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RESUMEN 

La osteoporosis (OP) es una enfermedad esquelética sistémica multifactorial caracterizada por 

la disminución de la masa ósea y el deterioro microestructural del tejido óseo, con el consiguiente 

aumento de la fragilidad del hueso y de la susceptibilidad para el desarrollo de fracturas, 

padecimiento que en la actualidad es un problema importante de salud pública a nivel mundial . 

Los estrógenos y sus receptores juegan un papel importante en el metabolismo óseo, los cuales 

pueden tener una correlación importante como marcador de la pérdida de densidad mineral ósea (DMO). 

El gen del receptor de estrógeno beta (ESR~) presenta secuencias altamente polimórficas del tipo 

de repetición en tándem o también llamadas microsatélite (STR), los cuales constituyen una herramienta 

muy valiosa para el diagnóstico temprano de muchas enfermedades. Estos marcadores constituyen una 

importante herramienta para el diagnóstico molecular ya que permiten asociar alelos característicos a 

padecimientos específicos, además que la nueva tecnología permite realizarlo de forma rápida y con un 

alto nivel de precisión. 

En este trabajo se realizó el estudio de genética de población del polimorfismo dinucleótido 

(citosina-adenina; CA), localizado en la región del gen del ESR~, delimitada en la región q23-24 .1 del 

cromosoma 14, para un grupo de 150 voluntarios mexicanos (300 alelos). Se realizó el estudio en un 

grupo de 29 mujeres mexicanas con osteopenia (58 alelo s), en un grupo de 29 mujeres mexicanas que 

presentaron OP (58 alelos), así como en 29 mujeres controles (58 alelos), para ello, se empleó la 

amplificación in vitro de segmentos específicos del gen del ESR~ mediante la técnica de PCR y por 

medio de electroforesis capilar (CE) se determinaron los alelos característicos de la población. Así 

mismo, se investigó la relación entre este polimorfismo y la pérdida de DMO en el grupo de mujeres 

mexicanas con osteopenia y en el grupo de mujeres con OP, en comparación del grupo control, a través 

de estudios densitométricos de cadera y columna, usando absorcimetría de rayos X de doble nivel de 

energía (DEXA, densitómetro) con el fin de predecir la susceptibilidad genética a padecer esta 

enfermedad, y con ello prevenir o prolongar su desarrollo a través de ejercicio y dietas específicas. 

Los alelos fueron clasificados a partir de A- hasta el alelo S de acuerdo al número de repetidas, que 

van de 16 a 38 respectivamente. La DMO fue expresada en pDMO (porcentaje de pérdida de DMO) y 



en Z score (unidades de desviación estándar en relación peso-ajustado a la DMa de cada edad). Se 

encontró que el genotipo GH se encuentra relacionado con la pérdida de DMa, ya que tiene diferencias 

significativas de 0.045 en comparación a su presencia en la población control, teniendo una pérdida de 

DMO promedio del 39% y una presencia del 22% en los casos estudiados con OP. El genotipo EF 

muestra diferencias significativas de 0.0051 con respecto al control, aunque la incidencia de este último 

no es tan alta con respecto a los casos encontrados. 

Estos resultados sugieren que la variación genética del locus ESRp puede ser asociada con algunos 

detenninantes de DMa, y posiblemente sus polimorfismos podrían es·.ar involucrados en el desarrollo 

de OP, aunados a problemas presentes en otros genes. 
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INTRODUCCIÓN 

l. INTRODUCCIÓN. 

La osteoporosis (OP) es una enfennedad esquelética sistémica multifactorial caracterizada 

por la disminución de la masa ósea y el deterioro microestructural del tejido óseo, con el 

consiguiente awnento de la fragilidad del hueso y de la susceptIbilidad para el desarrollo de 

fracturas. La OP representa lUlO de los problemas de salud pública a niveles nacional y mlUldial, 

que se ha incrementado día con día. Según cifras de la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), la OP es el quinto problema de salud pública a nivel mundial. Para el 2003 en México 

se ha registrado que el 20% de las mujeres tiene OP y cerca del 40% presentan osteopenia (fase 

primaria de la enfennedad). El 25% de los afectados por OP mueren a consecuencia de lUla 

complicación ósea, mientras que otro 25%, presentan fracturas que les impedirán recuperar su 

calidad de vida l
. 

La atención de pacientes con OP repercute sobre nuestra economía nacional, ya que por 

cada paciente con OP se gastan aproximadamente 60 mil pesos diarios, lo equivalente a 730 

millones de dólares anuales, esto, sin tornar en cuenta la recuperación, en la cual se invierten 

cerca de 10 mil a 90 mil pesos 1 . 

La OP, cursa generalmente como lUla enfermedad silenciosa, siendo su principal indicador la 

disminución de la densidad mineral ósea (DMO), la cual se relaciona de manera directa con 

diversos factores, como son: los agentes ambientales (mala alimentación que se refleja por lUla 

pobre ingesta de calcio, fósforo, magnesio , el conswno de al~ohol, tabaquismo, la falta de 

ejercicio fisico, y vida sedentaria, entre otros), los factores intrínsecos (implicaaos en el 

metabolismo mineral, los cuajes, se relacionan con la disminución o modificación de receptores 

de hormonas esteroideas y citocinas). Recientemente este desorden se ha asociado con factores 

genéticos, donde estudios en hwnanos y en modelos animales sugirieren que los factores 

genéticos programan las características estructurales del hueso. En la pasada década, oebido a 

los primeros datos obtenidos por medio del proyecto del genoma humano, se vio incrementado 

el interés por el estudio de la relación entre la genérica y la OP. Existen varios genes candidatos 

a la predisposición a OP, sin CGiitar con el número de SNP (Single Nucleotide Polymorphic) que 

se incrementan de forma dramática día con día. 2.3.4.5.6 

2 



MARCO TEÓRICO 

11. MARCO TEÓRICO. 

2.1 ¿Qué es la Osteoporosis? 

D La OP es una enfermedad multifactorial caracterizada por disminución de la masa ósea y 

deterioro microestructural del tejido óseo, lo que conduce al aumento de la fragilidad del 

hueso y de la susceptibilidad para el desarrollo de las fracturas. 

La OP, no es una enfermedad propia de las personas de edad avanzada, hace algunos años 

se pensaba que sólo afectaba a las mujeres, sin embargo, hoy sabemos que también los hombres 

y las personas jóvenes de ambos sexos pueden presentarla. De acuerdo con los criterios 

diagnósticos propuestos por la OMS, si se considera simultáneamente la densidad ósea en las 

tres localizaciones típicas (muñeca, columna y cadera), se calcula que el 30 % de las mujeres 

posmenopáusicas serían osteoporóticas. 

Se dice que la incidencia awnenta exponencialmente con la ed2d a partir de los 75 años y se 

calcula que 1 de cada 3 personas mayores de 80 años sufre o ha sufrido una fractura de cadera, 

sin embargo, hoy se sabe que muchas mujeres jóvenes mayores de 20 años pueden manifestar 

OP. La epidemiología de los aplastamientos vertebrales es menos conocida, aparecen 

fundamentalmente a partir de los 60-65 años y su prevalencia se sitúa en tomo al 25 % en los 

varones y al 40 % en las mujeres mayores de esta edad. La fractura del tercio distal del radio 

(fractura de Colles) es también frecuente, aunque sus caracteríStlcas epidemiológicas son algo 

distintas . Predomina en mujeres, pero la edad de inicio es má~ temrrana (en tomo a los 55 años). 

En los varones la incidencia no varia prácticamente con la edad. A pesar de que la pérdida de 

masa ósea constituye el factor más importante en el desarrollo de las fracturas, también influyen 

otros factores, como la arquitectura trabecular, la acwnulación ':le micro fracturas o la propensión 

a las caídas. 7 

La determinación del padecimiento de la OP antes que se presente la sintomatología es muy 

dificil de obtener, hasta hace unos años se tendía a reservar el diagnóstico de OP para aquellas 

situaciones en las que ya estaban presentes las fracturas . Sin embargo, un grupo de expertos de 

la OMS propuso a mediados de la década pasada unos criterios diagnósticos basados en la deter-

3 



MARCO TEÓRICO 

minación de la DMO. Sin embargo, en varones y en mujeres jóvenes (y en mujeres de distinto 

origen racial) aún no existen criterios definidos. 

