W

T WAGIONAL AUTONGHA 7
aﬁ? (

&

Tz
Ly

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
SECRETARIA DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION
Luis Guillermo Ibarra Ibarra

ESPECIALIDAD EN:
Genética Médica

ANALISIS DE VARIANTES DE UN SOLO NUCLEOTIDO (SNVs) EN
LOS GENES DE RECEPTOR DE VITAMINA D Y PROTEINA DE
UNION A LA VITAMINA D GC EN MUJERES MEXICANAS
POSMENOPAUSICAS QUE PRESENTAN OSTEOPOROSIS EN
CADERA.

T E S | S
PARA OBTENER EL GRADO DE
MEDICO  ESPECIALISTA EN:

GENETICA MEDICA

P RESENT A
Angelica Castafeda de la Fuente

PROFESOR TITULAR
Dra. Maria de la Luz Arenas Sordo

DIRECTOR DE TESIS

_ Dr. Alberto Hidalgo Bravo
In.slllulo
Nacional de
R chabilitacion

sullerme rra [barma

Ciudad de México 30 Junio 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Comité académico.

Analisis de variantes de un solo nucledtido (SNVs) en los genes
de receptor de vitamina D y proteina de unién a la vitamina D GC
en mujeres mexicanas posmenopausicas que presentan
osteoporosis en cadera.

DRA. EN C. MARIA DE LA LUZ ARENAS SORDO
PROFESOR TITULAR

DR. EN C. ALBERTO HIDALGO BRAVO
DIRECTOR DE TESIS

DR. EN C. ALBERTO HIDALGO BRAVO
ASESOR DE TESIS



Firmas de las autoridades de la Direccion en Educacion en
Salud.

Analisis de variantes de un solo nucledtido (SNVs) en los
genes de receptor de vitamina D y proteina de unién a la
vitamina D GC en mujeres mexicanas posmenopausicas que
presentan osteoporosis en cadera.

DRA. MATILDE L. ENRIQUEZ SANDOVAL
DIRECTORA DE EDUCACION EN SALUD

DR. HUMBERTO VARGAS FLORES
SUBDIRECCION DE EDUCACION MEDICA

DR. ROGELIO SANDOVAL VEGA GIL
JEFE DEL SERVICIO DE EDUCACION MEDICA DE POSGRADO



Agradecimientos. —

Dr. Hidalgo, Dr. Miranda y Dra. Arenas

por su paciencia, guia de este proyecto, por
transmitirme los conocimientos necesarios para hoy
poder estar aqui

A mi familia, por su apoyo incondicional para

poder cumplir todos mis objetivos personales y
académicos. Ellos son los que con su carino me han
impulsado siempre a perseguir mis metas y nunca
abandonarlas, brindandome el soporte para poder
concentrarme en los estudios.

A mi companero codmplice, gracias por las horas
compartidasy las historias vividas



indice

RESUMEN ... 7
INtrOdUCCION.......coeiiiiiiiee e 8
Embriologia y desarrollo 0S€0.........cccuveeeieciiieee e 8
Desarrollo de [0s huesos 1argos........cccveveeeecvieeeeeeccieee e 11
Factores de transcripcién asociados a la osificacién................... 14
Vias de sefializacidn en el desarrollo 6seo. ......cccceevcevveecieeennennn. 19
Desregulacion y relevancia clinica........cccccoecieeeeiccciee e, 22
ODbjJELIVOS.......eeieiiieieiieeeee ettt e s 24
LCT=Y o1l = | PP OTURTPRN: 24
Y o Y=ol ole USRI 25
HIPOTESIS. ....ooiiiieeiie e 25
Marco TEOKICO. ........ceeiiieeeiiie ettt 26
DEfiNICION ..eeiiiee et 26
Epidemiologia.....ccceee i 27
DT oo 1y oo TS USSR 30
FRAX ottt ettt ettt ettt ettt ettt e et e et e e st e st e e snes 30
Osteoporosis SECUNAria.....cccccureeeeeeiiieee e e ereee e e e e 32
Etiologia y bases moleculares de la osteoporosis .........cccuveeeeen. 33
Remodelacién y Desequilibrio OSeo. ........ccccvvevveeveeevevreennn. 33

Via de sefializacion de WNT/B-catenina .......ccccceeveeeeveeeenneenn. 34

Eje RANKL/RANK/OPG.....cccciiriieiieeiieeieesieesireesieesvee e 34
VItamina Do 35

Desequilibrios hormonales y pérdida ésea..........cccceevevvveennn. 36



Citoquinas Inflamatorias y Remodelacién Osea...................... 37

MicroRNAs y Modificaciones Epigenéticas ..........cccceevevvveennn. 37
Genética Y OStEOPOIOSIS ...uuvreeerriirieeeeeirireeeeetree e e e ecreee e e e enreeeas 38
GWAS. ettt st e st e et e e eraee s 39
(070 3 S SRR 42

G OSSP TR 44
JUSEIFICACION. ..o 47
Planteamiento del problema. ...........cccccoiiiiiiniiiin 48
Material y MEtodos. ..........cc.covviiiiiiiiiiiiie et 49
Poblacién del estudio y tamafio de muestra.........cccceeeeeeevveennn. 49
Criterios de inCluSION:.......covviiiiiiieeee e 50
Criterios de excluSiOn. .......coocueiiiciiieeiie e 50
Criterios de Eliminacion. ........cccoocveeiieiiniiee et 51
Metodologia .......ccceeiiiiieee e 51
Genotipificacion. .....ceeei i 51
Yo oo 1 = o ] \Y, = o FO PSR 52
Componentes de la reaccion de PCR. .......cccoveeeevvciieeeeeccnnenen, 54
RESUIRAOS. ......ooeiiniiiiiiiie e 56
DISCUSION. ....coiiiiiiiiiie ettt e e e s e e sree s 70
CONCIUSIONES. .......oeiiiiiieeiie ettt e et esbee e s sbee e 80
Bibliografia............ccoviiiiiiii e 81
ANEXOS ..ceeiiiiiiiiiiieee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s nnrrenee 95
Lista de Tablas. ..coooueeieiieee et 95

Lista de FIgUIaS.....uuvieiiciieee ettt e et e e et e e e e enree e e 97



Resumen
En la actualidad existen pocos estudios de asociacidn de SNVs y

osteoporosis en la poblacidn mexicana. El presente proyecto se
enfoca en determinar la asociacién de una variante de un solo
nucledtido (SNV) del gen de receptor de vitamina D (VDR)
rs4516035 y del gen de proteina de unién a la vitamina D (GC)
(rs2282679), con la osteoporosis, ya sea determinando el riesgo
incrementado o incluso identificando el SNV como factor protector,
de acuerdo con su modelo de herencia. Se incluyeron un total de
306 pacientes posmenopdausicas, atendidas en el Instituto Nacional
de Rehabilitacién durante el periodo de 2008-2015, 144 pacientes
diagnosticados con osteoporosis (casos) y 162 femeninas con T-
score en densitometria 6sea menor -2.0 (controles). Se realizd
genotipificacion con PCR tiempo real empleando sondas Tagman,
con el software SPSS Statistics se realizé el analisis de datos,
mediante estadistica descriptiva, ademads con analisis de regresion
se identificaran las asociaciones, en el cual se incluyeron las
variables de edad, IMC, afos de menopausia, observando una
frecuencia alélica T:78%, G:22 para el SNV rs2282679

Palabras clave: osteoporosis, postmenopausia, SNVs, VDR, GC.



Introduccion

El cuerpo humano esta compuesto de diversos érganos y sistemas
gue en conjunto trabajan como una sola unidad. Existen diez
sistemas de odrganos principales del cuerpo: cardiovascular,
circulatorio, esquelético, muscular, nervioso, respiratorio,
digestivo, urinario, endocrino, inmunolégico-linfadtico vy
reproductivo.(1) El sistema musculoesquelético proporciona el
andamiaje fisico para el cuerpo.(2) El esqueleto en una persona
adulta estd compuesto por aproximadamente 206 huesos; los
huesos forman el esqueleto de la mayoria de los vertebrados, el
hueso es un tejido mineralizado vivo, sirve como proteccidn junto
con los musculos, tendones y ligamentos permite una locomocion

eficiente. (3)

Embriologia y desarrollo dseo.

En el embridn, el desarrollo éseo comienza con la migracidn de
células desde la cresta neural y el mesodermo a los sitios de los
futuros huesos. Las células de la cresta neural forman el esqueleto
craneofacial y las del mesodermo el apendicular y esqueleto axial.

Habiendo logrado el sitio predeterminado, forman condensaciones



de alta densidad celular que se asemejan a la forma de los futuros

elementos esqueléticos.

Dependiendo de la ubicacién anatdmica en el cuerpo, el tejido dseo
se puede desarrollar de dos maneras; intramembranosa y
endocondral. La osificacidon intramembranosa la realizan los huesos
parietales, frontales, las escamas del occipital y temporal
mandibula, maxilar superior. Esta osificacion se lleva a cabo
directamente en la mesénquima, durante este proceso se expresa
el factor de transcripcion CBFA1l, asi como las proteinas
morfogénicas BMP2, BMP4 y BMP7. El primer indicio de este
proceso es el aumento de la vascularizacidon en el tejido y la
disposicion de las células mesenquimaticas alrededor de los vasos

sanguineos, constituyendo el centro primario de osificacion. (4)

Por otro lado, la mayoria de las partes del esqueleto axial,
apendicular y huesos largos, se originan a través de la osteogénesis
endocondral, donde se forma un modelo de cartilago como
andamiaje, rodeado por un pericondrio, sirviendo como
intermediario para formacién de hueso. La morfologia del tejido
cartilaginoso difiere de la morfologia ésea y comprende grupo de

condrocitos, llamados condrones, incorporados en una matriz rica



en fibrillas de colageno tipo Il, formando una red tridimensional. La
red proporciona un andamiaje para complejos proteoglicanos y

hialuronato.(3)

La osteogénesis condral consta de dos procesos separados
espacialmente: inicialmente, la membrana mas interna del
pericondrio se convierte directamente en osteoblastos que
secretan matriz dsea, formando el manguito o collar déseo
pericondral alrededor del modelo de cartilago. Posteriormente, se
inicia la osificacion endocondrala dentro del modelo del cartilago,
comenzando con la migracién de la mesénquima vascularizada
hacia el esbozo del cartilago, lo que, en pocas palabras, conduce al

reemplazo del cartilago por hueso.(3,5)

Desde el periostio, los vasos sanguineos, los condroblastos y los
osteoblastos tempranos invaden el cartilago. Los condroblastos
degradan la matriz del cartilago, lo que provoca la formacion de la
cavidad medular y un andamiaje de cartilago mineralizado. Los
osteoblastos recubren el andamio, sintetizan osteoide y, después
de su mineralizacion, quedan atrapados en la matriz 6ésea,
instaurando el centro de osificacidon primario (POC) diafisario Los

osteoblastos se originan a partir de células osteoprogenitoras, y los
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factores de transcripcion como RUNX2 y SOX, los cuales son

esenciales para su diferenciacion.(2,3)

Desarrollo de los huesos largos.

