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Resumen
Las fracturas del radio distal son las fracturas mas comunes de la extremidad superior,

y representan, junto con las de cadera y columna las mads frecuentes en osteoporosis
(OP). El 90% de estas fracturas genera secuelas, por lo que durante siglos se han
descrito diversos métodos de tratamiento conservador y quirdrgico, actualmente, la
tendencia a tratar de forma quirdrgica estas fracturas, esta encaminada a disminuir las
secuelas y complicaciones provocadas en buena parte por la debilidad estructural del
hueso. Por otro lado, la OP primaria es una enfermedad comun, de gran importancia
epidemioldgica y alto costo social, multifactorial con un gran componente genético,
qgue afecta mayormente a las mujeres durante la perimenopausia debido en buena
medida a cambios hormonales propios de la edad. Diversas investigaciones han
revelado que la OP presenta un gran componente genético y son multiples los genes
relacionados con el control genético del fenotipo éseo, uno de ellos es el gen COL1A1.
De tal forma que el objetivo de éste trabajo fue investigar si los polimorfismos tipo SNP
(Del inglés: Single Nucleotide Polymorphism) del gen COL1A1, rs1107946 (G/T) y
rs1800012 (G/T) se asocian a la presencia de fractura de radio distal al analizar un
grupo de mujeres mexicanas mayores de 40 afios con esta lesidén, contrastdndolas con
un grupo control de caracteristicas similares, excepto por el antecedente de fractura
de radio distal. En ambos grupos de participantes se descarté la presencia de
enfermedades éseas concomitantes, enfermedades metabdlicas o ingesta de farmacos
con afeccidn al tejido éseo. Para éste fin, previo consentimiento informado de las
participantes, se extrajo DNA proveniente de leucocitos de sangre periférica,
posteriormente se realizdé mediante PCR en tiempo real la identificacion de alelos y
genotipos de cada variante genética para el posterior analisis de frecuencias. Los datos
obtenidos fueron sometidos a analisis estadistico descriptivo, pruebas de x cuadrada
para determinar el EHW, analisis de varianza y de covarianza. Considerando
significancia estadistica una P <0.05. El estudio incluyé a 187 pacientes (90 casos y 97
controles), se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas en ambos grupos;
encontrando relacion del genotipo GT (GG vs GT+TT) en el rs1107946 (p=0.0177, OR
0.4952 (0.73-1.87) con la presencia de fractura de radio distal, asi como un aumento
del riesgo de fractura cuando hay familiares de primer grado con antecedente de una

fractura de baja energia, sobre todo en radio distal y en cadera.



Antecedentes

Fracturas de radio distal

Una fractura se define como la pérdida de continuidad de tejido dseo provocada por
una sobrecarga Unica o multiple que vence la arquitectura dsea, generalmente, se
producen ademas considerables lesiones de los tejidos blandos debido a la rotura ésea
y a un efecto de implosidn. La falta de continuidad del tejido esquelético provoca una
movilidad patoldgica y la pérdida de la funcidn de soporte del hueso, que producen
finalmente dolor.! Segun su mecanismo de lesidon, pueden clasificarse como fracturas
de baja energia, tipicas en pacientes con osteoporosis (OP), y de alta energia, tipica de

pacientes jévenes, las cuales suelen acompafiarse de otras lesiones.

En la génesis de las fractura, es importante la densidad mineral ésea (DMO), la cual,
cuando es baja y se asocia al deterioro en la microarquitectura ésea aumenta el riesgo
de que ocurran fracturas con menor cantidad de energl'a.(z) En 1994, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) proporcioné los criterios para establecer la DMO normal,

baja u osteopenia y OP, estos puntos de corte se muestran en la tabla 1.8

(3)

Tabla 1. Criterios Diagndsticos de la OMS para Osteoporosis

Normal DMO no mayor a una desviacion estandar por debajo del pico de masa
Osea, score T 21

Osteopenia DMO que se encuentra entre 1y 2.5 desviaciones estandar por debajo
del pico de masa 6sea, score Tde -1a-2.5

Osteoporosis DMO mayor a 2.5 desviaciones estandar por debajo del pico de masa
Osea, score T <-2.5

Osteoporosis grave DMO mayor a 2.5 desviaciones estandar por debajo del pico de masa

Osea y la presencia de una o mas fracturas por fragilidad, score T < -2.5
mas fracturas por fragilidad

Sabemos bien que el riesgo de que ocurra una fractura en pacientes ancianos se debe
a la disminucién de la DMO, fragilidad esquelética y la propensién a caidas, en este
caso, los huesos de los adultos mayores son mas débiles, independientemente de la
disminucion de su masa 6sea, existe pérdida de hueso esponjoso, asi como reduccién
en el nimero y conectividad de placas trabeculares que comprometen radio distal,
cadera y vértebras principalmente.(z) Como veremos mas adelante, existen pruebas

contundentes de herencia familiar de fragilidad o&sea, con la subsecuente



susceptibilidad a fracturas sin que se presenten alteraciones de la pmo.®

Para clasificar, describir y tratar adecuadamente las fracturas, la Fundacion AO (del
aleman Arbeitsgemeinschaft fiir Osteosynthesefragen, Asociacién para el Estudio de la
Fijacidn Interna) divide los huesos largos en dos regiones articulares que comprenden
la metafisis y la epifisis, definidas por el cuadrado de Urs Heim; y en una regién
diafisaria.” La region correspondiente al radio distal, o mufieca, se codifica como 23,
el numero 2 por ser antebrazo, y el 3 por ser la regidon metafisoepifisaria distal de radio
y cubito. Es por esto que a las fracturas de esta zona también a menudo se les conoce
como fracturas de antebrazo distal en los estudios genéticos de asociacion entre

rasgos genotipicos y fenotipicos.

Las fracturas de radio distal (metéafisis y epifisis distales del radio) en mujeres en edad
postmenopdusica corresponden a uno de los principales motivos de atencién en los
servicios de urgencias a nivel mundial.®) Un estudio epidemioldgico reciente de
fracturas en individuos por grupos de mayores de 65 anos y mayores de 80 afios,
realizado en el Reino Unido, destacé a las fracturas de radio distal como las segundas
en mujeres en ambos grupos etarios, sélo por detrds de las fracturas de cadera.”
Alrededor del 70% de las fracturas en mujeres entre 65 y 84 afios de edad se presentan
en la mufieca, como se le conoce a la region integrada por el radio distal, el cubito
distal y los huesos del carpo. Sabemos también que hasta el 70% de todas las fracturas
en pacientes adultos mayores se deben a caidas y se acompafian de una disminucién
en la DMO, se calcula que aproximadamente 1.3 millones de fracturas al afio en EE.
UU., se relacionan con la presencia de oP.%® En el servicio de Cirugia de la Mano y
Microcirugia, del Instituto Nacional de Rehabilitacidn, durante el periodo comprendido
entre el 21 de diciembre de 2004 al 26 de diciembre de 2010, se llevaron a cabo 986
osteosintesis de fracturas inestables de radio y cubito distales, con un promedio anual
de 164.°) Debe mencionarse que las fracturas estables tratadas de forma cerrada con
o sin reduccion, no pudieron ser contabilizadas por ser su manejo por la consulta
externa. Haciendo referencia sélo a las fracturas de antebrazo, el 74.5% corresponden

(10)

a fracturas de metafisis y/o epifisis distal del radio,"" ' estas uUltimas representan del 12

al 20% del total de todas las fracturas vistas en la sala de urgencias, de las cuales se
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calcula una incidencia anual de 450,000 en los EE. UU.

Es interesante mencionar que el cirujano escocés A. Colles en su publicacion mds

relevante y clasica™

refiere que el 90% de estas fracturas ocasiona secuelas, por lo
que durante muchos afios se han escrito diversos métodos para su tratamiento
conservador y quirurgico, cabe destacar que en la actualidad, la tendencia a tratar de
forma quirdrgica estas fracturas, esta precisamente encaminada a disminuir las
secuelas y complicaciones.(lz) En un estudio epidemioldgico, Falch!*® concluye que el
riesgo de presentar una fractura de radio distal a lo largo de la vida es 2% en hombres
y 15% en mujeres, siendo mds comunes entre los 49 a 69 anos, seguida en edades
entre 40 y 49 afios. Su incidencia alcanza una meseta en mujeres de 65 afios, después
de esta edad aumenta poco, ocurre una preferencia estacional de esta entidad, ya que
disminuye su frecuencia durante el verano. Cabe sefialar que las fracturas de radio
distal suelen ser el heraldo de fracturas mas graves, predominantemente cadera y
columna vertebral, por lo que si el manejo es el correcto y la deteccion de OP es

oportuna serd posible prevenir fracturas mas graves. %

Las fracturas de radio distal que ocurren en hueso osteopordtico se caracterizan
generalmente por inestabilidad relacionada a la energia absorbida por el hueso o a Ia
fragilidad del hueso, incluso en muchos trabajos la OP se considera un signo
radiolégico indicador de inestabilidad. Los criterios de inestabilidad utilizados en la

actualidad para este tipo de fracturas fueron descritos por Lafontaine,*®

y son: 1)
conminucién dorsal extensa, 2) acortamiento radial 5 a 10 mm, 3) angulacién dorsal
mayor a 209, 4) fractura intra-articular, 5) fractura cubital asociada y 6) edad mayor a

60 afios, cuando se cumplen tres criterios o mas el tratamiento de la fractura debe de

(17) (18)

ser quirdrgico. En estudios publicados por Nesbitt et al."”"' y MacKenney et al."”™ se ha
relacionado la edad como el factor prondstico de inestabilidad mas importante, esto es
de suma importancia ya que la calidad de hueso va disminuyendo con la edad, no sélo
en cuanto a la DMO, sino también con relacién a la microarquitectura, la relacién
hueso esponjoso-hueso cortical a nivel metafisario y a los procesos bioldgicos

encargados de su regulacién, todos ellos sometidos a control genético.



Existen varios sistemas de clasificacion para las fracturas de radio distal, la que

(19 an 1993, esta se basa en el

encontramos mas util es la descrita por Diego Fernandez
mecanismo de lesiéon de las mismas, describe los patrones de inestabilidad, toma en
consideracién las lesiones ligamentarias asociadas y proporciona recomendaciones de
tratamiento, sin embargo, al igual que el resto de las clasificaciones, no se contemplan
ni la presencia de OP ni la edad y, como hemos visto, estas se encuentran intimamente
relacionadas con los cambios metabdlicos y hormonales que ocurren durante la
perimenopausia en la mujeres, y un poco mas tarde en los varones. Por estas razones,
Kettler et al'*® han propuesto incluir a la DMO dentro de los criterios para clasificar a
las fracturas de radio distal, en dicha investigaciéon el autor menciona que una gran
proporcién de fracturas de radio distal se producen por fragilidad désea, tras una
fractura de radio distal el riesgo de una futura fractura aumenta de 1.5 a 9.5, la
fractura de este segmento corporal es un precursor de fracturas de cadera, y se sabe
qgue en mayores de 50 afios aumenta el riesgo de fractura de cadera de 1.9 a 3.6. Como
conclusion recomienda incluir de forma rutinaria la DMO, ya que es un factor principal
en la ocurrencia, gravedad y recuperacion de las fracturas de radio distal; se encontro
ademas que el uso de la DMO da un importante indice prondstico de deformidad

residual, especialmente de acortamiento radial.

