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Resumen

La osteoporosis es el trastorno metabdlico 6seo mas frecuente en todo el
mundo. Asi mismo, la postmenopausia es la época de la vida de la mujer en la que se
ha identificado una mayor disminucion en la masa 6sea y aumento de fracturas,
constituyendo un problema sanitario de primera magnitud debido a su alta

prevalencia, coste sanitario y social.

Durante los ultimos 15 afios, han sido muchos los estudios que han centrado
sus objetivos en la identificacién de marcadores genéticos, asi como en polimorfismos
de estos, implicados en la susceptibilidad a la osteoporosis, presentando resultados
contradictorios. Muy pocos estudios han sido realizados en la poblaciéon espafiola,
constituyendo estos resultados no forzosamente extrapolables a dicha poblacién, ya
que provienen de muestras étnicas muy diferentes con situaciones ambientales
diversas. Se han identificado multitud de genes que pueden estar implicados en este
trastorno, entre ellos el gen del receptor de la vitamina D (VDR); aunque sus
mecanismos de influencia sobre la masa 6sea no han sido completamente aclarados,
resultan fundamentales para poder identificar correctamente a las mujeres en riesgo
de presentar un peor prondstico 6seo, asi como para instaurar un tratamiento

preventivo precoz.

La ventaja principal del presente estudio es la homogeneidad étnica de las
participantes, asi como el tamafio muestral utilizado, ya que constituye el segundo
mayor hasta la fecha en poblacion espafiola. En nuestro estudio no se ha observado

ninguna relacion significativa entre la densidad mineral ésea (DMO), medida en
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columna lumbar (L2, L3, L4, L2-L4), cuello femoral, trocédnter o tridngulo de Ward, y la
presencia de los polimorfismos Bsml y Apal del gen del receptor de la vitamina D en
mujeres espafiolas postmenopdusicas. Tampoco se han encontrado evidencias de
presencia de fracturas o incremento del riesgo asociado, relacionadas con los

polimorfismos estudiados.

Los diferentes estudios realizados parecen indicar que la expresion del gen del
VDR estd modulada por factores medioambientales, relacionados con la homeostasis
del calcio. En esta linea, nuestros resultados parecen confirmar que la ingesta de calcio
pueda ser un factor ambiental que de alguna manera modifique el efecto que los
polimorfismos genéticos estudiados ejerzan sobre la DMO en mujeres
postmenopausicas. En nuestro caso, los genotipos bb y Aa (polimorfismos Bsm/ y Apal,
respectivamente) presentan ventajas frente a los otros genotipos, bajo la ingesta
adecuada de calcio y una vez ajustado por edad e indice de masa corporal (IMC), ya

que presentan correlaciones positivas y significativas con la DMO.

A partir de modelos matematicos, el estudio de regresién multivariante
permitid establecer ecuaciones predictoras de la DMO en columna lumbar (L2-L4) y
cadera (cuello femoral) en base a los polimorfismos Bsml y Apal estudiados. El mejor
ajuste al modelo tedrico se obtuvo en el cuello femoral con el genotipo BB. La
utilizacion de estos modelos presentan una eleva utilidad desde el punto de vista

preventivo de la osteoporosis, asi como de las fracturas de etiologia osteopordtica.
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Abstract

Osteoporosis is a common metabolic disorder worldwide. Also,
postmenopause is a woman'’s life period, characterized by that a high decrease in bone
mass and increased fracture risk, turning into a significative health problem associated

to elevated prevalence, plus health and social costs.

During the past 15 years, there have been many studies that have focused their
targets on identify genetic markers, as well as its polymorphisms implicated in
susceptibility to osteoporosis, with contradictory results. Only a few studies have been
conducted in the Spanish population and hence, worldwide results results do not
necessarily may be extrapolated to these population, as they come from very different

ethnic samples with diverse environmental situations.

There have been identified many genes that might be involved in the disorder,
including the vitamin D receptor (VDR) gene; although their influence on the
mechanism of bone disease have not been completely clarified. Anyway, it has been
proposed that improving the knowledge in this field will result in better identification

of women at risk and will help to establish early preventive treatment.

The main advantage of our study is the ethnic homogeneity of the participants
as well as the sample size, as it’s the second largest until date with postmenopausal
Spanish women. In our study we have observed no significant relationship between

bone mineral density (BMD) measured at the lumbar spine (L2, L3, L4, L2-L4), femoral
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neck, trochanter and Ward's triangle, and the presence of polymorphisms Bsm/ and
Apal of the vitamin D receptor gene in Spanish postmenopausal women. We haven’t

also found evidence of polymorphism’s associated fracture risk in the studied sample.

Different studies suggest that the VDR gene expression is modulated by
environmental factors, relating to calcium homeostasis. Consistently, our results seem
to confirm that calcium intake may be an environmental factor that somehow modify
the effect of genetic polymorphisms in postmenopausal women. In our study, bb and
Aa genotypes (Bsml and Apal polymorphisms, respectively) have advantages over the
other genotypes, under adequate calcium intake and after adjusting for age and BMI

(potential confounding factors).

Based on mathematical models, multivariate regression analysis allowed us to
establish predictive equations of BMD at the lumbar spine (L2-L4) and hip (femoral
neck) based on Bsml and Apal polymorphisms studied. The best fit to the theoretical
model was obtained in the femoral neck with the BB genotype. We consider that the
use of these models have high utility from the point of view of prevention of

osteoporosis, and osteoporotic fractures.
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La osteoporosis es una enfermedad esquelética sistémica caracterizada por
una DMO baja y deterioro de la microarquitectura del hueso, que conduce a una
fragilidad dsea mayor y a fracturas de alto riesgo (Consensus development conference:
diagnosis, prophylaxis, and treatment of osteoporosis, 1993). Es el trastorno dseo
metabdlico mas comun del mundo, que afecta a una de cada tres mujeres y uno de
cada ocho hombres mayores de 50 afios (W. F. Li et al., 2010). La osteoporosis en la
postmenopausia es un problema de salud de gran importancia debido a su alta
prevalencia y a los grandes costes sociales en la salud debido a sus manifestaciones
clinicas, sobre todo fracturas. Unos 200 millones de personas en todo el mundo
padecen este trastorno. Sélo en Europa, Estados Unidos y Canad3, el tratamiento de la
enfermedad tiene un costo directo anual de 54.000 millones de ddlares, debiéndose
agregar otros diez millones en costos indirectos. Los costos directos de esta
enfermedad en Europa llegaron a 48.000 millones de euros en 2000, sélo en gastos de
hospital, significando un aumento del 33% en tres afios. En Espafia, la osteoporosis es

la enfermedad metabdlica 6sea mas prevalente.

La vitamina D desempefa un papel importante en la homeostasis del calcio, el
metabolismo dseo y la absorcion intestinal de calcio. Estudios realizados en gemelos
(Christian, Yu, Slemenda, & Johnston, 1989; Pocock et al., 1987) y entre familiares
(Seeman et al.,, 1989; Tylavsky, Bortz, Hancock, & Anderson, 1989) han permitido
estimar que los factores genéticos representan hasta un 50-90% del total de los
factores determinantes de la masa dsea (Eisman, 1995; Eisman et al., 1995; Ralston &
de Crombrugghe, 2006) contribuyendo significativamente a: la adquisicion del pico de
masa dsea (R. A. Evans et al., 1988; Pocock, et al., 1987; Seeman, et al., 1989), turnover

(Kelly et al., 1991; Tokita et al., 1994), asi como a la pérdida de masa d6sea a lo largo de
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la vida (Flicker et al., 1995). Cuatro polimorfismos (Bsml, Taql, Apal y Fokl) del gen del
receptor de la vitamina D (VDR) han sido estudiados y asociados mas frecuentemente a
la DMO y a la osteoporosis. El gen del VDR ubicado en el brazo largo del cromosoma 12
(12912.11) es un miembro de la superfamilia de los receptores genéticos. Morrison et
al. indicaron por primera vez que los polimorfismos del gen del VDR podrian predecir la
DMO en columna y cuello femoral en las mujeres caucasicas (Morrison et al., 1994).
Asi, establecieron una hipdtesis por la cual los alelos del gen del VDR son
funcionalmente diferentes y contribuyen a la variabilidad fisiolégica de los niveles de
osteocalcina (la proteina no coldgena mas abundante del hueso) y un marcador
especifico del recambio dseo (Morrison, Yeoman, Kelly, & Eisman, 1992). La
osteocalcina es inducida por el calcitriol a través del VDR. La diferencia funcional de los
alelos se expresa en el grado en que el gen de la osteocalcina es inducido a través de la

activacion transcripcional del VDR.

Aunque se han publicado numerosos estudios sobre los polimorfismos en el
gen del VDR, los resultados son contradictorios, posiblemente debido a las variaciones
en el disefio de los estudios, tamafio de muestra pequefia, diferentes origenes étnicos
y factores ambientales. Los estudios controlados y metanalisis publicados
recientemente acerca de la participacién de los polimorfismos del gen del VDR sobre la
DMO en mujeres postmenopausicas resultan ain mas dispares (Ardawi, Qari, Rouzi,
Maimani, & Raddadi, 2011; Creatsa et al., 2011; Estrada et al., 2012; Horst-Sikorska et
al., 2012; Jia et al., 2012; Kurt et al., 2012a; Y. Li, Xi, Li, & Wang, 2011; Qin, Dong, Zeng,
Liu, & Liao, 2012; Stathopoulou et al., 2011; Yasovanthi et al., 2011; Yoldemir, Yavuz,
Anik, Verimli, & Erenus, 2011a). El VDR modula la transcripcidon de otros genes (por
ejemplo, la proteina de unidn al calcio y la osteocalcina) que son esenciales para la
absorcién de calcio y la formacion ésea. El mecanismo por el cual el gen del VDR influye

sobre la masa ésea auln no ha sido aclarado completamente (loannidis et al., 2002).
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El hecho de que exista disparidad en los resultados sobre la importancia de
este gen, sugiere que el control de la masa dsea es de tipo poligénico (Durusu
Tanriover et al., 2010; Kizaki et al., 1991). Sobre la base de las consideraciones
anteriores, la osteoporosis esta considerada como un rasgo genético “complejo”. Los
factores de riesgo genético, ciertos alelos o variantes génicas, seran transmitidos de
una generacion a la siguiente, pero la expresidn fenotipica de estos factores dependera
de la interaccidn con otras variantes génicas y con factores ambientales. Ademas de los
polimorfismos del gen del VDR, otros genes y vias, tales como la via de sefializacién de
estrogenos, Wnt/B-catenina, la superfamilia del factor de crecimiento transformante,
el receptor activador de la via de sefializacion factor kB nuclear (RANK), pueden afectar
a la DMO y modular el efecto de los polimorfismos del gen del VDR en la DMO. Una de
las razones actuales mas probables podrian ser los distintos niveles hormonales, lo cual
puede influir en el efecto de los polimorfismos del gen del VDR en la DMO. Ademas, los
factores ambientales, tales como la dieta, la actividad fisica, el tabaquismo y el
consumo de alcohol, han demostrado tener influencia en la DMO y la osteoporosis. Por
lo tanto, estos factores gen-medio ambiente pueden actuar como factores de
confusion que afectan a la asociacién entre los polimorfismos del VDR y la DMO (Y. Li,
et al., 2011). Por otra parte, los diferentes genotipos pueden tener también diferentes
efectos en distintas partes del esqueleto, pudiendo ser este uno de los motivos por los
qgue algunos trabajos no encontraron asociacién entre los polimorfismos del gen del

VDR Yy la DMO (J. G. Kim et al., 2003).

Resulta necesario investigar si los polimorfismos del gen del VDR podrian influir
en la patogenia de la osteoporosis, con el propdsito de poder encontrar un marcador
qgue delimite aquellas mujeres que presentaran un peor prondstico dseo, permitiendo
instaurar un tratamiento mas precoz con el objetivo de prevenir la pérdida de masa

Osea.
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2.1.

Sintesis de la Vitamina D

La vitamina D, es en realidad un sistema hormonal, formado por
diferentes metabolitos interrelacionados. Todos estos metabolitos tienen
actividad de vitamina D y estan también relacionados con la hormona principal

del metabolismo 6seo y mineral, como es la parathormona (PTH).

Los metabolitos del sistema hormonal de la vitamina D derivan de un
precursor comun, el colecalciferol o vitamina D; (Figura 1), que puede ser
ingerido en la dieta (absorbida en el 60-80% en el intestino delgado), o bien
sintetizarse en la piel a partir de un derivado del colesterol (7-
dehidrocolesterol) por reacciones de isomerizacion y gracias a la accion de la
luz ultravioleta de corto alcance (UVg) y la temperatura (Ferndndez Martin,
Gonzalez Sudrez, & Cannata Andia, 2003). El 7-dehidrocolesterol da lugar a 9,
10-seco esterol, conocido como provitamina Ds, por la accidn de radiaciones
electromagnéticas contenidas en el espectro de 290-315 nm (Figura 2). La
molécula resultante se isomeriza en vitamina D; con la temperatura de la piel
para pasar después al torrente sanguineo y transportarse en unién no
covalente con una a-globulina denominada “proteina enlazadora de Ia
vitamina D” (DEP), a pesar de que el mecanismo especifico responsable del
transporte de la vitamina D; a la sangre es desconocido. La eficiencia de este
proceso varia ampliamente, dependiendo principalmente de la edad del
individuo vy la latitud en que éste resida. Holick et al. han demostrado, por
ejemplo, que a igual exposicidn solar sujetos de edades entre 62 a 80 afios

producen menos del 30% de Vitamina D; que adultos jévenes de 22 a 30 afios,
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lo cual se explicaria por una disminucién, relacionada con la edad, en la

cantidad de provitamina D; (Holick, 2006a, 2007a).

CH,

Yitamina D:
CH_;

HO
HO

Figura 1: Molécula de vitamina D, y D

Cuando la vitamina D; es ingerida, se incorpora a los quilomicrones,

siendo absorbida en un 80% por el sistema linfatico y entrando en la circulacidn

unida a la

DEP (Bischoff et al., 2001). Para que ésta pueda ser biolégicamente

activa, se requieren dos hidroxilaciones en secuencia:

1.

La primera reaccidén enzimatica se produce en el higado donde la
vitamina D se hidroxila en el carbono 25 para dar lugar a la
[25(0OH)Ds] o calcidiol. El calcidiol tiene una vida media larga (3-4
semanas), considerandose hoy dia el mejor marcador de los

depdsitos de vitamina D en el organismo (Zehnder et al., 2002).
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2. La 25(0OH)D; es el sustrato de la la-hidroxilasa, que cataliza la
sintesis de la [1,25 (OH),D3] o calcitriol principalmente en el rifidn,
aunque hoy en dia se conoce que esta enzima también se expresa
en otros drganos y tejidos del organismo (Vaisanen, Perakyla,
Karkkainen, Steinmeyer, & Carlberg, 2002). El calcitriol es el
metabolito mas activo de la vitamina D; (mds de 100 veces mayor
que el calcidiol) pero tiene una vida media corta (pocas horas).
Ademas del higado vy rifién, se ha descrito la sintesis de vitamina
D; a nivel local catalizada por la 1a-hidroxilasa presente en células
dendriticas, queratinocitos (Brown & Slatopolsky, 1999),
macréfagos (M. Brown, 1999), células de la mucosa del colon
(Brown et al., 1999) y células endoteliales (Brown, Dusso, &

Slatopolsky, 1999).

El calcitriol sintetizado en el rifién por la 1a-hidroxilasa mitocondrial es
transportado en la sangre principalmente por la proteina transportadora de
vitamina D (DBP) (85%) aunque también se une a la albumina (15%) y a las
lipoproteinas (D. C. Huang, Papavasiliou, Rhim, Horst, & Kremer, 2002). Aunque
no se conoce todavia el mecanismo por el cual el calcitriol entra en la célula
diana, si se sabe que una vez dentro de la misma éste puede bien inactivarse
por accién de la 24-hidroxilasa mitocondrial o bien unirse a su receptor, el
receptor de vitamina D o VDR que se encuentra libre en el citoplasma celular.
La unién de su ligando activa al VDR, que se fosforila (Chatterjee, 2001) y entra
en el nucleo donde se va a unir al receptor del 9-cis retinoide X (RXR) para
formar el complejo VDR-RXR. Este complejo reconoce y se une especificamente
al ADN (acido desoxirribonucleico) en secuencias promotoras de diferentes

genes, llamadas elementos de respuesta a la vitamina D (VDRE), ademas de
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reclutar numerosos factores de transcripcidén y otros reguladores que en ultimo
término haran que aumente o disminuya la tasa de transcripcién de los genes

diana.

Un regulador importante en la sintesis de la Vitamina D es el fésforo
ingerido en la dieta. La restriccion de fosfatos y la hipofosfatemia en
combinacion con la PTH producen un aumento en la 25, 1 a-hidroxilasa D; y
por ello de la Vitamina D en el suero. Las concentraciones altas de fosfatos
disminuyen los niveles de Vitamina D por inhibicién de la 25-OH-D-la-

hidroxilasa (Rochel, Wurtz, Mitschler, Klaholz, & Moras, 2000).

Luzfiiiicle Eamn
u I ta
solar *
Bilis

¥

7-dehidrocolesteral +

Piel ® — Acido calcitroico
25(CH D
Maror m olite circulante

Fotoproductos inactivos * Previtamina O,

24-Cthasa
Vitamina O, | 25(0H)D
itamina O .
Circulacion

Resorcion de calcio

. s .
\f Ca**y HPO >
N e —
}r .'sa.nEulnED

Figura 2: Metabolismo de la vitamina D y el Calcio.
Tomado de Barba Evia (Barba Evia, 2011) y modificado de Francis (Francis, Anderson, Patel, Sahota, & van
Staa, 2006).
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2.2.

Mecanismos de accion de la Vitamina D

Los mecanismos de accién de la Vitamina D en los diferentes drganos
diana, tales como el hueso, donde aumenta tanto la resorcion como la
formacion 6sea; el intestino, donde aumenta la absorcion de calcio; el rifidn,
donde estimula su propia sintesis y la paratiroides, donde inhibe la sintesis y la
secrecion de PTH, dependeran de diferentes factores tales como: los niveles de
metabolitos (calcidiol vy calcitriol), la presencia de comoduladores
(coactivadores y correpresores) y los aspectos cuantitativos y cualitativos del

gen del VDR.

La principal funcion fisioldgica de la vitamina D es mantener el calcio y
el fésforo en concentraciones adecuadas para procesos celulares tales como la
calcificacion ésea, la diferenciacidon celular y la excitabilidad neuromuscular.
Para el mantenimiento de las concentraciones de calcio iénico, dentro de los
limites normales en el liquido extracelular, la vitamina D estimula la absorcién
intestinal de calcio y promueve la formacién de osteoclastos maduros, los
cuales movilizardn calcio desde el hueso al extracelular en la fase de resorcidon
6sea del remodelamiento 6seo. Estas acciones son ejercidas principalmente
por el 1,25(0H),D; o calcitriol. Este es una hormona esteroidea que actia a
nivel del intestino a través de una via gendmica. El complejo 1,25(0OH),D;-VDR
(vitamina D-receptor de la vitamina D) se une a una serie de secuencias
reguladoras del ADN nuclear y controla la transcripcién de ARNm especificos
qgue a su vez controlan la sintesis de proteinas especificas como la fosfatasa
alcalina, osteocalcina, la osteopontina y, en el intestino, la calbindina-D (esta

ultima promueve la absorcién de calcio por difusién facilitada). El calcitriol,
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ademas de regular la expresidn genética, también tiene acciones no gendmicas
que incluyen la capacidad de estimular el paso de calcio a través de la
membrana plasmatica, aunque los mecanismos implicados no estan
suficientemente claros. La 1,25(0OH),D; incrementa la absorcién de fdsforo,
ocurriendo la mayor absorcidn en el yeyuno e ileon; la de calcio principalmente
en el duodeno, aun cuando tanto el calcio como el fosforo se absorben a nivel
del intestino delgado (Holick, 2003). EIl mecanismo de accidn para facilitar el
transporte de calcio en el intestino implica la sintesis de la proteina de unién al
calcio (CaBP, calcium binding protein) (Brown, Krits, & Armbrecht, 2005). La
entrada de calcio ocurre en contra del gradiente, estando controlada por
canales especificos de calcio llamados CaTl y calmodulina, unidos a una
miosina especifica. El transporte de calcio en la célula estd regulado por
proteinas ligadoras de calcio llamadas calbindinas. Una gran parte del
transporte se produce dentro de las vesiculas. La salida de calcio de la célula a
través de la membrana basocelular precisa energia, y estd mediada por ATP
(adenosin trifosfato), que precisa una bomba de calcio o CaATPasa. El calcitriol
induce tanto las calbindinas como la CaATPasa, pero la regulaciéon de entrada
de calcio no depende tanto de la sintesis proteica. Mecanismos similares
modulan la reabsorcion de calcio en el tubulo distal del rifién, con proteinas

involucradas homodlogas aunque no idénticas.

El 1,25(0OH),D; actda a nivel celular activando el VDR (cuya afinidad por
1,25(0H),D; es 1.000 veces mayor que para 25(0OH)Ds). El VDR es miembro de
una super familia de receptores nucleares, la cual también incluye el receptor
para hormonas tiroideas y glucocorticoides, estrégenos, andrégenos, acido
retinoico asi como receptores activadores de la produccidon de peroxisomas

(PPAR). La secuencia exacta por la cual el 1,25(0OH),D; interactia con su
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receptor y causa activacion en la transcripcion de genes especificos, cuyos
productos estan involucrados en respuestas bioldgicas causadas por la
vitamina D, no estd aclarada totalmente. Sin embargo, es bien sabido que el
VDR tiene mayor actividad transcripcional al formar un complejo
heterodimérico con el receptor del acido retinoico (RXR). Este complejo (RVD-
RXR) es el que interacciona con elementos de respuesta especifica para
vitamina D dentro del ADN. Los VDR se encuentran en los osteoblastos, donde
la 1,25(0OH),D; promueve su diferenciacion y regula la produccidn de proteinas
tales como el coldgeno tipo |, la fosfatasa alcalina y la osteocalcina. También
induce en las membranas celulares el RANKL (receptor activator of NF kappa B
ligand) e inhibe la de colageno tipo | y de OPG (osteoprotegerina) (Kondo,
Kitazawa, Maeda, & Kitazawa, 2004). De esa manera, el calcitriol regula tanto la

formacion como la resorcion dseas.

En adultos sanos el depdsito corporal total de vitamina D depende
principalmente de la sintesis cutdanea de colecalciferol o D3 y de la ingesta
dietética de vitamina D. La importancia relativa de ambos factores varia segun
la edad y la residencia geografica del individuo, pero una reduccidon en
cualquiera de estas dos fuentes puede llevar a un estatus anormal de vitamina

D (Taymans et al., 1999).

2.2.1. Accion genémica de la vitamina D

La respuesta bioldgica de la vitamina D en las células diana ocurre

segun el modelo de transactivacion de genes de las hormonas esteroideas.
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Como se ha dicho anteriormente, la unién de la 1,25(0H),D; con el VDR,
sufre un cambio conformacional que permite que dicho receptor se pueda
traslocar al ndcleo donde forma el heterodimero habitualmente con el
RXR (Brown et al., 1989). Dicho heterodimero se une a regiones
promotoras de genes especificos en los tejidos diana (VDREs), formando
complejos con proteinas adicionales coactivadoras y correpresoras de la
transcripcién pudiendo incrementar o disminuir la expresidén de los genes
diana. Asi, esta descrito que el VDR se distribuye ampliamente en multitud
de tipos celulares como el hueso, justificando la gran variedad de acciones
de la 1,25(0H),D; en el organismo (Bouillon, Okamura, & Norman, 1995).

Estas acciones pueden clasificarse en:

= Respuestas cldsicas de la vitamina D: regulacion de la
concentracién del calcio y fosforo en la sangre por la accién
de la 1,25(OH),D; en los intestinos y hueso.

= Respuestas no clasicas de la vitamina D: regulacion de la
secrecién hormonal, regulacion de la funcién inmune,
proliferacién y diferenciacion celular de diversos tipos

celulares.

2.2.2. Accion no genémica de la vitamina D

Existen acciones de los metabolitos de la vitamina D, que son
demasiado rdpidas para implicar cambios en la expresidon génica, tales

como el transporte rapido de Ca®* (Nemere, Yoshimoto, & Norman, 1984),
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2.2.3.

la activacion del metabolismo del fosfoinositol (Bourdeau, Atmani, Grosse,
& Lieberherr, 1990; Lieberherr, Grosse, Duchambon, & Drueke, 1989), el
incremento de la concentracién de Ca®* en el citosol (Hruska, Bar-Shavit,
Malone, & Teitelbaum, 1988; Lucas, Roullet, Duchambon, Lacour, &
Drueke, 1989), el incremento de los niveles de GMP. (Vesely & Juan,
1984), la activacién de la via PKC (Sylvia et al., 1996), la activacién de las
MAP Quinasas (Berndt et al., 2003), asi como la apertura de los canales de

Cl" (Zanello & Norman, 1996).

Funciones de la vitamina D

La vitamina D permite el mantenimiento de los niveles de calcio
extracelular de una manera estrictamente regulada, vital para la
integridad de la fisiologia celular y del esqueleto. Su déficit provoca
raquitismo en humanos jévenes en edad de crecimiento, y osteomalacia
en adultos. El mantenimiento de los niveles séricos de calcio es regulado
fundamentalmente por la vitamina D, evitando asi la tetania producida
por hipocalcemia y favoreciendo la mineralizacion dsea. El déficit de
vitamina D, desde un punto de vista clinico, es considerado como un
factor de riesgo importante para la aparicion de osteoporosis. Los
resultados de dos estudios de metandlisis de ensayos clinicos controlados
muestran que la toma de altas dosis de vitamina D reduce el riesgo de
fracturas en un 29% y de caidas en un 19% (Bischoff-Ferrari et al., 2010).
Sin embargo, esta asociacién es hoy dia controvertida, ya que existen

estudios que han demostrado un riesgo elevado de caidas en mujeres
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ancianas a las que se les administré una dosis alta de vitamina D (500.000

Ul) Unica anual (Sanders et al., 2010).

El sistema endocrino de la vitamina D, también es un potente
modulador de la funcién paratiroidea. La deficiencia de ésta provoca
hiperplasia de la glandula paratiroides, asi como un incremento de la
sintesis y secrecién de PTH. En el rifidn, el principal efecto de la vitamina D
es el control de su propia sintesis y degradacion, inhibiendo la la-
hidroxilasa y estimulando la expresién de la 24-hidroxilasa, induciendo la

expresion de megalina en el tubulo proximal (Nykjaer et al., 1999).

Existen acciones en otros drganos diana como son el pancreas, el
higado y la piel, denominadas acciones no cldsicas de la vitamina D,
ligadas a la presencia del VDR en diferentes tipos celulares (Brown, Dusso,
et al., 1999), no implicadas en la homeostasis célcica (Holick, 1995). Entre
estas acciones se encuentran la regulacion de la proliferacién vy
diferenciacion celular y la regulacién de la secrecién hormonal y de la
funcién inmune. Los linfocitos y macrofagos, ademas de tener VDR
también expresan la la-hidroxilasa, por lo que poseen capacidad de
sintesis del 1,25(0OH),D; de forma local en determinadas circunstancias
(Monkawa, Yoshida, Hayashi, & Saruta, 2000; Morgan et al., 1996). La
vitamina D puede estimular la proliferacion celular de otro tipo de células
como condrocitos (Krohn et al., 2003) y células del endometrio (Delissalde
et al., 1998). Ademas, existen evidencias que demuestran la relacién entre
la vitamina D y la disminucién del riesgo de cancer de pecho (Garland,

Garland, & Gorham, 1999; Ruggiero et al., 1998), préstata (Ma et al., 1998)
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y colon (Gallieni et al., 1995; Garland, et al., 1999; Martinez & Willett,
1998).

En esta linea, distintas evidencias sugieren que la vitamina D
desempeiia importantes actividades no calcémicas no relacionadas con el
metabolismo &éseo que podrian tener implicaciones fisioldgicas vy
patoldgicas significativas en distintas enfermedades inmunes, cancer, asi
como en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Arnson, Amital,
& Shoenfeld, 2007; Cantorna, 2000; Deluca & Cantorna, 2001;
Giovannucci, 2005; Holick, 2007b; Mathieu & Badenhoop, 2005; Mathieu,
Gysemans, Giulietti, & Bouillon, 2005). Se han encontrado evidencias que
sugieren que el VDR se encuentra presente en las células presentadoras
de antigenos siendo estos capaces de secretar y sintetizar 1,25(0OH),D; ya
que poseen 1l-a-hidroxilasa. Cuando los valores de vitamina D son
inadecuados, estas células presentadoras de antigenos (macrofagos vy
células dendriticas) solo son capaces de producir cantidades limitadas de
1,25(0H),Ds. Este hecho explicaria el deterioro de la funcién y activacion
de los macréfagos asociado a una alta prevalencia de infecciones en nifios

con raquitismo (Mathieu et al., 2004).

Por otra parte, se ha asociado un peor prondstico de mortalidad
asociado al cancer en los grupos con mayor riesgo de deficiencia de
vitamina D. Los grupos étnicos (como los afroamericanos) con menores
niveles de vitamina D, presentan una mayor mortalidad debida a canceres
tanto en hombres como en mujeres (Giovannucci, 2005). Asi, existe una

relaciéon entre la expresion del VDR y el riesgo de cancer. Ademas, la
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expresion del receptor de la vitamina D en el tejido del colon es
normalmente baja, elevandose esta cantidad en las primeras etapas de la
progresién tumoral resultando un fendmeno autocrino/paracrino que

controlaria la evolucion de la enfermedad.

En la linea de los efectos anteriores, la mayor informacién del rol
protector de la vitamina D, proviene de los pacientes con insuficiencia
renal crénica terminal con afectacién de enfermedad cardiovascular. La
vitamina D participa en la regulacion del Sistema Renina Angiotensina
(SRA), siendo el calcitriol un regulador negativo del SRA (Y. C. Li et al.,
2002), observandose una reduccién en la actividad de la renina, en los

niveles de angiotensina Il y en los niveles de la presién sanguinea.

2.3. Regulacion del Metabolismo Mineral. Fisiologia de las hormonas

calciotropas

El objetivo de la homeostasis mineral es la regulaciéon de las
concentraciones en el liquido extracelular de calcio, fédsforo y magnesio, asi
como en los compartimentos intracelulares, con la finalidad de proporcionar
una absorcion y retencidn adecuadas cubriendo las necesidades estructurales
esqueléticas. Por todo ello, resulta imprescindible para el organismo mantener
dichas concentraciones entre limites muy estrechos a través de un sistema de
regulacion homeostatica que consigue mantener sus niveles séricos de forma

constante.
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Los tres iones mencionados anteriormente desarrollan en el organismo
importante funciones reguladoras: el calcio actia como regulador de la
secrecion y accion de diversas hormonas y enzimas citosolicas, interviene en la
permeabilidad de membranas, en el sistema de coagulacién sanguinea, en la
placa neuromuscular y en la conduccién nerviosa. Ademads, es el catién
principal en la estructura de huesos y dientes (Haskell & Brown, 1999), siendo
su concentracion en el liquido extracelular rigurosamente preservada en el
organismo. El principal depdsito del fosforo es el esqueleto, y forma parte de la
regulacién de diversas enzimas, fosfolipidos de membrana, los nucleétidos del
ADN y ARN (4acido ribonucleico), asi como de la composiciéon de los enlaces de
alta energia de ATP y GPT (guanosin trifosfato). Participa en el borde de
resorcidon de las células en cepillo intestinales. Por ultimo, el magnesio es uno
de los reguladores principales de la hormona paratiroidea, y participa como
cofactor en reacciones enzimaticas dependientes de ATP, asi como en los

procesos de transcripcidn, replicacién y traduccién del codigo genético.

Con el fin de mantener un sistema constante de regulacion
homeostatica, intervienen las hormonas calciotropas (calcitriol o vitamina D
activa [1,25(0OH),Ds], hormona paratiroidea (PTH) y calcitonina), modulando la
absorcién, eliminacidon y depdsito, a tres niveles: intestino, hueso y rifién
(Figura 3). Un 40% de todo el calcio plasmatico se encuentra unido a la
albumina, un 10% a diferentes aniones (citrato, fosfato y bicarbonato) y un
50% se encuentra de forma libre o ionizada. Los cambios en los niveles de
calcio idnico son los que participan en la homeostasis, estando sometidos a
control hormonal, por una parte, y modificando la sintesis y/o secrecién de las
hormonas calciotropas, por otra. Las funciones del calcio en contractilidad

muscular, neurotransmision, estabilizacion de membranas y sistema de
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coagulacién son tan importantes que todo el sistema de regulacidon estd
orientado a mantener el 1% de su concentracidn total presente en los tejidos
blandos y liquidos corporales dentro de los limites normales. El calcio iénico es
la fraccidn biolégicamente activa y puede sufrir variaciones importantes con los
cambios de pH y proteinas. El 70% del fésforo del plasma y de las células se
encuentra como fésforo organico, compuesto por fosfolipidos y ésteres de
fosfato; un 10% del fésforo en plasma circula unido a proteinas. El resto, el
fosforo inorganico, es el que se encuentra bajo control homeostatico (Hankes,

Schmaeler, Jansen, & Brown, 1999).

Calcio idnico extracelular

Receptor sensor
del Calcio

* vitp,
Ca"® |

Receptur HUESO /

) 2
0 —b a/
Receptor sensor
del Calcio
1 25(0H)z N
Mecanismo endocrino
PO,
ca"
n
» / )
Receptor INTESTINO PO,
3 [ F‘TH

Mecanismo Autocrino-Paracrino ! .ﬂ

PARATIRO\DES

Figura 3: Regulacion del metabolismo del Mineral
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2.3.1. Calcio, Fésforoy Magnesio

El calcio es el cation mas abundante del organismo, encontrandose
el 99% en la fase mineral del hueso en forma de cristales de
hidroxiapataita (1.000 g en el adulto). El 50% se encuentra en forma de
calcio idnico libre en plasma, un 10% ligado a aniones (citrato,
bicarbonato) y en un 40% ligado a proteinas (fundamentalmente
albumina). La absorcidon de calcio es realizada a lo largo de todo el
intestino delgado, aunque fundamentalmente se realiza en el yeyuno. El
depdsito de calcio en el hueso depende de la capacidad de absorcidon
intestinal y de la eliminacidn intestinal, encontrandose los requerimientos
fisiolégicos establecidos principalmente sobre la base de las necesidades
del hueso (Gueguen, 2001). Por ello, aportes inferiores a 450 mg/dia han
demostrado ser insuficientes para mantener un adecuado ritmo de masa
Osea, ya que hay que tener en cuenta que solo el 40% del mismo es
absorbido en el intestino, siendo secretado en parte por el liquido
gastrointestinal. En caso de disminucidn de la ingesta de calcio, existiria un
descenso de la absorcién del mismo, bajando su concentracidén sérica,
estimulando la PTH, aumentando ésta la resorcion ésea, la reabsorcion

intestinal de calcio y la produccidn renal de calcitriol.

Se ha demostrado que la ingestion diaria de un Unico elemento no
tiene efecto directo sobre la disminucién de la masa 6sea, incluso si este
nutriente es el calcio (Pedrera et al.,, 2001); aunque otros estudios
demuestran que el aumento del contenido de calcio en la alimentacién

durante la infancia y adolescencia permite una adecuada adquisicién de
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masa osea (Chan, Hoffman, & McMurry, 1995; Recker et al., 1992). Dosis
altas de calcio no comportan un aumento en la absorcién intestinal de
éste’, ya que parece existir un gradiente por encima del cual ya no se
absorberia mas calcio (Matkovic, Fontana, Tominac, Goel, & Chesnut,
1990). La ingesta de micronutrientes, tales como el boro, cobre o selenio
son de vital importancia para el metabolismo dseo (Palacios, 2006; M.
Yamaguchi & Uchiyama, 1987). A pesar de ello, la ingestién en grandes
cantidades de estos elementos también puede ejercer un efecto nocivo
sobre el metabolismo 6éseo. La ingestion de selenio a altas dosis tiene un
efecto negativo sobre el hueso, pudiendo evitarse con la ingestion de zinc

(Guglielmi, Scalzo, de Terlizzi, & Peh, 2010).

En contraste con el calcio, todos los productos alimenticios
comunes (leche, huevos, cereales y hortalizas) son ricos en fésforo, cuyo
consumo medio oscila entre 1300 hasta 1600 mg/dia en Europa; el 60-70%
del fésforo contenido en los alimentos es absorbido via intestinal
(mediada por la vitamina D), existiendo una eliminaciéon renal del 5-15%.
En Espafia, la ingesta media ha sido descrita en numerosos estudios,
recomendando su ingesta diaria en 1200 mg (Pedrera-Zamorano et al.,
2009; Pedrera, et al.,, 2001; Rico et al., 2002). La PTH es el principal
regulador de la eliminacidn final de fosfatos, a partir de la inhibicion de la

reabsorcion tubular del mismo.

1 . . ;. . .

Incluso dosis elevadas de calcio pueden desarrollar depdsitos elevados del mismo en la matriz
6sea, provocando una pérdida de elasticidad ésea, asi como un aumento de la probabilidad de
fracturas.
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2.3.2.

El magnesio es absorbido via intestinal, proporcionalmente al
contenido caldrico de la dieta. En plasma circula el 1% del magnesio
corporal total, quedando el 55% reservado en forma idnica y un 20% unido
a proteinas, constituyendo el hueso el principal depdsito de magnesio
(alrededor del 70%). El magnesio ha sido involucrado en el mecanismo

sensor del calcio de la PTH, participando en la regulaciéon del calcio.

Calcitriol

Los factores que van a condicionar los niveles de vitamina D activa o
calcitriol se pueden agrupar en tres grandes grupos (Groff & Grooper,
1999). En primer lugar, los relacionados con la sintesis de vitamina D por la
accion de la radiacion ultravioleta (edad, exposicidn solar y contenido de
melanina) (Figura 4). En segundo lugar, la afectacion directa por los
factores nutricionales directamente relacionados con los habitos
dietéticos. En tercer lugar, los factores con capacidad para modificar el
metabolismo de la vitamina D, tanto a nivel de su absorcién y reabsorcion
intestinal como a la concurrencia de enfermedades hepaticas y renales
que puedan afectar a la capacidad de la 25-hidroxilacién y 1la-
hidroxilacion, asi como el consumo de medicamentos que aceleren su

catabolismo.
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Como se ha comentado anteriormente, el calcitriol o 1,25(0OH),D3,
se produce fundamentalmente en el tubulo renal a partir de la accion de la
lo-hidroxilasa sobre el 25(0H)D; producido en el higado®. Para ejercer su
accion debe unirse al VDR. Asi, el calcitriol cumple las siguientes funciones:
en el intestino, estimula la absorcién de calcio y fésforo, promoviendo la
sintesis de proteinas trasportadoras, actuando directamente sobre el
contenido lipidico de la membrana; en el rifion, aumenta la reabsorcion
tubular de calcio; en el hueso favorece la resorcién dsea, aportando
fosforo y calcio al plasma, promoviendo la diferenciacion y maduracién de
los osteoclastos® asi como la maduracién de los osteoblastos® (Raisz,
1993); en la paratiroides, actia sobre su receptor (VDR), reduciendo a

nivel transcripcional la sintesis de PTH®.

’la produccion renal de calcitriol se regula por los niveles de PTH, fésforo y calcio.

* La diferenciacion y maduracién de los osteoclastos promovida por el calcitriol resulta un
efecto sinérgico con la PTH, mediados a su vez por los osteoblastos y las células del estroma
(Key, Weichselbaum, & Carnes, 1988; Shevde, Anklesaria, Greenberger, Bleiberg, & Glowacki,
1994).

* Como consecuencia de la diferenciacién y maduracién de los osteoclastos, asi como de la
maduracion de los osteoblastos, se estimula la sintesis proteica y la mineralizacidn.

> Ante la deficiencia de calcitriol, se reduce el efecto inhibidor de la PTH, aumentando la sintesis
de ésta.
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Figura 4: Sistema hormonal de la Vitamina D

2.3.3. Parathormona (PTH)

La PTH es una hormona polipeptidica, formada por 84 aminodcidos,

de los cuales el fragmento activo lo forman 34 aminoacidos amino-

terminales. Su sintesis y liberacion ocurre en las glandulas paratiroides,

siendo su principal regulador el calcio®. Pequefias variaciones de calcio

® Cuando el calcio sérico disminuye, las glandulas paratiroideas detectan los cambios de
concentracion a través del receptor sensor del calcio (CaR) y estimula la sintesis y liberacion de
PTH. El CaR, es un receptor transmembrana acoplado a proteinas C, que activa una serie de
sefiales intracelulares (fosfolipasas, C, A, y D), cuyo resultado final es la estimulacidon de la

sintesis y liberacion de PTH.
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sérico producen grandes cambios en la concentracién de PTH, siguiendo
una funcién sigmoidal inversa (Garland, et al., 1999). La PTH eleva los

niveles de calcio por tres mecanismos (Figura 5):

1. Estimulando la resorcion dsea en presencia de niveles
fisiolégicos de calcitriol. La PTH activa la remodelacion ésea
en el hueso, promoviendo la salida de calcio y fésforo al
torrente sanguineo’.

2. Incrementando indirectamente la absorcion intestinal de
calcio. La PTH estimula la la-hidroxilasa, favoreciendo la
sintesis renal de 1,25(0OH),D; y favoreciendo la absorcién
intestinal de fésforo y calcio.

3. Aumentando la reabsorcion tubular de calcio a nivel del

tubulo distal y colector.

Asi mismo, la sintesis y/o secrecion de la PTH, se encuentra regulada
por los siguientes factores: el descenso de calcio idnico en suero se
detecta a través de las glandulas paratiroideas (por la actuacion del CaR o
Receptor-Sensor de Calcio), estimulando la sintesis y liberacion de PTH; el
calcitriol inhibe a nivel transcripcional la sintesis de PTH y aumenta la
expresion de receptores de vitamina D (VDR), asi como del CaR en la
glandula paratiroides; los niveles elevados de fdsforo (hiperfosforemia)
estimula los niveles de ARNm de PTH, ejerciendo su accidén sobre la

sintesis de PTH a nivel postranscripcional, actuando de forma

7 .. .2 . , .2 . o]
La movilizacidon de calcio al torrente sanguineo aumenta la concentracién de calcio sérico,
actuando sobre el CaR, disminuyendo la concentracion de PTH.
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independiente a los cambios en los niveles de calcio y calcitriol. Contrario
a su papel de favorecer la resorcién ésea, se ha descubierto el papel
estimulador de la PTH en la formacion dsea, a través de la sintesis de IGF-I

y TGF-B (Canalis, McCarthy, & Centrella, 1989).

INTESTINO

[ f

v
T Resorcion T Reabsorcion T Fosfaturia TCaIcitriol TAbsorcmn
osea de calcio de calcio
y fosforo

l, Fosforemla Resormon
\_* osea
CALCIO 4—/

Figura 5: Efectos de la PTH sobre el Calcio

2.3.4. Calcitonina (CT)

La calcitonina es una hormona polipeptidica sintetizada por las

células C tiroideas (parafoliculares) participantes en la regulacion de la
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homeostasis mineral en un sentido contrariamente opuestoala PTHy a la
vitamina D% Su secreciéon se estimula por el calcio y el efecto
hipocalcemiante, concretamente en situaciones agudas, encontrdndose
mediado por su efecto inhibitorio sobre los osteoclastos activos (Finch,
Brown, & Slatopolsky, 1999). El efecto biolégico mas importante es inhibir
la resorciébn o6sea osteocldstica, disminuyendo la actividad de los
osteoclastos e incrementando su apoptosis’. A nivel renal disminuye la
reabsorcion tubular de calcio, contribuyendo a un balance negativo del
mismo. Se sabe que la accién inhibidora de la Calcitonina sobre la
actividad osteoclastica es transitoria, ya que los osteoclastos parecen

volverse “impermeables” a la calcitonina en pocos dias (Prieto, 1999).

La calcitonina también actta a nivel de receptores especificos del
aparato digestivo, microcirculacién y sistema nervioso. Por todo ello, su
papel en la regulacidn fisioldgica no esta claramente definida, ya que se
han descrito otros posibles efectos de la calcitonina como estimulante de
osteoblastos tales como el aumento de IGF-I, entre otros (Finch, et al.,

1999).

® Mientras la PTH y la vitamina D responden a situaciones con niveles séricos bajos de calcio
favoreciendo su elevacidn, la calcitonina es la hormona hipocalcemiante por excelencia.

® Como resultado de la accién de la CT, el calcio sérico disminuye. La CT actua sobre la
membrana del osteoclasto, contrayéndose e inhibiendo la resorcién. Provoca la disolucién de
los osteoclastos maduros en células mononucleares, ejerciendo un mecanismo inhibitorio a
nivel de células precursoras de osteoclastos.
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3.1.

Estructura del Receptor de la Vitamina D (VDR)

La vitamina D; ejerce su accion biolégica a través de la unién a su
receptor (Vitamin D Receptor). La proteina VDR es una fosfoproteina de 427
aminodcidos y 48 kDa en la que se reconocen 2 dominios fundamentales
(Figura 6), uno de unién al ADN (DBD) y otro de unién al ligando (calcitriol)

(LBD).

El VDR es un receptor nuclear, miembro de la superfamilia de los
receptores de las hormonas esteroideas y tiroideas. Como otros miembros de
esta superfamilia, el VDR actla como factor de transcripcion ligando-inducido
(R. M. Evans, 1988; Haussler et al., 1988), regulando la expresidon de genes

involucrados en la mayoria de las acciones bioldgicas de la vitamina Ds.

La estructura del VDR consta de diversas regiones (dominios con

respecto a su accidn) bien definidas que pueden funcionar de forma auténoma:

1. Dominio de union al ADN (Baker et al., 1988). Se encuentra
cercano al N-terminal de la proteina; su importancia radica en
requerir una secuencia especifica de ADN para su unién, para asi
poder dar lugar a la respuesta gendmica del 1,25(0OH),D;. El
dominio es rico en cisteina y consta de dos dedos de zinc,
localizados entre los aminoacidos 24 y 91 de la proteina,
responsables de la unién del VDR al ADN (Garnero & Delmas,
1998). La zona situada entre los aminoacidos 91 y 115 contiene

varias regiones helicoidales, pudiendo estar relacionada con
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contactos con el ADN. Entre los aminodcidos 49 y 55, existe una
secuencia de 5 aminodcidos basicos que podrian tener contactos
directos con el ADN, siendo requeridos para la localizacién nuclear
de este VDR. En esta funcidn se ha relacionado la secuencia entre
los aminodacidos 79 y 105. Por ello, este dominio podria ser la
unidad funcional requerida para la 6ptima retencién del VDR en el

nucleo como resultado de la interaccién entre el VDR y el ADN.

. Dominio de unién a la hormona (Somjen et al., 1986). En este

dominio parecen existir tres zonas principales que abarcan desde
los aminodcidos 227-240, 268-316 y 396-422, dentro de la zona de
tipo sandwich que incluye a las a-hélices y algunas cadenas B,
formando una estructura tridimensional. Las hélices 4,5, 11y 12y
algunas cadenas B son las responsables de la unién al ligando
(Adams & Gacad, 1985).

Dominio relacionado con la dimerizacion. Este dominio comparte
zonas con el dominio de unién al ADN y zonas con el dominio de
unioén a la hormona. Abarca desde los aminoacidos 91-92, 244-263

y 317-395.

. Lugar de union a proteinas nucleares correguladoras del

complejo transcripcional moduladoras del nivel de transcripcion
de los genes diana. Consta de dos regiones principales, la primera
constituida por los aminoacidos 244-263 (propias del dominio

relacionado con la dimerizaciéon)™ y la segunda constituida por los

10 .y .. . o
En esta region se encuentra la lisina 246, aminoacido altamente conservado entre los
miembros de la superfamilia de receptores nucleares.
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aminodcidos 410-427'. Los aminodacidos lisina, glutamina, vy
leucina contenidos en este dominio participan en el mecanismo de
trascripcién del VDR, involucrando a otras proteinas o

coactivadores.

