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Resumen

Las fracturas de cadera son la complicacion mas aparatosa y costosa de la osteoporosis (OP),
siendo ésta Gltima la principal causa de fracturas de cadera en mujeres mayores de 50 afios. La
OP se distingue por presentar disminucion progresiva de la masa oOsea y distorsion de la
microarquitectura del hueso lo que conduce a un aumento en la fragilidad del tejido que
ocasiona un aumento en el riesgo para presentar fracturas. La OP primaria tiene un origen
multifactorial y poligénico, resultando asi de la interaccion de multiples factores ambientales
(alimentacion, actividad fisica, ingesta de farmacos, condicion hormonal, etc.) y de origen
genético. Diversas investigaciones han revelado que la OP presenta un gran componente
genético ya que diversos trabajos, sobre todo estudios de asociacion han explorado la magnitud
y el impacto de los factores genéticos en la génesis de la OP. De tal forma que el presente
trabajo tuvo como objetivo analizar dos polimorfismos tipo SNPs, uno en el gene RANK
(rs3018362) y otro en el gen RANKL(rs12585014) en dos grupos de mujeres mexicanas
mayores de 50 afios, uno con antecedente de fractura de cadera y otro sin antecedente de esta
lesion. En ambos grupos de participantes se descartd la presencia de enfermedades Oseas
concomitantes, enfermedades metabdlicas con afeccidn grave en hueso asi como la ingesta de
farmacos cuyos efectos secundarios afectaran al tejido 6seo. La hipétesis planteada sugiere la
existencia de diferencias en las frecuencias alélicas y/o genotipicas de los polimorfismos en
ambos grupos de estudio. Para éste fin, previo consentimiento informado de las participantes y
extraccion de DNA proveniente de leucocitos de sangre periférica se realizé6 mediante PCR en
tiempo real la identificacion de alelos y genotipos de cada variante genética para el posterior
analisis de frecuencias. Es importante mencionar que en cada participante y en ambos grupos se
recolectd informacion relacionada con la presencia de factores de riesgo relacionados con OP.
Se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas en ambos grupos y en ninguno de los casos
se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los casos y los controles, no
obstante, en este momento no podemos ser concluyentes y descartar una posible asociacion
genotipo-fenotipo hasta analizar un nimero mayor de casos y controles, incluso se buscara
analizar otras variaciones en estos mismos genes ademas de las del proposito de este estudio con

el fin de realizar un analisis de haplotipos.



Antecedentes

La osteoporosis (OP) es una enfermedad caracterizada por la disminucién progresiva de la masa
6sea y un deterioro de la microarquitectura del hueso lo que conduce a un aumento en la
fragilidad del tejido con el consecuente riesgo de fractura. Podemos reconocer dos formas de
OP, la primaria y la secundaria, la primera es la forma méas comin de la enfermedad y resulta de
la pérdida progresiva de la masa y microarquitectura 6sea que ocurre de manera natural en la
vida adulta, su origen es considerado multifatorial y poligénico. En la actualidad, esta forma
representa uno de los problemas de salud crecientes en el mundo, debido entre otras cosas a las
condiciones ambientales propias de las civilizaciones modernas y por supuesto al incremento en

la esperanza de vida de las poblaciones. (1-3).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a la OP el quinto problema de salud
publica en el mundo, en México, se estima que 2.1 millones de personas mayores de 60 afios
tienen OP y 1.4 millones presentan osteopenia (fase primaria de la enfermedad). Debemos
sefialar que como consecuencia del incremento en la esperanza de vida de nuestra poblaciéon y
el aumento de condiciones ambientales que predisponen a este desorden es de esperarse un
incremento importante de las cifras ya referidas. Publicaciones recientes refieren que
actualmente en México, la poblacion de 50 afios 6 mas es de 19 millones y se predice que para
el afio 2050 oscile entre los 55 millones, lo que supone un envejecimiento notable de nuestra
poblacién, el cual inevitablemente se acompafiard de un incremento en la frecuencia de
enfermedades cronico degenerativas y sus respectivas complicaciones, en este grupo de

enfermedades la OP ocupa y seguira ocupando un lugar importante (4-7).

En la génesis y fisiopatologia de la OP existen dos grandes categorias en cuanto a factores de
riesgo, una esta representada por los factores ambientales, considerados también como
“modificables”, entre ellos encontramos la actividad fisica, los habitos alimenticios, consumo de
café, tabaco, alcohol y los trastornos de la conducta alimenticia. La segunda categoria
comprende las condiciones o factores de riesgo “no modificables” que incluyen el género, edad,
raza, asi como la historia personal y familiar de fracturas, estos Gltimos son un reflejo indirecto

del grado de susceptibilidad genética para esta enfermedad (8-9).

Existen en general dos tipos de osteoporosis, la primaria (posmenopausica o senil) y la
secundaria (asociada a enfermedades enddcrinas, reumaticas, medicamentos, etc). Se

han identificado multiples factores de riesgo con relacion a OP (edad avanzada, sexo



femenino, raza blanca, peso corporal. historia familiar de fracturas, menopausia
temprana, tabaquismo, ingesta excesiva de alcohol, factores nutricionales, pobre
actividad fisica y algunas enfermedades enddcrinas. Con respecto a la osteoporosis
secundaria podemos decir que comprende un gran y heterogéneo grupo de condiciones
primarias capaces de favorecer la presencia de osteoporosis, la tabla 1 muestra algunas de las

condiciones relacionadas con OP primaria y secundaria (8-9).

Tablal.- Clasificacion de la osteoporosis y causas que la originan.

Tipo de osteoporosis Causas que la originan
Primaria Multifactorial, poligénica. Senil/Involucional
Secundaria Farmacos que deterioran la calidad ésea; anticonvulsivos,

antidepresivos, anticuagulantes, antidcidos que contienen
alumnio, inhibidores de la aromatasa, barbitdricos,
cimetidina, corticosteroides, glucocorticoides,
anticonceptivos, antineoplasicos, hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH), diureticos de asa, metrotexate,
fenobarbital, fenotiazinas, entre otros.

Otras entidades; nefropatias, sindromes de malabsorcion,
neoplasias, artritis reumatoide, espondilitis anquilosante,
esclerosis mdltiple, cualquier entidad que condicione poca
movilidad 6 inmovilidad prolongada

Enfermedades metabodlicas; diabetes, hipertiroidismo,
hiperparatiroidismo.

Hipogonadismo; Sindromes de Turner y Klinefelter.