Osteoporosis

La OP es una enfermedad caracterizada por la disminucién progresiva de la
masa 6sea, la alteracién de la microarquitectura ésea lo que favorece el riesgo de que
ocurran fracturas. Por otro lado, la cantidad y calidad de masa ésea que presenta un
individuo depende de varios factores, uno de ellos es el pico de masa dsea (PMO) que
se refiere al maximo de masa dsea que alcanza un sujeto, esto ocurre entre los 20-30
aflos de edad, éste PMO resulta de la interaccién de factores genéticos y
ambientales.?”

Después de alcanzar el PMO, ocurre de manera natural una pérdida progresiva
de la masa dsea, esta reduccién depende en gran medida de la magnitud y velocidad
de pérdida 6sea subsecuente.”” Se estima que el promedio anual de pérdida de masa

d0sea en las mujeres posmenopausicas es de 1-2% y de 0.2-0.5% en los varones del

mismo grupo de edad.”® Por otro lado, se considera que cerca del 30% de las mujeres
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en esta etapa presentan una fase rapida de pérdida o6sea (5% al afio
aproximadamente) durante los primeros 5 afios después de la menopausia, lo cual les

incrementa el riesgo de presentar fracturas ¥

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a la OP el quinto problema de
salud publica a nivel mundial, en México se estima que 2.1 millones de personas
mayores de 60 afios tienen OP y 1.4 millones presentan osteopenia. Es importante
considerar que como consecuencia del incremento en la esperanza de vida de nuestra
poblacién asi como el aumento de condiciones ambientales que predisponen a este
desorden es de esperarse un incremento importante de las cifras referidas.” En la
informacién generada en 1999 por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) se espera que el nimero de habitantes mayores de 65 afios aumente a 15
millones para el afio 2030 y a 28 millones para el afio 2050, esto se traduce en un
aumento considerable en el nimero de individuos afectados por enfermedades

crénico degenerativas como la OP.?®

Sabemos ya que existen diferencias étnicas, de género y familiares con relacién a la
DMO vy la relacién de la incidencia de fracturas osteopordticas, generalmente, las
mujeres muestran una DMO menor que los varones del mismo grupo étnico o racial,
las mujeres de raza blanca caucdsica muestran mayor incidencia de fracturas que las
mujeres hispanicas o de raza negra. En las mujeres asiaticas se han informado valores
de DMO intermedios con respecto a los grupos ya sefialados. Investigaciones
nacionales han reportado diferencias en la DMO de las mujeres del norte, centro y sur
de nuestro pais, 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

. . s . 23,27,2
por diferencias en la estructura genética de las pobIaC|ones.( 3,27,28)

Existen dos tipos de OP: primaria (idiopatica, posmenopausica o senil)(27) y secundaria
(Ver Tabla 2).(28’29) Se han identificado multiples factores de riesgo con relacién a OP
primaria divididos en dos categorias: 1) los factores ambientales, considerados

también como “potencialmente modificables”, entre ellos se encuentran la actividad
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fisica, los habitos alimenticios, talla baja, indice de masa corporal bajo, consumo de
café, tabaco, alcohol y los trastornos de la conducta alimenticia; y 2) los factores de
riesgo “no modificables” que incluyen género, edad, raza, , historia familiar de
fracturas, menopausia precoz, menarca tardia, asi como la historia personal y familiar
de fracturas, estos ultimos son un reflejo indirecto del grado de susceptibilidad

genética para esta enfermedad.®”

Tabla 2. Causas de Osteoporosis Secundaria

Enfermedades endocrinoldgicas Trastornos genéticos

A. Estados hipogonadales Hemocromatosis
Insensibilidad a los andrégenos Hipofosfatasia
Trastornos de la conducta alimentaria Osteogénesis imperfecta
Amenorrea de las atletas Sindrome de Ehlers-Danlos
Hiperprolactinemia Sindrome de Marfan
Panhipopituitarismo Sindrome de Meakes
Menopausia precoz Sindrome de Riley-Day
Sindromes de Turner o Klinefelter Porfirias

Enfermedades de depdsito

B. Patologias enddcrinas Trastornos hematoldgicos
Acromegalia Mieloma multiple
Insuficiencia suprarrenal Leucemias y linfomas
Enfermedad de Cushing Mastocitosis sistémica
Diabetes mellitus tipo | Anemia Perniciosa
Hiperparatiroidismo primario y Enfermedades reumaticas
secundario(31) Artritis Reumatoide
Secrecion tumoral de PTHrp Espondilitis anquilosante
Hipertiroidismo Trasplante de 6rganos
Déficits nutricionales (Calcio, vitamina Trasplante de médula
D, Magnesio, etc.) Trasplante de rifidn, higado, corazén o

pulmén

Enfermedades gastrointestinales Farmacos
Enfermedad celiaca Anticoagulantes: heparina y cumarinicos
Gastrectomia Anticomiciales
Malabsorcion Ciclosporina y Tacrolimus
Enfermedad inflamatoria intestinal Drogas citotodxicas
Cirrosis Biliar primaria Glucocorticoides y ACTH
Enfermedad hepatica grave Agonistas de la GnRH
Insuficiencia pancreatica exocrina Metotrexate

La OP es conocida también como la “enfermedad silenciosa”, se ha considerado
incluso “la epidemia silenciosa”, esto debido a que puede permanecer latente e
incluso agravarse durante muchos afos sin producir sintomatologia significativa, una
de las manifestaciones mas frecuentes es el dolor dseo crénico, sobre todo dorsal y/o
lumbar, circunstancia que puede ser atribuida a la presencia de microfracturas.®? Sin

duda alguna, la complicacién mas frecuente y peligrosa de esta enfermedad son las



fracturas, lesiones que pueden ocurrir en la persona afectada ante traumatismos muy
leves (de baja energia) e incluso de forma espontanea por fragilidad esquelética
(fracturas por insuficiencia).(33) En este sentido vale la pena mencionar que a pesar de
gue cualquier hueso esta expuesto a fracturas, los sitios en donde ocurren con mayor
frecuencia son columna vertebral, cadera y mufieca, zonas con abundante hueso
esponjoso. Los estimados de riesgo atribuible son mayores que los sugeridos por la
relacion entre la DMO vy el riesgo de fractura, lo que nos hace pensar que algun
componente de fragilidad 6sea que conduce a fracturas es independiente a la masa
6sea.' Se ha considerado que el 25% de los afectados por fracturas de cadera mueren
a consecuencia de las complicaciones y otro 25% (incluso tratados quirdrgicamente),
no recuperan su calidad de vida.®¥ por otra parte, los pacientes que han sufrido una o
mas fracturas (en cualquier sitio), muestran mayor predisposicién a presentar nuevas
fracturas, independientemente del valor de su DMO,(35) por otro lado, cuanto mas
temprana la edad a la que se produjo la primera fractura y a mayor el nUmero de

fracturas previas, mayor serd el riesgo de nuevas fracturas.’®®

La densitometria dsea radiolégica de doble energia (DXA) es el método mas comun
para diagnosticar la OP, esta representa en la actualidad el método mas rapido,
completo y de mayor precision para determinar la DMO."%") La DXA evalua el contenido
mineral éseo (BMC) en gramos dividido entre el area del hueso (BA) en cm2 lo que nos
proporciona una medicion de la DMO en g/cm2, en donde el T-score es el valor usado
para el diagnéstico de OP (ver Tabla 1), éste se calcula sustrayendo la DMO media (de
la poblacién joven adulta) de la DMO del paciente y dividida entre la desviacién
estandar (DS) de la poblacién adulta joven, mientras que el valor Z, se usa para
comprar la DMO del paciente a la de sus iguales, éste se calcula restando la DMO
media (de una edad, etnia y sexo similar) menos la DMO del paciente entre la DS de la
poblacién de referencia, es recomendable que las diferentes mediciones se realicen
con un mismo equipo para evitar sesgos de medicién. También puede utilizarse una
combinacion de pruebas clinicas, que incluyen fosfatasa alcalina y osteocalcina séricas
totales e hidroxiprolina y calcio en orina en ayuno, las cuales tienen un fuerte poder
predictivo en relacion a las tasas de pérdida ésea medidas en densitometrias dseas

subsecuentes.
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Se ha establecido la relacidon causal entre una DMO disminuida y una fractura de radio

distal (840

por lo tanto, es mas probable que un paciente con OP presente una
fractura de radio distal tras una caida y, de forma opuesta, que una paciente
postmenopdusica que ha presentado una fractura de radio distal de baja energia tenga

una mayor probabilidad de presentar op.#

Aspectos genéticos de la osteoporosis

La OP primaria es considerada una enfermedad multifactorial y poligénica, y en los
ultimos afilos numerosas investigaciones han demostrado que los factores genéticos
juegan un papel importante en la regulacion de la DMO, en las propiedades
ultrasénicas del hueso, en la geometria esquelética, en el recambio 6seo y en otros
aspectos del metabolismo 6seo, contribuyendo de manera importante en la
patogénesis de la fractura por 0P.“*? De acuerdo a un estudio auspiciado por la
International Osteoporosis Foundation® |a historia familiar de fractura representa un
factor de riesgo independiente de la calidad de la DMO, el antecedente familiar en

primer grado de OP se ha relacionado con disminucién en el PMO.

En la mayoria de los casos la OP es causada por el efecto combinado de alteraciones
en diferentes genes y su interaccion con influencias del medio ambiente. Multiples y
variadas investigaciones internacionales estiman que la heredabilidad de la DMO de
columna y cadera oscila entre 70-85% y en mufieca es del 50-60%. A través de los
estudios de asociacidn se pretende asociar rasgos fenotipicos particulares como la OP
con variaciones genéticas muy especificas, especialmente las variaciones de un solo
nucledtido (SNPs, del inglés: single nucleotide polymorphism). Otros determinantes
dseos, con evidente componente hereditario son la geometria y la longitud del cuello
femoral, las propiedades ultrasénicas del hueso (que traduce el grado de
interconectividad trabecular) y la velocidad de remodelado 6se0.”® Por otra parte la
historia familiar de fracturas en cadera ha mostrado ser consistentemente un factor de
riesgo, independiente a la DMO y estudios en gemelos estiman que la heredabilidad de

las fracturas por si misma oscila entre 25-35%.(44’45)(ver Tabla 3).
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La cantidad de genes implicados de diferentes maneras en el fenotipo dseo es
importante, algunos de los mas estudiados son los genes COL1A1, COL1A2, ESR1, ESR2,
CT, VDR, IL1, IL4, IL11, IL6, LRP5, TGF-beta, APOE, PTH, CALCAR, etc. (ver Tabla 4), 4™
todos estos genes codifican para proteinas que de alguna u otra forma repercuten
sobre el fenotipo 6se0.°%%V Diversos estudios han analizado posibles asociaciones
entre variantes alélicas de cada uno de estos genes con pérdida de la DMO y como

consecuencia un mayor riesgo de fracturas osteoporéticas.

(4)

Tabla 3. Heredabilidad (hz) de diversos rasgos del fenotipo dseo

Fenotipo Heredabilidad (hz, %)
DMO 50-80%
Geometria de cadera 70-85%
Recambio 6seo (marcadores bioquimicos) 40-70%
Microarquitectura 6sea 50-60%"
Fractura 25-48%"

® Datos preliminares en radio distal

bonpsos . .
Mdximo 68% encontrado en un subgrupo de masculinos jovenes

DMO: densidad mineral ésea

Es importante mencionar que existe una relaciéon importante entre la DMO y la masa
corporal, por lo que se considera que el peso corporal es uno de los determinantes del
fenotipo 6seo; las mujeres con sobrepeso, desde el punto de vista mecanico, deberan
soportar un peso mayor, por lo que su DMO suele ser mejor, mientras que las mujeres

. / 2
delgadas suelen presentar una mala calidad 6sea.”?

