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INTRODUCCION

La Osteoporosis (OPS) es una enfermedad multifactorial, esquelética y
sistémica; caracterizada por la disminucion de la densidad 6sea y el deterioro
de la microarquitectura del tejido éseo con un incremento consecuente en la
fragilidad y riesgo de fracturas (NAMS 2010). Se considera el trastorno
mineral 6seo mas comun en el mundo, afectando a una de tres mujeres, en
particular a mujeres postmenopausicas (MPM), y a uno de ocho hombres
mayores de 50 anos (Li, 2010). Segun los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la OPS se define de acuerdo a los valores de
Densidad Mineral Osea (DMO) obtenidos por densitometria en la columna
lumbar o cadera por debajo de 2.5 desviaciones estandar del promedio para
una poblacién de referencia (puntuacion T de -2.5 o menor)(Kanis, 2008;
NAMS 2010; Ralston y Uitterlinden 2010). Esta medida de la densidad 6sea

es un rasgo cuantitativo y marcador de OPS y fragilidad 6sea (Hosoi 2010).

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, la OPS es una condicién multicausal
en la que confluyen e interactuan diferentes mecanismos patogénicos
(genéticos, nutricionales, hormonales y ambientales) para la pérdida de la
densidad y microarquitectura éseas (Beil, 2008). La homeostasis ésea es
mantenida por medio de un proceso fisiolégico continuo de remodelacion
O0sea estrechamente regulado en el que participan osteocitos, osteoclastos y
osteoblastos. La interrupcion de la homeostasis generalmente es resultado
de una insuficiente formacién de nuevo tejido, un incremento en la resorcion,
o ambos. Por lo tanto, bajo estas condiciones el tejido 6seo carece de un

sistema biolégico eficaz de reparacion y remodelacién, que le permitan



detectar y modificar adecuadamente el deterioro en la fuerza y mineralizacién

del hueso (Gogakos, 2009).

Los factores de riesgo asociados con la patogénesis de esta enfermedad son
la edad (mayor a 50 afos), el género femenino, la postmenopausia, el
hipoestrogenismo, el tipo de dieta (escasa en calcio y vitamina D), el
tabaquismo, un estilo de vida sedentario, el uso de ciertos medicamentos
(glucocorticoides), la presencia de enfermedades coexistentes (Diabetes
Mellitus tipo 1, hiper o hipotiroidismo, enfermedad de Parkinson, artritis
reumatoide) y una historia familiar positiva para la enfermedad (Giguere y
Rousseau 2000; Kanis, 2008; Li, 2010). Asi, por ejemplo las hijas de mujeres
con OPS tienen menor DMO comparadas con mujeres control pareadas por
edad, ademas una mujer cuya madre padeci6 fractura de cadera tiene poco
mas de dos veces la probabilidad de tener fractura de cadera que mujeres sin

historia familiar (RR 2.28 1C95% 1.48-3.51) (Ferrari 2008).

La OPS se caracteriza por tener una alta heredabilidad (h?) de los diferentes
componentes del tejido 6seo, lo cual refleja la importancia de factores
genéticos y antecedentes familiares en el riesgo para OPS(Ferrari 2008). Por
ejemplo, estudios de comparacion entre gemelos monocigotos y dicigotos
reportan una heredabilidad del 60 al 90%; y en progenitores y su
descendencia del 45 al 70% (Ferrari 2008; Li, 2010). Lo anterior, sugiere que
hasta el 70 o0 90% de la variabilidad en la DMO podria ser atribuible a
factores genéticos(Giguere y Rousseau 2000). Sin embargo, en el contexto

de enfermedades multifactoriales, esta alta heredabilidad no implica que cada



locus posea efectos individuales de gran magnitud, ni tampoco que por si
solos sean suficientes para explicar la enfermedad. Por el contrario, la
contribucion del componente genético es proporcional a la magnitud e
interaccién del conjunto de efectos especificos de cada gen y cada variante,

fendbmeno conocido como epitasis.

Actualmente, se reconocen alrededor de 112 genes como candidatos
mayores de susceptibilidad para OPS. Estos pueden ser clasificados en
cuatro grupos principales de acuerdo a su relevancia funcional para el
metabolismo mineral 6seo: Receptores y hormonas calciotropicas (Receptor
de vitamina D VDR, receptor de estrégenos ESR71 y ESRZ2, receptor de
andrégenos AR, receptor de calcitonina CTR, entre otros); factores de
crecimiento y citoquinas (proteinas mofogenéticas de hueso BMP2 y BMP?7,
receptores del factor de crecimiento de fibroblastos FGFR1 y FGFR2,
interleucinas IL-6, IL-15 e IL-23, receptor activador del factor nuclear kB y su
ligando RANK y RANKL, entre otros); proteinas de la matriz 6sea (colagena
tipo | COL1A1 y COL1A2, osteonectina SPARC, integrina alfa 1 ITGAT) y
miscelaneos (metilenetetrahidrofolato reductasa MTHFR, fosfatasa alcalina
ALPL, catecol-O-metiltransferasa COMT vy calmodulina CALM1, entre
otros)(Xu, 2010). La investigacién de éstos y otros genes de susceptibilidad
es y ha sido fundamental para tratar de comprender la etiopatogenia de la
enfermedad; sin embargo, dado que la contribucién de cada una de estas
variantes es pequefia, las nuevas lineas de investigacion estudian modelos

de interaccién gen-gen y gen-ambiente para explicar la magnitud, diversidad



e impacto de cada variante génica (individual y en conjunto) asociada con la

enfermedad (Giguere y Rousseau 2000).

El primer gen candidato asociado con OPS fue el gen que codifica para el
receptor de vitamina D (VDR)(Li, 2010). Se postula que ciertas variantes de
este gen (Bsml, Apal, Taql, Fokl y Cdx2) pueden afectar la estabilidad y
expresion del RNAm. Esto a su vez modifica la cantidad y calidad de la
proteina receptora de la vitamina D, y en consecuencia, el metabolismo del
calcio y la DMO. Por ejemplo, la variante Fokl representa un cambio de C por
T en el exdén 2 del gen VDR, lo cual introduce un nuevo sitio de inicio de
traduccién que produce una proteina con tres aminoacidos adicionales (C
424 aa, T 427 aa). Mediante estudios funcionales se ha demostrado que la
proteina de menor tamaro (424 aa) tiene mejor interaccién con el factor de
transcripcion basal |IB, actividad y respuesta frente a 1,25-dihidroxivitamina
Ds;. De acuerdo con lo anterior, el genotipo CC podria tener cierto efecto
protector para OPS; sin embargo, algunos estudios sefialan que este
genotipo se encuentra asociado a niveles de DMO significativamente
menores en la region distal del radio y a un aumento en el riesgo de fracturas.
En este sentido, en poblacidn mexicana no se ha observado asociacion de
Fokl con OPS, sin embargo el genotipo “bb” de Bsml tiene una prevalencia
significativamente mayor en mujeres postmenopausicas con OPS que en
controles (Lisker, 2003). En general, estas diferencias en el tipo de variante
génica asociada y la magnitud del efecto de susceptibilidad podrian ser
explicadas por el tipo de estudio, el tamafo de la muestra, la poblacién

estudiada, las interacciones gen-gen y gen-ambiente.



Por otra parte, es importante sefialar que la OPS también es parte de grupo
menos frecuente de enfermedades monogénicas que afectan la densidad
O0sea, los procesos de remodelamiento y causan fragilidad 6sea. Estas
enfermedades han ayudado a la caracterizacion de genes y vias moleculares
implicadas en la fisiopatologia de la enfermedad. Algunos ejemplos son la
Osteogénesis imperfecta causada por mutaciones principalmente en los
genes de la colagena COL71A71y COL1AZ2, la cual tiene un modo de herencia
autosémico dominante en las formas mas comunes (tipos I, Il, IV y V) y se
caracteriza por poseer una densidad 6sea disminuida y un marcado
incremento en la fragilidad 6sea. Otra de éstas enfermedades es el sindrome
Osteoporosis-pseudoglioma causado por mutaciones en el gen que codifica
la proteina 5 relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad
LRPS5, el cual tiene un modo de herencia autosémico recesivo y se
caracteriza por OPS de inicio en la infancia, microcefalia, microftalmia,
pseudoglioma oftalmico, ceguera por hiperplasia del vitreo, opacidad corneal
y glaucoma secundario. De la misma manera, los defectos en el gen
CYP19A1 que codifica para la enzima aromatasa responsable de la
conversion de androgenos a estrégenos en tejidos periféricos, y cuya
deficiencia tiene un modo de herencia autosémico recesivo y produce

distintos grados de virilizacién en recién nacidas y OPS en varones.

Hasta el dia de hoy, la identificacion de genes de susceptibilidad ha permitido

conocer una porcidn quiza pequefa de la compleja arquitectura de la

osteoporosis. Sin embargo y a pesar de los avances de investigacion aun
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quedan muchas interrogantes por responder. Es posible que en los préximos
afnos, los nuevos métodos de investigacidn molecular y estadistica, nos
permitan conocer a mayor detalle los factores (genéticos y ambientales) que
estan implicados en el desarrollo de esta enfermedad. Todo esto nos ayudara
a generar mejores predicciones de riesgo para desarrollar la OPS, y al mismo
tiempo individualizar el prondstico, el tratamiento y la prevencién de fracturas;
y finalmente reducir el gran impacto que esta enfermedad representa para la

sociedad (Xu, 2010).

Han sido descritos multiples enfoques para investigar el conjunto de factores
genéticos que participan en el desarrollo de la OPS (Xu, 2010). Actualmente,
debido al efecto moderado de variantes genéticas funcionales en la patologia
compleja del adulto, se han incorporado nuevos métodos de analisis que
permiten conocer el efecto de interaccion o efecto epistatico de dos o mas
loci. Sin embargo, hasta la fecha existen pocos estudios que relacionen
dichas interacciones con la DMO vy el riesgo para OPS y fracturas (Gennari,

1998; Uitterlinden, 2001; Vandevyver, 1999; Willing, 1998; Xiong, 2006).

Los pocos estudios de interaccidon génica en general, la ausencia de los
mismos en la poblacidn mexicana, la importancia de la patologia y los
cambios demograficos en la estructura de poblacién, con una mayor
expectativa de vida y por ende mayor riesgo de desarrollar osteoporosis y
para fracturas, motivo el presente estudio. Es el objetivo del mismo investigar
el efecto de la interaccidon génica entre determinadas combinaciones

genotipicas de los genes del receptor de la vitamina D (VDR), de la

11



metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR), de la metionina sintasa (MTR);
de la metionina sintasa reductasa (MTRR); del transportador de cobalamina
(TCN2); del receptor de estrogenos tipo 1 (ESR1) y de la colagena tipo 1 alfa

1 (COL1A1) sobre los valores de la DMO vy riesgo para OPS.
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DEFINICION
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define osteoporosis como “una
enfermedad esquelética sistémica caracterizada por disminucion de la
densidad 6sea y deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo con un

incremento consecuente en la fragilidad y riesgo para fracturas’(NAMS 2010).

Operacionalmente, la OMS ha establecido una definicion basada en la
Densidad Mineral Osea (DMO), véase tabla 1. La densidad dsea puede ser
expresada en gramos de mineral por centimetro cuadrado (g/cm?) o mediante
las puntuaciones Z o T. La puntuacion Z expresa la comparacion de la DMO
del paciente con la DMO esperada para su misma edad y género en una
poblacion de referencia. En cambio, la puntuacién T compara la DMO del
paciente con una poblacion de adultos “jévenes normales” del mismo género.
Esta comparacion entre la puntuacién del paciente y su poblacion de
referencia es expresada como desviacion estandar por arriba o por debajo de
la media. En estos términos, una desviacion estandar equivale a 10-15% del
valor de DMO en gr/cm?.(Kanis, 2008; NAMS 2010; National-Osteoporosis-

Fundation 2010)

En mujeres premenopausicas la puntuacion Z es usada para clasificar la
DMO por acuerdo internacional. Esta puntacion se basa en la diferencia entre
la DMO de la persona y la DMO de la poblacion de referencia del mismo
género, edad y etnia. En cambio, en mujeres postmenopausicas y hombres
de 50 afios o mas, la puntuacion T medida en la columna lumbar y cuello

femoral, es preferida para clasificar la DMO (normal, osteopenia y OPS) y se

13



calcula comparando la medicion actual con la media de una poblacién de
“‘mujeres jovenes sanas”. La base de datos de referencia es conformada por
mujeres blancas (no ajustadas por grupo poblacional), aunque esto no es
aceptado universalmente. Dependiendo del sitio del esqueleto, la disminucion
fisiologica de la DMO comienza durante la adolescencia, se acelera en
mujeres durante la menopausia y progresa en mujeres postmenopausicas y
hombres de 50 afnos o mas (NAMS 2010; National-Osteoporosis-Fundation

2010).

En mujeres premenopausicas, hombres menores de 50 afios y nifos, el
criterio de clasificacion de la OMS no se recomienda. En estos grupos el
diagnostico de OPS no deberia recaer sobre un solo criterio. La Sociedad
Internacional para la Densitometria Clinica (ISCD por sus siglas en inglés)
recomienda que en lugar de la puntuacion T deberia ser usada la puntuacion
Z ajustada por raza y grupo étnico, con una puntuacién Z de - 2.0 o menor
definida como “disminucion de la densidad mineral 6sea para la edad

cronoldgica” o “por debajo del rango esperado para la edad”.
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DIAGNOSTICO DE OSTEOPOROSIS

La reduccién en la cantidad de hueso mineralizado conduce a la
osteoporosis, caracterizada por una disminucion en la masa 6sea y la
densidad mineral 6sea. Sin embargo, estos dos parametros necesitan ser
distinguidos. El diagndstico no invasivo de osteoporosis actualmente se basa
en la medicion del contenido mineral 6seo (CMO) y la densidad mineral 6sea

(DMO) mediante técnicas de imagen (Genant, 1996; Peacock, 2002).

La absorciometria de rayos X de energia dual (DXA por sus siglas en inglés)
es la técnica disponible mas comun para evaluar el CMO de la masa ésea en
gramos de fosfato de calcio. EI CMO esta en funciéon del tamano del
esqueleto. En un intento para reducir la varianza entre individuos por el area
de hueso escaneado, el CMO es convertido a densidad de area en gramos
por cm? (DMO) dividiendo el CMO por el area escaneada proyectada

(Peacock, 2002).