Cualquier hueso del esqueleto, salvo los del cráneo, puede lesionarse, aunque las fracturas 

más frecuentes son las del tercio proximal del fémur (también denominadas fracturas de cadera), 

los aplastamientos vertebrales y la fractura del tercio distal del radio (fractura de Colles). En 

nuestro país según datos poblacionales, el 20% de las mujeres tiene OP y cerca del 40% 

presentan osteopenia (fase primaria de la enfermedad). Datos alarmantes señalan que cerca del 

25% de los afectados por OP mueren a consecuencia de una complicación ósea, mientras que 

otro 25%, presentan fracturas que les impedirán recuperar su capacidad para desenvolverse 

normalmente en sus actividades cotidianas. 

La OMS señala que a nivel mundial la frecuencia de presentar OP es igual a la frecuencia de 

presentar cáncer de mama, cáncer cervicouterino y cáncer de ovarios de manera conjunta. 7 

Normalmente, el hueso se renueva mediante la sucesión de fenómenos de destrucción y 

formación (remodelación ósea) . A partir de los 30-40 años se aprecia un ligero balance negativo 

en cada unidad (la destrucción supera a la fOrlnación), que explica la pérdida fisiológica de masa 

ósea que acontece con la edad (0,54 % anual perdida). Esta pérdida puede ser todavía más 

notable si el número de unidades de rernwelación ósea (BRU) aumenta. La OP por aumento del 

número de BRU se califica como OP de alto recambio. Cuando la pérdida de hueso se produce 

de forma rápida (generalmente por aumentar intensamente la resorción), pueden llegar a 

perforarse las trabéculas, mientras que si la pérdida es lenta, sólo presentan adelgazamiento. 

La masa ósea de un individuo en un momento determinado depende de la cantidad de hueso 

obtenido al final del desarrollo esquelético y de la pérdida posterior. Existen múltiples factores, 

con distinta relevancia, que influyen sobre ambos aspectos . Riggs y Melton han intentado 

resumirlos utilizando la fórmuJa:8 
9 

Donde Y representa la masa ósea en un momento determinado, 1 la cantidad de hueso alcanzada 

4 
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en el envejecimiento, a2 los relacionados con la menopausia y a3 otros factores. Los símbolos ti, 

t2, Y !J, representan el tiempo de acción de los diversos factores. 

Masa ósea inicial (I). La masa ósea alcanzada al final del desarrollo guarda relación con factores 

genéticos (raza, sexo) y ambientales (dieta, ejercicio fisico), siendo los primeros los más 

importantes. La masa ósea es menor en la raza blanca que en la negra y las mujeres alcanzan un 

desarrollo esquelético menor que los varones. En este aspecto puede observarse variaciones 

genéticas que pueden estar implicadas en el metabolismo mineral óseo; como se explicará más 

adelante en este trabajo.8 

Edad (altl). Como se ha comentado, a partir de los 35-40 años se produce una pérdida 

fisiológica de hueso (alrededor del 0,5-1 % anual) que se debe al establecimiento de un 

equilibrio óseo negativo en las BRU. Al parecer son varias las razones que contnbuyen a eUo. 

La menor actividad fisica y probablemente también el propio proceso del envejecimiento, 

disminuyen la actividad osteoblástica. Por otro lado, el aumento en la secreción de hormona 

paratifoidea (IPTH) que aparece con la edad podría estar relacionada con el aumento de la 

actividad osteoclástica, que se puede originar por la pérdida de la función renal, síntesis 

insuficiente de calcitriol, disminución en la absorción intestinal de calcio y menor dotación de 

vitamina D. 

Menopausia (a2tÜ. Durante los 5-10 años que siguen al cese de la actividad ovárica aumenta el 

recambio óseo, 10 que determina una pérdida acelerada de hueso (alrededor del 3 % anual) que 

afecta sobre todo al hueso trabecular metabólicamente más activo que el cortical. 10 

El mecarusmo responsable parece guardar relación con la deprivación estrogénica, que 

repercutiría sobre las células óseas directamente (recientemente se ha demostrado la existencia 

de receptores para los estrógenos en estas células) o indirectamente, facilitando la acción de la 

PTH, disminuyendo las concentraciones de calcitonina, o bien estimulando la síntesis de 

citocinas osteorresortivas (interleucina 1; I L-I , interleucina 6 ~ I L-6, Factor de necrosis tumoral ~ 

TNF, Factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos~ GM-CSF). Algo parecido se 

observa en otras situaciones que cursan con déficit estrogénico (síndrome de Turner, anorexia 

nerviosa). 

5 
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En el varón, el déficit androgénico (síndrome de Klinefelter, prolactinoma) también facilita 

la pérdida de hueso. 

Otros factores (a3t3). Existen además otros factores que se conocen en conjunto como 

esporádicos. Los más importantes se señalan en la tabla l. 

TABLA 1. Factores de Riesgo para Osteoporosis. 

Obligados 

Edad 
Raza (blanca/asiática) 

Sexo (femenino) 
Menopausia 

Esporádicos 
Hábitos 

ConslUDo de tabaco y alcohol 
Inactividad fisica 

Baja ingesta de calcio 
Alta ingesta proteica 

Delgadez 
Déficit de vitamina D 

Otras enfermedades 
Hipercortisolismo 
Hipertiroidismo 

Hiperparatiroidismo 
Diabetes mellitus tipo 1 

Anorexia nerviosa 
Artritis reumatoide 

Gastropatías 
Hepatopatias crónicas 

Malabsorción 
Mieloma 

Leucemiallinfoma 
Anemias hemolíticas 

Mastocitosis 

Fármacos 

Glucocorticoides 
Hormonas tiroideas 

Antiácidos (aluminio) 
Anticonvulsivantes 

Anticoagulantes 
Citostáticos 
Ciclosporina 

De esta forma se resumen los factores a los que se encuentr1 ligada la OP, aunque cabe 

mencionar que todos estos factores se modulan por la expresión de factores genéticos que 

programan las características estructurales del hueso. Esto signifi¡;a que la perdida de la DMO, 

puede estar determinada desde el nacimiento de cada individuo, estando afectados un;: o 

diversos genes que influyen sobre el fenotipo óseo. Por lo tanto, muchos de estos problemas, 

tanto enfermedades como los defectos en ciertos receptores relacionados a problemas de OP son 

resultado de mutaciones o polimorfismos que son capaces de provocar susceptibilidad para el 

desarrollo de esta enfermedad. 
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La aparición de fracturas, con las consiguientes manifestaciones acompañantes (dolor, 

impotencia funcional o alteración de la movilidad y deformidad) constituye el rasgo clínico 

fundamental de esta enfermedad. Debe insistirse en la idea de que si se incluyen en el concepto 

de OP las situaciones de disminución de masa ósea sin fractura, un número sustancial de 

pacientes osteoporóticos es asintomático, ya que la OP sólo determina síntomas a través de las 

fracturas que condiciona. 

Riggs y Me/ton han propuesto distinguir sobre la base de criterios clínicos, dos grandes 

síndromes osteoporóticos: 

~ Osteoporosis de tipo l. Afecta primordialmente a mujeres sobre los 10-15 años de la 

menopaUSla, aunque los varones pueden padecer un cuadro similar (la relación 

mujer/varón es de 6: 1). El hueso deficitario es el trabecular y cursa con fracturas 

vertebrales y, en menor medida, fractura del tercio distal del radio . 

~ Osteoporosis de tipo ll . También predomina en el sexo femenino, aunque la relación 

mujer/hombre es mucho más baja que en el aplastamiento vertebral (2: 1) Y la edad de 

aparición más tardía (en general, después de los 75 años). Se afecta sustancialmente el 

hueso cortical y la fractura de cadera constituye el hallaz~o clínico habitual. Estos 

enfermos pueden mostrar también un discreto acuñamiento asintomático de las vértebras 

mediotorácicas que acentúa la cifosis dorsal fisiológica. 

2.2 Fisiología del Hueso. 

El hueso, está constituido por una matriz orgánica que contiene fibras de colágeno 

(fundamentalmente de tipo 1) Y material interfibrilar, sobre la que se deposita el mineral óseo, 

que está compuesto fundamentalmente por sajes de fosfato cálcico (cristal de hidroxiapatita) . La 

proteína más abundante de la sustancia intercelular es la osteocaidna. Las células de este tejido 

son los osteoblastos, los osteocitos y los osteocIastos.11 

La disposición de las fibras colágenas permite diferenciar dos tipos de tejido: uno maduro o 

laminar y otro inmaduro fibroso, o también llamado plexiforme. El hueso del adulto es, en su 

mayor parte, de tipo laminar, y se ca..acteriza porque en él las fibras de colágeno se ordenan 
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configurando láminas óseas que pueden disponerse en cilindros concéntricos alrededor de un 

canal (conductos de Havers), o formar un entramado de tabiques que se orientan según las líneas 

de fuerza, entre los que quedan unos huecos que están ocupados por el tejido hemopoyético 

(hueso trabecular o esponjoso). 