Tabla 4. Genes involucrados en el fenotipo 6seo’

Gen Producto Proceso metabdlico
relacionado

VDR Receptor de vitamina D (1,25 dihidroxivitamina D3) Genes involucrados en la via

DBP Proteina de unién al sitio D del promotor de albumina endocrina de la vitamina D
(albumina D-box)

COL1A1 Cadenas pro-alfal de colageno tipo I, cuya triple hélice Genes involucrados en la
consiste en dos cadenas alfal y una cadena alfa2 formacion de la proteina

COL1A2 Cadenas pro-alfa2 de coldgeno tipo I, cuya triple hélice estructural de matriz
consiste en dos cadenas alfal y una cadena alfa2 extracelular en la mayoria de

los tejidos conectivos,
abundante en hueso, cdrnea,
dermis y tendon (1464 aa)
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Tabla 4. Genes involucrados en el fenotipo éseo””

ESR1 Receptor de estrégenos alfa Genes involucrados en la via
ESR2 Receptor de estrégenos beta enddcrina de los estrogenos
ESRRA Receptor alfa relacionado con estrogenos
ESRRG Receptor relacionado a estrogenos gama

CYP19A1 Citocromo P450, familia 19, subfamilia A, polipéptido 1
CYP17A1  Citocromo P450, familia 17, subfamilia A, polipéptido 1
UGT2B17 UDP Glucoronosiltransferasa, familia 2, polipéptido B17

Via de sefializacion Wnt/beta Genes involucrados en la via de
LRP5 Proteina 5 relacionada al receptor de lipoproteinas de sefializacion Wnt/beta Catenina
baja densidad
LRP6 Proteina 6 relacionada al receptor de lipoproteinas de
baja densidad
LRP4 Proteina 4 relacionada al receptor de lipoproteinas de
baja densidad
SOST Esclerostina
DKK2 Dickkopf homadlogo 2 (Xenopus laevis)
FZD1 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 MMTV tipo sin alas,
miembro 10B
WNT3A Familia del sitio de integracién MMTYV tipo sin alas,

miembro 32
CTNNB1 Catenina, betal
APC Proteina de colon polipdsico adenomatoso
FOXc2 Proteina con cabeza de asa Box C2
Via RANK/RANKL/OPG Genes relacionados con la
OPG TNFRSF11B osteoclastogénesis
RANK TNFRSF11A

RANKL TNFRSF

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

BMPR1B  Receptor de la proteina morfogénica de hueso 1B

SMAD6 Familia SMAD miembro 6

TGFBR3 Receptor Il del factor de crecimiento transformante
beta

SPTBN1 Espectrina beta, no eritrocitico 1

Sin duda, dos de los genes con gran impacto en el fenotipo éseo son los genes COL1A1
y COL1A2, los cuales codifican para las cadenas alfa 1y 2 de la proteina colagena tipo
I, por lo que mutaciones en estos genes ocasionan disminucion en la produccion de

matriz extracelular. ® 2 Uno de los genes mas estudiados con relacién a la OP, es el
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gen COL1A1, el cual se localiza en el cromosoma 17, en la regidon 17q21.31-g22.15,
consta de aproximadamente 18 kb y presenta 51 exones. Este gen, presenta varios
polimorfismos, los cuales consisten en variaciones precisas, localizadas en posiciones
génicas especificas, las cuales se han pretendido asociar a la presencia de OP. Uno de
los polimorfismos mas estudiados es el rs1800012 (antes Spl), que es la sustitucion de
una guanina (G) por una timina (T) en la primera base del primer intrén del gen, que
afecta el reconocimiento del sitio de unidn del factor de transcripcién Spl (Splicing 1),
los individuos que presentan el alelo s (timina) tienen afinidad por la proteina Sp1l, lo
gue se asocia a una elevada trascripcion alelo-especifica, provocando aumento en la
produccién de la cadena alfa 1 del colageno, con las consiguientes alteraciones en la
resistencia 0sea. Pese a este hecho, la influencia de este cambio concreto en la
regulacion del gen y en la produccién de la proteina no se conoce con claridad.®%*°)
Otro polimorfismo importante es el rs1107946 (antes PCOL2) localizado en el
promotor del gen, donde también se sustituye una G por una T, se localiza en el -1997
G/T y puede provocar alteraciones en la codificaciéon de la proteina, ocasionando
también alteraciones estructurales en la cadena alfa 1. En este sentido, parece ser que
existen polimorfismos que aumentan el riesgo de fractura independientemente de la

DMO (50,51,56)

Finalmente, nuestro grupo de investigacidon inicid hace pocos afos el estudio de
algunos polimorfismos génicos relacionados con OP de columna vertebral en poblaciéon
mexicana. Los resultados de estas investigaciones concluyeron la asociacién del gen
coLiA1®® y sugieren asociaciones entre algunos otros polimorfismos en los genes
ESR1, CT e IL6 en mujeres con OP de columna vertebral y cadera. Por otra parte, se han
analizado otros polimorfismos en los genes VDR, ESR2 y CYP19, en mujeres con y sin
OP de columna y también de cadera, sin embargo, los resultados preliminares no han

sido informativos, por el momento.”*®

La “gendmica quirurgica”
Recientemente se ha acuiado un nuevo concepto que busca explorar un campo que se
encuentra en la punta de lanza de la medicina actual conocido como gendmica

quirurgica o surgicogenomics, que surge de la interseccidn de la investigacidon genética,
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la investigacion de las células madre y la practica quirdrgica. Mientras que los cirujanos
de la historia clasica, antigua y moderna tuvieron que basarse Unicamente en su vista,
y los del siglo XX vieron a través de las lentes de la imagenologia médica, los cirujanos
de la presente Era Gendmica colaboran con genetistas que abordan al paciente desde
el nivel molecular, al examinar los genes que proporcionan un paquete completo de
instrucciones para la creacion y el funcionamiento corporales. Basados en esta
informacién, los cirujanos pueden determinar de forma mas exacta cudando y como
operar, evitar posibles complicaciones, y predecir el resultado del tratamiento. Mas
aun, los cirujanos de la actualidad pueden preparar su practica a partir de increibles
éxitos recientes de estudios en animales que demuestran el uso de células madre en
trasplantes terapéuticos con el propdsito de tratar una amplia variedad de
enfermedades genéticas especialmente dificiles, incluyendo cardiopatias, enfermedad
de Parkinson vy distrofia muscular. En particular el uso de células madre
pluripotenciales derivadas del paciente descubiertas apenas en 2007, permitira al
cirujano realizar trasplantes terapéuticos para tratar estos padecimientos sin el riesgo
de un rechazo inmunolégico.(sg) La gendmica quirurgica ya ha logrado sus primeras
aplicaciones quirurgicas de importancia, como en el articulo reportado por Hatoum vy
col.®? de la escuela de medicina de Harvard, en el que se demostrd la asociacion
significativa de una variante genética en el locus 15q26.1 cerca de ST8SIA2 y SLCO3A1
con la pérdida de peso después de una cirugia de bypass en Y-de-Roux. La cantidad de
pérdida de peso conseguida después del bypass sigue una distribucién amplia y
normal, y la evidencia reciente indica que esta pérdida de peso se debe a mecanismos
fisioldgicos mas que mecanicos. Para identificar factores genéticos asociados
potenciales con pérdida de peso después de una cirugia en Y-de-Roux, realizaron un
estudio de asociacién amplio del genoma de 693 individuos que fueron sometidos a
ese procedimiento y después replicaron este analisis en una poblacién independiente
de 327 pacientes que se sometieron a un bypass en Y-de-Roux. Se encontré que el
locus 15026.1 cercano a ST8SIA2 y SLCO3A1 estuvo significativamente asociado a
pérdida de peso posterior al bypass. La expresion basal SIA2 en grasa de omento de
estos individuos estuvo significativamente asociada con pérdida de peso después del
procedimiento. El andlisis de expresion génica en ratones sometidos a un bypass en Y-

de-Roux, pareados en peso con ratones sometidos a cirugia placebo revelaron que la
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expresion de St8sia2 y Slco3al estuvo significativamente alterada en los tejidos
metabdlicamente activos en los ratones sometidos al bypass en Y-de-Roux al
compararse con los ratones placebo. Estos hallazgos dan una fuerte evidencia para
influencias genéticas especificas en la pérdida de peso tras una Y-de-Roux y subrayan
la naturaleza biolédgica de la respuesta a la gastrectomia con bypass con Y-de-Roux.
Este estudio es muy importante porque demuestra la relacién que existe entre los
resultados quirdrgicos y la presencia de variaciones en la expresidn génica y sus
derivados funcionales, abriendo una enorme brecha de investigacion que podria
aplicarse en prevencidn, diagndstico y tratamiento en pacientes que requieren
tratamientos quirdrgicos. Nuestro equipo de investigacién pretendera en
investigaciones posteriores realizar la busqueda de variaciones génicas y fenotipicas en

pacientes quirdrgicos y su asociacion con el resultado postoperatorio.
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Justificacion

Se considera a la OP como un problema de salud publica internacional, que se
acompafia de tasas elevadas de morbimortalidad generando grandes costos
econdmicos y sociales. En México se estima que el nUmero de individuos mayores de
65 anos para el afio 2050 sera de aproximadamente 28 millones, por lo que se visualiza
un incremento notable en la cantidad de individuos con riesgo de presentar fracturas
por OP, entre ellas por supuesto las de radio distal. Por lo tanto, conocer las
frecuencias alélicas y fenotipicas de la poblacién mexicana puede ayudar a tomar
medidas preventivas en la poblacién de riesgo al identificar sujetos o grupos de alto
riesgo. Conforme a la revision bibliografica elaborada son muy pocas las
investigaciones encaminadas a conocer el componente genético de esta enfermedad

en nuestra poblacién.

Planteamiento del problema

Conocer si los polimorfismos rs1107946 y rs1800012 localizados en el gen COL1A1 se

asocian a la fractura de radio distal en un grupo de mujeres mexicanas con esta lesion.
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Objetivos
Objetivo General:
e Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de las variaciones rs1107946 y
rs1800012 en el gen COL1A1 en un grupo de mujeres mexicanas con y sin

fracturas de radio distal.

Objetivos Especificos:
e Conocer si existe asociacion entre los diferentes alelos y genotipos de los

polimorfismos ya sefialados con relacién las fracturas de radio distal.

e (Calcular la heterocigocidad y el equilibrio de Hardy-Weinberg de cada uno de
los alelos y genotipos estudiados con relacién a cada uno de los polimorfismos

en cada grupo de estudio.

Material y Métodos

Disefio del estudio:

Casos y controles

Universo de trabajo:
Mujeres mexicanas de 40 afios 0 mas, procedentes de la Clinica de Osteoporosis y de

los Servicios de Cirugia de la Mano y Urgencias del Instituto Nacional de Rehabilitacién.

Muestreo

Casos consecutivos

Tamaiio de muestra:

Para el calculo de tamafio de muestra se utilizd el método de comparacion de
proporciones para grupos independientes, haciendo el cdlculo con el programa PS
power and sample size calculations version 3.0 (2009) de Vanderbilt Univ Med Ctr.®Y gl

porcentaje del grupo de comparacién es con una prevalencia del polimorfismo
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rs1800012 en pacientes mexicanos que es del 35%.%% Teniendo una Odds Ratio (OR)
para la enfermedad en los sujetos expuestos en relacién a los no expuestos de 4.35,
necesitaremos estudiar 31 pacientes caso y 31 pacientes control para ser capaces de
rechazar la hipotesis nula de que esta OR es igual a 1 con una probabilidad (poder

estadistico) 0.8. La probabilidad de error Tipo | (alfa) es de 0.05.