La tomografia computada cuantitativa (TCC), es una técnica menos accesible
que mide la DMO como una densidad de volumen, en gramos por cm®.
Ademas, la TCC nos muestra la DMO de los compartimentos cortical y
trabecular por separado y, si la resolucion es suficiente, de la densidad

material del tejido éseo.

La densitometria cuantitativa por ultrasonido es otro método de estudio que

no mide directamente la DMO sino la velocidad del sonido y la atenuacién de
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la intensidad del ultrasonido en calcaneo, tibia, rotula y sitios esqueléticos
periféricos. La medicion del calcaneo por éste medio ha sido validada para
predecir fracturas en mujeres postmenopausicas (cadera y riesgo de
fracturas) y en hombres de 65 afos y mas (fracturas de cadera y no

vertebrales) (National-Osteoporosis-Fundation 2010).

Como se ha sefalado, en mujeres premenopausicas la DMO es expresada
con propodsitos clinicos como puntuacion Z en unidades de desviacion
estandar en relacion a una poblacion sana pareada por sexo y edad. Sin
embargo, dado que el pico de masa ésea representa el esqueleto en el punto
de su maxima fortaleza, la DMO es también expresada en relacion al pico de
masa 6ésea como puntuacién T para valorar el riesgo de fracturas. La edad en
la que se alcanza el pico de masa 6sea es tomada algunas veces entre 20 y
30 anos pero esto difiere de acuerdo a la maquina DXA y al sitio del
esqueleto estudiado (NAMS 2010). Se debe considerar que una puntuacién T
menor a -2.5 no sélo es un nivel arbitrario para clasificar la DMO, sino que
también es sensible al sitio del esqueleto medido y la técnica de medicion

(Lu, 2001).
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EPIDEMIOLOGIA

La Osteoporosis es la enfermedad metabdlica 6sea mas comun en el mundo
y afecta a una de cada tres mujeres y uno de cada ocho hombres a los 50
afnos. El costo de la osteoporosis para los sistemas de salud en el mundo es
extremadamente grande. Por ejemplo, en Estados Unidos durante el afio
2005 ocurrieron aproximadamente 2 millones de fracturas osteopordticas lo
cual generd un costo directo de 17 mil millones de ddlares. Se estima que
para el afio 2025 los costos de atencion tendran un incremento del 50%

(Burge, 2007; Li, 2010).

OSTEOPOROSIS EN LA POSTMENOPAUSIA

La OPS en la postmenopausia es una enfermedad comun. En mujeres de 50
afnos o mas el riesgo de sufrir algun tipo de fractura es de 40% (Kanis, 2000).
En la postmenopausia, la prevalencia de OPS aumenta conforme incrementa
la esperanza de vida para la poblacion. En Europa, se estima que mas de
30% de las mujeres de 50 afos o mayores tienen OPS definida de acuerdo a
los criterios de la OMS, con tasas de incidencia de 14%, 11% y 13% para
cadera, columna vertebral y region distal de antebrazo, respectivamente

(Cooper 2005).

En México, se estima que una de cada 12 mujeres y uno de cada 20 hombres
de 50 afios 0 mas estan en riesgo de sufrir una fractura de cadera. En

relacion a la OPS se reporta una prevalencia del 9% y 17% en hombres y
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mujeres respectivamente de 50 anos o mas para OPS de columna lumbar.
Asi mismo, una prevalencia de 6% y 16% en hombres y mujeres

respectivamente para OPS de cadera (Clark, 2010).

En el ano 2005 en nuestro pais, se registraron un total de 21,000 casos de
fracturas de cadera y se estima que para el afio 2050 esta cifra se incremente
a 110,055 casos, un 431% mas. De las instituciones gubernamentales de
salud publica, solo el 25% cuentan con las herramientas para el diagnéstico
de OPS (absorciometria de rayos X energia dual DXA). Ademas condiciones
particulares en nuestro pais hace evidente que si bien el tratamiento esta
disponible a la poblacion y fue aprobado por la Secretaria de Salud, el

Sistema de Salud no lo cubre por completo.

Los estudios sobre prevalencia de OPS y osteopenia de acuerdo a la
clasificacion de la OMS son recientes en México (Clark, 2010; Clark, 2009;
Deleze, 2000). Uno de estos estudios se realizd en tres diferentes areas
geograficas de México. Delezé y cols.(Deleze, 2000) evaluaron la DMO en
cuello femoral y columna lumbar de 4,460 mujeres entre 20 y 90 afos de
edad de 10 diferentes areas urbanas del pais (5 del norte, 4 del centro y 1 del
sureste). Los resultados mostraron diferencias significativas en el promedio
de DMO entre las diferentes regiones del pais. Por ejemplo, en la columna
lumbar las mujeres del norte del pais tuvieron en promedio mayores niveles
de DMO (1.089 + 0.18 g/cm?) que las del centro (1.065 + 0.17 g/cm?) y

sureste (1.013 + 0.19 g/cm?). De forma similar, en el cuello femoral las
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mujeres del norte del pais también reportaron mayores niveles de DMO
(0.895 + 0.14 g/cm?®) que aquellas del centro (0.864 + 0.14 g/cm?®) y sureste
(0.0844 = 0.14 g/cm?). Ajustadas por peso se mantenian estas diferencias,
por lo que los autores argumentan que quiza estas diferencias estan
relacionadas con un mayor promedio en la talla y un mejor estado nutricional

de las mujeres del norte del pais.

El segundo estudio realizado en nuestro pais analizé una muestra aleatoria
de mujeres y hombres de 50 anos y mas que fue parte del Estudio
Latinoamericano de Osteoporosis Vertebral "LAVOS". La OPS se diagnostico
en columna lumbar en 17% de las mujeres y 9% de los hombres; y
osteopenia en el 43% de las mujeres y en el 30% de los hombres en la
columna lumbar. En la regiéon del fémur, la OPS se detect6 en 16% de las
mujeres y 6% de los hombres; y osteopenia en el 41% de las mujeres y 56%

de los hombres (Clark, 2009) .

La tasa de incidencia y el riesgo a lo largo de la vida de fracturas de cadera
en mujeres y hombres de 50 anos fueron publicadas en 2005 (Clark, 2005).
En este estudio, los casos de fractura de cadera registrados en 2000 en
todos los hospitales de tercer nivel de los dos principales sistemas de salud
de la Ciudad de México, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y la
Secretaria de Salud (SS). Se estima que anualmente 169 mujeres y 98
hombres por 100,000 personas tienen fracturas de cadera. La tasa total en

mujeres es el doble de la de los hombres; estas diferencias son mayores a
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los 70 afios y mas.

El numero de fracturas de cadera se incrementa con la edad en ambos
sexos. El riesgo a lo largo de la vida de tener una fractura de cadera es de
3.8% y 8.5% para hombres y mujeres respectivamente. En otras palabras,
1/20 hombres y 1/12 mujeres sufriran una fractura de cadera a lo largo de la
vida. Si se estandariza la incidencia con la de Estados Unidos, la tasa de
incidencia de fracturas de cadera ajustadas por edad es de 108 y 203 por
100,000 hombres y mujeres respectivamente. De acuerdo a la clasificacion
hecha por Maggi y cols (Maggi, 1991), México tienen una tasa intermedia de
fracturas comparada con otros paises, la tasa mas alta es para Suecia y
caucasicos de Estados Unidos de Norteamérica; y la méas baja es para China

y Turquia.

El estudio LAVOS report6 la prevalencia radiografica de fracturas vertebrales
en mujeres de 50 afos y mayores de cinco paises latinoamericanos. La
prevalencia total en mujeres mexicanas fue de 19.2% la cual es la mas alta
entre los 5 paises incluidos en el estudio (Argentina, Brasil, Colombia, México
y Puerto Rico). La prevalencia de fracturas en las mujeres mexicanas fue
similar y consistente con la del estudio SOF en Estados Unidos de

Norteamérica y el estudio Beijing en China (Clark, 2009).
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ANATOMIA Y FISIOLOGIA OSEAS

El esqueleto proporciona una estructura rigida al organismo, protege érganos
vitales, actua como un sitio de adherencia para los musculos, y protege a la
médula 6sea. Contiene 99% del total del calcio corporal y regula la

homeostasis de calcio y fosfato.

COMPOSICION DEL TEJIDO OSEO

El contenido mineral 6seo representa el 65% del peso seco total de un
individuo. La matriz mineral contiene al depdsito mineral del organismo,
principalmente de hidroxiapatita Ca19(PO4)s(OH)2 y otros elementos como
carbonato, citrato, magnesio, sodio, fluoruro y estroncio. La matriz organica
representa el 35% del peso seco total del individuo y se compone de
colagena tipo 1 (90%), proteoglicanos, y un numero de proteinas no
colagenas, entre las que se incluyen osteopontina, osteocalcina,
trombospondina, fibronectina, y sialoproteinas 6seas. También contiene
factores de crecimiento, incluyendo factores de crecimiento de tipo insulina
(IGFs), factores de crecimiento transformante beta (TGF-B), factores de
crecimiento de fibroblastos (FGFs), factores de crecimiento derivados de
plaquetas (PDGFs) y varias proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs)

(Fleisch 1997; Kanis 1994a; Marcus, 1996).

MACRO Y MICRO ARQUITECTURA OSEAS

A nivel macroscépico hay dos tipos de hueso: cortical (compacto) y trabecular

(poroso o esponjoso). El hueso cortical comprende aproximadamente el 80%

21



de la masa mineral 6sea de todo el esqueleto. Se encuentra en las diafisis de
los huesos largos y en la superficie exterior de los huesos planos. Esta
formado por hueso compacto ordenado en capas concéntricas alrededor de
un canal central (sistema Haversian) que contiene vasos sanguineos y
linfaticos, nervios y tejido conectivo. ElI hueso trabecular representa
aproximadamente el 80% de las superficies 6seas en remodelamiento. Se
encuentra principalmente en los extremos terminales de los huesos largos
(metéfisis y epifisis) y en el interior de los huesos planos y las vértebras. Se
compone de laminas interconectadas entre las que se encuentra la médula

osea (Ferrari y Ringe 2009).

La fuerza mecanica del hueso cortical se incrementa con su diametro (o el
area transversal) y su espesor, disminuye con la porosidad cortical (como se
observa durante el envejecimiento), mientras que la fuerza del hueso
trabecular es principalmente determinada por el numero y grosor de la
trabécula y sus conexiones horizontales (Seeman 2002). El hueso trabecular
es rapidamente remodelado y por lo tanto es afectado por multiples
condiciones asociadas con el incremento en el metabolismo del hueso
cortical, como se ha visto en la fase temprana de la menopausia las mujeres

(Ferrari y Ringe 2009).

EMBRIOLOGIA

El desarrollo temprano del esqueleto en el embrion depende de multiples vias

de sefializacion, entre las cuales se incluyen los genes Hox, Wnt,
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Hedgehogs, proteinas morfogenéticas del hueso, factores de crecimiento de
fibroblastos, Notch/Delta, y otros factores (Yang 2009). Al final de la 4
semana de desarrollo embrionario las células del mesénquima, derivadas del
mesodermo y ubicadas en determinados patrones espacio-temporales dan
origen al esqueleto axial y apendicular. Estas células del mesénquima se
convertiran directamente en osteoblastos en los sitios de formacién ésea
intramembranosa proceso denominado osificacion intramembranosa (ej.
Boveda craneal), mientras que en el resto del esqueleto en desarrollo éstas
células se transformaran en condroblastos para iniciar la formacion del hueso

encondral, proceso denominado osificacion endocondral (Kovacs 2011).

Al final de la 8% semana de gestacion se desarrolla una estructura
cartilaginosa con digitos y articulaciones. La estructura cartilaginosa de cada
hueso largo se extiende hacia cada extremo, con lo cual las células mas
antiguas son ubicadas cerca del centro en proceso de diferenciacion,
hipertrofia y apoptosis. Los condroclastos y osteoclastos reabsorben a los
condrocitos en apoptosis y rodean a la matriz, ocurre entonces la invasion
vascular, y los osteoblastos se colocan en la esponjosa primaria (osteoide)
que sera mineralizada. Estos centros de osificacion primaria se forman en las
vértebras y en los huesos largos entre la 8% y 122 semanas, pero la
mineralizacién de la mayor parte del esqueleto ocurre hasta el tercer trimestre
de la gestacion. La reabsorcién y el remodelamiento de la esponjosa primaria
para crear la esponjosa secundaria ocurren en el utero, proceso que puede
incrementar de forma anormal cuando el feto es afectado por hipocalcemia

materna. En la semana 34 de gestacion, los centros de osificacién secundaria
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aparecen en el fémur (creando verdaderas placas de crecimiento), pero por
otro lado la mayoria de las epifisis son cartilaginosas hasta después del
nacimiento (Moore y Persaud 1998). Las placas de crecimiento se fusionan
durante la pubertad, después de lo cual el crecimiento lineal no es posible

(Kovacs 2011).

METABOLISMO MINERAL EN EL FETO Y NEONATO

Durante el desarrollo humano, los valores de calcio séricos, calcio ionizado,
magnesio y fosforo aumentan por encima de los valores maternos (Kovacs,
2001b; McDonald, 2004; Simmonds, 2010). Algunos estudios en fetos de
ratdbn sugieren que estas altas concentraciones son necesarias para la
agregacion normal de minerales pero no para la sobrevivencia al nacimiento

(Kovacs, 2001a; Kovacs, 1996; Kovacs, 2001b).

Los humanos y otros mamiferos durante el periodo fetal presentan bajos
niveles de hormona paratiroides, 1,25-dihidroxivitamina D (calcitriol) y factor
de crecimiento de fibroblastos 23; y altos niveles de proteina relacionada con
hormona paratiroides (PTHrP) y calcitonina (Takaiwa, 2010). La 25-
hidroxivitamina D cruza facilmente la placenta lo cual produce niveles en el
cordon umbilical entre el 75% y 100% del valor materno al nacimiento
(Haddad, 1971; Seki, 1994; Viljakainen, 2010). Los bajos niveles de calcitriol
son resultado de la supresion de la 1a-hidroxilasa (CYP27b1) por la elevacién

del calcio y fosforo séricos, y la disminucion de la hormona paratiroides. Pero
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si se presenta hiperparatiroidismo fetal entonces los niveles de calcitriol fetal

se incrementan marcadamente (Kovacs, 1998).