Desordenes de conducta; anorexia nerviosa, depresion,
inactividad fisica prolongada, desnutricion, consumo
elevado de cafeina, tabaquismo y/o alcoholismo cronico.

Enfermedades monogénicas; osteogénesis imperfecta,
sindrome de glioma, osteoporosis,

La cantidad y calidad de masa Osea que presenta un individuo depende de varios
factores, uno de ellos se conoce como “pico de masa 6sea” (PMQ) y se refiere al
méaximo de masa 0sea que alcanza un sujeto, esto ocurre entre los 20-30 afios de edad.
Este PMO resulta de la interaccion de factores genéticos y ambientales. Una vez que se
alcanza el PMO, de manera natural ocurre una pérdida progresiva de la masa dsea que
depende de la magnitud y velocidad de pérdida 6sea subsecuente, se estima que el
promedio anual de pérdida en las mujeres postmenopausicas es de 1-2% y de 0.2-0.5%
en los varones y se considera que cerca del 30% de las mujeres postmenopausicas
presentan una fase rapida de pérdida 6sea (5% al afio aproximadamente) durante los
primeros 5 afios después de la menopausia, esto por supuesto implica mayor riesgo de
presentar fracturas osteopordticas en esta edad (4 ).



La OP puede permanecer latente e incluso agravarse durante muchos afos sin producir
sintomatologia significativa, es por eso que se le conoce como “la epidemia silenciosa”,
dentro de la sintomatologia es posible encontrar solamente dolor 6seo crénico, sobre
todo de espalda, circunstancia que puede ser atribuida a la presencia de microfracturas y
es frecuente la pérdida progresiva de estatura debido a compresion vertebral. Cuando el
desgaste vertebral es heterogéneo la configuracion anatomica normal de la columna se

pierde dando lugar a escoliosis (9).

La complicacién mas frecuente y peligrosa de la OP son las fracturas, las cuales pueden
ocurrir ante traumas muy leves e incluso de manera espontaneab y a pesar de que
cualquier hueso es susceptible de fracturas, los sitios en donde ocurren con mayor
frecuencia son columna vertebral, cadera y mufieca; de éstas, sin duda, las mas
aparatosas y de dificil manejo son las fracturas de cadera. Incluso, se ha considerado
que el 25% de los afectados por estas fracturas mueren a consecuencia de las
complicaciones y otro 25% (incluso con tratamiento quirdrgico), no recuperan la
calidad de vida previa a la fractura. Por otra parte, los pacientes que han sufrido una o
mas fracturas (en cualquier sitio), muestran mayor predisposicion a presentar nuevas
fracturas, independientemente del valor de su densidad mineral dsea (DMO), cuanto
mas temprana la edad a la que se produjo la primera fractura y cuanto mayor el nimero

de fracturas previas, mayor serd el riesgo de nuevas fracturas (8-9).

El método més comun para diagnosticar la OP es la densitometria 6sea radioldgica de
doble energia (DXA), éste representa en la actualidad el método mas rapido, completo y
de mayor precision para determinar la DMO. De acuerdo a las recomendaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se establece el diagndstico de OP cuando el
rango de la DMO del sujeto esta por debajo de 2.5 desviaciones estandar (DE) y
osteopenia cuando el valor de esta densidad es inferior a 1 DE, pero superior a 2.5 DE
del valor medio normal de las personas jovenes de igual sexo y raza. EI DXA evalia el
contenido mineral éseo (BMC) en gramos dividido entre el area del hueso (BA) en cm2 lo que
nos da una medicion de la BMD en g/cm2, en donde el T-score es el valor usado para el
diagndstico de OP, éste se calcula sustrayendo la BMD media (de la poblacién joven adulta) de
la BMD del paciente y dividida entre la SD de la poblacién adulta joven, mientras que el valor
Z, se usa para comprar la BMD del paciente a la de sus iguales, éste se calcula restando la BMD
media (de una edad, etnia y sexo similar) menos la BMD del paciente entre la SD de la

poblacion de referencia, es recomendable que las diferentes mediciones se realicen con un



mismo equipo para evitar sesgos de medicidn, en la tabla 2 se muestran los puntos de cohorte

para el diagndstico de osteoporosis, osteopenia y valores normales (1,9).

Tabla 2. Puntos de cohorte establecidos por la OMS para el diagnéstico de osteoporosis.

Categorias Diagndsticas de Osteopenia y Osteoporosis basado en la Medicion de BMD

por DXA
Categoria Masa Osea
Normal Valor de BMD dentro de 1 SD de la media de
referencia de mujeres adultas jovenes (T-score
>0=alSD)
Osteopenia (baja masa Gsea) Valor de BMD > a 1 pero < de 2.5 SD debajo

de la media de referencia de mujeres adultas
jévenes (T-score < -1y >-2.5SD)

Osteoporosis (OP) Un valor de BMD de 2.5 0 mas SD debajo de
la media de mujeres adultas jovenes (T-score
<0=a-2.5)

Severa (OP avanzada) Valor de BMD > de 2.5 SD debajo de la

media de mujeres adultas jévenes en
presencia de 1 0 mas fracturas por fragilidad.

Fuente: WHO, Assessment of osteoporosis at the primary health care level. Summary report of
a WHO Scientific Group. 2007

Se ha demostrado que en la génesis de la OP los factores genéticos juegan un papel
importante en la regulacion no sélo de la DMO sino también en las propiedades
ultrasonograficas del hueso, la geometria esquelética, el recambio 6seo y en otros
aspectos del metabolismo 6seo, contribuyendo de manera importante en la patogénesis
de la fractura osteoporoética, no obstante, queda claro que en la mayoria de los casos esta
enfermedad es causada por el efecto combinado de alteraciones en diferentes genes y su
interaccion con diversas condiciones ambientales (10-13).

Sabemos ya que existen diferencias étnicas, de género incluso familiares con relacién a
la densidad mineral ésea (DMO) e incidencia de fracturas por OP, generalmente, las
mujeres muestran una DMO menor que los varones del mismo grupo étnico o racial, las
mujeres de raza blanca caucasica muestran mayor incidencia de fracturas que las
mujeres hispanicas o de raza negra, mientras que en las mujeres asiaticas se han
informado valores de DMO intermedios con respecto a los grupos ya sefialados. Es
importante mencionar que investigaciones nacionales han reportado ya diferencias en
los valores de la DMO de las mujeres del norte, centro y sur de nuestro pais. En este
sentido, se ha reconocido una mayor DMO en las mujeres del norte, baja DMO en

mujeres del sur e intermedia en las mujeres del centro del pais, estas diferencias pueden




estar dadas por condiciones ambientales y de estilo de vida y posiblemente por
diferencias en la estructura genética de las poblaciones (2,5-6).