El hueso compacto fonna la diáfisis de los huesos largos, cortos o planos y la capa externa 

de las metáfisis, y las epífisis . El interior de todas estas estructuras óseas está constituido por 

tejido trabecular. Alrededor del 80 % del esqueleto del adulto está constituido por hueso 

cortical, y el 20 % restante por hueso trabecular (fig. 1). El hueso cortical está recubierto en su 

superficie externa por periostio y en su cara interna por endostio que recubre los conductos de 

Havers y las trabéculas . En estas superficies la actividad de las células óseas es mayor, casi dos 

terceras partes de las superficies óseas corresponden a hueso trabecular, por lo que no es de 

extrañar que, a pesar de ser cuantitativamente inferior al cortical, suponga la fracción 

metabólicamente más activa. 11 

2.2.1 Modelacióo y remodelacióo ósea. 

Se entiende por modelación ósea a la serie de cambios que experimenta el hueso durante su 

desarrollo, hasta que alcanza el tamaño y la fonna de la edad adulta. El fenómeno de 

remodelación ósea, se manifiesta debido a que el hueso está sometido a un proceso continuo de 

renovación mediante la destrucción por los osteoclastos de pequeñas unidades microscópicas de 

tejido, dispersas por el esqueleto, que son posterionnente sustituidas por tejido óseo nuevo 

fonnado por los osteoblastos, y las citadas unidades son las denominadas BRU.12 

El proceso cOlruenza cuando acuden a un determinado foco los precursores de los 

osteoclastos (fase de activación), que al transfonnarse en osteoclastos maduros comienzan a 

resorber hueso (fase de resorción), labrando una cavidad tunelifonne en el hueso cortical (cono 

de apertura) o lacunar en el trabecular (laguna de Howship), que más adelante será rellenada por 

el nuevo tejido fonnado por los osteoblastos. Inicialmente, los osteoblastos fonnan sólo la 

matriz orgánica (osteoide), que se mineraliza unos 15 días después (fase de formación). En el 

seno de este tejido óseo recién fonnado van quedando enterrados los osteoblastos, que se 

transfonnan así en osteocitos. La fase de resorción dura unas dos semanas y la de fonnación tres 
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meses. Entre ellas hay un período de aparente inactividad (fase de inversión), que también dura 

unas 2 semanas. Al fmalizar el proceso de remodelación, los osteoblastos que se encuentran en 

las superficies óseas se transforman en osteoblastos en reposo o células de revestimiento, que 

tapizan dichas superficies y las separan del medio interno (fase de reposo) (fig. 2). 

Figura 1. Anatomía ósea. A) Muestra el hueso cortical. B) Muestra el hueso 
Trabecular. C) Muestra la cavidad medular. 

La diferencia entre la cantidad de hueso que se destruye y la que se forma en cada una de 

las BRU se conoce como balance óseo, siendo su valor igual a cero hasta los 30-40 años, ya que 

en teoría la misma cantidad de hueso destruido es posteriormente formado. Cuando hay una 

adecuada coordinación temporal y espacial entre la activación de los osteoblastos y los 

osteoclastos se dice que existe un acoplamiento entre ambos. 

A partir de los 40 años hay un pequeño balance negativo (aproximadamente del 3 % en 

cada BRU) que es el responsable de la pérdida fisiológica de masa ósea que se produce con la 

edad. La velocidad de renovación ósea, o lo que es lo mismo, el volumen de hueso renovado en 

9 



MARCO TEÓRICO 

la unidad de tiempo se conoce con el término de recambio óseo (turnover) . Cuando las BRU se 

encuentran en balance negativo, un aumento de su número, y por lo tanto del recambio, supone 

un incremento en las pérdidas óseas totales .12 

Osteoclastos blastos 

Figura 2. Fases de la remodelación ósea. a) Reposo (Osteoblastos en reposo); b) Activación (preosteoc/astos); 
c) Resorción (Osteoc/astos); d) Inversión (células mononuc/eares); e) Fonnación (Osteoblastos) 

Los factores que regulan el proceso de remodelación ósea sólo se conocen de modo parcial. 

Probablemente existen factores de naturaleza física (estímulos mecánicos y pizoeléctrícos), dado 

que la inactividad física condiciona una pérdida de masa ósea, aunque los más conocidos son los 

de carácter humoral. Estos, a su vez, pueden ser sistémicos (factores hormonales) o locales 

(factores paracrinos). Dentro de los primeros se engloban las hormonas calciotropas (PTH, 1,25-

[OHh-D3 o calcitriol y calcitonina) y otras hormonas que no están relacionadas específicamente 

con el metabolismo mineral (hormonas sexuales y tiroideas, glucocorticoides). La PTH favorece 

la activación de los osteoclastos y secundariamente la de los osteoblastos, aumentando el 

recambio óseo. No obstante, el equilibrio final es ligeramente negativo, por lo que el resultado 

global de la PTH sobre la masa ósea es perjudicial. A veces, cuando la acción de la PTH es 

intermitente, el efecto es positivo. El calcitriol también estimula la resorción ósea. 

Sin embargo, debido a que los osteoclastos maduros, a diferencia de los preosteoblastos, no 

responden directamente al calcitrol ni a la PTH, debido a que no poseen receptores para estas 
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hormonas y es que responden a través de las señales que envían las células de la estirpe 

osteoblástica (que son las que realmente poseen receptores para ambas hormonas) sobre las que 

actúan directamente. Por otro lado, el calcitrol favorece la mineralización ósea al estimular la 

absorción intestinal de calcio y fósforo, y probablemente al actuar directamente sobre los 

osteoblastos, además, de que inlube la secreción de PTH. En cualquier caso, conviene recordar 

que el resultado fmal del calcitriol sobre la masa ósea es favorable. 

Finalmente, la calcitonina ejerce un efecto inhibidor directo sobre los osteoclastos, que 

poseen receptores para esta hormona. Entre las hormonas inespecmcas hay que considerar las 

hormonas sexuales (estrógenos y andrógenos), que ejercen un efecto anabólico sobre el hueso, 

mientras que el exceso de glucocorticoides y de hormonas tiroideas ejerce un efecto deletéreo 

sobre el esqueleto. \3 

Otra serie de factores reguladores (locales o paracrinos) ha comenzado a conocerse en los 

últimos años y su trascendencia real aún no está bien establecida. Dichos factores pueden 

encontrarse preformados en la matriz ósea, siendo liberados durante el proceso de resorción, o 

sintetizados de novo por los osteoblastos o por las células inmunes. Actúan atrayendo hacia el 

foco en que se inicia la remodelación a los precursores de los osteoclastos, induciendo su 

proliferación y diferenciación, estimulando su actuación. Con !Iecuencia, ~os factores locales 

actúan sob~·e más de uno de estos proc~sos y el efecto puede ser incluso bifásico. También 

actúan sobre los osteoblastos. Aún a riesgo de ser excesivamente simplistas, puede decirse que 

las prostaglandinas, la interleucina 1 (IL-l), la interleucina 6 (IL-6) , el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-a) y beta (TNF-P), el factor estimulante de colonias granulocíticas­

macrofágicas (GM-CSF) y el factor estimulante de colonias granulocíticas (G-CSF) estimulan la 

resorción ósea. Sin embargo, el TGF-p, el IGF-l y el IGF-ll, el IFNy y la IL-1, actuarían en 

sentido contrario. J 3 

2.3 Estudios complementarios en remodelación ósea. 

Para valorar la remodelación ósea se realizan diferentes estudios, que aún en la actualidad 

son solicitados en algunos lugares como pruebas de gabinete. Es cierto que muchos de estos nos 

ayudan a un posible diagnóstico, pero cabe resaltar que muchos nf) Sf)n específicos en ciertas 
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patologías, como es la que se investigó en este estudio. A continuación se revisan algunos 

estudios y el porqué algunos de éstos no son sensibles en el diagnóstico de OP. 