Estudios en animales han demostrado que la ausencia de paratiroides,
hormona paratiroides o PTHrP pueden causar hipocalcemia e hiperfosfatemia
fetal (Kovacs, 2001a; Kovacs, 1996; Kovacs, 2001b; Simmonds, 2010),
mientras que la ausencia de calcitonina (McDonald, 2004), vitamina D
(Brommage y DelLuca 1984; Halloran y De Luca 1981; Miller, 1983), calcitriol
(Lachenmaier-Currle y Harmeyer 1989), o receptor de vitamina D (Kovacs,

2005) no afecta el calcio o fosforo en la sangre fetal.

Los minerales ingresan al feto principalmente a través de la placenta,
mientras que los rifiones e intestinos permiten al calcio ser llevado al liquido
amnidtico y entonces ser ingerido y reabsorbido. PTHrP regula el calcio
placentario y posiblemente la transferencia de magnesio, aunque la hormona
paratiroides (PTH) puede también tener alguna participacion (Barri, 1990;
Care, 1990; Husain, 1994; Kovacs, 1996; Simmonds, 2010). Durante el
transporte activo de calcio la placenta sobre regula la expresién de genes
involucrados en el transporte de calcio y el mineral se agrega rapidamente en
el esqueleto fetal (Bruns, 1978; Delorme, 1982; Glazier, 1992; Kovacs, 2005).
El esqueleto humano agrega el 80% del calcio requerido en el tercer trimestre

(Trotter y Hixon 1974).

Al nacimiento los niveles de calcio total y calcio ionizado disminuyen en

ausencia del aporte placentario de calcio y hormonas calciotropicas; y de la
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elevacion del pH inducido por la respiracién (Loughead, 1988). El fosforo se
incrementa en el mismo intervalo y posteriormente disminuye. La PTH se
incrementa a casi valores de un adulto normal en 24 o0 48 horas después del

nacimiento y esto precede al incremento de calcitriol.

El neonato es dependiente de la absorcion intestinal para lograr el aporte de
minerales. La absorcion de calcio en recién nacidos es principalmente pasiva
y no saturable (Barltrop y Oppe 1973; Giles, 1987). El alto contenido de
lactosa en la leche materna incrementa la difusion paracelular de calcio en la
region distal del intestino delgado y la biodisponibilidad neta de calcio en la
dieta (Kobayashi, 1975; Kocian, 1973). Conforme el neonato madura, la
absorcion pasiva de calcio disminuye, los enterocitos sobre regulan la
expresion del receptor de vitamina D y genes transportadores de calcio y por
lo tanto, la absorcidn de calcio se convierte en un proceso activo y

dependiente de vitamina D (Giles, 1987; Senterre y Salle 1982; Shaw 1976).

TIPOS DE CELULAS ESPECIALIZADAS DEL TEJIDO OSEO

Hay 3 tipos de células especializadas en el sistema &seo, osteoclastos,
osteoblastos y osteocitos. Los osteoclastos son células derivadas del sistema
hematopoyético del linaje monocito/macrofago. El osteoclasto diferenciado es
una célula multinucleada (4-20 nucleos) con una membrana orientada hacia
la superficie del hueso la cual secreta &acidos y enzimas (como
metaloproteasas de matriz y catepsina K) necesarias para la
disolucion/digestion de la matriz ésea (Rodan y Duong 2008). Los

osteoblastos son derivados de células madre mesenquimatosas
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pluripotenciales (MSCs) y su funcién principal es la sintesis de hueso matriz
O0sea y su mineralizacion posterior. Para el proceso de mineralizacion se
requieren 2 factores, colagena tipo 1 y fosfatasa alcalina (ALP), los cuales
son también marcadores de la actividad de los osteoblastos (Murshed, 2005).
Los osteocitos son células diferenciadas de los osteoblastos que son
integrados en la matriz 6sea mineralizada. Se desconoce si los osteocitos
pueden tener la capacidad para sintetizar una matriz 6sea mineralizada, sin
embargo estas constituyen el 90% de las células en el esqueleto del adulto.
Los osteocitos actuan como mecanosensores, lo que les permite identificar
tension fisica y microdafio; e iniciar el apropiado proceso de modelamiento o

remodelamiento (Bonewald y Johnson 2008).

La resorcion 6sea es el proceso por el cual los osteoclastos reabsorben el
tejido 6seo de forma fisiolégica. La pérdida de tejido resultante es
compensada por la formacion de nuevo tejido por los osteoblastos. Esta
funcién es regulada estrechamente por la via de sefalizacion del receptor
activador del factor nuclear kB (RANK) central en la diferenciacion y funcién
de osteoclastos. El receptor RANK es expresado en células de linaje
osteoclasto y es activado por su ligando (RANKL), el cual activa a las células
hematopoyéticas precursoras de los osteoclastos por sobrerregulacion del
factor nuclear kB y otras vias de senalizacidn intracelular. Este proceso es
bloqueado por osteoprotegerina (Verhagen, 1998), un receptor disoluble que

se une a RANKL inhibiendo la via de sefalizacion RANKL/RANK (Beil, 2008).
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El proceso de formaciéon de nuevo tejido 6seo es llevado a cabo por los
osteoblastos. Este proceso es regulado por PTH, TGFB, proteinas
morfogénicas de hueso (BMPs) y la via de sefalizacion Wnt. Los miembros
de la familia de proteinas Wnt se unen y activan a la proteina 5 receptor-
relacionada de lipoproteina (LRPS) para regular la formacion de hueso, la
resorcion 6sea y la masa 6sea (Glass, 2005; Johnson, 2004). Hay al menos
19 miembros de la familia Wnt y aun se investiga cual es el mas importante
en la regulacién del metabolismo éseo, pero reciente evidencia sugiere que

Wnt7b 'y Wnt10b estdan ambos involucrados (Beil, 2008; Krishnan, 2006).

Una variedad de inhibidores de la via de sefializacion LRP5 han sido también
identificados, incluyendo proteinas solubles Frizzled-relacionadas (sFRP),
Dick-kopf1 (Dkk1), y esclerostina (SOST), y es probable que la regulacion de
la formacién de hueso dependa del balance entre los niveles de moléculas
estimuladoras Wnt y niveles de inhibidores como sFRP y SOST. Esclerostina
es de particular interés por que es producida por osteocitos en respuesta a la
carga mecanica y probablemente juega un papel clave en la mecano-
transduccion de sefales (Robling, 2008). En investigaciones recientes ha
resaltado el hecho de que vias neuronales tienen un papel en la regulacion
del remodelamiento 6seo. Estas incluyen el sistema nervioso simpatico a
través de la produccién de catecolaminas (Takeda, 2002), 6xido nitrico (van't
Hof, 2004) y el sistema endocabaninoide (Idris, 2009; Idris, 2005; Ofek,

2006).

MODELAMIENTO Y REMODELAMIENTO OSEOS
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El modelamiento 6seo es el proceso de adaptacion del hueso en relacion a
su tamafo y forma durante el desarrollo. Este proceso incrementa la
mineralizacién hasta que se alcanza la masa 6sea pico en el esqueleto del
adulto. EI modelamiento 6seo es consecuencia de la formacion y resorcidon
del hueso en desarrollo. Durante el crecimiento ocurre una intensa actividad
de formacion 6sea sobre las superficies externas del hueso (periostio) de
novo y sin previa resorcién 6sea; mientras que la aposicion del endostio es
predominante en mujeres durante la pubertad (Rauch, 2006). Durante la vida
adulta y el envejecimiento persiste una baja actividad de modelamiento éseo,
mayor en hombres que en mujeres, lo que explica el incremento en el
diametro del hueso cortical visto por ejemplo en el cuello femoral (Ferrari y

Ringe 2009).

El remodelamiento 6seo es el proceso de remocion de hueso llevado a cabo
por osteoclastos, seguido por el depdsito de nuevo tejido realizado por
osteoblastos. Los osteoblastos producen una matriz 6ésea no calcificada
(osteoide), que posteriormente comienza a mineralizarse. Ocurre a lo largo
de la vida en las superficies trabeculares y endocorticales, para asegurar la
adaptacion del esqueleto a las necesidades funcionales, reparar microdafios
y mantener la homeostasis de calcio sérico. En circunstancias normales, la
resorcidn es seguida por la formacién y las cantidades de hueso resorbido y
formado deben estar en equilibrio cuantitativamente (balance). Cada ciclo de
remodelamiento toma entre 4 y 6 meses en ser completado, la mayoria de
este tiempo es ocupado por la formacion de nuevo tejido. Aproximadamente

5-10% del esqueleto es renovado por remodelamiento cada afio (el esqueleto
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es renovado completamente cada 10 afos) (Ferrari y Ringe 2009; Seeman y
Delmas 2006). Ademas, el remodelamiento total del hueso ocurre
“aleatoriamente” sobre todas las superficies Oseas, un blanco de
remodelamiento ocurre para eliminar microdafios (ej. Microfracturas) el cual

puede ser iniciado por los osteocitos (Parfitt 1992).

CRECIMIENTO OSEO Y MASA OSEA PICO

La “masa Osea pico” se refiere a la cantidad de tejido éseo presente al
término de la maduracion esquelética. La cantidad y calidad del tejido 6seo
de un individuo refleja la experiencia desde la vida intrauterina a través de los
afos de crecimiento hasta alcanzar la etapa adulta. El esqueleto crece en
proporcion al crecimiento corporal, en talla, extension, masa y densidad
volumétrica. Para hombres y mujeres con peso normal la masa 6sea pico se
alcanza pocos afios antes de la fusion de las epifisis de los hueso largos.
Durante la nifiez y adolescencia la masa 6sea se incrementa hasta alcanzar
un punto maximo al final de la segunda década de la vida. En las mujeres, la
masa 0Osea pico se alcanza entre los 12 y 13 afos de edad y declina
rapidamente después del comienzo de la menstruacion. En los hombres este
pico ocurre entre los 13 y 14 afios de edad y puede continuar por al menos
uno o mas anos que en las mujeres. La edad a la que se alcanza este pico
también difiere entre grupos étnicos, siendo mayor en individuos de raza
negra, sin embargo se cree que estas diferencias pueden ser explicadas por
el tamano corporal. Los estrogenos son esenciales para el cierre normal de
las placas de crecimiento en ambos sexos. Las mujeres con menarca

retrasada son mas altas pero tienen menor masa ésea y corticales mas
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delgadas. Por lo tanto, las hormonas esteroideas tienen una participacion
importante para la obtencién de la masa 6sea pico y son responsables del
dimorfismo sexual del esqueleto, el esqueleto masculino se caracteriza por
mayor tamafo, mayor didmetro y una cortical mas gruesa en los hueso
largos. Sin embargo, la densidad mineral 6sea del pico de masa ésea es
similar para hombres y mujeres adultos jévenes. La masa Osea pico es
determinada por un numero de factores entre los que se incluyen: genéticos,
actividad fisica, factores endocrinos, ingesta de calcio y otros aspectos
nutricionales mas generales y exposicion a factores de riesgo. Estudios
epidemioldgicos indican que el incremento del 10% en el pico de masa ésea
en mujeres caucasicas podria retrasar 5-10 afios el desarrollo de
osteoporosis en la postmenopausia y disminuir 30% el riesgo de fractura de

cadera (Kanis 1994Db).

HORMONAS QUE PARTICIPAN EN LA REGULACION DE LA
HOMEOSTASIS OSEA

VITAMINA D
La vitamina D3 (colecalciferol) puede tomarse de la dieta o ser sintetizada en
la piel de 7 dehidrocolesterol por irradiaciéon ultravioleta. La vitamina D
producida por 7 dehidrocolesterol depende de la intensidad de la irradiacion
UV, la cual cambia con la estacién y latitud (Webb, 1988). La vitamina D debe
ser convertida a su forma activa para ser bioldogicamente activa, afectar el
metabolismo mineral y tener efecto sobre numerosas y diversas funciones
fisiologicas, como inhibicion de crecimiento de células cancerosas y
proteccion contra ciertas enfermedades mediadas inmunoldgicamente

(Omdahl, 2002; Prosser y Jones 2004).
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La vitamina D es transportada en la sangre por la proteina de unién a
vitamina D (DBP, una proteina de union especifica para vitamina D y sus
metabolitos en suero) hacia el higado. En el higado se hidroxila en C-25 por
una o mas 25-hidroxilasas de vitamina D citocromo P450 (CYP2R1,
CYP2D11, y CYP2D25) lo que da por resultado la formacion de 25-
hidroxivitamina D3 (25(OH)D3). Se ha sugerido que CYP2R1 es la enzima
clave requerida para la 25-hidroxilacion de vitamina D, dado que una
mutacion en estado homocigoto del gen CYP2R1 fue encontrada en un
paciente con bajos niveles circulantes de 25(OH)D3; y sintomas clasicos de
deficiencia de vitamina D (Cheng, 2004). 25(0OH)D3; es transportada por la
DBP a los rifiones. En el rifidn, la magalina, un miembro de la superfamilia de
receptores de lipoproteinas de baja densidad, tiene un papel esencial en la
internalizacién de 25(OH)Ds(Nykjaer, 1999). En el tubulo renal proximal la
25(0OH)D3; es hidroxilada en la posicion del carbono 1 en el anillo A,
resultando en la forma hormonalmente activa de la vitamina D, la 1,25-

dihidroxivitamina D3 (1,25(OH)2Ds3).

La mono-oxigenasa citocromo P450 25(OH)D 1 a hidroxilasa (CYP27B1;
1a(OH)asa), la cual metaboliza 25(0OH)D; a 1,25(0OH);D; esta presente
predominantemente en el riidn. Esta enzima es también encontrada en sitios
extrarrenales como placenta, monocitos y macrofagos. Mutaciones que
inactivan el gen de 1a(OH)asa ocasionan raquitismo dependiente de vitamina
D (VDDR) tipo 1 a pesar de la ingesta normal de vitamina D, indicando la

importancia de la enzima 1a(OH)asa (Kitanaka, 1998). El VDDR tipo 1 es
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caracterizado por problemas de crecimiento, hipocalcemia, elevacion de PTH,
debilidad muscular y hallazgos radiolégicos tipicos de raquitismo. El ratén con
una mutacién nula para 1a(OH)asa ha dado el modelo de raton de VDDR tipo
1. Es interesante que en estos ratones, ademas de raquitismo, presentan
defectos reproductivos e inmunoldgicos. Mayores estudios son necesarios
para evaluar el papel de 1a(OH)asa en sitios extrarrenales, los cuales ha n

sido materia de debate (Christakos, 2010).