Una vez que se forma el manguito dseo alrededor de la regién
media del eje (diafisis), se desarrolla el centro de osificacion
primario (POC) en la diéfisis, seguido por el centro de osificacion
secundario (SOC) en la epifisis proximal y distal. Entre la epifisis y la
diafisis se ubica la metdfisis que contiene el cartilago de
crecimiento. Su actividad gobierna el crecimiento longitudinal del

hueso.

Formacion del centro primario de osificacion (POC)

Antes del inicio de la formacidn ésea, se produce la desintegracién
de la matriz del cartilago, inducida por la diferenciacién de los
condrocitos que se dividen, maduran y finalmente experimentan
una hipertrofia. Los condrocitos hipertréficos son células activas y
tienen la capacidad de expresar colageno tipo X, un sello distintivo
de la calcificaciéon o mineralizacion de la matriz extracelular
adyacente. Luego liberan el factor de crecimiento del endotelio

vascular (VEGF) para atraer células endoteliales, lo que
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desencadena el crecimiento de vasos desde el periostio (cubre el
manguito dseo) hacia el centro de la di&fisis. La invasion vascular
también depende de un reordenamiento proteolitico local de la
matriz del cartilago, y las metaloproteinasas (MMP) como MMP 9
y 13, asi como MT1-MMP, una MMP unida a la membrana,
participan en este proceso debido a su capacidad para dividir el

cartilago. (3)

Los condroblastos una vez adheridos a la superficie del cartilago
mineralizado a través de la zona de sellado, se activan y liberan
fosfatasa 4cida resistente al tartrato (TRAP), también conocida
como fosfatasa acidab resistente al tartrato (Acp5). En los sitios de
union, la membrana celular de los condroblastos estd muy plegada
(borde ondulado) y crea un medio acido (pH ~4.5) para
desmineralizar y luego reabsorber la matriz del cartilago. Este
proceso, al mismo tiempo, hace mas accesible la red orgdnica, y la
catepsina K parece ser la responsable de la degradacién de las

fibrillas de colageno tipo I1.(3)

La erosidn continua del cartilago diafisario hace que la cavidad
medular se llene de vasos sanguineos y células hematopoyéticas,

ademads de un andamiaje de cartilago mineralizado sobre el cual los
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osteoblastos depositan osteoide. Los osteoblastos se originan a
partir de células osteoprogenitoras, y los factores de transcripcion
como SOX9, RUNX2, SP7 son esenciales para su diferenciacion. El
osteoide se mineraliza a través de la actividad del fosfato alcalinoy
forma trabéculas de tejido éseo, lo que conduce al establecimiento

del POC.(3)

Una vez que el POC se establece, la formacién del centro de
osificaciéon secundaria (SOC) se inicia en la epifisis, mediante la
invasion de los canales del cartilago vascularizado, seguido de la
mineralizacion del cartilago hipertréfico. (3) Los canales de
cartilago forman una red compleja en la epifisis y las células
osteogénicas de los canales contribuyen al establecimiento del
SOC, el modelo de cartilago original se reemplaza por hueso, estos
eventos ocurren en la union condro-6sea de la placa de crecimiento
epifisiario. Esta zona de transicidon esta compuesta por cartilago
mineralizado y matriz 6sea temprana, la cual se caracteriza por la
presencia de condrocitos hipertréficos, condroblastos,

osteoblastos y vasos sanguineos.(3)

Una vez que se completa el crecimiento éseo longitudinal, quedan

capas de cartilago hialino en los extremos del hueso, formando el
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cartilago articular, este No tiene pericondrio y solo presenta una
capacidad limitada para la autorregeneracion. El cartilago articular,
ademads, no contiene vasos sanguineos y la endostatina, actua
como factor antiangiogénico, el cual es el responsable de preservar

la avascularidad. (3)

La mayor parte de los centros de osificacidon secundaria aparecen
en etapa postnatal, sin embargo, en el fémur, tibia y himero
aparecen antes del nacimiento. Primero ocurre en la epifisis distal
del fémur a las 33 semanas y luego en la epifisis proximal de la tibia

y el humero; estos centros son indicadores de la madurez fetal.(3)

El cartilago articular adulto muestra una organizacién compleja con
una estructura en capas. Comprende una zona superficial con
condrocitos aplanados, su eje mayor paralelo a la superficie,
seguido de una zona mineralizada medial y profunda con una
organizacién columnar y vertical de los condrocitos. La zona

mineralizada se fusiona con el hueso subcondral de soporte. (3)

Factores de transcripcion asociados a la osificacion.

La activacién de factores de transcripcion en momentos especificos

durante la diferenciacidn proporciona fases fundamentales para la
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formacién de hueso.(2) Se han descrito diversos genes
involucrados en este proceso, sin embargo, solo se mencionan los

gue interactuan en la diferenciacidn de los osteoblastos.

SOX9. Es un miembro de la familia de factores de transcripcion que
contienen cajas de grupo de alta movilidad (SOX) relacionado con
SRY, la proteina codificada por este gen reconoce la secuencia
CCTTGAG junto con otros miembros de las proteinas de union al
ADN de la clase HMG-box. controla el desarrollo esquelético
durante la osificacién endocondral. Algunos estudios en ratones
han recalcado la importancia de SOX9 como factor de transcripcion
integral para el compromiso condrogénico, el cual es esencial para
establecer el primordio intermedio para la osificacion de los
osteoblastos. Por otro lado, SOX9 impulsa la diferenciacién del

cartilago al activar genes condrogénicos como COL2A1.(2,6)

El gen RUNX2, es miembro de la familia RUNX de factores de
transcripcidn y codifica una proteina nuclear con un dominio de
union a DNA Runt. RUNX2 se une a la subunidad B del factor de
union central para formar un heterodimero que regula la expresiéon
de genes osteoblasticos, como los que codifican la osteopontina

(SSPP1), la sialoproteina dsea 2 (IBSP) y la osteocalcina 2 (BGLAP2).
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La actividad de RUNX2 es esencial para la diferenciacién
osteoblastica y la morfogénesis esquelética ya que actia como
andamio para los dacidos nucleicos y los factores reguladores

implicados en la expresién génica del esqueleto (2,7)

El gen SP7, también conocido como OSX, codifica un miembro de Ia
subfamilia Sp de factores de transcripcion Sp/XKLF. Las proteinas
de la familia Sp son proteinas de unién a ADN especificas de
secuencia caracterizadas por un dominio de transactivacién amino-
terminal y tres motivos de dedos de zinc carboxi-terminales. (8) SP7
se expresa en osteoblastos, osteocitos e incluso en niveles bajos en
condrocitos. Presenta un papel importante en la diferenciacion,
maduracién y funcién de las células dseas, ya que desencadena la
diferenciacién de osteoblastos a osteocitos. Sin la presencia de OSX

no se invade la matriz primordial del cartilago. (2,9)

ATF4, es un factor de transcripcidon que pertenece a una familia de
proteinas de union a ADN que incluye la familia de factores de
transcripcién AP-1, proteinas de union a elementos de respuesta a
AMPc (CREB) y proteinas similares a CRE.(10) Los efectos
reguladores de ATF4 en la homeostasis 0sea se producen a través

de dos mecanismos. Primero, ATF4 regula la diferenciacion de los

16



osteoblastos a través de la modificacion postranscripcional, lo que

permite la sintesis de colageno tipo I, un papel esencial del

osteoblasto. En segundo lugar, ATF4 interactia de manera

cooperativa con RUNX2 formando un complejo con SATBZ2,

mejorando la actividad de ambos factores de transcripciéon y

promoviendo la osteogénesis. Ademas, la actividad de ATF4 es

suprimida por el factor que inhibe la transcripcién mediada por

ATF4 (FIAT). ATF4 y FIAT (también conocido como TXLNG) se

expresan en osteoblastos. (2)

Genes asociados al desarrollo 6seo

EFECTO

MECANISMO DE ACCION

AP-1

FIAT

FOXO

GLI1

GLI2

GLI3

HAND2

FACTOR DE TRANSCRIPCION

Regula la homeostasis de los
osteoblastos
Reduce la actividad de
osteoblastos
Incrementa el
osteoblastos
Estimula la diferenciacion de
osteoblastos
Estimula la diferenciacion de
osteoblastos
Estimula la diferenciacion de
osteoblastos
Inhibe el
intramembranoso
diferenciacion en la mandibula

nimero de

osteoblasto

Mejora la

expresién RUNX2
Antagoniza la funcién de
ATF4

Interactda con ATF4

Mejora la actividad RUNX2
Mejora la actividad RUNX2
Inhibe la unién al ADN de

RUNX2
Inhibe RUNX2

17



HOX11

OsX

RUNX2

TAZ

TWIST

GEN

BGLAP

COL1A1

DKK1

PTK2

SOST

EFECTO
Modela el
apendicular
Estimula la diferenciacion
de osteoblastos
Estimula la diferenciacion
de osteoblastos

esqueleto

Estimula la diferenciacion
de osteoblastos

Inhibe la diferenciacion de
osteoblastos

Regula la remodelacién
dsea

Se une a la apatita y al
calcio.

Regulador negativo del
crecimiento éseo.
Estimula la diferenciacién
de osteoblastos
Regulador negativo del

crecimiento oseo.

Tabla 1. Genes asociados al desarrollo dseo

Mecanismo de accion
Mejora la  actividad
RUNX2

Interactia con MSX2

Actia como un factor
regulador del andamio
involucrado en la
expresion de genes
esqueléticos.

Co-activa RUNX2

Inhibe RUNX2

Se une a la apatita y al
calcio.
Se une al calcio

Inhibe la
LRP5 o LRP6
Regulador negativo del
crecimiento éseo.
Estimula la
diferenciacién de
osteoblastos

interaccion

. Tomado de (2)
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Vias de sefializacion en el desarrollo dseo.

Vias de sefializaciéon en el desarrollo dseo.

La diferenciacion de los osteoblastos es regulada por diversas vias
de seializacidn, estas funcionan de una manera coordinada para el
desarrollo adecuado de la osificacion y a su vez la reparacién de
este. Se mencionaran las principales vias de sefializacion

involucradas, en este proceso. (19)

Via Hedgehog.
Hedgehog (HH) es una proteina secretada que funciona como
morfégeno a través de un mecanismo de sefializacion paracrino. La
via consta de tres homdlogos: sonic hedgehog (SHH), Indian
hedgehog (IHH) y desert hedgehog (DHH). La via HH tiene un papel
vital en la formaciéon de hueso durante la osificacion endocondral,
yta que la diferenciacion de osteoblastos requiere de la regulacién
de GLI1 o GLI2 a través de la seifalizacion HH. Ademds, la
diferenciacién de osteoblastos se pierde en ausencia de
sefalizacion /HH, lo que da como resultado una incompleta

osificacién endocondral. (10,19)
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Via de NOTCH

Esta via requiere de un contacto directo de célula con célula. Los
receptores Notch (NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3 y NOTCH4)
expresados en las células interacttian con las familias Jagged (JAG1
y JAG2) y tipo Delta (DLL1, DLL3 y DLL4) para iniciar la sefializacion
intracelular. La inactivacién de PSI, NOTCH1 y NOTCH2, resulta en
un aumento de condrocitos hipertréficos en la placa de
crecimiento, lo que llevo a una mayor masa del hueso trabecular.
Es decir, NOTCH mejora la replicacion de los osteoblastos y suprime

la diferenciacion de osteoblastos. (19)

WNT.