NE“TIH [ [ ] [ epaarecas [ JC
L -

Heterodimerizacion Transactivacion

89 115 159 202

Dominio de Unién Dominio de Union
al ADN al Ligando

Figura 6: Dominios funcionales del receptor de la vitamina D.
Modificado de Dusso (Dusso, Brown, & Slatopolsky, 2005)

3.2.

Distribucion del Receptor de la Vitamina D (VDR)

Los niveles intracelulares de VDR se regulan tanto por ligandos del VDR
como por hormonas y factores de crecimiento que no unen VDR (Russell, Bar,
Sherwood, & Hurwitz, 1993). La regulacion, que afecta al control de la
transcripcién y la estabilizacién del ARNm del VDR asi como a la sintesis y
degradacion de la proteina, es especifica en cada tejido o célula ya que segln
se ha podido evidenciar, el calcitriol regula al alza la transcripcién del VDR en
las glandulas paratiroides y el rifién, pero no en el intestino (Sandgren,

Bronnegard, & Deluca, 1991). En cualquier caso, el VDR se encuentra

" En esta region se incluyen los aminodcidos glutamina 420y la leucina 427.
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distribuido tanto en tejidos implicados en la homeostasis del calcio, como en la
mucosa intestinal (Pike, 1982), paratiroides (Hughes & Haussler, 1978),
osteoblastos (Colston & Feldman, 1979), asi como en las células de los tubulos
proximal y distal del rifdn (Simpson & Deluca, 1980). A su vez, existen
receptores en otros tejidos como el musculo (Bischoff, et al., 2001), el pancreas
(Kream, Jose, Yamada, & Deluca, 1977), la epidermis (Brumbaugh & Haussler,
1975), érganos reproductores y neuronales (Faraco, Morrison, Baker, Shine, &
Frossard, 1989; Goff, Reinhardt, Beckman, & Horst, 1990; Stumpf & Denny,
1989; Stumpf, Sar, Clark, & Deluca, 1982), en el cerebro (Somjen, et al., 1986),
en los pulmones (Sandgren, et al, 1991), asi como en el sistema

hematopoyético (Kizaki, et al., 1991).

La cantidad de VDR en la célula diana depende también de muchos
otros factores, como el estado de proliferacién y diferenciacién de la célula, las
rutas celulares activadas en un determinado momento asi como de la
expresion diferencial de cofactores que intervienen en las acciones del VDR
como factor de transcripcion (Russell, et al., 1993). La respuesta de un tejido a
la estimulacion por el 1,25(0H),D; depende tanto del nimero de receptores de
la vitamina D presentes, como de los niveles circulantes del 1,25(0OH),D; (Goff,

et al., 1990).

La calidad del VDR es tan importante como la cantidad y disponibilidad
de éste. Ademas de 14 mutaciones diferentes asociadas con raquitismos
resistentes a vitamina D (Saijo et al., 1991), también se han descrito en los

humanos mas de 14 polimorfismos diferentes en el gen del VDR que pueden
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3.3.

actuar modulando la respuesta a la vitamina D; en los diferentes érganos diana

(Kizaki, et al., 1991).

Regulacion del Receptor de la vitamina D (VDR)

La regulacién de la tasa de transcripcion de los VDRE por el complejo
Vitamina D — VDR requiere: 1) heterodimerizacién del VDR activado con el
receptor retinoide X (RXR); 2) unidn del heterodimero con los VDRE en la
region promotora de los genes diana; 3) interacciones adicionales proteina-
proteina con componentes del complejo de inicio transcripcional y con
moduladores nucleares de la actividad transcripcional (Garnero & Delmas,

1998).

Asi mismo, los factores que influyen en la actividad del complejo
Vitamina D — VDR incluyen: 1) la tasa de captacion celular y catabolismo del
calcitriol; 2) los niveles de VDR; 3) modificaciones post-traduccionales del VDR;
4) disponibilidad nuclear de otros componentes transcripcionales (Garnero &

Delmas, 1998).

Los niveles intracelulares de VDR resultan del balance entre su sintesis
y degradacién. Existe tanto una regulacion homadloga por el calcitriol y otros
ligandos del VDR, como una regulacién heterdloga por factores hormonales y
de crecimiento que no se unen al VDR. Estos factores influirian en la tasa de

transcripcidn del gen del VDR y/o en la estabilidad de su ARNm (Garnero &
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3.4.

Delmas, 1998). El regulador mejor conocido es el calcitriol. La unién con el
1,25(0H),D; estabiliza el VDR y prolonga su vida media (Delissalde, et al.,
1998). En tejido paratiroideo, los niveles altos de calcitriol inducen
sobreexpresion del VDR. Por otra parte, la disminucién de calcitriol estimularia

la proliferacidn de las células paratiroideas (Miyamoto et al., 1997).

El VDR libre esta en equilibrio entre el citoplasma y el nucleo. Una vez
unido al calcitriol, el complejo calcitriol-VDR se trasloca rapidamente al nucleo,
donde interacciona con secuencias especificas del ADN de los genes
respondedores a la vitamina D3 regulando su tasa de transcripcién e inhibiendo

simultdaneamente a la del gen de la PTH (Dusso & Brown, 1998).

En animales de experimentacién hay datos que sugieren que la accién
del calcitriol en la regulacién del VDR podria estar mediada por el calcio

(Morgan, et al., 1996).

Estructura del gen del Receptor de la Vitamina D (VDR)

El gen del VDR en humanos, se localiza en el brazo largo del
cromosoma 12 (12q13-14) (Gémez Alonso, Naves, Diaz-Corte, Fernandez
Martin, & Cannata Andia, 1998; Martinez & Willett, 1998) y comprende una
region de aproximadamente 100 kb de ADN aunque sdlo 4,63 kb son los que
codifican la proteina (A. J. Brown, 1999; Ruggiero, et al., 1998). Estd formado

por 11 exones, de los cuales 8 son codificantes (Miyamoto, et al., 1997), y sus
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3.5.

intrones asociados, asi como varias regiones no codificadoras en posicién 5
(Garnero & Delmas, 1998). Se han descrito distintos polimorfismos del gen en
las regiones no codificadoras, pudiendo modificar su funcionalidad sin alterar la

estructura final del receptor (Dusso & Brown, 1998) (Figura 8).

En la zona 5’ no codificante se encuentran los exones 1A, 1B, 1C, como
consecuencia del proceso de transcripcion alternativo de estos exones se
puede formar tres tipos de especies de ARNm (Hughes et al., 1988). Los exones
del 2 al 9 codifican la estructura de la proteina producto de este gen, que es el
VDR. El exdén 2 codifica un primer dedo de zinc de la proteina que estad formado
por 21 aminoacidos y el exén 3 codifica el segundo dedo de zinc formado por
16 aminoacidos. El gen que codifica al VDR humano, se caracteriza por la
ausencia de la caja TATA y abundante GC (Dynan & Tjian, 1983). Se ha descrito
una mutacion en el exén 2, pudiendo ser detectado por la enzima de
restriccion Fokl, la cual modifica el coddn inicial ATG por ACG (T/C) y que
presenta 3 aminodacidos extras (metionina, treonina y serina) en la estructura
del VDR (Stumpf, et al., 1982). Asi mismo, utilizando las enzimas de restriccién
Bsml, Apal y Taql, se han identificado en el gen del VDR humano

polimorfismos en la region no codificable (exdn 7, exdn 8 y exén 9).

Variantes del gen del Receptor de la Vitamina D.

La caracterizacion e identificacion de cientos de miles de loci
polimdrficos distribuidos a lo largo de los 3.250 millones de nucledtidos (SNPs)

que constituyen nuestro genoma (Levy et al.,, 2007; Sachidanandam et al.,
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2001), constituye una de las contribuciones mdas importantes de la
secuenciacién del genoma humano (Lander et al., 2001; Venter, 2003; Venter
et al., 2001). Se estima que los SNPs son responsables aproximadamente de

tres millones de las diferencias promedio individuales.

Un polimorfismo es una variante genética que aparece al menos en el
1% de los cromosomas de una poblacidn. Las secuencias polimérficas
(conocidas como loci polimdrficos, loci andnimos, marcadores andnimos,
marcadores polimdrficos o secuencias andnimas) son secuencias de ADN que,
normalmente, no codifican para un producto génico, se distribuyen de forma
mas o menos aleatoria a lo largo del genoma y presentan la caracteristica de
ser polimoérficas. Estas variantes polimdrficas pueden estar localizadas en
regiones reguladoras o codificantes de un gen, o bien en regiones intergénicas.
Las variantes localizadas en un gen pueden inducir cambios en el patrén de
expresion del gen o introducir cambios en la proteina. Si las variaciones se
localizan en un exdn pueden generar la alteracion en la secuencia de un codén
de forma que este siga codificando el mismo aminoacido o bien que el coddn
codifigue un aminodcido diferente alterando la secuencia de la proteina,

resultando una alteracién en la funcidn bioldgica (Figura 7).

La mayor parte de las variaciones polimadrficas estan localizadas en
regiones intergénicas, sin efectos fenotipicos observables. Aunque dichas
variaciones pueden actuar como marcadoras de las secuencias adyacentes,
dando como resultado “desequilibrios de ligamientos” (Reich et al., 2001), una
pequefia proporcién de las variaciones polimérficas afectan a regiones

codificadoras (exones) o a regiones reguladoras (intrones) de un gen, alterando
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la estructura del producto génico, el grado de expresion de un gen o la
ausencia de expresion de éste. Por todo esto, resulta de gran interés el
conocimiento de la relacidn de vecindad entre polimorfismos contiguos en una
determinada regién gendmica. Esta relacién de vecindad entre polimorfismos,
se obtiene a partir del estudio del desequilibrio de ligamiento de la regidén vy el
establecimiento del patrdn de bloques de la misma. Los SNPs contenidos en un
mismo bloque presentan un alto desequilibrio de ligamiento entre ellos y muy
bajo desequilibrio de ligamiento con SNPs que se encuentra fuera de ese

bloque (Fang et al., 2005; Nejentsev et al., 2004).

Polimorfismo VDR

Nivel estructural Parametros de evaluacion
ARNm —3—— -Niveles, estabilidad, splicing/isoforma.
Proteina ——fF—— -Niveles, estabilidad, isoforma, proteina-proteina.
Células —F— -Ej. Actividad transcripcional (OC-VDRE).

-Ej. Inhibicién del crecimiento celular (PBMC).
Humanos ——f—— -Parametros séricos: ej. osteocalcina.

-Absorcion intestinal de calcio.

-DMO.

-Intervencion: ej. Vitamina D,

v

Enfermedad asociada

Figura 7: Representacidén esquematica de los diferentes niveles de organizacién estructural de los
estudios de los polimorfismos del gen del VDR.

OC-VDRE, Osteocalcina-Elementos de respuesta a Vitamina D; PBMC, células mononucleares en sangre
periférica; DMO, Densidad Mineral Osea

Tomado de Uitterlinden (Uitterlinden, Fang, Van Meurs, Pols, & Van Leeuwen, 2004)

Estos cambios polimérficos pueden distribuirse en la poblacién,
causando una variabilidad genética subyacente, y aunque en ningln caso
suponen una disfuncién grave (ya que otros genes pueden suplir la funcidn

perdida o bien la variacidon no ejerce efectos deletéreos), pueden manifestarse
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como variabilidad fenotipica. Se estima que los polimorfismos se encuentran
distribuidos en el genoma humano en una frecuencia de un SNP por cada 250-
300 nucledtidos (aproximadamente un 0,35% del total de nucledtidos,
estimado a partir de la existencia de 11,5 millones de SNPs distribuidos a los

largo de todo el genoma humano) (Jorde, Bamshad, & Carey, 2011).

Se han detectado polimorfismos de la proteina VDR en la regién 5’UTR,
region codificante y regién 3’UTR, presentando algunos de estos polimorfismos
un efecto directo sobre la estructura o expresion del VDR o bien sobre la
estabilidad del ARNm. Sin embargo, otras variantes polimdrficas no han

presentado efectos directos sobre la funcidn de la proteina VDR (Figura 8).

Cromosoma 12
(12q13-14)

BISAGRA
Proteina 5'UTR y dominio A/B
(427 aa) (contiene 21 aa)
Zona de unién del ligando '
(aa 166-423) 3'UTR

| . EXONES CODIFICANTES '

[F IE1AD 1G1B Icl m v VI VIl IX  DE- DE-ll
Gen
(62 kb)
Cdx-2 Fokl ‘Bsml Tru9i EcoRV Apal: Taql
G/A ciT “AG GIA GIA GIT: TIC

Figura 8: Estructura del gen y de la proteina VDR, junto con la localizacién de los polimorfismos comunes.
Modificado de Uitterlinden (Uitterlinden, et al., 2004)

3.5.1. Polimorfismos de la regiéon 5’UTR

Se ha identificado un lugar de unién para el factor de trascripcién

CDX-2 en la region promotora del VDR, este factor de trascripcion es
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especifico de células intestinales, participando en la regulaciéon de la
expresion del VDR en dichas células. Asi mismo, la proteina CDX-2 juega un
papel importante en el desarrollo y diferenciacidn del intestino (Freund,
Domon-Dell, Kedinger, & Duluc, 1998), asi como con en los procesos de
absorcién de calcio a nivel intestinal (Yamamoto et al.,, 1999). El
polimorfismo rs11568820-A/G, estd localizado en la zona de unién al
factor de trascripcion CDX-2 en el gen del VDR, alterando asi su afinidad y
dando lugar a cambios en los niveles de expresién del VDR en las células

intestinales (Arai et al., 2001).

Asi mismo, también se ha detectado otro polimorfismo en esta
region, denominado rs4516035-A/G (Halsall, Osborne, Pringle, &
Hutchinson, 2005), implicado en la polarizacion de los linfocitos T

(Boonstra et al., 2001; Rengarajan, Szabo, & Glimcher, 2000).

3.5.2. Polimorfismos de la regién codificante

Se ha encontrado el polimorfismo rs1073810-C/T, localizado en
la regidn codificante del VDR que modifica la secuencia de sitio de inicio
de trascripcion del exdn 2, consistente en un cambio de base C por T que
introduce una diana de restriccion para la enzima Fok-I"*. Asi, cuando la

variante C estd presente (alelo F) se pierde el coddn de inicio de

!2 La nomenclatura utilizada para los polimorfismos de tipo RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) hace referencia a la ausencia (se denota con letras mayusculas) o presencia (se
denota con letras minusculas) de la diana de restriccidn.
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3.5.3.

trascripcién (ATG > ACG), dando lugar a una proteina mds corta,
utilizdndose un lugar de inicio de trascripcién alternativo localizado en el

codon 4.

Polimorfismos de la regiéon 3’'UTR

En esta regidon del gen del VDR, se han identificado una gran
variabilidad genética debida a la presencia de varios polimorfismos. Esta
variabilidad ha sido ampliamente discutida en la literatura, asi como la
posicién que ocupa cada uno en la regiéon 3’"UTR. Morrison et al. hablan de
13 polimorfismos (Morrison, et al., 1994), mientras que Durrin et al.
describen 7 de estos (Durrin, Haile, Ingles, & Coetzee, 1999). Asi mismo,
en esta regidn también existen polimorfismos de tipo RFLP como Apa-I
(rs7975232) (Faraco, et al., 1989), Bsml (rs1544410) (Morrison, et al.,
1992), Tag-I (rs731236) (Morrison, et al., 1992) y Tru9l (rs757343) (Ye,
Reis, & Velho, 2000) y EcoRV (rs4516035) (Mocellin & Nitti, 2008). Estos
polimorfismos estan ubicados en la region 3’ del intrén 9 y exdn 10 del gen

del VDR.

Se ha localizado un polimorfismo de tipo microsatélite conocido
como PolyA (rs17878969), que consiste en la repeticion de un numero
variable de adeninas que oscilan entre repeticiones de 15 a 18 (formas

cortas de PolyA) y repeticiones de mas de 20 (formas largas de PolyA).
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3.6.

La regién 3’ UTR del gen del VDR estd relacionada con la
estabilidad del ARNm y, por tanto, con el nivel de expresion del VDR. Asi,
los polimorfismos Apal, Bsml y Taql presentan una alta asociacion debido
fundamentalmente al alto desequilibrio de ligamiento que presenta dicha
region. Este desequilibrio de ligamiento también afecta al polimorfismo
PolyA, conociéndose la existencia de una proteina de union especialmente
afin a secuencias PolyA largas, pudiendo facilitar la traslocacién del ARNm
mediante la interaccion con otras proteinas (Mangus, Evans, & Jacobson,

2003).

Consecuencias fisiolégicas de los polimorfismos en el gen del

VDR no relacionadas con la DMO.

Debido a que la vitamina D a través de su receptor VDR interviene en
multitud de procesos bioldgicos, es posible encontrar alteraciones en los
niveles de expresién o funcién de dicho receptor debido a la presencia de
variantes polimoérficas del gen relacionadas con distintas enfermedades. Es
complejo establecer causalidad entre las asociaciones de los polimorfismos del
gen del VDR, presentandose resultados contradictorios en multitud de los
estudios realizados. Las consecuencias fisioldgicas de los polimorfismos del gen
del VDR relacionadas con la DMO y el metabolismo mineral déseo son

comentadas en el apartado 4.5 y VI (pdginas 113 y 143 respectivamente).
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3.6.1. Efecto de los polimorfismos del gen del VDR sobre el sistema renal

El efecto de los polimorfismos del gen del VDR en la insuficiencia
renal, ha sido explorado ampliamente debido al complejo papel fisioldgico
desempenado por la vitamina D. La interaccién del calcitriol con su
receptor inhibe la sintesis de PTH y de células paratiroideas (Patel, Ke, &
Hsu, 1994; Szabo, Merke, Beier, Mall, & Ritz, 1989). Tsukamoto et al.
(Tsukamoto et al., 1996) reportaron una mayor incidencia del alelo b del
polimorfismos Bsml en pacientes sometidos a hemodidlisis con
hiperparatiroidismo secundario. La asociacién del genotipo Bsm/ con los
niveles de PTH también ha sido estudiado en pacientes trasplantados de
rifién, estando el genotipo bb relacionado con niveles mayores de PTH
(Giannini et al., 2002; Messa et al., 1998) y una mejor recuperaciéon
postquirargica de la DMO, 3 meses después de dicho trasplante

(Falkiewicz et al., 2005; Torres et al., 1996).

La asociacién entre la insuficiencia renal y el resto de
polimorfismos del gen del VDR no ha sido tan ampliamente estudiada
como en el caso del polimorfismo Bsml. Existe un estudio en el que se
relaciona el genotipo FF del polimorfismo Fokl, con altos niveles de PTH en
pacientes predialisis (Vigo Gago et al., 2005). Sin embargo, estos autores
sostienen que antes de la aparicién de la insuficiencia renal, los pacientes
con el genotipo FF tuvieron una fuerte supresion de los niveles de PTH.
Ademads de todo ello, el genotipo AA del polimorfismo Apal ha sido
relacionado con niveles mayores de PTH y osteocalcina en pacientes

predialisis (Yokoyama et al., 2001).
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3.6.2.

Otros estudios han relacionado a los polimorfismos del gen del
VDR con la nefrolitiasis. En esta linea, Ruggiero et al. (Ruggiero, Pacini,
Amato, Aterini, & Chiarugi, 1999) relacionaban el genotipo bb del
polimorfismo Bsml, con una excrecidn urinaria de calcio superior al resto
de genotipos, y por tanto, a un aumento del riesgo de formacién de
calculos. Confirmando el estudio anterior, Mossetti et al. (Mossetti et al.,
2003) publicaron un estudio en el que se muestra una disminucién de la
excrecion de citrato urinario en los individuos con el genotipo bb, aunque
estos resultados no han sido confirmados en otros estudios. Nishijima et
al. encontraron una asociacién entre el alelo T del polimorfismo Tagl/ con
una mayor excrecidn de calcio (Nishijima et al., 2002), y por tanto, a una
mayor formaciéon de calculos, aunque nuevamente existen resultados

contradictorios (Ozkaya et al., 2003).

Efecto de los polimorfismos del gen del VDR sobre el cancer

Se ha descrito una asociacién controvertida y en algunos casos
contradictoria entre la 1,25(0OH),D; y la susceptibilidad al padecimiento de
cancer, tales como préstata, colon y mama. En 1996, se publicé un estudio
que evidenciaba una relacién del polimorfismo Tag/ y un mayor riesgo de
cancer de préstata (Taylor et al, 1996); resultados que fueron
confirmados afios después en pacientes europeos (Correa-Cerro et al.,
1999). Ingles et al. (Ingles et al., 1997) publicaron uno de los primeros
estudios sobre la relacién entre el polimorfismo PolyA del gen del VDR y el

cancer de prdstata en poblacion estadounidense. Sin embargo, otros
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estudios no han encontrado esta asociacidn en poblacidn estadounidense
(Cheteri et al., 2004; Kibel, Isaacs, Isaacs, & Bova, 1998), europea (Gsur,
Feik, & Madersbacher, 2004) o japonesa (Furuya, Akakura, Masai, & Ito,
1999; Habuchi et al., 2000); incluso un metanalisis que utilizdé 28 estudios
no encontré relacién con ningln polimorfismo del gen del VDR y la
susceptibilidad al padecimiento del cancer de prostata (Ntais, Polycarpou,

& loannidis, 2003).

Aunque la mayoria de estudios no han encontrado una relacién
entre el polimorfismo Taql y el riesgo de cancer de mama (Dunning et al.,
1999; Newcomb et al.,, 2002), muy pocos han establecido una fuerte
relacion (Curran et al., 1999); evidenciando otros estudios un aumento del
riesgo de metdastasis (Lundin, Soderkvist, Eriksson, Bergman-Jungestrom,
& Wingren, 1999; Schondorf et al., 2003). Este mismo polimorfismo
también parece presentar evidencias de un aumento del riesgo de
padecer carcinoma renal (lkuyama et al., 2002). El nimero de estudios que
no encuentran una asociacién entre el polimorfismo Fokl y el riesgo de
padecer cancer de mama son mas numerosos (Bretherton-Watt et al.,
2001; Curran, et al.,, 1999; Guy et al., 2004), quedando relegada dicha
asociacion exclusivamente a ciertos grupos raciales. El genotipo FF de este
polimorfismo ha sido asociado a un menor riesgo de melanoma maligno

(Hutchinson et al., 2000).

Parece existir relacién entre el polimorfismo Bsm/ del gen del

VDR vy el padecimiento de cancer de colon (H. S. Kim et al., 2001; Speer et
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3.6.3.

3.6.4.

al., 2000); a pesar de ello, esta relacidon ha resultado contradictoria en el

polimorfismo Fokl (Ingles et al., 2001; Peters et al., 2001).

Efecto de los polimorfismos del gen del VDR sobre la diabetes

El polimorfismo Bsml ha sido relacionado con la susceptibilidad
de presentar diabetes tipo | en los indios del Sur (McDermott et al., 1997),
en pacientes taiwaneses (Chang et al., 2000), croatas (Skrabic, Zemunik,
Situm, & Terzic, 2003), y japoneses (Motohashi et al., 2003). No
encontrandose asociacién en muestras finlandesas (Turpeinen et al., 2003)
y chilenas (Angel, Santos, Carrasco, Albala, & Perez-Bravo, 2004). Este
polimorfismo también se ha asociado al padecimiento de diabetes tipo
en alemanes (Ortlepp, Lauscher, Hoffmann, Hanrath, & Joost, 2001) vy
hangaros (Speer et al.,, 2001), sin embargo esta relacién no se ha
mantenido en muestras francesas (Ye et al., 2001), bangladesi (Hitman et

al., 1998) o polaca (Malecki et al., 2003).

Otros efectos de los polimorfismos del gen del VDR sobre la salud

humana

También han sido estudiadas otras asociaciones de los
polimorfismos del gen del VDR con enfermedades cardiovasculares,
inmunolégicas, dermatoldgicas, etc. Aunque dichas asociaciones resultan

aun mas controvertidas que las descritas anteriormente.
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Se han observado mayores niveles de presidn arterial en
hombres y mujeres sanos portadores del alelo b del polimorfismo Bsml/
(Borras et al., 2003). El aumento de susceptibilidad a la estenosis valvular
adrtica calcificada (Ortlepp et al., 2001), junto con un aumento del espesor
de la capa intima-media de la arteria carétida (Kammerer et al., 2004), y el
padecimiento de infarto de miocardio en individuos con el alelo B (Ortlepp
et al.,, 2005) también han sido descritas, a pesar de no encontrarse
ninguna asociacién entre dicho alelo y la gravedad de la enfermedad

coronaria (Ortlepp, von Korff, Hanrath, Zerres, & Hoffmann, 2003).

En estudios con muestras de pacientes con esclerosis multiple se
observd una mayor presencia de los haplotipos Ab (Fukazawa et al., 1999;
Niino et al., 2000) y un aparente efecto diferencial entre los polimorfismos
Tagql (Tajouri et al., 2005) y Fok/ (Partridge et al., 2004) respecto al riesgo
de padecer esclerosis multiple. Se ha encontrado una asociacion entre el
polimorfismo Fokl y la ocurrencia de enfermedad de Graves, junto con un
aumento del riesgo de sufrir dicha enfermedad asociado a los alelos B del
polimorfismo Bsml y A del polimorfismo Apal (Ban & Taniyama, 2000; Ban,
Taniyama, & Katagiri, 2000). Sin embargo otros estudios muestran
nuevamente resultados contradictorios evidenciando un efecto protector
del genotipo AA y BB frente al padecimiento de la enfermedad de Graves

(Stefanic et al., 2005).

Otras enfermedades relacionadas con el sistema inmune han
sido relacionadas con los individuos que portan los diferentes

polimorfismos del gen del VDR. El padecimiento de lupus eritematoso

FJ. Rodriguez Velasco
- 86 -



Tesis Doctoral
11l. RECEPTOR DE LA VITAMINA D (VDR)

sistémico establecid una asociacién directa con el polimorfismo Bsml,
resultando la presencia del alelo B relacionada con el aumento de
incidencia de dicha enfermedad (C. M. Huang, Wu, Wu, & Tsai, 2002;
Ozaki et al., 2000).

El factor protector de la presencia del alelo A del polimorfismo
Apal, también ha sido asociado a la psoriasis, aumentando dicha
proteccion frente al padecimiento de la enfermedad en combinacién con

el alelo F del polimorfismo Fokl (Halsall, et al., 2005).

El padecimiento de otras enfermedades tales como tuberculosis
(Bellamy et al., 1999; Selvaraj, Narayanan, & Reetha, 2000; Wilkinson et
al., 2000), o enfermedad de Crohn (Simmons, Mullighan, Welsh, & Jewell,
2000) también han sido asociadas a estos polimorfismos del gen del VDR,
aunque dichas asociaciones presentaban mayor presencia de factores de

confusioén resultando sus efectos controvertidos.
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4.1.

Hueso y remodelamiento dseo

El esqueleto mantiene la estructura fisica de los vertebrados sirviendo
como soporte y lugar de insercion muscular, asi como contribuye a la
proteccion de drganos vitales y médula dsea; por otra parte, participa en la
regulacién homeostatica idnica esencial para la vida, especialmente en la
reserva de iones tales como el calcio y el fésforo. Asi mismo, el hueso es un
tejido conectivo formado por una matriz extracelular mineralizada y células:
osteocitos, osteoblastos y osteoclastos. Desde el punto de vista anatémico, el
hueso se clasifica en compacto (localizado en la parte cortical de los huesos
largos) y esponjoso, trabecular o plexiforme (localizado en la parte interna del

hueso en el limite de la médula 6sea) (Cundy & Reid, 1995).

El hueso cortical o compacto esta compuesto por una serie de unidades
de ldminas dseas dispuestas concéntricamente entre si en nimero de 8 a 15,
suponiendo casi cuatro veces el volumen del hueso trabecular, distribuyéndose
principalmente en la zona diafisaria de los huesos largos. El hueso esponjoso o
trabecular estd compuesto por un sistema de trabéculas, formando una red
tridimensional orientada en funcion de las cargas que reciben, orientandose las
fibras colagenas de éstas en funcién de dichas fuerzas, estando paralelas en
cada capa y cambiando de orientacion de una capa a otra. Las cavidades
formadas por la red trabecular es el asiento de la médula dsea. El hueso
esponjoso resulta ser el mas activo metabdlicamente, caracterizandose por una

gran capacidad de remodelado dseo.
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El componente organico mas abundante de la matriz ésea es el
colageno tipo |, el cual supone un 90-98% del mismo, quedando el 2-10%
restante integrado por proteinas no estructurales secretadas por los
osteoblastos como son la osteocalcina (marcador bioquimico de la actividad
osteoblastica), los factores de crecimiento y las sialoproteinas. Algunos de
estos factores de crecimiento son las proteinas morfogenéticas dseas (BMP), el
factor B de transformacién de crecimiento, el factor de crecimiento
plaquetario, el factor de crecimiento fibroblastico, y el factor de crecimiento
insulinico (IGF-1). Por otro lado, el componente inorganico fundamental de la
matriz extracelular son los cristales de hidroxiapatita [3Ca3(PO.),(OH),],
formados principalmente por calcio y fosfato, cuya unién a las fibras colagenas
confiere al hueso las caracteristicas principales de rigidez, flexibilidad y
resistencia. La unién entre el colageno y la hidroxiapatita es la responsable de
las propiedades mecdnicas &seas. Los cristales minerales del hueso
corresponden al 99% del calcio del organismo, al 85% del fésforo y el 40-50%

del sodio (R. Baron, 2003; Comin et al., 1999).

4.1.1. Matriz orgdnica

La sustancia osteoide o matriz organica estd formada por las
diferentes proteinas que se presentan a continuacién, representando 1/3
del peso 6seo (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil, Alobera-Gracia, del-

Canto-Pingarron, & Blanco-Jerez, 2006a):

= Coldgeno (Tipo I, Tipo Il, Tipo V y Tipo Xll): este representa
un 90% del total de proteinas formadoras de la matriz

organica.

FJ. Rodriguez Velasco
-92 -



Tesis Doctoral
IV. HUESO Y REMODELAMIENTO OSEO

4.1.2.

= Proteoglicanos (Condroitin sulfato, Decorina, Biglicano y
Hialuronano).

= Glicoproteinas (Osteonectina, Fosfatasa Alcalina, etc.).

=  Proteinas Plasmaticas (Albumina, a-2-SH-glicoproteina).

= Factores de crecimiento (IGF |, TGF-B y Platelet growth

factor).

Actualmente debe considerarse a la matriz mineralizada
extracelular como algo mas que un reservorio de calcio y fésforo, ya que
constituye la reserva de proteinas que participan en la regulacién de la
diferenciacidn celular, asi como en la integridad y funcién del tejido 6seo

(Young, 2003).

Células Oseas

Los dos tipos celulares mds importantes son los osteoclastos y los
osteoblastos, constituyendo el componente celular del hueso, siendo los
responsables del remodelado 6seo. Ambos derivan de estirpes celulares
diferentes, mientras que los osteoblastos proceden de un precursor
mesenquimal pluripotencial de la médula (Masi & Brandi, 2001), los
osteoclastos derivan de un precursor del compartimento hematopoyético
denominado unidad formadora de colonias de granulocitos-macréfagos
(CFU-GM), no pudiendo desarrollarse en ausencia de las células del
mesénquima. Asi, existe una estrecha relaciéon entre este tipo de células

justificando un estrecho acoplamiento entre la resorcién y la formacién,
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de manera que en condiciones normales la masa dsea se mantiene estable

(Parfitt, Mundy, Roodman, Hughes, & Boyce, 1996).

Los osteoblastos son células voluminosas con gran nucleo,
formadoras de hueso, responsables de la produccidon de la matriz ésea
mediante la produccién de osteoide, sustancia esta ultima que a su vez
sufre el proceso de mineralizacidn. Tal y como se ha dicho anteriormente,
los osteoblastos derivan de células mesenquimales precursoras llamadas
preosteoblastos, presentes en la superficie peridstica y enddstica de los
huesos largos, asi como de células fibroblasticas del sistema
reticuloendotelial. También pueden diferenciarse a osteoblastos, los
pericitos o células murales de los vasos sanguineos (Parfitt, 2000). Se
consideran células con diferenciacion terminal, ya que son incapaces de
dividirse aunque conservan en parte la capacidad de proliferar en
respuesta a diferentes sefales moleculares y a la activacion de diferentes
genes (Harada & Rodan, 2003), dando origen a cinco estirpes celulares
distintas: osteoblastos, fibroblastos, condroblastos, adipocitos vy
mioblastos (Friedenstein, 1976). Es sabido que la diferenciacion hacia la
estirpe osteobldstica esta controlada por genes pertenecientes a la familia
Hedgehog (J.E. Aubin & Liu, 1996; A. Yamaguchi, Komori, & Suda, 2000),
siendo esencial el factor de trascripcion Cbfal (core-binding factor a-1,
también conocido por Runx2) (Ducy, Zhang, Geoffroy, Ridall, & Karsenty,
1997; Hoshi, Komori, & Ozawa, 1999; Komori et al., 1997) vy las proteinas
morfogenéticas dseas (A. Yamaguchi, et al., 2000). El protoplasma es
basoéfilo, con un aparato de Golgi bastante desarrollado y con numerosas
mitocondrias, lo que le permite sintetizar la fraccidn organica de la matriz

Osea (fibras de colageno tipo |, proteinas no coldgenas y factores de
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crecimiento). La membrana plasmatica es rica en fosfatasas alcalinas® y
tiene receptores para prostaglandinas (Klein-Nulend et al., 1995) y PTH, asi
como expresién de receptores esteroideos para la vitamina D y estrégenos
junto con varias moléculas de adhesion (integrinas'®) y receptores para las
citoquinas del sistema RANK-RANKL-Osteoprotegerina (Civitelli et al.,
1993; Mundy, Chen, & Oyajobi, 2003). A pesar de ello, la membrana
plasmatica del osteoblasto carece de receptores para la calcitonina. Estas
células también participan en la primera fase de la resorcion dsea, ya que
poseen receptores de superficie para factores endocrinos y paracrinos
inductores de colagenasa, dejando expuesta la matriz dsea mineralizada,
liberando factores que atraen a los osteoclastos. En la fase final de la
formacidon dsea, los osteoblastos se pueden convertir en osteocitos o

células de revestimiento (Mackie, 2003).

Los osteoblastos se transforman en osteocitos al quedar
atrapados en la matriz mineralizada que han formado éstos tras la
mineralizacion de la sustancia osteoide en las lagunas osteociticas,
pudiendo quedar éstas parcialmente vacias en algunos estados como la
osteonecrosis y en el tejido éseo osteopordtico (R. Baron, 2003). De la
misma manera, los osteocitos, mantienen el contacto entre si a través de
numerosos caniculos conocidos como conductos calcéforos, llenos de

fluido 6seo extracelular. La forma del osteocito es variable, dependiendo

B Las concentraciones séricas de fosfatasas alcalinas son signo indirecto de formacién dsea.

1 Algunos estudios destacan la importancia de las integrinas en el proceso de osteogénesis
(Marie, 2002), en la transmision de estimulos mecanicos entre osteoblastos y osteocitos, asi
como en la regulacién de la apoptosis (Plotkin, Manolagas, & Bellido, 2002).

FJ. Rodriguez Velasco
-95-



Tesis Doctoral
IV. HUESO Y REMODELAMIENTO OSEO

de su localizacidn y del tipo de hueso ya sea este maduro o inmaduro. Los
osteocitos disminuyen de volumen (alrededor de un 30%) y aumentan su
profundidad cuanto mds maduro es el hueso, resultado de la disminucién
de organelos para la sintesis de proteinas. Cada osteocito emite unos 50
procesos o anastomosis celulares, lo que le permite una participacion
activa en sefiales mecanosensitivas™ asi como en el intercambio con su
microambiente (Aarden, Burger, & Nijweide, 1994). Se cree que la funcion
principal del osteocito es controlar el remodelado dseo, detectando las

variaciones mecdnicas de las cargas (mecanotransduccién) (Lanyon, 1993).

Las células de revestimiento corresponden a osteoblastos que han
concluido la sintesis de la matriz dsea, presentando forma aplanada con
escasos organelos. En el adulto pueden cubrir hasta el 80% de las
superficies trabeculares y endocorticales, estando separadas del limite
mineralizado éseo por una capa fina de tejido conectivo. Por efecto de

diversos estimulos, las células de revestimiento dejan libre la superficie

6sea, permitiendo la llegada de osteoclastos. Estas células habitualmente
no presentan actividad mitdtica, pero pueden transformarse de nuevo en
osteoblastos al ser estimuladas (Bignon et al., 2003; Chouteau et al.,

2003).

15

Se han considerado a los osteocitos como sensores del estrés mecanico en el

remodelamiento dseo.
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Los osteoclastos constituyen las células responsables de la
resorcion 6sea. Como se ha comentado anteriormente, derivan de
precursores hematopoyéticos que dan lugar a monocitos y macréfagos.
Son células gigantes (100 um) con complejos aparatos de Golgi alrededor
de cada nucleo, redondeadas y multinucleadas (pudiendo contener entre
6 y 50 nucleos) con un protoplasma rico en fosfatasas acidas tartrato
resistente (FATR). Estan situadas en contacto con el hueso calcificado en
cavidades formadas como resultado de la resorcidn ésea llamadas lagunas
de Howship, dispuestas de manera aislada o en grupos poco numerosos.
Presentan una estructura de la membrana plasmatica tipica, con borde

I**. La unién de la célula a la matriz ésea

rizado o en cepillo altamente mévi
se realiza a través de receptores de integrinas que precisan de activaciéon
por diversas moléculas seiial para facilitar la adhesién y motilidad celular.
La membrana del osteoclasto crea un pH acido mediante la produccién de
hidrogeniones que solubiliza los minerales &seos, segregando una
proteasa acida que extrae los componentes organicos de la matriz por
protedlisis acida (Mundy, 1993). Asi mismo, la PTH promueve la resorcién
mineral 6sea estimulando a los osteoclastos a secretar acido al micro
ambiente (Bushinsky, 1995). La comunicacién entre los osteoclastos vy las
demads células oéseas es realizada de forma indirecta mediante
intermediadores quimicos, factores de union de la matriz y factores
paracrinos (Pierce, Lindskog, & Hammarstrom, 1991). En el
remodelamiento 6seo del hueso cortical, los osteoclastos parten de los

canales de Havers o de Volkman excavando tuneles cilindricos

16 . . . .y
Esta estructura en borde rizado o en cepillo se considera la responsable de la erosién y
destruccion del hueso.
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correspondientes a unidades estructurales o&sea corticales llamadas
osteonas. Sin embargo, la participacion de los osteoclastos en el
remodelado éseo del hueso esponjoso es diferente, ya que éstos labran
excavaciones poco profundas y de base ancha en la superficie de las

trabéculas teniendo como resultado formaciones convexas.

4.1.3. Remodelamiento Oseo

El hueso constituye un tejido metabdlicamente activo en continuo
proceso de remodelado, el cual supone la renovacién del 3-4% del hueso
cortical y entre el 25-30% del hueso trabecular en un afio, lo que supone la
renovacion total del esqueleto al cabo de 10 afios (Davies & Hosseini,
2000). Este proceso se realiza mediante la accién sucesiva, o
acoplamiento, de osteoblastos y osteoclastos sobre una misma superficie
6sea. Al conjunto de osteoblastos y osteoclastos que de forma coordinada
intervienen durante un ciclo de remodelado se denominan unidades
multicelulares bdsicas; asi mismo, estas unidades también estan
integradas por un aporte vascular, nervioso y de tejido conjuntivo
adecuado para el recambio 6seo (Jilka, 2003). Se calcula que la vida media
de estas unidades multicelulares bdsicas se sitla entre seis y nueve meses,
pudiendo permanecer activas en un determinado momento hasta 2
millones de dichas unidades. Las unidades de remodelado dsea renuevan
al cabo de un afo un 3-4% del hueso cortical y un 25-30% del hueso
trabecular. En determinadas situaciones, un elevado recambio dseo
implica una resorcidn elevada excediendo los limites de la formacion dsea,

disminuyendo la masa ésea y contribuyendo al adelgazamiento de la
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arquitectura trabecular aumentando la porosidad cortical y alterando la

composicion material del mismo (Seeman, 2003).

Se conoce como recambio dseo, al volumen total de hueso que es
renovado por unidad de tiempo, siendo directamente proporcional al
nimero de unidades multicelulares bdsicas activas. Asi mismo, la
diferencia resultante entre el volumen de hueso formado y el volumen de
hueso reabsorbido por unidad de tiempo se denomina balance éseo®’.
Este proceso se rige por la conocida “Ley de Wolff”, realizdndose siempre
de forma que la estructura dsea recién formada se adapte mejor a los
estimulos mecdanicos que actuan sobre el hueso, contribuyendo como
mecanismo reparador en caso de fracturas (Tobin, 1968). La resistencia
del hueso al estrés es moderada, por lo que acumula dafio
constantemente durante la actividad normal, hecho que conlleva a una
remodelacidon ésea permanente para mantener la integridad estructural
esquelética (Manolagas, Kousteni, & lJilka, 2002; Serrano & Marifioso,

1990).

El pico de masa ésea maxima se alcanza a los 30 afios de edad,
dependiendo de factores genéticos y ambientales. Desde los 30 a los 40
afios, el balance dseo en condiciones normales permanece invariante

siendo igual a cero (Parfitt, et al., 1996; Serrano & Marifioso, 1990); a

17 . . .

El balance 6seo corresponde a la suma del hueso ganado o perdido en cada ciclo de
remodelamiento éseo. Por tanto, si la resorcidon y la formacidon déseas son similares, dicho
balance es igual a cero, permaneciendo invariable en el tiempo el volumen total o masa ésea.
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4.2.

partir de los 40 afios la masa dsea disminuye progresivamente

instaurdandose un balance negativo.

Por tanto, aunque la principal funcién del remodelamiento dseo es
el mantenimiento de las caracteristicas mecdanicas del hueso a través de la
restitucion de zonas danadas, también es responsable de la organizacidn
espacial del hueso a la carga mecanica experimentada en cada momento,
contribuyendo a la homeostasis mineral, especialmente al balance

fosfocalcico.

Fases del remodelamiento 60seo

En el ciclo de renovacion dsea se distinguen cinco fases (Figura
10): quiescencia, resorcion, inversion, formacion y quiescencia, completandose

este proceso entre 3 a 5 meses (Compston, 2001; Eriksen, 1986).

En la fase quiescente, el hueso se encuentra en condiciones de
reposo. Los factores por los cuales se inicia el proceso de remodelado aun no

son conocidos.

La fase de activacion comienza con el reclutamiento de
precursores mononucleares de la serie promonocitica presentes en la médula y

en la sangre circulante (Figura 9). Durante el proceso de osteoclastogénesis, los
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precursores de la serie monocito-macréfago se diferencian a osteoclastos en la
superficie 6sea o cerca de ésta por accidon de dos factores hematopoyéticos
(RANKL y el factor de estimulacion de colonias CSF-1) que inducen la expresion
de los genes propios de la estirpe osteoclastica: catepsina K, FATR, y 3
integrina (Boyle, Simonet, & Lacey, 2003; Goto, Yamaza, & Tanaka, 2003). En
respuesta a la activacion de RANK por su ligando especifico, el osteoclasto se
polariza, sufriendo una serie de cambios de estructura que le preparan para el
proceso de resorcion (Munoz-Torres, de la Higuera Lopez-Frias, & Fernandez
Garcia, 2004). Los osteoclastos diferenciados liberan distintas enzimas
proteoliticas junto con hidrogeniones, favoreciendo un pH &cido vy
contribuyendo a la desmineralizacidon de la matriz y posterior degradacién por
las enzimas proteoliticas. Al quedar expuesta la superficie mineralizada, se
produce la atraccion de los osteoclastos circulantes procedentes de la
circulacion sanguinea préxima. Los productos de la degradacion son

procesados en el interior del osteoclasto y liberados a la circulacion.
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Figura 9: Matriz 6sea degradada por la activacion osteoclastica.
Tomado de Barba Evia (Barba Evia, 2011)
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En la fase de resorcidn, los osteoclastos comienzan a disolver la
matriz mineral junto con la descomposicion de la matriz osteoide. Los
macréfagos concluyen este proceso, permitiendo la liberacién de los factores
de crecimiento contenidos en la matriz, fundamentalmente de PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaquetas), TGF-B (factor transformante del
crecimiento B), IGF-I y Il (factores analogos a la insulina | y Il). La fase de

resorcion finaliza con la apoptosis osteoclastica.

En la fase de formacidn, en las zonas reabsorbidas se produce el
fendmeno de agrupamiento proteoblastico, debida a la atraccidn provocada
por los factores de crecimiento que se liberaron en la matriz, los cuales actian
como quimiotacticos (TGF-B, colageno tipo |, PDGF, IGF-1 e IGF-1l) estimulando
su proliferacion (Dallas, Rosser, Mundy, & Bonewald, 2002; Lind et al., 1995).
Las células mesenquimales pluripotenciales precursoras de osteoblastos se
diferencian y proliferan a través de la activacion de los diferentes genes
comentados anteriormente (Kawaguchi, Mee, & Smith, 2005). Los
proteoblastos sintetizan una sustancia cementante sobre la que se va a adherir
el nuevo tejido. Tras completar este periodo, la mitad de los osteoblastos
mueren sufriendo un proceso de apoptosis, mientras que la otra mitad se
transforman en células de superficie (lining cells) encargadas de cubrir el hueso
recién formado a través de la produccion de factores locales (Interleucina-6,
Interleucina-11) (Elias, Tang, & Horowitz, 1995; Manolagas & lJilka, 1995),
quedando enterradas en ocasiones en el tejido &seo, transformandose
posteriormente en osteocitos. Los procesos de apoptosis que afectan a las
células dseas regulando su vida media, son considerados un importante

determinante de la masa y resistencia 6sea (Xing & Boyce, 2005).
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La fase de mineralizacion comienza a los 30 dias del depdsito de
osteoide, finalizando a los 130 dias en el hueso cortical y los 90 dias en el hueso
trabecular. A continuacién comienza nuevamente la fase de reposo o

guiescente (Fernandez-Tresguerres Hernandez, 2006).

Vaso sanguineo

Osteoclasto

Célula tallo
mesenquimatosa Osteoclasto

Célula
hematopoyética

Linfocito T

Factores locales ¥ "
Célula osteoblastica

Células periféricas

Figura 10: Fases del remodelamiento 6seo en la superficie del hueso trabecular.
Tomado de Barba Evia (Barba Evia, 2011)
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4.3.

Regulacion del remodelamiento 6seo

En la regulacion del remodelado déseo intervienen un conjunto de
interacciones entre hormonas sexuales, PTH, hormonas tiroideas, hormonas
del crecimiento, glucocorticoides y 1,25(0OH),D;. El control local del
remodelado éseo se lleva a cabo a través de diversos factores de crecimiento
producidos por las células dseas y medulares adyacentes (células
hematopoyéticas, macréfagos y linfocitos). Asi, el balance entre la resorcién y
la formacion dsea esta influido por una serie de factores relacionados entre si,
los cuales pueden clasificarse en: genéticos, mecdnicos, vasculares,

nutricionales, hormonales y locales.

Los factores genéticos son determinantes en el pico de masa ésea, ya
que entre el 60 y 80% de ésta se encuentra determinada genéticamente (Grant
& Ralston, 1997), resultando estos factores una gran contribucidn sobre la
DMO en todos los lugares del esqueleto (Pocock, et al., 1987). Aparte de los
efectos de los polimorfismos del gen del VDR sobre la DMO (mencionados en
los apartados 2.2.1, 3.5, 3.6, 4.5, y VI; en las paginas 51, 75, 81, 113 y 143,
respectivamente), resulta importante mencionar que ratones con alteraciones
en los oncogenes c-src y c-fos desarrollan osteoporosis, por lo que estos genes
también parecen implicados en los mecanismos de control de la resorcién (Z.
Q. Wang et al., 1992). También se han encontrado otros mecanismos
relacionados con mutaciones genéticas en los receptores de estrégenos ERa y
Erp (Khosla et al., 2004), diferencias en la transcripcion del RANK (Suda et al.,
1999), y polimorfismos del gen de la OPG asociados con diferentes fracturas

por osteoporosis (Langdahl, Carstens, Stenkjaer, & Eriksen, 2002). Estudios
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realizados en gemelos, sefalan que la predisposicion genética puede afectar en
una menor DMO de las hijas de mujeres con osteoporosis (Seeman, et al.,
1989), y en hombres y mujeres con parientes de primer grado que tienen
osteoporosis (Soroko, Barrett-Connor, Edelstein, & Kritz-Silverstein, 1994).
Algunos autores consideran que el pleno potencial genético de la DMO se
consigue cuando el esqueleto no ha sido limitado por los factores nutricionales

y/o mecanicos.