Grupos de estudio:

Casos y controles

Criterios de Inclusidn casos:

1.- Mujeres mexicanas de mas de 40 afios con diagndstico de fractura de radio
distal, sin importar mecanismo de lesién, ni dias de evolucién.

2.- Que acepten participar en el estudio mediante consentimiento informado
3.- Documentar al menos tres generaciones de ascendencia mexicana por
nacimiento. (Ver ANEXOS).

Criterios de Inclusidn controles:

1.- Mujeres mexicanas de mas de 40 afios sin antecedente de fractura de radio
distal.

2.- Que acepten participar en el estudio mediante consentimiento informado
3.- Documentar al menos tres generaciones de ascendencia mexicana por
nacimiento. (Ver ANEXOS).

Criterios de exclusion de ambos grupos:

1.- Mujeres con ingesta de farmacos que de alguna u otra forma repercuten
sobre la DMO.

2.- Presencia de enfermedades éseas concomitantes.

3.- Desordenes de tipo hormonal y metabdlico que afectan la DMO.

4.- Pacientes en quienes no sea posible la realizacion del 100% de las practicas
moleculares, requeridas para el desarrollo de la investigacién. (Al ser un

estudio transversal no hay criterios de eliminacién)
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Tabla 5. Definicidn operativa de variables

Varia Etiqueta Definicién conceptual Definicion Tipo de Niveles de
ble Operacional Variable medicion

Presenciade  Pérdida de continuidad 6sea en la  Diagndstico con el Categorica 1 =Sl (Casos)
fractura de region metafisoepifisaria de radio distal, antecedente de Dicotémica 2=NO
radio distal puede ser extra articular, articular traumatismo en (Controles)
parcial o articular completa mufieca afectada, y
% radiografias AP y
% lateral de la
= extremidad
&5 afectada (sélo
o
casos)
Presenciade  Variacion de un solo nucledtido en la  Obtencién del DNA Categorica 1=SI
polimorfis- secuencia del gen en un mismo alelo, gendmico a partir Dicotémica (presente)
mos con una frecuencia igual o mayor al 1%  de sangre 2=NO
(Gen de la poblacion periférica. (ausente)
COLlAl) Nombre Posicién Rs en dbSNP Posteriormente
del SNP del SNP S
discriminacion
PCOL2 -2116G/T rs1107946 alélica mediante
sp1 +1126G/T rs1800012 S e e el
Presenciade  Disminucion de la DMO, aumento en el  Diagndstico con un Cuantitativa Z score
© osteoporosis  riesgo de fractura 'y fragilidad Zscore<-2.0DSen Continua >-2.0=
5 esquelética una DXA de cadera Normal
'-g o columna <-20=
2 Osteoporosis
[}
©
8

En ambos grupos se documentaran los siguientes factores de riesgo, para ser
controlados durante el andlisis estratificado; DMO, edad, peso, talla, IMC, ingesta de
estrégenos, ingesta de glucocorticoides, tabaquismo, consumo de café, historia

familiar y personal de fracturas.

1. Evaluacion densitométrica:
Esta se determind sdélo en los controles mediante absorciometria radiolégica de doble
energia empleando un equipo (HOLOGIC 2000), se obtendran datos de DMO en g/cm?*

se realizara en columna y cadera de todas las participantes.

2. Identificacion de factores de riesgo:
Para este fin, en cada una de las mujeres participantes (casos y controles) se
documentaran factores de riesgo relacionados con esta entidad, durante la seleccién
se empled un formato de recoleccidon de datos previamente disefiado (anexos), con lo
que se controlardn mujeres con ingesta de farmacos que repercutan sobre la DMO,
presencia de enfermedades 6seas concomitantes, y desdrdenes de tipo hormonal y

metabdlico que afecten la DMO.
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3. Estudios moleculares para la identificacion de los diferentes polimorfismos:
Una vez obtenida una muestra de DNA gendmico a partir de 10 ml de sangre
periférica, mediante la técnica de lisis y precipitacién salina, se analizardn los

siguientes polimorfismos génicos:

e Gen COL1A1. Se analizardn las variaciones rs1107946 (G/T) y rs1800012 (G/T)

mediante PCR en tiempo real utilizando una sonda TagMan especifica.

Nombre del SNP(62) Posicion del SNP rs en dbSNP
PCOL2 -2116G/T rs1107946
Sp1l +1126G/T rs1800012

Obtencién del DNA Genémico

Previa extraccion de 10 ml de sangre venosa periférica, se transfirieron 5ml de sangre
periférica a un tubo cénico de 15ml y se agregd un volumen igual de amortiguador tris-
tritédn sacarosa (TTS) agitado por inversion. Se centrifugd a 855 x g, 6min y se decantd
el sobrante. Al botdn de leucocitos se le agregd 1ml de amortiguador TTS, se agitdé y re
suspendid el botdon para después transferirlo a un microtubo de 1.5ml, el cual se agité
hasta homogenizar. Posteriormente, se centrifugd a 15.633xg, 2min (se repitié 2 a 3
veces el paso 4), al botén limpio se le agregaron 570 pL de NaCl 5mM, se agité 2min,
se colocaron 30 plL de SDS al 10% y se agitdo nuevamente por 5min. Posteriormente, se
agregaron 200 puL de NaCl saturado, se agité 10min y se centrifugd 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 colocd 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 agitd
el tubo lentamente en forma circular para después precipitarlo durante 12 horas a -
20°C, posteriormente, se tomd el DNA con una varilla de vidrio y se lavd con etanol frio
al 70%, se dejo evaporar el etanol en condiciones de esterilidad, posteriormente se
resuspendié el DNA con agua estéril de acuerdo con el tamafio del botdn. Finalmente,
se colocd el tubo que contenia el DNA en bafo Maria a 60°C durante 2 horas y

posteriormente se guardd a -70°C hasta su uso.
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En una segunda etapa, se llevd a cabo la deteccion de los polimorfismos mediante PCR
tiempo real empleando un equipo Step One Real Time PCR System de 48 pozos
(Applied Biosystems [A&B] Foster city, CA. USA) utilizando 25 ul del PCR mix que
contenia 1XTagMan PCR master mix, sondas Tag Man marcadas con fluorescencia con
VIC o FAM de acuerdo a las condiciones de fabricante (Applied Biosystems) vy
12.5 ng de DNA gendmico. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes:
desnaturalizacion por 10 min a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de 15sa 92 °Cy 1 min a 60

°C.

@. Procedimiento

Criterios de Inclusién

Universo de trabajo
Servicio de Cirugia de mano y urgencias
Unidad de densitometria ésea INR

¥v'"Mujeres mayores de 40 afios
v'Aceptacion de participacion
v'Analisis densitométrico de cadera y columna.

1 Casos v'Fractura de radio distal (sélo casos)
- [ Clsifcacion | oWO* |

Participantes Controles Osteoporosis Menor de —

255D
Recoleccion de Osteopenia Entre — 1.0
datos que incluye \ S 258D v
factores de riesgo 3

Normal Menor de -1.0
sD

SD: Desviacion estandar
* Desviacion estandar derivada de la media
del pico de masa 6sea en adultos jévenes

Criterios de Exclusién

PCR Tiempo Real

m v Enfermedades 0seas agregadas
v'Desordenes hormonales o metabdlicos concomitantes
COL1A1 rs 1107946 AeleDiermnston o vIngesta de farmacos con efecto en la DMO
rs 1800012 ¢' v Estudios moleculares incompletos (Eliminacion)

e

Consideraciones éticas
Esta investigacidn representa riesgo minimo para las participantes, y el consentimiento

informado se recolecté a través de un documento disefiado para este fin (anexos).
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Resultados

El analisis incluyd estadistica descriptiva para las variables nominales expresada en
porcentajes, las variables numéricas se describieron por medidas de tendencia central

y de dispersion.

En el grupo de casos el promedio de edad fue de 66.5 afos (43-90 afios, rango 47 aios,
moda 69 afos, mediana 67 afios, DS 11.2); en el de controles el promedio fue de 62.7
afios (45-82 afios, rango 37 afios, moda 55 afios, mediana 62 afos, DS 8.6), en la tabla
6 se muestra la distribucidn etaria por rangos de edad. En la tabla 7 se concentran las

caracteristicas antropométricas de cada grupo de estudio.

Tabla 6. Distribucion etaria por rangos de edad.

Rango de edad

Décadas Casos Controles Quinquenios Casos Controles
40-49 9 2 40-44 1 0
50-59 12 40 45-49 8 2
60-69 36 35 50-54 7 12
70-79 20 15 55-59 5 28
80-89 12 5 60-64 17 18
20 1 0 65-69 19 17
Total 90 97 70-74 10 9
75-79 10 6
80-84 10 5
85-89 2 0
90 1 0
Total 90 97

Tabla 7. Variables antropométricas de ambos grupos.

Casos Min-Max DS Controles X Min-Max
X
Edad (afios) 66.5 43-90 11.10 62.7 45-82 8.60 0.05
Peso (kg) 63.5 36-106 12.71 68.3 46-94 10.81 0.999
Talla (m) 1.51 1.25-1.65 0.06 1.54 1.39-1.68 0.06 0.999
IMC (kg/mz) 27.7 19.5-40.3 4.52 28.6 19.3-39.8 4.32 0.955
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Utilizamos la regresion logistica univariada como método de ajuste una vez estimados

los OR de los grupos a comparar. Las diferencias entre la distribucidn de los diferentes

alelos y genotipos de los diferentes loci y entre los diferentes grupos, asi como el

equilibrio de Hardy-Weinberg se realizaron a través de una prueba de x°. Ver tablas 9y

10.

Tabla 9. Analisis del riesgo del polimorfismo rs1107946 en funcién del modelo de

herencia

Frecuencias genotipicas

Modelo  Genotipo Controles Casos OR IC del 95% No. Z (p)
N % N %

Co GG 45 46 27 30 1

GT 40 41 54 60 0.4444 0.2371-0.8331 2.529(0.0114)

T 12 12 9 10 0.6667 0.2502-1.7763 0.811(0.4174)
Do GG 45 27 1

GT+TT 52 63 0.4952 0.2712-0.9043 0.0222(0.0177)
Re GG+GT 85 81 1

1T 12 9 1.2706 0.5082-3.1765 0.512(0.6085)

Modelos de herencia: codominante (Co), dominante (Do), recesivo (Re). Genotipos y sus agrupaciones para un

polimorfismo en un locus bialélico G>T.

Tabla 10. Analisis del riesgo del polimorfismo rs1800012 en funcion del modelo de

herencia.

