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Resumen

Introduccion: La relacion entre osteoporosis e hipertension arterial no esta claramente establecida, habién-
dose descrito en ésta Gltima alteraciones del metabolismo del calcio que podrian explicar su asociacion.
Nuestro objetivo fue establecer la relacion entre el polimorfismo A986S del receptor sensor del calcio
(CaSR) y la presencia de fracturas clinicas osteoporéticas en un grupo de pacientes hipertensos.
Material: Estudio de cohortes prospectivo observacional en 71 pacientes hipertensos, desde 2001 hasta
junio de 2014. Obtuvimos datos sociodemograficos y clinicos, incluyendo fracturas osteopordticas clinicas.
El polimorfismo del CaSR se analizé con técnicas moleculares. Analizamos los datos con SPSS 15.0 (p<0,5).
Resultados: El 43,7% de los pacientes eran varones y el 56,3% mujeres. El genotipo AA se encontré en el
67,0%, el SS en el 2,8% y el AS en el 29,6%. Aquéllos con genotipo AA no presentaban mas comorbili-
dad (27% wvs. 26%, p=0,9) ni fracturas patologicas (14,6% vs. 21,7%, p=0,4) que el resto. En el subgrupo
de mujeres se recogieron 11 fracturas osteopordticas clinicas, sin encontrar diferencias entre el genotipo
AA y el resto (28% vs. 27%, p=0,9).

Conclusiones: No hemos encontrado asociacion entre el polimorfismo A986S y la presencia de fracturas
osteopordticas clinicas en nuestra cohorte.

Palabras clave: osteoporosis, hipertension, receptor sensor del calcio, riesgo de fractura.
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A986S polymorphism of calcium-sensing receptor and osteoporotic
clinical fractures

Summary

Introduction: The relationship between osteoporosis and arterial hypertension has not been clearly esta-
blished, with alterations in calcium metabolism having been reported in the latter which may explain their
association. Our objective was to establish the relationship between the A986S polymorphism of the cal-
cium-sensing receptor (CaSR) and the presence of osteoporotic clinical fractures in a group of patients
with hypertension.

Material: Prospective observational cohort study in 71 patients with hypertension, from 2001 to June
2014. We obtained socio-demographic and clinical data, including osteoporotic clinical fractures. The
CaSR polymorphism was analysed using molecular techniques. The data was analysed using SPSS 15.0
(p<0.5)

Results: 43.77% of the patients were men and 56.3% women. Genotype AA was found in 67.6% of
patients, genotype SS in 2.8% and genotype AS in 29.6%. Those with genotype AA did not have higher
comorbidity (27% vs 26%, p=0.9) or more pathological fractures (14.6% vs 21.7%, p=0.4) than the others.
In the subgroup of women, 11 osteoporotic clinical fractures were recorded, without there being any dif-
ferences between those with the AA genotype and the others (28% vs 27%, p=0.9).

Conclusions: We found no association between the A986S polymorphism and the presence of osteopo-

rotic clinical fractures in our cohort.

Key words: osteaporosis, hypertension, calcium-sensing receptor, risk of fracture.

Introduccién

La osteoporosis y la hipertension arterial (HTA)
son entidades con alta prevalencia en la poblacion
general, ambas clinicamente silentes que se hacen
sintomdticas cuando aparecen complicaciones,
tales como fracturas y enfermedades cardiovascu-
lares. Estudios recientes sugieren que la HTA es
un factor de riesgo para la aparicion de fracturas
patolégicas'?. Asi, en los pacientes hipertensos se
han descrito diversas alteraciones del metabolismo
del calcio, como descenso del calcio i6nico y
aumento de la PTH y de la calciuria, aunque sélo
ésta dltima se ha asociado al descenso de la masa
osea’.

El receptor sensor del calcio (CaSR) estd aco-
plado a proteinas G y detecta los niveles extrace-
lulares de calcio. Se expresa en diversos tipos
celulares (rin6n, hueso —tanto en osteoblastos
como en osteoclastos—, cerebro), aunque es en las
células paratiroideas donde existe mayor densi-
dad. De este modo, el CaSR juega un papel funda-
mental en la homeostasis del calcio, regulando el
eje calcio-hormona paratiroidea (PTH)-vitamina D.
Por otro lado, el CaSR controla la excreciéon y
reabsorcion de calcio en el asa ascendente de
Henle actuando en diferentes transportadores e
interviniendo también en la regulacion de la pre-
sion arterial®.