Los factores mecdnicos pueden contribuir al correcto desarrollo del
hueso; se estipula que la accién muscular transmite al hueso una tensidn que
es detectada por la red de osteocitos del interior del fluido dseo, produciendo
mediadores como IGF-l, prostaglandinas y oxido nitrico, estimulando la
actividad de los mismos y la de los osteoblastos, teniendo como resultado una
mayor formacién ésea (Henderson, White, & Eisman, 1998; Klein-Nulend,
Roelofsen, Sterck, Semeins, & Burger, 1995). De forma contraria, la falta de
actividad muscular, el reposo o la ingravidez tendrian un efecto deletéreo
sobre el hueso, acelerando su resorciéon (Morey & Baylink, 1978). Este hecho
fue corroborado por Zanker et al. (Zanker et al., 2003; Zanker, Osborne, Cooke,
Oldroyd, & Truscott, 2004) tras analizar el incremento de la DMO en nifias que
practicaban gimnasia frente a las que no lo hacian, tanto en la nifiez como en la
adolescencia, observdndose ese incremento mayor en la cadera y en la
columna vertebral (MacKelvie, Khan, Petit, Janssen, & McKay, 2003). El
crecimiento en grosor y DMO del estudio anterior relacionado con el ejercicio
posee un mayor efecto diferencial cuando se inicia antes de la pubertad y se
acompafia de una adecuada ingesta de calcio y calorias (Borer, 2005). Se ha
sugerido que la disminucién de masa muscular que acompaia al

envejecimiento podria estar implicada en la patogenia de la osteoporosis
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involutiva (Frost, 1997), resultando el ejercicio un factor protector para dicho
efecto. Asi, en mujeres de 66 a 87 afios que participaron en un programa
combinado de 50 minutos, dos dias por semana, sin saltos pero con cargas,
aerobic y ejercicios de equilibrio y coordinacion, se observé una reduccién de
los factores de riesgo, asi como una mejora de la DMO en la cabeza del fémur

(Bonaiuti et al., 2002).

La vascularizacién constituye un papel fundamental para el normal
desarrollo dseo, permitiendo el aporte de oxigeno, células sanguineas,
minerales, iones, glucosa, hormonas y factores de crecimiento. Constituye el
primer paso para la osificacidn, ya que la existencia de oxigeno es fundamental
para se produzca la restitutio ad integrum en la reparacion de fracturas (Ham,

1952).

La inervacidn nerviosa resulta esencial para la correcta fisiologia ésea.
El hueso es inervado por el sistema nervioso auténomo y por fibras nerviosas
sensoriales. Se han hallado fibras auténomas en periostio, endostio, hueso
cortical y asociadas a los vasos sanguineos de los conductos de Volkmann, asi
como neuropéptidos y sus receptores en el hueso. La estimulaciéon nerviosa
ejerce un efecto mitogénico sobre los osteoblastos, aumentando la produccion

coldgena y TGF-B (Zhuang et al., 1997).

Los factores nutricionales, asi como los habitos tdxicos (tabaco,
cafeina, alcohol, exceso de sal) constituyen factores de riesgo para la aparicion

de osteopenia, siendo estos modificables. Diferentes estudios han demostrado
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la importancia del calcio en la alimentacidn, para la evolucidn hacia niveles
adecuados de la masa dsea en nifos y adolescentes (Lau, Lynn, Chan, Lau, &
Woo, 2004). En la misma linea, numerosos estudios en mujeres
postmenopdusicas y ancianas muestran que los suplementos de calcio o leche
demora la tasa de pérdida 6sea (Chee, Suriah, Chan, Zaitun, & Chan, 2003; Lau,
Lynn, Chan, & Woo, 2002); sin embargo, segun defienden algunos autores, el
rol del calcio para prevenir la pérdida de DMO no esta claro. A pesar de ello,
existen autores que defienden que la masa dsea esta limitada por la dieta, pero
no controlada por la misma, ya que existen factores poligénicos que pueden
afectar sobre ésta (Heaney, 2000). El requerimiento minimo diario necesario de
calcio para la mineralizacién es de 1.200 mg diarios hasta los 25 afios de la vida,
no menor a un gramo hasta los 45 anos y a partir de la menopausia su
consumo debe ser de 1.500 mg (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil,
Alobera-Gracia, del-Canto-Pingarron, & Blanco-lerez, 2006b) (Tabla 1). Por otra
parte, la vitamina D juega un papel clave para la absorcién del calcio, estando
recomendada una dosis diaria de 400-800 UI® (Rico, et al., 2002). Se considera
que las concentraciones séricas de vitamina D deben mantenerse en cifras del

orden de 30-40 ng/ml (Dawson-Hughes et al., 2005).

'8 EI metabolito activo de la vitamina D tiene una vida media de 4 horas, resultando mayor su
coste, por lo que se puede administrar 25-hidroxivitamina D, de mayor vida media y mas
econdmica.
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Tabla 1: Valores de referencia de la ingesta diaria de calcio revisadas

en Espaiia.

VALORES DE REFERENCIA DE LA INGESTA DIARIA DE CALCIO
mg/dia

Grupos de Edad 0 a 6 meses 250

6-12 meses 300

1a3afos 500

4 a 6 aiios 800

7 a 8 aios 800

9 afios 800

10 afos 1300

11 a 18 afios Hombres 1300

Mujeres 1300

19 a 50 afios Hombres 1000

Mujeres 1200

51 a 70 aios Hombres 1200

Mujeres 1200

Embarazadas 1400

Lactancia 1500

Adaptado de Rodriguez-Rodriguez (Rodriguez-Rodriguez, Navia Lomban,
Lopez-Sobaler, & Ortega Anta, 2010)

El correcto desarrollo del sistema endocrino condiciona el desarrollo
normal del esqueleto. Este sistema esta fundamentalmente regulado por las
hormonas calciotropas (PTH, calcitonina y metabolitos de la vitamina D) junto
con la hormona somatotropa (GH) las cuales actian de mensajeros sistémicos
a distancia de su lugar de produccion (efecto endocrino) y regulando la acciéon y
sintesis de los factores locales intervinientes en el metabolismo celular (efectos
autocrinos y paracrinos). Ademas de las hormonas calciotropas, las hormonas
sexuales y tiroideas desempefian un papel muy importante en la homeostasis
esquelética. El déficit estrogénico que sigue a la menopausia es el responsable
de la mayoria de los casos de osteoporosis. Tanto los osteoblastos como los
osteoclastos expresan receptores para los estrégenos (Turner, Riggs, &
Spelsberg, 1994). Los estrogenos también modulan la secrecién de citosinas

estimuladoras de la resorcidén dsea por los osteoblastos (IL-1, IL-6 o el TNF) y las
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células del estroma (Abrahamsen, Bonnevie-Nielsen, Ebbesen, Gram, & Beck-
Nielsen, 2000; Pacifici, 1998; Scheidt-Nave et al., 2001); sin embargo su
implicacion real en la osteoporosis asociada a la deficiencia gonadal tras la
menopausia se encuentra en controversia (Pacifici, 1998; Riancho, Zarrabeitia,
Amado, Olmos, & Gonzalez-Macias, 1994; Zarrabeitia, Riancho, Amado, Napal,
& Gonzalez-Macias, 1991). Asi mismo, los estrégenos pueden modular el
remodelado dseo a través de mecanismos indirectos, mediados en el calcitriol
o la PTH (Prince, 1994; Riggs, Khosla, & Melton, 1998). Por otro lado, las
hormonas tiroideas aumentan la frecuencia de activacidon de las unidades de
remodelado dseo, acelerando la velocidad de recambio (Mosekilde, Eriksen, &
Charles, 1990). A nivel celular es bien sabido que las hormonas tiroideas
favorecen la osteoclastogénesis, ejerciendo influencias sobre los osteoblastos

(Schiller et al., 1998).

Entre los factores locales de remodelado 6seo destacan los factores de
crecimiento, las citoquinas y las proteinas de la matriz ésea junto con la
produccidn de prostaglandinas, 6xido nitrico mediadas por las células del

hueso (Tabla 2).
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Tabla 2: Factores locales reguladores del remodelado éseo.

FACTORES LOCALES REGULADORES DEL REMODELADO OSEO

Factores de crecimiento Citoquinas

Estimulacion de  BMP-2 (Proteina morfogenética 6sea-2)
formacion 6sea  BMP-4 (Proteina morfogenética 6sea-4)

BMP-6 (Proteina morfogenética 6sea-6)

IGF-I (Factor analogo a la insulina 1)

IGF-II (Factor analogo a la insulina Il)

TGF-B (Factor transformante del crecimiento B)

FGF (Factor de crecimiento fibroblastico)

PDGF (Factor de crecimiento derivado de las

plaquetas)
VEGF (Factor de crecimiento vascular
endotelial)
Estimulacidn de  TNF (Factor de necrosis tumoral) IL-1 (Interleuquina-1)
resorcion 6sea  EGF (Factor de crecimiento epidérmico) IL-6 (Interleuquina-6)
PDGF (Factor de crecimiento derivado de las IL-8 (Interleuquina-8)
plagquetas) IL-11 (Interleuquina-11)
FGF (Factor de crecimiento fibroblastico) PGE; (Prostaglandina E-1)
M-CSF (Factor estimulante de colonias de PGE; (Prostaglandina E-2)
macrofagos) PGG; (Prostaglandina G-2)
GM-CSF (Factor estimulante de colonias de PGl, (Prostaglandina I-2)
granulocitos y macroéfagos) PGH, (Prostaglandina H-2)
Inhibicién de resorcién IFN-y (Interferén y)
6sea IL-4 (Interleuquina-4)

Adaptado de Compston y Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil (Compston, 2001; Fernandez-Tresguerres-Hernandez-
Gil, et al., 2006b)

El sistema RANK (Receptor for Activation of Nuclear Factor kB) es un
receptor de osteoclastos, al que se une el RANKL (ligando del RANK),
sintetizado en las células de la estirpe osteoblastica y del estroma medular.
Esta unién entre el RANK y su ligando favorece la proliferacion y la actividad
osteoclastica disminuyendo, al mismo tiempo, su apoptosis. La
osteoprotegerina (OPG) es una sustancia secretada por los osteoblastos, capaz
de unirse al RANKL, impidiendo su fusiéon al RANK. La relacién entre RANKL y
OPG determinan la resorcidn dsea (J. E. Aubin & Bonnelye, 2000). El
descubrimiento del sistema OPG-RANKL-RANK aporta muchisima luz no solo al
conocimiento de la fisiopatologia ésea, sino al estudio de nuevas herramientas
terapéuticas en la lucha frente a las enfermedades dseas (Estrada, et al., 2012;

Hussien et al., 2013).
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4.4.

Evolucion de la Densidad Mineral 6sea

Durante el crecimiento, el balance de la actividad celular favorece la
formacién ésea, conociéndose el pico de masa dsea (PMO) como la maxima
cantidad de hueso mineral conseguido durante la infancia y adolescencia, mas

la consolidacidn adicional que perdura mas alla del alcance de la talla final.

La densidad mineral 6sea (DMO) puede definirse como la cantidad de
calcio y otros minerales existentes en el tejido dseo expresada en gr/cm?. El
objetivo fundamental de la medicién de la DMO es conocer el riesgo de
fractura en un momento dado (Raisz, 2005). En el PMO, la cantidad de
destruccidn osteoclastica se empareja con la cantidad de formacion de hueso.
Se ha confirmado mediante estudios longitudinales, que los mayores
incrementos en la masa ésea, por unidad de tiempo, se producen en las
mujeres entre los 14 y los 17 afios (Theintz et al., 1992), ralentizdndose en los
16-18 afios en las mujeres y a los 17-20 afios en los hombres (Krabbe,
Christiansen, Rodbro, & Transbol, 1979). En Espafia, el estudio llevado a cabo
por Rico et al. (Rico, Revilla, Hernandez, Villa, & Alvarez del Buergo, 1992) a
partir de la medicién de masa 6sea de doble energia de rayos X (DXA)
determind que el PMO total y regional en mujeres se adquiere entre los 15-19
anos, mientras que en los varones esto no sucede hasta los 25-29 afios. Existen
estudios que defienden la existencia de un aumento de DMO vertebral entre
los estadios IV y V de Tanner (Gilsanz et al., 1988), mientras que en otros no se
ha observado dicho efecto mas alld del estadio IV (Theintz, et al., 1992).
Aunque la edad limite hasta la cual se podrian producir incrementos de DMO

estd todavia sometida a debate, incluso se postula que puede no ser un
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fendmeno limitado a la infancia y a la pubertad, pudiendo continuar durante la
adolescencia y la primera parte de la vida adulta (Gotfredsen, Hadberg, Nilas, &

Christiansen, 1987; Matkovic, 1991).

A pesar de lo comentado anteriormente, la edad exacta en la que se
llega a conseguir el PMO parece diferir también entre el esqueleto axial y el
apendicular; en mujeres, el esqueleto axial parece llegar al PMO mdaximo en la
segunda década de la vida, poco después de la consecucion de la madurez
sexual (Theintz, et al., 1992). Sin embargo, en el esqueleto apendicular se
aprecian grandes diferencias en la edad del PMO oscilando éstas entre los 18-

35 afios (Recker, et al., 1992).

Aln no se ha estandarizado el método ideal de estudio de las fases en
la formacién ésea, de ahi la conflictividad de los resultados de los trabajos
realizados hasta la fecha. La DMO obtenida por absorciometria de rayos X de
doble energia (DXA) esta bastante influida por los cambios de tamafio del
hueso y del tejido circundante (Carter & Orr, 1992), a pesar del intento de
mejora con los métodos de correccién (Jergas, Breitenseher, Gluer, Yu, &
Genant, 1995). Sin embargo, la tomografia axial computarizada puede
contribuir a eliminar dichas limitaciones (Hangartner & Gilsanz, 1996),
encontrandose pendientes la estandarizacién de otros métodos como la

Resonancia Magnética Nuclear y la Ecografia.

La pérdida de DMO resulta progresiva a partir de los 40 afos,

asociandose a un aumento del recambio 6seo paralelo a la edad (Smith, Nance,
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4.5.

Kang, Christian, & Johnston, 1973). En las mujeres, este hecho es mas rapido y
marcado en los 2-3 afos posteriores a la menopausia existiendo una pérdida

anual entre 3-5% de la DMO total (Recker, 2002).

Algunos de los factores de riesgo habitualmente relacionados con la
pérdida de DMO vy la ocurrencia de fracturas en la osteoporosis son la edad, la
pérdida de funcién gonadal, el PMO alcanzado alrededor de los 20 afios de
edad, el tiempo de lactancia, el indice de masa corporal (IMC), el hueso perdido
en la menopausia, el nimero de hijos y el tabaquismo. Tanto el estilo de vida
como la dieta y la actividad fisica también han sido tomados en cuenta como
factores que pueden afectar a la DMO (Lopez-Caudana et al., 2004). Asi mismo,
el caracter poligénico de la pérdida de masa dsea constituye un factor de riesgo
muy importante tanto en la prevencion como en el tratamiento de la

osteoporosis.

Genética y Densidad Mineral Osea

Han sido numerosos los abordajes realizados con el fin de conocer las
variantes alélicas de genes responsables asociados a la DMO baja u otros
fenotipos implicados en la patogénesis de la enfermedad. Los estudios de
genes candidatos son los mas frecuentes, debido a su facilidad y sensibilidad de

deteccion de pequefios efectos (Tabla 3).
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El estudio de los polimorfismos del gen del VDR, mediante el uso de
diferentes restrictasas o mediante la medicion del tamano de microsatélites, ha
evidenciado una asociacién a un bajo nivel de DMO y el aumento de fracturas.
No obstante siguen apareciendo en la literatura resultados contradictorios, ya
que los resultados de los diferentes metandlisis no pueden ser aplicables a

todas las poblaciones.

Estudios epidemiolégicos realizados en familias o en mellizos mono y
dicigéticos han mostrado un aspecto diferencial de los diferentes factores
genéticos sobre la regulacién de la DMO y de otros fenotipos relevantes en la
patogénesis de fracturas por fragilidad (Ralston, 2003). La existencia de
factores ambientales cuyos cambios pueden generar distintos niveles de
expresion, pueden traer aparejadas susceptibilidades genéticas particulares

gue no se detectan inmediatamente, sino que se revelan mds tardiamente.

Tabla 3: Principales genes candidatos a la osteoporosis.

GENES CANDIDATOS A LA OSTEOPOROSIS

Receptores

Proteinas de matriz 6sea  Receptor del Coldgeno | al (Grant et al., 1996; Uitterlinden et al., 1998)
Receptor de la osteocalcina (Dohi et al., 1998)

Citoquinas y factores de  TGF- (Langdahl, Knudsen, Jensen, Gregersen, & Eriksen, 1997)
crecimiento  IGF-I (Miyao et al., 1998)
Antagonista del receptor II-1 (II-1RA) (Keen, Woodford-Richens, Lanchbury, &
Spector, 1998)

Receptores hormonales  Receptor de estrégenos (Kobayashi et al., 1996)
Receptor de la vitamina D (Morrison, et al., 1994)
Receptor de la calcitonina (Taboulet et al., 1998)

Otros PTH (Hosoi et al., 1999)
Apo E (Shiraki et al., 1997)

FJ. Rodriguez Velasco
-114 -



Tesis Doctoral
IV. HUESO Y REMODELAMIENTO OSEO

4.5.1. Polimorfismos del gen del receptor de la vitamina D

A partir de los trabajos de Morrison et al. (Morrison, et al.,
1994), el cual observé que los polimorfismos de longitud de fragmentos
de restriccion del sitio polimérfico Bsm/ del gen del VDR estaban
relacionados con la DMO, han sido muchos los trabajos publicados
hasta el momentos que presentan resultados contradictorios en las
diferentes muestras estudiadas. Los estudios han sido publicados tanto
en poblacién sana (Morrison, et al.,, 1994; Uitterlinden et al., 1996;
Yamagata et al., 1994), en parejas de gemelos (Hustmyer, Peacock, Hui,
Johnston, & Christian, 1994; Morrison, et al., 1994), en mujeres
premenopausicas (Fleet, Harris, Wood, & Dawson-Hughes, 1995;
Garnero, Borel, Sornay-Rendu, Arlot, & Delmas, 1996; Houston, Grant,
Reid, & Ralston, 1996; Salamone et al., 1996), en mujeres
postmenopdausicas (Holick et al., 1977; Houston, et al.,, 1996; Keen,
Major, Lanchbury, & Spector, 1995; Krall, Parry, Lichter, & Dawson-
Hughes, 1995; Kroger et al., 1995; Looney et al., 1995), en mujeres de
edad avanzada (Ferrari et al., 1995; Gross et al., 1996; Melhus et al.,
1994), en mujeres sanas y mujeres con osteoporosis (Riggs et al., 1995)
o incluso comparando mujeres de raza blanca y raza negra (Fleet, et al.,

1995).

Tal variabilidad de resultados ha permitido la realizacion de
numerosos metanalisis, los cuales tampoco han dejado clara la relacién
existente entre los polimorfismos comunes del gen del VDR y la DMO.

Cooper et al. (Cooper & Umbach, 1996) mediante estudios de
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metanalisis no encontraron evidencias que relacionaran el genotipo
Bsml con la DMO en sujetos ancianos. En la misma linea, y tras el
andlisis de 75 articulos cuyas muestran eran de mujeres
premenopausicas, Gong et al. (Gong et al., 1999) tampoco encontraron
evidencias de dicha asociacién, sefialando tanto a la heterogeneidad
genética como a los factores no genéticos, responsables del
enmascaramiento de algunas asociaciones encontradas anteriormente.
Sin embargo, contrario a lo anterior, también existen estudios de
metanalisis que demuestran una modesta relacidon existente entre la
DMO de columna y cuello lumbar y su relacidén con el polimorfismo
Bsml, identificando al genotipo BB como candidato a la mayor pérdida
6sea con el paso del tiempo (Thakkinstian, D'Este, & Attia, 2004,
Thakkinstian, D'Este, Eisman, Nguyen, & Attia, 2004). Recientemente se
han publicado dos metanalisis con datos contradictorios; Qin et al, no
encontraron relacidon entre la DMO o susceptibilidad a la osteoporosis y
el polimorfismo Bsm/ tanto en muestras caucasianas como asidticas en
un metanalisis que incluyé 41 articulos (Qin, et al., 2012); sin embargo,
Jia et al. (Jia, et al., 2012) en un metanalisis a partir de 26 articulos
constataron un factor protector del polimorfismo Bsml y la ocurrencia

de osteoporosis.

Los estudios que relacionan los polimorfismos del gen del VDR
con la ocurrencia de fracturas también siguen siendo conflictivos. El
riesgo de fracturas en mujeres premenopausicas y postmenopdausicas
fue asociado al polimorfismo Bsml, independiente de la DMO, turnover
dseo y hormonas enddgenas relatado en el estudio OFELY (Garnero, et

al., 1996; Garnero, Borel, Sornay-Rendu, & Delmas, 1995; Garnero,
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Munoz, Borel, Sornay-Rendu, & Delmas, 2005). Sin embargo, el estudio
GENOMOS que involucré a mdas de 25.000 pacientes y a 9 grupos
europeos de investigacidn, concluyé que los polimorfismos Bsml, Apal,
Taql y Fokl no estdn relacionados con el riesgo de fracturas ni con la
DMO, destacando al polimorfismo Cdx2 con el riesgo de fracturas
vertebrales (Uitterlinden, et al., 2004; Uitterlinden et al., 2006).
Recientemente, un metanalisis ha identificado 56 loci asociados a la
pérdida de DMO vy a la susceptibilidad de fracturas (Estrada, et al.,
2012).

Los resultados encontrados en el polimorfismo Apal del gen del
VDR también son contradictorios. Algunos trabajos encuentran
asociaciéon entre dicho polimorfismo y bajos niveles de la DMO en
columna lumbar (Y. Li, et al., 2011), o sobre el aumento del riesgo de
padecimiento de osteoporosis (Seremak-Mrozikiewicz et al., 2009;
Zajickova, Zofkova, Bahbouh, & Krepelova, 2002); mientras que otros
no sefialan ninguna evidencia de dicha asociacion (Douroudis et al.,
2003; Langdahl, Gravholt, Brixen, & Eriksen, 2000; Yoldemir, Yavuz,
Anik, Verimli, & Erenus, 2011b; Zajickova, et al., 2002).

Como es sabido, otro polimorfismo funcional del VDR se
encuentra en el exéon 2, reconocido con la restrictasa Fokl. Dicho
polimorfismo alarga la proteina tres aminodcidos, pudiendo afectar a la
actividad del VDR. Se han encontrado evidencias que demuestran la
asociacion entre dicho polimorfismo y la DMO (Falchetti et al., 2007;

Zajickova, et al., 2002), existiendo también resultados contradictorios
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(Bandres et al., 2005; H.-Y. Chen, Chen, Hsu, Tsai, & Tsai, 2002; Horst-
Sikorska et al., 2007).

4.5.2. Polimorfismos de los genes receptores estrogénicos

El receptor de estrégenos tipo alfa (ERa), codificado por el gen
ESR1 localizado en el cromosoma 6 también presenta susceptibilidad al
riesgo de fractura o a la disminucién de la DMO, debido
fundamentalmente a los efectos beneficiosos que tienen los
estrégenos sobre el desarrollo y mantenimiento de la estructura dsea.
En esta linea, han resultado relevantes dos polimorfismos reconocidos
por las enzimas de restriccién Xbal y Pvull como candidatos a la pérdida
de DMO (Ralston & de Crombrugghe, 2006), los cuales poseen fuerte
desequilibrio de ligamiento (Gennari et al.,, 2005). El proyecto
GENOMOS mostrd que los individuos homocigdticos para el genotipo
XX tenian menor riesgo de fracturas, sin existir relacion con la DMO
(loannidis et al., 2004); encontrandose dicha relacion en el estudio de

Khosla et al (Khosla, et al., 2004).

El metandlisis publicado por Wang et al. (C. L. Wang et al., 2007)
a partir de 16 estudios con muestras de mujeres chinas (4.297), sugiere
qgue el polimorfismo Pvull estaria relacionado muy débilmente con la
pérdida de DMO, no encontrando ninguna asociacién con el

polimorfismo Xbal.
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4.5.3.

Actualmente se estan llevando a cabo estudios de asociacién
entre el gen del ERP, localizado en el cromosoma 14 y la DMO
(Gennari, et al., 2005), sugiriendo que dicho gen estaria implicado en la

pérdida de DMO en el antebrazo (Silvestri et al., 2006).

Polimorfismos del coldgeno tipo 1

Las mutaciones en los cromosomas 7 y 17 generan alteraciones
del tejido conectivo, ya que los genes COLIA1 y COLIA2 codifican la
sintesis de las cadenas 1 y 2 del colageno tipo 1. Patologias como la
osteogénesis imperfecta o el sindrome de Ehlers-Danlos estdn

causados por mutaciones en los genes anteriormente citados.

La susceptibilidad a las fracturas osteoporéticas y la disminucidn
de la DMO parecen estar asociados al polimorfismo del sitio de unidn
del factor de transcripcion Sp1, consistente en un cambio G/T en el
primer intrén del gen del COLIA1 (Grant, et al.,, 1996). Dicho efecto
también fue observado en el polimorfismo PCOL2 de dicho gen (Liu et
al., 2004). El estudio GENOMOS encontré una ligera asociacion del
polimorfismo Spl y la DMO, asi como un aumento del riesgo de
fractura osteopordtica independientemente de la DMO (Ralston et al.,
2006). Sin embargo, Hubacek et al. (Hubacek, Weichetova,
Bohuslavova, Skodova, Adamkova, et al., 2006; Hubacek, Weichetova,
Bohuslavova, Skodova, Stepan, et al., 2006) no encontraron diferencias

en mujeres pre y postmenopausicas americanas y europeas.
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4.5.4. Polimorfismos del gen del factor de crecimiento insulinico tipo 1

(IGF-I)

Estudios realizados en diferentes sitios polimadrficos del gen IGF-
I, localizado en el cromosoma 12, también presentan resultados
contradictorios respecto a la posible asociacion de éste y la DMO. En
un estudio realizado en hermanas premenopausicas, caucasicas y
afroamericanas, no se encontrd relaciéon entre la DMO de fémur y
columna vertebral con este polimorfismo (Takacs et al., 1999). Por el
contrario, Rosen et al. (Rosen et al.,, 1998) demostraron que el
genotipo homocigdtico 192-192 pb fue prevalente en una poblacidn de
hombres caucasicos con osteoporosis idiopdtica; este efecto también
ha sido evidenciado en varios estudios en mujeres caucdsicas

postmenopdausicas (Lakatos et al., 2004; Rivadeneira et al., 2003).

FJ. Rodriguez Velasco
-120-



Capitulo V

OSTEOPOROSIS

PR 1k
.
'3







Tesis Doctoral
V. OSTEOPOROSIS

5.1.

Concepto y Generalidades sobre la Osteoporosis

La osteoporosis es la enfermedad metabdlica 6sea mas frecuente, la
cual desarrolla uno los mayores problemas de salud publica actualmente en
todo el mundo debido a los enormes costes sociales y econdmicos que genera
(Melton, 2000), siendo reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) como una de los cinco principales problemas mundiales de salud;
descrita a su vez como “la epidemia silenciosa del siglo XXI” (Fogelman & Ryan,

1991).

Comunmente, la osteoporosis ha sido definida como una “enfermedad
esquelética sistémica, caracterizada por la disminucion de la masa dsea y la
alteracion de la microarquitectura del tejido dseo, con el consiguiente aumento
de la fragilidad del hueso y la susceptibilidad a la fractura” (Consensus
Development Conference on Osteoporosis. Hong Kong, April 1-2, 1993, 1993).
Histéricamente las definiciones han variado en cuanto a la consideracidn de la
masa 6sea y la existencia de fractura, por ello en 1994 la OMS incorpord estos
términos dentro de la definicion de osteoporosis. Actualmente, se incluye el
término de resistencia dsea insuficiente considerandose la osteoporosis como
“un trastorno generalizado del esqueleto caracterizado por una alteracion de la
resistencia dsea que predispone a la persona a un mayor riesgo de fractura”
(NIH Consensus Development Panel on Osteoporosis Prevention, Diagnosis,
and Therapy, March 7-29, 2000: highlights of the conference, 2001), reflejando

fundamentalmente la integracién de densidad y calidad dseas.
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La osteoporosis es el resultado de un balance negativo, debido a un
desequilibrio entre la formacidn y resorcidn éseas. Por ello, la evaluacion de la
DMO se ha convertido en un elemento esencial para la evaluacién de pacientes
con riesgo de padecer osteoporosis y asi evaluar el riesgo de fracturas (Kanis &
Gluer, 2000). La cantidad de hueso contenida en un segmento éseo o en la
totalidad del organismo, incluyendo todos los componentes dseos, se conoce
como masa dsea y se expresa en gramos. El peso de la parte mineral dsea
contenida en un fragmento éseo determinado, es el contenido mineral éseo
(CMO); mientras que el peso del contenido mineral de un fragmento dseo
determinado, referida a un drea concreta, es la Densidad Mineral Osea (DMO)
la cual representa una medida bidimensional, expresada en gramos de
hidroxiapatita/cm® Por tanto, la DMO esta influida tanto por el contenido
mineral del hueso como por la geometria de la zona ésea medida (Ammann &

Rizzoli, 2003).

La prevalencia vy el riesgo relativo de la osteoporosis varian en funcién
de la zona donde ha sido evaluada la DMO (Tabla 4). En mujeres de 50-59 afios,
la osteoporosis presenta una prevalencia del 7,6% cuando es evaluada en
columna lumbar, frente al 3,9% en cadera, el 3,7% en antebrazo y el 14,8%
cuando se combinan las tres zonas (Melton, 1997). El estudio NHANES III
(National Health and Examination Survey lll) determind la prevalencia de
osteoporosis entre un 13-18% en las mujeres y en un 3-6% en los hombres
mayores de 50 afios, mostrando una clara influencia de la raza en su desarrollo
(Looker et al., 1997). Estudios espafoles confirman que la prevalencia de
osteoporosis en Espafia es semejante a la descrita en otros paises de Europa,

en particular en dreas mediterraneas (Elffors et al., 1994).
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Tabla 4: Prediccion del riesgo relativo de fracturas en funcion del area de medicion de la DMO.

PREDICCION DEL RIESGO DE FRACTURA EN DISTINTAS LOCALIZACIONES MEDIANTE LA DETERMINACION
DE LA DMO EN VARIOS SECTORES ANATOMICOS

Tipo de fractura

Antebrazo Cadera Vértebra Todos

Riesgo relativo (intervalo Riesgo relativo Riesgo relativo Riesgo relativo

de confianza) (intervalo de confianza) (intervalo de confianza) (intervalo de confianza)
Radio proximal 1,8 (1,5-2,1) 2,1(1,6-2,7) 2,2 (1,7-2,6) 1,5 (1,3-1,6)
Radio distal 1,7 (1,4-2,0) 1,8 (1,4-2,2) 1,7 (1,4-2,1) 1,4 (1,3-1,6)
Cadera 1,4 (1,4-1,6) 2,6 (2,0-3,5) 1,8 (1,1-2,7) 1,6 (1,4-1,8)
Columna lumbar 1,5(1,3-1,8) 1,6 (1,2-2,2) 2,3(1,9-2,8) 1,5 (1,3-1,8)
Calcaneo 1,6 (1,4-1,8) 2,0 (1,5-2,7) 2,4 (1,8-3,2) 1,5 (1,4-1,6)

Modificado de Marshall (Marshall, Johnell, & Wedel, 1996)

5.1.1. Clasificacién de la Osteoporosis

Atendiendo a la etiopatogenia de la osteoporosis, podemos

clasificarla en dos grupos bien diferenciados:

= Osteoporosis primaria o involutiva: constituye el grupo
mas frecuente, produciéndose con el transcurso de los
afios, especialmente en la mujer después de Ia
menopausia entre los 50 y 75 afos (osteoporosis
postmenopausica o tipo 1), asi como en los dos sexos en
edades mas avanzadas por encima de los 70-75 afios
(osteoporosis senil o tipo Il).

= Osteoporosis secundaria: esta denominacion es utilizada
cuando existe una causa capaz de desencadenar o
producir el trastorno, independientemente de la edad y la

menopausia (Tabla 5).
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También se han descrito otras clasificaciones de la osteoporosis en

relacidn a su etiologia y localizacién:

= Osteoporosis idiopatica: utilizado para todos aquellos
casos en los que no se encuentra una causa secundaria,
apareciendo principalmente en mujeres premenopausicas
y hombres jovenes (Tannirandorn & Epstein, 2000).

= Osteoporosis localizada o regional: debida principalmente
a la disminucién de la DMO que ocurre generalmente en
relacidn a la inmovilizacién prolongada, especialmente en
alguna extremidad (Tannirandorn & Epstein, 2000).

= Osteoporosis del embarazo y la lactancia: la presentaciéon
de este tipo de osteoporosis no difiere de las otras formas
de esta enfermedad, salvo por la edad y el estado
funcional en el momento de su aparicion (Campusano,

1999).

Tabla 5: Etiologia de la osteoporosis secundaria.

ETIOLOGIAS POSIBLES DE LA OSTEOPOROSIS SECUNDARIA
Endocrinopatias  Hiperparatiroidismo, Hipertiroidismo, Hipercortisolismo, Déficit de GH, Diabetes
Mellitus tipo I, Hipogonadismo femenino, Hipogonadismo masculino.
Enfermedades Sindromes de malabsorcién, Gastrectomia subtotal, Cirrosis hepatica, Cirrosis
digestivas  biliar primaria, Ictericia obstructiva crénica, Alactasia.
Desérdenes  Mieloma mudltiple, Leucemias, Linfomas, Anemias hemoliticas, Mastocitosis
hematolégicos  sistémica.
Conectivopatias  Artritis reumatoide, Osteogénesis imperfecta, Sindrome de Marfan, Sindrome de
Ehlers-Danlos, Homocistinuria.
Farmacos Heparina, Glucocorticoides, Anticomiciales, Ciclosporina, Tiroxina, Andlogos de
GnRH, Quimioterapicos, Litio, Diuréticos asa.
Alteraciones de la  Déficit de calcio y vitamina D, Dietas hiperproteicas, Cafeina, Alcohol, Anorexia
nutricion  nerviosa.

Otros  Inmovilizacién prolongada, Hipercalciuria, Situacidn postrasplante.
Tomado de Walsh (Walsh, Wong, Pringle, & Tattersfield, 1996).
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5.2.

Osteoporosis y Menopausia

La postmenopausia es la época de la vida de la mujer en la que se
produce una mayor disminucidén en la masa dsea y que, en consecuencia,
condicionara de forma mas importante el riesgo de fractura futuro. Utilizando
los criterios de la OMS, el 30% de las mujeres postmenopausicas de raza
caucdsica en E.E.U.U. tendria osteoporosis de cadera, columna lumbar o
extremidad distal del radio. Estos datos se incrementan a nivel exponencial con
la edad, de tal forma que el 70% de las mujeres mayores de 80 afios cumplirian
criterios densitométricos de osteoporosis (Melton, 1995). En Espafia, la
osteoporosis es la enfermedad metabdlica ésea mas prevalente. Afecta a un
35% de mujeres mayores de 50 afios, porcentaje que se eleva a un 52% en las
mayores de 70 anos. La reduccidn en la produccién de hormonas sexuales en la
mujer a partir de los 50 afios esta relacionada con una desmineralizacién ésea
mas intensa. Asi, una mujer de 50 afios tiene un riesgo del 40% de sufrir una
fractura el resto de su vida, cuando en los varones este riesgo alcanza el 13%
(Cummings & Melton, 2002). En el afio 2000, se estimd en 4 millones el
nimero de nuevas fracturas en Europa, unas 8 fracturas por minuto o una
fractura cada 8 segundos; de éstas, 0’89 millones fueron fracturas de cadera
(Johnell & Kanis, 2006). Los costes directos han sido estimados en casi 32
millardos de euros que se espera se incrementen hasta los 77 millardos de
euros en 2050 en funcidn de los cambios demograficos esperados en Europa

(Kanis & Johnell, 2005).

El grupo de estudio de la OMS, recomienda utilizar la masa dsea para

definir operativamente la osteoporosis en mujeres postmenopausicas de raza
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caucdsica (The WHO Study Group, 1994). Segun estos criterios, se considera
presencia de osteoporosis en aquellas mujeres que tengan una DMO menor
que 2,5 desviaciones estandar por debajo de la media de mujeres jévenes
sanas que coincide con el pico de masa dsea. La osteopenia es definida por la
presencia de una DMO entre -2.5 y -1 desviaciones estandar por debajo de la
media de mujeres jévenes sanas. Este criterio ha sido ampliamente aplicado en
la practica clinica siendo ratificada por la International Society for Clinical

Densitometry (Lewiecki et al., 2004).

La presentacidon de la menarquia y los trastornos del ciclo menstrual
constituyen indicadores bioldgicos importantes en la adquisicién de la masa
Osea futura (Gambrell, 1989; Genant, Baylink, & Gallagher, 1989). Hoy es bien
conocido que el déficit estrogénico juega un papel muy importante no
solamente en la pérdida rapida de DMO que sigue a la menopausia, sino
también en la fase lenta de pérdida que sufren los dos sexos en edades mas
avanzadas (Black et al., 2001). Las irregularidades menstruales inducidas por el
ejercicio también han demostrado ser un factor relacionado con una baja DMO
(Dalen & Olsson, 1974). Es probable que la pérdida de masa dsea en la
menopausia ocurra por fases (Hedlund & Gallagher, 1989; Riggs et al., 1981),
incluso los indices de pérdida posteriores a la misma ocurran
exponencialmente, situdndose la fase de pérdida rapida durante los primeros
5-7 afios (Gallagher, Goldgar, & Moy, 1987). En funcién de datos bioquimicos
se ha constatado la existencia de diferentes velocidades de pérdida entre
algunas mujeres, lo que les ha llevado a identificarlas como “perdedoras
lentas” y “perdedoras rdpidas” (Christiansen, Riis, & Rodbro, 1987). Este

incremento repentino puede ser medido bioquimicamente en plasma a través

FJ. Rodriguez Velasco
-128 -



Tesis Doctoral
V. OSTEOPOROSIS

5.3.

del aumento de la fosfatasa alcalina, osteocalcina y excrecidon urinaria de

hidroxiprolina (Stepan, Pospichal, Presl, & Pacovsky, 1987).

Factores de riesgo de la Osteoporosis

Los mecanismos patogénicos implicados en el desarrollo de una baja
masa 6sea se pueden clasificar fundamentalmente en tres tipos (Raisz &
Rodan, 2003): (i) los relacionados con fallos en la consecucién de un pico de
masa dsea 6ptima, (ii) los relacionados con un incremento en la resorcion dsea,
asi como (iii) aquellos mecanismos implicados en una formacidon dsea
inadecuada, bien por resorcién excesiva que impide la neoformacién dsea, bien
por la alteracion de la regulacion osteoblastica por factores locales o

sistémicos.

Numerosos estudios poblacionales han demostrado que % partes de la
varianza del PMO es atribuible a la genética; aunque dicho factor no sigue un
patrén monogénico en la osteoporosis, sino de tipo poligénico a partir de la
interaccion de alelos polimérficos comunes junto con la interaccion de
multiples factores ambientales (Peacock, Turner, Econs, & Foroud, 2002). El
sexo, etnia (Gilsanz et al., 1998), ejercicio fisico, dieta, situacion hormonal
(Carani et al., 1997) y estilo de vida también parecen determinar el riesgo de
osteoporosis apreciado en los diferentes estudios poblacionales (Mora &

Gilsanz, 2003).
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5.3.1. Factores de riesgo no modificables

FJ. Rodriguez Velasco

Factores genéticos: tal y como se ha dicho anteriormente, los
factores de riesgo de tipo genético son de caracter poligénico. Asi,
ciertas variantes génicas serdn transmitidas de generacidn en
generacion, dependiendo su expresién fenotipica de la interaccién
con otros genes, factores epigenéticos y factores ambientales. De
ahi el enorme interés que poseen los estudios de asociacién de
diversos polimorfismos genéticos relacionados con la DMO. Los
individuos de poblaciones afroamericanas poseen una DMO
mayor que aquellos de raza caucdsica o asiatica. Por ende, la
variabilidad el los alelos del gen del VDR ha sido relacionada con
distintos valores en el riesgo de desarrollar fragilidad o&sea
(Reichel, Koeffler, & Norman, 1989).

Antecedentes de fracturas: La localizacién de la fractura puede
tener efecto diferencial sobre el padecimiento posterior de nuevas
fracturas. Los antecedentes de fractura vertebral multiplican por
cuatro el riesgo de una nueva fractura vertebral. Si esta cifra se
incrementa, el antecedente de dos o mas fracturas de cuerpos
vertebrales multiplica por once el riesgo de sufrir una nueva
(Grupo de Trabajo de la Sociedad Espafiola de Investigaciones
Oseas y Metabolismo Mineral: Osteoporosis postmenopdusica.
Guia de prdctica clinica, 2003).

Déficit estrogénico: se ha descrito una mayor predisposicion al
padecimiento de osteoporosis relacionados con el déficit

estrogénico, menopausia precoz, menarquia tardia o periodos de
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amenorrea mayores de un afio (Montalban, Rico, Cortés, &

Pedrera, 2001).

5.3.2. Factores de riesgo modificables

=  Factores nutricionales: Se ha observado que las personas con baja
ingesta de calcio, vitamina D (Holick, 2006b) y vitamina K (Okano,
2005), alcanzan una menor DMO; en sentido contrario, una
ingesta elevada de sodio y proteinas ejercen una marcada
influencia sobre la excrecidn urinaria de calcio, disminuyendo asi
la DMO (Heaney, 2000).

* Vida sedentaria o practica intensiva de ejercicio: la falta de
actividad muscular, el reposo, la ingravidez o la practica intensiva
de la natacidn (Rotstein, Harush, & Vaisman, 2008), poseen un
efecto perjudicial sobre el hueso, acelerando la resorcidn (Varo et
al., 2003).

* indice de Masa Corporal: se ha observado que las mujeres con un
IMC inferior a 19 tienen el doble de pérdida de masa ésea que las
mujeres que presentan un IMC superior (Radak, 2004). El hecho
que la obesidad pueda tener un efecto protector frente a la
osteoporosis resulta controvertido (Zhao et al., 2007), a pesar de
ser la obesidad facilitadora de las reservas de vitamina D en los
adipocitos (Grodin, Siiteri, & MacDonald, 1973). En esta linea, una
revision sistematica del aflo 2009 encontrd relacién entre un

elevado IMCy una mejor DMO (Waugh et al., 2009).
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Farmacos: diversos grupos de farmacos pueden favorecer la
pérdida de masa dsea. Los glucocorticoides poseen un efecto
directo sobre el hueso, inhibiendo los osteoblastos y aumentando
la resorcion dsea mediante la activacion osteocldstica. Dicho
efecto sobre la DMO, depende de la dosis y tiempo de uso; una
dosis de 7,5 mg al dia durante al menos tres meses constituye un
importante factor de riesgo para el padecimiento de osteoporosis,
llegando a provocar una pérdida de hasta el 15% de masa dsea en
un ano.

Habitos toéxicos: el consumo de tabaco (Hopper & Seeman, 1994;
Law, Cheng, Hackshaw, Allaway, & Hale, 1997; Nguyen et al.,
1994; Ward & Klesges, 2001), la ingesta de té, café (Barrett-
Connor, Chang, & Edelstein, 1994) o alcohol (J. A. Baron et al.,

2001) se asocian a una diminucién de la DMO en ambos sexos.

5.4. Osteoporosisy Fracturas

La osteoporosis es la causante de alrededor de 1,6 millones de

fracturas de cadera cada afio, afectando a mas de 200 millones de personas, lo

gue genera enormes costes econémicos anuales. Se calcula que una de cada

tres mujeres mayores de 50 afios sufrird al menos una fractura osteopordtica a

lo largo de su vida (Johnell & Kanis, 2005), resultando esta proporcidén superior

al cdncer de mama y similar al de la enfermedad cardiovascular (Sambrook &

Cooper, 2006).
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Han sido muchos los estudios que han establecido la utilidad de la
DMO como factor predictivo de la aparicién de fracturas, resultando el riesgo
relativo de 1,5 a 3 veces para cada desviacidn estandar de reduccién de DMO
(Cummings et al., 1990; Gardsell, Johnell, & Nilsson, 1991; Gilbert, Johns,
Chow, & Black, 1993; Hui, Slemenda, & Johnston, 1989; Wasnich, 1993; Watts,
2004). Sin embargo, no hay un umbral claro definido de DMO por debajo del
cual se pueda decir que exista un incremento brusco en el riesgo de fractura

(Cummings, Bates, & Black, 2002).

Se ha demostrado un aumento del riesgo de muerte (15%) y un
importante deterioro de la calidad de vida de las pacientes que sufren fracturas
osteoporéticas (Badia et al.,, 2001), aumentando su incidencia conforme
aumenta la edad de la poblacion. La fractura vertebral es la fractura
osteopordtica con mayor incidencia presentada, a partir de los datos espafioles
del estudio europeo (EVOS-EPOS) (Naves et al., 2000). Estos estudios
mostraron una incidencia similar anual de 1250 casos por 100.000 pacientes
(Felsenberg et al., 2002). La segunda fractura osteopordtica con mayor
incidencia presentada en Espafia es la fractura de la extremidad distal del
radio, con una incidencia de 887 casos por 100.000 pacientes mayores de 65
afios (Marin et al., 2006). Otros estudios realizados con poblacién espafiola
aportan datos de 900-1800 fracturas vertebrales y 300-600 fracturas de
extremidad distal del radio por cada 100.000 habitantes (Rapado, 2001).
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5.4.1. Factores de riesgo de fractura

resumirse en:

FJ. Rodriguez Velasco

Los factores de riesgo para la ocurrencia de fracturas pueden

Masa o6sea: numerosos estudios transversales vy
prospectivos indican que el riesgo de fractura aumenta
entre 1,4 y 2,6 veces por cada desviacién estandar que
disminuye la DMO (Rosen et al., 2005). Un T-score en
cadera de -3, supone un riesgo 15 veces mayor de
fractura, mientras que un valor similar en la columna
lumbar, elevaria el riesgo a 4 veces (Kanis et al., 2001).
Edad: El riesgo relativo de fractura aumenta de 2 a 3 veces
por cada década tras los 50 afios, contribuyendo como un
factor independiente de la DMO (Kanis, 2002).

Sexo: Las mujeres presentan una prevalencia de fracturas
15-20:1 respecto al hombre, probablemente debido a
factores tan diversos como el PMO vy el cese brusco de la
actividad estrogénica tras la menopausia (Riggs, Khosla, &
Melton, 2002).

Bajo peso: La talla baja y un IMC inferior a 19 kg/m?, unido
a una disminucién del porcentaje de grasa corporal, esta
asociado a una baja DMO, especialmente en mujeres
postmenopausicas (De Laet et al., 2005).

Presencia de fractura previa por fragilidad y riesgo de
caidas: Las alteraciones neuromusculares vy los
antecedentes de caidas previas, junto con el consumo de

ansioliticos y neurolépticos aumentan el riesgo de
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5.5.

fracturas (Vestergaard, Rejnmark, & Mosekilde, 2006),
siendo este riesgo mayor en el primer y segundo afio tras

la primera fractura (van Staa, Leufkens, & Cooper, 2002).