Pruebas de laboratorio. Habitualmente, hay que determinar las concentraciones de calcio, 

fósforo y creatinina en sangre y orina, además de otros parámetros no directamente relacionados 

con el metabolismo mineral (hemograma, VSG, proteinograma). Para valorar el recambio óseo 

se puede estudiar una serie de sustancias en sangre o en orina cuya concentración o actividad 

reflejan los grados de formación o la resorción ósea, que se conocen como marcadores del 

recambio o de la remodelación óseas y son sintetizadas por los osteoblastos (fosfatasa alcalina, 

osteocalcina, péptidos terminales del procolágeno tipo 1) por los osteoclastos (fosfatasa ácida 

resistente al tartrato, F AR T) o son liberadas desde la matriz ósea durante el proceso de resorción 

(hidroxiprolina, telopéptidos carboxi y amino- terminales del colágeno tipo 1, piridinolina y 

desoxipiridinolina). Los primeros constituyen los marcadores de formación y los demás los 

marcadores de resorción ósea (tabla 2). 

Sin embargo, hay que señalar, que la sensibilidad de los marcadores actuales sólo permite 

detectar cambios intensos en la destrucción y formación óseas, por lo que son útiles desde el en 

punto de vista clínico en procesos como la osteomalacia o la enfermedad de Paget, mientras que 

los trastornos en que estos cambios son más sutiles, como sucede en la OP, su sensibilidad es 

menor y por ello su utilidad clínica resulta limitada. Además, el interés de los diferentes 

marcadores varía según los distintos procesos. La osteocalcina, por ejemplo, es preferible a la 

fosfatasa alcalina como marcaoor de formación en las osteopatías endocrino lógicas 

(hipertiroidismo, síndrome de Cushing), mientras que en las estructurales (enfermedad de Paget, 

metástasis óseas) sucede lo contrarion 

La FART Y el telopéptido carboxiterminal, a diferencia de la hidroxiprolina o de la piridinolina 

y la desoxipiridinolina, se determinan en la sangre por lo que son preferibles en las situaciones 

de insuficiencia renal y el consiguiente hiperparatiroidismo secundario. Exceptuando éstas, 

deben preferirse los puentes de hidroxipiridinium (piridinolina y desoxipiridinolina), que son, 

con toda probabilidad, los marcadores de destrucción más sensibles de que se dispone. También 

pueden estudiarse las concentraciones plamáticas de las distintas hormonas calciotropas (PTH, 
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metabolitos de la vitamina D, 25-0H-D Y 1,25-[0H]2-D3, calcitonina) y, en su caso, otras 

hormonas (hormonas tiroideas, sexuales). 

TABLA 2. Marcadores bioquímicos tú la remodelación ósea 

Formación 
Fosfatasa alcalina total (S) 
Fosfatasa alcalina ósea (S) 

Osteocalcina (S) 
Propéptido C-terminal del pro colágeno 1 (S) 
Propéptido N-terminal del procolágeno 1 (S) 

Resorción 
Hidroxiprolina (O) 

Glucósido de Hidróxilisina (O) 
Calcio/creatina (O) 

Puentes de piridinium (O) 
Telopéptido N-terminal del colágeno 1 (S) 
Telopéptido C-terminal del colágeno 1 (S) 
Fosfatasa ácida resistente al tartrato (S) 

S, determinaciones realizadas en suero; 0, determinaciones realizadas en orina. 

Exploraciones radiológicas. La radiología convencional desempeña un papel trascendental 

en el estudio de las osteopatías metabólicas. Ponen de manifiesto fracturas, deformidades y 

alteraciones en la estructura ósea. 

Gammagrafia ósea. La gammagrafia ósea con difofonato marcado con 99mrc permite 

detectar focos de actividad osteoblástica, independientemente de la naturaleza de ésta. Además, 

las zonas hipervascularizadas también muestran hipercaptlción, por lo que, aunque es más 

sensible que la radiología convencional, su especificidad es menor. 

Densitometría ósea. En los últimos años se ha desarrollado una serie de técnicas que 

permiten cuantificar con gran exactitud y precisión la masa ósea. Estas técnicas deben utilizarse 

en las mujeres con déficit estrogénico, en los pacientes con hiperparatiroidismo primario 

asintomático, en personas sometidas a tratamiento esteroideo prOlOngado y, lógicamente, en el 

diagnóstico y seguimiento terapéutico de los pacientes osteoporóticos.¡¡ 

2.4. Criterios diagnósticos. 

De acuerdo con la OMS, debe diagnosticarse OP en todas nqueUas mujeres con una DMO 

por debajo de 2.5 desViaciones estándar (Dt:) con respecto a la media juvenil, así como 

osteoperua, cuando presenten una disminución de la DMO entre 1 y 2.5 DE con respecto a la 
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media juvenil. Con esto podemos determinar que el diagnóstico diferencial se realiza a través de 

la densitometría ósea. 

En nuestro país el aparato densitométrico se encuentra alimentado con datos pertenecientes a 

la población latina en general. Sin embargo, para hombres y mujeres jóvenes no hay datos 

establecidos, de allí la importancia de la genética poblacional. 

En cuanto al diagnóstico de fractura osteoporótica, ésta se establece cuando una fractura 

característica de la enfermedad (cadera, columna, muñeca), se desarrolla en una persona con 

criterios densitométricos de OP. Las fracturas de los huesos largos no plantean especiales 

problemas diagnósticos. Sin embargo, los aplastamientos vertebrales pueden ser más dificiles de 

evaluar. Habitualmente, el paciente acude al médico por dolor de espalda. Otras veces el 

aplastamiento es asintomático, descubriéndose casualmente. La aceptación del diagnóstico de 

aplastamiento exige que se cumplan los criterios cuantitativos ya comentados. Una vez aceptada 

su existencia, debe establecer si su naturaleza es osteoporótica o si guarda relación con otra 

enfermedad (metástasis, espondilitis, osteomalacia, traumatismos) . Clínicamente, la persistencia 

del dolor agudo durante más de 4 semanas, junto con la aparición de manifestaciones 

neurológicas, debe hacer dudar del diagnóstico de fractura osteoporótica. 14 

Cabe enfatizar que esta patogénesis generalmente es asintomática, por lo que mucha gente 

que presenta OP, aún no tengan conocimiento de ella. En la ndiología, la presencia de 

aplastamiento por encima de 04, así como la lesión de los pedkulos y la lisis cortical, sugieren 

otros procesos. La densitometría debe mostrar una disminución en la masa ósea, mit:nrras que 

los datos analíticos habituales deben ser normales Finalmente, de.ben descartarse las formas 

secundarias de osteoporosis potencialmente tratables (hiperparatiroidismo, mieloma, 

hipertiroidismo) mediante el estudio de la calcemia, el proteinograma, la proteinuria de Bence­

Jones y los valores de hormonas tiroideas . Si el paciente presenta hábito cushingoide, se 

realizará una prueba de supresión con dexametasona. 

En la actualidad, se inicia el camino para el desarrollo de un diagnóstico molecular eficaz, 

con lo cual se podría diagnosticar y prevenir la enfermedad con mucho tiempo de antelación, 

dicho diagnóstico no existe aún de manera completa, pero la identificación de genes asociados y 
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así, su interacción con la enfermedad parecen ser una gran alternativa para el desarrollo de este 

tipo de técnicas . 

2.4.1 Diagnóstico de osteoporosis. 

Debido a que la OP cursa de forma asintomática y tomando en cuenta la dificultad del 

diagnóstico preventivo, así como el incremento en la probabilidad de fracturas, y la disminución 

de la DMO, resulta indispensable determinar de forma eficaz y rápida la predisposición de 

padecer esta enfermedad. Actualmente, se cuentan con una serie de estudios clínicos, los cuales 

se describen a continuación. 

Pruebas de laboratorio. Este tipo de análisis resulta poco informativo debido a que no se 

observan alteraciones analíticas relevantes en esta enfermedad, por lo tanto son poco necesarias 

para su diagnóstico . Los parámetros del metabolismo fosfocálcico son normales y los 

marcadores bioquímicos de la remodelación tienden a serlo (en el 20 % de los casos se 

encuentran ligeramente elevados) . Sólo los pacientes con forma:; secundarias de OP pueden 

presentar las alteraciones analíticas propias de la enfermedad de base. 

Hallazgos Radiológicos. Los clásicos SIgnOS vertebrales (acentuación de los platillos, 

trabeculación vertical, hipertransparencia) no son útiles para valorar la densidad ósea con 

fiabilidad Tampoco la cuantificación del grosor de la cortical en el segundo metacarpiano 

(radiogrametría) y la valoración de la estructura trabecular en el extremo proximal del fémur son 

de gran utilidad clínica. Por el contrario, la radiología convencional es imprescindible para 

establecer el diagnóstico de las fracturas . 