Investigaciones internacionales estiman que la heredabilidad de la DMO oscila entre 70-
85% en columna vertebral y cadera y 50-60% en radio distal. Existen ademas otros
determinantes 6seos, con evidente componente hereditario como son la geometria y la
longitud del cuello femoral, las propiedades ultraestructurales del hueso (que traduce le
grado de interconectividad trabecular) y la velocidad de remodelado 6seo. Por otra parte
la historia familiar de fracturas en cadera ha mostrado ser consistentemente un factor de
riesgo, independiente a la DMO. Cabe sefialar que estudios en gemelos estiman que la

heredabilidad de las fracturas por si misma oscila entre 25-35% (11-16).

Tal y como se sefiald los factores genéticos juegan un papel determinante en la
estructura y metabolismo 6seo por lo que la cantidad de genes implicados de diferentes
maneras en el fenotipo 6seo es importante, algunos de los mas estudiados son los genes
COL1Al, COL1A2, ESR1, ESR2, CT, VDR, IL1, IL4, IL11, IL6, LRP5, TGF-beta,
OPG, RANK, RANKL, HOXAL10, P53, CATK, APOE, PTH, CALCAR, etc., todos
estos genes codifican para proteinas que de alguna u otra forma repercuten sobre el

fenotipo 6seo (11-16), en la tabla 3 se muestran algunos de éstos genes.

Tabla 3.- Genes relacionados con el fenotipo 6seo (15-51).

Gen Producto Proceso metabodlico
relacionado
VDR Receptor de vitamina D (1,25 dihidroxivitamina
D3) Genes involucrados en la via
DBP Proteina de unioén al sitio D del promotor de endocrina de la vitamina D
albumina (albumina D-bhox)
ESR1 Receptor de estrogenos alfa
ESR2 Receptor de estrogenos beta
ESRRA Receptor alfa relacionado con estrégenos
ESRRG Receptor relacionado a estrégenos gama
CYP19A1 | Citocromo P450, familia 19, subfamilia A, Genes involucrados en la via
polipéptido 1 enddcrina de los estrégenos
CYP17A1 | Citocromo P450, familia 17, subfamilia A,
polipéptido 1
UGT2B17 | UDP Glucoronosiltransferasa, familia 2,
polipéptido B17
Via de sefalizacion Wnt/beta . .
- - - - Genes involucrados en la via
LRP5 Proteina 5 relacionada al receptor de lipoproteinas de sefalizacio
. i e sefalizacion Wnt/beta
de baja densidad Catenina
LRP6 Proteina 6 relacionada al receptor de




lipoproteinas de baja densidad

LRP4 Proteina 4 relacionada al receptor de
lipoproteinas de baja densidad

SOST Esclerostina

DKK?2 Dickkopf homologo 2 (Xenopus laevis)

FzZD1 Receptor 1 de familia rizado

SFRP1 Proteina 1 secretada relacionado a rizado

SFRP4 Proteina 4 secretada relacionado a rizado

WNT10B | Familia del sitio de integracion MMTYV tipo sin
alas, miembro 10B

WNT3A Familia del sitio de integracion MMTYV tipo sin
alas, miembro 32

CTNNB1 | Catenina, betal

APC Proteina de colon polip6sico adenomatoso
FOXC2 Proteina con cabeza de asa Box C2

Via RANK/RANKL/OPG
OPG TNFRSF11B Genes relacionados con la
RANK TNFRSF11A osteoclastogénesis

RANKL TNFRSF

Superfamilia del factor de crecimiento transformante beta

(TGF beta)
TGFB1 Factor de crecimiento transformante beta 1
BMP2 Proteina morfogénica de hueso 2 -
- — Genes de la superfamilia del
BMP4 Proteina morfogénica de hueso 4 Factor de Crecimiento
BMP7 Proteina morfogénica de hueso 7

Transformante beta (TGF

BMPR1B | Receptor de la proteina morfogénica de hueso 1B beta)

SMADG6 Familia SMAD miembro 6

TGFBR3 | Receptor Il del factor de crecimiento
transformante beta

SPTBN1 Espectrina beta, no eritrocitico 1

Fuente: Li WF, Hou SX, Yu B. Genetics of osteoporosis: accelerating pace in gene
identification and validation. Hum Genet (2010) 127:249-285

En el hueso asi como en el resto de los tejidos debe mantenerse una homeostasis
permanente, en el caso del metabolismo 0seo existen dos procesos que son
fundamentales; la osteoblastogénesis (OBG) y osteoclastogénesis (OCG), los cuales se
refieren a la formacion y resorcion dsea respectivamente. En el primer caso, la
formacion de osteoblastos (células especializadas relacionadas con el desarrollo y
crecimiento del hueso) ocurre a partir de células indiferenciadas (pluripotenciales)
gracias a una gran cantidad de sefiales perfectamente coordinadas entre si. En este
proceso se ha identificado la actividad de varios genes entre ellos: BMP4, BMP7,
BMP10, PTH, PTHR, VITD, VDR, SOX4, la familia génica RHO, ESR, IL6, entre
otros. Por otro lado, la OCG es también un proceso complejo con gran influencia
genética y hormonal con el cual se han relacionado hasta el momento a més de 30 genes

diferentes, algunos de los méas estudiados son los relacionados con la via de sefializacién
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RANK/RANK-L/OPG, CSF-1 y la familia génica CPK. Es importante mencionar que
RANKL es una proteina que se expresa no solo en los osteoblastos, sino también en sus
precursores, su produccion es muy alta en las células indiferenciadas del estroma y desciende a
medida que se concreta el fenotipo de los osteoblastos. RANK-L (TNFSF11) debe
interaccionar con su receptor natural (RANK), el cual se localiza en la superficie celular de los
osteoclastos y sus precursores. RANK, también conocido como receptor del activador del
factor nuclear kappa-B (TNFRSF11A), este receptor es una proteina transmembranal de 616
residuos de aminoacidos que se expresa en osteoclastos, estimula la fusién de los pre-
osteoclastos, promueve la adherencia de los osteoclastos al hueso, activa su funcién y aumenta
su supervivencia al evitar la apoptosis, incrementando asi su vida util, lo que facilita la
expansion de la masa osteoclastica para formar asi mas sitios de resorcién 6sea. Ademas de
RANK y RANK-L, existe otro elemento fundamental en esta via de sefializacion, este elemento
es la proteina conocida como osteoprotegerina, la cual presenta la caracteristica de ser soluble y
ser sintetizada por los osteoblastos y las células del estroma, ésta proteina funciona como
receptor sefiuelo para impedir la union RANK- RANK-L, de tal forma que la OPG ejerce un
efecto antagonico sobre las acciones RANK-L reduciendo el nimero de osteoclastos,
incrementando asi su apoptosis y vida media util o funcional. Vale la pena mencionar que el
avance en el conocimiento de los procesos de osteoblastogénesis, osteoclastogénesis y

remodelado dseo representan una oportunidad en la busqueda de nuevas alternativas

terapéuticas de la OP postmenopausica (51-55).

