar si las concentraciones
de Vitamina D de adolescentes y adultos mexicanos son las adecuadas, si tu hueso

esta sano y algunos aspectos genéticos relacionados con la Vitamina D.

Te voy a dar informacion e invitarte a tomar parte de este estudio de investigacion.
Puedes elegir si participar o no. Hemos discutido esta investigacion con tus
padres/tutores y ellos saben que te estamos preguntando a ti también para tu

aceptacion. Si vas a participar en la investigacion, tus padres/tutores también tienen
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que aceptarlo. Pero si no deseas tomar parte en la investigacion no tienes porqué
hacerlo, aun cuando tus padres lo hayan aceptado.

Puedes discutir cualquier aspecto de este documento con tus padres o amigos o
cualquier otro con el que te sientas comodo. Puedes decidir participar o no después de
haberlo discutido. No tienes que decidirlo inmediatamente.

Puede que haya algunas palabras que no entiendas o cosas que quieras que te las
expligue mejor porque estas interesado o preocupado por ellas. Por favor, puedes

pedirme que pare en cualquier momento y me tomaré tiempo para explicartelo.

Objetivo: ¢Por qué estan haciendo esta investigacion?

Queremos saber si la Vitamina D y la calidad del hueso en adolescentes mexicanos son
adecuadas, asi mismo nos interesa saber algunas cosas acerca de los genes
responsables de la absorcién de esta vitamina. Si lo logramos, podemos hacer nuevos
tratamientos para que a los adolescentes que tengan deficiencia de vitamina D o una

calidad de hueso anormal, se les de un tratamiento para mejorar su salud.

Eleccion de participantes: ¢Por qué me pide participar?
Estamos haciendo este proyecto en adolescentes de tu edad desde 14 afios que son

sanos y que sus padres trabajan en la UAEMEX.

La participacion es voluntaria: ¢ Tengo que hacer esto?

No tienes porque participar en esta investigacion si no lo deseas. Es tu decision si
decides participar o no en la investigacion, esta bien y no cambiara nada. Si decides no
participar, todo seguira igual que antes. Incluso si dices que “si” ahora, puedes cambiar
de idea mas tarde y estara bien todavia.

He preguntado al nifio/a y entiende que su participacién es voluntaria

(inicial)
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Procedimientos ¢Qué me va a suceder?

El estudio consiste en medir tu peso, estatura con una bascula y un estadimetro,
también determinaremos tu cintura y cadera con una cinta métrica. Tomaremos una
muestra de sangre y analizaremos la calidad de tus huesos en un aparato llamado DXA
que es una cdmara colocada encima de una cama, donde te vamos a acostar durante

15 minutos.

He preguntado a los nifios y entienden los procedimientos (inicial)

Riesgos: ¢Es esto malo o peligroso para mi?

No existe ningun riesgo en todo lo que vamos a hacer y no es doloroso.

He preguntado al nifio/a y entiende los riesgos y molestias (inicial)

Beneficios: ¢Hay algo bueno que vaya a ocurrirme?

Si logramos detectar cuantos adolescentes tienen bajas concentraciones de Vitamina D
y su hueso no tiene la calidad adecuada, se podran desarrollar programas para dar esta
vitamina a todos los adolescentes y asi mejorar su concentraciéon y la salud de sus

huesos.

He preguntado al nifio/ay entiende los beneficios (inicial)

Confidencialidad: ¢Van a saber todos acerca de esto?

No diremos a otras personas que estas en ésta investigacion y no compartiremos
informacion sobre ti a nadie que no trabaje en el estudio de investigacion. La
informacion recogida por la investigacion sera retirada y nadie sino los investigadores
podran verla. Cualquier informacion tuya tendra un nimero en vez de tu nombre. Solo
los investigadores sabran cual es tu nimero y se guardaran la informacion con llave.
No sera compartida ni dada a nadie excepto a la Dra. Patricia Clark y a la M en C.

Nalleli Vivanco.
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Derecho a Negarse o0 a Retirarse de la investigacion. ¢Puedo elegir no participar
en la investigacion? ¢Puedo cambiar de idea?

No es obligatorio que participes en esta investigacion. Nadie se enojara o molestara
contigo si decides que no quieres participar. Eres libre de tomar la decisién. Puedes
pensar en ello y responder mas tarde si quieres. Puedes decir “si” ahora y cambiar de

idea mas tarde y también estara bien.

A Quien Contactar: ¢Con quién puedo hablar para hacer preguntas?

Puedes hacerme preguntas ahora o0 mas tarde. Tengo un numero y direccion donde
puedes localizarme o, si estas cerca, puedes venir y vernos. Si quieres hablar con
alguien mas que conoces como tu profesor o médico o un familiar, puedes hacerlo

también.