El receptor de vitamina D (VDR) es la proteina intracelular efectora de los
cambios especificos en la expresion de genes que ocurren como resultado de
la presencia de la vitamina D. La unién de 1,25(0OH),D3; a VDR promueve el
contacto a regiones reguladoras de genes blanco e inicia la formacion de
grandes complejos de proteinas cofactores que producen diversos cambios
en la transcripcion de genes(Sutton y MacDonald). En la mayoria de las
células blanco esta funcion dispara la expresion de distintas vias de
sefalizacion que se combinan en una misma respuesta biolégica especifica.
Estas respuestas son tejido especifico y mantienen el control homeostatico
del metabolismo mineral para el crecimiento, diferenciacién y numerosas
actividades funcionales de distintos tipos de células (sistema inmune, piel,

pancreas y hueso)Bouillon, (2008).

El VDR comprende 3 regiones diferentes, un dominio N-terminal dual de tipo
dedos de zinc de union a DNA, un dominio C-terminal de union a ligando y
una region extensa no estructurada que enlaza los dos dominios funcionales

juntos. La union de VDR a su ligando produce la formacion de dos superficies
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de interaccion entre proteinas, una que facilita la interaccibn con un
companero heterodimérico requerido para la union especifica al DNA y otra
requerida para la modulacién de genes. Estudios adicionales sugieren que el
VDR puede ser modificado post-transcripcionalmente mediante fosforilacion

(Pike y Meyer 2010).

Aunque se han identificado genes blanco importantes para la homeostasis de
calcio y fosforo, todavia quedan otros genes blanco que no han sido
descubiertos. Entre los genes blanco podemos mencionar los genes de los
transportadores de calcio y fosfato, las bombas de protones en intestino y
rindn; y los factores de diferenciacion de osteoblastos-osteoclasto como
RANKL, el cual estimula la resorcion 6sea, prolonga su vida media e induce
la formacion de nuevo tejido. Los genes y vias de sefalizacién identificados
como responsables de la accién de la vitamina D son complejos. Ademas
mucho del conocimiento al respecto ha surgido como consecuencia de las
nuevas tecnologias de secuenciacion de genoma completo (Pike y Meyer

2010).

PROTEINA DE UNION A VITAMINA D (DBP)
Estudios en raton deficiente en DBP han puesto al descubierto el papel de
DBP en el metabolismo y accién de vitamina D. Aunque el raton nulo DBP
tienen niveles de 25(OH)D y 1,25(0OH),D3; marcadamente bajos comparado
con el ratén normal, los niveles de calcio sérico y PTH son normales (Safadi,
1999) . En pacientes con niveles reducidos de DBP circulante, los niveles de
calcio sérico también han sido reportados como normales(Bikle, 1985).

Estudios recientes usando ratones nulos para DBP han mostrado que DBP
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es importante para la 1,25(0OH),Ds total circulante pero no influye en la parte
de 1,25(0OH),Ds que entra en las células y afecta la sintesis de proteinas
blanco de vitamina D(Zella, 2008). Ademas, la medicion directa de
1,25(0OH),D3 no refleja la fraccion biolégicamente activa. Esto puede ser, en
parte por que 25(OH)Ds, la cual es también mas estable que 1,25(0OH),Ds, es
usada para valorar el estado clinico de vitamina D. Se ha sugerido que el
mantenimiento de los niveles de calcio sérico normales en el ratéon nulo para
DBP pueden ser resultado de la habilidad del receptor de vitamina D para
concentrar 1,25(0OH);D3; en los tejidos debido a su alta afinidad por
1,25(0OH),D3, produciendo la regulacién transcripcional de genes
involucrados en el mantenimiento de la homeostasis del calcio(Christakos,

2010).

24-HIDROXILASA (24(OH)ASA)

Ademas de 1,25(0OH),Ds3, el rindn también produce 24,25-dihidroxivitamina
D3 (24,25(0H);D3), un metabolito relativamente inactivo comparado con
1,25(0OH),D3. La 25-Hidroxivitamina D3 24-hidroxilasa (CYP24), también una
enzima P450 mitocondrial, puede hidroxilar tanto a 25(OH)Ds como a
1,25(0OH),D3(Omdahl, 2002). Se ha sugerido que el sustrato preferido para
24(OH)asa es 1,25(0OH).Ds;. Ademas, 24(OH)asa limita la cantidad de
1,25(0OH),D3 en células blanco mediante el incremento del catabolismo de
1,25(0OH),D3 a 1,24,25(0OH);D3, lo que da por resultado acido calcitroico, o
produciendo 24,25(0OH),D3, por tanto disminuyendo la fraccion de 25(OH)Ds3
disponible para 1-hidroxilacion. Estudios usando raton mutante nulo

24(OH)asa nos dan la primera evidencia de un papel para 24(OH)asa en el
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catabolismo de 1,25(OH),;Ds. Este ratdén es incapaz de eliminar 1,25(0OH);D3
del torrente sanguineo después del tratamiento agudo o crénico con
1,25(0H),Ds.(St-Arnaud, 2000) La escasa 24(OH) produce un defecto en la
mineralizacion en hueso intramembranoso. Este defecto fue normalizado
mediante el cruce de un ratdén deficiente de 24(OH)asa con un raton mutado
para el receptor de vitamina D, indicando que niveles elevados de
1,25(0OH),D3, fueron responsables de las anormalidades en el hueso.
Ademas, la principal funcién de 24(OH)asa es la inactivacion de la vitamina

D(Christakos, 2010).

REGULACION DE HIDROXILASAS DE VITAMINA D POR CALCIO,
FOSFATO, PTH Y 1,25(OH).D;

Los diversos efectos de 1,25(OH).D3; necesitan una estrecha regulacion de
su biodisponibilidad y un proceso de activacién y desactivacién que ocurre a
través de una serie de circuitos de retroalimentacion negativa y positiva, esto
causa cambios en la expresidon de las hidroxilasas dependiendo del estado
fisiologico(Henry y Norman 1984). En relacion a la regulacion del
metabolismo de vitamina D, la dieta baja en calcio y fosfato produce un
incremento en la actividad de 1a(OH)asa. La elevacion de PTH resultado de
hipocalcemia es una sefal primaria que interviene en la induccion de
1,25(0OH),D3 en el rindn. La PTH estimula la transcripcion de 1a(OH)asa.
Recientes estudios han mostrado que el receptor nuclear 4A2 (NR4A2) es el
factor clave involucrado en la induccion de transcripcion de 1a(OH)asa por la
PTH(Zierold, 2007). La 1,25(0OH),D3s en cambio suprime la produccion de

PTH al nivel de transcripcién. Cuando se compar6é con la regulacién de
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1a(OH)asa, 24(OH)asa es reciprocamente regulada (estimulada por
1,25(0OH),;D3s e inhibida por bajos niveles de calcio y PTH). La marcada
induccion de 24(OH)asa por 1,25(0OH);,D; ocasiona una supresion
autorregulatoria de 1,25(0OH);D; cuando el efecto transcripcional de
1,25(0OH),D3 necesita ser atenuado para proteger contra hipercalcemia. Han
sido identificados varios factores que cooperan con el VDR en la regulacion
transcripcional de 24(OH)asa, como el factor de transcripcion C/EBPS,
SWI/SNF (complejos que remodelan la cromatina usando la energia de la
hidrolisis de ATP) y las metiltransferasas de histona (CARM1 y G9)
(Christakos, 2006; Dhawan, 2005). Recientes estudios han sugerido que una
sinergia entre histonas acetiladas y metiladas puede desorganizar la unién
DNA/histona, lo que da por resultado un incremento en la activacién de VDR

por transcripcion de 24(OH)asa (Christakos, 2010).

FGF23

Ademas del calcio, fosfato, PTH, y 1,25(0OH),Ds, el factor de crecimiento de
fibroblastos 23 (FGF23), un factor fosfaturico que promueve la excrecidn
renal de fosfato mediante un decremento en su reabsorcion en el tubulo
proximal, es también un regulador fisiolégico del metabolismo de la vitamina
D. A diferencia de las funciones clasicas de FGFs que actuan por
mecanismos paracrinos, FGF23 pertenece a la subfamilia FGF19 que actua
en forma endocrina. Desde su identificacion como factor causante de
raquitismo hipofosfatemico autosémico dominante, raquitismo
hipofosfatemico ligado al X y osteomalacia tumor-inducida, FGF23 ha

demostrado ser un importante regulador de la homeostasis y sintesis de
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vitamina D(Shimada, 2001; The ADHR Consortium 2000; Weber, 2003;
White, 2001). La 1,25(0OH);D3 estimula la produccion de FGF23 en el hueso.
La administraciéon de 1,25(0OH),;Ds al ratén produce un incremento en los
niveles séricos de FGF23 previo a la elevacion de fosfato en suero,
sugiriendo que 1,25(0OH);D; induce la expresibn de FGF23
independientemente de los cambios en el fosfato sérico. En cambio, el
incremento de FGF23 suprime la expresion de 1a(OH)asa e induce
24(OH)asa en el rifidn. Este factor reduce los niveles de 1,25(OH),D3s por
sintesis inhibitoria y promueve el catabolismo de 1,25(0OH);Ds, lo cual a su
vez disminuye la expresion de FGF23 en hueso, formando un circuito de
retroalimentacion negativa entre FGF23 y el sistema endocrino de vitamina D.
La sobreactividad del FGF23 se ha propuesto como un mecanismo
patogénico de enfermedades perdedoras de fosfato lo que puede explicar sus
caracteristicas clinicas compartidas, como hipofosfatemia, niveles bajos de

1,25(0H),Ds3 y raquitismo/osteomalacia(Christakos, 2010).

ESTROGENOS

La deficiencia de estrogenos tiene un papel principal en el desarrollo de OPS
que se baso inicialmente en la observacibn de que las mujeres
postmenopausicas con niveles bajos de estrégeno en suero mostraban un
mayor riesgo de desarrollar OPS. A nivel morfolégico y metabdlico algunos
estudios han demostrado que el remodelamiento éseo se incrementa con la
menopausia (Ebeling, 1996; Parfitt, 1995). La deficiencia de estrégenos

asociada con pérdida de tejido 6seo es compleja y ocurre mas como
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resultado del incremento en la resorcion ésea y en menor grado de la
deficiente formacién de hueso nuevo. Sin embargo, la pérdida de hueso
persistente después de la menopausia indica que hay también un defecto de
la funcion osteoblastica dado que el incremento en la resorcion no se
acompana de un incremento en la formacion del hueso. Es interesante que el
incremento en la formacién de hueso como reaccion a la carga mecanica, la
cual ha sido demostrada como una reaccion fisiolégica, se pierde en la

deficiencia de estrégenos.

La sustitucion de estrogenos en la mujer después de los 70 y 80 afios
produce una clara reduccién de la resorcion ésea. Los niveles de estrogenos
necesarios para conservar el proceso de remodelacidon fisiolégico son
notablemente mas bajos que los necesarios para una estimulacion de otros
organos blanco, como las glandulas mamarias y el utero (Prestwood, 2000).
El riesgo de fractura se correlaciona inversamente con los niveles de
estrogeno en la postmenopausia y para estimular la resorcion Osea e
incermentar la formacién de hueso solo se necesita un 25 % de la dosis
necesaria para estimular el tejido mamario y el utero (Prestwood, 2003). Los
estrogenos ejercen su accion a través de dos receptores diferentes el
receptor de estrogenos alfa (ERx) y el receptor de estrégenos beta (ERB).
ERx el un receptor esencial para el efecto estrogénico en el hueso (Lee,

2003; Sims, 2002; Windahl, 2001).

MECANISMOS DE ACCION DE LOS ESTROGENOS SOBRE EL HUESO

39



Aunque el efecto de los estrégenos sobre el hueso es generalmente
considerado en el contexto de la deficiencia de estrégenos después de la
menopausia, es importante considerar que el mayor efecto fisiolégico de los
estrogenos es principalmente durante el crecimiento y el embarazo, y la
deficiencia de estrégenos es mas relevante durante la lactancia. La evidencia
actual indica un rol mayor para los estrégenos en el tejido 6seo durante el
crecimiento en ambos sexos y durante el embarazo. Los altos niveles de
estrogenos circulantes tienen efectos importantes no solo para el hueso, sino
para la homeostasis del calcio extraesquelético (regulacion a nivel intestinal y
renal). Ademas, estudios en ratones y humanos han demostrado que la
supresion de estrogenos durante la lactancia, combinada con el incremento
en los niveles de proteina relacionada a hormona paratiroidea (PTHrP), son
responsables para la movilizacién de calcio del esqueleto hacia la leche
materna. En términos evolutivos, la provisidon de adecuadas concentraciones
de calcio en la leche materna son necesarias para el esqueleto del neonato,
esto es probablemente la principal razén del por qué la deficiencia de
estrogenos genera el incremento en la resorcion 6sea y la movilizacion de
calcio. Aunque después de la lactancia la pérdida 6sea es reversible, la

pérdida de éste tejido durante la menopausia no lo es.

La activacion del ERx estimula la apoptosis de los osteoclastos y suprime la
actividad de osteoblastos y la apoptosis de osteocitos. Ademas, la deficiencia
de estrégenos se asocia con un incremento en la vida media de los

osteoclastos y una disminucion en la vida media de osteoblastos.
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La deficiencia de estrégenos se asocia con un incremento en los niveles de
citosinas pro-resorcion, incluyendo el TNFq, IL.1-« y otras. Aunque muchos
datos de la regulacion de estrogenos de estas citosinas provienen de
estudios en roedores, la evidencia apoya el papel mediador de TNFx y de
IL-1 para el incremento en la resorcion ésea posterior a la deficiencia de

estrogenos en humanos.

Las citosinas pro-resorcion incrementan la cantidad de células precursoras de
osteoclastos y también la expresion de moléculas reguladoras del desarrollo
de osteoclastos, actividad y vida media a través de RANKL. Finalmente, la
deficiencia de estrogenos sobre regula la osteoblastogenesis e incrementa el
numero de células T, ambas producen RANKL, el cual produce el desarrollo

incrementado de osteoclastos.