Evaluacion del paciente con osteoporosis

El primer método de evaluar la masa dsea con el objetivo de definir la
osteoporosis fue el estudio histolégico. Este método resulta cruento, lento y
costoso, aunque a pesar de ello podria considerarse a la histomorfometria
como el patrén de oro en la valoracion de la masa ésea (Gémez Alonso, Diaz
Lépez, & Cannata Andia, 1996). Los métodos de cuantificacion de la masa ésea
gue se han impuesto resultan métodos indirectos, siendo el mas comun (pero
el mds impreciso) la lectura cualitativa de una placa radiolégica. En la Tabla 6 se

describen los métodos para la evaluacion de la masa dsea actuales.

El progreso tecnolégico ha permitido el desarrollo de instrumentos
capaces de cuantificar la masa dsea en diferentes dreas esqueléticas con mayor
precisidon y exactitud. En esta linea disfrutamos de las técnicas radiolégicas de
alta resolucion que permiten no sélo determinar la masa dsea, sino replicar en
tres dimensiones la microarquitectura 6sea (Genant, Engelke, & Prevrhal, 2008;

Ladinsky & Webhrli, 2006).
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Tabla 6: Métodos de evaluacion de la masa ésea.

METODOS DE EVALUACION DE LA MASA OSEA

Tipo de Técnica Técnica Siglas
Directa Histomorfometria Microtomografia nQcT
Microrresonancia magnética uwRMN
Indirecta Cualitativa  Radiologia simple
Semicuantitativa  indices Radioldgicos
Radiogrametria  indices Nordin-Barnet, Morgan, etc.
Densitometria foténica dual DPA
Técnicas Cuantitativas Tomografia Axial Cuantitativa QCT
densitométricas Axiales  Tomografia Axial computarizada de alta resolucién hrQCT
Densitometria radioldgica de doble energia DXA
Densitometria radiolégica monoenergética SXA
Densitometria fotdnica simple SPA
Técnicas Cl{antit'ati‘vas Densitometria radioldgica de doble energia periférica pDXA
densitométricas ) . o
Periféricas Tomografia periférica cuantitativa QCTp
Ultrasonidos cuantitativos Qus
Radiogrametria digital cuantitativa QDR

La exactitud o fiabilidad de una técnica indica el grado de aproximacién
del valor obtenido al valor real de la masa dsea. Por ende, la técnica aplicada
en la valoracion de la masa dsea debe tener una elevada exactitud y una buena
precisiébn para, para posteriormente poder evaluar minimas diferencias
(Tremollieres, Pouilles, & Ribot, 1993). Los criterios de idoneidad propuestos
por Culliton (Culliton, 1987) para el empleo de una determinada técnica fueron

los siguientes:

1. Buen cociente de variabilidad, o lo que es lo mismo, una buena

reproducibilidad de Ila medida que permita estudios
longitudinales comparativos.
2. Alta precision en la valoraciéon de la masa de tejido déseo

calcificado, lo cual conlleva a una alta sensibilidad vy
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especificidad en la deteccion de cambios precoces en la
misma*’.
3. Correlacién con el riesgo de aparicién de fracturas.

4. Simplicidad, inocuidad y economia.

5.5.1. Evaluacion clinica

La sospecha clinica inicial siempre vendra dada tanto por la
anamnesis, como en menor grado por los datos correspondientes a la
exploracién. La entrevista clinica constituye el eje central del diagndstico
de osteoporosis, recogiendo no solo aquellos factores de riesgo
esqueléticos, sino aquellos que influyen o pueden influir en la frecuencia y
en el ndmero de caidas. La anamnesis deberd incluir datos como
antecedentes familiares y personales de endocrinopatias y fracturas
previas, historia hormonal y reproductiva (edad de menarquia vy
menopausia, nimero de embarazos, lactancia, etc.), encuesta dietética
que incluya el consumo de calcio y vitamina D, estilo de vida en el que se
especifiquen habitos toxicos, asi como la exploracion fisica exhaustiva

(deformidades, frecuencia cardiaca, tension arterial, etc.).

' para la técnica DXA, el coeficiente de variacion (CV) o error de precision es de 0,7-1% en
vértebras, de 1,5-2% en fémur y de 1-1,5% en radio.
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5.5.2.

Medicion de la masa 6sea mediante DXA

El DXA constituye el patron de oro en la evaluacién incruenta de la
masa dsea. La precision que presenta, su menor exposicidon radioldgica
(0,5 mSv) y la ausencia de radiacion de dispersion han situado a esta
técnica como la mejor para el diagndstico y seguimiento de la
osteoporosis. Una masa 6sea baja predice mejor la fractura que el
colesterol elevado o la hipertension predicen el infarto (Miller & McClung,
1996; Miller et al., 2002). La densitometria radioldgica de doble energia se
basa en la generacién de una imagen digitalizada en funcidon de la
atenuacion de dos haces colimados de rayos X, de alta y baja energia en
un determinado sector anatdmico. El tubo de rayos X emite fotones de 70
a 140 keV, con escasa dosis de radiacién, menor a 10 mRem en la piel y 2
mRem en médula ésea. El calculo de la DMO se realiza a través de un
proceso matematico, iniciandose con la diferenciacién del tejido 6seo
respecto a los blandos, determinacién del &rea explorada (cm?),
determinacién de la CMO (g) y obteniendo con el cociente de ambos la
densidad mineral ésea por unidad de superficie (DMO, g/cm?) en cada
subsector de la regidon dsea sometida a examen. Una vez obtenida la DMO
en un determinado paciente, ésta debe ser considerada en funcién de los
valores de su poblacién control, bien respecto a su grupo de edad y sexo
(Z-score), bien respecto al pico de masa dsea de la poblacién joven sana
(T-score) (Figura 11). La estandarizacién de estos valores debe realizarse (a
ser posible) utilizando valores poblacionales vélidos, de la misma

poblacién estudiada.
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DMO

Z-score

EDAD
DMO sujeto - DMO “pico de masa dsea”
T-score =
Desviacion estandar del “pico de masa ésea”
DMO sujeto - DMO media para su edad y sexo
Z-score =

Desviacion estandar de su grupo de edad y sexo

Figura 11: Representacion grafica y calculo de T-score y Z-score
Tomado de Gémez Alonso (Gémez Alonso & Diaz Lopez, 2009)

Los criterios diagndsticos de osteoporosis basados en la masa
Osea, que clasifican a las pacientes de acuerdo al T-score fueron

establecidos por la OMS en 1994 (Group, 1994):

Normal: T-score mayor de -1.
Osteopenia: T-score igual o menor a -1 y mayor de -2,5.

Osteoporosis: T-score igual o menor a -2,5

PowoN R

Osteoporosis grave o establecida: cuando la osteoporosis
densitométrica se acompafia de al menos una fractura por

fragilidad.
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Las razones por las que el DXA se ha impuesto como técnica

densitométrica de eleccién (Gémez Alonso & Diaz Lopez, 2009) se pueden

resumir en:

Capacidad de examinar sectores anatdmicos donde se
asientan las fracturas osteopordéticas
epidemiolégicamente mas relevantes (columna vertebral y
extremidad proximal del fémur).

Presenta una excelente precisién que permite el control
evolutivo en un plazo razonable.

La evolucion de la masa ésea en dichos sectores con la
edad es concordante con la epidemiologia de Ia
enfermedad.

Permite observar la respuesta terapéutica de la masa
Osea.

La exposicion radioldgica resulta razonablemente baja,
prediciendo el riesgo de fractura en cualquier sector

anatdmico de manera similar a la densitometria periférica.

Las ultimas recomendaciones de la Sociedad Internacional de

Densitometria Clinica (ISCD) sobre las indicaciones de una DXA se

presentan a continuacion (Binkley et al., 2006):

FJ. Rodriguez Velasco

Mujeres de 65 aiflos o mayores.

Mujeres postmenopdusicas menores de 65 afos con
factores de riesgo.

Hombres de 70 afios o mayores.

Adultos con fracturas por fragilidad.
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5.5.3.

Adultos con enfermedades asociadas con baja masa o
pérdida dsea.

Adultos que tomen farmacos asociados con una baja masa
o pérdida 6seas.

Cualquier  persona  considerada a  tratamiento
farmacoldgico para la osteoporosis.

Cualquier persona en tratamiento para la osteoporosis,

con el objetivo de monitorizar su efecto.

Marcadores bioquimicos del remodelado éseo

Como consecuencia del remodelamiento déseo, una serie de

péptidos y proteinas conocidos como “marcadores de remodelado dseo”

24

(MRO) pueden ser detectados en sangre y orina (Cons, 2003; Mandalunis,

2006), indicando de manera indirecta la fisiologia 6sea a partir de la

formacidn y resorcion de la misma (Stepan, 2003). De esta manera, la

utilidad de los MRO (Tabla 7) en la practica clinica diaria para valorar la

osteoporosis puede resumirse en (Bonnick & Shulman, 2006; Srivastava et

al., 2005):

Identificar sujetos con riesgo de pérdida dsea acelerada.
Valorar el riesgo de fractura.
Valorar la respuesta al tratamiento anticatabdlico a corto

plazo.
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Tabla 7: Marcadores de remodelado 6seo (MRO).

Marcador de remodelado 6seo

Determinacion

Marcadore’s de Telopéptido del colageno tipo | (NTX y CTX)
Resorcion Osea Piridolina (Pyr)
Dexosipiridolina (Dpy)

Fosfatasa acida tartrato resistente

Calcio

Hidroxiprolina

Glicésidos de hidroxilisina

Marcadore’s de Fosfatasa alcalina total y 6sea
formacion Osea Prolina iminopeptidasa
Osteocalcina

Péptido de extension del coldgeno tipo | Carboxiterminal (PICP)

Péptido de extension del colageno tipo | Aminoterminal (PINP)

Sueroy Orina
Suero
Suero
Suero
Orina
Orina
Orina

Suero
Suero
Suero
Suero
Suero

Adaptado de Cundy y Christenson (Cundy & Reid, 1995; Christenson, 1997).
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En un intento de revisién sistematica pormenorizada, realizada para este
trabajo, se tuvo como objetivo identificar los polimorfismos del gen del VDR mas
frecuentemente relacionados con el padecimiento de osteoporosis o su posible efecto
sobre la DMO a partir de busquedas realizadas en las bases de datos Scielo y Pubmed,
en el periodo de enero de 2000 a diciembre de 2011. Se seleccionaron veintitrés
articulos a partir de los métodos de investigacion utilizados en la practica basada en la
evidencia (EBP) que estudiaron la relacién entre los polimorfismos Bsml, Apal, Fokl y

Taql sobre la DMO en mujeres postmenopdausicas.

El EBP estd concebido para recopilar y sintetizar los resultados de la
investigacion sobre un tema en particular, sistematico y ordenado, contribuyendo a
profundizar en el conocimiento del tema investigado. Para ello fue utilizada la siguiente
clasificacion del nivel de evidencia (Melnyk & Fineout-Overholt, 2005): | —Pruebas que
se generaron a partir de las revisiones sistematicas o meta-analisis de ensayos
controlados o directrices de practica clinica basada en evidencias a partir de revisiones
sistematicas de ensayos controlados aleatorios; Il — Evidencia generada desde al menos
un ensayo clinico aleatorio bien disefiado; Ill — Pruebas obtenidas de ensayos
controlados bien disefiados sin aleatorizacidn; IV — Pruebas procedentes de estudios de
casos y controles y cohortes bien disefiados; V — Pruebas de revisiones sistematicas de
estudios descriptivos y cualitativos; VI — Pruebas de un solo estudio descriptivo o
cualitativo; VII — Pruebas de la opinidn de las autoridades o informes de comités de

expertos.

Las etapas seguidas para el desarrollo de la presente revisidn se ajustan a las
descritas Whittemore et al (Whittemore & Knafl, 2005). Se realizaron busquedas en

PubMed (2000-2011) y base de datos Scielo (2000-2011). Todos los estudios de
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asociacién genética que investigaron la asociacién de los polimorfismos Bsml, Taql,

Apal y Fokl asociados con el gen del VDR con el desarrollo de osteoporosis publicados

fueron considerados en el examen integrador. La estrategia de busqueda para

identificar los estudios incluyé el uso de combinaciones de los siguientes términos:

[“VDR” o “vitamin D receptor”] y [“BMD” o “bone mineral density”]. 81 articulos fueron

inicialmente localizados, quedando finalmente conformada la muestra por 23 articulos,

los cuales se ajustaron a los siguiente criterios de inclusién: (1) evaluar la asociacidn

entre el VDR y DMO en mujeres postmenopausicas; (2) incluir el nimero de sujetos

asignados a la muestra, media y desviacion estandar de DMO para cada genotipo del

gen del VDR; (3) sujetos sin enfermedad crdnica que afecte a la DMO vy sin historial de

tratamientos que afecten al metabolismo dseo.

6.1.

Resultados de la revision sistematica de los polimorfismos
asociados al gen del VDR y su relacion con la DMO en mujeres

postmenopausicas

La muestral final constd de 23 articulos que estudiaron la relacidn
entre los polimorfismos Bsml, Apal, Fokl y Taql (VDR) sobre la DMO; 2 articulos
se encontraron en la categoria E-l y 21 en la categoria E-IV (13 estudios de
Casos Controles y 8 estudios de Cohorte). No se encontraron articulos en las
categorias restantes, a partir de los criterios de inclusién detallados

anteriormente.
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6.1.1.

BsmlI

Se encontraron 11 articulos que mostraron evidencias sobre el
efecto del polimorfismo Bsml/ sobre la disminucion DMO (2 articulos
categoria E-1 y 9 articulos categoria E-IV), frente a 4 articulos que no
mostraron efectos del polimorfismo Bsml sobre la DMO (4 articulos
categoria E-1V), los cuales son presentados en la Tabla 8. El genotipo
que presentd mayor numero de evidencias fue el BB, el cual mostré 8
evidencias sobre el efecto del polimorfismo en la DMO (2 articulos
categoria E-l, y 6 articulos categoria E-IV) y 4 articulos que no
mostraron evidencias del efecto de dicho polimorfismo en la DMO. Asi
mismo, el genotipo Bb presentd 2 evidencias sobre el efecto del
mismo en la DMO, frente a 4 evidencias que presentaron falta de
efecto del mismo sobre la DMO (ambos en la categoria E-1V). El
genotipo bb mostré 2 evidencias del efecto del mismo en la DMO,
frente a 4 evidencias con ausencia de dicho efecto (ambos en la

categoria E-IV).
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Tabla 8: Distribucion de articulos por nivel de evidencia y efecto del polimorfismo Bsmi.

NIVEL DE EVIDENCIA (EBP) Y EFECTO DEL POLIMORFISMO Bsm/

Polimorfismo Bsm/

Nivel de . . .
Evidencia Genotipo bb Genotipo Bb Genotipo BB
E-l Bajos valores de DMO en cabeza
(Y. L, et al, 2011), a
femoral ; Bajos
valores de DMO en
columna(Thakkinslian, D'Este, Eisman, et al.,
2004)
E-IV C-C* Sin influencia sobre los Sin influencia sobre los valores Sin influencia sobre los valores

Fontova Garrofe et
valores de DMO'
al., 2000; Valimaki et al., 2001; Yoldemir, et

al., 2011b; Zajickova, et al., 2002), .
; Bajos

valores de DMO en
antebrazo(Douroud'\s, etal, 2003);

Alta
osteoporosis

frecuencia de
(Lisker et al., 2003)

de DMO(Fontova Garrofe, et al., 2000;

Valimaki, et al., 2001; Yoldemir, et al., 2011b;

Zajickova, et al., 2002, .
alickova, et & ). Alta frecuencia
de osteoporosis RN 12l 2000

de DMO (Fontova Garrofe, et al., 2000;
Valimaki, et al., 2001; Yoldemir, et al., 2011b;

Zajickova, et al., 2002), .
; Alta frecuencia

de osteoporosis (Borjas-Fajardo et al.,
2003; Langdahl, et al., 2000)

valores de DMO en
J. G. Kim, et al., 2003)

Bajos
trocanter'

valores de DMO en
(H. Y. Chen et al., 2001; Marc, Prezelj,

Bajos
columna
Komel, & Kocijancic, 2000), . .

; Bajos niveles
de DMO en columna con bajos
niveles de ingesta de

. _(Stath lou, et al, 2011
calcigttathopoulou, et ). Alta
(Mitra,

frecuencia de osteoporosis
Desai, & lkram Khatkhatay, 2006)

? Casos-Control
® Cohorte

6.1.2. Apal

El efecto del polimorfismo Apal y la DMO fue analizado en la

Tabla 9. Cuatro estudios (1 articulo categoria E-l y 3 articulos categoria

E-IV) mostraron evidencias del efecto de dicho polimorfismo sobre la

DMO, frente a 2 que no mostraron evidencias del efecto (categoria E-

IV). Asi mismo, el genotipo que mostré mayor nimero de evidencias de

efecto sobre la DMO fue el AA, con 3 estudios (1 articulo categoria E-I,

y 2 articulos categoria E-IV), frente a 2 articulos que no mostraron

ninguna evidencia de dicho efecto (ambos en la categoria E-IV). Las
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evidencias de efecto del genotipo aa en la DMO fueron menores,
situdndose dichas evidencias en la categoria E-IV (1 articulo mostré
efecto, frente a 3 que no mostraron evidencias del mismo). El genotipo
Aa no mostré evidencias de efecto sobre la DMO en 3 articulos
(categoria E-IV). No se encontraron estudios de cohorte, que

estudiasen el efecto del polimorfismo Apal en la DMO.

Tabla 9: Distribucidn de articulos por nivel de evidencia y efecto del polimorfismo Apal.

NIVEL DE EVIDENCIA (EBP) Y EFECTO DEL POLIMORFISMO Apal

Polimorfismo Apal

Nivel de
. . Genotipo aa Genotipo Aa Genotipo AA
Evidencia P P P
E-I Bajos valores de DMO en
(Y. Li, et al., 2011)
columna
E-IV C-C* Sin influencia sobre los Sin influencia sobre los valores Débilmente conectado con la

DMO en antebrazo
al., 2003) et al., 2000; Yoldemir, et al., 2011b)

Langdahl, et al., Langdahl, et al., 2000; Yoldemir, et al., RIT
valores de DMQ""&dR. et 2l 4o ppgtanedan eta cdeminetal susceptibilidad de la
2000; Yoldemir, et al., 2011b; Zajickova, et 2011b; Zajickova, et al., 2002)

, 2002),
;

(Seremak-Mrozikiewicz, et al.,

osteoporosis

. 2009; Zajickova, et al., 2002, P .
Bajos valores de alickova, eta ). Sin influencia

Douroudis, et Langdahl,
(Douroudis, ¢ sobre los valores de DMO"™"*

® Casos-Control

6.1.3. Fokl

Se encontraron 8 articulos que estudiaban la relaciéon del
genotipo Fokl sobre la DMO (categoria E-IV), de los cuales 6 mostraban
evidencias de dicho efecto frente a 2 que no encontraron efecto del
mismo en la DMO (Tabla 10). El genotipo que mads evidencias
demuestra en la DMO fue el ff (6 articulos mostraron efecto, frente a 2
gue no encontraron relacion). No encontramos ningun articulo que

mostrase evidencias de efecto de los polimorfismos Ff y FF sobre la
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DMO, sin embargo si encontramos 2 articulos que rechazaban dicha

evidencia (estudios de Casos-Control).

Tabla 10: Distribucién de articulos por nivel de evidencia y efecto del polimorfismo Fokl.

NIVEL DE EVIDENCIA (EBP) Y EFECTO DEL POLIMORFISMO Fok/

Polimorfismo Fokl/

Nivel de
. . Genotipo Genotipo Fj Genotipo FF
Evidencia po ff po Ff P
E-IV C-C* Bajos valores de DMO en Sin influencia sobre los valores Sin influencia sobre los valores
columnalFalchetti, et al, 2007); de DMOlLangdahl,eta\.,ZOOO;VoIdem'\r,etal., de DMO(Langdah\,etal.,ZOOO;Vo\demir,etal.,
2011b) 2011b)

Valores inferiores de BDM
en cadera después de
ajustar la edad y el indice de
Masa corporallZaj'\ckova, et al,
2002); Sin influencia sobre los

Langdahl, et al.,
valores de DMQ2"edent et 2
2000; Yoldemir, et al., 2011b)

Bajos valores de DMO en
columna(Bandres, et al, 2005; H.-Y.

Chen, et al., 2002; Horst-Sikorska, et al.,
2007),
’

Alta frecuencia de

: _(H.-Y. Chen, et al., 2002;
osteoporosis' e ete

Mitra, et al., 2006)

? Casos-Control
® Cohorte

6.1.4. Taql

Se han encontrado 9 articulos que estudiaron el efecto del
polimorfismo Taql sobre la DMO, 7 mostraron evidencias de dicho
efecto frente a 2 que no lo hicieron (todos incluidos en la categoria E-
IV). El genotipo que mayor nimero de evidencias mostré sobre el
efecto en la DMO fue el tt (Tabla 11) (3 evidencias frente a 2 que no

mostraron efecto), le siguié el genotipo TT (2 evidencias frente a 2 que
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no mostraron efecto — todos fueron estudios de Casos-Control) y Tt (1

evidencia, frente a 2 que no mostraron efecto).

Tabla 11: Distribucién de articulos por nivel de evidencia y efecto del polimorfismo Tagl.

NIVEL DE EVIDENCIA (EBP) Y EFECTO DEL POLIMORFISMO Taq/

Nivel de
Evidencia
E-IV cC’

Polimorfismo Tagq/

Genotipo tt

Genotipo Tt

Genotipo TT

Bajos valores de DMO en
columna(Duman, Tanakol, Erensoy,

Ozturk, &  Yilmazer, 2004), f
; Sin

influencia sobre los valores

de DMO(Yo\demir, et al, 2011b;
Zajickova, et al., 2002)

Sin influencia sobre los valores
de DMO(Voldemir, et al., 2011b; Zajickova, et

al., 2002)

Alto riesgo de osteoporosis en

. (Seremak-
postmenopdusicas™

Mrozikiewicz, et al., 2009 f
rozikiewicz, et al ); Ba]OS valores

de DMO en antebrazo® ¢

l., 2003 . . .
@ ); Sin influencia sobre los

Yoldemir, et al., 2011b;
valores de DMQ!e%em™ et @
Zajickova, et al., 2002)

Bajos niveles de DMO en
columna con bajos niveles
de ingesta de
Calciolstathopoulou, et al., 2011); Alta
frecuencia de
OsteoporosiS(Milra, etal., 2006)

valores de DMO en
(J. G. Kim, et al., 2003)

Bajos
columna

® Casos-Control
® Cohorte

6.1.5. Interacciones

Aunque algunos estudios no evidenciaban efectos de los

polimorfismos anteriores sobre la DMO, si presentaron efecto en la

interaccion de los mismos. En la Tabla 12 podemos observar que los

haplotipos AaBb, BBAAtt y el homocigdtico bAT confieren incremento

del riesgo de osteoporosis, asi como valores bajos de DMO en el cuello

del fémur; frente al efecto protector del haplotipo BbaaTT. Dichos

estudios fueron encontrados en la categoria E-IV.
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Tabla 12: Distribucidn de articulos por nivel de evidencia y efecto del polimorfismo combinado del gen del

VDR.
NIVEL DE EVIDENCIA (EBP) Y EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS COMBINADOS
N|.vel d? Interaccion de haplotipos en los polimorfismos combinados del gen del VDR
Evidencia ‘
E-IV C-C*  AaBb confiere mayor riesgo para la osteoporosis®" " Tiever etal, 2010, g At confiere mayor riesgo

(

. _(Zambi -Moral: t al., 2008] . _(Zambi -Morales,
para la osteoporosis™m* oMol etk 2009, gog TT efecto protector para la osteoporosis™™*"> ™M

etal., 2008)

b (Horst-Sikorska, et al., 2007),
’

C Homocigotico bAT confiere bajos valores de DMO en cabeza de fémur

? Casos-Control

® Cohorte

6.2.

Discusion de la revision sistematica de los polimorfismos
asociados al gen del VDR y su relacion con la DMO en mujeres

postmenopausicas

En general, una menor DMO fue observada en homocigdticos BB frente
a heterocigdticos Bb (Y. Li, et al., 2011), sin embargo se observaron evidencias
sobre la asociacion entre el genotipo homocigdtico bb y niveles altos de DMO
(Mitra, et al., 2006; Stathopoulou, et al., 2011). En otros estudios con mujeres,
el genotipo bb ha sido asociado con altos niveles de absorcién de calcio en
situaciones de baja ingesta de calcio, en comparacién con la presencia del
genotipo BB (Dawson-Hughes, Harris, & Finneran, 1995). La existencia de
estudios que cumpliesen los criterios de inclusion propuestos en nuestra
revision, en los niveles E-l y E-IV para el polimorfismo Apal, fue menor que para

el polimorfismo Bsml.

En general y fundamentalmente en un estudio situado en el nivel E-I

fue observada una mayor DMO en presencia de heterocigotos Aa en las
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mujeres postmenopausicas (Y. Li, et al.,, 2011); por el contrario una menor
DMO fue observada en presencia del genotipo AA (Y. Li, et al., 2011; Mitra, et
al., 2006). Estos resultados son similares a algunos estudios previos en
poblacién finlandesa y libanesa, pero son diferentes de los resultados
mostrados en metandlisis anteriores. Las razones de las discrepancias
existentes entre los estudios publicados pueden incluir: diferencias en las
frecuencias de los alelos de los genotipos BB y AA, ya que éstas son mucho mas
bajas en los asiaticos que los caucdsicos respectivamente, seguin los datos del
HapMap; asi como al efecto de las diferencias étnicas en la predisposicidn

genética a la enfermedad (Y. Li, et al., 2011).

La presencia de los polimorfismos Fokl y Tagl también presenté
evidencias cientificas que demuestran la asociacion entre VDR y DMO
(Bandres, et al., 2005; H. Y. Chen, et al., 2001; Douroudis, et al., 2003; Duman,
et al., 2004; Falchetti, et al., 2007; Horst-Sikorska, et al., 2007; J. G. Kim, et al.,
2003; Mitra, et al., 2006; Seremak-Mrozikiewicz, et al., 2009; Stathopoulou, et
al., 2011; Zajickova, et al., 2002); dichas evidencias fueron encontradas en los
niveles E-IV, no encontrandose ninguna evidencia en el nivel E-l. El
polimorfismo Fokl, resultante de la transiciéon de T/C en el exdn 2, crea un
nuevo coddn de iniciacion (ATG) en el gen VDR, cambiando asi la secuencia de
proteinas de receptores de vitamina D en una longitud (el polimorfismo Fokl/
alarga la proteina tres aminodcidos, pudiendo afectar a la actividad de receptor
de la vitamina D) que puede implicar consecuencias funcionales (Zajickova, et
al.,, 2002). En la mayoria de evidencias cientificas encontradas, el genotipo ff
fue relacionado con una menor DMO (H.-Y. Chen, et al., 2002; Mitra, et al.,
2006; Zajickova, et al., 2002) y alta prevalencia de osteoporosis, aspecto este

ultimo controvertido al existir argumentos contradictorios (Zajickova, et al.,
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2002). Algunos estudios sugieren la posibilidad de que el polimorfismo Fokl
ejerza una influencia en el tejido éseo esponjoso, que es mas evidente en el
segmento lumbar de la columna vertebral que en el cuello del fémur (Horst-
Sikorska, et al.,, 2007). La vitamina D ha resultado util en terapias
antirresortivas como los andlogos no-hipercalcémicos de la 1,25-
dihidroxivitamina D pudiendo aumentar la capacidad de respuesta a los niveles
de estradiol y por lo tanto a la bajada de estrogenos utilizdndose contra la
osteoporosis en mujeres postmenopausicas, Asi, aumentos significativos de la
masa Osea tras la terapia de reemplazo hormonal han demostrado una

asociacion significativa con el genotipo TT (Kurabayashi et al., 2004).

Zambrano-Morales et al. encontraron que el haplotipo BBAAtt fue un
factor de riesgo para la osteoporosis, resultando el haplotipo BbaaTT un factor
de proteccidn en la poblacién espafiola (Zambrano-Morales, et al., 2008). La
combinacion del haplotipo AaBb confirid un riesgo cinco veces mayor cuando
fue corregido con variables clinicas como el IMC. De esta forma, existen
estudios que sugieren que los genes candidatos que afectan los parametros
metabdlicos, asi como el IMC pueden alterar el riesgo de osteoporosis (Durusu
Tanriover, et al., 2010). Gong et al. evaluaron la asociacién de 75 estudios de
polimorfismos del gen VDR relacionados con la DMO, concluyendo que estos
polimorfismos estaban significativamente asociados con la DMO, y que el
efecto del genotipo fue mds pronunciado en premenopausicas que en mujeres

postmenopdausicas (Gong, et al., 1999).

Las evidencias encontradas en la revisidn sistematica, mostraron que la

DMO promedio en los sujetos con genotipos aa, bb, FFy TT (VDR) fueron mas
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altos en la columna y la cadera que aquellos con los genotipos AA, BB, ffy tt
(VDR), respectivamente (Mitra, et al., 2006). El gen VDR modula la
transcripcién de genes diana (ej., la proteina de unién de calcio y osteocalcina)
que son criticos para la absorcién de calcio y la formacién de hueso. Hasta
ahora, el mecanismo por el cual el gen VDR afecta DMO sigue siendo
desconocido. Ademas de los polimorfismos del gen VDR, otros genes y vias,
tales como la via de sefializacion de estrégenos, Wnt/B-catenina, la
superfamilia del factor de crecimiento transformante, el receptor activador de
la via de sefalizacidn factor kB nuclear (RANK), pueden afectar a la DMO vy
modular el efecto de los polimorfismos del gen VDR en la DMO. Una de las
razones actuales mas probables podrian ser los distintos niveles hormonales, lo

cual puede influir en el efecto de los polimorfismos del gen VDR en la DMO.

Ademads, los factores ambientales, tales como la dieta, la actividad
fisica, el tabaquismo y el consumo de alcohol, se ha demostrado que influyen
en la DMO vy la osteoporosis. Por lo tanto, estos factores gen-medio ambiente
pueden actuar como factores de confusién que afectan a la asociacidn entre
los polimorfismos del VDR y la DMO (Y. Li, et al., 2011). Por otra parte, los
diferentes genotipos pueden tener también diferentes efectos en distintas
partes del esqueleto, pudiendo ser este uno de los motivos por los que algunos
investigadores no encontraron asociacién entre polimorfismos del gen VDR y la

DMO (J. G. Kim, et al., 2003).
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VII. JUSTIFICACION

Como ha quedado expuesto anteriormente, la osteoporosis puede
considerarse hoy dia como una enfermedad compleja, en la que el fenotipo (masa
dsea), es el resultado de la interaccion de factores ambientales con factores genéticos.
Este hecho, lleva a considerar a la osteoporosis como una enfermedad de naturaleza
poligénica, debiéndose el efecto genético a la existencia de polimorfismos de la
secuencia de informacion de los genes involucrados, dando lugar a formas alélicas

diferentes en la poblacidn en general.

Los estudios que asocian los diferentes polimorfismos del gen del VDR vy la
DMO, han dado lugar a resultados muy dispares, en ocasiones contradictorios (Horst-
Sikorska, et al., 2012; Jia, et al., 2012; Kurt et al., 2012b; Qin, et al., 2012). De todos
ellos, los polimorfismos comunes del gen del VDR mas estudiados y con mayor nimero
de contradicciones publicadas han sido aquellos localizados en la zona no codificante
del extremo 3’ de dicho gen. La mayoria de estudios indican que el polimorfismo Bsml
del gen del VDR tendria una modesta o nula influencia sobre la DMO de los pacientes
con osteoporosis, sin embargo no se disponen del mismo nimero de estudios de
asociacion con poblacidon caucasiana tomando los alelos del polimorfismo Apal.
Teniendo en cuenta que las caracteristicas de la muestra puede ser un factor de
confusion importante, hasta la fecha solo disponemos de 6 estudios de asociacion del
polimorfismo Bsm/ (Bandres, et al., 2005; Bernard et al., 1999; Bustamante et al., 2007
Fontova Garrofe, et al., 2000; Gomez et al., 1999; Sosa Henriquez et al., 1998) y 1
estudio del polimorfismo Apal (Bustamante, et al., 2007) realizados en mujeres

postmenopausicas espafiolas, cuyos tamafios muestrales pueden resultar insuficientes.

Aparentemente, en algunas poblaciones existiria mayor asociacién entre

dichos polimorfismos y el riesgo de fractura o pérdida de DMO (Garnero, et al., 2005).
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Esta disparidad de resultados es multifactorial. La falta de homogeneidad de las
poblaciones estudiadas con tamafios muestrales insuficientes y sesgos en la seleccién,
asi como la falta de equilibrio Hardy-Weinberg y una falta de atencién sobre la
variabilidad de los factores ambientales han sido los principales factores de confusion
(Gomez Alonso, Naves Diaz, Diaz-Corte, Fernandez Martin, & Cannata Andia, 1998).
Pocos trabajos muestran interacciones de las variantes alélicas de los genes candidatos
con factores ambientales, tales como la ingesta de calcio u otros factores nutricionales.
La falta de comprensién de los mecanismos moleculares y celulares influenciados por
estos polimorfismos contribuyen a la dificultad para su interpretacion. Los trabajos que
presentan el efecto de los diferentes haplotipos son escasos, existiendo menor nimero
de publicaciones que sefialen la interaccion de estos haplotipos con factores
ambientales o de ingesta de calcio y/o vitamina D, lo que podrian eliminar algunas de

las inconsistencias halladas hasta el momento.

Actualmente en Extremadura no existe ningun estudio, grupo o unidad de
investigacion que esté evaluando variantes genéticas implicadas en la susceptibilidad a
desarrollar osteoporosis. En Espafia destacan en este campo los estudios realizados en
el Hospital del Mar (IMAS)-IMIM (URFOA: Unidad de investigacidn en fisiopatologia
Osea vy articular liderada por los doctores Adolfo Diez y Xavier Nogués), en el
Departamento de Genética de la Universidad de Barcelona (Dr. Grinberg y Dra. Balcells)

y en el Hospital Central de Asturias por los doctores Gémez y Cannata.

Las implicaciones del conocimiento de las bases genéticas de la osteoporosis
son de enorme importancia para la prevencion, diagndstico y prondstico de dicha

patologia. Tal es el caso, que entre los estudios realizados existen algunos que
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demuestran la influencia en la eficacia de la terapia anti-resortiva en pacientes

osteopordticos que puede tener el sitio polimérfico Bsm/ (Palomba et al., 2005).

El aumento de este tipo de estudios, fundamentalmente teniendo en cuenta
factores como la raza, sexo, ingesta, etc., la correccion de los factores de confusién y la
interaccion de dichos factores con los diferentes haplotipos, pueden contribuir a
seleccionar el tratamiento anti-osteopordtico éptimo para cada paciente sobre la base

de una completa evaluacion genética.
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Los objetivos especificos que se pretenden alcanzar con este estudio son los

siguientes:

1. Analizar la prevalencia de los polimorfismos del gen del receptor de la
vitamina D, con las enzimas de restriccion Bsml y Apal en mujeres
espanolas postmenopausicas.

2. Determinar los efectos de los polimorfismos del gen del receptor de la
vitamina D Bsml y Apal sobre la densidad mineral ésea en diferentes
regiones anatémicas en mujeres espafiolas postmenopausicas.

3. Determinar el efecto diferencial que presentan los polimorfismos del gen
del receptor de la vitamina D Bsml y Apal sobre la densidad mineral dsea,
aislando el efecto de los factores bioldgicos (dieta, historial de fracturas,
pardmetros antropométricos, etc.) sometidos a estudio en mujeres
espafnolas postmenopausicas.

4. Establecer el riesgo de osteoporosis en funcién de los polimorfismos del
gen del receptor de la vitamina D Bsml y Apal observados en mujeres
espanolas postmenopausicas.

5. Proponer, en funcién de los resultados anteriores, las medidas preventivas

y/o terapéuticas que procedan.

FJ. Rodriguez Velasco
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IX. HIPOTESIS

Las hipdtesis de partida planteadas en este trabajo son las que se detallan a

continuacion:

1. La distribucion de las frecuencias alélicas de los polimorfismos Bsm/ y Apal
del gen del VDR en mujeres postmenopdusicas espafiolas son semejantes a
los descritos en los diferentes estudios llevados a cabo con poblacion
espafiola.

2. Teniendo en cuenta el caracter poligénico y ambiental de la osteoporosis,
los polimorfismos Bsml y Apal no presentan efecto directo sobre la DMO,
sino que su contribucién estard mediada por dichos factores ambientales.

3. El analisis de los haplotipos de los genotipos combinados de los
polimorfismos Bsml y Apal y su interaccion con factores ambientales en
mujeres espafolas postmenopausicas, puede tener efecto diferencial
sobre la DMO, mas alla del analisis aislado de sus combinaciones alélicas.

4. El analisis de un genotipo polimérfico concreto (Bsm/ y/o Apal) no podra
ser responsable de la totalidad del efecto diferencial de la DMO y el riesgo
de fractura en mujeres espafiolas postmenopausicas, debido al caracter

poligénico y ambiental de la enfermedad osteopordtica.

FJ. Rodriguez Velasco
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10.1.

Muestra de estudio

Se han estudiado un total de 210 mujeres postmenopadusicas de la
Comunidad Auténoma de Extremadura en los laboratorios del Grupo de
Investigacion de Enfermedades Metabdlicas Oseas (GIEMO) del Departamento
de Enfermeria de la Universidad de Extremadura con una edad media de 608
afos, con una edad media de menarquia de 12.89+1,45 afios y con 13.1+8.8
afios de media desde la menopausia (Tabla 13). A todas las pacientes les fue
requerido consentimiento informado (ANEXO 4, pagina 326), previo informe
favorable del Comité de Bioética de la Universidad de Extremadura, de acuerdo

a la Declaracion de Helsinki de la Asamblea Médica Mundial (AMM, 1975).

Todas las pacientes fueron evaluadas a partir de una historia clinica
completa, incluyendo particularmente el historial de fracturas, edad de la
menarquia, numero de hijos, numero de embarazos, menopausia,
estrogenoterapia, tratamiento recibido durante el periodo de estudio, asi como
un cuestionario dietético de siete dias. Ademas, a todas las pacientes se les
realizé un estudio densitométrico completo mediante DXA (a nivel de caderay
columna lumbar), procediendo a la extraccion de ADN gendmico a partir de

muestras de saliva.

Los criterios de inclusion fueron:

= Tener una edad no inferior a 40 afios ni superior a 80 afios.

= Encontrarse en situacién de postmenopausia confirmada.

FJ. Rodriguez Velasco
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= Capacidad para cumplimentar la encuesta dietética vy
monitorizar la ingesta de alimentos durante, al menos, una
semana.

= Consentimiento informado por escrito de la voluntariedad de

participar en el estudio.

Los criterios de exclusion fueron:

= Menopausia previa a los 40 afos.

= Existencia de contraindicaciones para la realizacidon de estudio
densitométrico completo.

= Existencia de marcapasos o proétesis metalica.

= Realizacién de una densitometria en el ultimo afio.

= Pacientes con enfermedades concomitantes cuya esperanza de
vida sea muy corta.

= |mposibilidad de obtencion de muestra de saliva por
inadecuada higiene oral o consumicién previa de café o comida

30 minutos antes de dicha extraccidn.

Tabla 13: Factores antropométricos y sociodemograficos de la muestra de estudio.

FACTORES ANTROPOMETRICOS Y SOCIODEMOGRAFICOS DE LA MUESTRA DE ESTUDIO

Media SD Min. Max. n

Caracteristicas sociodemograficas Edad (afios) 60 8 42 78 210
Edad Menarquia (afios) 12,890 1,452 9 16 210

Afos Menopausia 13,1 8,8 0 38 210

N2 Embarazos 3 2 0 11 210

N2 Hijos 2 2 0 9 210

Factores antropométricos Peso (kg) 62,9 10 42,6 92,3 210

Talla(m) 1,539 0,056 1,390 1,680 210
IMC (kg/m?) 26,594 4,303 17,831 39,430 210

SD, standar deviation; Min., minimo; Max., Maximo; n, tamafio muestral; IMC, indice de Masa Corporal.
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10.1.1. Subgrupos de la muestra de estudio

Se estratificd a las mujeres en base a la ingesta diaria de calcio
y vitamina D, contenida en la encuesta dietética a partir del registro de
alimentos consumidos durante 7 dias y su transformacion a unidades
(mg) diarias de calcio y vitamina D, conforme a las recomendaciones
para la poblacidn espafiola adulta (Moreiras, 2009) (Ej. RDA de la Unién
Europea y autoridades espaiolas). Atendiendo a la ingesta diaria de
calcio, las mujeres quedaron estratificadas en: ingesta de calcio baja (0-
800 mg/dia), ingesta de calcio normal (800-1200 mg/dia) e ingesta de
calcio alta (> 1200 mg/dia), no existieron datos de la ingesta de calcio
diarias correspondientes a 36 pacientes. Atendiendo a la ingesta diaria
de vitamina D, las mujeres se estratificaron en los siguientes grupos:
ingesta de vitamina D baja (< 15 pg/dia), ingesta adecuada de vitamina
D (> 15 pg/dia), no existiendo datos de la ingesta de vitamina D diaria

correspondiente a 34 pacientes.

Ademas, las participantes fueron clasificadas segun el criterio
diagndstico de osteopenia/osteoporosis descrito por la OMS
estableciendo 3 grupos: normal (T-score >-1) (n=30), osteopénicas (T-

score <-1y >-2.5) (n=30) y osteoporéticas (T-score <-2.5) (n=150).
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10.2. Material y Métodos

Se partié de un disefio transversal-observacional. Para poner a prueba

las hipdtesis del

estudio, se llevé a cabo la siguiente estrategia metodoldgica:

Obtencidon de datos demograficos, antropométricos, dietéticos,
densitométricos, junto con los antecedentes personales de
fracturas, historia hormonal y reproductiva, estilo de vida y
encuesta dietética.

Obtencion de ADN gendmico a partir de saliva de mujeres
espafnolas postmenopausicas.

Aislamiento del ADN gendmico.

Cuantificaciéon de muestras gendmicas mediante medicidn
espectrofotométrica de la cantidad de radiacion UV absorbida
por las bases a 260 nm.

Evaluacién de los polimorfismos del gen del receptor de la
vitamina D.

Procesamiento y analisis estadistico de los datos.

10.3. Procedimientos de la medida

10.3.1. Indice de Masa Corporal

el peso

a partir
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La altura se valoré mediante un estadiometro tipo Harpendeny
mediante balanza biomédica de precision. El IMC fue calculado

de la division del peso por el cuadrado de la talla (Kg/m?). Las
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pacientes fueron clasificadas en funcién de la clasificaciéon propuesta

por la OMS del estado nutricional de acuerdo al IMC (Tabla 14) (James,

Leach, Kalamara, & Shayeghi, 2001).

Tabla 14: Clasificacion del estado nutricional a partir del IMC (OMS).

Clasificacion del estado nutricional IMC (Kg/m?)
Bajo Peso <18.5
Peso Normal 18.5a24.9
Sobrepeso >25
Preobesidad 25.0a29.9
Obesidad Tipo | 30.0a34.9
Obesidad Tipo 2 35.0a39.9
Obesidad Tipo 3 > 40

Tomado de James (James, et al., 2001).

10.3.2. Encuesta Dietética

Para evaluar los habitos alimentarios de la muestra estudiada,

se utilizé un cuestionario de consumo de alimentos que incorpora 131

items, los cuales recogen la ingesta de alimentos durante 7 dias

(Pedrera-Zamorano, et al., 2009). La ingesta semanal de nutrientes fue

transformada mediante “Tablas de composicion de alimentos”

(Moreiras, 2009). Con el objetivo de facilitar el interrogatorio, todos los

alimentos fueron codificados en forma de raciones de uso normalizado.

En el ANEXO 1 (pagina 323) se muestra un ejemplo de la

primera pagina del cuestionario administrado.
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10.3.3. Andlisis de la Densidad Mineral Osea

A todas las mujeres participantes en el estudio se les hicieron
valoraciones de los niveles de densidad mineral ésea a partir de
densitometria mediante absorciometria de rayos X de energia dual
(DXA) a nivel de columna lumbar (L2, L3, L4 y L2-L4), cuello femoral,

trocanter y tridngulo de Ward.

El densitometro determina el contenido mineral éseo (gramos)
y el drea (cm?) en las localizaciones arriba descritas. De esta manera
permite calcular automaticamente la DMO en gramos/cm?®. Para cada
mujer, se calcularon las puntaciones T-score y Z-score
correspondientes. El T-score consiste en una comparacion del valor
promedio de la DMO del paciente con una muestra de mujeres sanas
de referencia del mismo sexo y etnia. Este indice es utilizado
habitualmente para calcular el riesgo de desarrollar una fractura en un
sujeto determinado. Las puntuaciones Z-score reflejan el nimero de
desviaciones estandar de un paciente con un valor promedio de DMO
diferente del valor promedio por su edad, sexo y etnia. Estos valores

son utilizados habitualmente en pacientes premenopausicas.

Tal y como se ha detallado en el apartado 5.5 (pagina 135), los
criterios diagndsticos de osteoporosis basados en la masa dsea, que
clasifican a las pacientes de acuerdo al T-score fueron establecidos por

la OMS en 1994 (Group, 1994):
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Normal: T-score mayor de -1.
Osteopenia: T-score igual o menor a -1 y mayor de -2,5.

Osteoporosis: T-score igual o menor a -2,5.

e A

Osteoporosis grave o establecida: cuando Ia
osteoporosis densitométrica se acompafia de al menos

una fractura por fragilidad.

El equipo utilizado fue un absorciometro éseo marca NORLAND
EXCELL® (Norland Corp©, Fort Atkinson, Wisconsin, USA), calibrado de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las imagenes obtenidas
fueron procesadas mediante el software propio del densitdmetro y
almacenadas en ordenador. El control de calidad que se utilizd para
determinar el coeficiente de variacidn intrinseco del aparato fue un
fantoma disefiado especificamente para el absorciémetro,
escaneandose previamente a la realizacién de densitometrias. Todas
las mediciones de la DMO fueron realizadas por el mismo investigador

y mediante el mismo absorciometro.

Los datos de salida del absorciometro aparecen detallados en

el ANEXO 2 y ANEXO 3 (pdaginas 324 y 325 respectivamente).
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Figura 12: Densitémetro NORLAND EXCELL® del Laboratorio GIEMO.

10.3.4. Andlisis y evaluacién de los polimorfismos del gen del VDR

El analisis y evaluacién de los polimorfismos del gen del VDR
contempld varias fases del estudio: 1. Obtencién de ADN gendmico a
partir de muestras de saliva; 2. Aislamiento del ADN gendmico; 3.
Cuantificacion de muestras gendmicas mediante medicidon
espectrofotométrica; 4. Evaluacidn de los polimorfismos del gen del

VDR.

FJ. Rodriguez Velasco
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Obtencién de ADN gendmico a partir de muestras de saliva.

La obtencién del ADN gendmico se obtuvo a partir de la
realizacion de frotis bucales a partir de escobillones de espuma
(Ref.RET04) contenidos en el “Realpure Turbo Tissues and Cells
Kit®” (REAL®, Durviz s.l.) (Ref. RBMET03 100 TEST) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se informé a las pacientes de la
necesidad de abstenerse de beber café y tomar comida alguna,
al menos 30 minutos antes de dicha recogida (en los casos en

los que no fue posible se realizé lavado suave con agua).

Para recoger la muestra de células bucales con el escobillén, se
procedio a la realizacion de frotis en el interior de la mejilla y
encias con una firme presidén unas 20 veces por cada lado de la
cara y cada lado del escobillon. Posterior a ello, se secaba la
muestra unos 15 minutos a temperatura ambiente y se

almacenaba a -202C.

Aislamiento del ADN gendmico.