WNT es un regulador complejo del desarrollo esquelético. Se han
identificado 3 diferentes vias: una via candnica, la WNT/B-catenina,
y dos vias no candnicas. (19) La via candnica de WNT permite que
las células ostoprogenitoras progresen a osteoblastos. La
activacion de la via Notch inhibe la via WNT candnica, provocando

una detencion en la diferenciacién de osteoblastos. (10)

BMP
Las proteinas morfogenéticas éseas son factores de crecimiento

multifuncionales que pertenecen a la superfamilia del factor de
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crecimiento transformante beta (TGF 3).(11) TGFf es un péptido
multifuncional que regula procesos celulares como proliferacion y
diferenciacién. Estas proteinas forman complejos TGFf5, que
interactlan con los receptores de proteina quinasa especificos de
serina/treonina de la superficie celular. En la osteoblastogénesis, el
TGF-68 promueve la expansién y proliferacidn de osteoprogenitores,
la diferenciacion temprana y el compromiso con el linaje

osteoblastico a través de las vias MAPK y SMAD 2/3. (12)

Factor de crecimiento de fibroblastos. FGF

Los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) son una gran
familia de 18 o mas proteinas que se unen principalmente a cuatro
receptores de FGF de tirosina quinasa de la superficie celular (FGFR
1-4). Esta unién induce la dimerizaciéon de los dominios tirosina
quinasa del receptor y su transfosforilacién secuencial. La
sefializacion de FGF es fundamental también en la osificacion
intramembranosa y en la regulacién de todos los pasos de la
osteoblastogénesis. En particular, FGFR1 se expresa en el tejido

mesenquimal del crdneo y mas tarde en los osteoblastos.(12)
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Desregulacion y relevancia clinica

Los huesos son continuamente reabsorbidos por osteoclastos y
reemplazados por nuevos huesos formados por osteoblastos. Esta
actividad de remodelacidn ésea puede proporcionar resistencia
mecanica al hueso y repararlo, El equilibrio entre la resorcion y la
formacidn dseas y la regulacion de estos procesos son
fundamentales para mantener la densidad ésea y la homeostasis
mineral. (13) La desregulacion de la biologia 6sea en el contexto de
la reparacion dsea se produce en un espectro que va desde la falta
de hueso hasta el hueso excesivo. A lo largo de la vida, el hueso
alcanza un pico de densidad mineral ésea (DMO) en la edad adulta
temprana y a partir de los 30-40 afios, se inicia una disminucién
gradual de la masa 6sea.(2,14)

Hay varias condiciones que pueden causar un desequilibrio en el
proceso de remodelacidon que conduce a la osteoporosis. Mientras
que el periodo posmenopausico y la vejez son las principales causas
de la osteoporosis, otros factores de riesgo, incluidos los
medicamentos, trastorno en el sistema endocrino, inmovilizacion,
artropatia inflamatoria, trastornos hematopoyéticos y trastornos

de la nutricién. (13)
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El proceso de envejecimiento en las mujeres se asocia con un
aumento en la tasa de remodelacidn dsea tanto en el hueso
esponjoso como en el hueso cortical, combinado con un equilibrio
negativo de remodelacion, lo que resulta en pérdida dsea y
alteracion de la microarquitectura O6sea. El adelgazamiento
trabecular y la pérdida de trabéculas se pueden observar en hueso
esponjoso, mientras en el hueso cortical, se presenta una pérdida
0sea endocortical e intracortical que disminuyen el grosor cortical
y un aumento de la corteza cortical porosidad. Los cambios en la
matriz y la composicion mineral del hueso también pueden

contribuir a una mayor fragilidad ésea. (15)

La osteoporosis se define como una enfermedad esquelética
sistémica con las caracteristicas baja masa 6sea y deterioro de la
microarquitectura del tejido 6seo, con el consiguiente desbalance
entre la resorcién y la formacion dsea como resultado, la
degradacion ésea supera la formacién de esta, aumentado la

fragilidad dsea y susceptibilidad a la fractura. (13,16)

La osteoporosis no presenta signos ni sintomas, sin embargo, esta
afecta a todos huesos del cuerpo, no obstante, las fracturas

secundarias por osteoporosis ocurren con mayor frecuencia a nivel
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de muiiecas, cadera y columna vertebral.(17) Solo un tercio de los
pacientes con fractura regresan a su nivel de funcionalidad anterior
y un tercio de estos pacientes requieren hospitalizacion, ademads de
las fracturas, la osteoporosis puede aumentar las tasas de
hospitalizacidn por complicaciones secundarias asociadas. (18) Las
fracturas en cadera y columna se asocian con un mayor riesgo de
muerte. (17) Por lo anterior, estas complicaciones condicionan la

calidad y esperanza de vida.

El conocimiento de polimorfismos de susceptibilidad o de
proteccion, ayudaran al disefio de estrategias que tengan un
impacto en la reduccidén de la prevalencia de este padecimiento con
sus inherentes beneficios para el paciente y la consecuente

reduccion de costos en la atencion medica global.

Objetivos

General.
Determinar si existe asociacion de los de SNVs en los genes GC

(rs2282679) y VDR (rs4516035) con la osteoporosis en mujeres
posmenopdusicas mexicanas del Instituto Nacional de Rehabilitacidon

Luis Guillermo Ibarra Ibarra.
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Especificos.

Identificar las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNVs
rs2282679 en el gen GCy rs4516035 en el gen VDR, en un grupo de
pacientes posmenopausicas con diagndstico de osteoporosis y en un

grupo de mujeres posmenopausicas sin osteoporosis.

Analizar los modelos de herencia autosémico dominante,
autosoOmico recesivo y aditivo para determinar la asociacion de los

SNVs con osteoporosis.

Hipotesis.
Es posible que las SNVs rs2282679 en el gen GC y rs4516035 en el

gen VDR sean de utilidad clinica para identificar a la poblacién con

mayor riesgo de padecer osteoporosis en poblacién mexicana.
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Marco Teodrico.
Definicion
La osteoporosis se define como una enfermedad esquelética
progresiva caracterizada por una densidad mineral dsea disminuida
y el deterioro de la microarquitectura del tejido dseo, con el
consiguiente desbalance entre Ila resorcién y la formacion
0sea(16,19). Por su raiz del griego (0otéov) hueso y (mopoc), paso,
poro, etimolégicamente significa “huesos porosos”, refiriéndose a la
formacidn de poros en los huesos, los poros se refieren a los orificios
gue aparecen en el entramado trabecular causando pérdida de masa
Osea y alteracién de la microarquitectura. (20) La osteoporosis se
produce como resultado de un desequilibrio en el proceso de

remodelacidon en el que la reabsorcién ésea supera la formacién

Osea.(13)

De acuerdo con la densidad mineral 6sea (DMO), la osteoporosis se
define con una puntuacién T de <-2.5 segun los criterios de
diagnodstico producidos por la OMS utilizando puntajes de desviacion
estandar de DMO relacionados con la masa ésea maxima en mujeres
jévenes sanas. Las puntaciones T de DMO entre -1 y -2.5 se

consideran como osteopenia y baja densidad mineral ésea. (15). La
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osteoporosis posmenopdusica (PMOP) es una enfermedad
degenerativa dsea sistémica femenina. Las caracteristicas
patoldgicas de la PMOP incluyen baja densidad mineral dsea (DMO)
y daio de la microestructura, lo que resulta en una alta incidencia de

fracturas sin estrés.(21)

Epidemiologia

Se estima que en todo el mundo hay 200 millones de personas con
osteoporosis, siendo mas comuln en mujeres posmenopausicas y se
calcula su prevalencia en un 22%, mientras que en hombres de Ia
misma edad es del 5%. (18,22) Debido al rapido aumento de la edad
media de la poblacidn, se puede predecir un incremento del nimero
de personas con osteoporosis, como se puede apreciar en la figura'y
en consecuencia, acrecentamiento del nimero de fracturas por
osteoporosis.(18) Presentando un importante problema de salud

publica a nivel global.
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Figura 1. Tendencias en la prevalencia de osteoporosis ajustada por edad entre
adultos de 50 aiios 0 mas, por sexo(19)
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Figura 2. Mapa global de la carga de salud de las fracturas relacionadas con baja
densidad mineral 6sea en 2019. (23)

En México, no se reporta de manera anual las prevalencias de la
osteoporosis, sin embargo, en 2018 la prevalencia se estimd en un
18% y en el 2013 se describe que el 15.6% de mujeres presentaban
osteoporosis en caderay 16.8 % en columna. (17,24) De acuerdo con
la ENSANUT 2018-19, la prevalencia de fragilidad observada es
10.6%, cifra que es menor a las que han sido reportadas en otros
estudios. (25) Por otro lado, la PMOP afecta a mas del 40% de las

mujeres posmenopausicas.(21)
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Se estima que 1 de cada 12 mujeres mexicanas y 1 de cada 20
hombres mexicanos tendrdn una fractura de cadera después de los
50 afios (probabilidad de riesgo de por vida de 8.5 y 3.8%,
respectivamente). Se estima que 1 de cada 12 mujeres mexicanas y
1 de cada 20 hombres mexicanos tendran una fractura de cadera
después de los 50 afios (probabilidad de riesgo de por vida de 8.5y
3.8%, respectivamente). (26) En 2019, el Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) reportd que se presentaron 11,615 fracturas de
cadera en mayores de 65 afios, lo que representa una tasa de 176
fracturas por cada 100 000 habitantes en toda la poblacién.(27) Por
otro lado, los cambios demograficos estimados para México indican
gue el numero anual de fracturas de cadera aumentara a 155,874 en

2050, como se muestra en la figura 3.(28)

Hombre
200 Mujer

29732

2005 2010 2015 20202025 2030 20352040 2045 2050
Figura 3. Fx de cadera en hombres y mujeres mexicanas 2005 y 2050. Tomado
de panorama de Clark P. La osteoporosis postmenopausica en México: Retos
Y Oportunidades
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El 20% de las personas que sufren una fractura de cadera mueren
dentro de los 6 meses posteriores a la fractura. Ademads, se producen
alrededor de 8,9 millones de fracturas osteopordticas cada afio en
todo el mundo, lo que equivale a una fractura cada 3 segundos.

(18,29).