Finalmente, en nuestro pais se han realizado ya algunos estudios de asociacién en
diversos genes con el fin de identificar posibles asociaciones entre variantes génicas y la
presencia de OP de columna, cadera o fractura de cadera. Estos trabajos reportan ya
posibles asociaciones genotipo-fenotipo, no obstante los resultados se han considerado
preliminares y seguramente en poco tiempo podran ser confirmadas dichas
asociaciones, las cuales permitiran diversificar las investigaciones en éste sentido y
poder obtener asi informacion que seguramente serd de gran impacto en la préctica
clinica (23,35).
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Justificacion:

Actualmente, se considera a la OP como un problema de salud publica internacional y
nacional. Esta problematica se acompafia de tasas elevadas de morbimortalidad que
representa grandes costos econdémicos y sociales por lo que se ha considerado una de las
prioridades de investigacién de nuestro sector salud. En México, como en otros paises
existe un incremento notable en la esperanza de vida de la poblacion, sobre todo en las
Gltimas cuatro-cinco décadas, sin embargo, esto viene acompafiado de una frecuencia
mayor de enfermedades cronico-degenerativas como son la osteoporosis y la
ostoartritis. Informacién del Consejo Nacional de Poblacién estima que el nimero de
individuos mayores de 65 afios para el afio 2050 sera de aproximadamente 28 millones.
Por estas razones debemos prestar atencion a este nuevo panorama epidemioldgico y
acelerar las investigaciones con impacto en el nuevo conocimiento, el tratamiento y

sobre todo la prevencidn oportuna de este tipo de enfermedades

Por otro lado, a pesar de que la OP se considera un desorden multifactorial y poligénico,
la mayoria de las investigaciones nacionales relacionadas con esta entidad muestran
orientaciones clinicas, epidemioldgicas, y son pocas las investigaciones encaminadas a
conocer el componente genético de esta enfermedad en nuestra poblacién. Conocer las
variaciones genéticas que presenta nuestra poblacion no solamente nos permitira con el
paso del tiempo y otras investigaciones estructurar un perfil de riesgo genético de
osteoporosis en nuestra poblacion. Seguramente, la integracion de los nuevos
conocimientos nos permitirdn dirigir nuestra atencion a nuevas investigaciones bésicas

con utilidad terapéutica y sobre todo preventiva en esta enfermedad.

Pregunta de investigacion:
¢Los polimorfismos tipo SNPs rs3018362 y rs12585014 localizados en los genes
RANK y RANK-L, respectivamente se encuentran asociados 6 no con la presencia de

fracturas de cadera en un grupo de mujeres mexicanas con y sin ésta lesion?

Hipétesis:
Es posible que las variantes génicas rs3018362 y rs12585014 si se encuentren

asociadas a la presencia de fractura en nuestros grupos de estudio.
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Objetivos:

1.- Calcular y analizar las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs rs3018362 y
rs12585014 en los genes TNFRSF11A y TNFSF11 respectivamente, cuyos productos
pertenecen al sistema RANK/RANKL/OPG en una muestra representativa de mujeres
mexicanas con fractura de cadera (casos) y sin ella (controles)

2.- Identificar si existe asociacion o no entre las diferentes variantes génicas y la

presencia de fractura de cadera en mujeres mexicanas.

Tipo de investigacion:

Casos y controles.

Universo de trabajo:
Mujeres mexicanas de 50 afios de edad o mayores, procedentes del Instituto Nacional de

Rehabilitacion. Las pacientes se capturaron en el area de traumatologia del instituto.

Grupos de estudio:

Casos:

Mujeres con fractura de cadera.

Criterios de Inclusion:

1.- Mujeres mexicanas mayores de 50 afios con antecedente de fractura de esta region
anatomica después de esa edad.

2.- Que acepten participar en el estudio mediante consentimiento informado (anexo 1).
3.- Mujeres que no ingieran farmacos que de alguna u otra forma repercuten sobre la
densidad mineral dsea (antinconvulsivantes, corticoesteroides).

2.- Mujeres que no presenten enfermedades dseas concomitantes (displasias 0seas),
desdrdenes de tipo hormonal 6 metabdlico que afectan la densidad mineral dsea.

Criterios de eliminacion:
1.- Pacientes en quienes no sea posible la realizacion del 100% de las practicas

moleculares, requeridas para el desarrollo de la investigacion.
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Controles.

Criterios de Inclusion:

1.- Mujeres mexicanas mayores de 50 afios, sin antecedente de fractura de esta region
anatémica.

2.- Que acepten participar en el estudio mediante consentimiento informado.

3.- Mujeres que no ingieran farmacos que de alguna u otra forma repercuten sobre la
densidad mineral dsea (antinconvulsivantes, corticoesteroides).

2.- Mujeres que no presenten enfermedades Oseas concomitantes (displasias 0seas),
desdrdenes de tipo hormonal 6 metabdlico que afectan la densidad mineral dsea.

Criterios de eliminacion:
1.- Pacientes en quienes no sea posible la realizacion del 100% de las préacticas

moleculares, requeridas para el desarrollo de la investigacion.

Evaluacion densitométrica (solo en controles)

Se determinar4 por absorcidmetro radioldgico de doble energia con un equipo
(HOLOGIC 2000). Esta se realizara en cadera (cuello, trocanter, angulo de Ward y
total). Se obtendréan datos de densidad mineral 6sea en g/cm?.

NOTA: Dado que los casos estan representados por mujeres con fractura de cadera
recién capturadas en el piso de traumatologia y seran 6 han sido recientemente
intervenidas quirargicamente no se realizara la densitometria dsea debido a la gran
dificultad para movilizarlas por el trauma reciente 6 ante la colocacion de la protesis.
Sin embargo, de acuerdo a lo descrito en la literatura ante la presencia de fracturas de

cadera se asume la presencia de OP.