Densitometría ósea. La absorciometría por rayos X de doble nivel de energía es, 

probablemente, el método más empleado debido a que permite valorar con gran precisión (1 %) 

y exactitud (3-5 %) la densidad mineral ósea en la columna (L 1 -lA) y en el extremo proximal 

del fémur (cuello, región intertrocantérea y triángulo de Ward). Además, la irradiación que sufre 

el paciente es escasa y el costo económico no es excesivo. En la actualidad es lo mejor para un 

diagnóstico de OP, así como para valorar la respuesta terapéutica. Éste es un diagnóstico certero 

que muestra el contenido mineral óseo (CMO; g) y la densidad mineral ósea (DMO; gI cm2 
) , 
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con lo cual se puede observar el porcentaje de perdida, y con ello se puede dar un diagnóstico, 

además evalúa con cifras absolutas conocidas como z-scores la relación entre sexo y edad del 

sujeto estudiado. Los valores con los que se alimenta el aparato se basan en el comportamiento 

mostrado por los habitantes que se encuentran geográficamente en cada zona o región.La 

pérdida de DMO sigue un patrón similar en cada zona geográfica, con pequefias diferencias en 

valores; la línea de pérdida relacionada con la edad, y los valores que presenta la OP se 

muestran en la figura 4. 
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Figura 4. Variación de la DMO. en mujeres a diferentes edades. Se ob!lefVan el índice de pérdida de DMO. 

de un individuo normal y de ind~·iduos con OP. Así como el n\Dgo en que !le prC!lenta o5teopenia y OP 

según los valores de l.Jcore. 199'"1 Cambridge Universlt)" Press 

Biopsia ósea. La biopsia ósea suele reservarse para situaciones concretas, 

fundamentalmente cuando existen dudas acerca del diagnóstico (p. ej ., diagnósJco diferencial 

con la osteomalacia) . Las alteraciones típicas de la OP consisten en adelgazamiento de la 

cortical y disminución del volumen trabecular, sin alteración de la proporción osteoide/hueso 

mineralizado . La administración de tetraciclinas permite conocer una serie de parámetros 

dinámicos, como la velocidad a que se desplaza el frente de mineralización, el tiempo que tarda 

en mineralizarse el osteoide o el volumen de hueso formado por unidad de superficie ósea en un 

determinado período de tiempo, que informan de si el recambio óseo es normal, está aumentado 

o está disminuido. 
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2.5 Los estrógenos y su asociación con la densidad mineral ósea. 

Se sabe que las honnonas sexuales de origen esteroide reflejan efectos benéficos en el 

desarrollo y mantenimiento de la estructura ósea. incluyendo el control durante el crecimiento, 

la maduración ósea y el bloqueo durante el crecimiento longitudinal del hueso, en la regulación 

del metabolismo óseo cortical y trabecular, así como en el alcance de la concentración máxima 

de masa ósea y la inhibición de perdida de la misma. 

Los estrógeno s como tales, juegan un papel importante en el desarrollo de células óseas y en 

el mantenimiento de la microarquitectura del tejido óseo. Estos actúan al unirse y activar a los 

receptores de estrógenos (ESR). Hasta hace unos años sólo se conocía una forma del receptor de 

estrógeno, pero estudios realizados en el año de 1996 mostraron la presencia de una nueva 

fonna de este tipo de receptores, al que se le denomino receptor de estrógeno beta (ESRP) que 

es codificado por un nuevo gen, con respecto al ya conocido receptor de estrógeno alfa (ESRa). 

Ambos receptores fueron identificados en osteoblastos y en células progenitoras en la médula 

ósea, aún siendo la expresión de ESR en osteoclastos de cierta manera controversial . 14, 15.1 6, I7 

Cada día es más evidente que el papel de los estrógenos es fundamental en el crecimiento, 

desarrollo, maduración y mantenimiento del esqueleto, teniendo los mismos efectos tanto en 

hombres como en mujeres . Estos efectos se hacen notar desde la ~tapa pre-pubertal, pasando por 

la pubertad en donde el incremento de la DMO aumenta de manera notable . Esto se constata con 

estudios en donde se dosifican bajas concentraciones de estradiol en nrnos y nifias en etapa pre­

pubertal , incrementándose con ello, la velocidad en el crecimiento óseo. En la pubertad el 

crecimiento es por mucho mayor para ambos sexos, debido principalmente al aumento en los 

niveles de estrógeno . Durante la niñez y la pubertad los estrógeno s no sólo promueven el 

crecimiento óseo, sino que también son importantes en la mineralización ósea.IS
. 19. 20 

Diversas observaciones muestran el aumento de la DMO en relación a la presencia de 

estrógenos. El seguimiento o historia menstrual es el mejor predictor de DMO del tejido 

trabecular en mujeres pre-menopaúsicas.21 

Diversos reportes en diferentes poblaciones muestran una correlación positiva entre la masa 
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ósea y los niveles de estrógeno séricos, no sólo en mujeres, si no también en hombres. La 

importancia de los estrógeno s en el hombre, fue demostrada por medio del reporte de un joven 

de sexo masculino, quien resulto ser homocigoto para una mutación del gen ESRa , quien a su 

corta edad presentó OP grave. Similares son las características descritas en 2 hombres con 

deficiencia de aromatasa (mutaciones en el gen que codifica para la enzima aromatasa) la cual 

es la clave para la conversión de andrógenos en estrógenos. En mujeres con deficiencia 

estrogénica, causada por la menopausia o la remoción de los ovarios, tiene como resultado una 

marcada disminución en la DMO como resultado de un incremento en la resorción ósea, la cual 

se recupera por terapias de reemplazamiento de estrógenos (TRE) 21 , 22,23. 

Recientemente, se ha sugerido que los estrógenos pueden afectar directamente a los 

osteoclastos al igual que de manera indirecta por supresión de la producción de citocinas 

necesarias para la fonnación de osteoblastos o células precursoras de la médula ósea. Estas 

incluyen a la IL-l, IL6, TNF a, y prostaglandinas, provocando con esto un awnento en la 

resorción ósea. Por otra parte, los receptores de estrógeno pueden ser encontrados en el 

intestino, con lo que se sugiere que la acción de los estrógenos en tejidos no esqueléticos 

beneficia indirectamente al tejido óseo, esto se debe entre otras cosas a que los estrógenos 

estimulan la absorción de calcio, de manera independiente a las hormonas calciotrópicas.23
. 24. 25 

Igualmente ESR a y ESR ~ se encuentran en el riñón, los cuales al presentar la unión con 

sus ligandos provocan el transporte y la conservación renal del Ca ++, por lo tanto la falta de 

acción estrogénica secundaria provocada por problemas de interacción entre el receptor y el 

ligando en tejidos no esqueléticos, lo que resulta en un balance negativo de calcio, una 

deficiente absorción de calcio en el intestino, y un awnento en la excreción renal, lo cual 

repercute también sobre el fenotipo óseo. 

Es así, como la integridad de los receptores de estrógeno (ESk a y ESR ~), son importantes 

en la susceptibilidad de la OP, por lo tanto debido a que en las células óseas la acción de ios 

estrógeno s depende de su interacción con el receptor estrogénico específico, algún defecto de 

estos receptores a consecuencia de mutaciones o polimorfismos son capaces de modificar o 

eliminar la interacción con su ligando, suprimiendo con ello la acción honnonal y disminuyendo 

así la actividad metabólica del hueso. 
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Se han realizado estudios para ligar la patogénesis con algún problema en el receptor. los 

primeros estudios se realizaron con ESRa. ya que fue el primero en ser caracterizado. la 

mutación del receptor de estrógeno a que fue asociada a OP severa con el incremento de 

pérdida o recambio óseo y posteriormente la comparación de ratones ESR a knock out 

(ESRaKO) con ratones controles (wild-type) dieron como resultado un decremento en la 

. liza ·ó ' l· 26 27 rnmera CI n osea para os pnmeros. 