Una vez obtenidas las diferentes muestras a partir de saliva de
las mujeres participantes en el estudio, se procedid al
aislamiento del ADN listo para PCR (Polymerase Chain
Reaction). Para el aislamiento se empled el “Realpure Turbo
Tissues and Cells Kit®” (REAL®, Durviz s.I.) (Ref. RBMET03 100
TEST). El kit contiene 20ml de solucidn de lisis (Ref.RET01) y 20
ml de solucién de neutralizacion (Ref.RET02), conservados a

49C. El protocolo de extraccién de ADN se hizo de acuerdo al
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siguiente esquema: se procedié a afiadir 200 pl de solucién de
lisis (Ref.RETO1) en un microtubo de 1.5 ml para
posteriormente afiadir el escobilléon en dicha solucién y hacerlo
girar unas 10 veces sobre las paredes del microtubo. Tras este
proceso, se agité con vortex brevemente y se procedid a
incubar dicha solucion a 752C durante 10 minutos. Finalmente,
se anadieron 200 pl de solucién de neutralizaciéon (Ref.RET02)
mezclando bien con pipeta. El extracto neutralizado fue

almacenado a 42C hasta la realizacion de PCR.

Cuantificacion de muestras gendémicas mediante medicion

espectrofotométrica.
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La concentracién de ADN se determind por medicién
espectrofotométrica de la cantidad de radiacién UV absorbida
por las bases a 260 nm mediante el espectrofotémetro
Biowave Il WPA® (Biochrom®, Cambridge) (Figura 13). Se
afiadiéo 1 ml de agua destilada en una cubeta de cuarzo para
UV, se calibré el espectrofotdmetro a cero de absorbancia y se
procedid a su vaciado; se afiadieron nuevamente 695 pl de
agua destilada y 5 ul de ADN aislado mezclando bien por
pipeteado, procediendo finalmente a su cuantificacién. Las
lecturas se tomaron a 260 nm y 280 nm, mediante un factor de

dilucion de 140. La relacién DO,g,/D04g 0scild entre 1.8 y 2.0.
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Figura 13: Espectrofotometro Biowave |l WPA® del Laboratorio
GIEMO.

Evaluacion de los polimorfismos del gen del VDR.

La determinacion de los SNPs del VDR, Bsmly Apal, se realizo a
partir de ADN obtenido de una muestra de saliva por medio de
ensayo TagMan, el cual utiliza la actividad 5’ nucleasa de la Taq
polimerasa junto con 2 sondas TagMan para discriminar entre
los dos alelos de un SNP. La PCR en tiempo real se realizé segin

protocolo oficial TagMan Universal PCR (Applied Biosystems®),

FJ. Rodriguez Velasco
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Bsml: rs1544410; Apal: rs7975232. Para la realizacién de la PCR
se utilizé un termociclador 7300 Real Time PCR System (Applied
Biosystems©, Foster, USA) consistente en un ciclo de 1 minuto
a 602C, un ciclo de activacion de la polimerasa a 959C durante
10 minutos, 40 ciclos a 952C durante 15 segundos y 60°C
durante 1 minuto, seguido de 1 ciclo de 1 minuto a 609C. La
deteccion de fluorescencia tiene lugar a una temperatura de

609C.

10.4. Analisis estadistico.

Pruebas estadisticas

FJ. Rodriguez Velasco

Todos los valores fueron expresados como media y desviacidn
tipicas. Se confirmé la distribucién normal de los datos
mediante el calculo de la asimetria y curtosis, asi como con la
prueba K-S de bondad de ajuste y test de Shapiro-Wilk antes de
aplicar las pruebas estandar. También fue realizada la prueba

de Grubbs para la deteccion de outliers en la muestra.

Asi mismo se compararon los parametros (variables continuas)
para cada subgrupo (variables nominales) usando t-test o el
analisis de varianza (two-way ANOVA) con la prueba post-hoc

de diferencia de medias entre grupos de Bonferroni/Dunn.

Con el propésito de examinar las relaciones entre las variables
continuas, fueron utilizadas la regresién simple y mdultiple

(multiple-stepwise regression), asi como las correlaciones
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parciales ajustadas por [edad&IMC], [ingesta de calcio diaria] e

[ingesta de calcio diaria + edad&IMC].

Para todas las pruebas estadisticas, nuestro umbral de

significacién fue p=0.05.

Para la realizacién de todas las pruebas estadisticas se utilizé el
software IBM® SPSS® Statistics 20 (Statistical Package for the
Social Sciences), ya que ofrece una amplia gama de algoritmos
y técnicas predictivas, incluyendo procedimientos para los
modelos lineales generales (MLG), asi como técnicas de

segmentacién por andlisis factorial.

Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW).

En una poblacion, las proporciones relativas de los diferentes
genotipos se mantienen constantes de una generacién a otra,
asegurando asi la diversidad. La proporcion de los genotipos de
una poblacion se mantendra constante si el tamano de la
muestra es apropiado (Rodriguez, Gaunt, & Day, 2009). Esto se
conoce como equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Para que
esta ley se cumpla, son requisitos imprescindibles la panmixia
(uniones al azar) y la ausencia de influencias externas, es decir,
la ausencia de presidon selectiva. La manera mas habitual de
realizarlo es mediante un andlisis de bondad de ajuste chi-
cuadrado (goodnes-of-fit X). La hipdtesis nula consiste en
mantener que los alelos son elegidos al azar, cumpliéndose de

esta manera las proporciones esperadas segun este principio
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(p2 + g2 + 2pq = 1). Este test tiene k(k-1)/2 grados de libertad
(gl) siendo k el nimero de alelos posibles en el locus en

estudio.

10.5. Consideraciones éticas.

El prese

nte estudio se ajusté en todo momento a los principios éticos y

normas legales establecidos, y en especial a lo referido a la siguiente

normativa:

FJ. Rodriguez Velasco

La Declaracién de Helsinki (Asamblea Médica Mundial).

El Convenio del Consejo de Europa relativo a los derechos
humanos y la biomedicina.

La Declaracion Universal de la UNESCO sobre el genoma
humano y los derechos humanos.

Se han tenido en consideracion los requisitos establecidos en la
legislacion espafiola en el ambito de la investigacion
biomédica, la proteccién de datos de caracter personal y la
bioética, la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion
Biomédica referente a la investigacion en humanos o la
utilizacion de muestras de origen humano, asi como el Real
Decreto 223/2004, de 6 de febrero, relativo a los proyectos
gue comporten ensayos clinicos.

Se ha respetado la normativa Europea y legislacion espafiola
respecto a la ley organica 15/1999, de 13 de diciembre, de

proteccion de datos de caracter personal.
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11.1. Caracterizacion de la muestra de estudio: factores bioldgicos,

antropométricos, dietéticos y de densidad mineral 6sea

Las caracteristicas de la muestra de estudio, en relacién a los factores
antropométricos, bioldgicos y de DMO se muestran en la Tabla 15. La edad
media de las participantes fue de 60+8 afios con una edad media de menarquia
de 12.89+1.45 afos y con 13.118.8 afios de media desde la menopausia. El IMC
medio de la muestra fue de 26.59+4.30 kg/mz. En cuanto a las determinaciones
de DMO en las diferentes regiones corporales la maxima se obtuvo en L3 (32
vértebra lumbar) con 0.808+0.167 gr/cm?® de hidroxiapatita y la menor en TW
(Triangulo de Ward) con 0.518+0.113 gr/cm®.

Tabla 15: Factores antropométricos, biolégicos y de DMO de la muestra de estudio.

FACTORES ANTROPOMETRICOS, BIOLOGICOS Y DMO DE LA MUESTRA DE ESTUDIO

Media SD Min. Max. n

Caracteristicas sociodemograficas Edad (afios) 60 8 42 78 210
Edad Menarquia (afios) 12,890 1,452 9 16 210

Anos Menopausia 13,1 8,8 0 38 210

N2 Embarazos 3 2 0 11 210

N¢ Hijos 2 2 0 9 210

Factores antropométricos Peso (kg) 62,9 10 42,6 92,3 210

Talla(m) 1,539 0,056 1,390 1,680 210

IMC (kg/m®) 26,594 4,303 17,831 39,430 210

bMO Cuello Femoral (g/cm®) 0,736 0,118 0,401 1,139 210
Trocanter (g/cm?) 0,579 0,107 0,268 0,955 210

Triangulo de Ward (g/cmz) 0,518 0,113 0,235 0,989 210

Columna-L2 (g/cm’) 0,802 0,157 0,431 1,380 210

Columna-L3 (g/cm’) 0,808 0,167 0,401 1,385 210

Columna- L4 (g/cm’) 0,779 0,159 0,416 1,316 210

Columna-L2-l4 (g/cm®) 0,796 0,156 0,418 1,310 210

SD, standar deviation; Min., minimo; Méx., Maximo; n, tamafio muestral; DMO, Densidad Mineral Osea; IMC, indice
de Masa Corporal; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar.
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Cuando se aplicaron los criterios de la OMS para el diagndstico de
osteoporosis basados en el T-score el 14.3% de la muestra (n=30) fue
clasificado como normal, otro 14.3% (n=30) como osteopénica y un total de
150 mujeres (71.4%) como osteopordticas. La distribucidn del T-score por dreas
corporales se muestra en la Tabla 16. El valor menor medio se obtuvo en L4 (42
vértebra lumbar) con T-score=-2.4+1.4 y el valor mayor medio se obtuvo en el

TW (T-score=0.2+1.0).

Tabla 16: Distribucidn del T-score por dreas corporales.

T-score Area Corporal Media sD
Cuello Femoral -0,949 1,090
Trocanter -0,093 1,101
Triangulo de Ward 0,214 1,021
Columna - L2 -1,841 1,401
Columna - L3 -2,036 1,516
Columna - L4 -2,435 1,474
Columna - L2-L4 -2,401 1,500

SD, standar deviation; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar.

La Tabla 17 muestra la distribucidn en funcién del diagndstico OMS de

la DMO y los T-scores por areas corporales en las mujeres estudiadas.
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Tabla 17: Distribucion de valores DMO y T-score por areas corporales en funcion del diagnéstico de la

Organizaciéon Mundial de la Salud.

bmo Cuello Femoral (g/cm?)
Trocanter (g/cm?)

Triangulo de Ward (g/cm?)

Columna - L2 (g/cm?)

Columna - L3 (g/cm?)

Columna - L4 (g/cm?)

Columna - L2-14 (g/cm?)

T-score Cuello Femoral
Trocénter
Tridngulo de Ward
Columna - L2
Columna- L3
Columna - L4

Columna - L2-L4

NORMAL OSTEOPENIA OSTEOPOROSIS
(n=30) (n=150)

Media sD Media sD Media SD
0,910 0,092 0,748 0,065 0,699 0,097
0,736 0,087 0,578 0,083 0,548 0,085
0,682 0,101 0,529 0,075 0,483 0,090
1,124 0,092 0,806 0,047 0,737 0,085
1,154 0,126 0,796 0,092 0,742 0,076
1,116 0,096 0,803 0,042 0,706 0,073
1,134 0,094 0,804 0,036 0,727 0,069
0,685 0,781 -0,845 0,602 -1,297 0,904
1,559 0,908 -0,188 0,702 -0,404 0,892
1,725 0,930 0,234 0,499 -0,092 0,832
1,043 0,822 -1,809 0,415 -2,424 0,755
1,057 1,110 -2,066 0,466 -2,649 0,799
0,664 0,888 -2,157 0,242 -3,109 0,680
0,805 0,906 -2,311 0,383 -3,060 0,678

SD, standar deviation; DMO, Densidad Mineral Osea; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar.

Aplicando el criterio de clasificacién de la OMS, no se observaron

diferencias entre los grupos en la edad, edad de menarquia, nimero de

embarazos, numero de hijos, ingesta diaria de vitamina D e ingesta diaria de

calcio y fésforo (P>0.05 en todos los casos) (Tabla 18). Sin embargo, se han

observado diferencias significativas entre los grupos en el peso, entre normales

y osteopordticas, siendo el peso medio de las primeras significativamente

mayor que el de las segundas (P<0.05) (68.8+7.9 kg vs 61.3+9.5 kg). Igualmente

se han observado diferencias en los dos grupos anteriormente resefiados en la

talla, con una talla media en metros de 1.56%0.5 vs 1.53+0.5. La misma

diferencia en los grupos citados se observa en el IMC siendo el del grupo
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normal significativamente superior al del grupo osteoporosis con un

28.29+3.90 kg/m? vs 26.10+4.05 kg/m”.

Tabla 18: Distribucién de factores antropométricos y bioldgicos en funcién del diagndstico de la
Organizacion Mundial de la Salud.

NORMAL OSTEOPENIA OSTEOPOROSIS
(n=30) (n=30) (n=150)

Media SD Media SD Media SD Sig.
Edad (Afos) 60 9 61 8 60 8 n.s.?
Edad Menarquia 12,7 1,343 13,4 1,476 12,827 1,455 n.s.?
Ne Embarazos 3 2 3 2 3 2 n.s.?
Ne Hijos 3 2 2 1 2 1 n.s.?

Peso (kg) 68,8 7,9 64,6 12,0 61,3 9,5 n.s.b; p<0,05°

Talla (m) 1,562 0,051 1,540 0,049 1,534 0,057 n.s.’; p<0,05°

IMC (kg/m?) 28,295 3,906 27,344 5,390 26,104 4,051 n.s.”; p<0,05¢
Vitamina D (mg) 0,007 0,007 0,006 0,007 0,009 0,017 n.s.’
Ca (mg) 1077,318 471,995 1240,269 559,722 1194,826 493,896 n.s.’
P (mg) 1462 528 1522 669 1566 610 n.s.’

No existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (normal, osteopenia y osteoporosis).

®No existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (normal-osteopenia y osteopenia-osteoporosis).
“Comparacién entre grupo normal y osteoporosis.

SD, standar deviation; Sig, significacidn estadistica; IMC, indice de masa corporal; Ca, Calcio; P, Fésforo.

11.2. Distribucion de genotipos frecuentes del gen del VDR (Bsml y

Apal) en la muestra de estudio

En cuanto al genotipo Bsml en la muestra de estudio se han observado
un 41.4% (n=87) de genotipos bb, 45.2% (n=95) de genotipos Bby 13.3% (n=28)
de genotipos BB. La distribucién de genotipos Apal fue de 25.7% (n=54) aa,
45.7% (n=96) Aa y 28.6% (n=60) AA. La distribucidon de ambos genotipos en la

muestra de estudio conforme al diagndstico de osteopenia/osteoporosis segin
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la OMS se muestra en la Tabla 19. No se han observado diferencias
significativas en la distribucién de los genotipos conforme al diagndstico OMS
(P=0.114 para Bsml y P=0.416 para Apal). La prevalencia del genotipo
combinado Bsml/Apal se muestra en la Tabla 20, no se han observado

diferencias significativas (P>0.05) en la distribucidn de los mismos.

Tabla 19: Distribucion de genotipos Bsm/ y Apal del gen del VDR en funciéon del diagndstico de la
Organizacion Mundial de la Salud.

NORMAL OSTEOPENIA OSTEOPOROSIS
(n=30) (n=30) (n=150)

Recuento % Recuento % Recuento %
Genotipo  bb 8 26,7 12 40 67 44,7
Bsml g 19 63,3 11 36,7 65 43,3

8B 3 10 7 23,3 18 12
Genotipo aa 7 23,3 12 40 35 23,3
Apal  pq 14 46,7 12 40 70 46,7

AA 9 30 6 20 45 30

AA, ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Aa, heterocigéticos; aa, presencia de la enzima de
restriccion Apal en ambos alelos; BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; Bb, heterocigédticos;
bb, presencia de la enzima de restriccidn Bsml en ambos alelos.

Las frecuencias alélicas correspondientes al genotipo Bsml son del
64.05% para el alelo b y del 35.95% para el alelo B. La distribucion de los
genotipos correspondientes se encuentra en equilibro de Hardy-Weinberg
(P=0.79). Respecto del genotipo Apal, las frecuencias alélicas para los alelos a y
A son respectivamente 48.57% y 51.43% con una P=0.21 compatible con un

equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabla 20: Prevalencia de genotipos combinados de los polimorfismos Bsm/y Apal del VDR.

Recuento %
Genotipo Combinado bbaa 24 11,4
bbAa 40 19
bbAA 23 11
Bbaa 23 11
BbAa 46 21,9
BbAA 26 12,4
BBaa 7 3,3
BBAa 10 4,8
BBAA 11 5,2

bbaa, presencia de las enzimas de restriccion Bsm/ y Apal en ambos alelos; bbAa, presencia de la enzima de restriccion
Bsml en ambos alelos heterocigético para la enzima de restriccion Apal; bbAA, presencia de la enzima de restriccion
Bsml y ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Bbaa, heterocigdtico para la enzima de restriccién
Bsml y presencia de la enzima de restriccién Apal; BbAa, heterocigdtico para las enzimas de restriccion Bsml y Apal;
BbAA, heterocigético para la enzima de restriccion Bsm/ y ausencia de la enzima de restriccion Apal; BBaa, ausencia de
la enzima de restriccion Bsml y presencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; BBAa, ausencia de la enzima
de restriccion Bsm/ en ambos alelos heterocigético para la enzima de restriccién Apal; BBAA, ausencia de las enzimas de
restriccion Bsml 'y Apal en ambos alelos.

11.3. Factores bioldgicos, antropométricos y densidad mineral 6sea:

distribucion segun el genotipo

La distribucidn de la edad, peso, talla, IMC, edad de menarquia, afios
desde la menopausia, nUmero de embarazos y numero de hijos en funcién del
genotipo Bsml se muestra en la Tabla 21. No se han observado diferencias
significativas en la distribucidon (P>0.05) en ninguno de los casos. Igualmente,
en la Tabla 22 se muestra la distribucidn de los factores anteriores en funcién
del genotipo Apal, no encontrandose diferencias significativas en la misma en

ninguno de los casos (P>0.05).
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Tabla 21: Distribucion de factores antropométricos y bioldgicos en funcion de los genotipos del

polimorfismo Bsm/ del VDR.

Edad (afios)

Edad Menarquia
Aiios de Menopausia
N2 Embarazos

N2 Hijos

Peso (Kg)

Talla (m)

IMC (kg/m?)

Genotipo Bsml

bb (n=87) Bb (n=95) BB (n=28)

Media SD Media SD Media SD Sig.
60 8 60 8 61 9 n.s.
13,034 1,442 12,789 1,458 12,786 1,475 n.s.
12,8 8,1 12,6 9,1 15,7 9,5 n.s.
3 2 3 2 3 2 n.s.

3 2 2 1 3 1 n.s.
61,9 10,0 64,0 9,9 62,1 10,4 n.s.
1,541 0,053 1,539 0,058 1,532 0,060 n.s.
26,069 4,021 27,104 4,500 26,498 4,418 n.s.

BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsml en ambos alelos; Bb, heterocigéticos; bb, presencia de la enzima de
restriccion Bsm/ en ambos alelos; SD, standar deviation; Sig., significaciéon estadistica; n.s., no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos del polimorfismo Bsm/ del VDR; IMC, indice de masa

corporal.

Tabla 22: Distribucién de factores antropométricos y bioldgicos en funcidon de los genotipos del

polimorfismo Apal del VDR.

Edad (afios)

Edad Menarquia
Afios de Menopausia
N2 Embarazos

N2 Hijos

Peso (Kg)

Talla (m)

IMC (kg/m?)

Genotipo Apal

aa (n=54) Aa (n=96) AA (n=60)

Media SD Media SD Media SD Sig.
60 8 61 8 60 8 n.s.
12,963 1,387 12,938 1,520 12,750 1,410 n.s.
12,3 9,4 13,7 8,2 12,9 9,2 n.s.
2 1 3 2 3 2 n.s.

2 1 3 2 2 2 n.s.
64,4 10,3 62,7 10,1 61,8 9,7 n.s.
1,541 0,063 1,542 0,053 1,531 0,053 n.s.
27,127 4,050 26,428 4,515 26,382 4,205 n.s.

AA, ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Aa, heterocigéticos; aa, presencia de la enzima de
restriccion Apal en ambos alelos; SD, standar deviation; Sig., significacidon estadistica; n.s., no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos del polimorfismo Apal del VDR; IMC, indice de masa

corporal.
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En cuanto a la DMO, no existen diferencias significativas en la
distribucién de la misma en funcidon tanto del genotipo Bsm/ como del genotipo

Apal (P>0.05) (Tabla 23 y Tabla 24).

Las participantes fueron clasificadas segun el criterio diagndstico de
osteopenia/osteoporosis de la OMS y posteriormente seglin su genotipo Bsml/
o Apal. En cuanto al genotipo Bsml/, no se observaron diferencias en las
mujeres clasificadas como normales (T-score >-1) u osteoporadticas (T-score <-
2.5) (P>0.05 para todas las areas corporales estudiadas). En el grupo de
mujeres osteopénicas (T-score <-1 y >-2.5) se encontraron diferencias
significativas entre los genotipos Bb y bb a nivel de L2 (P<0.05). Las mujeres
osteopénicas con genotipo bb tuvieron en esa regiéon corporal
significativamente una DMO mayor (0.825+0.039 g/cm?) que las mujeres con

genotipo Bb (0.777+0.48 g/cm?) (P<0.05) (Tabla 25).
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Tabla 23: Distribucion de los valores DMO en funcién de los genotipos del polimorfismo Bsm/ del VDR.

Genotipo Bsml/

bb (n=87) Bb (n=95) BB (n=28)
Media SD Media SD Media SD Sig.
DMO Cuello Femoral (g/cmz) 0,724 0,111 0,746 0,129 0,739 0,093 n.s.
DMO Trocanter (g/cmz) 0,571 0,094 0,586 0,122 0,580 0,090 n.s.
DMO Tri Ward (g/cmz) 0,509 0,101 0,525 0,129 0,523 0,087 n.s.
DMO L2 (g/cmz) 0,790 0,138 0,819 0,178 0,781 0,131 n.s.
DMO L3 (g/cmz) 0,791 0,136 0,831 0,197 0,786 0,131 n.s.
DMO L4 (g/cm?) 0,765 0,125 0,796 0,192 0,760 0,130 n.s.
DMO L2-14 (g/cm?) 0,783 0,126 0,815 0,187 0,775 0,125 n.s.

BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsml en ambos alelos; Bb, heterocigéticos; bb, presencia de la enzima de
restriccion Bsm/ en ambos alelos; SD, standar deviation; Sig., significacion estadistica; n.s., no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos del polimorfismo Bsm/ del VDR; DMO, densidad mineral
dsea; Tri Ward, tridngulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar.

Tabla 24: Distribucion de los valores DMO en funcidn de los genotipos del polimorfismo Apal del VDR.

Genotipo Apal

aa (n=54) Aa (n=96) AA (n=60)
Media SD Media SD Media SD Sig.
DMO Cuello Femoral (g/cmz) 0,724 0,111 0,739 0,125 0,744 0,114 n.s.
DMO Trocanter (g/cmz) 0,584 0,112 0,574 0,108 0,585 0,104 n.s.
DMO Tri Ward (g/cmz) 0,508 0,106 0,518 0,116 0,529 0,117 n.s.
DMO L2 (g/cm?) 0,808 0,133 0,794 0,162 0,812 0,171 n.s.
DMO L3 (g/cm?) 0,807 0,149 0,802 0,171 0,821 0,178 n.s.
DMO L4 (g/cm?) 0,785 0,150 0,773 0,168 0,783 0,157 n.s.
DMO L2-L4 (g/cm?) 0,802 0,136 0,789 0,163 0,804 0,166 n.s.

AA, ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Aa, heterocigéticos; aa, presencia de la enzima de
restriccion Apal en ambos alelos; SD, standar deviation; Sig., significacidon estadistica; n.s., no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos del polimorfismo Apal del VDR; DMO, densidad mineral
dsea; Tri Ward, tridngulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar.
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Tabla 25: Distribucidon de valores DMO por areas corporales en funcién del polimorfismo Bsm/ del VDR y el diagndstico de la Organizacion

Mundial de la Salud.

NORMAL

OSTEOPENIA

OSTEOPOROSIS

Genotipo Bsml/

Genotipo Bsml

Genotipo Bsml

bb (n=8) Bb (n=19) BB (n=3) bb (n=12) Bb (n=11) BB (n=7) bb (n=67) Bb (n=65) BB (n=18)
Media (SD) Media (SD) Media(SD) Media(SD) Media(SD) Media(SD) Media(SD) Media(SD) Media (SD) Sig.
Cuello Femoral 0,929 0,910 0,864 0,739 0,763 0,739 0,697 0,696 0,717 n.s.’
DMO (g/cm’) (0,090) (0,099) (0,006) (0,071) (0,058) (0,070) (0,093) (0,103) (0,094)
Trocanter 0,766 ,735 0,663 0,555 0,585 0,603 0,550 0,543 0,557 n.s.’
DMO (g/cm’) (0,111) (0,073) (0,089) (0,033) (0,121) (0,069) (0,071) (0,098) (0,091)
Tri Ward 0,712 0,676 0,639 0,513 0,540 0,540 0,484 0,479 0,497 n.s.’
DMO (g/cm?) (0,093) (0,109) (0,060) (0,055) (0,104) (0,053) (0,079) (0,102) (0,086)
Col. - L2 1,147 1,125 1,060 0,825 0,777 0,818 0,741 0,737 0,720 :.m._uh
DMO (g/cm’) (0,114) (0,086) (0,045) (0,039) (0,048) (0,041) (0,072) (0,096) (0,092) p<0,05°
Col.- L3 1,138 1,169 1,105 0,781 0,806 0,805 0,751 0,736 0,726 n.s.’
DMO (g/cm?) (0,109) (0,140) (0,079) (0,123) (0,083) (0,023) (0,064) (0,087) (0,069)
Col.- L4 1,099 1,132 1,055 0,803 0,800 0,810 0,719 0,698 0,691 n.s.’
DMO (g/cm?) (0,094) (0,097) (0,090) (0,020) (0,067) (0,016) (0,060) (0,086) (0,066)
Col. - L2-L4 1,127 1,146 1,074 0,813 0,791 0,810 0,736 0,722 0,711 n.s.
DMO (g/cm’) (0,097) (0,099) (0,026) (0,012) (0,057) (0,011) (0,054) (0,081) (0,064)

*No existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (normal, osteopenia y osteoporosis) y ninguno de los genotipos del polimorfismo Bsm/ del

VDR.

®No existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (normal y osteoporosis) y ninguno de los genotipos del polimorfismo Bsm/ del VDR.
‘Comparacién en el grupo de osteopenia de los genotipos bb y Bb del polimorfismo Bsm/ del VDR.
BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; Bb, heterocigéticos; bb, presencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; SD, standar
deviation; Sig, significacion estadistica; DMO, densidad mineral ésea; Tri Ward, triangulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar.
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En cuanto al genotipo Apal, una vez clasificadas las participantes en
funcidén del criterio OMS, no se observaron diferencias significativas en ninguna
de las regiones corporales estudiadas en la DMO de las mujeres normales y las
osteopordéticas (P>0.05 en todos los casos) (Tabla 26). Sin embargo, en el grupo
de mujeres osteopénicas, se han observado diferencias significativas en la
DMO en el CF (Cuello Femoral) entre los genotipos aa y AA y en a nivel del TW
entre los genotipos aa y AA y AA con Aa (P<0.05 en todos los casos). En todos
los casos las mujeres con genotipo AA presentaron una DMO
significativamente mayor. En el cuello femoral el genotipo AA presentd una
DMO media de 0.791+0.51 g/cm? frente a 0.714+0.063 g/cm’ del genotipo aa
(P<0.05). Similarmente la DMO en el TW del genotipo AA (0.609+0.105 g/cm?)
fue significativamente mayor a la observada en los genotipos aa (0.498+0.056

g/cm?) y Aa (0.520+0.046 g/cm?) (P<0.05 en todos los casos) (Tabla 26).

En la distribucion de los T-scores por dreas corporales, no se
observaron diferencias en la misma dentro del genotipo Bsml/ (Tabla 27)
(P>0.05 en todos los casos), ni dentro del genotipo Apal (Tabla 28) (P>0.05 en

todos los casos).

Al ajustar los resultados por edad, tampoco se han observado
diferencias en la distribucién de los Z-scores entre los diferentes genotipos, no
encontrandose por tanto variaciones en el genotipo Bsml (Tabla 29) (P>0.05 en

todos los casos) ni en el genotipo Apal (Tabla 30) (P>0.05 en todos los casos).

FJ. Rodriguez Velasco
-200 -



Tesis Doctoral
XI. RESULTADOS

Tabla 27: Distribucion de los valores T-score en funcidn de los genotipos del polimorfismo Bsm/ del VDR.

T-score

T-score - Cuello Femoral
T-score - Trocanter
T-score - Tri Ward
T-score - L2

T-score - L3

T-score - L4

T-score - L2-L4

Genotipo Bsml

bb (n=87) Bb (n=95) BB (n=28)
Media SD Media SD Media SD Sig.
-1,46 0,95 -1,65 1,22 -1,73 1,15 n.s.
-1,068 1,037 -0,845 1,192 -0,932 0,865 n.s.
-0,168 0,985 -0,031 1,243 -0,069 0,943 n.s.
0,143 0,930 0,263 1,155 0,270 0,803 n.s.
-1,948 1,238 -1,681 1,592 -2,052 1,142 n.s.
-2,120 1,279 -1,891 1,781 -2,268 1,180 n.s.
-2,564 1,158 -2,261 1,774 -2,617 1,199 n.s.
-2,506 1,219 -2,247 1,789 -2,599 1,173 n.s.

BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsml en ambos alelos; Bb, heterocigéticos; bb, presencia de la enzima de
restriccion Bsml en ambos alelos; SD, standar deviation; n.s., no existen diferencias estadisticamente significativas entre
los diferentes genotipos del polimorfismo Bsm/ del VDR; Tri Ward, tridangulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes

niveles de la Columna Lumbar.

Tabla 28: Distribucion de los valores T-score en funcidn de los genotipos del polimorfismo Apal del VDR.

T-score

T-score - Cuello Femoral
T-score - Trocanter
T-score - Tri Ward
T-score - L2

T-score - L3

T-score - L4

T-score - L2-L4

Genotipo Apal

aa (n=54) Aa (n=96) AA (n=60)
Media SD Media SD Media SD Sig.
-1,50 0,93 -1,67 1,12 -1,52 1,23 n.s.
-1,065 1,024 -0,930 1,149 -0,876 1,060 n.s.
-0,029 1,158 -0,138 1,121 -0,079 1,031 n.s.
0,129 0,971 0,225 1,061 0,274 1,013 n.s.
-1,793 1,184 -1,914 1,446 -1,768 1,518 n.s.
-2,006 1,247 -2,142 1,544 -1,895 1,693 n.s.
-2,390 1,386 -2,480 1,552 -2,405 1,446 n.s.
-2,285 1,288 -2,496 1,563 -2,353 1,588 n.s.

AA, ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Aa, heterocigéticos; aa, presencia de la enzima de
restriccion Apal en ambos alelos; SD, standar deviation; n.s., no existen diferencias estadisticamente significativas entre
los diferentes genotipos del polimorfismo Apal del VDR; Tri Ward, tridangulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes

niveles de la Columna Lumbar.
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Tabla 29: Distribucién de los valores Z-score (ajustados por edad) en funcidon de los genotipos del
polimorfismo Bsm/ del VDR.

Genotipo Bsml

bb (n=87) Bb (n=95) BB (n=28)
Media SD Media SD Media SD Sig.
Z-score 0,20 0,88 0,06 1,13 -0,05 0,97 n.s.
Z-score - Cuello Femoral 0,102 1,058 0,350 1,326 0,297 0,837 n.s.
Z-score - Trocanter -0,037 0,977 0,102 1,258 0,120 0,950 n.s.
Z-score - Tri Ward 0,321 0,902 0,444 1,171 0,504 0,734 n.s.
Z-score - L2 -0,480 1,034 -0,217 1,409 -0,418 0,909 n.s.
Z-score - L3 -0,705 0,926 -0,452 1,558 -0,704 0,906 n.s.
Z-score - L4 -1,110 0,880 -0,858 1,401 -1,100 0,899 n.s.
Z-score - L2-L4 -0,809 0,952 -0,542 1,502 -0,705 0,955 n.s.

BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; Bb, heterocigéticos; bb, presencia de la enzima de
restriccion Bsml en ambos alelos; SD, standar deviation; n.s., no existen diferencias estadisticamente significativas entre
los diferentes genotipos del polimorfismo Bsm/ del VDR; Tri Ward, tridangulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes
niveles de la Columna Lumbar.

Tabla 30: Distribucién de los valores Z-score (ajustados por edad) en funcidon de los genotipos del
polimorfismo Apal del VDR.

Genotipo Apal

aa (n=54) Aa (n=96) AA (n=60)
Media SD Media SD Media SD Sig.
Z-score 0,17 0,99 0,09 1,02 0,07 1,04 n.s.
Z-score - Cuello Femoral 0,110 1,036 0,290 1,267 0,278 1,110 n.s.
Z-score - Trocanter 0,119 1,124 0,011 1,147 0,039 1,043 n.s.
Z-score - Tri Ward 0,310 0,915 0,432 1,077 0,435 1,002 n.s.
Z-score - L2 -0,290 0,940 -0,391 1,273 -0,347 1,322 n.s.
Z-score - L3 -0,561 0,985 -0,609 1,290 -0,586 1,412 n.s.
Z-score - L4 -0,970 1,023 -1,011 1,221 -0,991 1,158 n.s.
Z-score - L2-14 -0,640 0,979 -0,712 1,300 -0,642 1,343 n.s.

AA, ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Aa, heterocigdticos; aa, presencia de la enzima de
restriccion Apal en ambos alelos; SD, standar deviation; n.s., no existen diferencias estadisticamente significativas entre
los diferentes genotipos del polimorfismo Apal del VDR; Tri Ward, tridngulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes
niveles de la Columna Lumbar.
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Al analizar el genotipo combinado Bsmi/Apal no se han observado
diferencias significativas en los T-scores en las diferentes areas corporales

estudiadas (Tabla 31), ni después de ajustar por edad (Tabla 32).

Tabla 31: Distribucién de los valores T-score en funcion de los genotipos combinados de los polimorfismos
Bsmly Apal del VDR.

GENOTIPO COMBINADO

bbaa bbAa bbAA Bbaa BbAa BbAA BBaa BBAa BBAA

Media Media Media Media Media Media Media Media Media

(D)  (SD)  (SD) (D)  (SD) _ (SD) _ (SD) (D) _ (sp)

T-score-Cuello -1,138 -0,990 -1,129 -0,945 -0,888 -0,681 -1,206 -0,879 -0,805 n.s.
Femoral (1,041) (1,151) (0,837) (1,043) (1,214) (1,301) (1,011) (0,901) (0,777)
T-score - Trocanter  -0,033  -0,159  -0,325 0,062 -0,118 0,040 -0,310 -0,146 0,154 ns.
(1,116) (1,090) (0,583) (1,281) (1,200) (1,321) (0,969) (0,948) (0,962)

T-score- Triward 0,138 0,223 0,008 0,091 0,223 0485 0,224 0,238 0329 n.s.
(1,047) (1,014) (0,619) (0,923) (1,168) (1,315) (0,991) (0,776) (0,778)

T-score-12 -1,786 -1,971 -2,078 -1,660 -1,848 -1,405 -2,254 -1,994 -1975 ns.
(1,257) (1,430) (0,818) (1,210) (1,486) (2,035) (0,804) (1,466) (1,078)

T-score-13  -2,060 -2,168 -2,092 -1,801 -2,105 -1,593 -2,467 -2,206 -2,197 ns.
(1,126) (1,396) (1,269) (1,480) (1,698) (2,150) (0,653) (1,518) (1,181)

T-score-l4 -2,588 -2,463 -2,716 -1,981 -2,494 -2,107 -3,054 -2,481 -2,462 ns.
(1,255) (1,267) (0,838) (1,558) (1,773) (1,961) (0,839) (1,688) (0,848)

T-score-12-14 -2,304 -2,517 -2,696 -2,107 -2,471 -1,973 -2,804 -2,530 -2,532 n.s.
(1,236) (1,410) (0,779) (1,471) (1,706) (2,170) (0,643) (1,612) (1,045)

bbaa, presencia de las enzimas de restriccién Bsml y Apal en ambos alelos; bbAa, presencia de la enzima de restriccion
Bsml en ambos alelos heterocigético para la enzima de restriccion Apal; bbAA, presencia de la enzima de restriccion
Bsml y ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Bbaa, heterocigético para la enzima de restriccion
Bsml y presencia de la enzima de restriccion Apal; BbAa, heterocigdtico para las enzimas de restriccion Bsml y Apal;
BbAA, heterocigético para la enzima de restriccion Bsm/ y ausencia de la enzima de restriccion Apal; BBaa, ausencia de
la enzima de restriccion Bsml y presencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; BBAa, ausencia de la enzima
de restriccion Bsml en ambos alelos heterocigético para la enzima de restriccién Apal; BBAA, ausencia de las enzimas de
restriccion Bsml y Apal en ambos alelos; SD, standar deviation; Sig., significacion estadistica; n.s., no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos del polimorfismo Apal del VDR; Tri Ward, tridngulo de
Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar.
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Tabla 32: Distribucidn de los valores Z-score (ajustadas por edad) en funcidn de los genotipos combinados
de los polimorfismos Bsmly Apal del VDR.

GENOTIPO COMBINADO

bbaa bbAa bbAA Bbaa BbAa BbAA BBaa BBAa BBAA

Media Media Media Media Media Media Media Media Media
(SD) (sb) (sb) (SD) (SD) (sb) (sb) (SD) (SD)

Z-score 0,21 0,24 0,13 0,04 0,04 0,12 0,46 -0,34 -0,18 n.s.
(0,74) (0,86) (1,04) (1,26) (1,09) (1,14) (0,73) (1,26) (0,79)

Z-score - Cuello  -0,005 0,242 -0,030 0,203 0,354 0,472 0,200 0,186 0,459 n.s.
Femoral (1,036) (1,183) (0,842) (1,075) (1,424) (1,381) (1,017) (0,836) (0,771)

Z-score - Trocanter 0,086 0,006 -0,239 0,193 0,018 0,168 -0,013 -0,002 0,316 n.s.
(1,064) (1,099) (0,589) (1,271) (1,238) (1,323) (0,921) (0,993) (0,986)

Z-score - TriWard 0,301 0,451 0,118 0,247 0,416 0,668 0,549 0,431 0,543 n.s.
(0,972) (1,007) (0,567) (0,856) (1,215) (1,330) (1,004) (0,695) (0,638)

Z-score-L2 -0,373 -0,415 -0,702 -0,248 -0,323 -0,004 -0,144 -0,612 -0,416 n.s.
(0,918) (1,196) (0,832) (1,059) (1,360) (1,756) (0,632) (1,259) (0,688)

Z-score-L3 -0,676 -0,608 -0,904 -0,407 -0,566 -0,290 -0,671 -0,814  -0,624 n.s.
(0,763) (1,108) (0,716) (1,282) (1,454) (1,954) (0,403) (1,277) (0,793)

Z-score -4 -1,157 -0,982 -1,282 -0,680 -1,011 -0,744  -1,277 -1,123 -0,966 n.s.
(0,874) (0,947) (0,760) (1,224) (1,411) (1,549) (0,500) (1,375) (0,534)

Z-score - L2-L4  -0,737 -0,724  -1,030 -0,473 -0,691 -0,338  -0,869 -0,759 -0,551 n.s.
(0,810) (1,113) (0,763) (1,225) (1,461) (1,799) (0,438) (1,339) (0,827)

bbaa, presencia de las enzimas de restriccion Bsml y Apal en ambos alelos; bbAa, presencia de la enzima de restriccion
Bsml en ambos alelos heterocigético para la enzima de restriccion Apal; bbAA, presencia de la enzima de restriccion
Bsml y ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Bbaa, heterocigdtico para la enzima de restriccion
Bsml y presencia de la enzima de restriccion Apal; BbAa, heterocigdtico para las enzimas de restriccion Bsml 'y Apal;
BbAA, heterocigético para la enzima de restriccion Bsm/ y ausencia de la enzima de restriccion Apal; BBaa, ausencia de
la enzima de restriccion Bsml y presencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; BBAa, ausencia de la enzima
de restriccion Bsm/ en ambos alelos heterocigético para la enzima de restriccién Apal; BBAA, ausencia de las enzimas de
restriccion Bsml y Apal en ambos alelos; SD, standar deviation; Sig., significacion estadistica; n.s., no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos del polimorfismo Apal del VDR; Tri Ward, tridngulo de
Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar.

11.4. Relacion entre la ingesta diaria de calcio y vitamina D, genotipo

VDR y densidad mineral ésea

Las participantes fueron clasificadas en funcidn de la ingesta diaria de
calcio conforme a las recomendaciones para la poblacidn espafiola adulta. Asi,
se establecieron tres grupos diferenciados, mujeres con una ingesta diaria

inferior a 800 mg de calcio (n=37), ingesta conforme a las recomendaciones
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(800-1200 mg/dia de calcio) (n=57) y mujeres con un consumo de calcio
superior a 1200 mg/dia (n=80). No se pudieron recuperar datos de ingesta
correspondientes de 36 participantes en el estudio. Respecto del total de
mujeres de las que se disponen los datos dietéticos (n=174) mayoritariamente
se observa un consumo adecuado de calcio con un 78% de las mujeres
consumiendo por encima de los 800 mg/dia y un 46% superando los 1200

mg/dia.

En este contexto, y tras analizar los datos en funcién de la distribucién
del genotipo Bsml, no se han observado diferencias en la distribucién de los T-
scores en las distintas dreas corporales (Tabla 33) (P>0.05 en todos los casos).
Por el contrario, al analizar la distribucién de los genotipos Apal en funcion del
consumo calcio, se han observado diferencias significativas en los grupos que
consumen mas de 800 mg/dia. En el grupo de consumo >1200 mg/dia existen
diferencias en el T-score medio del TR (Trocanter) entre el genotipo aa y el Aa
(ambos >-1) (P<0.05) y en L4 con un T-score medio para el genotipo aa <-1vy
para el genotipo Aa (<-2.5) (P<0.05). En el grupo con una ingesta entre 800-
1200 mg/dia se mantienen las diferencias a nivel del TR entre los genotipos aa
y Aa, siendo en este caso para el genotipo aa >-1 y para el genotipo Aa >-1

(P<0.05) (Tabla 34).
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Tabla 33: Distribucion de los valores T-score por areas corporales en funcién de los genotipos del polimorfismo Bsml del VDR y la ingesta de calcio

diarias.

GENOTIPOS SEGUN INGESTA DE CALCIO DIARIA

Sin datos de ingesta de Ingesta de calcio baja Ingesta de calcio normal Ingesta de calcio alta
calcio diaria (0-800 mg/dia) (800-1200 mg/dia) (> 1200 mg/dia)
Genotipo Bsml Genotipo Bsml Genotipo Bsml Genotipo Bsml
bb Bb BB bb Bb BB bb Bb BB bb Bb BB
(n=18) (n=15) (n=3) (n=15) (n=17) (n=5) (n=25) (n=22) (n=10) (n=29) (n=41) (n=10)
Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media sig
(SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) ’
T-score - Cuello Femoral -0,874 -0,553 -0,587 -0,841 -0,503 -0,820 -0,988 -1,179 -1,240 -1,374 -0915 -0,783 n.s.
(1,108) (1,500) (1,017) (1,187) (1,360) (0,744) (0,928) (1,196) (1,003) (0,980) (0,956) (0,766)
T-score - Trocanter 0,058 0,330 0,440 0,158 0,322 0,354 -0,219 -0,368 -0,587 -0,433 -0,129 0,084 n.s.
(0,872) (1,731) (0,249) (1,412) (1,313) (0,839) (0,634) (1,212) (1,037) (1,007) (0,972) (0,869)
T-score - TriWard 0,144 0,477 0,561 0,475 0,554 0,356 0,206 0,012 -0,123 -0,085 0,199 0,534 n.s.
(0,908) (1,647) (0,946) (1,141) (1,174) (0,579) (0,843) (1,104) (0,783) (0,884) (0,949) (0,833)
T-score-L2 -1,818 -1,107 -2,523 -1,859 -1,113 -2,072  -1,723 -2,048  -2,479 -2,270 -1,930 -1,473 n.s.
(1,180) (2,056) (0,424) (1,575) (2,162) (0,606) (1,432) (1,341) (1,182) (0,835) (1,125) (1,290)
T-score-13 -1,979 -1,097 -2,883 -2,110 -1,235 -2,400 -1,804 -2,279 -2,585 -2,487 -2,247 -1,700 n.s.
(1,099) (2,212) (0,214) (1,643) (2,489) (0,455) (1,551) (1,624) (1,068) (0,799) (1,116) (1,526)
T-score-L4 -2,450 -1,517 -3,313 -2,382 -1,758 -2,438 -2,479 -2,716 -2,818 -2,803 -2,505 -2,296 n.s.
(1,017) (2,012) (0,293) (1,469) (2,376) (0,648) (1,248) (1,566) (1,516) (0,991) (1,384) (1,213)
T-score-L2-14 -2,403 -1,461  -3,267 -2,426 -1,646 -2,614 -2,222 -2,668 -2,872 -2,854  -2,557 -2,119 n.s.
(1,123) (2,229) (0,275) (1,605) (2,459) (0,530) (1,340) (1,560) (1,256) (0,874) (1,229) (1,387)

BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; Bb, heterocigéticos; bb, presencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; SD, standar deviation;
Sig., significacion estadistica; n.s., no existen diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos del polimorfismo Bsm/ del VDR; Tri Ward, triangulo

de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar.
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Tras ajustar los resultados por edad, sigue sin observarse diferencias en
funcién del consumo de calcio entre las mujeres con genotipo Bsm/ (Tabla 35)
(P>0.05 en todos los casos). Por el contrario, siguen existiendo diferencias en
funcién del consumo de calcio y en base al genotipo Apal entre las mujeres
estudiadas (Tabla 36). En el grupo con un consumo >1200 mg/dia de calcio se
observan diferencias entre los genotipos aa y Aa en el Z-score medio del TRy
L4 (P<0.05), diferencias que no se mantienen en el grupo con consumo dentro

de los rangos recomendados de 800-1200 mg/dia (P>0.05) (Tabla 36).

El andlisis de la DMO en las diferentes areas corporales, en funcidn del
genotipo y el consumo de calcio, no reveld diferencias en cuanto al genotipo
Bsml (Tabla 37) (P>0.05 en todos los casos). Si se observaron diferencias
significativas en la DMO a nivel del TR tanto en el grupo >1200 mg/dia como en
el grupo 800-1200 mg/dia (Tabla 38) entre los genotipos aa y Aa en el primer
(0.618+0.106 g/cm® vs 0.531+0.082 g/cm’ P<0.05) y segundo caso
(0.514+0.073 g/cm? vs 0.591+0.091 g/cm?’ P<0.05), como entre los genotipos
AA y Aa en aquellas mujeres con un consumo de calcio superior a 1200 mg/dia

(0.594+0.094 g/cm? vs 0.531+0.082 g/cm?; P<0.05) (Tabla 38).