Identificacién de factores de riesgo:
Se documentaron factores de riesgo relacionados con la salud dsea, para este fin se
empleo un formato de recoleccién de datos de interés en la evaluacion de la calidad dsea

(anexo 2).
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Tamafio de muestra:

Con relacion a éstos polimorfismos no existen investigaciones nacionales previas que
nos orienten a la estimacién aproximada de las frecuencias alélicas y genotipicas en
nuestra poblacion, ain con relacion a otras enfermedades, lo que dificulta contar con los
supuestos matematicos adecuados que se requieren para el calculo del tamafio de
muestra. ES por eso, que esta investigacion sera considerada como preliminar y
contempla sélo el analisis de 85 participantes por grupo (170 alelos y 85 genotipos),
posteriormente, y de acuerdo a los resultados obtenidos en esta etapa, en una segunda

investigacion se realizard un célculo mas adecuado.

Variables de estudio:

Dependiente: Presencia o ausencia de la variacion genética que caracteriza a los
polimorfismos tipo SNPs localizados en los siguientes genes:

TNFRSF11A (RANK) rs3018362. A/G (region 5°del gen)

TNFSF11 (RANKL) rs12585014. A/G (region 5 del gen)

Escala de medicion: Nominal dicotomica (presencia o ausencia de la variante)

Independiente: Presencia o ausencia de la fractura de cadera

Fractura de cadera: Pérdida de continuidad en los siguientes sitios:
Cabeza femoral.
Cuello femoral: fractura subcapital o intracapsulares, entre la cabeza y el trocanter mayor.

Intertrocantérica: entre el trocanter mayor y el menor, a lo largo de la linea intertrocantérica.

Subtrocantérica: en el eje largo del fémur inmediatamente debajo del trocanter menor y se puede

extender hacia la diafisis del fémur.

Tipo de variable: Nominal dicotémica (presencia o ausencia de la lesion).
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Estudios moleculares para la identificacion de los diferentes polimorfismos

Previa extraccion de 5-7 ml de sangre venosa periférica de los individuos participantes,
se realizo la extraccion del DNA gendmico mediante la técnica de lisis y precipitacion

salina que a continuacion se resume.

Obtencion del DNA Genomico

Se transfirieron 5ml de sangre periférica a un tubo cénico de 15ml y se agregd un
volumen igual de amortiguador tris-triton sacarosa (TTS) agitado por inversion. Se
centrifugd a 855 x g, 6min y se decanto el sobrante. Al botén de leucocitos se le agrego
1ml de amortiguador TTS, se agito y re suspendid el boton para después transferirlo a
un microtubo de 1.5ml, el cual se agitd hasta homogenizar. Posteriormente, se
centrifug6 a 15,633xg, 2min (se repitié 2 a 3 veces el paso 4), al boton limpio se le
agregaron 570 pL de NaCl 5mM, se agitdé 2min, se colocaron 30 puL de SDS al 10% y se
agité nuevamente por 5min. Posteriormente, se agregaron 200 uL de NaCl saturado, se
agitd 10min y se centrifugo a 13,603xg, 15min a 4°C. El sobrenadante se transfirié a
otro microtubo limpio y se afiadié un volumen de cloroformo:isoamilico 24:1, para
después centrifugarlo durante 1min a 13,603xg. Después, se coloco la parte superior
(sin tomar la interfase) en un tubo de 13x100mm estéril, se agregaron 2ml de etanol
absoluto a -20°C, para precipitar el DNA y se agito el tubo lentamente en forma circular
para después precipitarlo durante 12 hs a -20°C. Posteriormente, se tom6 el DNA con
una varilla de vidrio y se lavé con etanol frio al 70%, se dejé evaporar el etanol en
condiciones de esterilidad, posteriormente se resuspendidé el DNA con agua estéril de
acuerdo con el tamafio del botdn. Finalmente, se colocd el tubo que contenia el DNA en

bafio Maria a 60°C durante 2hrs y posteriormente se guardé a -70°C hasta su uso.

Posteriormente, se llevé a cabo la discriminacion alélica mediante PCR tiempo real en un equipo
Step One Real Time PCR System de 48 pozos (Applied Biosystems [A&amp;B]Foster city, CA.
USA) utilizando 25 pl del PCR mix que contenia 1XTagMan PCR master mix, sondas Taq Man
marcadas con fluorescenciacon VIC o FAM de acuerdo a las condiciones de fabricante
(AppliedBiosystems) y 12.5 ng de DNA gendmico. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes:

desnaturalizacion por 10 min a 95 °C, seguidos de 40 ciclos del5sa 92 °Cy 1 mina 60 °C.
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Resultados

Aspectos clinicos:

Ambos grupos de estudio estuvieron conformados por 85 participantes cada uno. En el grupo de los
casos la media de edad fue de 78.93 afios con un recorrido entre 50-105 de afios, mientras que la media
de edad del grupo de los controles fue de 62.8 afios con un recorrido entre 50-82 afios, en la tabla 4 se
muestra la distribucion de las edades por décadas y quinguenios y en la tabla 5 se concentran la media

de edad por grupo de estudio asi como el peso y el indice de masa corporal promedio en cada grupo.

Tabla 4.- Rango de edad de los casos y controles por décadas y quinquenios.

Rangode | Fractura | Controles Rango de Fractura | Controles | Promedio | Promedio
edad por de edad por de de edad. de edad.
décadas cadera quinguenios cadera Casos Controles
(por (por
rango) rango)
50's 3 37 50-54 1 10 50 52
60°s 9 32 55-59 2 27 56.5 56.6
70°s 33 12 60-64 3 15 61.3 62.2
80's 30 4 65-69 6 17 67 67.3
90’s 9 70-74 12 8 72.6 72.2
100's 1 75-79 21 4 77.2 77.2
80-84 14 4 81.5 81
85-89 16 86.9
90-94 7 91.1
95-99 2 95.5
100-104 1 105

Tabla 5.- Rango de edad de los casos y controles por décadas

y quinguenios.