Diagndstico

Tradicionalmente el diagndstico se basa en la disminucién de la
densidad mineral ésea, en la ausencia de fracturas, sin embargo en
2016 y 2020 la Asociaciéon Americana de Endocrinologia clinica
(AACE), el colegio americano de endocrinologia (ACE) vy las guias de
practica clinica para el diagndstico y el tratamiento de Ia
osteoporosis en paciente menopausicas recomiendan que la
osteoporosis también se puede diagnosticar en pacientes con
osteopenia y mayor riesgo de fractura utilizando la herramienta de

evaluacion del riesgo de fracturas (FRAX).(30)

FRAX
La herramienta de evaluacién del riesgo de fractura conocida como

FRAX, presentada en 2008, es un algoritmo informatico que calcula

la probabilidad de desarrollar a 10 afios una fractura osteoporética

30



mayor (cadera, columna, himero o mufieca. El riesgo de fractura se
calcula a partir de la edad, el indice de masa corporal y factores de
riesgo(31). Dentro de los factores de riesgo incluidos en la
herramienta se encuentra sexo, peso, IMC, talla, fractura previa,

tabaquismo entre otros, los cuales se mencionan en la tabla 2.

Factores de Riesgo incluidos en FRAX

Edad AHF con fractura previa Osteoporosis secundaria**
Peso Tabaquismo Alcoholismo*

Talla Glucocorticoides DMO

Sexo Artritis Reumatoide Fractura previa

Tabla 2. Factores de Riesgo incluidos en FRAX. * Alcoholismo activo (Se coloca
positivo el paciente beba 3 0 mas dosis de alcohol por dia. Una dosis de alcohol
varia ligeramente entre paises de 8-10g de alcohol. ** Osteoporosis
secundaria: trastorno asociado a osteoporosis secundaria diabetes tipo |,
osteogénesis imperfecta del adulto, hipertiroidismo. (30,31)

Cuando se utiliza la herramienta FRAX, se recomienda la intervencidn
farmacoldgica para pacientes con una probabilidad mayor o igual al
20 % de fractura osteoporética mayor o una probabilidad mayor o

igual al 3 % de fractura de cadera en los préximos 10 afios. (14,19)
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Criterios de OMS para la clasificacion | Diagnéstico AACE 2016 y 2020 de
de osteopenia y osteoporosis Osteoporosis en mujeres

posmenopausicas

Categorias T -score 1. T score -2,5 0 menos en la columna
Normal -1.0 o por debajo lumbar, el cuello femoral, el fémur
Osteopenia Entre-1.0y-2.5 proximal total o 1/3 del radio
Osteoporosis -2.5 0 menos 2. Fractura de columna o cadera por
Osteoporosis -2.5 0 menos con | traumatismo bajo

severa fractura por fragilidad | (independientemente de la DMO)

3. Puntuacién T entre-1,0y-2,5+ una
fractura por fragilidad del humero
proximal, la pelvis o el antebrazo
distal

4. Puntuacion Tentre-1,0y-2,5y
alta probabilidad de fractura en FRAX

Tabla 3. Criterios diagnésticos de acuerdo con las diversas

asociaciones.(30)

Osteoporosis secundaria

Las causas secundarias se encuentran en aproximadamente el 30%
de las mujeres posmenopausicas y entre el 50% y el 80% de los
hombres, dentro de las causas secundarias se asocian osteomalacia,

sindrome de mala absorcién, hiperparatiroidismo primario,
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enfermedad renal crénica, osteogénesis imperfecta, hipercalciuria,
mieloma multiple, beta talasemia, espondilitis anquilosante, artritis
reumatoide, esclerosis multiple, VIH, sindrome de Ehlers Danlos,
alcoholismo, deficiencia de vitamina D, hipogonadismo,
hiperprolactinemia, hiperparatiroidismo, acromegalia, Cushing, LES,
acidosis tubular renal entre otros factores externos como
medicamentos, antiepilépticos, inhibidores de la aromatasa,

medroxiprogesterona incluso glucocorticoides. (14)

Etiologia y bases moleculares de la osteoporosis

La patogenia de la osteoporosis implica una interaccién compleja de
varios mecanismos moleculares, incluidas alteraciones en la
remodelacién ésea, actividades celulares y vias de sefializacion.
Durante la ultima década, se han realizado avances significativos en
la comprension de los mecanismos moleculares subyacentes a la

osteoporosis.(13,19,32)

Remodelacién y Desequilibrio Oseo.

La remodelacién dsea, un proceso que involucra la formacion y
reabsorcidn désea, juega un papel crucial en el mantenimiento de la
salud esquelética. (33) La alteraciéon del equilibrio entre Ia

reabsorcion y la formacion dsea conduce a la osteoporosis. Varias
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moléculas clave han sido identificadas como contribuyentes a este
desequilibrio. El activador del receptor del factor nuclear kappa B
(RANK)/ligando RANK (RANKL)/osteoprotegerina (OPG) es uno de
esos reguladores de la remodelacion dsea. Estudios recientes han
proporcionado informacién sobre la modulacion de esta via,

destacando su importancia en la progresién de la osteoporosis.(2,34)

Via de sefializacion de WNT/B-catenina

La via de sefalizacion WNT/B-catenina, anteriormente descrita, es
un regulador critico de la formacion y remodelacion dsea. Las
alteraciones en esta via como una mayor expresion de inhibidores
de WNT o variantes en genes relacionados con WNT, pueden alterar
la homeostasis 6sea normal y contribuir al desarrollo de

osteoporosis.(13,32)

Eje RANKL/RANK/OPG

El activador del receptor del ligando del factor nuclear kappa B
(RANKL)/RANK/osteoprotegerina (OPG) es un sistema regulador
crucial involucrado en la diferenciacion y funcion de los osteoclastos.
Los desequilibrios en esta via, con un aumento de RANKL y una

disminucion de los niveles de OPG, conducen a una actividad

34



excesiva de los osteoclastos, lo que contribuye a la pérdida dseay la

osteoporosis.(13)

Vitamina D.

La vitamina D es una hormona esteroidea que aumenta el calcio
sérico, el fosfato sérico y promueve la mineralizacidn de la matriz
6sea y la placa de crecimiento. Estas acciones requieren la unién del
metabolito activo calcitriol al receptor nuclear de vitamina D (VDR).
(35). En las células diana, el calcitriol muestra una alta afinidad por
el VDR, cuando este ultimo estd asociado al receptor de dacido
retinoico (RXR). (36)La unidon del ligando al VDR desencadena la

transcripcién del gen.

El VDR se expresa en la mayoria de los tejidos del cuerpo, incluidos
el intestino, los rifiones, los huesos y los queratinocitos de los
foliculos pilosos. En las células intestinales, el 1,25(0OH) 2D promueve
la expresidn del transportador de canales de calcio TRPV6 (transient
receptor potencial cation channel subfamily V member 6), por lo
tanto, favorece la absorcién de calcio y la hormona paratiroidea
(PTH)(35,36) Se ha descrito diversos genes estan involucrados en el
metabolismo de VD como GC, CYP2R1, CYP27A1, CYP27B1, CYP24A1
y VDR(37)
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Desequilibrios hormonales y pérdida dsea

Las hormonas juegan un papel importante en la remodelacién 6sea
y el mantenimiento de la densidad dsea. Las hormonas sexuales,
particularmente el estrégeno y la testosterona, tienen un impacto

sustancial en la salud ésea.(33)

Los receptores de estrogeno (RE) estan altamente expresados en
osteoblastos, osteoclastos y osteocitos, lo que ofrece efectos
protectores en el hueso. El estrégeno se une a los ER, que regulan la
expresion de proteinas codificantes de genes diana de estrogeno
como /L-1, IGF1 y TGFB. Ademas, los RE también pueden RANKL, lo
que inhibe la formacion de osteoclastos y la actividad de reabsorcion

Osea. (38)

Las mujeres posmenopausicas experimentan una disminucion en los
niveles de estrogeno, lo que resulta en una pérdida dsea acelerada.
La deficiencia de estréogeno conduce a un aumento de la actividad de
los osteoclastos y a una disminucion de la funcién de los
osteoblastos. Del mismo modo, los niveles bajos de testosterona en

los hombres que envejecen contribuyen a la pérdida dsea.(39)
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Otros desequilibrios hormonales, como niveles reducidos de
testosterona en los hombres o niveles elevados de hormona
paratiroidea (PTH), también pueden contribuir a la pérdida

0sea.(35,38)
Citoquinas Inflamatorias y Remodelacién Osea

La inflamacién crénica, comunmente observada en condiciones
como la artritis reumatoide o la enfermedad inflamatoria intestinal,
contribuye a la pérdida dsea acelerada. Las citocinas
proinflamatorias, incluidas la IL-1, IL6 y TNF-a, mejoran la
osteoclastogénesis y suprimen la funcion de los osteoblastos, lo que
conduce a una remodelacidn 6sea desequilibrada. Estas citoquinas
ejercen sus efectos a través de varias vias de sefializacién, incluida la
via del factor nuclear kappa B (NF-kB), que influye en Ia
supervivencia, diferenciacion y activacién de las células

Oseas.(40,41)

MicroRNAs y Modificaciones Epigenéticas

Los microRNA son pequefias moléculas de RNA no codificante que
regulan la expresion génica. Se sugiere que los miRNA desempeian

un papel vital en la osteoporosis al modular las actividades de los
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osteoblastos y los osteoclastos, asi como la desregulacion de los

miRNA en el hueso osteoporético. (39,42)

Genética y Osteoporosis

La DMO es un rasgo complejo con multiples alelos que dictan la
proporcién genética de la densidad mineral dsea maxima en
cualquier persona. Se ha relacionado que, al existir un antecedente
de fractura osteopordtica en padres, se predice un riesgo
aumentado de presentar una fractura en su descendencia,
destacando la existencia de una contribucion genética a esta
enfermedad.(43) Hay una gran cantidad de enfermedades
monogénicas que pueden afectar la masay la fuerza 6sea, pero estos
alelos de enfermedades contribuyen muy poco a la variacion

observada en la DMO en el conjunto de la poblacién. (44)

Se ha estimado que la proporciéon de la influencia genética
hereditaria en la DMO se estima de un 85 %, y se han observado
heredabilidades igualmente altas para los fenotipos de Ila
arquitectura ésea que predicen fracturas, sin embargo, la evidencia
actual ha revelado que DMO tiene una heredabilidad de 45-78%

dependiendo de la poblaciéon estudiada(43,45) Por lo tanto, la
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osteoporosis es una enfermedad multifactorial influenciada por

factores genéticos, hormonales y ambientales.

GWAS.