Frecuencias genotipicas

Modelo  Genotipo Controles Casos OR IC del 95% No. Z (p)
N % N %

Co GG 86 88.6 82 91.1 1
GT 11 11.4 8 8.8 1.7289  0.6885-4.3415 1.165(0.2438)
T 0 0 0 0 29.117  1.0983-771.9835 2.016(0.0438)

6

Do GG 86 88.6 82 91.1 1
GT+TT 11 11.4 8 8.8 1.3110 0.5022-3.4229 0.553(0.5802)

Re GG+GT 90 100 97 100 1
T 0 0 0 0 0.9282 0.0182-47.2723 0.037(0.9704)

Modelos de herencia: codominante (Co), dominante (Do), recesivo (Re). Genotipos y sus agrupaciones para un

polimorfismo en un locus bialélico G>T.
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Las frecuencias genotipicas, se estimaron directamente calculando la proporcién de
individuos con cada genotipo. Para estimar las frecuencias alélicas simplemente se
duplicé la muestra tomando como unidad de observacién el cromosoma (cada
individuo contribuye con 2 cromosomas) y se calcula la proporcion de cada alelo. Ver

tablas 11 a 13. En las graficas 1 y 2 se muestran también los hallazgos moleculares.

Calculo del Equilibrio de Hardy-Weinberg: En la muestra de controles, que representa
una muestra de la poblacién general, encontramos equilibrio pues las p son >0.05. En
cuanto al grupo de los casos del SNP rs1107946, encontramos una probable asociacién
con la fractura de radio distal con una x’= 5.63, p= 0.017, OR (IC95%) = 0.4952
(0.2712 - 0.9043). Una vez obtenidas las frecuencias esperadas se compararon con las
observadas utilizando la prueba de x* HW = X (0-E)2/E, con 1 grado de libertad.

Tabla 11. Frecuencias alélicas y genotipicas SNP rs1107946
Frecuencias alélicas (Modelo multiplicativo)

Casos 108 72 OR =0.7385 0.60 0.40
Controles 130 64 IC95% = 0.4840-1.1267 0.67 0.329
p= 0.1596

Frecuencias Genotipicas

Modelo Dominante Modelo Recesivo
Casos 27 (0.30) 54 (0.60) 9 (0.10) 90 27 63 81 9
Controles 45 (0.46) 40(0.41) 12(0.12) 97 45 52 85 12
72 94 21 187 OR = 0.4952 OR =1.2706
1C95% = 0.2712- 1IC95% = 0.5082-
0.9043 3.1765
p=0.0222 p= 0.6085

Equilibrio de Hardy-Weinberg Casos(63)

Casos 27 54 9 90
Esperados 32.4 43.2 14.4 X2 =5.63 p=0.0177
Grupo afectado Hz comudn Heterocigotos Hz Raro Frec alelo p Frec alelo q
Hz comin 81 54 9 0.75 0.25
Heterocigotos 27 31.18 9 0.63 0.37
Hz Raro 27 54 27 0.5 0.5

Distribucién de la Chi-cuadrada (1 grado de libertad)
[ valor de P [ 0.05 0.01 0.005 [ 0.001 |
| Chi-cuadrada | 3.84 6.63 7.88 | 10.83 |

Equilibrio de Hardy-Weinberg Controles

GG GT TT Total
Controles 45 40 12 97
Esperados 43.56 42.89 10.56 X2 =0.44 p=0.507
Grupo afectado Hz comin Heterocigotos Hz Raro Frec alelo p Frec alelo q
Hz comin 33.33 40 12 0.63 0.37
Heterocigotos 45 46.48 12 0.66 0.34
Hz Raro 45 40 8.89 0.69 0.31
Distribucién de la Chi-cuadrada (1 grado de libertad)
[ valor de P [ 0.05 0.01 0.005 [ 0.001 |
| Chi-cuadrada | 3.84 6.63 7.88 | 10.83 |




Tabla 12. Frecuencias alélicas y genotipicas SNP rs1800012
Frecuencias alélicas (Modelo multiplicativo)

Alelo G Alelo T GG + GT GT+TT
Casos 172 8 OR=1.2923 0.955 0.044
Controles 183 1 IC95% = 0.5078-3.2893 0.943 0.056
p= 0.5905

Frecuencias genotipicas

Casos 82 (0.91) 8 (0.08) 0 (0.0) 90
Controles 86 (0.88) 11 (0.11) 0 (0.0) 97
168 19 0 187
Modelo Dominante Modelo Recesivo
Casos 82 (0.91) 8(0.08) 0(0.0) 90 82 8 90 0
Controles 86 (0.88) 11 (0.11) 0 (0.0) 97 86 11 97 0
168 19 0 187 OR =1.3110 OR =0.9282
1C95% = 0.5022- IC95% = 0.0182-
3.4229 47.2723
p= 0.5802 p= 0.9704

Equilibrio de Hardy-Weinberg Casos

Casos 82 8 0 90

Esperados 82.18 7.64 0.18 X2 =0.19 p=0.659

Grupo afectado Hz comin Heterocigotos Hz Raro Frec alelo p Frec alelo q

Hz comuan o 8 0 NaN NaN

Heterocigotos 82 0 0 1 0

Hz Raro 82 8 0.2 0.95 0.05
Distribucién de la Chi-cuadrada (1 grado de libertad)

[ valor de P [ 0.05 0.01 0.005 [ 0.001 |

[ Chi-cuadrada | 3.84 6.63 7.88 | 10.83 |

NaN: Not a number; no es un nimero.

Equilibrio de Hardy-Weinberg Controles
.~~~ 66  6r T  Tota

Controles 86 1 0 97

Esperados 86.31 10.38 0.31 x2 =0.35 p=0.553

Grupo afectado Hz comin Heterocigotos Hz Raro Frec alelo p Frec alelo q

Hz comudn o 11 0 NaN NaN

Heterocigotos 86 0 0 1 0

Hz Raro 86 1 0.35 0.94 0.06
Distribucién de la Chi-cuadrada (1 grado de libertad)

[ valor de P [ 0.05 0.01 0.005 [ 0.001 |

[ Chi-cuadrada | 3.84 6.63 7.88 | 10.83 |

NaN: Not a number; no es un nimero.



Tabla 13. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en ambos grupos.

Frecuencias Alélicas Frecuencias Genotipicas

Casos Controles Comparacion frecuencias casos vs Casos Controles Comparacion frecuencias casos vs
controles controles
SNP rs1107946

SNP rs 1800012

Las participantes se clasificaron en dos grupos: el grupo casos (n=90), y el grupo

controles (n=97), de acuerdo a la presencia o ausencia de la variable independiente
(fractura de radio distal), la cual se identific6 mediante exploracion fisica e historia
clinica y confirmada a través de radiografias de la extremidad en dos proyecciones.
Todas las fracturas fueron de baja energia y correspondieron a la clasificacion de
Fernandez tipos | (doblamiento) y Il (compresidn de la superficie articular), las cuales
se relacionaron con la cantidad de energia que se requirié para generar la falla en la

continuidad dsea del radio distal.



Grafico 1. Frecuencias Alélicas y Genotipicas del SNP rs1107946.
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Grafico 2. Frecuencias Alélicas y Genotipicas del SNP rs1800012.
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Sabemos que existen diversos factores de riesgo modificables y no modificables
relacionados que favorecen la presencia de OP y sus complicaciones, por esa razén se
documentaron los mas relevantes. La tabla 8 muestra los factores que se

documentaron en ambos grupos de participantes.

Tabla 8. Factores de Riesgo relacionados con OP en ambos grupos.

Variable Casos (n=90) Controles (n=97) Total (n=187)
N % Promedio/dia n % Promedio/dia n %
Ingesta de estrogenos 18 20 28 29 46 24
Ingesta de
4 4.4 4 4 8 4
glucocorticoides
Antecedente personal
29 32 17 18 46 24
de fractura
Antecedente Familiar de
35 38 30 31 65 35
fractura
- Padres 21 23 23 24 44 23
- Hermanos 16 18 11 11 27 14
- Hijos 6 6 1 1 7 3
Ingesta de café Nd nd 79 81 1.68 tazas/d 79 42
Tabaquismo 6.7
12 13 5.6 cigarrillos/d 10 10 22 12
cigarrillos/d
Ingesta de Alcohol 21 23 15 16 35 19

n: nimero, %: porcentaje, nd: no datos

Como se muestra en la tabla, se detectd un ligero aumento en la historia familiar [38%
vs 31%; p=0.324, OR 1.2, IC 95% (0.848-1.865)] y personal [32% vs 18%; p=<0.005, OR

3.5, IC 95%(2.574-4.894)] de fractura en los casos comparado con los controles.

Por otro lado, se investigd el historial personal y familiar de fracturas previas en los
casos y los controles, los hallazgos se concentran en las tablas 9 y 10. En ellas se
enlistan de acuerdo al sitio anatdmico en el que ocurrieron. Se observé mayor historial
de fracturas en los casos con relacién a los controles (72 vs 52), por otro lado, se
detectd una relacién 4:1 en cuanto al antecedente de fracturas de muiieca entre casos

y controles
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Tabla 9. Antecedente Personal de Fracturas Segun la Region Anatémica

Casos (n=90) Historia Previa de Fractura Controles (n=97) Historia Previa de Fractura

Total % Total %

Muneca-

8 8.8 0 0
Antebrazo
Columna 2 2.2 1 2.1
Cadera-

5 5.5 0 0
Fémur
Tobillo 4 4.4 4 4.1
Otros

10 12.2 12 12.4
sitios
Total 29 32.2 17 17.5

Tabla 10. Antecedente Familiar de Fracturas Segun la Regiéon Anatémica

Casos (n=90) Historia Previa de Fractura Controles (n=97) Historia Previa de Fractura

Total % Total %

Muneca-

13 14.4 5 5.1
Antebrazo
Columna 1 1.1 2 2.1
Cadera-

8 8.8 12 124
Fémur
Tobillo 4 4.4 6 6.2
Otros

11 12.2 9 9.3
sitios
Total 37 41.1 34 35.1

Dentro de los objetivos secundarios esta realizar comparaciones del fenotipo con los
valores de densidad dsea, sin embargo, no en todos los casos fue posible realizar la
DMO, por la dificultad de realizarla tomando en cuenta sus condiciones generales tras
la fractura, que no fue posible utilizar el densitémetro durante su estancia hospitalaria
o que debutan con esa fractura. Unicamente el 72.2% de los casos (65 pacientes)
cuentan con densitometria dsea. Sin embargo, el objetivo general del estudio se
cumple ya que el rasgo fenotipico de interés es la fractura de radio distal y no la DMO.
Aun asi, en la Tabla 8 podemos observar el aumento de riesgo de la fractura con una

diminucion en el Z score y la DMO, con los OR respectivos.
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Tabla 8. Valores densitométricos en ambos grupos

Casos X Min-Max Controles X Min-Max OR (1C95%)
DMO Cadera .675 .394 121.805 74271
Z Score Cadera 5.8 -4.1 -185.5 -1.145
Osteoporosis (-4.1a- 287.1818 0.0001
40 0 0
2.0) (17.1033-4822.065)
Normal 27 (-1.9a1.0) 97 (-1.7a1.7) 1
DMO Lumbar .746 .546 145.489 .88175
Z Score Lumbar 6.60 -4.60 -239.90 -1.5184
Osteoporosis (-4.6 a- 500.9091 <0.0001
58 1 -2.0
2.0) (63.0155-3981.715)
Normal 11 (-1.620.4) 95 -19a20 1

Un Z-score por arriba de -2.0 es normal de acuerdo con la International Society for Clinical Densitometry (ISCD).
Fuente: http://nof.org/articles/743

Por ultimo, en este estudio de casos y controles se compard la presencia del
polimorfismo a cada factor de riesgo (DMO, edad, peso, talla, IMC, ingesta de
estrégenos, ingesta de glucocorticoides, tabaquismo, consumo de café, historia
familiar y personal de fracturas) de los casos con el de los controles. Con un modelo
multivariado para controlar los posibles sesgos, utilizando el analisis de covarianza
(ANCOVA), tomado un valor de P menor a 0.05 como estadisticamente significativo. Se

mostraran solo los resultados con relevancia estadistica.