Casos Controles
Promedio de edad 78.93 62.8
Edad minima 50 50
Edad méxima 105 82
Peso promedio (kg) 58.49 68.34
Promedio de indice de | 1.52 154
masa corporal
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Es importante mencionar que en la génesis de la osteoporosis existen varios factores de riesgo
mayores y menores gue se consideran de relevancia para la salud dsea y como consecuencia
para la presencia de OP, algunos de estos factores son “no modificables”, entre ellos se
encuentran ademas del género, la edad y la historia personal y familiar de fracturas, mientras
que entre los factores modificables destacan el peso, talla, indice de masa corporal, consumo
de alcohol y tabaco, ingesta de estrogenos, glucocorticoides u otros farmacos con repercusion
sobre el fenotipo 6seo, todos estos factores de riesgo, representan variables con efecto
potencialmente confusor. El analisis de algunos de estos datos en nuestros grupos de estudio

se muestran en la tabla 6.

Tabla 6.- Factores de riesgo relacionados con la presencia de

0Steoporosis.
Variable Casos | Controles
Historia personal de fracturas | 29 5
Historia familiar de fracturas | 12 24

Como podemaos apreciar en la tabla 6, las fracturas previas tanto de los casos como de los
controles ocurrieron sobre todo en; cadera contralateral (casos), radio distal, fémur y
ocasionalmente tobillo y clavicula, cabe sefialar que los antecedentes fractura que se
investigaron comprendid s6lo a los padres y hermanos.

Aspectos moleculares:
Las frecuencias alélicas y genotipicas de cada variante génica se concentran en la tabla 7.
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Tabla 7.- Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en ambos grupos de estudio.

Casos Controles
SNP Frecuencia Frecuencia | Comparacion | Frecuencia | Frecuencia | Comparacion
alélica genotipica de alélica genotipica de
frecuencias frecuencias
€asos Vs €asos Vs
controles controles
RANK A 41.76% AA 11.76% AvsG A 43.53% AA AA vs AG
rs3018362 (N=71) (N=10) (N=74) 16.47% +GC
G 58.24% AG 60% Chi?0.11 G 56.47% (N=14)
(N=99) (N=51) (N=96) AG Chi®0.78
GG 28.24 % Valor de P 54.12%
(N=24) 0.74 (N=46) Valor de P
GG 0.37
OR (IC 95%) 29.41%
0.93 (0.59- (N=25) OR (IC 95%)
1.46) 0.68 (0.26-
1.75)
AA +AG vs
GG
Chi® 0.03
Valor de P
0.86
OR (IC 95%)
1.06 (0.52-
2.17)
RANKL A 40.59% AA 21.18% AvsG A 41.18% | AA 20% AA vs AG
rs12585014 (N=69) (N=18) Chi?0.01 (N=70) (N=17) +GG
G 59.41% AG 38.82% G 58.82% AG
(N=101) (N=33) Valor de P (N=100) 42.35% Chi® 0.04
GG 40% 0.791 (N=36)
(N=34) GG Valor de P
OR (IC 95%) 37.65% 0.84
0.98 (0.62- (N=32)
1.54) OR (IC 95%)
1.07 (0.48-
2.41)
AA +AG vs
GG
Chi®0.01
Valor de P
0.75
OR (IC 95%)
0.91 (0.47-
1.76)
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Discusién

La osteoporosis primaria representa en la actualidad uno de los problemas de salud
publica mas importantes en el mundo, se trata de una entidad con una evolucion crénica
y degenerativa y dado el aumento en la esperanza de vida de las poblaciones en general,

se espera un incremento en su frecuencia.

En su etiopatogenia se ven implicados diferentes factores “no modificables” y
“modificables”, entre los primeros encontramos al género, la edad y a los factores
genéticos, mientras que los segundos comprenden una gran cantidad de factores
susceptible de modificacion, éstos son de tipo ambiental y guardan gran relacién con el
estilo de vida (caracteristicas de la alimentacion, actividad fisica, consumo de café,

alcohol, etc.).

Desde hace varias décadas, multiples y variadas investigaciones han explorado la
magnitud del componente genético de la OP, para este fin se han desarrollado estudios
de concordancia en gemelos, de adopcion, de factores de riesgo en poblaciones cautivas,
andlisis de ligamiento y méas recientemente estudios de asociacion genética entre
polimorfismos y el rasgo fenotipico de interés. En el caso de la OP, el anélisis integral
de los resultados de las investigaciones sugieren que la heredabilidad de la DMO en
general oscila entre el 40-70% en columna, entre 70-85% en cadera y en mufieca entre 50-60%.
Estudios densitométricos en gemelos monocigotos (MC) vy dicigotos (DC) han revelado que la
concordancia de la DMO de columna vertebral y cuello femoral es mayor (6-8:1) en gemelos
MC que en gemelos DC. En este mismo sentido, se ha estimado que la heredabilidad de las
fracturas por si misma oscila entre 25-35%. Los andlisis familiares son otro tipo de
investigaciones que han aportado datos interesantes, se ha reportado historia familiar de
fracturas osteopordticas hasta en el 40% de los pacientes con fracturas relacionadas con OP. ES
importante mencionar que la historia personal y familiar de fracturas representa uno de
los factores de riesgo mayores en esta enfermedad asi como en el riesgo de ocurrencia

de fracturas.

Sin duda, la complicacion mas comudn y costosa de la OP son las fracturas, las mas
frecuentes son las de columna vertebral y radio distal, sin embargo, las de cadera son
mas aparatosas, dolorosas, costosas y generan una gran discapacidad. Sus costos



20

familiares, sociales, laborales y econdmicos para el sector salud son muy altos y cabe
mencionar que un buen nimero de pacientes que las presentan, aun y cuando son
operados y rehabilitados no recuperan ya el estilo de vida y capacidades previas a la

fractura.

Indudablemente el fenotipo 6seo se encuentra bajo una gran influencia de los factores
genéticos, de hecho, la cantidad de genes implicados en el control genético de la DMO
es considerable, entre ellos tenemos aquellos que codifican para proteinas estructurales,
factores de crecimiento importantes para el hueso, sus receptores, hormonas y sus
receptores, genes especificos de osteoblastogénesis y osteoclastogénesis, incluso genes

relacionados con céancer, entre otros (tabla 3).

El grupo de investigacion en el cual se desarroll6 esta tesis ha explorado ya la
frecuencia de varios polimorfismos con relacion a la presencia de OP de columna
vertebral y cadera principalmente, algunos de los resultados han mostrado y sugerido ya
algunas asociaciones, en este caso se ha buscado iniciar el andlisis en otros genes,
particularmente RANK y RANK-L con el fin de identificar nuevas asociaciones. El
motivo por el cual se seleccionaron éstos genes es que sabemos que la via de
sefializacion RANK/RANK-L/OPG es fundamental en la remodelacién y resorcion del
tejido 6seo y que los estudios de asociacion entre variaciones en estos genes 'y OP y
fracturas por OP son escasos. Esta investigacion preliminar comprendio6 el estudio de
170 mujeres mexicanas mayores de 50 afios, 85 con fractura de cadera después de los 50

afios y el resto sin antecedente de ésta lesion.