FJ. Rodriguez Velasco
-208 -



Tesis Doctoral
XI. RESULTADOS

"JeqUINT BUWN|OD B] 3P SI|IAIU SAIUBIP ‘v1-21 A #1
‘€1 ‘21 ‘piep 3p ojnSuely ‘piepn UL ‘YA |9p jwisg owsipiowljod |3p sodi30udd S31UBIHP SO| 343U SEAIFEIIUSIS DIUSWED(ISIPLISS SEIDUDIHIP UDISIXD OU ““S°U BOI1SIpeISd
uopedlIusis “8IS {Sojaje SoqWIe U jwisg UQIDLIIS 9P BWIZUD B| 9p elduasald ‘gq ‘Soo11081004918Y ‘Gg ‘SO|9|e SOQUIB Ud JUisg UQIDIIIISA] 9P BWIZUD B[ 9p ePUasNe ‘gg

's'u T/p'0- LT8°0- vL6'0-  66L°0-  GL8'0-  T99'0-  099°0- SL0'0-  T8L0-  €VTT-  O0LI'0  €8L'0- ¥1-T1-?9403s-Z

'S’ 9T0‘T-  S80'T-  0STT-  TLTT-  T6TT-  €T0T-  8¥80-  T8Y0-  SE0T-  09ST-  SLT'0-  080°T-  v1-29403s-Z

'S’ 0Tv'0-  LvL'0-  £88°0- 068°0- LE€8'0- 9¥S'0-  ¥S9'0- 1600 S89°0-  EPVIT-  SOE'0D  0S9°0-  €1-9403s-Z

'S'u 00C'0- 8SY'0-  889°0- 999°0- vTS'0- 89T0-  VEE'D-  9SC0  6VPO-  €6L°0- €SE'D €9¥'0-  T1-9403s-Z

's'uU 999°0 98¢0 6¢T0 8610 0910 6TY0 86%°0 veL'o 119°0 L660 ¥0L‘0 ¥ST'0  piem 1L - 3102s-7

'S'uU 8LT0 ¥00'0  0LT'0- 8EE0- S¥T'0- 890'0-  T¥SO 9tv’0 957’0 €S20 98%0 8€ET'0  J2upd04] - 3102S-7

'S'U 7Sz’ 092’0 08T'0- 9900 STO'0-  TETO 8950 STL'0 T1€0 €920 S0L0 707’0  |eJowa4 of|an) - 3403s-Z

‘SIS EIPSIN  BIPSIN  BIPSIN BIPSIN BIPSINL  BIPSINL BIPSINL BIPSIN BIPAIN BIPAIN BIPANL BIPAA

(ot=u) (Tv=u) (6z=u) (01=u) (zz=u) (Sz=u) (s=u)  (T=u) (ST=u) (g=u)  (ST=u) (8T=v)

2] q4q qq a9 qg qq a9 q4q qq a9 qg qq
Jusg odijouan Juisg odinouanp Jusg odijouan Juisg odinouan
(elp/3w 002T <) (elp/3w 00ZT-008) (elp/8w 008-0) elielp opjed

e}je o1d|ed ap eisasu| |Jew.ou ojdjed ap eysasu| efeq o1d|ed ap eiysasu| 9p e1sasul ap sojep uis

VIdVIa 0131V 3a V1SIONI NND3S SOdILONID

‘selielp
oojed ap eisadul e] A Yaa |9p jwisg owsiyowijod [9p sodijousd so| ap ugluNny ud sajesodsod seale Jod 3103S-7 SRIO[BA SO| BP UOIdNGLISI] :SE ejqel

FJ. Rodriguez Velasco

-209 -



Tesis Doctoral

XI. RESULTADOS

Tabla 36: Distribucidn de los valores Z-score por dreas corporales en funcién de los genotipos del polimorfismo Apal del VDR y la ingesta de calcio

diarias.
GENOTIPOS SEGUN INGESTA DE CALCIO DIARIA
Sin datos de ingesta de Ingesta de calcio baja Ingesta de calcio normal Ingesta de calcio alta
calcio diaria (0-800 mg/dia) (800-1200 mg/dia) (> 1200 mg/dia)
Genotipo Apal Genotipo Apal Genotipo Apal Genotipo Apal
aa Aa AA aa Aa AA aa Aa AA aa Aa AA
(n=11) (n=13) (n=12) (n=8) (n=17) (n=12) (n=14) (n=27) (n=16) (n=21) (n=39) (n=20)
Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Sig.
Z-score - Cuello Femoral 0,060 0,592 0,679 0,505 0,669 0,368 -0,226 0,346 -0,002 0,210 -0,014 0,206 n.s.?
Z-score - Trocanter 0,145 0,295 0,550 0,499 0,470 0,180 -0,625 0,192 -0,432 0,456 -0,410 0,026 | p<0,05°
Z-score- TriWard 0,233 0,522 0,731 0,515 0,798 0,523 -0,064 0,500 0,212 0,522 0,196 0,382 n.s.
Z-score-12  -0,260  -0,204 0,008 0,310 -0,198  -0,264  -0,548  -0,227 -0,630  -0,363 -0,652 -0,384 n.s.
Z-score-13  -0,348  -0,435 -0,089 0,256 -0,374  -0,643 -1,084  -0,390  -0,953 -0,635  -0,922 -0,558 n.s.
Z-score-14 -0,913  -0,638 -0,701  -0,341  -0,729  -1,069 -1,634  -0,843  -1,102 | -0,796  -1,374  -1,030 | p<0,05°
Z-score-L2-14  -0,561 -0,478  -0,241 0,065 -0,476  -0,726 -1,216  -0,517 -0,798  -0,562  -1,027 -0,709 n.s.

®No existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (sin datos de ingesta de calcio, ingesta de calcio baja, ingesta de calcio normal e ingesta de calcio

alta) y ninguno de los genotipos del polimorfismo Apal del VDR.

Uno:ﬁmana: en el grupo de “ingesta de calcio alta” de los genotipos aa y Aa del polimorfismo Apal del VDR.
AA, ausencia de la enzima de restriccién Apal en ambos alelos; Aa, heterocigdticos; aa, presencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Sig., significacion
estadistica; n.s., no existen diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos del polimorfismo Apal del VDR; Tri Ward, tridngulo de Ward; L2, L3, L4

y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar.
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Tabla 38: Distribucion de los valores DMO por areas corporales en funcion de los genotipos del polimorfismo Apal del VDR y la ingesta de calcio diarias.

GENOTIPOS SEGUN INGESTA DE CALCIO DIARIA

Sin datos de ingesta de Ingesta de calcio baja Ingesta de calcio normal Ingesta de calcio alta
calcio diaria (0-800 mg/dia) (800-1200 mg/dia) (> 1200 mg/dia)
Genotipo Apal Genotipo Apal Genotipo Apal Genotipo Apal
aa Aa AA aa Aa AA aa Aa AA aa Aa AA

(n=11) (n=13) (n=12) (n=8) (n=17) (n=12) (n=14) (n=27) (n=16) (n=21) (n=39) (n=20)

Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media
(SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD)

CuelloFemoral = 0,709 0,773 0,788 0,747 0,779 0,764 0,696 0,745 0,697 0,742 0,705 0,743 n.s.?
DMO(g/em’)  (0,112)  (0,155)  (0,137)  (0,127)  (0,141)  (0,120) (0,098)  (0,121) (0,107)  (0,116)  (0,103)  (0,092)
Trocanter 0,583 0,602 0,633 0615 0621 059 | 0514 0591 0527 | 0618 0531 0594 p<0,05°,
DMO(g/em’)  (0,112)  (0,142)  (0,109)  (0,140)  (0,127)  (0,113) | (0,073) (0,091) (0,087) = (0,206) (0,082) (0,094)  p<0,05°

Triward 0491 0530 0561 0,526 0,563 0539 0470 0,525 0,488 0533 0489 0,534 n.s.?
bMo(g/em)  (0,106)  (0,153)  (0,145) (0,110)  (0,134) (0,103)  (0,099) (0,107)  (0,092)  (0,107)  (0,094)  (0,123)
Col.-12 0,797 0,824 0868 087 0820 0834 0772 081 0739 0813 0752 0,821 n.s.
DMO(g/em’)  (0,164)  (0,167)  (0,213)  (0,183)  (0,213)  (0,212)  (0,095)  (0,175)  (0,148)  (0,115)  (0,117)  (0,121)
Col.-13 0,801 0827 0866 0874 0824 0811 0739 0819 0744 0,815 0,740 0,809 n.s.?
oMo (g/em)  (0,137)  (0,175) (0,222)  (0,192)  (0,223)  (0,204)  (0,072)  (0,174) (0,135)  (0,134)  (0,105)  (0,113)
Col.-14 0826 0822 0890 091 085 080 0726 0837 0751 0814 0756 0,834 n.s.?
bMo(g/em)  (0,130)  (0,172) (0,241)  (0,214)  (0,241)  (0,220)  (0,118) (0,182)  (0,136) (0,129)  (0,114)  (0,121)
Col.-12-14 0,780 0,825 0828 0853 0820 078 069 0799 0,743 0,819  ,0717 0,786 n.s.?

DMO(g/em’)  (0,126)  (0,182)  (0,199) (0,191)  (0,223)  (0,192)  (0,075) (0,180)  (0,137)  (0,164)  (0,107)  (0,120)

*No existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (sin datos de ingesta de calcio, ingesta de calcio baja, ingesta de calcio normal e ingesta de calcio
alta) y ninguno de los genotipos del polimorfismo Apal del VDR.

cnoa_um_,mn_o: en el grupo de “ingesta de calcio normal” e “ingesta de calcio alta” de los genotipos aa y Aa intragrupo del polimorfismo Apal del VDR.

‘Comparacion en el grupo de “ingesta de calcio alta” de los genotipos Aa y AA del polimorfismo Apal del VDR.

AA, ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Aa, heterocigéticos; aa, presencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; SD, standar deviation;
Sig., significacion estadistica; n.s., no existen diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos del polimorfismo Apal del VDR; Tri Ward, tridngulo
de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar.
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El estudio del genotipo combinado Bsm//Apal en funcién del consumo
de calcio diario y la DMO, T-score y Z-score en las diferentes areas corporales
estudiadas se muestra en la Tabla 39 y Tabla 40. Se han observado diferencias
significativas entre los genotipos Bbaa y BbAa en los grupos con consumo
>1200 mg/dia de calcio en la DMO a nivel de L4, el T-scoreenel TRy L4 y el Z-
score en el TR y L4 (Tabla 40). La DMO en el genotipo Bbaa a nivel de L4 fue de
0.867+0.145 g/cm? frente a 0.682+0.108 g/cm? en el genotipo BbAa (P<0.05).
Respecto del T-score a nivel de L4 en ambos casos fue <-1 (Tabla 40; P<0.01) y
a nivel del TR en ambos casos el T-score medio fue >-1 (Tabla 40; P<0.05). Una
vez ajustados los valores por la edad de las participantes en el estudio, las
diferencias en el Z-score a nivel del TR permanecieron >-1 en ambos casos
(P<0.05), sin embargo a nivel de L4 el Z-score del genotipo Bbaa fue >-1
mientras que en el grupo BbAa el valor se situd entre <-1 y >-2.5 (Tabla 40;

P<0.05).

Conforme a las recomendaciones para la poblacién adulta espafiola, las
participantes en el estudio se clasificaron conforme a su ingesta diaria de
vitamina D en <15 pg/dia (ingesta baja) o >15 pg/dia (ingesta adecuada). De la
muestra de estudio, 154 participantes fueron clasificadas por debajo de las
recomendaciones diarias de ingesta de vitamina D (73.3% del total del estudio),
22 reportaron una ingesta adecuada de dicha vitamina (10.5%) y en un total de
34 mujeres no pudo obtenerse informacidon acerca de la ingesta de dicha
vitamina (n=34; 16.2% de la muestra). No se encontraron diferencias
significativas entre el genotipo Bsml y la DMO, T-score y Z-score en ninguna de
las dreas anatdmicas estudiadas en funcién del consumo diario de vitamina D
(Tabla 41; P>0.05). De la misma manera tampoco se observaron cambios en la
DMO, T-score y Z-score en funcion del genotipo Apal y el consumo diario de

vitamina D en las mujeres participantes de nuestro estudio (Tabla 41; P>0.05).
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Tabla 39: Distribucion de los valores DMO, T-score y Z-score por areas corporales en funcién de los genotipos combinados de los polimorfismos Bsm/ y Apal del VDR y
la ingesta de calcio diarias (l).

GENOTIPOS COMBINADOS SEGUN INGESTA DE CALCIO DIARIA (1)

Ingesta de calcio baja

Sin datos de ingesta de calcio diaria (0-800 mg/dia)

Genotipo Combinado Genotipo Combinado

bbaa bbAa bbAA Bbaa BbAa BbAA BBaa BBAa bbaa bbAa bbAA Bbaa BbAa BbAA BBaa BBAa BBAA
Media Media Media Media Media Media  Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Sig.
DMO Cuello F. 0,691 0,803 0,758 0,705 0,765 0,850 0,835 0,747 0,808 0,763 0,667 0,731 0,808 0,795 0,635 0,721 0,799 ns.’
Am\nBJ Trocanter 0,609 0,585 0,586 0,532 0,605 0,729 0,633 0,627 0,668 0,611 0,510 0,598 0,636 0,610 0,524 0,609 0,657 ns.’
Tri Ward 0,486 0,539 0,513 0,461 0,531 0,657 0,645 0,509 0,574 0,563 0,465 0,507 0,577 0,559 0,466 0,472 0,575 n.s.’
Col. - L2 0,818 0,879 0,757 0,782 0,824 1,091 0,741 0,717 0,856 0,779 0,805 0,889 0,897 0,864 0,815 0,655 0,803 n.s.’
Col.- L3 0,840 0,860 0,771 0,829 0,833 1,131 0,732 0,709 0,888 0,786 0,779 0,928 0,915 0,869 0,835 0,730 0,765 n.s.’
Col. - L4 0,792 0,852 0,731 0,794 0,846 1,023 0,661 0,696 0,866 0,793 0,684 0,854 0,879 0,825 0,813 0,658 0,808 n.s.’
Col. - L2-L4 0,816 0,863 0,753 0,802 0,840 1,092 0,710 0,707 0,873 0,785 0,753 0,890 0,895 0,850 0,821 0,686 0,792 n.s.?
T-score Cuello F. -1,377 -0,345 -0,761 -1,243 -0,673 0,345 -0,040 -0,860 -0,300 -0,711 -1,773 -1,003 -0,294 -0,413 -1,890 -1,090 -0,373 ns.’
Trocanter 0,233 -0,020 -0,034 -0,572 0,190 1,478 0,490 0,415 0,847 0,248 -0,800 0,117 0,511 0,238 -0,660 0,240 0,730 ns.’
Tri Ward -0,068 0,408 0,173 -0,303 0,340 1,495 1,390 0,147 0,730 0,637 -0,267 0,118 0,769 0,595 -0,250 -0,200 0,743 n.s.?
Col. - L2 -1,695 -1,150 -2,245 -2,023 -1,641 0,743 -2,380 -2,595 -1,357 -2,042 -1,813 -1,058 -0,997 -1,285 -1,720 -3,150 -1,830 n.s.’
Col.- L3 -1,637 -1,615 -2,418 -1,890 -1,734, 0,813 -2,760 -2,945 -1,367 -2,280 -2,343 -1,003 -1,116 -1,528 -1,830 -2,780 -2,463 n.s.’
Col. - L4 -2,327 -1,770 -2,883 -2,308 -1,821 -0,192 -3,530 -3,205 -1,640 -2,317 -3,320 -1,750 -1,524 -2,037 -2,120 -3,550 -2,173 n.s.?
Col. - L2-L4 -2,237 -1,783 -2,839 -2,370 -2,010, 0,408 -3,250 -3,275 -1,693 -2,532 -2,840 -1,535 -1,484 -1,910 -2,190 -3,480 -2,467 n.s.?
Z-score Cuello F. -0,233 0,680 0,289 0,105 0,617 1,460 1,640 0,325 0,987 0,506 -0,947 0,355 0,930 0,733 -0,340 0,320 0,953 n.s.’
Trocanter 0,377 0,102 -0,023 -0,397 0,300 1,695 0,930 0,665 1,007 0,358 -0,800 0,310 0,613 0,343 -0,270 0,480 0,833 n.s.?
Tri Ward 0,122 0,585 0,188 -0,060 0,504 1,818 2,070 0,460 0,953 0,790 -0,270 0,388 0,904 0,738 -0,290 0,120 0,887 n.s.?
Col. - L2 -0,217 0,133 -0,945 -0,315 -0,157 1,913 -0,300 -1,040 0,043 -0,468 -0,887 0,533 0,273 0,053 0,220 -1,060 -0,277 n.s.’
Col.- L3 -0,357 -0,255 -1,068 -0,255 -0,267 1,868 -0,670 -1,380 -0,030 -0,694 -1,313 0,527 0,103 -0,215 0,030 -0,820 -0,827 n.s.’
Col. - L4 -0,908 -0,540 -1,479 -0,780 -0,419 0,855 -1,470 -1,605 -0,407 -0,910 -2,040 -0,272 -0,363 -0,760 -0,420 -1,670 -0,717 n.s.?
Col. - L2-L4 -0,542 -0,248 -1,231 -0,503 -0,343 1,740 -0,910 -1,410 -0,143 -0,749 -1,513 0,258 -0,019 -0,363 -0,080 -1,230 -0,663 n.s.?

°No existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (sin datos de ingesta de calcio, ingesta de calcio baja, ingesta de calcio normal e ingesta de calcio alta) y ninguno de
los genotipos del polimorfismo combinado Bsm/y Apal del VDR.

bbaa, presencia de las enzimas de restriccién Bsml y Apal en ambos alelos; bbAa, presencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos heterocigético para la enzima de restriccion
Apal; bbAA, presencia de la enzima de restriccion Bsml y ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Bbaa, heterocigético para la enzima de restriccion Bsml y presencia de la
enzima de restriccion Apal; BbAa, heterocigdtico para las enzimas de restriccion Bsml y Apal; BbAA, heterocigdtico para la enzima de restriccion Bsml y ausencia de la enzima de restriccion
Apal; BBaa, ausencia de la enzima de restriccion Bsml y presencia de la enzima de restricciéon Apal en ambos alelos; BBAa, ausencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos
heterocigético para la enzima de restriccion Apal; BBAA, ausencia de las enzimas de restriccion Bsm/ y Apal en ambos alelos; Sig., significacion estadistica; n.s., no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos del polimorfismo Apal del VDR; Tri Ward, tridngulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar.
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Tabla 41: Distribucién de los valores DMO, T-score y Z-score por areas corporales en funcion de los genotipos de los polimorfismos Bsm/y Apal del VDR y la ingesta de Vitamina D

diarias (lI1).
GENOTIPOS COMBINADOS SEGUN INGESTA DE VITAMINA D DIARIA (m)
Sin datos de ingesta de Ingesta de Vitamina D Ingesta de Vitamina D Sin datos de ingesta de Ingesta de Vitamina D Ingesta de Vitamina D
Vitamina D diaria baja (<15 pg/dia) adecuada (>15 pg/dia) Vitamina D diaria baja (<15 pg/dia) adecuada (>15 pg/dia)
(n=34) (n=154) (n=22) (n=34) (n=154) (n=22)
Genotipo Bsml Genotipo Bsml Genotipo Bsml Genotipo Apal Genotipo Apal Genotipo Apal
bb Bb BB bb Bb BB bb Bb BB aa Aa AA aa Aa AA aa Aa AA
Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Sig.
DMO Cuello F. 0,745 0,783 0,776 0,719 0,744 0,731 0,725 0,717 0,759 0,715 0,774 0,792 0,725 0,736 0,735 0,757 0,722 0,718 n.s.?
An\nBJ Trocanter 0,594 0,633 0,629 0,571 0,584 0,577 0,531 0,547 0,552 0,594 0,602 0,639 0,583 0,577 0,575 0,554 0,538 0,540 n.s.?
Tri Ward 0,510 0,558 0,554 0,515 0,523 0,519 0,476 0,504 0,523 0,500 0,530 0,564 0,509 0,524 0,521 0,515 0,486 0,513 n.s.?
Col. - L2 0,804 0,910 0,725 0,789 0,809 0,785 0,772 0,776 0,810 0,808 0,825 0,880 0,810 0,793 0,794 0,772 0,771 0,827 n.s.?
Col. - L3 0,814 0,942 0,717 0,783 0,820 0,799 0,796 0,763 0,771 0,836 0,822 0,908 0,801 0,806 0,800 0,788 0,771 0,811 n.s.?
Col. - L4 0,778 0,907 0,684 0,764 0,784 0,777 0,755 0,743 0,708 0,787 0,825 0,842 0,782 0,774 0,771 0,819 0,727 0,756 n.s.?
Col. - L2-14 0,799 0,927 0,708 0,780 0,802 0,787 0,774 0,759 0,754 0,810 0,827 0,881 0,801 0,790 0,787 0,790 0,756 0,787 n.s.?
T-score Cuello F. -0,874 -0,444 -0,587 -1,128 -0,881 -1,004 -1,057 -1,132 -0,750 -1,155 -0,601 -0,355 -1,064 -0,957 -0,984 -0,767 -1,084 -1,123 n.s.?
Trocanter 0,058 0,480 0,440 -0,166 -0,079 -0,099 -0,586 -0,383 -0,360 0,078 0,160 0,523 -0,039 -0,106 -0,197 -0,247 -0,511 -0,490 n.s.?
Tri Ward 0,144 0,584 0,561 0,195 0,227 0,232 -0,168 0,094 0,263 0,056 0,331 0,637 0,142 0,275 0,193 0,190 -0,071 0,173 n.s.?
Col. - L2 -1,818 -0,872 -2,523 -1,962 -1,777 -1,986 -2,105 -2,071 -2,063 -1,783 -1,637 -1,139 -1,772 -1,920 -1,909 -2,110 -2,114 -1,910 n.s.?
Col. - L3 -1,979 -0,815 -2,883 -2,153 -2,010 -2,164 -2,186 -2,487 -2,413 -1,735 -1,884 -1,185 -2,054 -2,128 -2,055 -2,263 -2,408 -2,053 n.s.?
Col.-14 -2,450 -1,260 -3,313  -2,582 -2,378 -2,457 -2,662 -2,777  -3,093 -2,369  -2,018  -1,863 -2,418 -2,464 -2,519  -2,073  -2,919  -2,657 n.s.’
Col. - L2-14 -2,403 -1,182 -3,267 -2,513 -2,369 -2,475 -2,643 -2,789 -2,840 -2,293 -2,135 -1,614 -2,268 -2,491 -2,519 -2,487 -2,815 -2,517 n.s.?
Z-score Cuello F. 0,202 0,808 0,763 0,057 0,312 0,252 0,189 0,001 0,157 0,060 0,592 0,739 0,125 0,254 0,207 0,073 0,198 -0,337 n.s.?
Trocanter 0,138 0,616 0,753 -0,027 0,056 0,100 -0,411 -0,268 -0,360 0,221 0,295 0,610 0,118 0,040 -0,062 -0,210 -0,344 -0,490 n.s.?
Tri Ward 0,254 0,787 0,997 0,383 0,405 0,470 0,081 0,271 0,263 0,258 0,522 0,765 0,328 0,476 0,372 0,237 0,176 0,173 n.s.?
Col. - L2 -0,463 0,555 -0,793 -0,488 -0,315 -0,290 -0,460 -0,540 -0,980 -0,234 -0,204 0,136 -0,253 -0,421 -0,427 -0,987 -0,421 -0,900 n.s.?
Col. - L3 -0,650 0,543 -1,143 -0,743 -0,572 -0,566 -0,577 -0,912 -1,270 -0,324 -0,435 0,075 -0,576 -0,620 -0,716 -1,137 -0,706 -1,027 n.s.?
Col. - L4 -1,080 0,025 -1,560 -1,118 -0,968 -0,949 -1,111 -1,242 -1,750 -0,907 -0,638 -0,585 -0,983 -1,024 -1,057 -1,000 -1,256 -1,480 n.s.?
Col. - L2-14 -0,783 0,397 -1,243 -0,824 -0,656 -0,538 -0,769 -0,971 -1,390 -0,541 -0,478 -0,095 -0,631 -0,721 -0,738 -1,083 -0,863 -1,180 n.s.?

a

genotipos del polimorfismo Bsml 'y Apal del VDR.
BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; Bb, heterocigéticos; bb, presencia de la enzima de restriccidon Bsm/ en ambos alelos; AA, ausencia de la enzima de restriccion Apal en
ambos alelos; Aa, heterocigdticos; aa, presencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Sig., significacion estadistica; n.s., no existen diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes genotipos del polimorfismos combinados Bsm/ y Apal del VDR; Tri Ward, tridngulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar.

No existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (sin datos de ingesta de Vitamina D diaria, ingesta de Vitamina D baja e ingesta de Vitamina D adecuada) y ninguno de los
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11.5. Historia de fracturas, antecedentes y genotipo VDR

En la Tabla 42 se muestran los resultados correspondientes a la historia

de fracturas en cadera, humero, mufieca y vertebras entre las participantes y el

genotipo Bsml. Adicionalmente también se han analizado los resultados

correspondientes a los antecedentes de fractura en el padre y en la madre. En

ningun caso se han observado diferencias en la frecuencia de fracturas y la

localizacién anatdmica de las mismas y el genotipo Bsm/ (Tabla 42; P>0.05).

Tabla 42: Distribucion de antecedentes de fracturas segun el polimorfismo Bsm/ del VDR.

Fx Paciente

Fx Padre

Fx Madre

Antecedentes Fx
Madre

Antecedentes Fx
Familiares

Antecedentes Fx
Paciente

Cadera
Hdmero
Mufeca

Vertebras
Sin Fx

Cadera

Mufeca
Sin Fx

Cadera
Hdmero
Mufieca

Vertebras
Sin Fx

No

Si

No

Si

No

Si

GENOTIPO SEGUN TIPO DE FRACTURAS

Genotipo Bsml/

BB
(n=87) (n=28)
n % n % n % Sig.
1 1,1 0 0 0 0 n.s.
2 2,3 2 2,1 0 0 n.s.
5 5,7 3 3,2 1 3,6 n.s.
1 1,1 0 0 0 0 n.s.
78 89,7 90 94,7 27 96,4 n.s.
1 1,1 0 0 0 0 n.s.
1 1,1 0 0 0 0 n.s.
85 97,7 95 100 28 100 n.s.
11 12,6 6 6,3 10,7 n.s.
0 0,0 2 2,1 3,6 n.s.
7 8,0 5 5,3 0 n.s.
0 0 1,1 0 0 n.s.
69 79,3 81 85,3 24 85,7 n.s.
69 79,3 81 85,3 24 85,7 n.s.
18 20,7 14 14,7 4 14,3 n.s.
67 77,0 81 85,3 24 85,7 n.s.
20 23,0 14 14,7 4 14,3 n.s.
78 89,7 90 94,7 27 96,4 n.s.
9 10,3 5 5,3 1 3,6 n.s.

BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; Bb, heterocigéticos; bb, presencia de la enzima de
restriccion Bsm/ en ambos alelos; Sig., significacion estadistica; Tri Ward, triangulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4,
diferentes niveles de la Columna Lumbar; n.s., no existen diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes

genotipos del polimorfismo Bsm/ del VDR; Fx, fracturas.
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Igualmente se realizd un andlisis semejante con la historia de fracturas, los
antecedentes y el genotipo Apal (Tabla 43), no observandose diferencia en la
frecuencia de casos entre genotipos (P>0.05). El analisis del genotipo combinado
Bsml/Apal tampoco reveld diferencias significativas en la frecuencia de fracturas

comunicadas (Tabla 44; P>0.05).

Tabla 43: Distribucién de antecedentes de fracturas segun el polimorfismo Apal del VDR.

GENOTIPO SEGUN TIPO DE FRACTURAS

Genotipo Apal
aa Aa AA
(n=54) (n=96) (n=60)
n % n % n % Sig.
Fx Paciente Cadera 1 1,9 0 0 0 0 n.s.
Hdmero 0 0,0 4 4,2 0 0 n.s.
Mufieca 1 1,9 7 7,3 1 1,7 n.s.
Vertebras 0 0 1 1 0 0 n.s.
Sin Fx 52 96,3 84 87,5 59 98,3 n.s.
Fx Padre Cadera 0 0 1 1 0 0 n.s.
Mufeca 0 0 0 0 1 1,7 n.s.
Sin Fx 54 100 95 99 59 98,3 n.s.
Fx Madre Cadera 1 1,9 12 12,5 7 11,7 n.s.
Hdmero 0 0 1 1 2 3,3 n.s.
Mufieca 6 11,1 4 4,2 2 3,3 n.s.
Vertebras 0 0 1 1 0 0 n.s.
Sin Fx 47 87 78 81,3 49 81,7 n.s.
Antecedentes Fx No a7 87 78 81,3 49 81,7 n.s.
Madre Si 7 13 18 18,8 11 18,3 n.s.
Antecedentes Fx No 47 87 77 80,2 48 80 n.s.
Familiares Si 7 13 19 19,8 12 20 n.s.
Antecedentes Fx No 52 96,3 84 87,5 59 98,3 n.s.
Paciente si 2 3,7 12 12,5 1 1,7 n.s.

AA, ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Aa, heterocigdticos; aa, presencia de la enzima de
restriccion Apal en ambos alelos; Sig., significacidn estadistica; Tri Ward, tridangulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes
niveles de la Columna Lumbar; n.s., no existen diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos
del polimorfismo Apal del VDR; Fx, fracturas.
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11.6. Estudio de correlacion entre DMO, ingesta de calcio y vitamina D

y genotipo VDR

El estudio de correlaciones bivariadas entre ingesta de calcio y la DMO
en las diferentes localizaciones anatdmicas estudiadas no revelé ninguna
significancia en el caso del genotipo Bsm/ (P>0.05) en todos los casos (Tabla 45).
En el caso del genotipo Apal se encontré una correlacion significativa y
negativa entre la DMO en el TRy la ingesta de calcio (r=-0.285; P=0.009) para el
genotipo heterocigdtico Aa (Tabla 46). En el genotipo combinado Bsmi/Apal no
se observaron correlaciones significativas entre la DMO y la ingesta de calcio en

ninguno de los genotipos estudiados (Tabla 47).

Tabla 45: Correlaciones bivariadas parciales de Pearson de los valores DMO por areas corporales en
funcidn de los genotipos del polimorfismo Bsm/ del VDR y la ingesta diaria de Calcio.

Ingesta de Calcio

diaria (mg) Sig.
Genotipo Bsm/ bb (n=69) DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,138 0,258
DMO (g/cm’) - Trocanter r=-0,228 0,060
DMO (g/cmz) - Tri Ward r=-0,160 0,189
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,164 0,178
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,103 0,399
DMO (g/cm’) - Col. - L4 r=-0,146 0,232
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,151 0,216
Bb (n=80) DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,058 0,610
DMO (g/cm’) - Trocénter r=-0,010 0,928
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,007 0,954
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,090 0,426
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,104 0,358
DMO (g/cm’) - Col. - L4 r=-0,065 0,564
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,091 0,423
BB (n=25) DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,115 0,583
DMO (g/cm’) - Trocénter r=0,047 0,825
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,107 0,612
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=0,185 0,377
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,139 0,508
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,006 0,976
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=0,108 0,607

BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; Bb, heterocigéticos; bb, presencia de la enzima de
restriccion Bsm/ en ambos alelos; Sig., significacion estadistica; DMO, densidad mineral 6sea.
*No existen datos de la ingesta de calcio diarias correspondientes a 36 pacientes.
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Tabla 46: Correlaciones bivariadas parciales de Pearson de los valores DMO por areas corporales en
funcion de los genotipos del polimorfismo Apal del VDR y la ingesta diaria de Calcio.

Ingesta de Calcio

Genotipo Apal aa (n=43) DMO (g/cm?) - Cuello Femoral

diaria (mg) Sig.
r=-0,025 0,873
DMO (g/cm?) - Trocanter r=0,006 0,972
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,011 0,944
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,131 0,403
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,100 0,524
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,004 0,978
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,088 0,573
Aa (n=83) DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,132 0,234
DMO (g/cm?) - Trocanter r=-0,285 0,009
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,142 0,200
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,151 0,172
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,162 0,144
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,210 0,057
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,179 0,105
AA (n=48) DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,073 0,620
DMO (g/cm?) - Trocanter r=0,199 0,174
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,111 0,455
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=0,131 0,375
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,181 0,218
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,114 0,440
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=0,140 0,343

AA, ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Aa, heterocigéticos; aa, presencia de la enzima de
restriccion Apal en ambos alelos Sig., significacion estadistica; Tri Ward, triangulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes

niveles de la Columna Lumbar; DMO, densidad mineral ésea.
*No existen datos de la ingesta de calcio diarias correspondientes a 36 pacientes.
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Tabla 47: Correlaciones bivariadas parciales de Pearson de los valores DMO por dreas corporales en funcidn de los genotipos combinados del polimorfismo Bsm/y Apal del VDR y
la ingesta diaria de Calcio.

CORRELACIONES BIVARIADAS PARCIALES DE PEARSON SEGUN GENOTIPO COMBINADO

Ingesta de Ingesta de Ingesta de
Calcio diaria Sig. Calcio diaria Sig. Calcio diaria Sig.
(mg) (mg) (mg)
bbaa  pMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,203 0,420 Bbaa DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,064 0,795 BBaa DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,249 0,635
(n=18) DMO Am\nBJ - Trocanter r=-0,186 0,459 (n=19) DMO Am\nBJ - Trocanter r=0,062 0,802 (n=6) DMO Am\nBJ - Trocanter r=0,540 0,269
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,121 0,633 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,130 0,595 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,271 0,604
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,268 0,283 DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,094 0,703 DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=0,097 0,855
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,122 0,630 DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,165 0,499 DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,073 0,891
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,192 0,446 DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,092 0,708 DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,055 0,918
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,242 0,333 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,050 0,840 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=0,026 0,960
bbAa  DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,167 0,330 BbAa  DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,193 0,238 BBAa  DMO (g/cm’) - Cuello Femoral r=0,117 0,783
(n=36) DMO (g/cm?) - Trocanter r=-0,322 0,055 (n=39) DMO (g/cm?) - Trocanter r=-0,260 0,110 (n=8) DMO (g/cm?) - Trocanter r=-0,282 0,499
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,231 0,175 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,151 0,357 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,127 0,765
DMO (g/cm’) - Col. — L2 r=-0,134 0,435 DMO (g/cm’) - Col. — L2 r=-0,220 0,177 DMO (g/cm’) - Col. — L2 r=-0,089 0,834
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,101 0,559 DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,240 0,141 DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,196 0,641
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,165 0,338 DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,294 0,069 DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,239 0,568
DMO (g/cm’) - Col. - L2-L4 r=-0,133 0,440 DMO (g/cm’) - Col. - L2-L4 r=-0,265 0,103 DMO (g/cm’) - Col. - L2-14 r=-0,182 0,666
bbAA  DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,093 0,742 BbAA  DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,057 0,801 BBAA  DMO (g/cm’) - Cuello Femoral r=0,028 0,936
(n=15) DMO (g/cm’) - Trocanter r=0,025 0,931 (n=22) DMO (g/cm’) - Trocanter r=0,210 0,347 (n=11) DMO (g/cm’) - Trocanter r=0,223 0,510
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,095 0,737 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,168 0,455 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,040 0,907
DMO (g/cm’) - Col. — L2 r=-0,125 0,658 DMO (g/cm’) - Col. — L2 r=0,047 0,836 DMO (g/cm’) - Col. — L2 r=0,434 0,183
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,038 0,894 DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,104 0,644 DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,446 0,169
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,049 0,862 DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,098 0,664 DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,235 0,487
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,041 0,885 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=0,082 0,718 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=0,392 0,233

bbaa, presencia de las enzimas de restriccion Bsml y Apal en ambos alelos; bbAa, presencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos heterocigético para la enzima de restriccion Apal; bbAA,
presencia de la enzima de restriccion Bsml y ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Bbaa, heterocigdtico para la enzima de restriccion Bsml y presencia de la enzima de restriccion

Apal; BbAa, heterocigoético para las enzimas de restri

ion Bsml 'y Apal; BbAA, heterocigético para la enzima de restriccion Bsml y ausencia de la enzima de restriccion Apal; BBaa, ausencia de la enzima

de restriccion Bsml y presencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; BBAa, ausencia de la enzima de restriccion Bsml en ambos alelos heterocigético para la enzima de restriccion Apal;

BBAA, ausencia de las enzimas de restriccion Bsml 'y Apal en ambos alelos; Tri Ward, triangulo de Ward; DMO, densidad mineral 6sea.

*No existen datos de la ingesta de calcio diarias correspondientes a 36 pacientes.
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Posteriormente se procedid al andlisis de correlacidon (correlaciones

parciales), tras el ajuste de las participantes por edad e IMC. Tras el ajuste,

calcio y DMO continuaron sin correlacionar significativamente en funcién del

genotipo Bsml (Tabla 48). La correlacion entre DMO en el TR e ingesta de calcio

analizada anteriormente (en el

genotipo Apal) no permanecié6 como

significativa después del ajuste (r=-0.133; P=0.236) (Tabla 49) y tampoco se

observaron correlaciones significativas en funcion del genotipo combinado

Bsml/Apal respecto de la DMO vy la ingesta diaria de calcio (Tabla 50).

Tabla 48: Correlaciones parciales de Pearson ajustadas por edad e IMC de los valores DMO por areas
corporales en funcién de los genotipos del polimorfismo Bsm/ del VDR y la ingesta diaria de Calcio.

Ingesta de Calcio

Genotipo Bsml Ajuste diaria (mg) Sig.
bb (n=69) Edad & IMC DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,117 0,344
(kg/m?) DMO (g/cm?) - Trocanter r=-0,008 0,951
DMO (g/cm”) - Tri Ward r=0,078 0,528
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=0,020 0,869
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,051 0,683
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,024 0,846
DMO (g/cm’) - Col. - L2-L4 r=0,038 0,759
Bb (n=80) Edad & IMC DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,078 0,497
(kg/m’) DMO (g/cm?) - Trocanter r=-0,019 0,868
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,008 0,946
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,108 0,345
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,112 0,327
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,074 0,519
DMO (g/cm’) - Col. - L2-L4 r=-0,104 0,364
BB (n=25) Edad & IMC DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,083 0,707
(kg/m’) DMO (g/cm?) - Trocanter r=0,118 0,591
DMO (g/cm’) - Tri Ward r=0,018 0,935
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=0,151 0,491
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,074 0,738
DMO (g/cm’) - Col. - L4 r=-0,042 0,850
DMO (g/cm’) - Col. - L2-L4 r=0,052 0,813

BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; Bb, heterocigéticos; bb, presencia de la enzima de
restriccién Bsml en ambos alelos; Tri Ward, triangulo de Ward DMO, densidad mineral 6sea; IMC, indice de Masa

Corporal.

*No existen datos de la ingesta de calcio diarias correspondientes a 36 pacientes.
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Tabla 49: Correlaciones parciales de Pearson ajustadas por edad e IMC de los valores DMO por areas
corporales en funcion de los genotipos del polimorfismo Apal del VDR y la ingesta diaria de Calcio.

Ingesta de Calcio

Genotipo Apal Ajuste diaria (mg) Sig.
aa (n=43) Edad & IMC DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,172 0,284
(kg/m’) DMO (g/cm?) - Trocénter r=-0,041 0,799
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,118 0,462
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,282 0,074
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,185 0,247
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,064 0,691
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,199 0,212
Aa (n=83) Edad & IMC DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,051 0,654
(ke/m?®) DMO (g/cm?) - Trocanter r=-0,133 0,236
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,004 0,969
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,007 0,951
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,062 0,584
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,117 0,299
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,063 0,574
AA (n=48) Edad & IMC DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,036 0,812
(kg/m’) DMO (g/cm?) - Trocénter r=0,197 0,189
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,084 0,580
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=0,103 0,495
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,160 0,288
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,098 0,517
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=0,116 0,441

AA, ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Aa, heterocigdticos; aa, presencia de la enzima de
restriccion Apal en ambos alelos; Tri Ward, tridangulo de Ward; DMO, densidad mineral dsea; IMC, indice de Masa
Corporal.

*No existen datos de la ingesta de calcio diarias correspondientes a 36 pacientes.
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No se observaron correlaciones significativas (bivariadas) entre la DMO
en las diferentes localizaciones corporales estudiadas y la ingesta diaria de
vitamina D ni en funcidn del genotipo Bsm/ (Tabla 51), ni en funcién del genotipo
Apal (Tabla 52) (P>0.05 para todas las correlaciones y en todos los casos).
Respecto al genotipo combinado Bsml/Apal segiin la DMO vy la ingesta diaria de

vitamina D (Tabla 53), tampoco se observaron correlaciones significativas.

Tabla 51: Correlaciones bivariadas parciales de Pearson de los valores DMO por areas corporales en
funcidn de los genotipos del polimorfismo Bsm/ del VDR y la ingesta diaria de Vitamina D.

Ingesta de Vit. D

diaria (ug) Sig.
Genotipo Bsml bb (n=69) DMO (g/cmz) - Cuello Femoral r=0,029 0,815
DMO (g/cm?) - Trocanter r=-0,029 0,816
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,063 0,610
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,022 0,858
DMO (g/cm’) - Col. - L3 r=0,032 0,796
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,051 0,675
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=0,028 0,819
Bb (n=82) DMO (g/cmz) - Cuello Femoral r=-0,057 0,613
DMO (g/cm?) - Trocanter r=0,024 0,830
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,003 0,977
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=0,017 0,882
DMO (g/cm’) - Col. - L3 r=-0,008 0,941
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,040 0,724
DMO (g/cm’) - Col. - L2-L4 r=-0,012 0,916
BB (n=25) DMO (g/cmz) - Cuello Femoral r=-0,030 0,885
DMO (g/cm?) - Trocénter r=0,025 0,906
DMO (g/cmz) - Tri Ward r=0,019 0,928
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=0,201 0,334
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,065 0,759
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,056 0,789
DMO (g/cm’) - Col. - L2-L4 r=0,030 0,888

BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; Bb, heterocigéticos; bb, presencia de la enzima de
restriccion Bsml en ambos alelos; Vit. D, Vitamina D; Sig., significacion estadistica; Tri Ward, triangulo de Ward; L2, L3,
L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar; DMO, densidad mineral dsea.

*No existen datos de la ingesta de Vitamina D diarias correspondientes a 34 pacientes.
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Tabla 52: Correlaciones bivariadas parciales de Pearson de los valores DMO por areas corporales en
funcién de los genotipos del polimorfismo Apal del VDR y la ingesta diaria de Vitamina D.

Ingesta de Vit. D

Genotipo Apal aa (n=44) DMO (g/cm?) - Cuello Femoral

diaria (ug) Sig.
r=0,046 0,769
DMO (g/cm?) - Trocénter r=0,024 0,876
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,013 0,936
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,022 0,888
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,051 0,742
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,122 0,429
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=0,025 0,872
Aa (n=83) DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,045 0,683
DMO (g/cm?) - Trocénter r=0,027 0,807
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,001 0,994
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=0,035 0,752
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,012 0,918
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,043 0,698
DMO (g/cm’) - Col. - L2-L4 r=0,001 0,994
AA (n=49) DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,060 0,681
DMO (g/cm?) - Trocénter r=-0,001 0,995
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,038 0,797
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=0,057 0,700
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,036 0,809
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,030 0,836
DMO (g/cm’) - Col. - L2-L4 r=0,000 0,999

AA, ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Aa, heterocigéticos; aa, presencia de la enzima de
restriccion Apal en ambos alelos; Vit. D, Vitamina D; Sig., significacion estadistica; Tri Ward, triangulo de Ward; L2, L3, L4

y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar; DMO, densidad mineral ésea.

*No existen datos de la ingesta de Vitamina D diarias correspondientes a 34 pacientes.
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Tabla 53: Correlaciones bivariadas parciales de Pearson de los valores DMO por dreas corporales en funcidn de los genotipos combinados del polimorfismo Bsm/y Apal del VDR y
la ingesta diaria de Vitamina D.

CORRELACIONES BIVARIADAS PARCIALES DE PEARSON SEGUN GENOTIPO COMBINADO

Ingesta de Ingesta de Ingesta de
Vit. D diaria Sig. Vit. D diaria Sig. Vit. D diaria Sig.
(1g) (ne) (ne)
bbaa  pMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,261 0,295 DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,173 0,467 BBaa  DMO (g/cm’) - Cuello Femoral r=0,221 0,674
(n=18) DMO (g/cm’) - Trocanter r=-0,226 0,367 DMO (g/cm?) - Trocanter r=0,052 0,826 (n=6) DMO (g/cm’) - Trocanter r=0,674 0,142
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,147 0,559 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,073 0,760 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,319 0,538
DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,167 0,508 DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,029 0,903 DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=0,438 0,384
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,168 0,504 DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,045 0,850 DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,286 0,583
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,014 0,957 DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,106 0,655 DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,480 0,335
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,084 0,741 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=0,005 0,984 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=0,416 0,412
bbAa  DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,075 0,662 DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,082 0,619 BBAa DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,126 0,766
(n=36) DMO (g/cm?) - Trocanter r=-0,029 0,868 DMO (g/cm?) - Trocanter r=0,056 0,736 (n=8) DMO (g/cm?) - Trocanter r=-0,384 0,348
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,104 0,548 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,024 0,886 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,107 0,802
DMO (g/cm’) - Col. — L2 r=0,057 0,740 DMO (g/cm?) - Col. - L2 r=0,048 0,771 DMO (g/cm’) - Col. — L2 r=-0,380 0,353
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,118 0,492 DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,009 0,955 DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,586 0,127
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,055 0,751 DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,043 0,794 DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,569 0,141
DMO (g/cm’) - Col. - L2-L4 r=0,079 0,646 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=0,004 0,982 DMO (g/cm’) - Col. - L2-14 r=-0,529 0,177
bbAA  DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,131 0,641 DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,173 0,430 BBAA  DMO (g/cm’) - Cuello Femoral r=-0,132 0,698
(n=15) DMO (g/cm?) - Trocénter ~ r=0,227 0,417 DMO (g/cm?) - Trocénter ~ r=-0,120 0,586 (n=11) DMO (g/cm’) - Trocénter ~ r=-0,030 0,930
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,068 0,809 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,154 0,482 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,038 0,913
DMO (g/cm?) - Col. - L2 r=-0,282 0,309 DMO (g/cm?) - Col. — L2 r=-0,134 0,543 DMO (g/cm’) - Col. — L2 r=0,410 0,210
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,223 0,423 DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,100 0,649 DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,280 0,405
DMO (g/cm’) - Col. - L4 r=0,063 0,823 DMO (g/cm’) - Col. - L4 r=-0,141 0,522 DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,045 0,895
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,147 0,602 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,124 0,574 DMO (g/cm?) - Col. - L2-14 r=0,205 0,545

bbaa, presencia de las enzimas de restriccion Bsml y Apal en ambos alelos; bbAa, presencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos heterocigético para la enzima de restriccion Apal; bbAA,
presencia de la enzima de restriccion Bsm/ y ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Bbaa, heterocigdtico para la enzima de restriccion Bsml y presencia de la enzima de restriccion
Apal; BbAa, heterocigotico para las enzimas de restriccion Bsml y Apal; BbAA, heterocigético para la enzima de restriccion Bsm/y ausencia de la enzima de restriccion Apal; BBaa, ausencia de la enzima
de restriccion Bsml y presencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; BBAa, ausencia de la enzima de restriccion Bsml en ambos alelos heterocigético para la enzima de restriccion Apal;
BBAA, ausencia de las enzimas de restriccion Bsml y Apal en ambos alelos; Vit. D, Vitamina D; Sig., significacion estadistica; Tri Ward, tridngulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la
Columna Lumbar ; DMO, densidad mineral dsea.
*No existen datos de la ingesta de Vitamina D diarias correspondientes a 34 pacientes.
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Tras el posterior ajuste por edad e IMC continué manteniéndose una

ausencia de significacidn en las correlaciones observadas entre DMO e ingesta

de diaria de vitamina D en funcién del genotipo Bsml (Tabla 54), Apal (Tabla 55)

y el genotipo combinado Bsml/Apal (Tabla 56) (P>0.05 en todas las

correlaciones y en todos los casos).

Tabla 54: Correlaciones parciales de Pearson ajustadas por edad e IMC de los valores DMO por areas
corporales en funcién de los genotipos del polimorfismo Bsm/ del VDR y la ingesta diaria de Vitamina D.

Ingesta de Vit. D

Genotipo Bsm/ Ajuste diaria (ug) Sig.
bb (n=69) Edad & IMC DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,152 0,220
(kg/m’) DMO (g/cm?’) - Trocanter r=0,052 0,673
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,042 0,733
DMO (g/cm?) - Col. - L2 r=0,043 0,729
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,089 0,475
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,107 0,387
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=0,097 0,433
Bb (n=82) Edad & IMC DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,062 0,586
(kg/m”) DMO (g/cm?’) - Trocanter r=0,036 0,752
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,006 0,961
DMO (g/cm?) - Col. - L2 r=0,013 0,906
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,006 0,956
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,035 0,760
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,011 0,921
BB (n=25) Edad & IMC DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,084 0,705
(kg/m?) DMO (g/cm?) - Trocanter r=0,151 0,491
DMO (g/cm’) - Tri Ward r=-0,094 0,669
DMO (g/cm?) - Col. - L2 r=0,200 0,360
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,011 0,960
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,102 0,645
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,031 0,888

BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; Bb, heterocigéticos; bb, presencia de la enzima de
restriccion Bsm/ en ambos alelos; Vit. D, Vitamina D; Sig., significacion estadistica; Tri Ward, triangulo de Ward; L2, L3,
L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar; DMO, densidad mineral dsea; IMC, indice de Masa Corporal.