Globalmente comparando sélo el genotipo GT del SNP rs1107946: 60% casos y 41.2%
controles (contra GG/TT), el riesgo de GT para los casos es de 2.1 (IC95% 1.1-3.8, p =
0.01); sin embargo, nétese (tabla 11) que al dividirlas por genotipos del rs1800012: en
GG hasta 58.5% de los casos son portadoras GT del rs1107946 contra 44.2% GT de los
controles (p = 0.06); lo cual contrasta con el genotipo GT del rs1800012 donde 75% de
los casos son portadoras de GT del rs1107946 contra sélo 18.2% en los controles (p =
0.02). Comparando el riesgo del primer genotipo de 1.7 vs el del segundo de 13.5 el
estadistico de Mantel-Haenszel (x’= 5.6, p = 0.017) indica claramente que la diferencia
es muy significativa de lo cual se colige que las portadoras GT del 1800012 tienen

mayor riesgo de ser casos, cuando son heterocigotas simultaneas (GT) del 1107946.
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Tabla 11. Analisis estratificado de casos-controles por polimorfismos de los SNPs
rs1107946 y rs1800012 involucrados.

Genotipos Genotipos Controles OR de GT por genotipo

rs1800012 rs1107946

GT 48 (58.5%) 38 (44.2%) 86 (51.2%) 1.7 (1C95% 0.9-3.2)
GG GG/TT 34 (41.5%) 48 (55.8%) 82 (48.8%) p =0.06

Total 82 86 168

GT 6 (75%) 2 (18.2%) 8 (42.1%) 13.5 (1C95% 1.4-123.7)
GT GG/TT 2 (25%) 9 (81.8%) 11 (57.9%) p =0.02

Total 8 11 19

MH = 5.6 (p = 0.017)

Ademas del genotipo GT del rs1107946 y de la edad, los casos difirieron de los
controles en la DMO lumbar y de cadera asi como en peso y talla. Los factores de
riesgo asociados fueron antecedentes de fracturas en hijos, antecedentes personales
de fracturas y sitio de las mismas; el consumo de alcohol y el antecedentes de fractura

en hermanos tuvieron asociacién importante pero sin ser significativos (Tabla 12).

Tabla 12. Factores asociados a casos con fractura distal de radio en mujeres mayores

de 40 aiios de edad.

Factores Casos Controles p

DMO cadera 0.63 (0.10) 0.81 (0.08) 0.0001 t de St
DMO lumbar 0.72 (0.11) 0.99 (0.09) 0.0001 t de St
Peso 63.5(12.7) 68.2 (10.8) 0.007 tde St
Talla 1.51 (0.06) 1.54 (0.06) 0.0001 t de St
IMC 27.7 (4.5) 28.6 (4.3) 0.19 t de St
Estrégenos 65 (78.3%) 69 (71.1%) 0.27 )(2
Antecedente Familiar de 35 (38.9%) 30 (30.9%) 0.25 xz
Fractura
Antecedente Fractura 21 (23.3%) 23 (23.7%) 0.95 )(2
Padres
Antecedente Fractura 12 (14.5%) 8 (8.2%) 0.18 xz
Hermanos
Antecedente Fractura 6 (7.2%) 1(1.0%) 0.03 E. de Fisher
Hijos
Antecedente Personalde 82 (98.8%) 27 (27.8%) 0.0001 x2
Fractura
Sitio (Mufieca) 82 (91.1%) 14 (14.4%) 0.0001 y°
Tabaquismo positivo 12 (13.3%) 10 (10.3%) 0.52 )(2

Uso de Corticoesteroides 4 (4.8%) 4 (4.1%) 0.55 )(2
Consumo de Alcochol 21 (25.3%) 15 (15.5%) 0.10 )(2

DMO: Densidad Mineral 6sea
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Analisis intra-casos.

Correlaciones: la edad de los casos estuvo negativamente correlacionada con todos las
medidas antropomeétricas y de DMO: asi edad con peso corporal r —0.321 (p = 0.003),
con tallar-0.277 (p = 0.012), con IMCr =-0.321 (p = 0.004), con DMO cadera r — 0.402
(p = 0.001) y con DMO lumbar r = - 0.247 (p = 0.04). Por otra parte, las medidas
antropométricas correlacionaron entre si del mismo modo que la DMO de cadera con
la DMO lumbar. Cabe destacar que sdlo talla no correlacioné con DMO de cadera pero

si lo hizo positivamente con la DMO lumbar con r=0.370 (p = 0.002).

Factores asociados dentro de los casos: el polimorfismo GT del rs1107946 esta
asociado al sitio de fractura de los hermanos ya que en aquellas con la presencia de GT
el sitio de fractura de los hermanos fue mufeca/cadera en 9.3% vs sélo 2.8% de
aquellas sin GT; en contraste, las que no tuvieron GT tuvieron mayor proporcién de
hermanos con fractura en otros sitios diferentes a munieca/cadera (13.9%), ello vs sélo
1.9% en las que si tienen GT (p = 0.04). Asi mismo, la presencia de GT en el rs1107946
se asocidé con la falta de uso de corticoesteroides (p = 0.02) ningln caso con GT usé

corticoesteroides contra 4 casos (11.8%) que si los usaron con GG o TT.

Por otra parte, aun cuando la asociaciéon no fue significativa (p = 0.08), de todas
maneras fue importante entre consumo de alcohol y ausencia de GT, 35.3% de

aquellas sin GT consumian alcohol contra sélo 18.4% en aquellas con GT.

El genotipo GT del rs1800012 también estuvo asociado a fracturas de mufieca/cadera
en hermanos, mientras que GG lo estuvo mayormente a fractura en hermanos en
otros lugares del cuerpo (p = 0.07). Un hallazgo interesante es que las portadoras TT
del rs1107946 tuvieron 1.44 +/- 0.10 m de talla contra 1.50 +/- 0.06 m de las
portadoras GT y 1.53 +/- 0.04 de aquellas con GG (p = 0.005 analisis de varianza) las

portadoras del genotipo TT tienen significativamente menor talla.
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Analisis intra-controles.

Correlaciones: en los controles la edad unica y exclusivamente correlaciond
negativamente con la DMO de cadera con r — 0.348 (p = 0.0001), a su vez la DMO de
cadera correlacioné con la DMO lumbar r 0.284 (p = 0.005); mientras que la DMO
lumbar correlacioné con la talla r 0.206 (p = 0.04), obviamente las medidas

antropométricas correlacionaron intensamente entre si como cabria esperar.

Factores asociados dentro de los controles: entre las portadoras del genotipo TT mds
de la mitad (58.3%) eran consumidoras de estrégenos contra 30% de aquellas con GTy
20% con GG (p = 0.03). Otra asociacion significativa dentro de los controles fueron los
antecedentes personales de fractura con la presencia del genotipo GT del rs1107946,
el 40% de las portadoras del genotipo GT refirieron antecedentes personales de
fracturas contra sélo 19.3% de las GG o TT (p = 0.02). No se observaron otras

asociaciones significativas entre los controles.

Ahora bien al contrario del hallazgo sobre la asociacién de la talla con los genotipos del
rs1109746 observada en los casos, en los controles las portadoras TT del rs1107946
tuvieron la mayor talla con 1.56 +/- 0.06 m contra 1.54 +/- 0.06 m de las portadoras de
GT y 1.54 +/- 0.05 de aquellas con GG (p = 0.62 analisis de varianza): segin genotipos

no hay diferencia fenotipica en la talla dentro de los controles.

Analisis multivariado de casos contra controles.

Al comparar talla entre casos y controles segun los genotipos del rs1107946 se observa
una fuerte interaccién significativa, con p = 0.006 (grafico 3): si se comparan casos vs
controles portadores de GG la talla promedio es casi igual con 1.53 +/- 0.04 m vs 1.54
+/- 0.05 m respectivamente (p = 0.53); pero entre las portadoras de GT los casos sélo
tuvieron 1.50 +/- 0.06 m de talla contra 1.54 +/- 0.06 m de los controles (p = 0.01); sin
embargo, entre las portadoras de TT los casos lindaron en 1.44 +/- 0.10 m contra 1.56
+/- 0.06 m de los controles (p = 0.009). Nétese que mientras en los controles la talla se

eleva al pasar de GG a GT y TT, en los casos sucede totalmente al contrario.
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Grafico 3. Talla entre casos y controles por polimorfismos del rs1107946
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Empero, la talla puede estar confundida con los demads datos antropométricos, la edad

y las DMO de cadera y lumbar al asociarse con los polimorfismos del rs1107946. Para

visualizar las relaciones veamos el conjunto de los datos (tabla 13).

Tabla 13. Promedios medidas antropométricas y DMO entre casos y controles seguin
polimorfismos del rs1107946.

Polimorfismo

GG
Edad GT
T
p Intra grupo
GG
Talla GT
TT
p Intra grupo
GG
Peso GT
T
p Intra grupo
GG
DMO lumbar GT
TT
p Intra grupo

Variable

Casos

64.8 (9.9)
67.2 (11.8)
67.1(10.1)
0.67

1.53 (0.04)
1.50 (0.06)
1.44 (0.10)
0.005

63.2 (11.6)
64.5 (13.3)
57.8 (11.8)
0.38

0.73 (0.09)
0.74 (0.12)
0.66 (0.07)
0.21

Controles
64.1(9.1)
61.6 (8.3)
60.7 (6.5)
0.29

1.54 (0.05)
1.54 (0.06)
1.56 (0.06)
0.62

67.8 (11.1)
68.7 (11.0)
68.3 (9.9)
0.93

0.98 (0.09)
1.00 (0.09)
0.98 (0.08)
0.52

p Entre grupos

0.74
0.014
0.09

0.53
0.01
0.009

0.10
0.11
0.04

0.0001
0.0001
0.0001
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Variable Polimorfismo Controles p Entre grupos

GG 0.66 (0.09) 0.81 (0.08) 0.0001

DMO cadera GT 0.62 (0.10) 0.81 (0.09) 0.0001
T 0.59 (0.06) 0.81 (0.05) 0.0001
p Intra grupo 0.12 0.99

Al aplicar regresion logistica binaria no condicional el modelo (por método de Wald
hacia atras) excluyé edad, talla y peso por ser colineales y, dejando sélo DMO de
cadera y lumbar mas los genotipos del rs1107946 en el que GG se toma como 0 por ser
el de menor riesgo luego TT es 1y GT es 2 por ser el de mayor riesgo lo cual quiere
decir que en la tabla de regresion las OR de los genotipos se interpretan diciendo que
comparado con GG las portadoras de GT tienen 4.8 veces mas riesgo de pertenecer al
grupo de casos y TT comparado con GG es de proteccidon ya que es mas probable que
esté presente en los controles en mayor medida que en los casos. Esta primera tabla
de la regresién es tomando en cuenta los tres polimorfismos:

Tabla 14. Variables en la ecuacion

B E.T. Sig. Exp(B) I.C. 95.0% para EXP(B)

Paso DMO Cadera -10.119 4.351 .020 .000 .000 .204
1(a)

DMO Lumbar -25.237 5.721 .000 .000 .000 .000

GEN1107946 .102

TT (1) -.757 1.705 .657 469 .017 13.269

GT (2) 1.587 .798 .047 4.889 1.023 23.352

Constante 28.410 5.511 .000

a Variable(s) introducida(s) en el paso 1: CaderaDMO, LumbarDMO, GEN1107946BIS.