Como podemos apreciar en las tablas 4 y 5 el promedio de edad en ambos grupos es
diferente, siendo de casi 79 afios en los casos contra 62 de los controles, en este sentido
debemos sefialar que durante el desarrollo de esta y otras investigaciones el grupo de
investigacion enfrenta la problematica de reclutar controles, dado que la osteoporosis es
una enfermedad cronico-degenerativa, en nuestro medio es verdaderamente dificil
encontrar adultos mayores con una buena calidad 6sea que les permita representar un
control “sano”. En este mismo sentido, hemos detectado que la osteoporosis y su
complicaciéon mas aparatosa que son las fracturas en la actualidad se presentan en

poblacién cada vez mas joven. En éste sentido, conscientes de tal problematica
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prolongaremos la investigacion con la intencién de recabar un nimero mayor de

controles y estar en condicion de analizar dos controles por caso.

Con lo que respecta a la historia personal y familiar de fracturas, como podemos
apreciar en la tabla 6 los antecedentes de fractura estan presentes en ambos grupos,
siendo la historia personal mas comdn en los casos y la familiar en los controles, ambas
condiciones se consideran un factor de riesgo mayor para osteoporosis y para el riesgo
de fractura, es importante mencionar que la fractura previa mas comin en los casos es la
fractura de radio distal, en este sentido es muy importante mencionar que si bien no esta
documentado como tal en la literatura cientifica la experiencia de los cirujanos de mano
considera que las fracturas de radio distal “anuncian” de alguna manera a las fracturas
de cadera en poco tiempo. En este sentido una nueva investigacion con la estructura

metodoldgica requerida sera seguramente de gran informacion.

Con el fin de investigar la asociacion fenotipo-.genotipo ya sefialada se disefid un
estudio de asociacidon genética entre casos y controles, en el que mediante PCR en
tiempo real se identificacion los alelos y genotipos de cada variante.

El resultado de ésta investigacion revela que al menos en ésta muestra de participantes
no existen diferencias estadisticamente significativas al comparar las frecuencias
alélicas de los casos vs los controles, de igual manera, podemos apreciar que tampoco el
andlisis genotipico realizado en el contraste de grupos muestra diferencias con

significado estadistico (tabla 7).

Ante estos hallazgos es importante mencionar que definitivamente es indispensable
analizar un nimero mayor de participantes para confirmar la ausencia de asociacion
entre las variantes génicas investigadas y la presencia de fractura de cadera. En este
caso, los dos polimorfismos seleccionados para la realizacion de este estudio
representan sélo dos de los polimorfismos identificados en los genes RANK y RANK-
L, existen ademas de estos, otros mas que seria interesante analizar para poder estar en
posibilidades de realizar un andlisis mas extenso, incluso un analisis mediante

haplotipos.
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Es importante sefialar que ain y cuando el tamafio de los grupos de estudio es pequefio
si esperabamos encontrar alguna asociacion, dado que se trata de variaciones en dos de
los genes més importantes en el metabolismo 6seo, particularmente en el proceso de
osteoclastogénesis, de hecho, uno de ellos (rs3018362) habia sido estudiado en otras

poblaciones (mujeres de Eslovenia, Islandia y otras mas de ascendencia europea), los resultados

de éstas investigaciones se presentan en la tabla 8.

Tabla 8.- Estudios de asociacion entre variaciones en los genes RANK y RANK-.L en diversas
poblaciones (56-62).

GEN POLIMORFIS | UBICACION OBSERVACION
MO
RANKL CIT Intrén 1 Asociado con disminucion de la DMO de cadera en familias europeas.

Asociado con baja DMO de columna en mujeres osteoporoéticas de Eslovenia.
El genotipo CC asociado con una DMO baja en mujeres post-menopausicas de
Eslovenia.

Asociados con disminucion de la DMO columna en mujeres post-
menopausicas de Eslovenia.

RANKL CIT Intrén 2 Asociado con disminucion de la DMO de cadera en familias europeas.

CIT Intrén 1 El genotipo CC asociado con una baja DMO en cadera y columna de mujeres
posmenopausicas de Eslovenia.

Asociado con baja DMO en columna en mujeres posmenopausicas de
Eslovenia.

CIG Intrén 1 Asociado con un disminucién de la DMO columna en mujeres
posmenopausicas de Eslovenia.

CIT rs9594738 | Asociado con baja DMO de columna, asociados moderadamente con fracturas,
CIT rs9594759 | en sujetos australianos, daneses e islandeses.
RANK rs3018362 | Asociado con baja DMO cortical. Analizado en mujeres de Reino Unido

(ALSPAC) y varones suecos (GOOD).
Asociado con baja DMO en cadera de Islandeses y sujetos de descendencia

Europea.
AIG Intrén 1 Los 17 polimorfismos analizados como haplotipos, mostraron asociacion con
AIG Intrén 1 OP y disminucion de la DMO de cadera y columna, en familias europeas.
AIC Intrén 1
CIG Intrén 1
AIG Intrén 1
AIG Intrén 2
AIT Intrén 3
GIT Intrén 3
AIT Intrén 4
CIT Intrén 7
AIG Intrén 7
GIT Intrén 9
GIT Intrén 9
CIT Intrén 9
CIG Intrén 9
GIT Region 3'
CIT Region 3'
AIG Intrén 6 Polimorfismo asociado con baja DMO en triangulo de Ward, trocanter y fémur,

en coreanos.
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Sin duda, la cantidad de genes que participan de alguna u otra manera en el
metabolismo 0seo es grande, motivo por el cual se considera que la osteoporosis es una
entidad multifactorial y poligénica. Sabemos ya que el analisis del componente genético
de las enfermedades complejas es dificil y debe abordarse desde diferentes puntos de
vista, de hecho, existen diferentes opciones, entre las que se encuentran los estudios en
gemelos, de adopcion, de poblaciones cautivas, de ligamiento y en las Ultimas décadas
los estudios de asociacién. En ellos se investiga la asociacion entre variantes génicas y
rasgos fenotipicos, como es en éste caso la presencia de fracturas de cadera, sin
embargo, en estas investigaciones el proceso de seleccion de los casos y los controles
debe ser cuidadoso con el fin de obtener grupos de contraste los mas homogéneos
posible. Por otro lado, el analisis debe contemplar la ancestria genética de los
participantes, ya que es posible encontrar heterogeneidad poblacional capaz de generar
asociaciones espurias, y por ultimo cabe resaltar la importancia de documentar en los
casos y en los controles variables sobre todo ambientales capaces de ejercer un efecto
potencialmente confusor en los resultados y que conduzca a establecer falsas

asociaciones.