METABOLISMO DE HOMOCISTEINA Y DENSIDAD MINERAL OSEA

La homocisteina es un aminoacido que contiene azufre producido por la
desmetilacion de la metionina, un aminoacido esencial encontrando en
alimentos ricos en proteinas. La homocisteina posee un grupo tiol (-SH) que
es oxidado facilmente, lo que permite a la molécula unirse a proteinas otros
compuestos tioles (ej. cisteina y homocisteina) mediante la formacion de
puentes disulfuro. El catabolismo se realiza a través de dos vias hepaticas de
importancia cuantitativa similar, la via de transulfuracion y remetilacion. En la
via de transulfuracion, el tiol de la homocisteina es transferido, en dos pasos,

a serina, la cual es convertida a cisteina. Los atomos de carbono restantes de
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la molécula de homocisteina que entran al ciclo Krebs. La otra via consiste de
la metilacibn de homocisteina a 1-metionina. En esta regidén participan
enzima 5-metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR), cuya coenzima es la
vitamina B12. Existe una correlacion inversa entre la actividad de la MTHFR y
los niveles de homocisteina en suero, a menor actividad enzimatica mayor
elevacion de la homocisteina. Existen diversos factores que pueden disminuir
la actividad de la MTHFR, entre ellos las mutaciones, polimorfismos
genéticos, deficiencias de folatos y vitaminas B6 y B12. El polimorfismo mejor
estudiado de la MTFHR es C677T (Ala—Val) caracterizado por una
sustitucion de citocina por timina en el nucleétido 677, el cual produce un
cambio de alanina por valina en la cadena de aminoacidos. Este cambio
afecta la estabilidad de la enzima y disminuye su actividad. El polimorfismo
C677T se encuentran aproximadamente 10% de los caucasicos y si es una
causa de hiperhomocisteinemia (Cortese y Motti 2001). La importancia de las
interacciones entre factores ambientales y genéticos queda demostrada
cuando disminuye el riesgo cardiovascular asociado hiperhomocisteinemia en
pacientes con niveles de folatos y vitamina B12 por arriba del 50% de su
valor normal. Los niveles plasmaticos de homocisteina pueden ser regulados
por muchos compuestos. Los que incrementan los niveles de homocisteina
son: antagonistas de los folatos (ej. metotrexate, anticonvulsivantes),
antagonistas de la vitamina B6 (ej. isoniazida, procarbazina), antagonistas de
la vitamina B12 (6xido nitroso). Los que disminuyen los niveles de
homocisteina: acido fdlico, vitamina B6 y B12, 2-Deoxicoformicina o

pentostanina y d-penicilamina. La suplementacion con folatos ayuda a los
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pacientes que reciben metotrexate en enfermedades inflamatorias como

artritis reumatoide (Ortiz, 2000; Van Ede, 2002).

El efecto de la homocisteina sobre la DMO puede ser mediado
principalmente por su unidon con colagena, lo cual interfiere con la formacion
de uniones de colagena tipo 1 (Jackson 1973). Los niveles séricos de las
uniones entre colagena tipo 1 estan significativamente disminuidos en
pacientes jévenes con homocisteinuria, mientras que los niveles de
moléculas que reflejan la produccion de colagena tipo 1 o tipo 3 son normales
(Lubec, 1996). La magnitud de la disminucion de las uniones no se
correlaciona con los niveles séricos de homocisteina. La cantidad de
colagena producida parece normal, de esta forma la unica anormalidad es un
defecto cualitativo en dichas uniones. Este hecho puede explicar las
dificultades para correlacionar los valores de DMO con los niveles séricos de

homocisteina (Van Meurs, 2004).

Modelos genéticos de hiperhomocisteina. El primer modelo de ratén
generado por ingenieria genética fue descrito en 1995 (Watanabe, 1995). Los
homocigotos para la mutacion que carecian de la enzima cistationina (-
sintetasa (CBS -/-) tuvieron niveles de homocisteina 40 veces mas el valor
normal, retraso severo del crecimiento, higado graso, y una alta mortalidad
dentro de las 5 semanas después del nacimiento. La raza C57BL/6J de raton
CBS™ mostraba defectos en el crecimiento de los huesos largos,
principalmente aquellos localizados de forma proximal, como un resultado de

alteraciones en la osificacion encondral (Robert, 2005). El peso corporal
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estaba disminuido 25% comparado con el raton control. El examen

histoldgico del esqueleto del raton CBS™

en el primer mes de edad mostraba
expansidon de la placa de crecimiento con condrocitos hipertroficos
desorganizados lo cual sugiere un retraso de la diferenciacion. Al tercer mes
de edad, los huesos del fémur y tibia fueron cortos, mientras que el humero y

cubito no fueron diferentes de los controles. Ademas presentaban

cifoescoliosis y aracnodactilia.

Las ratas hembras Winstar con hiperhomocisteinemia inducida por una dieta
enriquecida en metionina o en homocisteina mostraron anormalidades 6seas
(Herrmann, 2007b). Los niveles de homocisteina en plasma en el grupo
alimentado con una dieta enriquecida en homocisteina fueron 10 veces
mayores que los controles. El examen histolégico de los hueso del fémur y
vertebras L1 de animales con hiperhomocisteinemia mostré una importante
pérdida del hueso trabecular (93% de disminucion en el area ésea / area total
del fémur distal) comparados con controles. Estos modelos mostraban
alteraciones en la microarquitectura y disminucion de la fuerza mecanica el
cuello femoral. Estos cambios fueron atribuibles a la disminucion en la
formacion de hueso. La resorcion 6sea no se modificé en ambos grupos.
Estos mismos investigadores mostraron que tejido de osteoclastos humanos
cultivados expuestos a niveles elevados de homocisteina o niveles bajos de
vitamina B6, vitamina B12 y folatos tuvieron un incremento en la actividad de

TRAP5Db y catepsina K (Herrmann, 2007a).
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En modelos de pollo en desarrollo la suplementacion de la dieta con
homocisteina a las 8 semanas fue asociada con un incremento significativo
en la ganancia de paso y el crecimiento radial y longitudinal de las diafisis de
la tibia, comparadas con controles. Ademas estos modelos mostraron
cambios en la composicidn mineral, anormalidades de la matriz 6sea y

defectos de colagena (Massé, 2003).

Estudios de modelos celulares y mineralizacion. La homocisteina causa
apoptosis de células mesenquimatosas de la médula 6sea por mecanismos
que involucran especies reactivas de oxigeno y NF-kappaB (Kim, 2006). La
homocisteina estimula la formacion de osteoclastos por activacion de
especies reactivas de oxigeno, lo cual promueve la resorcion 6sea (Koh,
2006). El desarrollo de uniones de colagena es dependiente de enzimas,
como la lisil oxidasa, y factores no enzimaticos responsables de glucosilacién
de proteinas. Las uniones de colagena son uno de los principales
determinantes de la calidad ésea, junto con el grado de mineralizacion, el
cual también controla la maduracion de éstas uniones. Los cofactores de la
enzima lisil oxidasa son la vitamina B6 (piridoxal) y cobre. Un estudio
realizado en muestras de tejido 6seo de pacientes con fracturas de cuello
femoral mostré alteraciones en las uniones y disminucién de la actividad
enzimatica asi como un incremento en los niveles de pentosidina (un
marcador de maduracién de colagena), tanto en densidad 6sea disminuida

como elevada (Saito, 2006).
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Estudios en humanos han reportado hallazgos contradictorios respecto a los
niveles de homocisteina circulantes y riesgo de fracturas o efecto sobre la
DMO. Algunos estudios que han mostrado una asociacion entre niveles de
homocisteina y riesgo de fracturas. El primero de estos estudios se realizé en
2406 individuos mayores de 50 afios de edad en Holanda, en este estudio se
encontr6 que los niveles de homocisteina se correlacionaron
significativamente con el riesgo de fracturas por 11,253 afos persona de
seguimiento (Van Meurs, 2004). En este estudio, cada incremento de 1
desviacién estandar en el nivel de homocisteina se asocié con un riesgo
relativo de fracturas de 1.9 (IC 95% 1.4-2.6), independientemente del valor de
DMO. En el estudio Framingham realizado en 1174 mujeres y 825 hombres
con edades entre 59 y 91 anos, los niveles de homocisteina fueron asociados
con la ocurrencia de fracturas de cadera (McLean, 2004). El riesgo de sufrir
una fractura de cadera se increment6 4 veces en hombres y 1.9 veces en
mujeres en el cuartil mas alto, comparados con el cuartil mas bajo (McLean,
2004). Ademas, 2/3 de los casos en los que se observd elevacion en los
niveles de homocisteina fueron atribuibles a una disminucién en la vitamina
B12 y folatos o su ingesta (Selhub 2006). Otro de estos estudios se realiz en
433 pacientes mayores de 65 afos con hemiplejia debida a un evento
isquémico, la homocisteina al inicio del estudio se asoci6 con la ocurrencia de
fracturas de cadera durante un promedio de 9 afios seguimiento (Sato,
2005b). La tasa de incidencia por 1000 afios persona ajustada para la edad
se incrementd de 2.89 para el cuartil mas bajo a 27.9 en el cuartil mas alto.
De forma similar, en 199 mujeres quienes tomaban levodopa para

enfermedad de Parkinson, el riesgo de fracturas de cadera fue 2.4 veces mas
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alto en el cuartil mas alto que en el cuartil mas bajo (Sato, 2005c). Por otra
parte, un ensayo clinico controlado aleatorizado en pacientes de 65 afos y
mas quienes tuvieron hemiplejia al menos 1 ano después de un evento
isquémico, la suplementacion con folatos (5 mg/d) y vitamina B12 (1500 ug/d)
disminuyo6 los niveles de homocisteina y el riesgo de fractura de cadera
comparada con los controles (Sato, 2005a). Gjesdal y cols. en un estudio
poblacional prospectivo incluyeron 2639 mujeres y 2127 hombres con edades
entre 65 y 67 anos al inicio del estudio y quienes fueron seguidos por un
promedio de 12.6 anos, los niveles de homocisteina al inicio del estudio se
correlacionaron con mayor riesgo en mujeres de fractura de cadera (Razén
de Riesgos ajustada 2.42, 1C95% 1.43-4.09) (Gjesdal, 2007). Por otra parte,
en 92 pacientes con enfermedad de Crohn, 60% tuvieron niveles de
homocisteina en plasma mayores de 15 pmol/L, lo cual fue asociado con
OPS o disminucion en la DMO (28% y 65% de pacientes, respectivamente)
(Roblin, 2007). Algunos estudios han mostrado asociaciones entre la
deficiencia de folatos inducida por farmacos antiepilépticos. La
implementacion con folatos y vitamina B (ademas de vitamina D y calcio) se
recomienda para pacientes epilépticos con el propédsito de disminuir los
niveles de homocisteina, prevenir la pérdida de la DMO y disminuir el riesgo

de fracturas de bajo impacto (Elliott, 2007).

Por otra parte, multiples estudios no han podido demostrar asociacion entre
homocisteina y fracturas o densidad mineral 6sea. El estudio francés OFELY
incluyé una cohorte de 671 mujeres con un promedio de edad de 62.2 £+ 9

afos y un promedio de seguimiento de 10 afos, en este estudio los niveles
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de homocisteina no demostraron asociaciéon con el riesgo de fracturas
después de ajustar para la edad (Périer, 2007). En este mismo estudio los
niveles de homocisteina tampoco se asociaron con los valores de DMO o
algunos otros marcadores de remodelacién 6sea. Otro estudio realizado en
Suecia 1996 mujeres de 75 afos de edad encontré que altos niveles de
homocisteina se correlacionaron con mayor remodelacion d&sea, pobre
desarrollo fisico, y menores valores de DMO pero no con un incremento en la
incidencia de fracturas para un promedio de 7 afios de seguimiento
(Gerdhem, 2007). En ltalia, se realizé un estudio en 702 individuos entre 65 y
94 afos de edad, los niveles de folatos pero no de homocisteina predijeron el

riesgo de fracturas para los siguientes 4 afios (Ravaglia, 2005).
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PATOGENESIS DE LAS FRACTURA

La importancia clinica y econémica de la osteoporosis esta en su asociacion
con fracturas. Aunque el riesgo de fracturas se incrementa cuando los valores
de la DMO caen, dos tercios aproximadamente de individuos quienes sufren
una fractura no tienen osteoporosis definida sobre la base de los valores de
DMO. De acuerdo con lo anterior, el incremento en las fracturas relacionado
con la edad es independiente de los cambios en la DMO. La razén mas
probable para esto es un riesgo incrementado de caidas con el
envejecimiento debido a factores como fuerza muscular reducida,

inestabilidad postural y agudeza visual reducida.

Otros factores también afectan el riesgo de fracturas por mecanismos
independientes de la DMO. Por ejemplo, marcadores bioquimicos de
resorcion o6sea (C-telopéptido de colagena tipo | y deoxipiridinolina) y
marcadores de formacion de hueso (osteocalcina carboxilasa), han
demostrado ser predictores independientes de la DMO. De modo semejante,
varios aspectos en la geometria del cuello femoral como la longitud axis
cadera, también han demostrado ser predictores de fracturas, particularmente

de cadera.

Ademas, se ha sugerido que diferencias en la geometria del cuello femoral

pueden explicar, en parte, diferencias en la tasa de fracturas entre

caucasicos y algunos otros grupos étnicos. En vista de lo anterior puede ser
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apreciado que las fracturas son un componente complejo del fenotipo que es

muy desafiante para ser considerado en el analisis genético.