Estudios recientes señalan que la acción estrogénica inducida. después de una oferectomía. 

se lleva a cabo por la interacción del ligando con los receptores tanto ESR a como ESR J3. 

además de que en ambos receptores pueden tener una unión en la misma intensidad con su 

ligando. Actualmente se sugiere que la presencia de cada uno de los receptores puede estar 

regulada. ya que en cultivos in vitro de células precursoras. obtenidas de ratas sin ovarios (con 

OP), presentan diferencias al inducir un estrógeno, mientras las alfa aumentan, las beta 

disminuyen, pero esto toda vía no se demuestra del todo . Tal vez, los resultados más 

contundentes que relacionan los estrógenos con la OP, es la determinación que estos interactúan 

con los receptores de estrógeno (ESRa y ESR J3), tanto en células osteoblásticas, como en 

osteoclásticas, aunque su acción es individual en cada tipo de célula. ya que en las primeras 

induce una acción antiapoptósis, mientras en las segundas favorer,e la apoptósis en estas. Los 

receptores de estrógenos se expresan en diferentes tejidos a lo largú del cuerpo, incluyendo el 

sistema nervioso central, el sistema cardiovascular, el sistema inmune, el tracto urogenital,el 

tracto gastrointestinal, los riñones, intestinos, y desde luego en tejido óseo (tabla 3).28 29303 1 

La distribución corporal de ESRa y ESR J3 es similar, pero estructuralmente presentan 

diferencias . Cada ESRs esta confonnado por 5 dominios comenzando por el dominio N-tenninal 

(NHD), donde el ESRa tiene 185 aminoácidos, mientras que el ESRJ3 tiene solo 148 

aminoácidos, con lo que respecta al dominio unión-DNA (DBH) de ambos receptores, muestran 

una alta homología (sólo difieren en 3 a.a .) mientras que el domino de unión-ligando (LBD) 

presentan sólo el 59% de homología (fig. 3), lo que indica que los dos receptore!: pueden actuar 

con diferentes grupos de proteínas, lo que les puede atribuir las rliferencias funcionales que 

conservan ambos receptores 32 
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TABLA 3. Distribución de ESRs en diferentes tejidos. 

TEJIDOS 

Sistema Nervioso 

Central (SNC) 

Sistema Inmune 

Músculo 

Glándulas secretoras. 

Sistema óseo 

Sistema 

Gastrointestinal 

Sistema Urogenital 

Otros 

Presencia de Receptores 

Cerebro 

Espina Dorsal 

Médula ósea 

Timo 

Bazo 

Esquelético 

Cardiáco 

Hígado 

Páncreas 

Mamarias 

Hueso 

Intestinos 

Próstata 

Riñón 

El sombreado intenso corresponde a la presencia de Receptores en el tejido indicado. El somreado de menor 
intensidad, representa una baja concentración de receptores, y la ausencia de color señala la ausencia de 
receptores en el tejido específico. 

1 185 251 355 549 595 

ESRa INHD 

148 214 304 500 530 

ESRJ3 197 130 1
59 

1

18

1 

Figura 3. Comparación de las estructuras primarias de ESRa y ESRp, respectivamente. Con el número 1 se 

inicia el número de aminoácidos en el dominio N terminal. Los números dentro de cada receptor P representan la 

homología (>/0) entre los dominios de ambos receptor. Tomado de Gustafsson et a1199~2 

20 



MARCO TEÓRlCO 

2.6 Determinantes genéticos de la Osteoporosis. 

El análisis de la susceptibilidad familiar en la OP al igual que en otras enfennedades de 

origen multifactorial como la hipertensión arterial, obesidad, diabetes mellitus, cáncer, etc. 

resulta complejo, ya que es el resultado del efecto de más de dos genes capaces de responder a 

los factores ambientales. Sin embargo, estas variaciones cuantitativas y cualitativas propias de la 

herencia multifactorial o poligénica permiten establecer curvas de distrIbución de tipo normal 

(Gaussiano) en las poblaciones. 33,34 

Existen evidencias de que la osteoporosis exhIbe cierta susceptibilidad genética; algunas se 

relacionan con la presencia de OP entre diferentes grupos étnicos, por agregación familiar, por 

semejanzas familiares o poblacionales confonne a la historia natural de la enfennedad, o bien 

con relación a las respuestas terapéuticas. Aparentemente, algunos de los mecanismos que 

condicionan esta susceptIbilidad hereditaria pueden estar determinados por la presencia de 

mutaciones o polimorfismos en uno o varios genes, que de alguna u otra manera influyen sobre 

el fenotipo óseo. Generalmente se trata de genes capaces de responder a diversos agentes 

ambientales . 35 

Para determinar que alguna enfermedad o patología se relaciona con diferentes factores 

genéticos, S! necesita tener diferentes tipcs de evidencia, la cual se realiza a partir de una serie 

de opciones metodológicas. Inicialmente, se obtienen datos sugestivos, como son estudios de 

agregación familiar y diferencias entre grupos étnicos. Los primeros, muestran una alta 

frecuencia de las características patológicas manifestadas en un grupo de pacientes, en 

comparación a la población en general , y subsecuentemente se realiza una comparación con la 

frecuencia po:;itiva de la patología, a partir de historias familiares . Mientras que las diferencias 

entre grupos étnicos, pueden sugenr que factores genéticos, están relacionados con la 

enfermedad. Paralelamente, a este estudio se pueden realizar estudios de migración de 

progenitores, con la finalidad de verificar si se encuentran íntimamente relacionados a factores 

ambientales . 

Los modelos animales proveen evidencia indirecta de componentes genéticos en relación a 

enfermedades comunes. Un modelo biológico se usa como parámetro para identificar factores 
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genéticos, algunos animales muestran enfermedades análogas al ser humano, con lo cual, se 

puede verificar los probables genes asociados, y llegar a conclusiones más claras, sin embargo, 

no muestran defmitivamente la etiología de la patología, ya que una conclusión definitiva se 

realiza a través de estudios en el mismo ser humano. 

Otra observación sugestiva, es la relación con síndromes genéticos, esto es, el aumento de la 

incidencia de la patología, en individuos con síndromes genéticos. Esto puede ser usado como 

una herramienta más, pero no todas las patologías se relacionan con este comportamiento. 

El proceso llega a su final, cuando se adquieren evidencia definitiva, esta evidencia 

conuenza con estudios en gemelos idénticos, considerando la existencia de gemelos 

monocigóticos (MC), los cuales, presentan el mismo genoma y de gemelos dicigóticos (OC), los 

cuales, contienen solamente el 50% de su información genética (al igual que en hermanos no 

gemelos) diversos investigadores han empleado este modelo de estudio tratando de establecer el 

peso de los factores genéticos con relación al ambiente. Esto es, una alta concordancia en 

gemelos MC, indica que una significativa parte de la agregación familiar, depende de factores 

genéticos. 

Aunado a estos estudios existen otros, que son usados en casos en condiciones psiquiátricas, 

los cuales no son fundamentales para cada tipo de patogénesis. 

Desde hace algunos años, se han registrado nwnerosas observaciones epidemiológicas y 

clínicas que señalan con gran importancia la relación de la genética en la patogénesis de la OP. 

Inicialmente se observaron diferencias de la DMO y la remodelación ósea entre mujeres de raza 

negra y mujeres de raza blanca, mostrando en las primeras un incremento de la DMO en 

diferentes sitios del esqueleto, aún teniendo las mismas características de edad, altura, peso, 

ingesta de calcio y niveles de actividad fisica . A partir de esto se comprueba una mayor 

incidencia de OP en mujeres blancas en comparación con mujeres de color. De la misma fonna 

estas observaciones fueron realizadas entre poblaciones de Polinesia y poblaciones Europeas, 

encontrando diferencias entre ambas poblaciones. Estas variaciones de incidencia de OP entre 

grupos étnicos o raciales pueden ser causadas por factores ambientales, pero pueden reflejarse 

diferencias marcadas en la susceptibilidad.36
. 37. 38 
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Estudios familiares confirman la existencia de la contribución genética en la OP, mostrando 

una correlación en valores de DMO entre madres e hijas, particulannente en la región sacro­

lumbar de la columna vertebral, teniendo una disminución de la DMO y un alto riesgo de 

fractura después de la menopausia. Además estudios epidemiológicos similares confirman la 

importancia de historias familiares positivas a OP, ya que las generaciones subsecuentes 

al 'di d ' d fr tura 39 33 40 41 muestran un to m ce e nesgo e ac s.··· 

Por otra parte, se han realizado estudios en gemelos, comparando tanto individuos MC como 

individuos DC, mostrando una alta concordancia con la masa ósea de los primeros con respecto 

a los segundos, esto señala la relevante influencia genética que existe sobre el metabolismo 

óseo. Otros estudios en gemelos MC que refuerzan la influencia genética sobre la masa ósea, 

muestran una alta heredabilidad, comparados con otros parámetros óseos, como la utilización de 

ultrasonido y la geometría ósea. 