Vale la pena mencionar, que la obtencion de controles (sujetos sin el rasgo fenotipico de
interés) para esta investigacion asi como en cualquier investigacion relacionada con
enfermedades cronico degenerativas es verdaderamente dificil, ya que encontrar adultos
mayores en condiciones de salud que les permita representar a un individuo control es
cada vez mas complicado por diferentes razones, una de ellas es que a mayor edad,
mayor es la posibilidad de que existan y coexistan enfermedades cronico degenerativas,
y por otro lado el actual estilo de vida favorece la exposicion a factores de riesgo de tipo
ambiental (alimentacion, actividad fisica, etc.), es por eso que el analisis multivariado

en estas investigaciones resulta de gran utilidad.

Finalmente, ciertamente la magnitud de la susceptibilidad genética de los individuos, las
familias y los grupos poblacionales con relacion a una enfermedad es una condicién “no
modificable”, conocer sus caracteristicas y comportamiento podra proporcionarnos
informacion con relacion a la estructura genética de las poblaciones con respecto a una
enfermedad en particular, esto aunado a otras estrategias podria ser un elemento de
analisis para el disefio de nuevas estrategias preventivas mediante la deteccion oportuna

de individuos con riesgos altos para alguna (s) enfermedad (es), es posible incluso que



24

las investigaciones en el campo de la gendmica resulten en la disponibilidad de nuevas
opciones terapéuticas no solo en osteoporosis sino con otras entidades relacionadas con
metabolismo dseo, esto sera particularmente importante si consideramos que varias de
las enfermedades cronico degenerativas como la OP se presentan actualmente en
poblacion cada vez méas joven debido sobre todo al estilo de vida que prevalece en la

vida moderna.
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Anexo 1

Consentimiento informado:

A través de la presente expreso mi autorizacion voluntaria para participar en el proyecto de investigacion intitulado
“Polimorfismos génicos relacionados con fracturas de cadera en poblacion mexicana”, registrado en la Comisién de
Investigacion del Instituto con el nimero de registro CONACYT-SALUD CO01 -69706 y a cargo de la Dra. Margarita
Valdés Flores, quien es Investigador y Médico Adscrito al Servicio de Genética del Instituto Nacional de
Rehabilitacion. Mi autorizacion consiste en lo siguiente: Se me practicard una evaluacion de la densidad mineral
Gsea de cadera y/o columna vertebral a través de una densitometria dsea, la cual es considerada un método
diagnostico confiable y no invasivo. Se me realizard ademas la toma de una muestra de sangre venosa periférica (5-7
ml), comprendo que representa un riesgo minimo por lo que otorgo mi consentimiento. Esto se realizara con el
proposito de extraer una muestra de mi DNA gendmico total. Esta muestra formara parte de un banco de DNA que
serd resguardado en el Servicio de Genética del Instituto Nacional de Rehabilitacion. Asi mismo acepto que esta
muestra de DNA sea utilizada para la realizacion de estudios moleculares de investigacion relacionados con el
estudio de polimorfismos génicos (caracteristicas genéticas) relacionados con enfermedades poligénicas y
multifactoriales como es la osteoporosis y que son comunes en la poblacién mexicana.

Me ha sido proporcionada una explicacién clara de la importancia de conocer las caracteristicas genéticas de la
poblacién mexicana, lo cual, entre otras cosas permitira que a través de diferentes investigaciones pueda conocerse en
forma més precisa el grado de susceptibilidad genética que nuestra poblacion y en particular algunas familias
presentan con relacion a enfermedades que representan grandes problemas de salud en nuestro pais y en el mundo,
como son la obesidad, osteoporosis, artritis, hipertension, diabetes, cancer, etc. Queda entendido que acepto que los
diferentes resultados de los andlisis moleculares podrén ser publicados en revistas de difusion cientifica y de
momento no tienen utilidad en la asistencia médica.

Reitero mi deseo de participar voluntariamente para la formacion de este banco de DNA y acepto el uso en
investigacion médica que se dara a mi muestra de DNA. Por mi participacion no recibiré beneficio econdmico ni de
ningun otro tipo y se me ha informado que el declinar la invitacion de participacion no afectara la calidad de atencion
que recibo en el instituto.

Por otra parte, acepto proporcionar la siguiente informacién personal:

Confirmo que al menos las tres Gltimas generaciones de mi familia han vivido en esta &rea geogréafica (especificar
sitio de origen y residencia actual).

Lugar de origen del donador de la muestra

Lugar de residencia del donador de la muestra

Lugar de origen del padre

Lugar de origen de la madre_

Lugar de origen del abuelo paterno

Lugar de origen de la abuela paterna

Lugar de origen del abuelo materno

Lugar de origen de la abuela materna

Nombre y firma del voluntario:

Domicilio

Teléfono (s)

Testigo 1 Testigo 2
Nombre Nombre
Firma Firma

Nombre y firma del responsable de la toma de muestra
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Anexo 2.-
Formato de recoleccion de datos usado de forma general por la linea de investigacion “Anélisis de
polimorfismos génicos relacionados con osteoporosis en poblacién mexicana”

Numero de Registro hospitalario:

Dia Mes Afo
Apellido Paterno Apellido Materno Nombre (s) Sexo
Edad actual Peso actual Talla actual IMC

Antecedente familiar de fractura de cadera, columna, mufieca u otros sitios. Especificar sitio de fracturay
grado de parentesco.

Antecedente personal de fractura de cadera, columna, mufieca u otro sitio anatomico. Especificar
mecanismo de fractura y edad de presentacion de la fractura.

Tabaquismo activo
Fecha de inicio de tabaquismo. Especificar namero de cigarrillos al dia.

Administracion de corticoides a dosis mayores de 7.0 mg/dia (prednisona o equivalente por mas de tres
meses).

Reemplazo hormonal: No Si Duracién:

Responsable de la aplicacion del cuestionario:

Fecha actual:
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