La vitamina D modula el riesgo de fracturas de dos formas, la primera
disminuyendo las caidas y la segunda incrementando la densidad 6sea. La
administracion en forma suplementaria de vitamina D disminuye el riesgo de
caidas en 19% a dosis de 700 a 1000 unidades internacionales (Ul) por dia,
el riesgo de fractura de cadera en 18% vy el riesgo de alguna fractura

novertebral en 20% dosis de 482 a 770 Ul por dia.
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HEREDABILIDAD DE LA OSTEOPOROSIS-RASGO RELACIONADO

En enfermedades multifactoriales como la OPS, la varianza poblacional de un
fenotipo cuantitativo es determinada por la interaccién del genotipo con el
ambiente. Un estimado de heredabilidad considera la varianza en la
poblacién como resultado tanto de factores genéticos como ambientales. Una
forma de calcular la heredabilidad es mediante los estudios en gemelos. Los
gemelos monocigotos (MZ) tienen 100% de alelos en comun, mientras que
los dicigotos (DZ) tienen 50% de alelos en comun. Por tanto, una disminucion
en la varianza fenotipica en gemelos MZ comparada con gemelos DZ refleja
la contribucion genética. Una premisa de éste modelo es que el grado en el
cual los gemelos MZ comparten un ambiente en comun es el mismo que para
los gemelos DZ. Esto sucede con poca frecuencia y por lo general
sobreestima la heredabilidad. La heredabilidad por encima de la unidad
puede reflejar violaciones de la premisa de que los gemelos MZ y DZ tienen

contribuciones similares de los ambientes que comparten.

Para evaluar fenotipos concordantes se utiliza la correlacion entre pares de
gemelos como un estimado de esta asociacion. Por lo tanto, la correlacién
intraclase es el estimado de la varianza entre pares de gemelos en relacion a
la varianza entre todos los pares de gemelos. Se calcula de la siguiente
manera: (medias cuadradas intra pares - medias cuadradas entre pares) /
(medias cuadradas intra pares + medias cuadradas entre pares). El estimado
estadistico es h?> = 2 ( rMZ —rDZ ), donde rMZ y rDZ son la correlacién intra

clase para gemelos MZ y DZ, respectivamente. h®> es un estimado de la
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proporcion de variacion en el fenotipo que es genéticamente determinado.
Este modelo puede ser extendido a la heredabilidad entre familiares de
primer grado. En este caso, h> = 2 x r es para familiares de primer grado

como hermanos o progenitores.

Estudios en las ultimas tres décadas en gemelos sanos han demostrado
consistentemente una importante contribucion de los genes sobre la masa
Osea y algunas caracteristicas del hueso (véase tabla 2), incluso conforme
avanza la edad. Diversos estudios en familias con pares padres-hijos sanos,
pares hermanas sanas y niflos con pares padres-hijos en quienes el padre
teina OPS han confirmado el papel predominante de los genes para

determinar la masa ésea y algunos fenotipos rasgo relacionados.
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ARQUITECTURA GENETICA DE LA OSTEOPOROSIS

En los ultimos 15 afos, un gran numero de genes han sido asociados con
osteoporosis. La identificacién y validacion de loci de susceptibilidad a
osteoporosis se incrementa afio con ano. Este fendmeno es debido
principalmente por los estudios de asociacion a gran escala gen candidato,

metanalisis y estudios de genoma completo.

RECEPTOR DE VITAMINA D

El gen del receptor de vitamina D fue el primer gen candidato estudiado en
pacientes con osteoporosis (Morrison, 1994). El analisis a gran escala de
SNPs en 6,148 ancianos blancos observo que ciertos haplotipos en la region
promotora y la region 3’ no traducida (3’-UTR) se asociaron fuertemente con
un incremento en el riesgo de fracturas. Especificamente, las asociaciones
fueron independientes de la DMO sugiriendo la existencia de otros
mecanismos determinantes del riesgo (Fang, 2005). El analisis funcional in
vitro indic6 que un haplotipo de riesgo en el promotor se asocié con una
expresion reducida del gen reportero y un haplotipo de la regién 3’-UTR con

una disminucion del RNAm (Fang, 2005).

Un metanalisis en el que participaron 9 centros de investigacion europeos
con 26,242 participantes estudié los polimorfismos Cdx2 (localizado en el
promotor), Fokl, Bsml, Apal y Taql confirmé parcialmente los resultados

mencionados. En este estudio los polimorfismos estudiados no mostraron
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asociacién con DMO y el alelo A de Cdx2 mostré una reduccion de 9% del
riesgo para fracturas vertebrales (P = 0.039) (Uitterlinden, 2006). El analisis
funcional in vitro demostrd que el alelo A de Cdx2 tiene mayor afinidad por el
factor de transcripcion Cdx2 y significativamente mayor actividad en

comparacion con el alelo G.

El polimorfismo Fokl presenta un cambio de C por T en el exdon 2 del gen
VDR (rs10735810). Esto introduce un nuevo sitio de inicio de transcripcion, lo
cual resulta en la generacion de una proteina con 3 aminoacidos adicionales
(C=424 aa, T=427 aa). Este es un polimorfismo funcional debido a tres lineas
de evidencia. La primera, el alelo C exhibe una mayor actividad de
transactivacion que el alelo T, como lo demostro el reportero construido bajo
el control del elemento de respuesta a vitamina D en varias lineas celulares.
La segunda, una proteina mas corta interactia mas eficientemente con el
factor de transcripcion basal, |IB, y posee mayor actividad transcripcional que
su contraparte de mas longitud en células epiteliales de riidn de mono COS-
7. Por ultimo, el genotipo C es mas sensible a 1,25-dihidroxi vitamina Dg, la
forma principal bioactiva de vitamina D en células mononucleares de sangre

periférica humana cultivada.

Si estos resultados son considerados en el contexto de los hallazgos de Arai
y cols (2001), Fang y cols (2005) y Uitternlinden y cols (2006), es claro un
efecto protector del genotipo C contra osteoporosis. Sin embargo, el analisis
del polimorfismo Fokl en 6,698 mujeres Americanas de = 65 afios de edad

mostro un efecto opuesto; las mujeres con el genotipo CC fueron asociadas
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con disminucién significativa de la DMO en la region distal del radio, un
incremento modesto del riesgo fracturas de bajo trauma y un 33% de
incremento en el riesgo de fractura de mufieca comparado con aquellos con

el genotipo TT (Moffett, 2007).

Onder y cols estudiaron Fokl y Bsml en 259 individuos de 80 afios con
respecto a la ocurrencia de caidas dentro de los 90 dias de la valoracion
(Onder, 2008). El genotipo bb en Bsml fue asociado con una tasa reducida de
caidas comparada con el genotipo BB. En contraste, ningun efecto sobre las
caidas fue observado para el polimorfismo Fokl. Este hallazgo fue apoyado
por un estudio que incluyé dos grandes cohortes y estudid el riesgo de

fracturas con el VDR (Barr, 2010).

En México, Lisker y cols estudiaron 65 mujeres con OPS y 57 mujeres control
en la posmenopausia y los resultados no mostraron asociacion de Fokl con
OPS, sin embargo el genotipo bb de Bsml tuvo una mayor prevalencia en
mujeres posmenopausicas con OPS que en controles, a diferencia del efecto
protector reportado en otros estudios (Lisker, 2003). Por otra parte, Jaramillo
y cols evaluaron 98 mujeres mexicanas sin OPS (19 del grupo
premenopausia y 79 del grupo posmenopausia) con promedio de edad de 55
+ 10 anos de edad para los polimorfismos Apal, Bsml y Taql del gen VDR,
en estos grupos no se observaron diferencias entre la DMO vy los genotipos

estudiados (Jaramillo-Rangel, 1999).

ESTROGENOS
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La via endocrina de los estrégenos tiene una funcidn muy importante en la
regulacion de la masa 6sea y la ocurrencia de osteoporosis. Por ejemplo, la
terapia de reemplazo con estrégenos en la mujer postmenopausica previene
la pérdida désea (Felson, 1993) y disminuye el riesgo de fracturas
osteoporéticas (Cauley, 1995). Ademas, los estrégenos al activar su receptor
generan regulacion por sobreexpresion de muchos genes. Aunque las
mutaciones se consideraban letales, se ha reportado el caso de un hombre
adulto portador de una mutacion con pérdida de funcién para el receptor de
estrogenos (ESR1) el cual desarrollé disminucién de la DMO como resultado
de un incremento en la remodelacion 6sea (Smith, 1994). Por otra parte, el

raton Esr1* también exhibe una masa 6sea disminuida (Korach 1994).

ESR1
El receptor de estrégenos tipo 1 (ESR1) es uno de los genes candidatos mas
extensamente estudiados para osteoporosis, y ha sido motivo de la
publicacion de tres metanalisis. El primero de estos estudios evalud los
polimorfismos en el intrén 1 Xbal (rs9340799) y Pvull (rs2234693) de 5,834
mujeres de 30 grupos de estudios y se observé que los homocigotos “XX”
tuvieron una mayor DMO y una disminucion del riesgo de fracturas
comparados con los portadores del alelo “x”, pero el polimorfismo Pvull no

mostré efecto sobre la DMO ni para el riesgo de fracturas (loannidis, 2002).

loannidis y cols evaluaron los 2 polimorfismos antes mencionados junto con

el repetido dinucledtido TA en el promotor en 18,917 sujetos de 8 centros

europeos y solo reportaron una asociacién de Xbal con disminucién en el
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riesgo de fracturas (loannidis, 2004). En este estudio, la escasa asociacion
con la DMO se considerd potencialmente relevante a nivel clinico porque dio
informacion sobre el riesgo de fracturas que no podia ser obtenida con la
medicion de la DMO. En este sentido, se sefiala que un haplotipo ESR1 fue

asociado con calidad 6sea (Albagha, 2005).

Wang y cols publicaron un metanalisis sobre 4,297 mujeres originarias de
China de 16 estudios sobre los polimorfismos Xbal y Puvll, en este estudio
solo se encontré una débil asociacion entre el polimorfismo Pvull y la DMO
del cuello femoral (Wang, 2007). Por otra parte, en estudios in vitro los
polimorfismos Xbal y Pvull han demostrado tener una influencia sobre la

expresion de genes reporteros (Herrington, 2002; Maruyama, 2000).

En un estudio de asociacién de genoma completo (GWAS por sus siglas en
inglés) se observd que el SNP rs1999805 localizado en un intron de la
variante de empalme U68068 de ESR1 fue asociado con DMO (P = 3.8 x 107)
(Styrkarsdottir, 2008). Esta asociacion fue confirmada por una metanalisis a
gran escala de 5 GWAS (Rivadeneira, 2009). Interesantemente estos dos
estudios sugieren que existe mas de una sefal asociada en la region del
ESR1. De acuerdo con estos hallazgos, los SNPs en el ESR1 también han
sido reportados por estudios de asociacion de gen candidato (CGAS por sus

siglas en inglés).

Wang y cols genotipificaron 25 SNPs en ESR1 en 700 individuos Chinos e

identificaron una asociacion entre 2 nuevos SNPs (rs3020314 y rs1884051) y
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fractura de cadera (Wang, 2008). Por otra parte, Lai y cols (2008)
genotipificaron el dinucledtido CA repetido polimérfico del ESR1 en 452 pre,
110 peri y 622 posmenopausicas del sureste de China; el polimorfismo se
asocié con variacion en la DMO, la tasa de pérdida ésea y el riesgo de

fracturas en mujeres post pero no premenopausicas (Lai, 2008).

En México, Gomez y cols estudiaron los polimorfismos del ESR1, el G2014A
(rs2228480) y el repetido dinucleétido TA en 70 mujeres con OPS, 10
mujeres sin OPS y 500 individuos de poblacién mexicana. Los resultados
mostraron asociacion del polimorfismo G2014A con OPS no asi con el
repetido dinucleétido TA. Los portadores del alelo G tuvieron menor DMO

comparado con los portadores del alelo A (Gomez, 2007).

COL1A1
El gen COL1A1 localizado en el cromosoma 17q21.33 codifica para la
proteina colagena tipo | a-1 principal componente de la matriz ésea
extracelular. Mutaciones en el gen COL1A1 causan Osteogénesis Imperfecta,
enfermedad caracterizada principalmente por multiples fracturas o&seas
(Pope, 1985). El gen COL1A1 es también uno de los genes de susceptibilidad
candidatos para osteoporosis mas estudiados. La mayoria de los estudios se
enfocan sobre el polimorfismo +1254G/T, rs1800012, el cual afecta al sitio de
union de Sp1 en el intron 1 (Liu, 2006; Ralston y de Crombrugghe 2006). El
alelo T se asocia con un incremento en la produccién del RNAm y proteina
del gen COL1A1 debido a su mayor afinidad por Sp1, el resultado es el
desequilibrio en la cantidad producida de las cadenas a-1 y a-2 lo cual

deteriora la fuerza 6sea y disminuye la masa al afectar la mineralizacion
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(Mann, 2001; Stewart, 2005).

Un metanalisis de 26 estudios publicados con 7,849 participantes mostré que
la presencia del alelo T fue asociada con una reduccién modesta en la DMO
y un incremento significativo en el riesgo de fracturas vertebrales.
Posteriormente otro metanalisis con 20,786 individuos de varios paises
europeos observé que sélo homocigotos para el alelo T fueron asociados con
DMO vy fracturas incidentales (Ralston, 2006). Interesantemente, ambos
estudios indicaron que el polimorfismo Sp1 puede predisponer a fracturas
vertebrales independiente de un efecto sobre la DMO, consistente con el
efecto experimental observado del polimorfismo sobre la calidad ésea

(Stewart, 2005).

En México, Falcon y cols estudiaron el sitio de union a Sp1 en 100 mujeres
con osteoporosis y 100 mujeres control. Los resultados muestran que la
frecuencia del alelo T fue mayor en las mujeres con OPS (35%) que en
controles (11%). Ademas, el genotipo TT solo fue encontrado en mujeres con
OPS y se asocio significativamente con una disminucién de la DMO (0.588 *
0.077 g/cm?) vs el genotipo GG (0.733 + 0.039 g/cm?). Los resultados de éste
estudio concuerdan con los publicados en otras poblaciones indicando una
asociacion del polimorfismo de Sp1 con la DMO y OPS (Falcon-Ramirez,

2011).