*No existen datos de la ingesta de Vitamina D diarias correspondientes a 34 pacientes.
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Tabla 55: Correlaciones parciales de Pearson ajustadas por edad e IMC de los valores DMO por areas
corporales en funcion de los genotipos del polimorfismo Apal del VDR y la ingesta diaria de Vitamina D.

Ingesta de Vit. D

Genotipo Apal Ajuste diaria (ug) Sig.
aa (n=44) Edad & IMC DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,064 0,687
(kg/m?) DMO (g/cm’) - Trocanter r=-0,041 0,794
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,102 0,521
DMO (g/cm?) - Col. - L2 r=-0,134 0,396
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=-0,120 0,451
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=0,069 0,665
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,058 0,715
Aa (n=83) Edad & IMC DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,020 0,862
(kg/m’) DMO (g/cm?) - Trocénter r=0,065 0,567
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,021 0,855
DMO (g/cm?) - Col. - L2 r=0,064 0,568
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,032 0,779
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,023 0,835
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=0,024 0,830
AA (n=49) Edad & IMC DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,115 0,442
(ke/m?) DMO (g/cm?) - Trocanter r=0,024 0,871
DMO (g/cm?) - Tri Ward r=-0,089 0,550
DMO (g/cm?) - Col. - L2 r=0,011 0,944
DMO (g/cm?) - Col. - L3 r=0,003 0,985
DMO (g/cm?) - Col. - L4 r=-0,038 0,797
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 r=-0,033 0,824

AA, ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Aa, heterocigdticos; aa, presencia de la enzima de
restriccion Apal en ambos alelos; Vit. D, Vitamina D; Sig., significacion estadistica; Tri Ward, tridngulo de Ward; L2, L3, L4
y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar; DMO, densidad mineral ésea; IMC, indice de Masa Corporal.

*No existen datos de la ingesta de Vitamina D diarias correspondientes a 34 pacientes.
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Las participantes fueron posteriormente estratificadas en funcién de la
ingesta de calcio, creandose los ya previamente descritos tres grupos <800
mg/dia, 800-1200 mg/dia y >1200 mg/dia. Se realizé a continuacion el estudio
de correlacién (bivariadas) observandose una correlacién significativa vy
negativa en el grupo <800 mg/dia entre la DMO L4 y la ingesta de calcio en
dicho grupo (r=-0.541; P=0.037) en el genotipo bb (Tabla 57). Igualmente en el
genotipo Bsml se observd una correlacion significativa y positiva en el grupo de
calcio 800-1200 mg/dia entre la DMO L2 y la ingesta de calcio (r=0.419;
P=0.037) y la DMO L2-L4 y la ingesta de calcio (r=0.400; P=0.047) (Tabla 57). En
el resto de grupos y genotipos Bsml no se observaron correlaciones
significativas (Tabla 57). Por el contrario, tras estratificar a las participantes en
funcién del consumo de calcio, y el genotipo Apal no se observé ninguna
correlacién significativa entre la DMO medida en las diferentes localizaciones
corporales y la ingesta de calcio (Tabla 58) (P>0.05 en todas las correlaciones y
todos los casos). El estudio del genotipo combinado Bsmli/Apal mostrd
correlaciones significativas y negativas en el genotipo bbAa entre la DMO y la
ingesta de calcio en el grupo de ingesta <800 mg/dia en CF, TW, L2-L4 y L4 (r=-
0.704;P=0.034) (r=-0.683;P=0.042),(r=-0.690;P=0.040) y (r=-0.771;P=0.015)
respectivamente (Tabla 59) y significativas y positivas con la DMO en L2-L4, L3y
L4 en el grupo de 800-1200 mg/dia respectivamente (r=0.653;P=0.030)
(r=0.649;P=0.031) y (r=0.668;P=0.025) (Tabla 59). En el genotipo bbAA se
observaron correlaciones significativas entre la DMO en L4 y el consumo de
calcio en el grupo <800 mg/dia (r=-0.998;P=0.036), y con la DMO en L3 y el
consumo de calcio en el grupo >1200 mg/dia (r=0.828;P=0.042) (Tabla 59). En el
genotipo combinado BbAA se observaron correlaciones (bivariadas)
significativas entre la DMO en CF y la ingesta de calcio en el grupo con ingesta
<800 mg/dia (r=0.979;P=0.001) y también con L2, L2-14 y L3
(r=0.895;P=0.016),(r=0.846;P=0.034) y (r=0.828;P=0.042) (Tabla 60). En el
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genotipo combinado dominante BBAA se observé una correlacion significativa
y negativa (r=-0.999;P=0.016) entre la ingesta de calcio y la DMO en el TW en el
grupo <800 mg/dia. Igualmente en este genotipo se observaron correlaciones
significativas y negativas entre la DMO en CF y L2 con la ingesta de calcio en el
grupo 800-1200 mg/dia (r=-0.940;P=0.017) y (r=-0.940; P=0.017) (Tabla 61).
Ninguna correlacion adicional fue significativa en funcién del genotipo o el

grupo de ingesta de calcio (P>0.05 en todas las correlaciones y todos los casos).

El andlisis de correlacidon parcial ajustado por edad e IMC de las
participantes, y en funcién del grupo de consumo diario de calcio detectd
correlaciones persistentes entre la DMO en CF y la ingesta de calcio en el grupo
800-1200 mg/dia en el genotipo bb (r=0.418;P=0.047) y entre la DMO en L2-L4
y la ingesta de calcio (r=0.465;P=0.025) (Tabla 62). No se observé ninguna
correlacién adicional significativa entre la DMO y la ingesta de calcio en funcién
del genotipo Bsml y el grupo de ingesta de calcio (Tabla 62) (P>0.05 en todos
los casos). En cuanto al genotipo Apal se observaron correlaciones
persistentes, significativas y positivas, entre la DMO en el CFy TW y la ingesta
de calcio en el grupo >1200 mg/dia y asociadas al genotipo heterocigdtico Aa
después del ajuste de la muestra por edad e IMC. La correlacion observada
entre la DMO en el CF y el consumo de calcio fue de r=0.405 (P=0.013) y
r=0.367 (P=0.026) para TW. Igualmente en el grupo >1200 mg/dia y asociada al
genotipo dominante AA se observd una correlacion significativa y positiva
entre la DMO en el TR y la ingesta de calcio (r=0.474;P=0.047) (Tabla 63). El
analisis del genotipo combinado Bsml/Apal (Tabla 64) reveld correlaciones
significativas (después del ajuste por edad e IMC) en el genotipo bbAa vy el
grupo <800 mg/dia de calcio entre la DMO en L4 y la ingesta de calcio (r=-
0.781;P=0.038), en el grupo >1200 mg/dia entre la DMO en CF, TW y la ingesta
de calcio (r=0.718;P=0.004) y (r=0.671;P=0.009) respectivamente, y en el grupo
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800-1200 mg/dia de calcio con la L2, L3, L4 y L2-L4 con (r=0.926;P<0.001),
(r=0.935;P<0.001), (r=0.938;P<0.001) y (r=0.953;P<0.0001) respectivamente
(Tabla 64). En el genotipo combinado BbAa también se observaron correlaciones
(parciales) significativas tras el ajuste por edad e IMC (Tabla 65). En el grupo 800-
1200 mg/dia de calcio la DMO en L2, L3, L4 y L2-L4 correlaciond significativa y
negativamente con la ingesta de calcio (r=-0.580;P=0.048), (r=-0.639;P=0.025),
(r=-0.578;P=0.049) y (r=-0.615;P=0.033) respectivamente. En el genotipo BbAA
(grupo <800 mg/dia) se observd la existencia de una correlacién (parcial) entre
la DMO en el CF y la ingesta de calcio (r=0.987;P=0.013) (Tabla 65). En el
genotipo BBAa del grupo >1200 mg/dia, se observé una correlacién
significativa y negativa ajustada por edad e IMC entre la DMO en columna
lumbar y la ingesta de calcio (r=-0.997;P=0.046) (Tabla 66). Finalmente, en el
genotipo dominante combinado BBAA se observd una correlacion significativa
y negativa (r=-0.999;P=0.032) en el grupo 800-1200 mg/dia entre la DMO en L2

y la ingesta de calcio (Tabla 66).

Posteriormente procedimos a ajustar adicionalmente la muestra por
los afios desde la menopausia. En este caso y referido al genotipo Bsml, las
mujeres con genotipo bb y un consumo de calcio entre 800-1200 mg/dia
presentaron una correlacién significativa y positiva (ajustada por edad, IMC y
afios desde la menopausia) entre la DMO en la columna lumbar y el consumo
de calcio (r=0.464;P=0.029;n=25) y adicionalmente también entre la DMO en L2
y el consumo de calcio (r=0.528;P=0.012) (Figura 14). En cuanto al genotipo
Apal, y tras el ajuste adicional por los afos desde la menopausia, se observan
correlaciones significativas y positivas entre el consumo de calcio y la DMO en

el CF (r=0.400;P=0.019) (Figura 15) y la DMO en el TW vy la ingesta de calcio
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(r=0.363;P=0.035) en el genotipo heterocigético Aa y entre las mujeres con una

ingesta >1200 mg/dia de calcio.

Correlacion parcial ajustada por edad, IMC y afios desde la menopausia segun genotipo Bsm/

_\
N
1

DMO (g/cm°) - Columna Lumbar (L2-L4)
g

o
o0
1

0,6

1 ] 1 I U
800 900 1000 1100 1200
Consumo de Calcio diario (mg)

Figura 14: Correlacién parcial ajustada por edad, IMC y afios desde la menopausia del consumo de Calcio
diario y la DMO en Columna Lumbar (L2-L4), segln genotipo Bsm/
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Correlacion parcial ajustada por edad, IMC y afios desde la menopausia seguin genotipo Apa/

DMO (g/cm?) - Cuello Femoral

0,5

L) 1 1 L) I I
1000 1500 2000 2500 3000 3500
Consumo de Calcio diario (mg)

Figura 15: Correlacidn parcial ajustada por edad, IMC y afios desde la menopausia del consumo de Calcio
diario y la DMO en Cuello Femoral, segun genotipo Bsml
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Tabla 58: Correlaciones parciales de Pearson ajustadas por ingesta de Calcio diaria de los valores DMO por areas corporales en funcidn de los genotipos del polimorfismo Apal del VDR Yy la

ingesta diaria de Calcio.

CORRELACIONES PARCIALES DE PEARSON AJUSTADAS POR CONSUMO DE CALCIO DIARIO SEGUN GENOTIPO Apal

Ing. Ing.
Ajust. MMLM Sig. Ajust. MMMM Sig. Ajust. diaria Sig.
(mg) (mg) (mg)

aa Ing. DMO (g/cm’) - Cuello Femoral r=-0,219 0,603 Aa Ing. DMO (g/cm’) - Cuello Femoral r=-0,195 0,453 AA Ing. DMO (g/cm’) - Cuello Femoral r=0,300 0,343
(n=g) Q__w_nmo DMO (g/cm?) - Trocénter  r=-0,293 0,481 (n=17)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocénter  r=-0,227 0,381 (n=12)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocénter  r=0,056 0,864
6“% DMO (g/cm?) - Tri Ward =-0,081 0,849 ANMUM DMO (g/cm?) - Tri Ward =-0,210 0,419 ANMUM DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,324 0,303
me/dia) DMO (g/cm?) - Col. L2 r=-0,318 0,443 me/dfa) DMO (g/cm?) - Col.-L2  r=-0,166 0,524 me/dfa) DMO (g/cm?) - Col.—L2  r=0,550 0,064
DMO (g/cm?) -Col.-13  r=-0,491 0,217 DMO (g/cm?®) - Col.-13  r=-0,162 0,535 DMO (g/cm?®) - Col.-13  r=0,465 0,128
DMO (g/cm?) -Col.-L4  r=-0,458 0,254 DMO (g/cm?®) - Col.-L4  r=-0,169 0,516 DMO (g/cm?®) - Col.-L4  r=0,397 0,201
DMO (g/cm?) - Col.-12-L4  r=-0,436 0,280 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4  r=-0,168 0,520 DMO (g/cm?) - Col.-12-L14  r=0,478 0,116
aa Ing. DMO Am\nBJ - Cuello Femoral r=-0,158 0,590 Aa Ing. DMO ﬁm\nBJ - Cuello Femoral r=-0,030 0,883 AA Ing. DMO ﬁm\nBJ - Cuello Femoral r=-0,055 0,841
(n=14) nﬂw_w DMO (g/cm?) - Trocanter  r=-0,267 0,356 (n=27) nﬂo_w DMO (g/cm?) - Trocanter  r=-0,024 0,904 (n=16) nﬂw_w DMO (g/cm?) - Trocanter ~ r=0,001 0,996
(800- DMO (g/cm®) - TriWard ~ r=-0,307 0,285 (800- DMO (g/cm’) - TriWard ~ r=-0,052 0,795 (800- DMO (g/cm’) - TriWard ~ r=-0,012 0,966
smmmﬁw DMO (g/cm?®) - Col.=L2  r=-0,191 0,512 3%% DMO (g/cm®) - Col.-L2  r=0,152 0,450 3%% DMO (g/cm®) - Col. L2 r=-0,027 0,921
DMO (g/cm?) -Col.-L3  r=-0,094 0,748 DMO (g/cm?®) - Col.-L3  r=0,060 0,765 DMO (g/cm?®) - Col.-13  r=-0,018 0,948
DMO (g/cm?®) - Col.-14  r=-0,076 0,795 DMO (g/cm?®)-Col.-L4  r=0,030 0,881 DMO (g/cm?®)-Col.-L4  r=0,013 0,961
DMO (g/cm?) - Col.-L2-L4  r=-0,238 0,412 DMO (g/cm?) - Col.-12-L14  r=0,084 0,676 DMO (g/cm?) - Col. - 12-L4  r=-0,013 0,963

aa Ing. DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=-0,135 0,560 Aa Ing. DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,263 0,105 AA Ing. DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,208 0,378
(n=21) Q_\_»m“ DMO (g/cm?) - Trocénter  r=-0,288 0,205 (n=39) nw_, _M DMO (g/cm?) - Trocénter  r=0,118 0,474 (n=20) nw_,._nhw DMO (g/cm?) - Trocénter  r=0,419 0,066
(>1200 DMO (g/cm?) - Tri Ward =-0,163 0,479 (>1200 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,282 0,081 (>1200 DMO (g/cm?) - Tri Ward r=0,142 0,550

me/dia) DMO (g/cm?) - Col.-L2  r=-0,145 0,531 me/dia) DMO (g/cm?) -Col.—L2  r=0,057 0,728 me/dia) DMO (g/cm?) -Col.—L2  r=0,169 0,477

DMO (g/cm®) -Col.-13  r=-0,081 0,726 DMO (g/cm®)-Col.-13  r=0,120 0,467 DMO (g/cm®)-Col.-13  r=0,199 0,401

DMO (g/cm?) -Col.-L4  r=-0,093 0,690 DMO (g/cm?®) - Col.-L4  r=0,108 0,514 DMO (g/cm?®) - Col.-L4  r=0,143 0,548

DMO (g/cm?) - Col.-L2-L4  r=-0,103 0,656 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L14  r=0,116 0,480 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4  r=0,180 0,447

AA, ausencia de la enzima de restriccién Apal en ambos alelos; Aa, heterocigéticos; aa, presencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Sig., significacion estadistica; Tri Ward, tridngulo de Ward; L2,
L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar; DMO, densidad mineral dsea.
*No existen datos de la ingesta de Calcio diarias correspondientes a 36 pacientes.

FJ. Rodriguez Velasco

-238-



Tesis Doctoral
XI. RESULTADOS

‘sajualoed g¢ e Sa3UBIPUOdSaLI0D Selielp O1d|e) ap elsasul ] 9P SOIeP UISIXD ON

‘ledodJo) esen ap 92Ipu] ‘DINI| ‘B3SO [eJaUlW PepISUSP ‘ONG lequinT

BUWN|OD B| 3p SIIRAIU S1UBJRYP ‘v1-21 A ¥1 ‘€1 ‘21 ‘P4 op ojnSuely ‘piepn 1L ‘ednnsipelss uoledyiudis 8IS ‘sojo|e soque ud [ody UQIdDLIISa) P BWIZUD B| 9P BldUdsShe A juisg UOId1I1SDJ 9P BWIZUD B 9p
epuasald ‘yyqq ‘Ipdy uoiddlilsas ap ewizud e eded 0213081004919y SO|9|E SOQWIE UD JUWISg UOIIJ1I1SaJ 9P BWIZUS e| 9p elpuasald ‘pygq ‘sojaje soque ua jody A juisg uoldd1I1SaJ 9p Sewlzua se| ap epuasald ‘bpqq

vOT'0  veL'0=4  ¥1-¢1-710D - (;wd/3) oWa 9tv’'o  81Z0=4  ¥1-¢1-710D - (,Wwd/3) ONa 1650  6vZ'0-=1  ¥1-C1-710D - (,Wd/3) ONG
600 090=4  ¥1-700 - (,w3/3) ONA L6v'0  €8T°0=1  ¥1-70D-(,wd/8) ONa 790 9TZ'0-=1  ¥1-103-(,Wd/8) ONG
0’0 8¢80=4  €1-700 - (,w3/3) ONa 8170 9z€0=4  €1-700 - (,wd/8) ONa €590 6070-=1  €1-°103-(,w/8) ONG
66v'0  8YE'0=4 71100 - (,wd/8) ONa (/3w 8980  S¥0'0=1  T1-'10D - (,w9/3) ONA (/3w 8y'0  Tre'0-=!  ¢1-710- (,wd/3) ona (ep/3u
6€50  8TE0=1  plemuL-(,wd/3) ONa wwﬂ& §80°0  E€pv0=4  plemuL-(wd/3) OWa wwﬂ& vS9°0  80T0-=4  pJem ML-(,Wwd/3) ONG wmﬂa
868’0 80T'0-=1  Ja1ued04) - (LWd/3) ONG ople)  (9-u) ¥86°0  900'0=4  Ja3uEd0J] - (WD/8) ONA onEd  (97=u) 7S9°0  60T°0-=1  Jayuedoul - (,w3/3) ONG onEey  (zeu)
€L€0  8yv0=4  |edowsqo|an] - (Wd/B)oNa Bl vvaq LL0°0  ¥SP0=4  |edowsqo|an] - (wd/B)oNa  Bul eyqq L180  60T°0-=!  |edowdqo|3n] - (wd/B)oNa  Bul eeqq
0150 OvE0=4  ¥1-T1- 710D - (,w3/8) ONa 0€0'0  €590=1  ¥1-71- 10D - (,wd/3) ONG 990 97T0-=!  ¥1-¢1- 102 - (,Wd/3) ONa
0690  0TZ'0=4  ¥1-°102-(,w3/3) oG ST0'0  899°0=!  ¥1-7102-(,w3/3) ONG v/8°0  £90°0=4  ¥1-°10D-(,Wd/3) OING
0S€'0  89v'0=!  €1-7102-(,wd/3) ONG T€0'0  6¥9°0=4  €1-7100-(,wa/3) ona IS6'0  920°0-=1  €1-710D - (,wd/3) ONG
. . . g (e1p/3w . . . 3 (e1p/3w . . . g (elp/3w
6050 OvE'0=!  T1-7100 - (;w3/3) ONG o0zt 000  T09'0=!  71-7100-(,W3/3) ONa o0zt S86'0  800°0-=!  71-102- (,Wa/3) oNa 0071
€120 v6T'0-=1  plemML-(,Wwd/3) ONa m%_ L£20  68€°0=1  pieM ML-(,Wd/3) ONG m%_ 8v6°0  870°0-=1  pJem ML-(,Wd/3) ONG w%_
€€L0 081°0-=1  Jauedodl - (wd/3) OING onje) (9=u) TI€0 L€€°0=1 Jajupdoul - (,wd/3) OING onje) (11=y) 6860 900°0=4 Jajugdou] - (,wa/3) ona opjey (8=u)
v69'0  £0Z0=4  [|edowdqo|3n] - ((Wd/B)ONa  Bul vvaq 6520 €L€°0=4  [|edowdqo|d3n] - (Wd/B)oNa Bl eyqq §990  €81°0=4  |edowsjo|3n) - ((W3/3)oNa  “Bul eeqq
80v'0  Z08'0-=!  ¥1-Z1- 10D - (,wd/3) ONa 0v00  0690-=1  ¥1-1- 10D - (,wd/3) ONG €080  SOE€0=4  ¥1-¢1- 10D - (,w3/3) ONA
9€0'0  8660-=1  ¥1-710]-(,w3/3) ONG ST0'0  TLL0=4  ¥1-710D-(,wd/3) ONG 0960  €90°0=4  ¥1-°10D-(,w3/3) OING
wuy'o 8€L'0-=1  €1-700 - (,w3/3) ONa S90°0  8€9'0-=1  €1-700 - (,wd/8) oNa SeL0 vov'0=1  €1-10-(,wd/8) ONG
TS0 TL9'0-=1  ¢1-710D- (,wd/8) ONA (ep/3w 8500  1§9°0-=4  71-'10D - (,Wwd/8) OWA (ep/3w €€L'0  LOV'0=1  71-'10D - (,Wwd/3) ONa (e1p/3w
197’0 6vL'0=d  pJem ML- (,wd/3) ONa %va Cv0’0  €89°0-=1  pJem ML - (,wd/3) ONa %va ¥86°0  ST0'0-=1  PpJem ML - (wd/8) ONa MMM,
STT0 ¥86°0-=. Jaquedou] - (,wa/3) OING ople) (g=u) 900 819°0-= Jaquedou] - (,wa/3) OING ople) (6=u) 66°0 0T00-= Jauedol] - (wd/8) ONa onjey (=)
7090 985'0-=1  [|edowajojan) - (Wd/3)ONG  Bul vvaq PE0'0  ¥0L°0-=1  |edowajoj)an] - (,wd/8) ONG  "Bul evaq L06°0  SpT'0=/  |edowdjo|an) - ((Wd/3) QNG Bul eeqq
(Bw) (Bw) (Bw)
. enelp . . enelp . . euelp .
E opIed snly E opIed snly E oplEs snly
] ] 8u|

(1) 0GVNISIN0D OdILONID NN93S OI¥VIA OII1VI 3a OINNSNOD HOd SYAV.LSNIY NOSHVId 3d SITVIDHVd SINOIDVIIHYO0D

(1) "o191eD 9p euelp e3sa8ul e A YaA 19p jody A juisg

owsiyiowljod |9p sopeuiqwod sodijouad so| ap uglduny ud sajesodtod sease Jod QIANQ S340|BA SO| p elelp od|e) ap e3sadul Jod sepelsnfe uosiead ap sajeldsed sauoIdRDII0) 16S ejgeL

FJ. Rodriguez Velasco

-239-



Tesis Doctoral
XI. RESULTADOS

Tabla 60: Correlaciones parciales de Pearson ajustadas por ingesta de Calcio diaria de los valores DMO por areas corporales en funcion de los genotipos combinados del polimorfismo
Bsmly Apal del VDR y la ingesta diaria de Calcio. (I1)

CORRELACIONES PARCIALES DE PEARSON AJUSTADAS POR CONSUMO DE CALCIO DIARIO SEGUN GENOTIPO COMBINADO (11)

Ing. Ing. Ing.
Ajust. Mwm_MM Sig. Ajust. MMMM Sig. Ajust. M.MMM Sig.
(mg) (mg) (mg)

Bbaa Ing. DMO Am\nBJ - Cuello Femoral r=-0,932 0,068 BbAa Ing. DMO Am\nBNV - Cuello Femoral r=0,345 0,449 BbAA Ing. DMO Am\nBNV - Cuello Femoral r=0,979 0,001
(n=4) nw_hmo DMO (g/cm?) - Trocénter  r=-0,918 0,082 (=7} Calcio DMO (g/cm?) - Trocénter  r=0,473 0,283 (n=6)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocénter  r=0,763 0,078
am% DMO (g/cm?®) - TriWard ~ r=-0,945 0,055 Aw“ﬂm DMO (g/cm?®)-TriWard ~ r=0,312 0,496 Aw“ﬂm DMO (g/cm?®) - TriWard ~ r=0,812 0,050
me/dia) DMO (g/cm?) -Col.—L2  r=-0,754 0,246 me/dia) DMO (g/cm?) -Col.—=L2  r=0,132 0,778 me/dia) DMO (g/cm?) - Col.—-L2 | r=0,895 0,016
DMO (g/cm’) - Col.-13  r=-0,799 0,201 DMO (g/cm’)-Col.-L3  r=0,209 0,652 DMO (g/cm’) - Col.-L3 | r=0,828 0,042
DMO (g/cm’) - Col.- L4  r=-0,739 0,261 DMO (g/cm’) - Col.-L4  r=0,254 0,582 DMO (g/cm’) - Col.-L4  r=0,798 0,057
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4  r=-0,766 0,234 DMO (g/cm?®) - Col.-L2-l4  r=0,213 0,647 DMO (g/cm?) - Col.- L2-L14 | r=0,846 0,034
Bbaa Ing. DMO Am\nSJ - Cuello Femoral r=-0,966 0,166 bbAa Ing. DMO Am\nBJ - Cuello Femoral r=-0,444 0,111 BbAA Ing. DMO Am\nBJ - Cuello Femoral r=0,557 0,330
(n=3) nﬂ“M__‘u DMO Am\nBNV - Trocénter r=-0,971 0,153 (n=14) nﬂmw DMO Am\nBJ - Trocénter r=-0,328 0,252 (n=5) nﬂmw DMO Am\nBJ - Trocénter r=0,615 0,269
aoou DMO Am\nBJ - Tri Ward r=-0,947 0,207 Amoou DMO Am\nBNV - Tri Ward r=-0,464 0,095 Amoou DMO Am\nBNV - Tri Ward r=0,553 0,334

awm_o% DMO (g/cm®)-Col.- L2 r=-0,954 0,194 amww DMO (g/cm?) - Col.-L2  r=-0,438 0,118 amww DMO (g/cm?) - Col.-L2  r=0,224 0,717

DMO (g/cm’) - Col.-13  r=-0,695 0,511 DMO (g/cm’) - Col.-L3  r=-0,441 0,114 DMO (g/cm’)-Col.-L3  r=0,275 0,655
DMO (g/cm?) - Col.-L4  r=-0,720 0,488 DMO (g/cm®) - Col.-L4  r=-0,444 0,112 DMO (g/cm®) - Col.-L4  r=0,542 0,346
DMO (g/cm’) - Col.-L2-L4  r=-0,798 0,412 DMO (g/cm’) - Col.- L2-L14  r=-0,451 0,105 DMO (g/cm’) - Col.-L2-L14  r=0,339 0,576
Bbaa Ing. DMO Am\nBJ - Cuello Femoral r=-0,119 0,712 BbAa Ing. DMO Am\nBNV - Cuello Femoral r=0,127 0,616 BbAA Ing. DMO Am\nBNV - Cuello Femoral r=-0,158 0,644
(n=12) nm\._m_uhw DMO (g/cm?) - Trocdnter ~ r=-0,414 0,181 (n=18) n”ﬁw DMO (g/cm?) - Trocanter  r=0,327 0,186 (n=11) n”ﬁw DMO (g/cm?) - Trocanter  r=0,330 0,322
(>1200 DMO (g/cm’) - TriwWard ~ r=-0,006 0,985 (1200 DMO (g/cm®) - TriWard ~ r=0,322 0,193 (1200 DMO (g/cm®) - TriWard ~ r=-0,032 0,926

me/dia) DMO (g/cm?) - Col.=L2  r=0,296 0,350 me/dia) DMO (g/ecm?) - Col.—L2  r=0,301 0,225 me/dia) DMO (g/cm?) -Col.—L2  r=-0,324 0,330

DMO (g/cm?) - Col.-L3  r=0,202 0,529 DMO (g/cm®) - Col.-L3  r=0,385 0,114 DMO (g/cm®) - Col.-L3  r=-0,230 0,497

DMO (g/cm’) - Col.-14  r=0,185 0,565 DMO (g/cm’)-Col.-L4  r=0,348 0,157 DMO (g/cm’) - Col.-L4  r=-0,166 0,626

DMO (g/cm’) - Col.-L2-L4  r=0,228 0,476 DMO (g/cm’) - Col.-L2-L14  r=0,380 0,120 DMO (g/cm’) - Col.-L2-L14  r=-0,251 0,457

Bbaa, heterocigdtico para la enzima de restriccion Bsml y presencia de la enzima de restriccion Apal; BbAa, heterocigdtico para las enzimas de restriccion Bsm/ y Apal; BbAA, heterocigdtico para la enzima de
restriccion Bsml y ausencia de la enzima de restriccion Apal; Sig., significacion estadistica; Tri Ward, tridngulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar; DMO, densidad mineral ésea;
IMC, indice de Masa Corporal.

*No existen datos de la ingesta de Calcio diarias correspondientes a 36 pacientes.

FJ. Rodriguez Velasco

-240 -



Tesis Doctoral
XI. RESULTADOS

'sajualoed g¢ e sa3UdIPUOUSaLI0D SelIelp O1d|e) 3p eISaSUl B| 9P SOIEpP UDISIXd ON
‘lesoduo) ese|n p 321puj D] ‘BISO [RI3UIW PEPISUSP ‘OING
‘{Jequin BUWN|OD B| 3P SI|9AIU SRIUIBIP ‘L1-21 A #1 ‘€1 ‘21 ‘p4eM 2p ojnSuely ‘piepn 11 ‘ednsipeisa uoroedyusis “SIS ‘sojaje soquie ua pdy A juisg UQIIDIIISDI 9P SEWIZUD SB[ 9P BIDUASNE ‘Yi/gg {[ody UQIdd1IISal
ap ewizua e| eded 0211081704913y SO|2|e SOQWIE UD JWISg UQIIJIIISI 9P BWIZUD B| 3P BIDUSSNE ‘DY/gg ‘SO|3|e soquie Ud [pdy UQIdd1I1SaJ dp BWIZUD e| 9p epuasald A juisg UQIdd1IISaJ ap BWIZUS B 3p BIDUSShE ‘Dbgg

0680  7LT0-=1  ¥1-71-°10] - (;wd/8) ONa 80€0  ££§'0-=1  v¥1-T1-710D - ((w3/3) ONa ¥1-21- 7102 - (,wd/3) ONa
SL6°0  0v0'0-=1  ¥1-10D - (,wd/8) ONA STZ0  T£9'0-=1  ¥1-10 - (,wd/8) ONA ¥1-7100 - (,wd/3) ona
6€8°0  057'0-=1  €1-7100-(,wy/3) ona 67€0  £55'0-=1  €1-7100-(,wy/8) ona €1-7100 - (,w>/8) ONa
1850 ¢I90-=1  ¢1-'10D-(,wd/8) ona (ep/Bu L8€°0  €0S'0-=1  T1-710D - (,wd/3) ona (ep/3u 217100 - (,wd/3) ONG (esp/Bu
v£8°0  L6T°0-=4  pJem UL-(,wd/8) ONa Mﬂa TPL'0  SOT'0-=4  paem UL-(,w3/3) ONG Mﬂa pleM 1 - ((wd/3) ONa mﬁa
Z€L0 60°0=1 Jajuedod] - ANEu\mv OWa onjey (g=u) 5860 210°0-=4 Jajuedod] - ANEu\mv OWa onjey (g=u) - - Jajueodod] - ANEU\B OWna onjey (0=u)
€860  [T0°0=1  [|eJowa4o|3n) - (Wd/8)ONG  Bul vvad SvL0  T0Z'0=1  [|edowa4o|3n) - ((Wd/8)ONG  Bul evag [eJow4 ojjan) - ((Wd/8)ONa  “Bul eeqg
8TT0  78L'0-=1  ¥1-T1-710D - (,w3/3) ONQ ¥1-21- 710D - (,wd/8) ona 6¥9'0  vzs'0-=1  ¥1-¢1- 10D - (,wd/3) ONa
9690  Tyz'o-=1  ¥1-10D - (,wd/8) ONa 1-°102 - (,wd/8) ONa €€8°0  097'0-=1  ¥1-°10] - (,wd/8) ONG
9900  €58'0-=1  €1-100-(,w/8) ona €1-7102 - (,wd/3) ONa €090  €85'0-=  €1-°103- (,wd/3) ONG
. . (e1p/3w (e1p/3w . . (elp/Bw
LT00  0v6'0-=4  71-10- (,w3/3) ONa oozt T1-"100 - (wy/3) OWa o0zt 1850 I9'0-=4  71-7100 - (,w3/8) oWa 0071
66v'0  SOY'0-=4  pJem ML-(,wd/3) ONG www_ pJeM ML - (,wd/3) ONG www_ 6890 69Y'0-=1  PpJeM ML - (,wd/3) ONa wmw_
9€5°0 €L€°0=1 Jajuedod] - RNEU\MV OoWna onjey (g=u) -- - Jajuedod] - RNEU\MV OoWna onjey (0=u) 9660 900°0=4 J9juedod] - ANEu\mV OWna onjey (£=u)
L100  0v6'0-=! [eJowddo|an) - (wd/3)oNa  Bul vvad [esowa ofjan] - (Wd/8) oNa  “Bul eyag L0 S6E0-=1  |edowaqo|d3n] - (Wd/3)oNa  Bul eeqgg
SS¥'0 §SL'0-=1  ¥1-T1-710D - ((wd/3) Ona ¥1-21- 7100 - (,wd/3) ONa ¥1-21- 7102 - (;wd/3) ONa
68v'0  6TL0-=1  ¥1-710D-(,w3/3) ONG ¥1-710D - (,w>/8) OWa ¥1- 7102 - (,w3/3) ONa
69€0  £€8°0-=1  €1-'100 - (,wd/8) ONA €1- 102 - (;w3/8) owa €1- 7100 - (w3/8) owa
€560  vL00=4  T1-710D - (,wd/8) OWa (erp/Bu 21~ 100 - (,w>/8) ONa (erp/Bu ?1- 102 - (,ws/8) ONQ (esp/Bu
9100 666'0-=1  PpJem L - (wd/8) ONG 008-0) PaBM 1L - (,w3/8) ONA 008-0) pJe 1L - (,wd/3) ONa 008:0)
¢ eleg ¢ eleg ¢ eleg
v09'0  €85'0-=1  Jaaupdoil - (Wd/8) ONG onEy  (g=u) Ja3uedou] - (,wa/8) ONG onEd  (0=u) Jajued0.] - (,wd/5) oG oney  (o=u)
S80'0  166'0-=1  [|eJowa4o||an) - ((wd/3)ONa  Bul vves [esowa4 ofjan] - (Wd/8) OWa@  “8ul evag [eJowag ojjan - (Wd/3) oNa  "8ul eegg
(Sw) (Sw)
. euep . . euep . . .
EN opIEs snly EN opIEs snly 8IS onlen snly
‘Su ‘Sup *8u)

(11) 0QVNIGINOI OdILONID NND3S O1YVIA 0121V 3d OWNSNOI YOd SYAVLSNIY NOSHV3Id 3a SITVID¥Vd SINOIDYIIHYOD

(111) “o121eD ap ewielp eisasur el A yan [9p (ody A jusg

owslyiowijod [ap sopeuiquod sodijouasd so| ap uguNy ud sajetodlod seale Jod QINQ S240[BA SO| ap eleIp old[e) ap eisadul Jod sepeisnfe uosiead ap sajeldied sauolde|aII0) (T9 e|qel

FJ. Rodriguez Velasco

-241 -



Tesis Doctoral

XI. RESULTADOS

Tabla 62: Correlaciones parciales de Pearson ajustadas por Edad e IMC a partir de la ingesta de Calcio diaria de los valores DMO por areas corporales en funcién de los genotipos del
polimorfismo Bsm/ del VDR y la ingesta diaria de Calcio.

CORRELACIONES PARCIALES DE PEARSON AJUSTADAS POR EDAD E IMC A PARTIR DEL CONSUMO DE CALCIO DIARIO SEGUN GENOTIPO Bsml/

Ing. Ing.
Ajust. sig. Ajust. Mﬂ_mM sig. Ajust. Mﬂ_mM sig.
(mg) (mg)

bb Ing. DMO (g/cm®) - Cuello Femoral 0,334 Bb Ing. DMO Am\nBJ - Cuello Femoral r=0,370 0,175 BB Ing. DMO Am\nBJ - Cuello Femoral =-0,988 0,099
{n=15)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocanter  r=-0,242 0,426 (r=17)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocdnter  r=0,288 0,299 (n=5)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocanter  r=-0,986 0,106
AW.“% DMO ﬁm\nBJ - Tri Ward r=-0,235 0,441 AWMM DMO Am\nBJ - Tri Ward r=0,400 0,140 AWMM DMO Am\nBJ - Tri Ward r=-0,830 0,377
sm\&w DMO (g/cm?) -Col.—L2  r=0,201 0,511 3%@ DMO (g/cm?) - Col.-L2  r=0,382 0,160 3%@ DMO (g/cm?) - Col.—L2  r=0,154 0,902
DMO (g/cm?’) - Col.-13  r=-0,256 0,399 DMO (g/cm’)-Col.-13  r=0,284 0,304 DMO (g/cm?) - Col.-13  r=-0,080 0,949
DMO (g/cm®)-Col.-L4  r=-0,431 0,141 DMO (g/cm’)-Col.-L4  r=0,297 0,282 DMO (g/cm’) - Col.-L4  r=-0,061 0,961
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4  r=-0,313 0,298 DMO (g/cm?) - Col.-L2-L4  r=0,322 0,242 DMO (g/cm?) - Col.-L2-L4  r=0,007 0,996
bb Ing.  DMO (g/cm’) - Cuello Femoral | r=0,418 0,047 Bb Ing.  DMO (g/cm’) - Cuello Femoral ~ r=-0,299 0,200 BB Ing.  DMO (g/cm’) - Cuello Femoral ~ r=-0,135 0,749
(n=25)  calcio DMO (g/cm?) - Trocénter  r=0,279 0,197 (n=22)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocénter  r=-0,316 0,174 (n=10)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocénter  r=0,015 0,972
ﬂmh DMO (g/cm?®) - TriWard ~ r=0,336 0,117 ﬂum DMO (g/cm?®) - Triward ~ r=-0,350 0,130 ﬂum DMO (g/cm?®) - Triward ~ r=0,379 0,354
3%% DMO (g/cm?) - Col.-L2  r=0,526 0,010 3%_% DMO (g/cm®)-Col.-L2  r=-0,335 0,149 3%_% DMO (g/cm®)-Col.-L2  r=0,023 0,958
+ DMO (g/cm®)-Col.-13  r=0,365 0,087 + DMO (g/cm’) - Col.-L3  r=-0,358 0,121 + DMO (g/cm’)-Col.-L3  r=-0,032 0,941
DMO (g/cm?®) - Col.-L4  r=0,337 0,116 DMO (g/cm?) -Col.-L4  r=-0,356 0,123 DMO (g/cm?) -Col.-L4  r=0,237 0,573
DMO (g/cm?) - Col. - 12-L4 | r=0,465 0,025 DMO (g/cm?®) - Col. - 12-L4  r=-0,356 0,123 DMO (g/cm?) - Col.-12-L4  r=0,098 0,818
bb Ing. DMO ﬁm\nBJ - Cuello Femoral r=0,278 0,160 Bb Ing. DMO Am\nBJ - Cuello Femoral r=0,019 0,908 BB Ing. DMO Am\nBJ - Cuello Femoral r=0,236 0,573
(n=29)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocénter  r=0,082 0,684 (n=41)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocénter  r=0,186 0,258 (n=10)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocénter  r=-0,031 0,942
TWMWM DMO ﬁm\nBJ - Tri Ward r=0,265 0,182 AV.WN_M.M DMO Am\nBJ - Tri Ward r=0,162 0,326 AV.WN_M.M DMO Am\nBJ - Tri Ward r=-0,277 0,506
me/dia) DMO (g/cm?) -Col.—L2  r=-0,066 0,742 me/dia) DMO (g/cm?) - Col.—L2  r=0,174 0,289 me/dia) DMO (g/cm?) - Col.—L2  r=-0,598 0,117
DMO (g/cm?®) - Col.-13  r=0,035 0,862 DMO (g/cm?) -Col.-13  r=0,210 0,199 DMO (g/cm?) -Col.-L3  r=-0,520 0,186
DMO (g/cm?’) - Col.-14  r=-0,018 0,930 DMO (g/cm?) - Col.-l4  r=0,187 0,255 DMO (g/cm?) - Col.-14  r=-0,605 0,112
DMO (g/cm?) - Col.-L2-Ll4  r=-0,011 0,958 DMO (g/cm?) - Col.-L2-L4  r=0,204 0,213 DMO (g/cm?) - Col.-L2-L4  r=-0,612 0,107

BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; Bb, heterocigoticos; bb, presencia de la enzima de restriccion Bsml en ambos alelos; Sig., significacion estadistica; Tri Ward, triangulo de Ward; L2,
L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar; DMO, densidad mineral ésea; IMC, indice de Masa Corporal.
*No existen datos de la ingesta de Calcio diarias correspondientes a 36 pacientes.

FJ. Rodriguez Velasco

-242 -



Tesis Doctoral
XI. RESULTADOS

'saquaided g¢ e sa1uaIpuodsall0d selielp o1d|e) ap e1sa8ul Bl 9p SO1BP USISIXS ON 4
‘|edodio) ese ap d21puj ‘DIN| 8IS |eJaUIW PEPISUSP ‘OINQ ‘JBqUINT BUWN|OD B] 3P SIIAIU SIUIIP ‘¥1-21 A #1 ‘€1
‘71 ‘piepn op ojn3uel) ‘paepn 1] (Bd13S|peISD uodedliudis 8IS (Soj9je soquie ua [pdy UQIDDIIISAL BP BWIZUD B 9P eIoUSsaUd ‘Db (S0211081004919Y ‘DY (SO|9|e SOqIB U [pdY UQIJDIIISL 9P BWIZUD | 9p BlDuUdshe ‘v

0990 TTT'0=1  ¥1-71-°10D - (,wd/8) ONa LLZ'0 ¥8T°0=4  ¥1-T1-719D - (,wd/3) ONG L£20  S8T0-=1  ¥1-T1- 710D - (,wd/8) ONQ
T/L'0  vL0°0=1  ¥1-7100-(,wd/8) ona 98¢0 L¥T'0=1  ¥1-710D-(,wd/3) ona TrPE0  TET'0-=1  ¥1-7103-(,Wd/8) oA
6850  9€T’0=4  €1-103-(,w/3) oG Lze'0  99T'0=1  €1-710D - (,wd/3) ona 0£T’'0  687°0-=1  €1-700-(,wa/3) oA
829'0  €ZT0=1  Z1-702- (,wd/3) ONa pSE'0  LST'0=1  T1-710D - (;wa/3) ona (e 9ST'0  6€€'0-=1  T1-102 - (,W3/3) ONG (e
S0S'0  89T'0=1  pJem ML-(,wd/3) ONa 9200 L9€'0=1 | piemML-(,wd/3) ONa mﬂa 7900 9€v’0-=1  paemML- (w3/8) ONa mﬂa
Lp0'0  wLp0=1  saupdoil - (wd/3) ONA oney  (oz=u) Tre’0  £61°0=1  J33uedoi) - (,wd/3) ONA omey  (se=u) 810  TLE'0-=1  J9yupd0i) - (,wd/8) ONG oned  (rz=u)
€80 £LT°0=1  |elowajo|an) - ((Wd/3)ONa  Bul vv €100  SOv0=1  |elowajojan) - ((Wd/3)ONa  Bul ey 6600  06€'0-=1  |eJowdjo|jan) - (LWd/8) OWA  "Bul ee
Lrs0 S8T°0=4  ¥1-T1-710D - (,wd/3) ONG S96'0  600'0-=1  ¥1-T1- 10D - (,wd/3) ONQ 8090  §9T°0-=!  ¥1-¢1-710] - (,wd/3) ONa
9090 TST'0=!  ¥1-710D - (,wd/3) ONa 6690  180'0-=!  ¥1-°10D-(,wd/3) ona 1860  800'0-=1  ¥1-°102- (,Wd/8) ONA
7L50  S9T°0=4  €1-710D - (,wd/8) ONG + 7180 050°0-=1  €1-°10] - (,wd/8) ONG + €680 890'0-=1  €1-°10] - (,Wwd/3) ONG +
. . . (e1p/3w . . on - (e1p/3w . . on (e1p/3w
9ev'0  LzZ'o=t  T1-710D - (,Wd/3) ONa 0021 S€9°0  00T'0=!  ¢1-10D- (Wa/3) ona 0021 6540 660'0-=1  ¢1-"10D - (,Wd/3) ONQ 002T
T€C0  Tye'0=!  piem ML-(wI/3) OWa www_ 698°0  SE0'0-=1  piem ML-(,w3/3) OWa www_ Y6ED  TLT0-=1  plepmuL-(wd/3) OWa www_
8710 £€80°0=1 Jaquedol] - (wd/8) ONa opje) (o1=u) 6080 150°0-= Jaquedol] - (wd/8) ONa ople) (z=u) 950 8€7°0-= Jaquedou] - (,wa/8) ONG onjey (v1=u)
¥85°0  09T'0=1  |edowajojan) - (Wd/8)ONd  "Bul vV S18'0  6v0'0-=1  |elowajo|an) - ((Wd/3)ONa  Bul ey 88L'0  [80°0-=1  [edowajo|an) - (Wd/3)ONG  Bul ee
L0TO  OYS0=4  ¥1-T1-710D - (wa/3) ONG 8640  L0'0-=1  ¥1-Z1-719D - (,wd/3) ONG 9170 650-=!  ¥1-T1-710d - (,wd/3) ONa
6ET0  T0S0=4  ¥1-10D - (,wd/8) ONG €690 TIT'0-=!  ¥1-103-(,Wd/3) ONG £ST0  1SS'0-=1  ¥1-°10]- (,Wd/3) ONG
SET0  £0S0=4  €1-103-(,w/8) ona L18°0  S90'0-=1  €1-710D - (,wd/3) ona 1810 6¢9'0-=1  €1-'102-(,wd/8) oA
0L00 S65°0=1  71-7100 - (,wd/3) ONa W_Eme 606'0  z€0'0-=1  71-'10D - (,Wd/3) ONa W_Eme €270 §85°0-=!  71-710- (,wd/3) ONG W_Eme
7sz’0 00v‘0=1  plem ML-(,wd/3) ONG “oh% 9560 9T0°0-=1  pJeMm ML- (,wd/3) ONA “oh% 9TL'0  T6T0-=1  piemML-(,wd/3) ONa “oh%
T0L'0  6ET'0=1  Jayupd0lL - (LWd/8) ONG oney  (zi=u) ¥eL'0  00T'0-=4  J23uEd04L - (,W/8) ONA ooey  (r1=u) ISP'0 ¥8E'0-=1  JaruedolL - (wd/8) ONG onjey  (g=u)
9vZ0 Sov‘0=4 |eJowa4 oj|an) - ANEu\mv Ona 8ul vv 9880 Tv0‘0-=4 |eJowa4 oj|an) - ANEu\mv Ona Suj ey 90€0 905°0-=4 |esowa4 of|an) - ANEU\mV Ona Sul ee
(8w) (8w) (8w)
. elelp . . elelp . . euelp .
E opied snly 31s opes snly E oPEs snly
8uj 8uj *8uj

10dy 0dILONID NN93S OI¥VIA OII1¥D 3a OWNSNOD 130 ¥ILYVd V DN 3 Va3 HOd SYAVLSNIY NOSHV3d 3a SITVID¥Vd SINOIDVIIYYOD

‘o12]e) 3p euelp e1sadul e| A Yaa |op /ody owsijiowijod
|9p sodizoua8d so| ap uolouny ud sajesodiod seale Jod OINQ S40|eA SO| 9p elielp odje) 3p eisadul e ap Jized e JA| @ pep3 Jod sepeisnfe uosiead ap s9jelded sauolde|aII0) (€9 Elqel

FJ. Rodriguez Velasco

-243 -



Tesis Doctoral

XI. RESULTADOS

Tabla 64: Correlaciones parciales de Pearson ajustadas por Edad e IMC a partir de la ingesta de Calcio diaria de los valores DMO por areas corporales en funcion de los genotipos
combinados del polimorfismo Bsmly Apal del VDR y la ingesta diaria de Calcio. (I)

CORRELACIONES PARCIALES DE PEARSON AJUSTADAS POR EDAD E IMC A PARTIR DEL CONSUMO DE CALCIO DIARIO SEGUN GENOTIPO COMBINADO (1)

Ing. Ing. Ing.
Ajust. MHMM Sig. Ajust. MW_MM Sig. Ajust. MMMM Sig.
(mg) (meg) (meg)
bbaa Ing. DMO Am\nBJ - Cuello Femoral -—- bbAa DMO Am\nBNv - Cuello Femoral r=-0,673 0,097 bbAA Ing. DMO Am\nBNv - Cuello Femoral -—-
(n=3) nm_nmo DMO (g/cm?) - Trocanter --- --- (n=9) DMO (g/cm?) - Trocanter  r=-0,486 0,269 (n=3) nm_nm.o DMO (g/cm?) - Trocanter --- ---
%M% DMO (g/cm?) - Tri Ward DMO (g/cm’) - TriWard ~ r=-0,606 0,149 Aw“% DMO (g/cm?) - Tri Ward
gma_w DMO (g/cm?) - Col. — L2 sw\aw DMO (g/cm?) -Col.—L2  r=0,625 0,133 sw\aw DMO (g/cm?) - Col. - L2
DMO (g/cm?) - Col. - L3 DMO (g/cm?®) - Col.-L3  r=-0,512 0,240 DMO (g/cm?) - Col. - L3
DMO (g/cm?) - Col. - L4 DMO (g/cm’) - Col.-L4 | r=-0,781 0,038 DMO (g/cm?) - Col. - L4
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 DMO (g/cm?) - Col.-L2-L4  r=-0,650 0,114 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4
bbaa Ing. DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,484 0,330 bbAa Ing. DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,482 0,189 bbAA Ing. DMO (g/cm?) - Cuello Femoral r=0,895 0,105
(n=8)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocénter  r=0,288 0,580 (n=11)  Ccalcio DMO (g/cm?) - Trocénter  r=0,444 0,231 (n=6)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocénter  r=0,869 0,131
ﬂwm DMO (g/cm®) - Triward ~ r=0,330 0,522 ﬂmﬁﬂ DMO (g/cm?®) - Triward  r=0,534 0,139 ﬂmﬁﬂ DMO (g/cm?®) - Triward ~ r=0,637 0,363
gmmmw DMO (g/cm?) - Col.—L2  r=0,499 0,314 swmww DMO (g/cm?) - Col.—L2 | r=0,926 0,000 swmww DMO (g/cm?) -Col.—L2  r=0,832 0,168
+ DMO (g/cm’) - Col.-13  r=0,069 0,897 + DMO (g/cm?) - Col.-L3 | r=0,935 0,000 + DMO (g/cm?®)-Col.-L3  r=0,838 0,162
DMO (g/cm?)-Col.-14  r=0,312 0,547 DMO (g/cm?®) - Col.-L4 | r=0,938 0,000 DMO (g/cm®)-Col.-L4  r=0,818 0,182
DMO (g/cm?) - Col.-L2-L4  r=0,422 0,405 DMO (g/cm?) - Col.-L2-Ll4 ~ r=0,953 0,000 DMO (g/cm?) - Col.-L2-Ll4  r=0,855 0,145
bbaa Ing. DMO Am\nBJ - Cuello Femoral r=0,121 0,846 bbAa Ing. DMO Am\nBNv - Cuello Femoral r=0,718 0,004 bbAA Ing. DMO Am\nBNv - Cuello Femoral r=0,339 0,661
(n=7)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocanter  r=0,310 0,612 (n=16)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocanter  r=0,151 0,607 (n=6)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocanter  r=-0,259 0,741
VWN_MM DMO Am\nBJ - Tri Ward r=-0,163 0,793 VWMM DMO Am\nBJ - Tri Ward r=0,671 0,009 VWMM DMO Am\nBJ - Tri Ward r=0,107 0,893
am\a_w DMO (g/cm?) - Col. L2 r=-0,301 0,623 aw\&w DMO (g/cm?) -Col.—L2  r=0,137 0,641 aw\&w DMO (g/cm?) - Col.—L2  r=0,688 0,312
DMO (g/cm?) - Col.-L3  r=-0,324 0,595 DMO (g/cm?) - Col.-L3  r=0,420 0,135 DMO (g/cm®) - Col.-L3  r=0,895 0,105
DMO (g/cm?) - Col.-L4  r=-0,368 0,542 DMO (g/cm®) - Col.-L4  r=0,232 0,425 DMO (g/cm®) - Col.-L4  r=0,744 0,256
DMO (g/cm’®) - Col.-L2-L4  r=-0,341 0,574 DMO (g/cm’) - Col.- L2-L14  r=0,302 0,293 DMO (g/cm’) - Col.- L2-L14  r=0,859 0,141

bbaa, presencia de las enzimas de restriccion Bsml y Apal en ambos alelos; bbAa, presencia de la enzima de restriccion Bsml en ambos alelos heterocigdtico para la enzima de restriccion Apal; bbAA, presencia
de la enzima de restriccion Bsml y ausencia de la enzima de restriccién Apal en ambos alelos; Sig., significacion estadistica; Tri Ward, triangulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna

Lumbar; DMO, densidad mineral ésea; IMC, indice de Masa Corporal.