Los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) por sus
siglas en inglés, se usan con mucha mas frecuencia para el mapeo
genético, el cual examina todo el genoma para detectar asociaciones
entre variantes genéticas y rasgos en muestras de poblaciones. Los
GWAS también se han implementado con éxito para definir mejor el
papel relativo de los genes y el medio ambiente en el riesgo de

enfermedades, ayudando en la prediccion del riesgo.(46)

Se han realizado diversos GWAS, de acuerdo con el catalogo de
estudios de asociacidon de todo el genoma, casi 400 variantes de un
solo nucledtido (SNV) estan asociados con DMO baja y
osteoporosis(45). En la figura 4 se muestran los loci que estdn
significativa y solidamente asociados con la osteoporosis y rasgos

relacionados.(47)
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Figura 4. Loci genéticos informados por el catalogo GWAS para osteoporosis
y rasgos relacionados. Fractura que ocurre en cualquier sitio, excepto en los
dedos de las manos y los pies y el craneo, después de los 18 afios. BMC
contenido mineral éseo, BMD densidad mineral 6sea, BUA atenuacién de
ultrasonido de banda ancha, FN cuello femoral, LL extremidades inferiores, OF
fracturas osteopordticas, SOS velocidad del sonido. (48)

Los SNV es un lugar en la secuencia de ADN donde existe una

variacion, y la variante menos comun esta presente en al menos el
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uno por ciento de la poblacién analizada. Los SNV contribuyen a la

variacion fenotipica entre los individuos. (48)

Estos SNV asociados a OP estdn involucradas en varios procesos
bioldgicos, incluida la formacién dsea, la sintesis de colageno, el
metabolismo del calcio y la regulacién hormonal. (49,50) Estos
polimorfismos pueden contribuir a causar un desequilibrio,
principalmente relacionado con las vias del metabolismo 6seo, como
los sistemas RANK/RANKL/OPG y WNT/B-catenina. Ademads, otros
polimorfismos pueden influir en la expresién y regulacién de
moléculas asociadas al aumento de la resorcion ésea, como IL-1, IL-
6, TNF y PTH. (51) Dentro de las vias involucradas existen multiples
genes asociados, por mencionar ZBTB40, GPR177, FGFRL1, MEPE,
MEF2C, ESR1, SHFM1, WNT16, OPG, SOX6, LRP5, AKAP11 y FOXL1,
VDR, GC.(48)

En el presente estudio se analizaron 2 SNVs localizados en los genes
de receptor de vitamina D (VDR) y proteina de unién a la vitamina D
(GC), estos genes estan asociados en la regulacién del metabolismo

0seo y remodelamiento dseo.
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VDR

El gen del receptor de vitamina D (VDR) codifica el receptor de
vitamina D3, el cual se localiza en 12g13.11. Es un miembro de la
superfamilia de receptores de hormonas nucleares de factores de
transcripcion inducibles por ligandos. Este receptor también
funciona como receptor del acido biliar secundario. Los objetivos rio
abajo estan principalmente involucrados en el metabolismo mineral,
aunque este receptor regula una variedad de otras vias
metabdlicas(52). En 1994, se mostro la relacién entre el genotipo
VDR y la masa 08sea., se han realizado muchos estudios sobre la
asociacion entre los polimorfismos del VDR y la densidad mineral
6sea (DMO), sin embargo, durante 2012 algunos resultados habian
sido inconsistentes en algunas poblaciones, incluida poblacion

mexicana.(53)

El SNP mas ampliamente investigado en este gen es el rs1544410,
gue se ha asociado con la DMO y el riesgo de fractura osteopordtica
en ciertas poblaciones. (54-56) Por otro lado, se han estudiado,
diferentes polimorfismos Apal (rs7975232), Bsml (rs1544410),
EcoRV (rs4516035), Fokl (rs2228570) y Taql (rs731236) alteran la

actividad del receptor. (55)
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rs4516035
Ubicado en gen VDR receptor de vitamina D.

Existen diversos estudios enfocados a este polimorfismo los cuales
se han relacionado con un numero grande de enfermedades,
condiciones y fendmenos fisioldgicos, lo que sugiere un alto grado
de pleiotropismo,(56-59) dentro de los cuales se describe una

asociacion con la disminucién de vitamina D.(60)

Cabe resaltar al estudio de Rivera y colaboradores quienes
observaron una significativa asociacién con la deficiencia de vitamina

D en posmenopausicas mexicanas. (37)

Describiendo dentro de su estudio la frecuencia alélica encontrada
en poblacién mexicana y en grupos amerindios, la cual se muestra

en la figura 5.
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Figura 5. Distribucion geografica de las frecuencias alélicas T/C para el
polimorfismo rs4516035 en grupos amerindios mexicanos. Imagen obtenida
y modificada de(60)

GC

Proteina de unién a la vitamina D de GC, con locus en 4ql3,
pertenece a la familia de genes de la albumina. Es una proteina
multifuncional que se encuentra en el plasma, liquido ascitico,
liquido cefalorraquideo y en la superficie de muchos tipos de células.
Se une a la vitamina D y sus metabolitos plasmaticos y los transporta
a los tejidos diana y participa en el transporte y almacenamiento de

vitamina D, eliminacién de actina G extracelular, mejora de la
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actividad quimiotactica de C5 alfa para neutroéfilos en inflamacién y

activacion de macrofagos (37,61)

Los SNV en GC que se han estudiado ampliamente son rs7041 y
rs4588, incluso se ha descrito una cohorte de mujeres
posmenopdausicas mestizas mexicanas y otra integrada por mujeres
indigenas, en la figura 4, se observa la distribucion geografica de las

frecuencias alélicas para los SNVs descritos.(37)

rs7041

7041 [] 0.361-0.419
w1 D o0a0-042

|G [ 0.430 - 0.650

B 0.651-0.661

rs4588 0.090 - 0.141
0.142-0.230
BN 0.231-0.241

A
EA m 0202-02%

Figura 6. Distribucion geografica de las frecuencias alélicas de los
polimorfismos rs4588 y rs7041 en grupos amerindios mexicanos. Imagen
modificada. (37)
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rs2282679

El rs2282679, ubicado en el gen GC del componente especifico del
grupo (proteina de unién a la vitamina D) en el cromosoma , se ha
relacionado en varios estudios con las concentraciones séricas de
vitamina D, la cual conduce a multiples consecuencias adversas para
la salud, como retraso en el crecimiento y deformidades esqueléticas
en los nifios, osteoporosis precipitada, debilidad muscular y riesgo
de fractura en la edad avanzada.(61,62) En el trabajo de Rivera y
colaboradores evaluaron la asociacion de la deficiencia de vitamina

D 689 mujeres posmenopausicas mexicanas no emparentadas. (37)

En relacién con la asociacidn de deficiencia de vitamina D y una baja
densidad mineral dsea, se sugiere que estos polimorfismos podrian
tener relacién con osteoporosis, sin embargo, por el momento
ningun trabajo se ha enfocado en analizar los modelos de herencia
autosdmico dominante, autosdmico recesivo y aditivo y determinar

la asociacidn de los SNVs con osteoporosis.
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Justificacion.

La osteoporosis es un problema de salud publica, debido a que
presenta una alta prevalencia en la poblacién mexicana. Esta
enfermedad se asocia con un alto grado de morbilidad y
complicaciones, como lo es una susceptibilidad aumentada a
padecer fracturas que condicionen tanto la calidad, como Ia

esperanza de vida, en quienes la padecen.

Actualmente, existen pocos estudios de asociacion de SNVs y
osteoporosis en la poblacién mexicana. El propdsito de este estudio
se enfocara en identificar alelos protectores o de riesgo para
desarrollar osteoporosis de acuerdo con los SNVs evaluados en

nuestra poblacion.

Por lo anterior, el conocimiento de polimorfismos de susceptibilidad
o de proteccion, ayudaran al disefio de estrategias que tengan un
impacto en la reduccién de la prevalencia de este padecimiento con
sus inherentes beneficios para el paciente y la consecuente

reduccion de costos en la atencién medica global.
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Planteamiento del problema.

La osteoporosis es una enfermedad cronico-degenerativa
caracterizada por una densidad mineral dsea reducida aumentando
el riesgo de fracturas por fragilidad, lo que resulta en una mayor
morbilidad, mortalidad y en consecuencia una mayor carga
econdmica, convirtiendo un problema de salud publica

creciente.(22)

En México, la osteoporosis es un problema de salud publica, sin
embargo, existe poca evidencia que haya evaluado la prevalencia de
osteoporosis en mujeres posmenopausicas, en 2018 la prevalencia
de osteoporosis fue del 18%.(17,24) Se ha estimado los costos
generados por fracturas secundarias a osteoporosis, los cuales

alcanzan cifras aproximadamente en S 97millones de dodlares. (63)

Se han descrito diversas variantes genéticas que se asocian a la
presencia de osteoporosis y fracturas de cadera en diferentes
poblaciones. Estas variantes ayudan a identificar poblaciones en
riesgo y permite implementar estrategias de adecuadas. Existen
pocos estudios de asociacidn de SNVs y osteoporosis en la poblacién

mexicana.
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Esta investigacidon se centra en encontrar una asociacion entre los
polimorfismos estudiados y la osteoporosis para obtener

herramientas adicionales que ayuden a prevenir la enfermedad.

El estudio de los SNVs combinado con el diagndstico precoz de la
enfermedad ayudara a determinar mejor el prondstico y orientar el
tratamiento preventivo de los pacientes de alto riesgo. La deteccidn
oportuna brinda la oportunidad de actuar tempranamente en la
enfermedad, reduciendo complicaciones y costos, mejorando asi la

calidad de vida de los pacientes

Material y Métodos.

Poblacién del estudio y tamafio de muestra.

Se incluyeron 306 mujeres mexicanas posmenopausicas atendidas
en el Instituto Nacional de Rehabilitacién que cursaron con fractura
de cadera entre los afios 2008-2015, de las cuales se tomaron como
control a 162 pacientes femeninas de edades entre 48-82 afios. Se
incluyeron como muestra a 144 pacientes femeninas
posmenopadusicas diagnosticadas con osteoporosis con edades entre

48-89 afos.
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Criterios de inclusion:

Pacientes: Mujeres mexicanas posmenopausicas que recibieron
atencion en el Instituto Nacional de Rehabilitacidon con diagndstico
de osteoporosis en cadera mediante densitometria dsea y que

cuenten con ancestria mexicana de 2 generaciones.

Controles: Mujeres mexicanas posmenopausicas atendidas en el
INR, con ancestria mexicana de al menos 2 generaciones, que

mediante densitometria se descarte osteoporosis.

Criterios de exclusion.

Mujeres cuya menopausia quirdrgica sea menor a los 48 afios, que
cuenten con antecedente de consumo de medicamentos que alteren
el metabolismo éseo ya sea tamoxifeno, hormonas tiroideas,
vitamina B12, inhibidores de receptor de estrégenos, antiepilépticos,
entre otros. Pacientes o controles que tengan diagndstico de aluna
neoplasia concomitante. Mujeres quienes cursen con osteoporosis
secundaria. Mujeres que cursaron con menarca antes de los 9 afios,

con duracion de menopausia menor a 1 afo.
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Criterios de Eliminacion.

Individuos cuya muestra de DNA no sea util para el analisis. Se
eliminardn de los controles a las pacientes que presenten un T score

de caderade -2.0 2 -2.4.

Metodologia
Se recolectaron las muestras del banco de DNA del INR
Se analizaron para determinar la concentracion y factor de pureza
determinando la absorbancia a 250 y 280 nm utilizando equipo
Biodrop.

Genotipificacién.

Se realizdé genotipificacion mediante PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) en tiempo real empleando sondas TagMan (fluoréforo
FAM vy otra con fluoréforo VIC), en un equipo Step One Real Time

PCR System de 96 pozos.

El proceso de PCR en si implica tres pasos esenciales:

desnaturalizacion, alineamiento y extensién. Durante Ia
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desnaturalizacion, se eleva la temperatura a >942C permitiendo que

el DNA de doble cadena se separe en 2 cadenas sencillas.