MTHFR, DMO Y RIESGO DE FRACTURAS
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La enzima MTHFR cataliza la conversion de 5,10 metilenetetrahidrofolato a 5
metilenetetrahidrofolato y ejerce una funciéon importante en la remocion de la
homocisteina circulante por la via del ciclo de la metionina. El gen de MTHFR
se localiza en el cromosoma 1p36 dentro de una region de ligamento para la
regulacion de la DMO (Devoto, 2001). Dos polimorfismos funcionales han
sido identificados C677T y A1298C los cuales producen sustituciones de
aminoacidos en la proteina y son asociados con mayores niveles de
homocisteina en plasma lo cual puede afectar la maduracién de la colagena
(Lubec, 1996). El polimorfismo C677T del gen de la MTHFR ha sido
previamente asociado con la DMO en algunos estudios, pero también hay
resultados contradictorios. En un metanalisis reciente, Wang y Liu evaluaron
la asociacion del polimorfismo C677T del gen MTHFR con la DMO vy el riesgo
de fracturas, en este estudio se concluye que el polimorfismo fue asociado
marginalmente con el riesgo de fracturas y modestamente asociado con la
DMO en columna lumbar, cuello femoral, cadera y la masa 6sea total (Wang
y Liu 2011). Previamente un metanalisis sugiri6 que no existia asociacion
entre el polimorfismo C677T y fracturas (Valero, 2007) y otro metanalisis
indico que si existia una asociacion del polimorfismo con la DMO en columna
lumbar y cadera (Riancho, 2006). En este mismo estudio se sefiala que los
individuos con el genotipo TT tuvieron significativamente menor DMO
comparado con los portadores del genotipo CT y CC (Riancho, 2006). En
Japon, se estudiaron 307 mujeres en la posmenopausia, para el polimorfismo
C677T de MTHFR y se observé que los pacientes homocigotos para TT
tuvieron niveles de homocisteina mas altos y niveles de DMO mas bajos en la

columna lumbar y el resto del esqueleto que aquellos pacientes homocigotos
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CC (Miyao, 2000). Otro estudio realizado en 780 hombres sanos de origen
danés entre 20 y 29 afos de edad, mostraron que el numero de copias del
alelo T de MTHFR C677T fueron asociadas significativamente con menor
pico de masa 6sea (Abrahamsen, 2006). En China, Hong y cols. estudiaron
1899 mujeres en la posmenopausia, 39.2% eran portadoras del alelo T, y el
genotipo TT no se asocia con osteopenia u osteoporosis pero si fue asociado
con el riesgo de fracturas (RR 17; 1C95% 1.1-2.7) (Hong, 2007). Ademas, en
este estudio se senala que el polimorfismo C677T de MTHFR puede predecir
el riesgo de fracturas independientemente de los valores de densidad mineral
O0sea. En otro estudio realizado por Huang y cols. también en poblacién
China, 1243 individuos se observo asociacion alélica y fenotipica del
polimorfismo C677T con la DMO en todos los sitios medidos y una
interaccién gen-gen para dos loci para la DMO en cuello femoral. En
Dinamarca una comparacion de genotipos del polimorfismo C677T en 388
pacientes con osteoporosis y 386 individuos control, observd que el genotipo
TT fue significativamente mas comun entre mujeres con fracturas de columna
vertebral que en controles (14.3% vs 8%) (Villadsen, 2005). Otro estudio
también realizado en Dinamarca en 1748 mujeres sanas en la
posmenopausia, demostré que el genotipo TT del polimorfismo C677T fue
significativamente asociado con mayor riesgo de fracturas y menores niveles
de DMO en cadera y columna lumbar (Abrahamsen, 2003). En gemelos de
origen danés de 73 afios o mas, el alelo T fue asociado con un incremento de
1.5 veces el riesgo de fracturas (Bathum, 2004). En Noruega se realizé un
estudio poblacional en el que se encontré correlacién entre niveles de

homocisteina elevados y valores bajos de DMO en mujeres pero no en

61



hombres (Refsum, 2006). En este estudio se observdé que el riesgo de
osteoporosis se incrementé 2.8 veces (IC95% 1.6-5) en mujeres cuyos
niveles de homocisteina en plasma fueron mayores de 15 umoliL,

comparadas con quienes tuvieron niveles menores de 9 pmol/L.

Algunos otros estudios no han logrado demostrar asociacién entre
polimorfismos de MTHFR y fracturas o densidad mineral 6sea. Uno de estos
estudios se realizdé en 271 mujeres en la posmenopausia de origen irani en el
cual no se encontré asociacion de los polimorfismos con la DMO a nivel de la
columna lumbar o fémur (Golbahar, 2004). Otro estudio realizado en Escocia
evaluo longitudinalmente a 1241 mujeres entre 45 a 54 afos de edad y
mostrd una correlacion positiva entre la ingesta rivoflavina (vitamina B2) y
DMO en cuello femoral en individuos con el genotipo TT de MTHFR
(Macdonald, 2004). Por otra parte, un estudio realizado en Dinamarca en
mujeres sanas en la posmenopausia, se encontr6 que bajos niveles de
densidad mineral 6sea en personas que tienen el genotipo TT se
correlacionaba con baja ingesta de vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12 y
folatos (Abrahamsen, 2005). En una cohorte Danés, niveles elevados de
homocisteina y bajos de folatos se correlacionaron con disminucién en la
densidad mineral 6sea en mujeres pero no en hombres (Gjesdal, 2006). De
acuerdo con este estudio se senala que la densidad mineral 6sea no se
correlaciona con vitamina B12 ni con los polimorfismos C677T y A1298C de
MTHFR. Otro estudio realizado en 328 mujeres de origen britanico en la
posmenopausia encontré una correlacion significativa entre niveles bajos de

folatos séricos con disminucion de la densidad mineral 6sea, aun después de
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ajustar para edad, peso, y talla (P= 0.042) (Baines, 2007). En Taiwan, el
estudio de 1677 personas mayores de 60 afios mostré que niveles elevados
de homocisteina se correlacionan con pobre desarrollo fisico lo cual se
asocié un incremento en el riesgo de caidas (Kuo, 2007). Finalmente, en un
estudio de 143 mujeres peri y postmenopausicas de Alemania, el marcador
urinario de reabsorcién O0sea desoxipiridinolina y calcio sérico mostré una
asociacién débil pero significativo con los niveles de homocisteina en plasma

(Herrmann, 2005a).

En resumen los datos disponibles sugieren que la hiperhomocisteinemia
puede interferir con la calidad del tejido éseo, alterando primariamente las
propiedades de union de la colagena (Levasseur 2009). Ademas existe una
asociaciéon marginal del polimorfismo C677T con el riesgo de fracturas y
DMO. Y los estudios recientes sefialan la necesidad de considerar las
interacciones gen-gen y gen-ambiente para lograr una mejor caracterizacion

del efecto de la MTHFR en la regulacion de la DMO (Wang y Liu 2011).
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HIPOTESIS

La interaccion génica entre variantes de genes del metabolismo de los
folatos, del receptor de vitamina D, del receptor de estrégenos y de la
colagena 1, afectan la DMO y confieren mayor riesgo para osteoporosis en

mujeres posmenopausicas.

OBJETIVO

Investigar el efecto de la interaccion génica de las variantes alélicas de los
genes del VDR, de la MTHFR, de la metionina sintasa (MTR); de la metionina
sintasa reductasa (MTRR); del transportador de cobalamina (TCNZ2); del

ESR1y COL1A1 sobre los valores de la DMO vy riesgo para OPS.

METODOLOGIA

Disefio de estudio transversal, prolectivo, observacional, de casos vy
controles. La muestra estuvo integrada por 110 MPM con OPS y 110 mujeres
MPM control pareadas por edad con una diferencia de + 3 anos, reclutadas
de la consulta externa de nuestro Instituto durante el periodo 2005-2008. Se
realizd6 densitometria de absorcidn de rayos X de energia dual a los

pacientes en cadera para determinar la densidad mineral 6sea.
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Los casos cumplieron con los siguientes criterios de inclusion: OPS
confirmada por densitometria 6ésea en cuello femoral (< -2.5 DE de DMO),
con edad mayor a 50 anos, sin enfermedad renal, hepatica, enddcrina o

metabdlica que afecte la DMO.

Los controles fueron mujeres sanas sin OPS confirmada por densitometria
osea en cuello femoral (= 1.5 DE de DMO). Para fines de diferenciacién de
los grupos se consider6 adecuado una DMO = -1.5 DE, si bien la OMS

establece como normal un puntaje T mayor a 1.

Cada participante fue informada de los objetivos y procedimientos del estudio
y se obtuvo su consentimiento informado por escrito. El proyecto fue
aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Bioética en Humanos del

INCMNSZ.

VARIANTES ANALIZADAS

Gen VDR: Bsml A>G (rs1544410), Fokl T>C (rs2228570), Apal G>T
(rs7975232) y Taql T>C (rs731236); gen MTHFR: C677T (rs1801133) y
A1298C (rs1801131); gen MTR: A2756G (rs1805087); gen MTRR: A66G
(rs1801394); gen TCN2: C776G (rs1801198); gen ESR1: Xbal A>G
(rs9340799), Pvull T>C (rs2234693) y gen COL1A1: Sp1 G>T (rs1107946);

(Tabla 3).

ANALISIS MOLECULAR
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Se extrajo ADN de muestras de sangre periférica por método estandar. Las
variantes génicas se identificaron mediante PCR, RFLP’s y electroforesis en

geles de agarosa y acrilamida.

Los segmentos de interés para cada una de las variantes se amplificaron
tomando en cuenta las Tm de los correspondientes oligonucleétidos para las
mismas. Las secuencias de cada oligonucleétido son descritas en el anexo

correspondiente (Tabla 4).

Los productos de la PCR se sometieron a digestion con enzimas de
restriccion: del VDR (Bsml, Apal Fokl y Taql), del ESR1 (Pvull y Xbal), de
MTHFR C677T (Tagql), A1298C (Mboll), de MTR (Haell), de MTRR (Aflll), de
TCNZ2 (Mval) posteriormente se analizaron los patrones de electroforesis en

geles de agarosa al 3% y acrilamida al 15% tenidos con bromuro de etidio.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se determinaron las frecuencias alélicas y
genotipicas para cada una de las variantes y se analizé el equilibrio de

Hardy-Weinberg.

El andlisis de interaccidbn gen-gen y gen-ambiente realiz6 mediante los
paquetes estadisticos STATA v10.1, PLINK v1.07 y MDR v2.0. El andlisis de
interaccidén génica se realizé mediante regresion logistica binaria con STATA

y PLINK. La significancia estadistica de las interacciones fue evaluada por
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medio del cociente de verosimilitud (likelihood ratio test) entre los modelos de

interaccién y no interaccion.

El programa de analisis MDR (Multifactor Dimensionality Reduction) utiliza un
método Bayesiano no paramétrico que complementé el analisis de regresion
logistica. EIl MDR se basa en la reduccién de informacién para identificar
combinaciones de genotipos en multiples loci y factores ambientales
discretos asociados con el mayor o menor riesgo de enfermedad (Moore
2004). El programa MDR define una variable que incorpora informacion de
varios loci y factores ambientales que pueden ser divididos en combinaciones
de alto y bajo riesgo (Figura 1). Esta nueva variable puede ser evaluada por

su habilidad para clasificar y predecir un estado de riesgo.

De forma inicial, PLINK y STATA fueron usados para discriminar
interacciones potenciales, mismas que posteriormente fueron confirmadas
con MDR. Por ultimo, a través de MDR y el analisis de entropia, basado en
teorias de la informacion (Lavra®*c 2003), se visualizaron en forma grafica las
interacciones de interés y se observo la ganancia de informacién (de acuerdo
al estado caso-control) del efecto combinado entre las diferentes variantes

geénicas.

La medicion de la entropia nos permitié identificar efectos sinérgicos o nulos.
El término entropia en el contexto de teorias de la informacién se define
como la medicion de informacion calculada a partir de la probabilidad de

ocurrencia de diferentes eventos (Pierce 2003), lo que permite conocer la
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magnitud de cada evento y su efecto conjunto, es decir la ganancia de

informacion y la reduccion de incertidumbre.

Para la comparacion de frecuencias alélicas y genotipicas se utilizé la prueba
de x* y para las variables de tendencia central la U de Mann-Whitney y la “t”
de Student. Para todas las comparaciones realizadas se considerd un valor

de p<0.05 como diferencia estadisticamente significativa (DES).
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RESULTADOS

El promedio de edad en los casos fue de 69.1 afios (50-85 afios) y en
controles fue de 66.5 (51-85 afos) no mostrando estos DES. EI valor
promedio de DMO (gr/cm?) para los casos fue de 0.54 (+0.06 DE) y para los
controles de 0.76 (x 0.07 DE) siendo estas DES (t 24.22, p <0.00001). No se
observaron DES entre casos y controles en las frecuencias alélicas y
genotipicas de las variantes génicas analizadas, mismas que estaban en
equilibrio de Hardy-Weinberg, excepto para la variante Xbal del ESR1 (Tabla
3). Tampoco se observaron DES en los valores de DMO para cada una de
las variantes alélicas y genotipicas identificadas pero analizadas

individualmente.

En cambio si se observaron interacciones gen-gen estadisticamente
significativas entre diversas variantes genotipicas del VDR (Fokl, Bsml, Apal)
con variantes genotipicas de MTHFR, TCN2 y del ESR1, las cuales
mostraron efectos de magnitud variable sobre la DMO. Las interacciones
“MTHFR-C677T y VDR-Fokl”, “TCN2 y VDR-Apal’, “TCN2 y ESR1-Pvull’,
“VDR-Fokl y TCNZ2’, mostraron las siguientes razones de momios (RM) e
intervalos de confianza del 95%: 2.68 (1.54-4.65), 2.52 (1.46-4.34), 2.83

(1.64-4.90), 2.52 (1.46-4.34) respectivamente (Tabla 5).

Cuando se incluyeron cuatro variantes en el analisis se observaron IES para
“‘MTHFR-C677T, VDR-Fokl, TCN2 y ESR1-Pvull” con una RM de 9.25 (IC

95% 4.94-17.31) p<0.0001. Otras IES observadas fueron “MTHFR-C677T,
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ESR1-Xbal, TCN2 y ESR1-Pwull” con una RM 5.12 (IC95% 2.87-9.14)
p<0.0001. “COL1A1, VDR-Bsml, MTHFR-C677T y ESR1-Xbal” con una RM
3.4 (IC95% 1.94-5.98) p<0.0001, “COL1A1, VDR-Fokl, ESR1-Xbal y TCN2"

RM 4.92 (IC 95% 2.76-8.78) p<0.0001 (Tabla 6).

La interaccion de MTHFR-C677T con VDR-Fokl mostr6 para las
combinaciones genotipicas de alto riesgo una menor mediana de DMO de
0.576 gr/cm? comparada con la mediana de las combinaciones genotipicas
de bajo riesgo de DMO 0.717 gr/cm? (p 0.028) y de la misma manera para el

resto de interacciones que mostraron DES (Figura 2).