Los estudios densitométricos realizados en gemelos muestran que la concordancia de la 

DMO de columna vertebral y cuello femoral es mayor en gp,melos monocigóticos que en 

gemelos dicigóticos. 

A partir de estos estudios se confirmó la relación entre factores genéticos y ambientales en 

la patogénesis . Inicialmente, el incremento en el riesgo de fractura fue observado en asociación 

a historias familiares en las cuales las fracturas persisten a pesar de la que se haya regulado la 

DMO. Esto soporta que la susceptibilidad genética a las fracturas está mediada por factores 

...1; ' al ' I di lb ' DMO 20 42 43 awclon es que no so o pre sponen a a aja . " 

Con las bases y el conocimiento de la presencia de factores a nivel genético, comenzaron a 

emplearse diferentes técnicas en la identificación y caracterización de genes asociados a la 

patogénesis, desde análisis de pedigries multigeneracionales, la b lsqueda de alelos asociados, 

estudios de asociación entre individuos afectados y no afectados, y experimentación P,D 

animales . 

A partir de 1995, varios grupos de investigación a lo largo de todo el mundo estudiaron la 

influencia del aspecto genético y su relación con el desarrollo de la OP. Estos estudios, han 
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mostrado que existe una importante relación entre la genética y las características estructurales 

óseas. Estudios en humanos y en modelos animales han demostrado los altos niveles de herencia 

(45 al 80% de varianza) de la densidad del hueso y la estructura para grupos de cualquier edad. 

Esta herencia se hace aparente antes de la pubertad sugiriendo que los factores genéticos 

programan la herencia de las características estructurales del hueso. Estos resultados señalan la 

asociación de la DMO con los factores genéticos, teniendo que la heredabilidad puede ser mayor 

a 80% y por lo tanto concluir que 80% de los casos de OP son inducidos por factores genéticos 

y el 20% restante se le atribuyen a factores ambientales. 35 

En la práctica la mejor fonna de detectar los genes asociados es por medio de marcadores 

genéticos (ampliamente polimórficos) y su relación con características fenotípicas (baja DMO y 

fracturas) . 

Muchos de estos estudios se realizaron en distintos árboles genealógicos, entre los que 

destacan, investigaciones en familias Franco-Canadienses, Griegas y judías en donde se observó 

la predisposición en cuatro diferentes loci localizados en los cromosomas l p, 2p, 4q, Y II q ro . De 

forma similar se realizó un estudio en 10 familias México-Aml!ricanas en los que se observo la 

predisposición en 3 loci más (7q, 8p, 12q). Aunado a estos estudios, se han realizado estudios a 

partir de marcadores de DNA, por medio de una gran cantidad de marcadores en diferentes 

genes candidatos encontrándose de 7 a lO nuevos locis. 8q, 4q, 17q, 6q, ~q , 5q, 7p, entre 

otros )44 , 45 , 46 

Este tipo de estudios en los últimos años han proporcionado una gran .' J _ .J , 
v uuuuau uc 

información, dándonos 23 genes candidatos a la predisposición de 03teoporosis (tabla 4), de los 

cuales pocos se han estudiado de manera extensa y aún otros posiblemente no se han 

identificado. Algunos de los genes han sido mayormente estudiados en su relación con la OP 

(Tabla 4) . 

ro Nota: La nomenclatura p y q se refiere a el brazo del cromosoma en el que se encuentra la región génica, 

siendo "p" el brazo corto del cromosoma y "q" el brazo largo. La numeración adyacente a las letras po q. depende 

de la región génica a lo largo del cromoson.a 
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TABLA 4. Genes i ücados en el desa"o/Jo de OP. 
NOMBRE SIMBOLO LOCALIZACI N Referencias 

Apolipoproteína E - ApoE 19q13 47,48 

Colágena tipo lal- COLIAI 17q22 49,50,51 

Colágena tipo la2- COLIA2 7q22 50, 52,53 

Factor de crecimiento transformante ~ 1 TGF-~l 19q13 54, 55 , 56,57 

Factor de crecimiento de fibroblastos FGF 4q21 58 

Factor de crecimiento derivado de plaquetas PDGF 7q22 59 

Factor de estimulación de colonias de M-CSF Ip21-P13 60,61 

macrófagos 
Glicoproteína a2HS AHSG 3q27 62,63 

Hormona paratifoidea- PTH Ilpl5 64,65 

Interferón y INF-y 12ql4 61,66 

Interleucina 1 IL-I 2pl3 61,67 

Interleucina 4 IL-4 5q31.1 68 

Interleucina 6- IL-6 7p21 61 , 68 

Interleucina 11 IL-ll 19q13.3-q13.4 67,68 

Interleucina 13 IL-13 5q31 67 , 69 

Osteocalcina- BGLAP Iq25 70 

Osteonectina SPOCK 5q31 71 

Osteopontina SPPl 4q21 70, 71 

Receptor de sensible a Calcio CASR 3q21-24 72,73 

Receptor de Calcitonina- CALCAR 7q21.3 74 , 75 

Receptor de Estrógeno a- ESRa 6q25 .1 76, 51 

Receptor de vitamina D- VDR 12ql3 76,51 

Factor de Necrosis Tumoral a TGF-a 2E13 
67, 61 

-Genes más ampliamente estudiados relacionados con OP. 

GenESR a 

El gen del receptor de estrógeno (ESRa) junto con los geiles de COLlAJ y VDR representan 

los genes más estudiados con respecto al control genético de la DMO. Está bien establecido que 

la deficiencia de estrógenos en la postmenopausia juega un papel importante en la patogénesis 

de la osteoporosis, la cual está caracterizada por la pérdidá patológica de masa ósea y el 

incremento en el riesgo de fractura . A pesar que la distribución del receptor es ubicua y se sabe 

que éste no sólo se encuentra presente en los osteoblastos sino también en los osteoc1astos, 

evidencias que soportan los efectos directos del estrógeno en el metabolismo óseo. 

Las tasas de pérdida de masa ósea y DMO en las mujeres postmenopáusicas va desde 

normal a rápida, sin embargo, esto no se relaciona únicamente con factores hormonales, ya que 
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estudios en gemelos sUgIeren cierta heredabilidad de la DMO, por lo que se piensa que la 

heterogeneidad de ésta y del metabolismo óseo pueden reflejar la variación genética, lo que 

puede determinar cierta responsabilidad de este gen en los niveles bajos de estrógeno, sin 

embargo hoy por hoy no se tienen los elementos suficientes para soportar esta hipótesis. 3, 4, 42 

El papel de la acción estrogénica sobre el metabolismo óseo se han investigado desde 

hace mucho tiempo. Diversos trabajos han correlacionado los niveles sérico s de estradiol y la 

DMO, de esta manera, la pérdida postmenopáusica de estrógenos se ha asociado a la reducción 

de laDMO. 

DBP t~ ! IL-l 

FGF 
CASR tOL~2 ! lL-4 

ASHG ESRa 

1 2 3 4 5 6 7 X 

i PTH 

i 
VDR 

I ESRIl 

8 9 10 11 12 13 14 15 

I i cow,¡ lGF~1 ~ 
poE I ! i 

16 17 18 19 20 21 22 Y 

Figura 5. Localización cromosómica de algunos genes candidatos relacionados a la OP; el recuadro 
azul señala la región en cada cromosoma, donde se localizan estos genes, se muestran los genes más 
caracterizados y estudiados en relación con la OP. 
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Gen ESRp 

De acuerdo a las características del Gen ESR ex, se piensa que la isoforma de éste, pueda 

influir de manera similar sobre el fenotipo óseo, debido a que se encuentra en número similar y 

en tejidos similares que el ESR ex, además se ha identificado que éste se encuentra presente tanto 

en osteoblastos como en los osteoclastos, evidencias que soportan los efectos directos del 

estrógeno en el metabolismo óseo. En la tabla 5 se encuentran los polimorfismos más 

estudiados, así como el polimorfismo de este trabajo de investigación, señalando las técnicas por 

los que han sido estudiados. 

TABLA 5. Genes más estudiados y técnicas por las que se desarrollo dicho estudio. 