El polimorfismo del codén 986 (A986S) del
CaSR se asocia con un incremento de calcio séri-
co y un descenso de la calciuria, datos antagoni-
cos a los observados en la hipertension arterial.
Por ello, el objetivo de nuestro estudio fue deter-
minar si la presencia del alelo S del polimorfismo
A986S del CaSR, podia ejercer un efecto protector

sobre la aparicion de fracturas osteopordticas cli-
nicas en un grupo de pacientes hipertensos.

Material y métodos

Disefiamos un estudio prospectivo observacional,
iniciado en el ano 2001. Se seleccion6 de manera
aleatoria una cohorte de personas sanas, con HTA
como Unico factor de riesgo cardiovascular con el
propésito de describir la incidencia de complica-
ciones a lo largo del tiempo. Los pacientes se
encontraban en los estadios I 6 II de hipertension
sistdlica o diastdlica, segin los criterios de la VI
Reunion del Joint National Committee (1997). Los
criterios de exclusion fueron alcoholismo, presen-
cia de neoplasias, hipertension secundaria, insufi-
ciencia renal cronica, hiper o hipocalcemia, diabe-
tes, hiperparatiroidismo y empleo de farmacos
que pudieran modificar la densidad mineral 6sea
(DMO). El promedio de duracién de la hiperten-
sion era de 718 anos. Se siguieron un total de 71
pacientes hasta junio de 2014, realizando en ese
momento un corte transversal en nuestro grupo
para su estudio. Todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado y el estudio fue apro-
bado por el Comité de Investigacion Clinica del
Hospital Universitario Rio Hortega.

Al inicio del estudio se realiz6 una analitica
incluyendo calcio, fésforo y magnesio medidos
mediante un autoanalizador Hitachi 917 (Tokio,
Japén) y una densitometria de columna lumbar
(L2-14) realizada con un densitometro Lunar
(DEXA, Lunar Corporation, Madison, Wisconsin,
EE.UU.). Posteriormente, la informacién sociode-
mografica y clinica se obtuvo de la historia clinica
digitalizada, recogiendo datos sobre tratamiento
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con diferentes antihipertensivos, desarrollo de
enfermedades concomitantes e incidencia de frac-
turas patologicas osteopordticas (radio distal, vér-
tebra y cuello femoral) a lo largo del tiempo. Se
valor6 la comorbilidad mediante el Indice de
Charlson (IC), en su version original de 19 items,
tal y como se ha descrito en la literatura®.

El andlisis del polimorfismo A986S se realizo
con técnicas de biologia molecular. El gen del
CaSR se localiza en el cromosoma 3q21.1 y puede
tener mutaciones inactivadoras o activadoras. El
polimorfismo A986S se localiza en el exén 7 e
implica un cambio entre alanina (A) y serina (S)
en el extremo C-terminal intracelular del receptor
que genera una pérdida de funcion de CaSR’. Para
establecer el genotipo se obtuvo una muestra de
sangre anticoagulada con EDTA y el ADN se extra-
jo mediante el kit QIAmp Blood (Qiagen, Hilden,
Alemania). Disenamos los primers para amplificar
el exén 7 (primer directo S’CTTTGATGAGCCTCA-
GAAGAGC3 y primer inverso 5ACAACTCTT-
CAGGGTCCTCC3) y se modifico el primer directo
introduciendo un cambio de base para asi crear
una secuencia palindrémica que nos permitiera
reconocer cambios de nucledtidos mediante enzi-
mas de restriccion. La PCR se realizd6 empleando
25mM de cada dNTP (Applied Biosystems,
Branchburg, New Jersey, EE.UU.), 50 mM de CIK,
10 mM de Tris HCI (ph 8.3), 1.5 U de la ADN poli-
merasa Amplitaq (Applied Biosystems, Foster City,
California, EE.UU.), 2.5 m M de Cl,Mg y 20 pmol de
cada primer, obteniendo asi un volumen total de 40 ul.
La PCR se llevo a cabo en un termociclador Perkin
Elmer 9600 (Norwalk, Connecticut, EE.UU.) con
sistema de control de temperatura. Los fragmentos
se analizaron por electroforesis en gel de acrilami-
da al 8%. Tras la amplificacion, las muestras fue-
ron enfrentadas a los primers para crear los alelos
especificos de restriccion para la enzima BsaHI.
Los fragmentos obtenidos fueron digeridos por
BsaHI (New England Biolabs, Estocolmo, Suecia)
y separados por electroforesis en gel de agarosa.
La presencia del fragmento de restriccion BsaHI
representa A, mientras que la ausencia representa
S, generando los genotipos AA, AS y SS.