Esta segunda tabla es tomando en cuenta GT contra los otros dos como GG/TT: en esta
situacion los casos tienen 5.2 veces mas riesgo de portar el GT; obviamente para la
DMO la proteccién es al estar aumentada, por eso para cadera OR = 0.0-0.18 (p =
0.019).

Tabla 15. Variables en la ecuacion

B E.T. Sig. Exp(B) 1.C. 95.0% para EXP(B)
Paso DMO Cadera -10.237 4.369 .019 .000 .000 .187
1(a)
DMO Lumbar -25.174 5.706 .000 .000 .000 .000
GT (1) 1.666 .780 .033 5.291 1.147 24.410
Constante 28.361 5.535 .000

a Variable(s) introducida(s) en el paso 1: CaderaDMO, LumbarDMO, polimorf2.
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En consecuencia quiere decir que, en efecto, las portadoras del genotipo GT tienen
mayor riesgo y a la vez poseen menor DMO de cadera pero sobre todo menor DMO
lumbar. Obviamente se debe tomar en cuenta que las variables confundidas ahi estan
actuando: es decir que los casos se caracterizan por tener menor talla, menor peso y
menor DMO especialmente cuando son portadoras del GT; resulta que si tienen GG en
el rs1800012 los casos se caracterizan por tallas significativamente mdas bajas que los

controles tanto las que tienen GT (p = 0.04) o GG/TT (p = 0.012) del rs1107946.

En el grafico 4, en el que resulta que cuando ambos polimorfismos comparten el
genotipo GT al mismo tiempo, los casos son de talla muy baja y los controles no (p =
0.07); en cambio, si tienen GT rs1800012 y GG/TT rs1107946 simultaneos, los casos
tienen exactamente la misma talla que los controles (p = 0.99), pero mientras en los
casos se observa una talla mayor que sus pares con GT rs1107946, en los controles es

al revés y los de GG/TT tienen menor talla que sus pares con GT rs1107946.

Grafico 4. Relacidn de la talla baja de los casos con genotipo GT, en comparacién
a los controles GT y a los individuos GG o TT sin importar el grupo.

Genotipo GT del rs1800012

TipoPte

— Caso
— Control

1.575

1.55+

1.525

1.50—

Medias marginales estimadas

1.4754

GT GGIITT
rs1107946

Todas las demas variables cualitativas no contribuyeron al modelo, aln con el ajuste el
IMC se mostré muy poco sensible a las variaciones tan espectaculares que se observan

por separado con la talla o el peso.
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Discusién

La OP primaria representa en la actualidad uno de los problemas de salud publica mas
importantes en el mundo y dado el aumento en la esperanza de vida de las
poblaciones se espera un incremento en su frecuencia y por supuesto en la frecuencia
de sus complicaciones ya que se trata de una entidad con una evolucién crénica y

degenerativa.(zs)

Esta enfermedad en su forma primaria presenta un origen multifactorial y

(42) por otro lado, desde hace varias décadas, multiples y variadas

poligénico,
investigaciones han explorado la magnitud del componente genético de la OP, para
este fin se han desarrollado estudios de concordancia en gemelos, de adopcién, de
factores de riesgo en poblaciones cautivas, analisis de ligamiento y mds recientemente
estudios de asociacion genética entre rasgos genéticos especificos (polimorfismos) y el
fenotipo osteopordtico. De tal forma que, el andlisis integral de los resultados de las
investigaciones sugieren que la heredabilidad de la DMO oscila entre el 40-70% en
columna, entre 70-85% en cadera y en mufieca entre 50-60%, mientras que, 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 analisis familiares
son otro tipo de investigaciones que han aportado datos interesantes, se ha reportado
historia familiar de fracturas de baja energia hasta en el 40% de los pacientes con
fracturas relacionadas con OP, sin olvidar que las historias 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.!**™3

Definitivamente, la complicacién mas comun 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 graves, dolorosas, costosas y generan una gran discapacidad por lo que la
capacidad de detectar y tratar la OP tras una fractura de radio distal puede permitir

prevenir las fracturas mas graves y disminuir por ende su incidencia.!>®33
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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 vy

osteoclastogénesis, incluso genes relacionados con cancer, entre otros (Tabla 14).1442)

Es bien conocido que la diversidad étnica de las poblaciones latinas plantea desafios
para los estudios genéticos de asociacién como el nuestro. En México se conocen mas
de 60 grupo amerindios y una historia compleja de mestizaje, ambos factores
intervienen en la heterogeneidad entre y al interior de los mestizos mexicanos de
diferentes regiones del pais. Esto puede afectar los resultados dando falsos positivos si
no se excluyen los individuos con diferencias de ancestria desde el disefio del estudio,
lo cual hemos intentado minimizar con el cuestionario aplicado durante el proceso de
seleccion; sin embargo esto mismo es una limitante ya que una gran exclusion puede
hacer poco practico el estudio haciéndolo poco representativo de la poblacidon
mexicana, pues los mestizos presentan notables diferencias individuales en

®4) Nuestro estudio ayuda a mejorar el analisis de

constituciones ancestrales.
marcadores genéticos conocidos en poblacidon mexicana, buscando bases genéticas de
una enfermedad compleja muy comun y con gran repercusion clinica.

Uno de los genes mas estudiados con relacién a la OP es el gen COL1A1,6%5567)

ya que
se trata del gen que codifica para la proteina estructural mas abundante del hueso, por
lo que, precisamente ésta investigacion comprendidé el estudio de 187 mujeres
mexicanas mayores de 40 afos, 90 con fractura de radio distal y el resto sin

antecedente de ésta lesion.

Como se puede observar en los resultados el promedio de edad en ambos grupos es
muy similar, 66 afios en los casos contra 62 de los controles, lo que revela que si bien
la OP se considera una enfermedad crénico-degenerativa, las fracturas de radio distal
son mMas comunes en mujeres mas jovenes si las comparamos con las mujeres que

presentan fracturas de cadera, las cuales suelen ser de mayor edad. Es muy
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importante reconocer que una de las dificultades de los estudios de casos y controles
radica en la disponibilidad de controles “sanos”, sobre todo cuando se aborda el
estudio de enfermedades crénico degenerativas y relacionadas con condiciones

adversas propias del estilo de vida actual.

Con lo que respecta a la historia personal y familiar de fracturas, en la muestra de
casos y controles analizada se detectd que la historia personal de fracturas previas o
bien la historia familiar de estas lesiones representa tal y como se ha informado en la
literatura un factor de riesgo mayor para la presencia de OP y de fracturas en radio

distal y cadera.

El andlisis molecular mostré lo siguiente; la variacion rs1107946: el anadlisis de los
alelos mostroé una tendencia mayor del alelo T en los casos con relacidn a los controles,
mientras que el alelo G fue mas comun en los controles, tal y como se aprecia en la
tabla 11. En la misma tabla puede observarse una frecuencia mayor del genotipo GT en
los casos y los genotipos GG y TT fueron mas frecuentes en los controles. Con lo que
respecta al andlisis del polimorfismo identificado con el rs1800012 se encontré una
frecuencia discretamente mayor de los alelos G y T en los controles con relacion a los
casos, mientras que el analisis de genotipos mostré una mayor presencia de GG y GT
en los controles con respecto a los casos, cabe sefialar que en ninguno de los grupos se
detectd presencia del genotipo TT. Finalmente, estos resultados muestran sélo
discretas tendencias en las frecuencias alélicas y genotipicas ya sefialadas, no pueden
considerarse concluyentes, de hecho, se contempla analizar un nimero mayor de
casos y de controles para confirmar las tendencias sefialadas o bien para descartarlas.
En la tabla 14 se muestran los resultados de algunas investigaciones realizadas con
éstas y otras variantes del gen COL1A1, en ellas apreciamos que se incluyeron un
numero mayor de polimorfismos y se realizaron analisis de haplotipos, sugiriendo ya
algunas asociaciones en otras poblaciones. Cabe destacar que éste grupo de
investigacion informd ya una posible asociacién entre el polimorfismo rs1800012 v la
presencia de OP de columna vertebral en mujeres mexicanas, ésta misma variante se

ha asociado con OP de cadera y columna en mujeres espafiolas.
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Tabla 14. Investigaciones previas relacionadas con polimorfismos en el gen COL1A1,
incluyendo los explorados en ésta investigacion (rs1107946 y rs1800012).
Referencia

Polimorfismo Localizacion Resultado

GIT
(+1245)

Intrén 1
rs1800012

Baja DMO en cadera y
columna con haplotipo -
1997G/-1663 delT/+
1245T e incremento de la
DMO para el haplotipo -
1997T/-1663

1245G so6lo en columna

insT/+

en mujeres
[Stewart et aI.](65)

inglesas

Asociado con baja calidad
6sea e incremento en el
riesgo de fractura de
cadera en mujeres y
hombres ingleses [Jin et

al.]®®

Asociado con
osteoporosis y baja DMO
de columna Ilumbar en

mexicanas.
](55)

mujeres

[Falcén et al.

Haplotipo  -1997G/-1663
1245T,

con fractura de cadera en

insT/+ asociado

espanoles de ambos

sexos [Kiel et al.](67)

Stewart T, Jin H, McGuigan F,
Albagha O, Garcia-Giralt N,
Bassiti A. Haplotypes defined by
intron 1

promoter and

polymorphisms of the COLIA1

gene regulate bone mineral
density in women. J Clin
Endocrinol Metab.

2006;91:3575-83.

Jin H, Stewart T, Vant Hof R,
Reid D, Aspden R, Ralston S. A
rare haplotype in the upstream
regulatory region of COLIA1 is
associated with reduced bone
quality and hip fracture. J Clin
Endocrinol Metab. 2009;24:448—

54.

Falcon-Ramirez E, Casas-Avila
L, Miranda A, Diez P, Castro C,
Rubio J, et al. Sp1 polymorphism
in collagen | a1l gene s
associated with osteoporosis in
lumbar spine of Mexican women.

Mol Biol Rep. 2011;38:2987-92.

Kiel D, Demissie S, Duppuis J,
Lunetta K, Murabito J, Karasik D.
Genome-wide association with
bone mass and geometry in the
Framingham Heart Study. BMC
Med Genet. 2007;8(Suppl):1-14.
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Polimorfismo Localizacion Resultado

Referencia

GIT
(+1997)

Ins/del T
(-1663)

Promotor
rs1107946

Promotor
rs24122980

Baja DMO en cadera y
columna con haplotipo -
1997G/-1663 delT/+
1245T e incremento de la
DMO para el haplotipo -
1997T/-1663

1245G sé6lo en columna

insT/+

en mujeres
[Stewart et aI.](GS)

inglesas

El haplotipo -1997T/-1663
delT/+ 1245T incrementa
el riesgo de fractura en
cadera en hombres vy
mujeres del Reino Unido

[Jin et al.]®®

Como haplotipo -1997G/-
1663 insT/+ 1245T se
asocia con fractura de
cadera en mujeres y
hombres espafioles [Kiel

et al.](67)

Asociado con baja DMO
en cadera y columna en
mujeres inglesas [Stewart

etal.]

Stewart T, Jin H, McGuigan F,
Albagha O, Garcia-Giralt N,
Bassiti A. Haplotypes defined by
promoter and intron 1

polymorphisms of the COLIA1

gene regulate bone mineral
density in women. J Clin
Endocrinol Metab.

2006;91:3575-83.