De acuerdo con lo observado para las interacciones de riesgo entre “MTHFR-
C677T y VDR-Fokl’, a menores valores de DMO aumentaron las
probabilidades de observar interacciones genotipicas de alto riesgo; y por el
contrario, conforme los valores de DMO se incrementaban las probabilidades
de observar interacciones de alto riesgo disminuyeron. Esta relacién inversa y
su efecto se incrementaron al incluir cuatro variantes en la interaccion lo cual

podria estar en relacidn con el efecto sinérgico entre ellas (Figura 3).

Mediante el analisis de entropia con el programa MDR se observé un efecto
sinérgico entre las interacciones de MTHFR-C677T, VDR-Fokl, TCN2, ESR1-
Pvull y COL1A1. La interaccién de cuatro variantes MTHFR-C677T, VDR-
Fokl, TCN2 y ESR1-Pvull reporto los siguientes efectos marginales 1.7; 0.08;

0.7 y 0.55% respectivamente y un efecto sinérgico entre MTHFR-C677T y
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VDR-Fokl, entre VDR-Fokl y TCN2, entre TCN2 y ESR1-Pvull de 2.37, 3.61,

4.11% de entropia, respectivamente, (Figura 4).

DISCUSION

Los resultados muestran diferentes interacciones genotipicas entre variantes
génicas de enzimas del metabolismo de los folatos, del receptor de vitamina
D, del receptor de estrégenos tipo1 y del gen de la colagena tipo 1 alfa 1.
Estas interacciones manifestaron efectos de magnitud variable sobre la DMO,
lo cual sugiere cierta participaciéon en el desarrollo de OPS en mujeres

postmenopausicas.

A pesar de una busqueda sistematica de la literatura, a excepcién de un par
de estudios realizados en poblacion caucasica de Estados Unidos (Xiong,
2006) y en poblacién asiatica de China (Huang, 2009), pero utilizando otros
marcadores genéticos, no hemos encontrado a la fecha publicaciones de
estudios similares con los cuales comparar nuestros resultados, sean estos

de poblaciones iberoamericanas, caucasicas, afroamericanas o asiaticas.

Cabe sefialar que ninguna de las variantes estudiadas mostraron un efecto
significativo sobre los valores de DMO cuando fueron analizadas
individualmente; lo cual podria ser atribuible al efecto muy moderado de cada
una de las variantes. Sin embargo, a través del analisis de interaccion gen-
gen realizado, los resultados obtenidos han permitido la identificacion de

ciertas interacciones génicas entre las variantes génicas de los siguientes
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genes VDR (Bsml, Fokl, Apal), MTHFR-C677T, TCN2, ESR1 (Pwull, Xbal) y

COL1AT1.

Los diversos estudios realizados previamente del gen del VDR no han
permitido hasta ahora atribuir un rol mayor a sus diferentes variantes en la
regulacion de la masa 6sea (Ralston y Uitterlinden). Willing y cols. al estudiar
el VDR 'y ESR1 en 171 mujeres postmenopausicas observaron que individuos
con una combinacion de genotipos “PP” del ESR1-Pvull y “bb” del VDR-Bsml
tenian en promedio valores mas altos de DMO en todos los sitios. Gennari y
cols. en una poblacion de mujeres postmenopausicas en ltalia, logro
identificar grupos de individuos con altos y bajos valores de DMO para
determinados haplotipos del VDR y ESR1 (Gennari, 1998). Sin embargo,
Vandevyver y cols. en una muestra de mujeres postmenopausicas de Bélgica
no encontraron interaccion entre los genes mencionados (Vandevyver, 1999).
En nuestro estudio observamos interaccion entre las variantes del VDR y
ESR1 sélo cuando fueron incluidas en el analisis con cuatro variantes (Tabla

5).

El papel de determinadas variantes génicas de enzimas metabolizadoras de
los folatos tiene un sustento biolégico conocido a través del incremento en los
valores de Hcy los cuales podrian explicar la inhibicion de las uniones de
colagena (Lubec, 1996), los defectos en la mineralizacion (Khan, 2001), la
alteracion en la funcion de osteoblastos (Kim, 2006; Sakamoto, 2005) y el
incremento en la actividad de osteoclastos (Herrmann, 2005b). En nuestro

estudio identificamos determinadas combinaciones genotipicas de MTHFR y
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TCN2 en interaccion con variantes de VDR, ESR1 y COL1A1. Existe
evidencia de que ciertas variantes del VDR podrian afectar la absorcion de
cobalamina y como consecuencia alterar la regulacién de la Hcy (Dhonukshe-
Rutten, 2005); sin embargo, son necesarios mas estudios que estudien el

mecanismo bioldgico por el cual podrian interactuar estas variantes génicas.

Es interesante el hecho de que en el presente estudio VDR y COL1A1 solo
mostraron interaccion cuando se analizaron en presencia de MTHFR, ESR1y
TCN2 (Tabla 5). Uitterlinden y cols. reportaron que la interaccion entre
determinados haplotipos de VDR y COL1A1-Sp1 y riesgo para fracturas en
las portadoras de los alelos de riesgo para ambos genes, tenian 4.4 veces
mas riesgo de fracturas comparado con el grupo de referencia (Uitterlinden,

2001).

Las interacciones génicas identificadas tienen efectos sobre los valores de
DMO y pueden incrementar el riesgo para desarrollar osteoporosis. Asi
mismo, estos efectos podrian ser proporcionales a la presencia de
determinadas variantes en interaccién, lo cual es mostrado por el analisis de
entropia. De esta forma, cada interaccion podria manifestar determinada
fuerza y direccién de su efecto, en sentido positivo (sinergia) o negativo
(nulo). Lo anterior, sugiere que la variacion en la DMO vy el riesgo de OPS es
un fendmeno complejo resultado de una extensa red de interacciones entre

distintos genes y factores ambientales.
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Este es el primer estudio que analiza la interaccion génica en una muestra de
la poblacibn mestiza mexicana, entre variantes relacionadas con el
metabolismo de los folatos, del gen del VDR, del ESR1 y de la COL1A1 con
el grado de DMO vy riesgo para OPS. Si consideramos la etiologia
multifactorial de la enfermedad, estas interacciones podrian explicar una
determinada fraccion etiolégica para el desarrollo de esta patologia en
mujeres postmenopausicas. Consideramos conveniente realizar mas estudios
con el propdsito de confirmar nuestros resultados y ademas identificar otras
variantes genéticas propias de nuestra poblaciéon que confieran riesgo para

osteoporosis.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1 Definicion de Osteoporosis de acuerdo a los valores de DMO

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido las siguientes
definiciones basadas en la medicion de la DMO en la columna, cadera y antebrazo
mediante dispositivos DXA":

NORMAL
DMO dentro de 1 DE? en un adulto “joven normal” (puntuacién T entre -1y +1)

MASA OSEA DISMINUIDA (“OSTEOPENIA”)
DMO entre 1y 2.5 DE por debajo de un adulto “joven normal” (puntuacién T entre -
1.0y -2.5)

OSTEOPOROSIS

DMO por debajo de 2.5 DE o mas en un adulto “joven normal” (puntuacion T <-2.5).
Pacientes en este grupo quienes han tenido una o mas fracturas, son considerados
como osteoporosis grave o “establecida”)

"DXA: Dual-energy x-ray absorptiometry
?DE: Desviacion Estandar

Tabla 2 Heredabilidad de osteoporosis y fenotipos relacionados

Fenotipo Heredabilidad (H?,%)
Densidad Mineral Osea 50-80%
Geometria De La Cadera 70-85%
Remodelamiento Oseo 40-70%
Microarquitectura Osea 50-60%
Fracturas 25-48%
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Tabla 3 Caracteristicas de las variantes génicas analizadas

GENES CAMBIO SNP glgNS(IDCI:\/IIIOC'\L\ ngrl\ﬁcl:c;N CROMOSOMA EH;N )
(PB)
VDR
Bsml A>G rs1544410 48,239,835 Intron 8 12 1
Fokl T>C rs2228570 48,272,895 Exon 2 12 0.81
Apal G>T rs7975232 48,238,837 Intron 8 12 0.41
Taql T>C rs731236 48,238,757 Exon 9 12 1
MTHFR
Ce77T C>T rs1801133 11,856,378 Exon 5 1 0.21
A1298C A>C rs1801131 11,854,476 Exon 8 1 0.19
MTR A>G rs1805087 237,048,500 Exon 26 1 0.18
MTRR A>G rs1801394 7,870,973 Exon 2 5 0.71
TCN2 C>G rs1801198 31,011,610 Exon 6 22 0.10
ESR1
Xbal A>G rs9340799 152,163,381 Intron 1 6 0.03
Pvull T>C rs2234693 152,163,335  Intron 1 6 0.57
COL1A1 G>T rs1107946 48,280,990 Intron 1 17 0.35

* EHW = Equilibrio de Hardy-Weinberg

76



Tabla 4 Secuencias de oligonucleétidos utilizados para amplificar los genes
de enzimas del metabolismo de los folatos (MTHFR, MTR, MTRR, TCN2),
colagena tipo 1 alfa 1 (COL1A1), receptor de estrogenos tipo 1 (ESR17) y
receptor de vitamina D (VDR)

PRIMER SECUENCIA
MTHRF S: 5-GAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTGACCT-3’

AS: 5-AAGGATGCCCATGTCGGTGCATGCCT-3’
MTR S: 5-TGTTCCCAGCTGTTAGATGAAAATC-3

AS: 5-GATCCAAAGCCTTTTACACTCCTC-3
MTRR S: 5-CGCCCGGCCATCGCAGAAGACAT-3

AS: 5-GTGAAGATCTGCAGAAAATCCATGTA-3’
TCN2 S: 5-GTCAGGTGCTGGAACACCTAG-3’

AS: 5-TAGGTCTTGTGGTTCAGAACG-3
COL1A1
COL1ATF S: 5-TAACTTCTGGACTATTTGCGGACTTTTTGG-3'
COL1A1-R-S AS-S: 5-GTCCATCCCTCATCCCCGCCCC-3
COL1A1-R-M AS-M: 5’-GTCCATCCCTCATCCCGCCCA-3’
ESR1
Pvull, Xbal S: 5-GATATCCAGGGTTATGTGGCA-3’

AS: 5-AGGTGTTGCCTATTATATTAACCTTGA-3’
VDR
Fokl S: 5-GACTCTGGCTCTGACCGTGGC-3

AS: 5-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3’
Bsml S: 5-AGTGTGCAGGCGATTCGTAG-3

AS: 5-AACCAGCGGAAGAGGTCAAGGG-3’
Apal, Taql S: 5-CAGAGCATGGACAGGGAGCAA-3’

AS: 5-GCAACTCCTCATGGCTGAGGTCTC-3’

S Sentido, AS Antisentido
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Tabla 5 Resultados de la interaccion gen-gen mediante MDR.

INTERACCION RM IC95% p
"V”gg;’f)ﬁfﬁ” 2.68 (1.54-4.65) 0.0004
T ol 252 (1.46-4.34) 0.0007
L ol 2.83 (1.64-4.90) 0.0002
¥gl’3'2F Okl 252 (1.46-4.34) 0.0007

Tabla 6 Resultados de la interaccién con cuatro variantes génicas mediante

el analisis por MDR.

INTERACCIONES RM IC(95%) X2 p
“MTHFR-C677T, VDR-Fokl, TCN2 9.25 4.94-17.31 541  <0.0001
y ESR1-Pvull”

“MTHFR-C677T, ESR1-Xbal, 5.12 2.87-9.14 324  <0.0001
TCN2y ESR1-Pwvull”

“COL1A1, VDR-Bsml, MTHFR- 3.4 1.94-5.98 19 <0.0001
C677T y ESR1-Xbal’

“COL1A1, VDR-Fokl, ESR1-Xbal y = 4.92 2.76-8.78 30.9  <0.0001

TCN2’

78



VDR-Fokl T>C

(rs2228570)

Precision: 0.6182
Sensibilidad: 0.6909
Especificidad: 0.5455
RM: 2.68 (1.54-4.65)
X?: 12.55 (0 0.0004)

0

MTHFR-C677T
(rs1801133)
h -
= 2
~ =
® s

:
:«,

Figura 1 Analisis de interaccion mediante MDR (Multifactor Dimensionality Reduction) con
dos variantes genéticas “MTHFR-C677T y VDR-Fokl T>C”.

En amarillo claro las celdas de alto riesgo y en blanco las celdas de bajo riesgo. Cada celda
contiene el niUmero de casos (barra roja) y el numero de controles (barra azul). Homocigoto
silvestre (0), Heterocigoto (1) y Homocitogo mutante (2). A la derecha los valores resultado
de la interaccién.
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Bajo Riesgo Alto Riesgo Bajo Riesgo Alto Riesgo Bajo Riesgo Alto Riesgo Bajo Riesgo Alto Riesgo
MTHFR-C677T / VDR-Foki TCN2 | ESR1-Pvull VDR-Fokl / TCN2 TCN2 | VDR-Apal

Figura 2 Diferencias en la DMO de cuello femoral.

Diferencias en los valores de densidad mineral ésea (logqo) de acuerdo a genotipos de bajo
riesgo (en verde) y alto riesgo (en azul) para las diferentes interacciones génicas observadas
con MDR.
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Figura 3 Probabilidad de interaccién entre dos genes (MTHFR-C677T y VDR-Fokl) y cuatro
genes (MTHFR-C677T, TCN2, VDR-Fokl, ESR1-Pvull) de acuerdo a los valores en la DMO.
Probabilidad de observar efecto de interacciéon entre los genotipos de alto riesgo y bajo
riesgo de acuerdo a los diferentes valores de la DMO en cuello femoral, p 0.01.

I Sinergia MTHFR-C677T
1 1,70 %
L1

I Redundancia

0.58 % VDR-Fokl T>C

L= 0.08 %
3.61%
TCN2C>G
0.07 %

Figura 4 Fuerza de interaccion de cuatro variantes mediante el analisis de entropia con
MDR.

Los porcentajes marginales para cada polimorfismo representan el efecto individual de los
mismos. El porcentaje sobre las lineas que unen cada polimorfismo representa la magnitud
del efecto conjunto, cuanto mayor el porcentaje mayor el efecto. El color de la linea indica el
tipo de interaccion, rojo y naranja sugieren epistasis.
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