Si elegiste ser parte de esta investigacion, también te daré una copia de esta

informacion para ti. Puedes pedir a tus padres que lo examinen si quieres.
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PARTE 2: Formulario de Asentimiento

Entiendo que la investigacion consiste en evaluar la vitamina D y la calidad de mis

huesos..

“Sé que puedo elegir participar en la investigaciéon o no hacerlo. Sé que puedo
retirarme cuando quiera. He leido esta informacion (0 se me ha leido la
informacion) y la entiendo. Me han respondido las preguntas y sé que puedo
hacer preguntas mas tarde si las tengo. Entiendo que cualquier cambio se

discutird conmigo.

“Yo no deseo participar en la investigacion” (iniciales del

nifo/menor)

“Acepto participar en esta investigacion”

Nombre del nifio/a

Firma del nifio/a:

Fecha: México D.F. a de de 20

Si no sabe leer:
“He sido testigo de la lectura exacta del documento de asentimiento al
participante potencial y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas.

Confirmo de que ha dado su asentimiento libremente”.

Nombre del testigo (diferente de los padres)

90

r—t—
et



25(0H)D, DMO y polimorfismos

Firma del testigo

Parentesco

Fecha México D.F. a de de 20

Copia dada al participante (iniciales del investigador/asistente)

El Padre/madre/apoderado ha firmado un consentimiento informado _ Si _ No

(iniciales del investigador/asistente)
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W\ Hosrirar INFANTIL & MEXico

EDFRICO GOMEZ

CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION MEDICA

Asociacion de 25(0OH) Vitamina D con densidad mineral 6seay frecuencias

alélicas del gen VDR en poblacion mexicana
Investigador principal: Patricia Clark
Sede donde se realizara el estudio: Centro de Investigacién Clinica de la Universidad

Autonoma del Estado de México, Hospital Infantil de México “Federico Gomez

Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes
de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus
dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea patrticipar, entonces se le
pedird que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia

firmada y fechada.

I. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO. Este estudio permitird determinar las
concentraciones de Vitamina D, densidad mineral 0sea y aspectos genéticos

relacionados con la misma, en hombres y mujeres mayores de 14 afos.
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Otro beneficio adicional de este estudio en materia de nutricion sera el desarrollo local
de patrones de referencia para evaluar a la poblacion y poder dar pautas de orientacién

alimentaria y/o politicas de alimentacion.

II. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

e Se le haran unas preguntas por medio de un cuestionario.

e Se determinara su peso y estatura por medio de una bascula y un estadimetro.

e Se le realizard una toma de muestras sanguinea de 7 ml por una sola ocasion.

e Se determinara la densidad mineral 6sea por medio de un densitometro el cual

es una especie de camara colocada encima de una cama en la que se recostara.
Los datos obtenidos tanto en la entrevista como de los diferentes estudios que se le

practicaran, seran utilizados con fines de investigacion Unicamente

lll. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO
Los estudios que se le practicaran no representan ningun riesgo para su salud, los

procedimientos no son dolorosos.

IV. BENEFICIOS DEL ESTUDIO
Si usted participa se le realizaran los estudios con los cuales conocera si su niveles de
Vitamina D son los correctos para un adecuado desarrollo de sus huesos, si su

densidad mineral 6sea es la adecuada.

V. GARANTIA DE INFORMACION
En caso de requerir respuesta a alguna pregunta, aclaracion o cualquier duda acerca
de los procedimientos, riesgos y beneficios u otros asuntos relacionados con este

proyecto se podra comunicar a los teléfonos:

Dra. Patricia Clark
Unidad de Epidemiologia (Hospital Infantil de México “Federico Gémez”)
Teléfono: 1998-1094
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M en C Nalleli Vivanco Mufioz
Teléfono: 04455 4142 0150 (24 horas)

o En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no
previsto, tiene derecho a una indemnizacion, siempre que estos efectos sean
consecuencia de su participacion en el estudio.

o Si existieran gastos adicionales, éstos seran absorbidos por el
presupuesto de la investigacion.

o Usted también tiene acceso a las Comisiones de Investigacion y Etica de
la Facultad de Medicina de la UNAM en caso de que tenga dudas sobre sus

derechos como participante del estudio a través de:

Dr. Guillermo Robles Diaz,

Secretario Técnico de las Comisiones de Investigacion
y Etica de la Facultad de Medicina.

Teléfono: 5623 2298.

Y en el Comité de Etica del Hospital Infantil de México “Federico Gémez” con:
Dr. Samuel Flores Huerta
Teléfono. 5228.9917 ext. 1192.

o Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

o No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

o Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo
desee, aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, informando las
razones de su decision, la cual sera respetada en su integridad.

o El registro de resultados de cada individuo seré codificado numéricamente

de tal manera que Unicamente los investigadores tendran acceso a la
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identificacion de sujetos, de esta manera se conservara la confidencialidad de la
informacion relacionada a su privacidad.
o Si durante el desarrollo del estudio, surge nueva informacion relevante a

su diagndstico, se le dara a conocer.