En el paso de alineacién, la temperatura es variable entre 52-632C
de acuerdo con los cebadores especificos, que son secuencias de
DNA cortas que flanquean la regién objetivo, se unen a sus
secuencias complementarias en la cadena de DNA. Estos cebadores

actuan como puntos de partida para la sintesis de ADN.

Durante la extensidén la temperatura aumenta a 722 C para realizar
la sintesis de las cadenas nuevas agregando nucledtidos a los

cebadores, creando copias de la regidn de ADN objetivo.

Sondas TagMan

La Taq polimerasa se deriva de bacterias que toleran temperaturas
altas. Esta enzima funciona a una temperatura éptima de 75 a 80 °C.
La capacidad de la Tag polimerasa para resistir el calor es
fundamental para la PCR, que requiere altas temperaturas para

separar las dos hebras de ADN antes de la copia.

En el genotipado por PCR con TagMan, incluye un paso adicional
para detectar y analizar el DNA amplificado durante el mismo

proceso de amplificacidon. Este paso implica el uso de sondas
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TagMan, las cuales son moléculas cortas de DNA monocatenario
marcadas con dos moléculas fluorescentes diferentes en este
estudio se utilizaron 2 sondas TagMan (una con fluoréforo FAM y
otra fluoréforo VIC) en el extremo 5' y aglutinantes de surco menor
(MGB) y extintores no fluorescentes (NFQ) en el extremo 3'. Estas
sondas estan disefiadas para unirse especificamente a una region

dentro de la secuencia de DNA amplificada.

Durante el proceso de amplificacidn, las sondas TagMan se hibridan
con sus secuencias complementarias dentro de la region de DNA
diana. Cuando la DNA Tagpolimerasa llega a la sonda, divide la sonda
entre el colorante informador y la molécula extintora. Esta escision
separa el colorante informador del extintor, lo que da como

resultado un aumento en la sefial de fluorescencia.

La fluorescencia emitida por el colorante indicador se detecta
mediante un instrumento de PCR en tiempo real, que mide la
intensidad de la fluorescencia después de cada ciclo de
amplificacidn. El instrumento traza la intensidad de la fluorescencia
frente al nimero de ciclos de amplificacién, generando una curva de
amplificacién en tiempo real. Al analizar la curva de amplificacidn, se

puede determinar el genotipo de la muestra de DNA.
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El analisis del genotipo se basa en la presencia o ausencia de sefial
de fluorescencia. Si la sefial de fluorescencia alcanza un umbral
predefinido dentro de un cierto nimero de ciclos, indica la presencia
de la secuencia de DNA objetivo y corresponde a un genotipo. Las
sefiales de cada alelo corresponden a VIC o FAM, detectando de esta

manera el estado homocigoto o heterocigoto de las muestras.

La genotipificacion por PCR con TagMan ofrece varias ventajas.
Proporciona alta especificidad y sensibilidad, ya que las sondas estan
disefiadas para unirse especificamente a la secuencia de ADN
objetivo. La deteccion en tiempo real permite el analisis cuantitativo,

lo que permite una determinacion precisa de los genotipos.

Componentes de la reaccién de PCR.

Los elementos que se necesitan para la reaccion en cadena de
polimerasa son: el DNA molde, una solucién amortiguadora, H;O,
cloruro de magnesio como cofactor enzimatico, una DNA polimerasa
dependiente de DNA termoestable en este caso usando (Taq
polimerasa), una mezcla equimolar de los desoxinucledsidos
trifosfato (ANTPs: de adenina, guanina, citosina y timina), asi como

dos cebadores de 16 a 24 nucledtidos de longitud.
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Reactivos: se utilizaron 5 pl en total, de los cuales se distribuyeron 2 pl
de DNA de cada paciente, 3 ul de los reactivos restantes, las cuales se

muestran a continuacion:

Reactivo Volumen ul x-101

H20 0.38 ul 38.38 ul
Sonda 0.12 pl 12.12 pl
Master Mix 2.5 ul 252.5 ul

Se utilizaron placas de 96 pozos, 3 pozos fueron controles negativos
(NTC) los cuales no contenian DNA y 3 pozos con genotipo
previamente conocido, siendo el control positivo. Se repitid la

reaccion al mostrar resultado como no concluyente.

Se evalug el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada SNP, el cual se

comprobd mediante una prueba de chi-cuadrado.

La asociacion entre SNVs y osteoporosis se evalué mediante modelos
de regresion logistica ajustados por covariables de interés para
obtener una razén de momios (OR) e intervalos de confianza del 95%
(IC 95%). Las variables de interés utilizadas fueron: edad, IMC, afios

de menopausia.
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Para realizar el andlisis, se utilizd el software SPSS Statistics
(Statistical Package for the Social Sciences) version 26.0.0 de IBM

Corporation.

Resultados.

Se incluyeron en el estudio 306 mujeres atendidas en el Instituto
Nacional de Rehabilitacién, de la poblacién total, la media
correspondiente de las variables estudiadas fue :para la edad 64 afios
(rango de entre 45 afios a 89 afios), una media de IMC 26.76, teniendo
rango de 20-41, edad de menarca 13 afios (rango de 9-18 afios), edad
de inicio de menopausia 48 anos con un rango de entre 45 a 60 afios,
en la variable de afios de menopausia se obtuvo una media de 16
afios, obtenido desde 1 afio a 46 afios. En la figura 7 se observa un
grafico de barras con la frecuencia de las edades de las mujeres

incluidas en el estudio.

20

Frecuencia

45 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77 79 81 83 85 89
Edad

Figura 7. Frecuencia de edades de las 306 mujeres, incluidas en el estudio.
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En la tabla 4 se describen la media, mediana y moda de las variables

demograficas recolectadas de la poblacion incluida en este estudio

Tabla 4. Datos demograficos de las 306 mujeres mexicanas

incluidas en el estudio

Edad Menarca Afios Edad de inicio IMC
Menopausia de
Menopausia
Media 64.46 13.13 16.12 48.35 26.76
Mediana 63.00 13.00 15.00 50.00 26.67
Moda 52 13 1 50 21

IMC: indice de Masa Corporal.

Con respecto a la poblacién de los controles se seleccionaron 162

mujeres, con una media de edad de 59 afios, siendo el minimo 45 anos

y maximo 82 afios, con una media de IMC 28.32 (20-39), en cuanto a

la media de edad de inicio de la menopausia dentro de este grupo,

ésta fue de 49 afios, con un maximo de inicio de 58 afios y un minimo

de 40 aiios, a su vez con una media de 9 aflos de menopausia, con un

minimo de 1 afio y una maxima de 44 afios.

En la figura 8 se demuestran los datos obtenidos por densitometria,

de los cuales se encuentra en -1.13, con una moda -1.6, teniendo

como minimo 1.70 y un maximo de -2.48.
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Figura 8. T- score de las pacientes controles incluidas en este estudio.

La poblacién total de 144 mujeres con diagndstico de osteoporosis
de edades entre 48-89 afios, presentan una media de edad de 70
anos, con edad de inicio de menopausia entre 40-60 afios, con una
media de 47 anos, a su vez un IMC entre 16-41 obteniendo una
media 25.02. Por otro lado, de acuerdo con los criterios de
osteoporosis, la media de T-score en los casos fue de -2.88 con un
minimo de -2.5 y un maximo de -3.88, sin embargo, la moda de la t-
score se encuentra en-2.56. Se grafican en la figura 9 los datos de la

densitometria.
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Figura 9. T-score de mujeres con osteoporosis. En el eje de la X se observa la T-
score, en el eje de las Y se observa la frecuencia.

En la tabla 5 se incluyen los datos demograficos de los pacientes

incluidos en este estudio, con las medias, medianas y modas de cada

variable, asi como las desviaciones, divididos por casos y controles.
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Tabla 5. Datos demograficos de la poblacidn estudiada.
Datos demograficos de la poblacidn estudiada

Caso/Control o

< < o

2 o o a

o 3 s % o8& 2 g

Q Q T o T 0

o 3 2 a 2 o (o] 3

[+}] w w cr'D"

o o =,

Media 59. 12.90 | 9.91 49.17 28.32 | -1.13

9 Mediana | 55. 13. 6.50 50.00 28.51 | -1.2
>

g Moda 52 13 1 50 25 -1.60

Desv. 8.581 | 1.458 | 8.824 3.963 5.081 | 0.907

Media 70 13. 23.10 47.42 25.02 | -2.88

A Mediana | 72. 13 23.00 48.00 24.73 | -2.71
Q

§ Moda 78 13 15 50 21 -2.56

Desv. 9.544 | 1.528 | 10.674 | 4.734 4.044 | .423

Se dividen en casos con un total de 144 mujeres y controles total de 162.IMC:
indice de Masa Corporal.

Se realizd la busqueda de los posibles alelos para los SNVs
estudiados. En el gen GC (rs2282679) se describe los alelos Ty G, por
lo tanto, es bialélico, siendo T el alelo ancestral o el de referencia y

el alelo G como el alternativo. Por otro lado, para el SNV rs4516035
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del gen VDR, éste presenta T y C como alelos, siendo T el alelo de

referencia y C el alelo alternativo.

El anadlisis estadistico de un polimorfismo se basa en estimar la
prevalencia poblacional de cada alelo, y al hacerlo para cada
genotipo posible podemos estimar las frecuencias genotipicas y

alélicas.

En la poblacion total se observd una frecuencia alélica para
rs2282679 de T:78% y G: 22%, asi como en el grupo control T:76% y
G:24%, en el grupo de casos T: 81% G:19% para rs2282679. Por otro
lado, en rs4516035, se observa una frecuencia alélica deT:70% y
C:30% tanto para la poblacién total, como para el grupo control y el
grupo de los casos. En las tablas 6 y 7 se describen las frecuencias

alélicas.

Tabla 6. Frecuencias alélicas del polimorfismo rs2282679 de la
poblacién

Frecuencias Alélicas rs2282679

Poblacion total Controles Casos

Alelo | n Proporcién | n Proporciéon | n Proporcion
T 479 0.78 246 0.76 233 0.81
G 133 0.22 78 0.24 55 0.19

. h: tamano de muestra.
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Tabla 7. Frecuencias alélicas del polimorfismo rs4516035.

Frecuencias Alélicas rs4516035

Poblacion total Casos Casos
Alelo n Proporcién | n Proporcién | n Proporcién
T 430 0.70 203 0.70 227 0.7
C 182 0.30 85 0.30 97 0.3

n: tamafio de muestra.

Un genotipo, se puede decir que corresponde con un par de alelos
observados y hay tres genotipos potenciales para rs2282679: T/T,
G/T y G/G. En la poblacién total se observa una frecuencia de
genotipo G/G del 6%, G/T 32%, T/T 62%. En el grupo de los casos:
G/G 2%, G/T:32% y T/T:64%. Por otro lado, en los controles se
observa G/G:8%, G/T: 30% y T/T:60%. En las siguientes tablas se

describen las frecuencias de genotipos observada.

Tabla 8. Tabla de frecuencias de genotipo para rs2282679 de la

poblacién total.