*No existen datos de la ingesta de Calcio diarias correspondientes a 36 pacientes.
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Tabla 66: Correlaciones parciales de Pearson ajustadas por Edad e IMC a partir de la ingesta de Calcio diaria de los valores DMO por areas corporales en funcidn de los genotipos
combinados del polimorfismo Bsm/ y Apal del VDR y la ingesta diaria de Calcio. (lIl)

CORRELACIONES PARCIALES DE PEARSON AJUSTADAS POR EDAD E IMC A PARTIR DEL CONSUMO DE CALCIO DIARIO SEGUN GENOTIPO COMBINADO (111)

Ing. Ing.
. . . Calcio . . Calcio .
Ajust. diaria Sig. Ajust. diaria Sig. Ajust. diaria Sig.
(mg) (mg) (mg)
BBaa Ing. DMO (g/cm’) - Cuello Femoral --- - BBAa Ing. DMO (g/cm’) - Cuello Femoral - --- BBAA Ing. DMO (g/cm’) - Cuello Femoral - ---
(n=0)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocanter - (n=0)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocanter - (n=3)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocanter -
Baja ) X Baja 5 X Baja ) X
(0-800 DMO (g/cm?) - Tri Ward - (0-800 DMO (g/cm®) - Tri Ward - (0-800 DMO (g/cm?) - Tri Ward -
me/dia) DMO (g/cm?) - Col. — L2 me/dia) DMO (g/cm?) - Col. - L2 me/dia) DMO (g/cm?) - Col. — L2
DMO (g/cm?) - Col. - L3 DMO (g/cm?) - Col. - L3 DMO (g/cm?) - Col. - L3
DMO (g/cm?) - Col. - L4 DMO (g/cm?) - Col. - L4 DMO (g/cm?) - Col. - L4
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4
BBaa Ing. DMO Am\nBNv - Cuello Femoral - BBAa Ing. DMO Aw\nBJ - Cuello Femoral - BBAA Ing. DMO Am\nBNv - Cuello Femoral -0,938 0,225
n=3, i n=0 i n=5 i
(n=3)  Calcio DMO (g/cm?) - Trocénter - - (n=0) Calcio DMO (g/cm?) - Trocanter - - (h=s)  Calcio DMO (g/cm’) - Trocanter -0,796 0,414
Nor. Nor. Nor.
(800- DMO (g/cm?) - Tri Ward - (800- DMO (g/cm?) - Tri Ward - (800- DMO (g/cm?) - Tri Ward 0,060 0,962
1200 1200 1200
meg/dia) DMO (g/cm?) - Col. — L2 meg/dia) DMO (g/cm?) - Col. — L2 meg/dia) DMO (g/cm?) - Col. — L2 0,999 0,032
+ + +
DMO (g/cm?) - Col. - L3 DMO (g/cm?) - Col. - L3 DMO (g/cm?) - Col. - L3 0,966 0,166
DMO (g/cm?) - Col. - L4 DMO (g/cm?) - Col. - L4 DMO (g/cm?) - Col. - L4 0,991 0,087
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 0,987 0,105
BBaa Ing. DMO Am\nBNv - Cuello Femoral - BBAa Ing. DMO Aw\nBJ - Cuello Femoral 0,325 0,790 BBAA Ing. DMO Am\nBNv - Cuello Femoral -
(n=0) Calcio 2 , (n=5) Calcio 2 . (n=3) Calcio 2 ,
Alta DMO (g/cm?) - Trocanter --- - Alta DMO (g/cm?) - Trocénter -0,036 0,977 Alta DMO (g/cm?) - Trocanter - ---
(>1200 DMO (g/cm?) - Tri Ward (>1200 DMO (g/cm?) - Tri Ward 0,406 0,734 (>1200 DMO (g/cm?) - Tri Ward
mg/dia) mg/dia) mg/dia)
+ DMO (g/cm?) - Col. — L2 + DMO (g/cm?) - Col. — L2 0,969 0,159 + DMO (g/cm?) - Col. — L2
DMO (g/cm?) - Col. - L3 DMO (g/cm?) - Col. - L3 0,989 0,003 DMO (g/cm?) - Col. - L3
DMO (g/cm?) - Col. - L4 DMO (g/cm?) - Col. - L4 -0,985 0,109 DMO (g/cm?) - Col. - L4
DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4 0,997 0,046 DMO (g/cm?) - Col. - L2-L4

BBaa, ausencia de la enzima de restriccién Bsml y presencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; BBAa, ausencia de la enzima de restriccion Bsml en ambos alelos heterocigético para la enzima de
restriccién Apal; BBAA, ausencia de las enzimas de restriccion Bsml y Apal en ambos alelos; Sig., significacion estadistica; Tri Ward, tridngulo de Ward; L2, L3, L4 y L2-L4, diferentes niveles de la Columna Lumbar;

DMO, densidad mineral sea; IMC, indice de Masa Corporal.

*No existen datos de la ingesta de Calcio diarias correspondientes a 36 pacientes.
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11.7. Riesgo de osteoporosis y genotipo VDR

El analisis del odd ratio para los genotipos Bsml no encontrd efecto
protector del genotipo bb frente al BB (odd ratio=0.7522 I.C. 95%=0.3089-
1.8316; P=0.627), ni del genotipo bb frente a Bb/BB (odd ratio=0.8672 I.C.
95%=0.4853-1.5494; P=0.6303) en el riesgo del desarrollo de osteoporosis.
Igualmente para los genotipos Apal no se observaron ni efectos protectores ni
adversos asociados a cualquiera de los genotipos estudiados (odd ratio para
AA/aa=1.6286 |.C. 95%=0.7257-3.6548; P=1.183, AA vs Aa/aa=1.2857 I.C.
95%=0.6509-2.5398; P=0.4693).

Respecto del riesgo de fractura osteopordticas, no se observaron
efectos protectores del genotipo bb vs BB (odd ratio=0.31154 I.C. 95%=0.3770-
25.7444; P=0.2916), ni del bb vs BB/Bb (odd ratio=2.25 I.C. 95% (I.C.
95%=0.7702-6.5728; P=0.1382) ya fuera en cadera, humero, mufeca o
vertebra. Similares resultados se obtuvieron para el genotipo Apal con un odd
ratio para AA vs aa de 0.4407 (I.C. 95%=0.0388-5.00;P=0.5085) y de AA frente a
Aa/aa de 0.1646 (I.C. 95%=0.0212-1.2811; P=0.0848).
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11.8. Desarrollo de ecuaciones predictoras de la DMO en columna

lumbar y cuello femoral en base al genotipo VDR

El estudio de regresién multivariante permitié establecer ecuaciones
predictoras de la DMO en columna lumbar (L2-L4) y cadera (cuello femoral)
para mujeres espafiolas postmenopausicas en base a los polimorfismos
frecuentes del gen del VDR estudiados (Bsm/ y Apal). Las variables utilizadas en
el modelo fueron: edad, peso, IMC, talla, ingesta diaria de calcio y vitamina D,

edad de menarquia y aiios desde la menopausia.

Los resultados mostrados en la Tabla 67 muestran las ecuaciones
predictoras para cada uno de los genotipos Bsml o Apal, con la indicacién del
coeficiente ry r’ para cada uno de los modelos. La mejor adaptacién al modelo
tedrico se obtuvo en el cuello femoral con el genotipo BB, donde se obtuvo una
r=0.629 (P=0.004) utilizando como variables predictoras el IMC y la edad de la
paciente (Tabla 67). El peor ajuste a un modelo tedrico se obtuvo con el
genotipo Bb y la estimacién de la DMO en columna lumbar con una r=0.265
(P=0.016). No pudo obtenerse una ecuacién predictora para el genotipo AA
(Apal) ya que ninguna de las variables utilizadas en el estudio entré en modelo

tedrico (P>0.05).
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Tabla 67: Desarrollo de ecuaciones predictoras de la DMO en base al genotipo VDR.

Columna Bsml bb
Bb

BB

Apal aa

Aa

AA

Cuello Bsml bb
Femoral 8b
BB

Apal aa

Aa

AA

ECUACION PREDICTORA r r Sig.
[ DMOcojumna=0,658+0,13*IMC-0,04*EDAD ] 0,440 0,194 0,010
[ DMOcoiumna=0,496+0,05*PESO ] 0,265 0,072 0,016
[ DMOcolumna=1,176-0,06*EDAD ] 0,435 0,189 0,030
[ DMOcojumna=1,129-0,006*EDAD ] 0,342 0,117 0,025
[ DMOcojumna=0,465+0,005*PESO ] 0,316 0,100 0,004
[ DMOcyelio Femora=0,720+0,005*PESO-0,005*EDAD ] 0,576 0,331 0,000
[ DMOcyelio Femorai=0,529+0,003*PESO ] 0,268 0,072 0,016
[ DMOcyelio Femorai=0,854+0,010*IMC-0,006*EDAD ] 0,629 0,396 0,004
[ DMOcyelio Femora=0,902+0,009*IMC-0,007*EDAD ] 0,559 0,313 0,001
[ DMOcyelio Femorai=0,670+0,005*PESO-0,004*EDAD ] 0,414 0,171 0,001
[ DMOcueiio femora=0,464+0,004*PESO ] 0,414 0,172 0,003

AA, ausencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; Aa, heterocigéticos; aa, presencia de la enzima de
restriccion Apal en ambos alelos; BB, ausencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos; Bb, heterocigédticos;
bb, presencia de la enzima de restriccion Bsm/ en ambos alelos.; r, coeficiente de correlacién de Pearson; rz, coeficiente
de determinacidn; Sig., significacion estadistica; DMO, Densidad Mineral Osea; IMC, indice de Masa Corporal.
*La EDAD debera determinarse en afios y el PESO en kilogramos.
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La osteoporosis es una patologia caracterizada por una disminucién tanto en la
masa d6sea como en la DMO. El riesgo de osteoporosis puede ser modulado por
diferentes factores, incluyendo los polimorfismos del gen del VDR asi como otros
(Ralston, 2002). Aunque el impacto clinico real de cada uno de los genes implicados por
separado es modesto, el efecto acumulativo de ellos puede llegar a ser considerable.
En este sentido se considera que la presencia de estos polimorfismos puede

correlacionar con la DMO, una hipdtesis que para muchos autores es controvertida.

La osteoporosis es una enfermedad de etiologia multifactorial, en la que
obviamente los factores genéticos no pueden ser ignorados. En cualquier caso, el rol
gue estos puedan tener sobre la misma es enormemente complejo. En este trabajo se
ha pretendido demostrar la relacién entre la presencia de los alelos a y b de los
polimorfismos Bsml y Apal del gen del VDR como predictores de la DMO en mujeres
espafnolas postmenopausicas. Entre las fortalezas de este estudio esta el uso de una
poblacion homogénea de origen espaiol. Esto garantiza la ausencia de falsos-positivos
asociados a la muestras con origenes étnicos diversos. También hemos incluido en el
andlisis los factores de confusidn frecuentes (edad, BMI, edad de menarquia y afos
desde la menopausia). Se han realizado determinaciones de DMO en diferentes
localizaciones anatdmicas, siendo este el primer estudio en poblacién espafiola con un
anadlisis densitométrico tan exhaustivo. Todas las determinaciones se realizaron por
operadores entrenados y con el mismo equipo. El tamafio de muestra, usualmente la
limitacion fundamental cuando se realizan estudios de base genética en enfermedades
complejas como la osteoporosis, es el segundo mayor utilizado hasta la fecha para el
estudio de las asociaciones de los polimorfismos del gen del VDR (Bsml y Apal) en
poblacién espafiola. En cualquier caso, consideramos que el tamafo de muestra
pudiera ser limitante, particularmente cuando la poblacidén se subdivide en grupos (por

ejemplo por ingesta diaria de calcio). Las limitaciones secundarias que observamos en
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este trabajo son: (i) andlisis de un ndmero limitado de SNPs; (ii) disefio observacional
que no permite el establecimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos detrds de los
efectos observados. La mayoria de los estudios de asociacidon realizados hasta la fecha
en Espafia adolecen de las mismas debilidades que el nuestro, sin embargo, como pilar
basico del método cientifico, la replicacién de los estudios puede hacer que estas
debilidades dejen de serlo (Patterson & Cardon, 2005). En este sentido nuestro trabajo
es un intento por profundizar en el conocimiento acerca de la relacién entre los
polimorfismos Bsml y Apal del gen del VDR y la DMO/osteoporosis en la poblacion

femenina postmenopausica espaiola.

12.1. Asociacion de los polimorfismos Bsml y Apal con la DMO en

mujeres postmenopausicas

Los diferentes estudios de asociacion genética y osteoporosis/DMO
realizados hasta la fecha han mostrado resultados diversos. En nuestro trabajo
no hemos encontrado una asociacion directa entre la DMO determinada en
diferentes localizaciones corporales y los genotipos frecuentes del gen del VDR
(Bsml y Apal) en mujeres espafiolas postmenopausicas. Nuestros resultados
son consistentes con el meta-analisis de Uitterlinden et al. (Uitterlinden, et al.,
2006) que implicé a mas de 25.000 sujetos en un estudio multicéntrico y que
no encontrd relaciones entre Bsml, Apal (y otros polimorfismos del gen del
VDR como Tagql y Fokl) y la DMO. Otros resultados publicados en grupos de
mujeres postmenopausicas estan también en la linea de los nuestros (Aerssens
et al., 2000; Deng et al., 1999; Dundar et al., 2009; Garnero & Delmas, 1998;
Hansen et al., 1998; Horst-Sikorska, et al., 2007; Horst-Sikorska et al., 2005).

Nosotros no hemos encontrado ninguna asociacién entre los polimorfismos del
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gen del VDR estudiados y la DMO, contrario a Morrison (Morrison, et al., 1994)
que inicialmente indicd que las mujeres con genotipo BB (Bsml) presentaban
una menor DMO. También el meta-analisis de Thakkinstian et al. (Thakkinstian,
D'Este, Eisman, et al.,, 2004), indicd una débil pero estadisticamente

significativa relacion entre el alelo By una DMO menor en la columna lumbar.

La prevalencia del genotipo BB de Bsml/ en la muestra de estudio fue
del 13.3%, similar a la observada en otras poblaciones caucasianas (Creatsa, et
al.,, 2011; Garnero, et al., 1996; Hustmyer, et al., 1994; Langdahl, et al., 2000;
Macdonald et al.,, 2006). La presencia del genotipo BB en mujeres
postmenopausicas es similar a la observada también hasta la fecha en la
poblacién espafiola (Bandres, et al., 2005; Bernard, et al., 1999; Bustamante, et
al., 2007; Fontova Garrofe, et al., 2000; Gomez, et al., 1999; Sosa Henriquez, et
al., 1998) (Tabla 68), pudiendo explicar las ligeras variaciones entre los
diferentes estudios las diferencias en los tamafos de muestra utilizados. En
cualquier caso, la muestra estudiada en este trabajo corresponde a mujeres
postmenopdusicas osteopordticas y por tanto la representatividad de dicha
muestra puede ser menor que la obtenida de los estudios poblacionales. La
ventaja principal de nuestro estudio es el tamafio de muestra utilizado
(segundo mayor hasta la fecha) y la homogeneidad étnica/raza de las

participantes en el mismo.
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Tabla 68: Distribucion de muestras y equilibrios Hardy-Weinberg en estudios con poblacion espafiola.

TAMARNO DE MUESTRAS Y EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG EN POBLACION ESPANOLA

Bsml Apal

Frecuencia Alélica Frecuencia Alélica

Tesis Doctoral
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Frecuencia Genotipica

Frecuencia Genotipica

B b BB(%) Bb(%) bb(%)  HWE A a AA(%) Aa(%) aa(%) HWE
Islas Canarias
(n=127) (Sosa Henriquez etal) O3 0.61 19.68 3779 4251  P=0.02
Oviedo (north Spain) _
(n162) (Gomezeta) O 0.6 169 446 383  P=0.37
Tarragona (northeast Spain)
(n=105) (Fontova Garrofé etal)  °57 0.43 1496 559 2834  P>0.05
Barcelona (northeast Spain) 4 0.57 185 49 3225 P=0.10 0.53 0.47 221 498 281  P=0.54
(n=719) (Bustamante et al)
Navarra (north Spain) N
(n2177) (Bandresotal) 04 0.55 192 503 141 P=0.954
Madrid (center Spain) N
(n=204) (Bernard eta)  *%4 0.56 22 44 34 P=0.13
Caceres (Southwest Spain) - ;- 0.64 133 452 414  P=0.79 0.49 0.51 286 457 257  P=0.21

(n=210) (TESIS Rodriguez Velasco, FJ)

AA, ausencia de la enzima de restricciéon Apal en ambos alelos, Aa; heterocigéticos; aa, presencia de la enzima de restriccion Apal en ambos alelos; BB,
ausencia de la enzima de restricciéon Bsml en ambos alelos; Bb, heterocigdticos; bb, presencia de la enzima de restriccion Bsml en ambos alelos; HWE,

Equilibrio Hardy-Weinberg.
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12.2.

Los resultados discordantes en cuanto a la importancia de los
polimorfismos frecuentes del gen del VDR entre diferentes estudios pueden ser
debidos a las diferentes muestras utilizadas (y poblaciones), asi como a
diferencias por etnia/raza asociadas a la DMO. La susceptibilidad a la
osteoporosis (y a las fracturas asociadas a ella), ha sido identificada como
significativamente menor en sujetos de raza negra cuando son comparados con
caucasianos o asiaticos (Bohinc & Snyder, 2008; Ettinger et al., 1997). El estudio
original que correlacionaba el riesgo de osteoporosis (baja DMO) con los
polimorfismos frecuentes del receptor VDR fue realizado por Morrison en 1994
(Morrison, et al.,, 1994) sobre poblacién australiana con base en diferentes
etnias, expuesta a altas dosis de radiacion UV y por tanto, con potencialmente
elevada presencia de vitamina D activa en las participantes del estudio. En
nuestro trabajo, todas las participantes fueron de raza caucasiana y la tasa de

exposicién solar fue similar (todas desarrollaban una vida activa).

Factores condicionantes de 1la asociacion entre los

polimorfismos Bsml y Apal del gen del VDR y la DMO

Debemos también tener presente que los polimorfismos estudiados,
Bsml y Apal no tienen un efecto sobre la proteina final, ya que ambos
polimorfismos se encuentran en zonas no codificantes del gen del VDR (Fang,
et al., 2005). Esto pone de manifiesto la importancia, y dificultad, que tiene
entender cudles son los mecanismos por el cual estos polimorfismos afectan a
la accion de la proteina generada por el gen del VDR. Ademas, existen otros
polimorfismos que también pueden tener efectos sobre el gen del VDR. De

acuerdo con la base de datos del NCBI, 180 SNPs y hasta 7 haplotipos
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diferentes han sido descritos (Fang, et al., 2005). Resulta por tanto importante
desde el punto de vista de la investigacion clarificar que el estudio de
polimorfismos aislados no proporcionara evidencias directas sobre el efecto en
la DMO vy otros factores como las fracturas, y que por tanto, la investigacidon
derivada del estudio de los diferentes SNPs servird mas bien como una

aproximacién parcial al problema.

Los diferentes estudios realizados parecen indicar que la expresion del
gen del VDR estd modulada por factores medioambientales. Diferentes autores
sugieren que la homeostasis del calcio juega un rol importante en este proceso.
Recientemente, Stathopoulou et al. (Stathopoulou, et al., 2011), ha
demostrado que bajo condiciones de ingesta baja de calcio (<680 mg/d), la
presencia del alelo B del polimorfismo Bsml/, aumenta el riesgo de osteoporosis
aproximadamente un 118%. En el grupo con ingesta superior a 680 mg/d de
calcio, la influencia de los alelos VDR sobre la DMO no fue significativa. En este
sentido en nuestra poblacion hemos observado que la mayoria de las
participantes mantienen una ingesta superior a 800 mg/d (78%) conforme a las
recomendaciones para la poblacién espafola adulta, lo cual podria explicar la
falta de efecto de la presencia de los polimorfismos del gen del VDR estudiados
sobre la DMO en la muestra global. De hecho, Stathopoulou et al. concluyen
que la ingesta adecuada de calcio puede “enmascarar” la influencia genética
del gen del VDR sobre el hueso. Adicionalmente, otros estudios han
demostrado que el genotipo asociado al gen del VDR también puede
condicionar la absorcién intestinal de calcio en mujeres postmenopdausicas
sanas, siendo ésta menor en mujeres con genotipo BB frente a mujeres con
genotipo bb y en AABB frente a aabb y AaBb (Gennari et al., 1997). En conjunto

estos resultados indican que los factores ambientales, y en concreto la ingesta
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diaria de calcio, puede modular la interaccidn genotipo-fenotipo y por tanto

modificar los resultados obtenidos en los diferentes estudios.

Diferentes estudios epidemioldgicos han demostrado que el consumo
de sal, cafeina, alcohol y tabaco aumenta el riesgo de fracturas osteoporéticas
(Harrington et al., 2004; Kiel, Felson, Hannan, Anderson, & Wilson, 1990;
Oncken et al., 2002). También, los efectos de la ingesta de proteinas sobre el
hueso son variables. Algunos estudios han revelado que la ingesta elevada de
proteinas aumenta la excrecidn urinaria de calcio, y que se asocia con una
mayor pérdida de DMO, lo cual es especificamente cierto para proteinas de
origen animal (Pedrera, et al., 2001). Las participantes en este estudio tenian
similares caracteristicas en cuanto a los habitos dietéticos y de vida, lo cual nos
permite establecer comparaciones entre grupos en base al genotipo. La Unica
diferencia significativa es la talla y la altura y por tanto el IMC. Este se sabe que
es un factor que condiciona la DMO vy el riesgo de fractura (De Laet, et al.,
2005). En ese sentido podria ser hipotetizado que algunos de los genes que
afecten al metabolismo y al IMC podrian también estar relacionados con el
riesgo de una menor DMO y por tanto con el desarrollo de osteoporosis.
Nuestro estudio en cualquier caso, no ha revelado diferencias significativas en
la DMO una vez que hemos controlado por el IMC y en funcién del genotipo

VDR (Bsml o Apal).

Dado que el mecanismo real por el cual estos polimorfismos puedan
ejercer algun efecto sobre la DMO permanece sin clarificar, algunos
investigadores han sugerido un efecto directo de la vitamina D sobre la

diferenciacion adipocitaria y el metabolismo de los adipocitos (Reis, Hauache,

FJ. Rodriguez Velasco
-259 -



Tesis Doctoral
XII. DISCUSION

& Velho, 2005). En este sentido también se ha sugerido por tanto, que el efecto
real de los polimorfismos del gen del VDR pudiera estar condicionado por el
peso corporal. Para comprobar esta hipdtesis en los diferentes andlisis
realizados en este trabajo hemos introducido el IMC como una covariable en
los modelos de correlacién. Asi, los resultados obtenidos en los modelos
ajustados (correlaciones bivariadas), describen los efectos directos de los
polimorfismos sobre la DMO independientemente del peso corporal. Tras este
ajuste, hemos observado que el genotipo bb mantiene buenas correlaciones
con la DMO en la columna lumbar y en el CF siempre que la ingesta de calcio
esté en los valores recomendados para poblacion espafola. Estos resultados
son contrarios a lo descrito recientemente en la literatura ya que no hemos
observado diferencias en los grupos con ingesta de calcio baja (<800 mg/d), sin
embargo, concuerdan con los observados por Kiel et al. (Kiel et al., 1997) los
cuales observaron un efecto favorable del genotipo bb solamente cuando (al
igual que en nuestro caso) la ingesta de calcio era superior a 800 mg/dia. Kiel et
al. analizaron la DMO en seis localizaciones anatémicas y comprobaron que en
cinco de ellas, la DMO fue entre 7-12% mayor en sujetos con el genotipo bb
siempre que la ingesta de calcio fuera superior a 800 mg/dia. Aun asi, otros
estudios han mostrado un resultado contrario al observado por Kiel et al.
indicando que mujeres con genotipo bb tienen incluso una absorcion de calcio
menor que las mujeres BB (Dawson-Hughes, et al., 1995), o bien este efecto
ajustado por la ingesta de calcio no existe, resultando esta posible asociacion a
una consecuencia indirecta de la interaccidon del genotipo e ingesta de calcio

sobre el peso (Macdonald, et al., 2006).

Nuestro resultado respecto del genotipo bb, apoyaria la hipotesis del

posible efecto desfavorable del genotipo BB sobre la masa dsea, pero
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consideramos que debe ser analizado con cautela debido al pequefio tamafio
de muestra (n=25). Estos resultados, en cualquier caso confirman previos de
otros grupos en los que la pérdida ésea era mayor en mujeres con el genotipo
BBy en los que esta pérdida se reducia en funcién del aumento en la ingesta de
calcio (Salamone, et al., 1996). Resultados también positivos se han observado
asociados al genotipo Aa en CF y TW pero no en columna, cuando la ingesta de
calcio es elevada, en cualquier caso la importancia de estos resultados queda
condicionada otra vez, por el relativamente pequefio tamaifio de muestra
(n=39). Resultados similares fueron observados con algunos de los genotipos
combinados. Asi, parece que nuestros resultados confirman que la ingesta de
calcio pueda ser un factor ambiental que de alguna manera modifique el efecto
que los polimorfismos genéticos estudiados ejerzan sobre la DMO en mujeres
postmenopdausicas. Sin embargo, es necesario remarcar que el analisis de la
interaccion directa en el total de la muestra entre la ingesta de calcio y los
polimorfismos estudiados no mostré significacién estadistica (P>0.05); por
tanto, de haberlo, el efecto de la ingesta de calcio deberia ser en cualquier caso
indirecto. Consideramos que la elevada ingesta de calcio detectada en nuestra
muestra (con solo 37 mujeres por debajo de los 800 mg/dia recomendados)
proporcionaria una explicacion para la falta de asociacién entre los

polimorfismos estudiados y la DMO.

En sintesis, nuestros resultados indicarian que bajo condiciones de
ingesta adecuada de calcio, los genotipos bb y Aa presentan ventajas frente a
los otros genotipos (ajustado por edad, IMC, edad de menarquia y afos desde
la menopausia) ya que tienen correlaciones significativas y positivas con la
DMO. Similares resultados han sido descritos recientemente en un meta-

analisis sobre poblacidn asiatica por Yufei et al. (Y. Li, et al., 2011). También han
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sido confirmados en poblacién finlandesa y libanesa (Arabi, Mahfoud, Zahed,
El-Onsi, & El-Hajj Fuleihan, 2010; Laaksonen et al., 2002), sin embargo difieren
de meta-analisis previos, la mayoria de los cuales significaron al genotipo BB
como asociado a una menor DMO frente a Bb o bb (Cooper & Umbach, 1996;
Gong, et al., 1999; Thakkinstian, D'Este, Eisman, et al., 2004). Aun asi, también
hay estudios que demuestran que el genotipo BB tiene asociacidon con mejores
valores de DMO (Houston, et al., 1996). Tras esta pléyade de resultados
discrepantes debe subyacer una base étnica o de raza. El analisis de las
frecuencias de los genotipos BB y AA a través del HapMap indica que la
frecuencia en poblacién de origen asiatico es mucho mas baja que en
caucasianos con frecuencias para BB, Bb y bb respectivamente de 2.3%, 18.1%
y 79.6%; mientras que en poblacién caucasiana las estimaciones para BB, Bb y
bb son de 15,4%, 47.4% y 37.2% (Ji, Yao, Sun, Li, & Han, 2010; Zintzaras,
Rodopoulou, & Koukoulis, 2006) muy similares a las obtenidas en nuestro
estudio de 13.3%, 45.2% y 41.4% respectivamente. En cuanto a la distribuciéon
del genotipo Apal ésta también varia significantemente entre poblaciones,
poniendo de manifiesto la importancia de la influencia de la etnia/raza en este
tipo de estudios. La frecuencia del genotipo AA en mujeres postmenopausicas
osteoporéticas de origen chino fue del 7.8%, del 15.1% en Japonesas, 25% en
Turcas y 50.7% en Hispanas (Dundar, et al., 2009; Iki et al., 2002; Zambrano-
Morales, et al., 2008; Zhang et al., 2004). En nuestro estudio hemos observado
una frecuencia del genotipo AA del 28.6% similar a la observada por
Bustamante et al. (Bustamante, et al., 2007) del 22.1% sobre una muestra de

719 mujeres

En cualquier caso, debido a la naturaleza observacional y analitica del

presente estudio no podemos especular sobre el posible mecanismo que
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12.3.

regulara el efecto del medio ambiente (particularmente de la ingesta de calcio)
sobre la DMO mediada por el genotipo Bsm/ o Apal, aunque algunos autores
han especulado que pudiera estar relacionado con diferentes niveles
hormonales que serian los que regularian el efecto de los polimorfismos (Bsml/

y Apal) del gen del VDR sobre la DMO (Y. Li, et al., 2011).

Polimorfismos Bsml y Apal del gen del VDR en poblacién

espaiiola: relacion con la DMO

En Espafia el estudio de Bandres et al. sobre una cohorte de 177
mujeres (Bandres, et al., 2005) no encontrd asociacidon entre Bsm/ y la DMO.
Fontova-Garrofé et al. (Fontova Garrofe, et al., 2000) observé que el
polimorfismo del gen del VDR (Bsml) no es un buen predictor de la masa ésea
en una poblacidon de mujeres postmenopdusicas osteopordticas de Tarragona
tras analizar la DMO en L2-l4, CF, TW, TR, marcadores de formacién y
marcadores de resorcion dsea. Sosa et al. (Sosa Henriquez, et al., 1998)
tampoco encontraron asociacién entre el genotipo Bsm/ y la DMO, asumiendo,
en nuestra linea, como factor ambiental determinante que una mayor ingesta
de calcio en la dieta y de exposicion solar influye positivamente en Ia
adquisicion de masa ésea. Bernard et al. (Bernard, et al., 1999) por el contrario,
si encontraron asociacién entre el genotipo BB y una menor masa dsea en
cadera, pero asociada a una menor ingesta de calcio junto con valores séricos

bajos de vitamina D.
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Gomez et al. (Gomez, et al., 1999), describieron que las mujeres con el
genotipo bb tenian valores de DMO mas favorables en la columna lumbar y en
el cuello femoral que aquellas con los otros dos genotipos Bb y BB. La magnitud
de este efecto beneficioso segin Gomez et al. se cuantifica en +7% en la
columna lumbar y del +5% en el cuello femoral. Estas diferencias, en principio
son menores a las observadas en el estudio original de Morrison (Morrison, et
al., 1994). En nuestro estudio hemos observado que en mujeres
postmenopdusicas con un T-score en columna lumbar o en cadera <-1y >-2.5
(las cuales mayoritariamente tienen una ingesta de calcio superior a 800
mg/dia), el incremento a nivel de L2 en la DMO del genotipo bb frente a Bb es

de aproximadamente el 5.8% (P>0.05).

12.4. Riesgo de osteoporosis, fractura y genotipo Bsml y Apal del gen

del VDR en poblacion espaiiola

La importancia de los factores genéticos en la regulacién de la masa
dsea, en conjunto con la informacién obtenida del andlisis de los diferentes
polimorfismos, apoyan la hipdtesis de que el genotipado puede ser de interés
en poblaciones de riesgo desde un punto de vista clinico. Sin embargo, debido
a las complejidades que presenta la interaccion de los diferentes mecanismos
reguladores de la fisiologia corporal, seria especulativo pretender encontrar un
efecto Unico y especifico asociado a un polimorfismo concreto. Los efectos
individuales de los polimorfismos del gen del VDR han demostrado estar
sujetos a interacciones gen-gen de enorme complejidad (Mencej-Bedrac et al.,
2009). Ademas, la DMO correlaciona de forma importante con la edad, IMC,

estado hormonal (por ejemplo PTH, estrégenos, etc..) asi como con otros
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factores ambientales ya descritos. Asi que de alguna manera, debemos asumir
que un gen sencillo, o incluso un genotipo polimérfico concreto no podra ser
responsable de la totalidad de la DMO o el riesgo de fracturas u osteoporosis

en una mujer.

El meta-analisis de Zintzaras et al. (Zintzaras, et al., 2006) acerca de los
polimorfismos Bsml y Apal en mujeres caucasianas postmenopdausicas, y
aplicando los criterios diagndsticos de la OMS para osteoporosis, el odd ratio
fue de 0.94 para el alelo b frente al B (I.C. 95% 0.63-1.38; P<0.01), no protector,
efecto contrario al observado en mujeres asidticas con odds ratios de 0.16 (I.C.
95% 0.03-0.84) indicando efecto protector. En mujeres caucasianas Zintaras et
al. no encontraron tampoco efectos protectores de los alelos asociados al
polimorfismo Apal del VDR. Estos resultados también han sido confirmados en
el reciente meta-analisis de Qin et al. (Qin, et al., 2012) en poblacion
caucasiana y asiatica donde no se observa relacidn entre el genotipo Bsm/ del
VDR y la susceptibilidad de osteoporosis, resultados confirmados en nuestro
estudio. Por otra parte, el meta-analisis de Uitterlinden et al. (Uitterlinden, et
al., 2006) indicé que para todos los alelos estudiados del gen del VDR (Cdx2,
Fokl, Bsml, Apal y Taql) los odd ratio para el riesgo de fracturas fue muy
préxima a 1.00 (rango 0.98-1.02) sin observar por tanto ninglin efecto
protector (ni perjudicial) de dichos alelos en cuanto a la consecuencia principal
de la osteoporosis, tal y como hemos también observado en nuestro estudio.
Sin embargo, el reciente meta-andlisis de Jia et al. (Jia, et al., 2012) tras analizar
un total de 26 estudios diferentes estima un odd ratio del genotipo bb frente al
BB de 0.61 (0.40-0.92) y del bb frente al BB/Bb del 0.70 (I.C. 95% 0.52-0.95) en
la poblacién general, y particularmente estima para mujeres postmenopausicas

un odd ratio de bb frente a BB/Bb del 0.68, I.C. 95%, 0.46-0.98).

FJ. Rodriguez Velasco
- 265 -






Capitulo XIl|

CONCLUSION

PR 1k
.
'3







Tesis Doctoral
XIIl. CONCLUSION

Las conclusiones del presente estudio son las que se detallan a continuacion:

1. La prevalencia de los polimorfismos Bsml y Apal del gen del receptor de la
vitamina D, en mujeres postmenopausicas extremefas no difiere de la

observada en otras poblaciones dentro de Espaiia.

2. No se observa una relacién significativa entre la DMO en las diferentes
localizaciones anatdmicas estudiadas y la presencia de los polimorfismos Bsm/
y Apal del gen del receptor de la vitamina D en las mujeres postmenopausicas

estudiadas.

3. No se han observado relaciones entre el historial familiar y personal de
fracturas y la presencia de los polimorfismos Bsml y Apal en las mujeres

estudiadas.

4. En las mujeres estudiadas, cuando la ingesta de calcio es adecuada, se observa
una mayor DMO en el trocanter femoral asociada al genotipo Aa. Bajo esas
condiciones, o con un consumo superior a las recomendaciones, los genotipos
AA, Aa y bb mejoran la DMO en la cadera y el bb adicionalmente también en la
columna. El consumo de vitamina D no modifica la DMO en las diferentes

localizaciones anatémicas estudiadas en base al genotipo estudiado.

5. Los polimorfismos del gen de la vitamina D estudiados no aumentan el riesgo,
de osteoporosis u osteopenia, ni el riesgo de fractura en cadera, humero,
mufieca o vertebra en las mujeres estudiadas. La presencia de dichos

genotipos tampoco tiene un efecto protector sobre las patologias indicadas.
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6. Enla mujer postmenopdusica espanola, el estudio de los polimorfismos Bsm/ o
Apal del gen de la vitamina D permite estimar la DMO en columna y cuello
femoral a partir de los datos de edad y peso de la paciente. Consideramos que
la utilizacion de estos modelos matematicos presentan una elevada utilidad
desde el punto de vista de la prevencidn de la osteoporosis y de la

consecuencia mas grave asociada a ella, las fracturas.
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XV. ANEXOS
ETIQUETA DE
IDENTIFICACION
INSTRUCCIONES
1.- No eseribir en la columna con el simbolo 2.
2.- Dejar en blanco las casillas no utilizadas
3.- Escribir con boligrafo, preferentemente de color rojo o azul.
4.- Sefialar con nimeros las raciones o cantidades de alimento comida, no utilizar otros signos, por ejemplo X.
MUCHAS GRACIAS
Producto Lunes | Martes | Miércoles | Jueves | Viernes | Sébado | Domingo >

o1

Aceite - Cucharada

BEBI

IDAS

02

Café - taza

03

Cerveza - vaso/botellin

o4 Cola - vaso/botellin

05 Te - taza

06 Zumo frutas - vaso

o7 Zumo naranjas - vaso
o8 Zumo tomate - vaso
CARNES

o9

Carne vacuno mayor - raciéon

Cerdo chuleta - racién

Cerdo lomo - racion

Conejo/liebre - racién

Cordero chuleta - racion

Cordero pierna - racion

Embutido - racién

Foiegras/Paté - racién

Higado - racion

Jamén curado - tapa

Jamén York - Loncha

20

Mortadela - Loncha

21

Pollo alas (completa) - unidad

22

Pollo filetes - racion

23

Pollo muslo - racién

24

Pollo pechuga - racion

25

Pollo - racién de 1/4

26

Salchicha Frankfurt - unidad

27

Salchichas - unidad

28

Salchichén - loncha

29

Ternera Chuleta - racién

ANEXO 1: Cuestionario Dietético empleado en el estudio
Tomado de Pedrera (Pedrera-Zamorano, et al., 2009)
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DEPARTAMENTO DE ENFERMERIA - UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA
ESCUELA UNIVERSITARIA DE ENFERMERIA Y TERAPIA OCUPACIONAL

Nombre Gr.Etn.
Ir . Altura 168
Fdad 63 Sexo Fem Peso 65

Colum AP en 08/10/10 10:40

L2 - L4 BLANCA
COLUMNA MUJER ESPANA

08/02/13 0.993
08/10/10 0.926
22/04/09  0.956
21/06/07 0.947

% ref. jéven 88.2
T Score -1.18
% edad coinc. 108.6
Z Score 0.60

%Cambio % %/ Ao

Corto -3.1 =2.1
Imagen Huesc no es para diagnéstico Largo -2.2 -0.7
Colocacién manual
! S
| DMO CMO LONG. AREA
glcm? g cm cm?
L2 0.8351 13.02 3.45 15,59
L3 0.9571 16.94 3.60 17.69
L4 0.9813 15.69 3.00 15.99
iLZ - L& 0.9263 45.64 10.05 49.27

CV STD para DMO L2-L4: 1.0 CMO: 1.5 Ver guia para otros CV.
1.5x 1.5 mm, 130 mm/s, 13.95 em Rev. 3.9.6/2.3.1 Calib. 08/10/10

COMENTARIOS

[EINORLANDO

ANEXO 2: Ejemplo de datos de salida del densitémetro Norland Excell del Laboratorio GIEMO.
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DEPARTAMENTO DE ENFERMERIA - UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA
ESCUELA UNIVERSITARIA DE ENFERMERIA Y TERAPIA OCUPACIONAL

Nombre Cr.Een.
yi/ Altura 168
Edad 63 Sexo Fem Peso 65

Cadera I en 08/10/10 10:45

Cuello Fem BLANCA
CUELLO Mujeres ESP.

08/02/13 0.822
08/10/10  0.793
22/04/09 0.729
21/06/07 0.614

% ref. jéven 94.4
T Score -0.43
% edad coine. 113.5
Z Score 0.94

%ZCambio ; % /ANo
Corto 8.7 6.0

Imagen Hueso no es para diagnéstico Largo 29.1 8.8
Colocacién manual

DMO CMO LONG. AREA

g/em2 g cm cm?
Cuello Fem 0.7929 2.828 0.90 3.567
Trocanter 0.7350 8.845 12.03
Tri Wards 0.7137 0.7137 1.00 1.000

CV STD para DMO cuello: 1.2 CMO: 1.7 Ver gufia para otros CV.
1.0x 1.0 mm, 90 mm/s, 9.00 cm Rev. 3.9.6/2.3.1 Calib. o08/10/10

COMENTARTIOS

EINORLRNG

ANEXO 3: Ejemplo de datos de salida del densitémetro Norland Excell del Laboratorio GIEMO.

FJ. Rodriguez Velasco
-325-




Tesis Doctoral
XV. ANEXOS

PROF. DR. JUAN DIEGO PEDRERA ZAMORANO

ESCUELA UNIVERSITARIA DE ENFERMERIA Y TERAPIA OCUPACIONAL
DEPARTAMENTO DE ENFERMERIA

Campus Universitario

Apdo. de Correos 969

10071. - Céceres (Espafia)

TIf. - 927-25-74-50

Fax. - 927-25-74-51

E-mail: jpedrera@unex.es

EXTREMADURA

UNIVERSIDAD DE

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, D./D? , mayor de edad, con

documento nacional de identidad nimero , hago constar que he recibido
suficiente informacion sobre las técnicas de valoracion 6sea (mediante ultrasonidos,
tomografia cuantitativa computerizada periférica y/o absorciometria radioldgica de doble
energia) y sobre las técnicas de valoracion de la composicion corporal mediante
bioimpedancia a las que me voy a someter; habiendo podido realizar preguntas sobre el
estudio para su mejor entendimiento. Comprendo que mi participacion es voluntaria y que
puedo retirarme de dicho estudio cuando estime oportuno sin tener que dar explicaciones.
He sido informado/a de que los tejidos/muestras que cedo seran utilizados exclusivamente

con finalidad de investigacion sin animo de lucro.

Manifestando que: a) no tengo marcapasos, b) ni prétesis metalica, c) no estoy, ni
sospecho estar, embarazada y ¢) no me he realizado ninguna densitometria DEXA en el

ultimo ano.

Asi mismo, cedo* al Departamento de Enfermeria de la Universidad de Extremadura
(exclusivamente para fines de investigacion) el uso de los datos obtenidos, prestando

libremente mi conformidad para participar.

En Caceres a de de

Fdo.

*En cumplimiento de lo dispuesto en la LO 15/99 de Proteccién de Datos de Caracter Personal, le informamos que los
datos personales facilitados por Vd. Seran tratados de forma totalmente confidencial e incorporados a un fichero
responsabilidad de la Unidad de Investigacion de Enfermedades Metabdlicas Oseas del Departamento de Enfermeria
de la Universidad de Extremadura, para finalidades de investigacion. La cumplimentacion del presente documento
implica la autorizacion para usar los datos personales facilitados con la finalidad citada. No obstante, podra ejercitar sus
derechos de acceso, rectificacion y cancelacion, en su caso, dirigiéndose a nuestra unidad a través de cualquiera de los
medios indicados.

ANEXO 4: Modelo de consentimiento informado administrado en el estudio.
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