Los datos se analizaron con el paquete estadis-
tico SPSS v15.0 (SPSS Inc®) con nivel de significa-
cion para p=0,05.

Resultados

Hasta el corte transversal de 2014 se han seguido
un total de 71 pacientes, de los cuales 43,7% eran
varones y 56,3% mujeres, con edad media 73,39
anos, similar en ambos sexos (72,5+9 en hombres
y 749 en mujeres: p=0,5). El 48% de nuestros
pacientes tenia mas de 75 anos. El 17% de los
pacientes fallecieron durante el seguimiento
(todos en los 2 udltimos anos).

Basalmente no existian diferencias entre los
dos grupos analizados (genotipo AA y genotipos
AS+SS). Las cifras de tension arterial sistolica
(155+24 vs. 154+20 mmHg, p=0,841) y diastolica
(106£33 vs. 93+11 mmHg, p=0,569) eran similares.
No habia diferencias en los niveles de calcio séri-

co (9,5+0,5 vs. 9,8+0,4 mg/dl, p=0,098) ni en la
calciuria (219£124 vs. 275+175 mg/24h, p=0,208).
La DMO en columna lumbar tampoco mostraba
diferencias entre ambos grupos.

Al finalizar el seguimiento, la puntuacion
media en el IC fue de 1,7+2,7 (rango 0-12), sien-
do la comorbilidad alta en el 22,5% de los pacien-
tes y no existiendo comorbilidad, segin IC, en el
73,2% de nuestros pacientes. En cuanto a la apari-
cion de otras enfermedades concomitantes, el
18,3% de los individuos era diabético, el 32,4%
tenia factores de riesgo cardiovascular distintos de
HTA, el 14% desarrollé cardiopatia isquémica, el
127% enfermedad cerebrovascular y el mismo
porcentaje presentaba deterioro cognitivo en
algin grado. Por otro lado, el 17% presento al
menos una fractura patologica osteoporotica (ver-
tebral 8,5%, cuello femoral 5,6%, radio distal
2,8%).

El genotipo AA se encontré en el 67,6%, el SS
en el 2,8% vy el AS en el 29,6%, con frecuencia alé-
lica A de 0,82 y S de 0,18, encontrandose en equi-
librio Hardy-Weinberg (X*=0,03; p=0,8696 >0,05).
Los individuos con genotipo AA, comparados con
el resto de genotipos (AS+SS), no presentaban
mas factores de riesgo cardiovascular (29,2% uvs.
39%, p=0,4), enfermedad cardiovascular (12,5% vs.
17,4%, p=0,5), presencia de comorbilidad segin
IC (27% wvs. 26%, p=0,9), mayor mortalidad (18,8%
vs. 13%, p=0,5) ni mayor numero de fracturas
patologicas globales (14,6% wvs. 21,7%, p=0,4) ni
especificas (vertebral 6,3% vs. 13%, p=0,3; cuello
femoral 6,3% vs. 4,3%, p=0,6; radio distal 2,1% uvs.
4,3%, p=0,5).

La edad media de las mujeres al inicio del estu-
dio era de 59+9,9 anos, todas postmenopausicas,
con indice de masa corporal de 28+4. La presion
arterial sistolica media era de 155+22 mmHg y la
diastolica de 93+10 mmHg. En el subgrupo de
mujeres, aquéllas con genotipo AA presentaban
mds fracturas patologicas, especialmente en cuello
femoral, sin asociacion estadistica (12% wvs. 6,7%,
p=0,5). Las caracteristicas de los grupos en fun-
cion del sexo y del genotipo se presentan en la
tabla 1.

Discusion

La homeostasis del calcio juega un papel funda-
mental en el remodelado 6seo, y las alteraciones
de los mecanismos implicados en su regulacion
contribuyen al desarrollo de patologia del metabo-
lismo 6seo'. El gen del CaSR es un gen candidato
para determinar la susceptibilidad a la osteoporo-
sis en la HTA, habiéndose relacionado el locus
A986S del CaSR con el mantenimiento de la con-
centracion de calcio i6nico extracelular dentro de
un estrecho rango™ y con la calciuria. La mayor
eliminacion de calcio en los pacientes hipertensos
se ha relacionado con un descenso de DMO vy, por
consiguiente, con un posible incremento del ries-
go de fractura. Por otro lado, la HTA se ha asocia-
do con niveles elevados de PTH, lo cual acelera el
remodelado 6seo, afectando tanto a la calidad
como a la masa Osea®.
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Tabla 1. Caracteristicas de las mujeres y de los hombres estudiados en funcién del genotipo