Frecuencias Genotipo rs2282679 (n=306)

Genotipo n Proporcion
G/G 18 0.06
G/T 97 0.32
T/T 191 0.62
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Tabla 9. Tabla de frecuencias de genotipo de casos para rs2282679

rs2282679
Genotipo n Proporcion
G/G 4 0.027777778
G/T 47 0.326
T/T 93 0.646

n. Tamano de muestra

Tabla 10. Tabla de frecuencias de genotipo de controles para

rs2282679
rs2282679
Genotipo n Proporcion
G/G 14 0.086419753
G/T 50 0.309
T/T 98 0.605

n. Tamano de muestra

En el polimorfismo rs4516035 los genotipos potenciales son T/T, C/T
y C/C, los cuales se muestran en la tabla 11. En la poblacion total se
observa una frecuencia de genotipo C/C:9%, C/T: 41% T/T:50%, en el
grupo de controles la frecuencia observada es la siguiente: C/C:8%,

C/T:44% y T/T 48%. En el grupo control C/C:10% C/T:38% y T/T:51%
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Tabla 11. Tabla de frecuencias de genotipo para rs2282679.

Frecuencias Genotipo rs4516035

Poblacion total Casos Controles
n=306 n:144 n:162
Genotipo n Prop* n Prop* n Prop*
c/c 28 0.094 15 0.1 13 0.08
Cc/T 126 0.41 55 0.38 71 0.44
T/T 152 0.50 74 0.51 78 0.48

Prop* Proporcion calculada. n: Tamafio de muestra

En las siguientes tablas se describen las frecuencias de genotipo para

controles y casos de rs4516035, previamente ya mencionados.

Tabla 12. Tabla de frecuencias de genotipo del SNV rs4516035 de

los 144 casos del estudio.

Genotipo n Proporcién
c/C 15 0.1111111
C/T 55 0.375
TT 74 0.514

n: Tamano de muestra
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Tabla 13. Tabla de frecuencias de genotipo del SNV rs4516035 de
los 162 controles
Frecuencias Genotipo rs4516035 n 162

" Genotipo n Proporcién
s c/c 13 0.080246914
€ c/T 71 0.438
< T 78 0.481

n: Tamano de muestra

El equilibrio de Hardy-Weinberg es una prueba estadistica que
compara la frecuencia alélica observada con la esperada bajo el
supuesto de independencia, y tiene una distribucion chi-cuadrada
con un grado de libertad. El calculo de Chi-cuadrada se realiza por
medio de la siguiente formula

(0- €Y

2F

O = valor Observado

E = valor Esperado

Aplicando dicha férmula, se obtuvo de cada SNV la chi-cuadrada en
la poblacién total, siendo para rs4516035 de 0.6547 y para
rs2282679 de 0.2331.

Para evaluar la asociacion entre un polimorfismo y la enfermedad en

estudio, se realiza una tabla de contingencia y posteriormente
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aplicamos una prueba de chi-cuadrada. La estimacion de la OR de
cada genotipo respecto al genotipo de referencia nos dard una
nocién sobre la medida de la asociacion. Se realizd6 un modelo de
regresion logistica, debido a que este permite evaluar la interaccién
entre el polimorfismo y los demas factores, dentro de las variables

analizadas se incluyeron, edad, afios de menopausia e IMC.

Se analizaron los 4 tipos de modelos de herencia, los cuales se
observan en las siguientes tablas 14 y 15.
Tabla 14. Asociacion de polimorfismos estudiados para el

polimorfismo rs2282679, utilizando los 4 modelos de herencia
separando casos y controles

Modelos de herencia rs2282679,

Controles Casos Valor | OR IC95%
p MIN MAX
, /T 98 (60.5%) | 93(64.6%)
Dominante G/T-G/G | 64 (39.5%) 51 (35.4%) 0.46 0.84 0.53 1.34
. T/T-G/T | 148 (91.4%) | 140 (97.2%)
R 0.039 | 0.302 | 0.097 | 0.940
ecesvo - I"6/6 14 (8.6%) | 4(2.8%)
/T 98 (60.5%) | 93 (64.6%) | 0.08

Codominante | G/T 50(30.9%) | 47 (32.6%) 099 |061 |1.62
G/G 14 (8.6%) 4 (2.8%) 0.30 | 0.097 | 0.94

Aditivo 0.15 0.76 0.52 1.11

OR: razén de momios (siglas en inglés) IC: intervalo de confianza IMC: indice
de masa corporal.
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Tabla 15. Asociacién de polimorfismos estudiados para el
polimorfismo rs4516035, utilizando los 4 modelos de herencia
separando casos y controles.

Modelos de herencia rs4516035

Controles Casos Valor | OR IC95%
p MIN MAX
. T/T 78(48.1%) 74 (51.1%)
Dominante C/TC/C 84 (51.9%) 70 (48.6%) 0.57 0.79 0.50 1.25
. T/T-C/T 149 (92%) 129 (89.6%)

Recesivo c/C 13 (8%) 15 (10.4%) 0.47 1.33 0.61 | 2.91

T/T 78 (48.1%) 74 (51.4%) | 0.57
Codominante | C/T 71 (43.8%) 55 (38.2%) 0.82 | 0.51 1.31
c/C 13 (8%) 15 (10.4%) 1.22 | 054 | 273
Aditivo 0.91 0.98 | 0.69 1.38

OR: razén de momios (siglas en inglés) IC: intervalo de confianza IMC: indice
de masa corporal.

En cuanto a los modelos de herencia se describe que, en el modelo

dominante, con una sola copia del alelo es suficiente para modificar el

riesgo, por lo que los genotipos heterocigotos y homocigotos tienen el

mismo riesgo. En consecuencia, se compara una combinacién de estos

dos posibles genotipos T/C+C/C (Do) con el homocigoto T/T. Para el

modelo recesivo, se necesitan dos copias del alelo para cambiar el

riesgo, por lo tanto, los genotipos T/C y T/T tienen el mismo efecto.

Una combinacion de ambos T/T+T/C (Re) se compara con el genotipo

homocigoto del alelo variante C/C. En el modelo aditivo, cada alelo

alternativo modifica el riesgo de forma aditiva, es decir, el homocigoto
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C/C tiene el doble de riesgo que el heterocigoto T/C. Por ultimo, el
modelo codominante, es el modelo mas general y permite que cada
genotipo dé un riesgo diferente y que este no sea aditivo. Este modelo
compara los genotipos heterocigotos T/C (He) y homocigotos para el
alelo variante C/C (Va) con los homocigotos para el alelo T/T mas
frecuente.

Por otro lado, el modelo de regresidn logistica estd adaptado para
modelos en los que la variable dependiente es dicotdmica, a su vez los
coeficientes de regresidn logistica pueden utilizarse para estimar Ila
razon de probabilidad de cada variable independiente del modelo.

Se realizd una correlaciéon de las variables analizadas, edad, afios de
menopausia e IMC, las cuales se muestran en las siguientes tablas 16

y 17.

Tabla 16. Modelos de herencia ajustados por las variables estudiadas

en el SNV rs2282679

rs2282679
P OR 95% C.l. para OR
Inferior ‘ Superior
Modelo Dominante 0.463 0.811 0.443 1.484
Edad ‘ .650 ‘ 1.016 ‘ .949 ‘ 1.088
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Aros de Menopausia .001 1.116 1.044 1.193
IMC .000 .856 797 .921
Modelo recesivo 0.006 0.129 .030 .554
Edad 472 1.026 .957 1.100
Aros de Menopausia .002 1.112 1.039 1.190
IMC .000 .849 .790 913
Modelo codominante 0.868 0.959 0.587 1.566
0.083 2485 0.887 6.958
Edad 0.494 1.025 .955 1.099
Aros de Menopausia 0.002 1.113 1.040 1.192
IMC 0.000 0.849 0.789 0.913

P: Valor de p. OR: Razén de momios por sus siglas en ingles. IMC: indice de

masa corporal.

Tabla 17. Modelos de herencia ajustados por las variables

estudiadas, en el SNV rs4516035

rs4516035

P OR 95% C.I. para OR

Inferior Superior

Modelo Dominante 0.653 1.141 .643 2.022
Edad 0.746 1.011 0.945 1.082
ARos de Menopausia .001 1121 1.049 1.198
IMC .000 0.56 0.796 0.920
Modelo recesivo 0.066 2.522 0.941 6.761
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Edad 0.858 1.006 0.940 1.078
Aros de Menopausia 0.000 1.130 1.055 1.078
IMC 0.000 0.859 0.799 0.923
Modelo codominante 0.435 .828 515 1.331

0.501 1.315 0.592 2.922
Edad 0.856 1.006 0.940 1.078
Aros de Menopausia 0.00 1.130 1.055 1.210
IMC 0.00 0.859 0.799 0.923

P: Valor de p. OR: Razén de momios por sus siglas en ingles. IMC: indice de
masa corporal.

Se observa un valor de p significativo con respecto a los afos de
menopausia, incrementando el riesgo de desarrollar osteoporosis con

dicha variable.

Discusion.
La osteoporosis es una enfermedad caracterizada por una masa 6sea
baja y una alteracién de la microarquitectura ésea, lo que da como
resultado una resistencia dsea comprometida y un mayor riesgo de
fracturas. Esta se considera una enfermedad silenciosa, ya que
normalmente no presenta sintomas hasta que se produce la primera
fractura.(64) La variacion mundial en cuanto a la incidencia y la
prevalencia de la osteoporosis es dificil de determinar debido a que se

trata de una enfermedad infradiagnosticada. De acuerdo con los
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diversos estudios epidemioldgicos que se realizan en México, se ha
observado un incremento en la prevalencia de osteoporosis, ya que
previamente se reportaba en 15.6% de las mujeres con osteoporosis
en cadera en 2013, sin embargo, en 2018 se estimé una prevalencia

de 18%. (17,24)

Durante las ultimas décadas, se han estudiado multiples variantes de
un solo nucledtido como biomarcadores potenciales para desarrollar

osteoporosis.

Una SNV ocurre cuando diferentes individuos tienen diversas
variantes genéticas en un mismo loci. Estrictamente la definicion se
describe como una localizacion en la secuencia de DNA donde existe
una variacion y la variante menos comun estda presente en al menos el

uno por ciento de la poblacién analizada.

Los SNV relacionados con OP estan involucrados en multiples procesos
biolégicos como la osteogénesis, la sintesis de colageno, el
metabolismo del calcio y la regulacién hormonal. Estos polimorfismos
pueden causar desequilibrios principalmente relacionados con las vias
de recambio dseo, como los son los sistemas RANK/RANKL/OPG vy

WNT/B-catenina, sin embargo, los datos obtenidos no siempre son
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extrapolables a otras poblaciones. Por lo tanto, es importante saber
cOmo se representan estos biomarcadores potenciales en otros

grupos étnicos.(45)

Se han realizado pocos estudios relacionando polimorfismos con
osteoporosis en poblacidén mexicana, dentro de ellos se encuentra el
estudio de Hidalgo y colaboradores, el cual analiza la asociacion de
polimorfismos rs6904364, rs17081341, rs1708134, rs624442751 de
los genes RMIND1/CCDC170-ESR1, las cuales sugieren asociacion a

osteopenia, osteoporosis o fractura por fragilidad. (45)

En este trabajo se estudiaron las variantes de un solo nucledtido en
los genes de receptor de vitamina D (rs4516035) y proteina de unién
a la vitamina D GC (rs2282679) en mujeres mexicanas

posmenopausicas que presentan osteoporosis en cadera.