ACLARACIONES

o No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.
o No recibira pago por su participacion.
o En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada

sobre el mismo, al investigador responsable.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo

desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa a este documento.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la

informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He
sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados
o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de

investigacion.

Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante o del padre o tutor Fecha
Testigo Parentesco
Fecha

Testigo Parentesco
Fecha

Esta parte debe ser completada por el responsable de realizar el consentimiento:
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He explicado al Sr(a). la naturaleza y los

propdsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que

implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he
preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente, para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella. Una
vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedié a firmar el presente

documento.

Nombre/ Firma Fecha
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GLOSARIO DE TERMINOLOGIA GENETICA

Alelos: Formas alternativas del mismo gen. Si las secuencias de ADN en un locus dado
(a menudo un gen o un marcador) varia entre diferentes cromosomas en la poblacién,
cada diferente version es un alelo. Si hay dos alelos en un locus dado, el alelo que es

menos comun en la poblacion es el alelo menor.

Exén: Segmento de un gen representado en el producto del DNA maduro. Los exones
individuales pueden contener DNA de codificacion, DNA no codificante (secuencias no

traducidas), o ambos.

Fenotipo: Caracteristicas observables en una célula o un organismo, incluyendo el

resultado de cualquier estudio que no sea una prueba directa del genotipo.

Gen candidato: En clonacién posicional, un gen de localizacion cromosémica
apropiada que se sospecha contribuye al desarrollo de una enfermedad. La sospecha

se estudia buscando mutaciones en pacientes.

Genoma: Grupo total de diferentes moléculas de DNA de un organelo, una célula o un
organismo. El genoma humano consiste de 25 moléculas de DNA distintas, la molécula

de DNA mitocontrial, aunada a 24 diferentes moléculas cromosémicas de DNA.

Genotipo: Constitucion genética de un individuo, sea en su totalidad o en un locus

especifico.

Haploide: los gametos (el esperma y los 6vulos) son haploides. Contienen solamente
un miembro de cada par de cromosomas homologos. Todos los Ovulos tienen 23,X
cromosomas complementarios y el esperma, 23,Y. cuando el esperma y el 6vulo se
fusionan para formar un cigoto se restauran los cromosomas complementarios

diploides.
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Heterocigoto: Individuo que tiene dos alelos diferentes en un locus particular.

Homocigoto: Individuo que tiene dos alelos idénticos en un locus particular. Con
propésitos clinicos, una persona suele describirse como homocigoto AA si tiene dos
alelos que funcionan normalmente, u homocigoto aa cuando presenta dos alelos
patogénicos en un locus, prescindiendo de que los alelos sean de hecho
completamente idénticos a nivel de la secuencia de DNA. La homocigosidad para alelos

idénticos por descendencia se denomina autocigosidad.

Locus: un locus es una localizacién cromosomica Unica que define la posicion de un
gen individual o una secuencia de ADN. En estudios de ligamiento genético, el término

también puede referirse a la regidén que implica uno o mas genes.

Marcador genético: un marcador genético es una variable de la secuencia de ADN
gue tiene un componente no variable que es suficientemente especifico para localizarlo
en un locus genémico Unico y un componente variable que es suficientemente
heterogéneo para identificar diferencias entre individuos y entre cromosomas
homologos en un individuo. Los marcadores genéticos tienen un papel fundamental en

el mapeo genético.

Poligénico: Caréacter determinado por la accion combinada de varios locus genéticos.
La teoria poligénica matemética asume que hay demasiados locus, cada uno con un

efecto pequefio.

Polimorfismo: Implica que existen dos o mas variantes genéticas en un locus
designado. Un locus que es polimorfico tiene al menos dos alelos alternativos.
Estrictamente, existencia de dos o mas variantes (alelos, fenotipos, variantes de
secuencia, variantes de estructura cromosémica) a frecuencias importantes en la
poblacién. Los usos mas laxos entre genetistas moleculares incluyen 1) cualquier

variante de secuencia que se encuentra en una frecuencia mayor a 1% en una
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poblacion, 2) cualquier variante de secuencia no patogénica, prescindiendo de la

frecuencia.

Polimorfismo de nucleétido Uunico (SNP): es una variante del ADN que representa
una variacion en una uUnica base. Un SNP comun puede definirse como un locus en el
cual dos alelos de SNP estan presentes, ambos con una frecuencia de 1%. El genoma

humano podria albergar mas de 10 millones de SNPs.
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