Mujeres Hombres
Genotipo Genotipo Genotipo Genotipo
Caracteristicas AA ss+As | Valor AA sstas | valor
N=25 (%) N=15 (%) P N=23 (%) N=8 (%) P
Edad (anos), media + SD 75£10 7119 ns 72+10 7249 ns
Edad >75 anos 16 (64) 5(33) ns 9 (39) 4 (50) ns
Puntuacion IC, media + SD 1,3£2 1,812 ns 2,4+3 1,242 ns
sin comorbilidad 22 (88) 11 (73) ns 13 (56) 6 (75) ns
IC agrupado
con comorbilidad 3(12) 4 (27) ns 10 (44) 2 (25) ns
Mortalidad (global) 3(12) 1(6,7) ns 6 (26) 2(25) ns
DMO (gHA/cm?) 1,061+0,16 1,040+0,15 ns 1,136+0,15 1,148+0,16 ns
Fractura patolégica 7 (28) 4(26,7) ns 0 (O 1 (12,5%) ns

SD: desviaciéon estindar; IC: Indice de Charlson; ns: no significativo; DMO: densidad mineral ésea.

Contrariamente a nuestras expectativas y en
consonancia con diversos estudios™, no hemos
encontrado relacion directa entre los genotipos
del polimorfismo A986S y la incidencia de fractu-
ras patolégicas, sin hallar incremento del riesgo de
fracturas patologicas en los pacientes portadores
del alelo S. Nuestros datos concuerdan con un
estudio previo publicado por nuestro grupo de
investigacion en el que en una poblacion de muje-
res hipertensas no encontramos diferencias en la
calcemia, calciuria, niveles de PTHi y DMO en
columna lumbar al categorizar segin el genotipo
AA y el genotipo AS+SS®.

No existen muchos trabajos que evalien la
influencia del polimorfismo A986S en el riesgo de
fracturas. Por una parte, diversos estudios realiza-
dos en poblacion caucisica europea encuentran
asociacion solo en poblacion joven® pero no en
mujeres postmenopausicas ni en poblacion hiper-
tensa''". Sin embargo, existen datos contradictorios
en la literatura y asi, Mirz et al.' si establecen aso-
ciaciéon entre el alelo S y los factores de riesgo car-
diovascular. Cetani et al."! investigaron el efecto del
polimorfismo sobre fracturas por fragilidad en un
grupo de 164 mujeres postmenopdusicas, no
encontrando diferencias. Bollerslev et al.” analiza-
ron la asociacion entre polimorfismo, masa 6sea y
fracturas en una cohorte de 1.252 mujeres postme-
nopausicas, sin encontrar ninguna relacion. Esta
posible relacion también se ha analizado en otras
poblaciones vy, asi, Gianini et al.® estudiaron 87
mujeres sometidas a trasplante renal y con hiperpa-
ratiroidismo secundario persistente, encontrando

resultados negativos similares a los de nuestro
grupo. Recientemente, un grupo italiano ha estu-
diado factores de riesgo de fractura vertebral en
una poblacién con hiperparatiroidismo primario.
Estudiaron 266 individuos (229 mujeres y 37 varo-
nes) con una distribucion de genotipos similar a la
nuestra. Encontraron que la presencia del alelo S
(valorada como genotipo AS+SS) se asocia a un
incremento del riesgo de fractura vertebral con una
odds ratio de 1,8 (IC al 95%: 1,1-2)9, p=0,05) tras
ajustar por edad, sexo, IMC, DMO vy calcio sérico.
Esta poblacion es diferente de la nuestra siendo
clave el papel de la PTH regulada por el receptor
sensor del calcio®.

La principal limitacién de nuestro estudio es el
tamano muestral y la no recogida de fracturas
morfométricas. Las fortalezas vienen determinadas
por la homogeneidad de la poblacion estudiada,
el largo periodo de seguimiento y el emplear una
variable objetiva como son las fracturas clinicas.

En conclusion, la asociacion entre los genotipos
del polimorfismo A986S del CaSR y la incidencia
de fracturas patologicas es dificil de establecer y
los diferentes estudios arrojan datos contradictorios
contribuyendo a aumentar la confusion en este
campo. En nuestro estudio, no hemos encontrado
asociacion entre polimorfismo A986S del CaSR y
fracturas clinicas osteopordticas, ni en la cohorte
general ni en el subgrupo de mujeres, aunque la
etiopatogenia de la osteoporosis en esta poblacion
hipertensa pueda venir determinada por los nive-
les de calcio sérico, la hipercalciuria y la posibili-
dad de un hiperparatiroidismo secundario.
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