La vitamina D media su funcién uniéndose al receptor de vitamina D,
el cual es codificado por el gen VDR y éste participa en varios procesos
biolégicos, como lo son el metabolismo éseo, la regulacion de la
proliferacién y diferenciacién celular y la modulacidn de la respuesta
inmune. Se han descrito diversas variantes polimorficas de este gen,

observando afectacién en la expresion de este, dentro de los cuales se
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incluye rs4516035. La variabilidad en el locus VDR se ha asociado con
cancer, osteoporosis, enfermedades cardiovasculares y diabetes,

destacando el estado de suficiencia de vitamina D.(65,66)

El gen GC codifica para la proteina de unién a la vitamina D, el principal
transportador plasmatico de la proteina de la vitamina D (VDBP) y sus
metabolitos (incluyendo 25(0OH)D y 1,25(0H)2D). El grupo de Rivera e
Hidalgo et al, analizd los polimorfismos rs4588 y rs7041 en el gen GC
(50) , examinando la asociacion con los niveles de vitamina D,
observando que las mujeres que portaban al menos una copia del
alelo A de rs4588 mostraron una reduccion significativa de la DMO en
la cadera. Los alelos Gy C, de rs7041 y rs4588 respectivamente, estan
asociados con altas concentraciones de VDBP y densidad mineral dsea

baja en mujeres posmenopdausicas mexicanas.

Por otro lado, el uUnico estudio que se ha realizado con los
polimorfismos analizados en este trabajo rs2282679 y rs4516035 se
enfocd en identificar la asociacion de variantes con deficiencia de
vitamina D en mujeres posmenopausicas mexicanas, el cual reportd
en rs4516035 bajo un modelo aditivo, que confiere un aumento del

40% en el riesgo de sufrir deficiencia de vitamina D para cada alelo de
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riesgo. La presencia de dos alelos de riesgo del gen GC (rs2282679),

estuvo altamente asociado con la deficiencia de Vitamina D. (60)

Por estos antecedentes previamente descritos, donde se presenta que
los SNVs rs2282679 en el gen GC y rs4516035 en el gen VDR causan
una deficiencia de vitamina D, a su vez apoyandonos con las guias
internacionales, las mujeres posmenopausicas que presentan
osteoporosis pueden presentar signos bioquimicos de insuficiencia de
vitamina D.(67) En vista de lo anterior, se plantea la hipdtesis de que
los polimorfismos de GC y VDR pueden predecir la susceptibilidad a

desarrollar osteoporosis.

De acuerdo con la base de datos Ensemble, se describe la frecuencia
de genotipos para rs2282679 a nivel mundial en T:80% G:20%.
Especificamente en América la frecuencia se observa para T:79% vy
para G:21%. Para la poblacidon mexicana descrita por Ensemble, la cual
toma en cuenta Unicamente las personas ubicadas en los Angeles,
algunos estados de los Estados Unidos de América y Canada, éste
reporta una frecuencia de T:70%, G:30%(68). En el presente estudio
se encontré una frecuencia alélica T:78% y G:22%, lo cual concuerda

con lo descrito previamente; de acuerdo con el estudio de Rivera y
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colaboradores en los grupos amerindios mexicanos, la frecuencia

alélica se observa similar.(60)

Para el SNV rs4516035 a nivel global se reporta el alelo T como el mas
frecuente, representando el 82%, en comparacion con el alelo C, el
cual representa el 18%. En cuanto a la poblacién mexicana, de
acuerdo con Ensemble, se describe T:73% y C:27%, similar a lo descrito
en el continente americano T:72% y C:28%.(69) Para este estudio la
frecuencia alélica en la poblacién estudiada del INR, se observa de
T:70% y C:30%, lo cual es consistente con lo descrito previamente en
un estudio de grupos mexicano-estadounidenses realizado por Rivera

et al.(60)

A pesar de que se encuentran estos SNVs en equilibrio, se debe
enfatizar, que el principio de Hardy-Weinberg establece que después
de una generacidon de apareamiento aleatorio, las frecuencias de
genotipos seran p2, 2pqy g°. Este se basa en una serie de suposiciones:
1. apareamiento aleatorio, 2 la ausencia de seleccién natural, 3 una
poblacidon muy grande (es decir, la deriva genética es insignificante), 4
no hay flujo o migracion de genes, 5 no hay mutacién y 6 el locus es
autosomico. Cuando estos supuestos no se cumplen, pueden resultar

desviaciones de las proporciones de Hardy-Weinberg. En ausencia de
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otras fuerzas evolutivas (seleccion natural), se espera que las
frecuencias genotipicas permanezcan constantes a lo largo del
tiempo, y es entonces cuando se dice que la poblacidn se encuentra

en el equilibrio.

Los resultados del estudio demostraron que en el SNV rs4516035, del
gen del receptor de la vitamina D (VDR), al presentarse en homocigosis
del alelo C en el modelo de herencia recesiva, se observa un riesgo
incrementado a desarrollar osteoporosis. La OR obtenida fue de 1.33,
con un intervalo de confianza de 95% (0.61-2.91); al igual que en el
modelo codominante C/C presenta una OR de 1.22 (0.54-2.73), sin
embargo, ninguna de las asociaciones fue estadisticamente
significativa. En el estudio de Zhao y colaboradores del 2022, (66) se
observaron resultados similares a los del presente estudio,
demostrando que rs4516035 con el genotipo C/T podria aumentar la
susceptibilidad a fracturas, aunque en su caso tampoco se obtuvo
diferencia estadistica significativa. (66) Por otro lado, este misma SNV,
se estudio en el grupo de Ghosdi et al (55), encontrando la asociacion
positiva de DMO baja/osteopenia/osteoporosis en mujeres de Iran
con diabetes tipo 2, sin embargo, nuevamente OR ajustado no fue

significativo. (55)
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En lo que concierne al SNV rs2282679 del gen GC, los resultados de
este estudio evidenciaron que, en el modelo recesivo, puede aportar
una proteccién con el genotipo G/G. Se obtuvo una OR de 0.302 con
IC 95% (0.097-0.940), siendo estadisticamente significativo,

obteniendo un p de 0.039.

Estos resultados, pueden ser controversiales comparandolos con los
examinado en la literatura, ya que, en el estudio del grupo de
Fernandez y colaboradores, (70) se identifico la relacién de rs2228570
con sarcopenia. Los resultados del analisis multivariado revelaron que
los adultos mayores con homocigosis TT se asociaron con niveles mas
altos de 25-OH/D (>30 ng/mL) en comparacién con los heterocigotos
GT [OR 1,23, 95 % IC 0,78-1,76]. De igual forma, el genotipo GG se
asocié inversamente con niveles mas altos de 25-OH/D (<30 ng/ml)
(menores que para el genotipo TT), en comparacion con el genotipo

GT [OR 0,88, IC del 95 %: 0,56-1,25].

Por lo tanto, los pacientes con el genotipo GG, el cual en nuestro
estudio se encontr6 como factor protector, presentaban
significativamente mas probabilidades de tener niveles inadecuados

de 25-OH/D. Adicionalmente en el mismo estudio se encontrd una
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correlacidon negativa entre el grado de sarcopenia y los niveles de 25-

OH/D.(70)

A su vez Zhang et al, en la poblacién china, demostrd que, bajo el
modelo dominante, la SNV rs2282679 esta asociada de manera
significativa con raquitismo (P = 0,005), asi como en el modelo aditivo.

(71)

Nuevamente se observa que estos resultados contrastan con lo
obtenido en nuestro estudio, ya que, bajo el modelo dominante, en el
cual se obtuvo una OR de 0.84, no se encontrd alguna asociacion

estadisticamente significativa.

El resto de los modelos estudiados para rs2282679, de igual forma no
presentaron alguna asociacion estadisticamente significativa en el

presente estudio.

En cuanto al resto de las variables analizadas en este estudio, se
incluyeron los factores que, de acuerdo con las guias de manejo y de
revision de osteoporosis, se describen como factores de riesgo: edad,
IMCy nimero de afios de post menopausia (14,19,67). Se obtuvo una
media de edad de 59 afios en los controles y una media de 70 afios en

los casos, la edad de menarca es la misma en ambos grupos. La media
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de los aflos postmenopausia en el grupo control fue de 9 afos, a
diferencia de los 23 afios observados en el grupo de los casos. En
cuanto al IMC, a diferencia de lo esperado por la asociaciéon conocida
entre un IMC alto y el riesgo incrementado de osteoporosis, se
observa con una media superior en el grupo de los controles con 28.32
contra el 25.02 observado en los casos. A su vez, por el OR obtenido
de 1.1 I1C 95% (1.040-1.192), se observa que los afios de menopausia
pueden ser un factor que influya en tener un riesgo incrementado

para desarrollar osteoporosis.

Dentro de las limitantes de este estudio, se puede mencionar de
manera destacada el pequefio numero de pacientes incluidos en el
mismo, sin embargo, ante la escasez de estudios enfocados en la
identificacion de polimorfismos que puedan estar asociados a la
osteoporosis, cobra importancia este estudio al contribuir a la
dilucidacion de factores que puedan participar como protectores o de
riesgo para el desarrollo de esta enfermedad con alta impacto en la

salud publica.

En consecuencia, puede servir como plataforma, proporcionando

datos preliminares, para futuros estudios de seguimiento que logren
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establecer una relevancia clinica de estos factores con sus inherentes

aplicaciones.

Conclusiones.

Como se puede observar en los resultados reportados en este estudio,
el presentar un genotipo G/G del SNV rs2282679 contribuye como
factor protector contra el desarrollo de osteoporosis, esto ultimo, bajo
el modelo recesivo, con una significancia estadistica de 0.039 y una OR
de 0.302 (IC 0.097-0.940).

Adicionalmente, a partir de los resultados, confirmamos que el
nimero de afios desde la ultima menstruacién participa como un

factor de riesgo para el desarrollo de osteoporosis.

Dicho lo anterior, resulta evidente la importancia de saber como se
encuentran representados estos potenciales biomarcadores en otros
grupos étnicos, ya que, ante la patente variabilidad genotipica y
fenotipica, no siempre los datos obtenidos de estudios en poblaciones

especificas son extrapolables a otras.

Comprender la base genética de la osteoporosis resulta indispensable,

ya que puede ayudar a identificar a los individuos que se encuentran
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en riesgo de desarrollar esta enfermedad en una poblacidn especifica,

generar estrategias de prevencién, aportar informacién sobre los

mecanismos moleculares subyacentes involucrados en la enfermedad

y ulteriormente que esta informacién permita el desarrollo de terapias

que disminuyan o incluso eviten el impacto clinico de la osteoporosis

y sus complicaciones.
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