Jin H, Stewart T, Vant Hof R,
Reid D, Aspden R, Ralston S. A
rare haplotype in the upstream
regulatory region of COLIA1 is
associated with reduced bone
quality and hip fracture. J Clin
Endocrinol Metab. 2009;24:448—
54.

Kiel D, Demissie S, Duppuis J,
Lunetta K, Murabito J, Karasik D.
Genome-wide association with
bone mass and geometry in the
Framingham Heart Study. BMC
Med Genet. 2007;8(Suppl):1-14.

Stewart T, Jin H, McGuigan F,
Albagha O, Garcia-Giralt N,
Bassiti A. Haplotypes defined by
promoter and intron 1

polymorphisms of the COLIA1

gene regulate bone mineral
density in women. J Clin
Endocrinol Metab.

2006;91:3575-83.
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Polimorfismo Localizacion Resultado

Referencia

C/A Intrén 11
rs2075555

Se asocio6 con baja calidad
6sea e incremento en el
riesgo de fractura de
cadera, en mujeres Yy
hombres ingleses [Jin et

al] ©®

El haplotipo -1997G/-1663
insT/+ 1245T se asocia
con fractura de cadera en
mujeres y hombres

esparioles [Kiel et al.] ¢”

Asociado con el ancho del
cuello femoral en mujeres
de EE. UU. [Kiel et al.]®”

in H, Stewart T, Vant Hof R, Reid
D, Aspden R, Ralston S. A rare
haplotype in the upstream
regulatory region of COLIA1 is
associated with reduced bone
quality and hip fracture. J Clin
Endocrinol Metab. 2009;24:448—

54.

Kiel D, Demissie S, Duppuis J,
Lunetta K, Murabito J, Karasik D.
Genome-wide association with
bone mass and geometry in the
Framingham Heart Study. BMC
Med Genet. 2007;8(Suppl):1-14.
Kiel D, Demissie S, Duppuis J,
Lunetta K, Murabito J, Karasik D.

Genome-wide association with

bone mass and geometry in the
Framingham Heart Study. BMC
Med Genet. 2007;8(Suppl):1-14.

Es importante aclarar que esta investigacion tiene un caracter preliminar, sabemos que
los estudios que pretenden asociar rasgos genotipicos (polimorfimos) con fenotipicos,
como es en éste caso la presencia de fractura de radio distal deben someterse a varias
consideraciones, entre las que destacan la importancia de una adecuada y cuidadosa
seleccion de los casos y los controles, buen cédlculo del tamafio de muestra, control de
variables confusoras y contemplar la ancestria génica y heterogeneidad de las
poblaciones.

Finalmente, los estudios de asociacién pretenden identificar y asociar cambios
caracteristicas génicas precisas con rasgos fenotipicos, en nuestro caso, consideramos
gue identificar perfiles de riesgo de nuestra poblacién con relacién a la OP y sus
complicaciones como son las fracturas, podrd facilitarnos las estrategias adecuadas
para detectar tempranamente a la poblacién con mayor riesgo de presentarlas y si
bien los rasgos genéticos se consideran “factores no modificables”, podra incidirse mas

tempranamente sobre los factores susceptibles de modificacién.
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ANEXOS

Wumero de Regista;

Dha hl=s ATlg
F|M
Apallide Patemo Apallido Matsmo Nomba= (z) Semo

Carta de consentimiento informade para la participacion voluntaria en la hnea de
investizacion relacionada con el analisis de la susceptibilidad genetica relacionada con
osteoporosis en la poblacion mevicana de la coal se derivan los siguientes provectos.

1.- Polimorfismos gemicos relaciomados com ovteoporosis de columma vertebral en
DN jEres METiCANAS.

2.- Polimorfismos gemicos relaciomados com osteoporoeis de caders em mimjeres
MMECICARAS.

3.- Variaciones geneticas relacionadas con fractures de antebrazo distal en mmjeres
METICARAS COB ¥ 3il 0steoporosis.

Consontimionte:

A traves da la prosenta axpreso mi gotorizacion voluntsria pera participer en los provectos
da imvestizacion previsments mancionados 2 cargo ds la Dim Rlarserits Valdas Floses,
quisn == Imvestizador v Madioo Adecrito sl Servicio da Genstica dal Instituto Macionsl da
Rushabilitacion. Mi avtorizacion consizte en lo sigpisnts; S2 me practicars una svaluacion
da la densidad minersl osea de cadera yio columna vertsbeal vio antebraze a traves deuma
demsitomatria oeas la cual s considorada vn matedo dismnostics confisbles ¥ no invasive.
S2ma realizars adema: 13 tomads una muestta da sansre venoes poriferica (3-8 ml) o bis
un capillade de mucnss ocsl, comprando gue cealguriers da las dos opoionas rEpresantsn un
fizsgo munimo por lo gus otorzo mi consantimisnto. Esto 22 reslizers con 2l proposito da
axtrasr unamusstra de mi DNA gepomico total. Esta muestra formana parts de wn bance da
DNA gue zom mespusdadn on ol Servicio do Genstica dal Instifete Naciomal de
Bshshilitacion. Asi mismo acepto gue esta mupestrs de DNA sea utilizads pera la
malizacion da estudics moleculas: do investipacion relacionadoe con ol estudio da
polimorfismes  gémicos  {caractensticas  pendticas) relacionados con  enfermadades
polizsnicas, v multifactoriales como 2 la ostapporosis ¥ qus 20n comunss =n la poblacion
mexicapa M= ha sido proporcionada vna explicacion clam da la impodtsncia de conecar
las caractsristicas gensticas de la poblacion mewicans lo coal, entrs ofras oosas permitita
qus a travas da diforantes imvestigaciomes puada copooarss en forma mas praciza o] gado
da suscaptibilidad peanstica qua niestra poblacion v en particulsr slgumss femiliss prazantan
con relacion & enfermadadss que reprasantan grandss problema: de salud en pusstoo pals ¥
an &l mundo, comoe son la obasidad ostapporosis, artritis, kipertension dishates, camcar
atc.
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Quada entendido gue acapto gue los difrentes sesultades da los apalisiz molacularss
podran sor publicado: en revistaz de difision cientifica ¥ gue de momento Do tisnen
utilidad an 13 ssistancia madica

Fesitars mi desap da participar voluntarisments para la formacion da este banco da DNA v
acapto &l w0 en investigacion madica gue =2 dara a mi muesta de DNA. Por mi
participacion mo racibirs bensficio scondmicn ni de mingim oto tpe ¥ 22 ma ha informado
qus 2l daclinar 1a invitacion da participacion no afactars 1a calidad da stencion qua racibo
em 2l imstituto.

Por otra parta, acapto proporcionsr la siguisnts infarmacion personsl:

Confirmo qua al menes las tres Gltimas generacionss da mi familia kan vivido en esta area
geoprafica (especificar zitio de origen ¥ residencia actual).

Lugsar da ofigen dal donador da la muestra

Lugar da residencia dal donador de la
musstes

Lugar d= origen del padre

Lugar d= orig=n da la madrs

Lugar de origen del abuelo patemo

Lugar d= orig=n da la abusla patsma

Lugar de origen del abuelo matsmo

Lugar da orig=n da 13 abusla matsma

Nombge v firma dal voluntario:

Domicilio

Talafono (=1,

Testigo 1 Testigo 2
Meombe Hombee
Firma Fima
Nombee v firma dal responeable da 1a toma de muestra

Fezpomahle del provecte: Dra. Margsrits Valdés Flores
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FTAPA L
Formuto de recaleccidn de dabox para factores de riezze

Nembre

Imtitncism

Nimers de sxpedients

Dhrecciem acroal
Calle Neo. Fot. No. Int. Colomin
Delezacitn [
L- Edad
Edad acmml
Coplimlicar por 3 ol primes sbmarc) Anstar resoliads

Fechn de micimiemo ob o Mews
4 m o

1.-Fars o grope #imcs ol cosl pertenece {marqoe ma)

Afroamericam [ Nega Amesicam Amncte 3
Cancdzica Hiwpaoica Asiia Amnete 5

3.~ En slemma scuvidm e han disspnecticads o ha recibids tretsmiente pars sriris
& Ho 3 combexhd o amabe 5

4.~ A partir de Jox 45 sifex. Hu mfride slems fraciors en slemes de Joo drmente: ites:
Cadena ] Ha

Comiith & Ka Amete 4
Mmdeca & Ho Amnate 4

in

.~ Fm exte momento o antes by tomade exirérem?

'%'

-

a Amete 1

Seme wodos Jox pomios acumhudos en fodes has pregonax
Subratal

#.~ Pezo acrnal en kilegrames muliiplicsde por 11 v anote
Tome Jos I prsmesos miemeros ¥ néstedo ded sohioial
FPumraje final

& b cafificacion 3 § o milx, 3= fienen posibdbidades de preseniar coleopenia B OEODOITNT
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Pezo actal Talls ac=al IMC

Amzcedems familar de fraciea de cadera, colmemea, medeca o odros siiox. Expecificar sitio de frackea v
Zrado de pasemiesca

Amtecedenis perscen] de fracta de cadera, colnmea, oedfeca B oo sio A demico. Pxpacificar mecaniomn
de fractora v edad de pressmacite de b fractora

Tabagoiems acivo
Facha da inicio de tabaguiema. Expecificas memero de cizannifios al dia

Admininracitn da corticoides a donk moycees de 7.0 mzdia (pradeisong o sguivalams por mis da srex

Dassricro progresno del sxado fivico o mesdad (o asmho)

Exado copfgsicm] cromico (demenca)

Dipmemmcitn de b agndeza virml

Dhatericno del exado geoera] por enfenmedsdes cndeices concomitaniss

Admenmracitn prolenzada de Bomacos como beopodace pinas, amibieneouves, aondepne S0S, 2045008
opidcens § oios camaces de indeci masea o hipoteawita.

Edad de prs mesrmacitn Fecha de shim meonomcio
Nomero de gesaciones Parics Aborios. Cemieeax
Menoparsi il & Mo Menopams geirdrsicac 5 _ No
Beerpmbrobhoemoa)l No =~ & Craracicar:

Regpormabls de b aplicacicn del coestiomanion,

Etapa 1

Ingeza decafé: & Na Tazasaldia_ Tieampo (adiox),
Teoo: Descalesads Do cafedea

Ingesa da akohol No 5 Crasiemal Cadaperama

Ingezn de medicamenior: No E-
Crales (exeoides, andicommiimames)

Draracita (menos de wo mex), 1-6 mezes 11 meses + 11 meses
Erfermedades concomitasmex:

eamicn Dinhetes M=l At Cancer
s (cmles)
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Caler de piel:

g, obmon Moresa clara, Eliaca

Coler de eaballe

* Cpmde obscaeg Castabe clahg e Pelrwojn
Tipe do cabela:

Grosss_  Delgpdo Lacio Ondolede Bandn

Oz
Graodes__ Megplaess Pegmedor  Eedosdss  Ovalsdes Resmdos

Coler de sjes

Neproa__ Cafit obacmen Caftchrs____ Verds____  Amd

Nuris:

Grinde___  Repaler Teguels BReen, = Apdela

Bate ammphis, Base gogen, Potens caa] depramidec 5 Mo

Azpecie graeral de lew respes facialex:
mimﬂ&h:qﬁymhhHmm;m
Mrimics Pobl steesy w2 bizary b replares o delgadon
En_méa'ﬁmmammﬂm.mm sabel deigadc
5__Fo

Axthvidad fisien:
Asrshazy____ Camema Darca (Bapecificar)
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