LOCUS Local ización POLIMORFISMO ENZIMA Técnica 

ERa (AT) 6q25.1 STR(TA) PCRyEC 

Er~ (CA) 14q STR (CA) PCRyEC 

ER-RFLP 6q25.1 RFLP PvuII RFLPs 

Xbal 

VDRH2 12q13 RFLP Taq/ RFLPs 

Bsm/ 

VDR 12q13 RFLP Bsml. Apa l RFLPs 

Taql 

CALCAR 17q21.3 RFLP Alu / RFLPs 

APOE 19q13 STR(AACT) PCRyEC 

2.7 PolimoñlSmos génicos. 

El hombre siempre se ha preocupado por establecer sus diferencias y caracterizarse con 

respecto a otras especies. Para ello, se ha valido de estudiar y analizar las diferencias como la 

morfología o fisiología de las especies o entre individuos, hoy en día esta diferenciación se lleva 

al cabo realizando diferentes métodos, en la investigación de su evolución a partir del DNA No 

obstante la caracterización de cada individuo, se basa en múltiples marcadores o sistemas 

polimórficos que le confieren una identidad dentro de la misma especie. 
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Las variaciones genéticas que se presentan dentro de una población con una frecuencia 

mayor que la producida por una mutación recurrente, fueron definidas en 1940 por J. Ford como 

"Polimorfismos".77 

Algunos contienen cantidades variables de diferentes tipos de DNA altamente repetitivo. Se 

ha observado que no tienen repercusión sobre el fenotipo~ sin embargo, datos en la literatura han 

reportado ampliamente que pueden tener un importante significado clínicO.78 

Con el paso del tiempo se ha observado que los sistemas polimórficos presentan ciertas 

propiedades, como son: 

Poseer un patrón hereditario bien definido. 

Ser estudiados con facilidad y utilizar para ello, WIa cantidad mínima de muestra. 

No ser afectados por agentes externos . 

Presentar variaciones significativas, en frecuencia, entre grupos raciales y entre 

pob laciones. 

El locus o región estudiada debe contener una gran variedad de alelo s o secuencias 

alternativas. 

Detectarse desde el nacimiento, sin presentar variaciones durante la ontogenia .. 

Deben ser selectivamente neutros. 

Nwnerosos marcadores de DNA son altamente polimórficos y tienen la capacidad de revelar 

el genotipo sin el impedimento tradicional de el estudio del fenotipo como primer pasO.79 

El empleo de las diferentes metodologías que identifican las reglOnes polimórficas de 

cualquier individuo, constituyen una herramienta muy útil en el área de la genética clínica. En 

muchos casos, la variación entre ellos es discontinua y permite la identificación individual de 

cualquier sujeto dentro dellinaje .80 

La combinación del estudio de polimorfismos junto con marcadores bioquímicos reflejan 

una infonnación muy completa para los estudios de ligamiento génico. Actualmente el estudio 

polimórfico ha tomado importante significancia clínica, como en los casos de Aneuploidías, en 
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Anomalías en el desarrollo, Retraso mental, Cáncer, en especial en tumores sólidos y leucemias, 

Corea de Hungtinton, en alergias, así como en otras enfermedades de mayor incidencia en la 

población mundial. 77 

Así mismo resultan útiles en el área de la medicina legal o forense en la identificación de 

cuerpos, así como en la investigación e identificación en el área de la criminalística.81 

2.8 Estrategias para identificar los genes asociados a osteoporosis 

La principal herramienta en el estudio de genes asociados a OP, se realiza por medio de 

marcadores genéticos, ya que estos tienen la capacidad de identificar polimorfismos en los genes 

candidatos y relacionarlos con o sin la presencia de la patogénesis. 

Como se ha podido observar, el polimorfismo que presentan ciertos genes se ha convertido 

en el antecedente para asociarlos a ellos o a sus formas alternativas con diferentes 

padecimientos. La búsqueda de uno o varios genes que puedan predecimos una enfermedad es 

10 que se conoce como marcador genético, el cual tiene eficac\a terapéutica debido que a través 

de él podemos diagnosticar de fonna temprana un padecimiento.82 

2.8.1 Marcadores de DNA. 

En este tiempo nos encontramos dentro de una revolución en genética molecular y 

biotecnología. Esta revolución, se desarrolla a pasos agigantados a partir del descubl imiemo áe 

el DNA recombinante y la utilización de la técnica de amplificación conocida como PeR. En la 

actualidad los marcadores de DNA son herramientas muy importantes en la evolución de la era 

del genoma o de la genética. Los marcadores genéticos deben presentar un amplio 

polimorfismo, con 10 cual presentan la capacidad para discriminar a un individuo de otro (poder 

de discriminación pD), y con esto deben estar distribuidos en la población en una forma amplia. 

Así mismo, para que se puedan considerar eficientes deben de encontrarse ampliamente 

distribuidos en la población (H7 > 80%), Y tener una baja probabilidad de coincidencia al azar 

(PCA), que se refiere a la probabilidad de que dos individuos tomados al azar de una población 

(salvo gemelos idénticos) tengan exactamente el mismo haplotipo. 
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Entre los marcadores altamente polimórficos se encuentran los SNP (single Nucleotide 

Polymorphism), los marcadores tipo microsatélite (STR=Short Tandem Repeat) que se 

caracterizan por ser regiones dispersas formadas por variables de 2 a 6 pares de bases repetidas 

en tandem, los marcadores tipo minisatélite (VNTR=Variable Number of Tandem Repeat) que 

se caracterizan por ser regiones dispersas formadas por variables de 15 a 70 pares de bases 

repetidas en tandem, y los marcadores de variación de secuencia. Estos pueden ser estudiados a 

través de las técnicas convencionales de biología molecular tales como: RFLPs (polimorfismo 

de longitud de fracmento por enzimas de restricción), SSCP (polimorfismo de conformación de 

cadena sencilla), ASO (hibridación alelo-específico de oligonuc1eótidos), y PCR (reacción en 

cadena de polimerasa), genotipificación a través de Gene Scan y secuenciación, entre otras. 

Los alelos de los microsatélites de DNA varían uno del otro en el número de secuencias 

repetidas de dinucleótidos, trinucleótidos, tetranuc1eótidos, pentanuc1eótidos y hasta 

hexanuc1eótidos, que son fácilmente distinguidos mediante electroforesis. 

Mediante el uso de la PCR junto con los marcadores de DNA específicos, se logra la 

asignación de alelos sobre la base del tamaño del fragmento de DNA amplificado. 

2.8.2 Minisatélites y Microsatélites. 

El análisis de secuencias polimórficas del DNA es una poderosa herramienta con un gran 

alcance para diferentes beneficios, muchos de los cuales se mencionan en el apartado 2.7. Los 

marcadores más informativos, descritos a la fecha, son los minisatélites (VNTRs), los cuales 

consisten en bloques de secuencias variables que se repiten en tándem, localizadas 

predominantemente en las regiones subteloméricas de los cromosomas y el tamaño del "core" es 

Je lOa 65bp83 84 85 

él alto polimorfismo de los VNTRs fue inicialmente detectado por medio de la técnica de 

"Southem Blof', las sondas mono-Iocus presentan de I a 2 bandas correspondientes a genotipos 

homocigotos o heterocigotos respectivamente y las sondas multi-Iocus detectan hasta 18 bandas 

por individuo. Al patrón de bandeo exclusivo para cada individuo se le conoce como "Huella 

digital del DNA o DNA Fingerprint" .86. 87. 88 
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Sin embargo, para la detección de los mínisatélites por la técnica de "Southem Blot" se 

requiere DNA de alto peso molecular y cuando menos 500ng del mismo, sin contar con el 

tiempo necesario para el análisis, por 10 que es imposible emplearlos en casos en donde la 

muestra es escasa o se encuentra degradada. Para estos casos es necesario el empleo de 

marcadores que se amplifiquen por PCR, entre los que se encuentran los loci de variación 

de secuencia, los STR y algunos marcadores tipo VNTR para PeR.3 

Los microsatélites o secuencias cortas de repetición en tándem (STR), al igual que los 

marcadores tipo VNTR son sistemas multialélicos altamente polimórficos, en los cuales el 

número de repeticiones en tándem es de 2 a 6pb. Estos marcadores se encuentran distribuidos en 

todo el genoma humano. A la fecha, se han descrito diferentes clases de loci para los 

microsatélites, estos incluyen di, tri, tetra, penta y hexanucleótidos(98,99,IOO). El tamaño de los 

alelas de la mayoría de los loci STR se encuentran en el rango de 100 a 400pb, lo que les 

permite ser explorados fácilmente en muestras degradadas y escasas; además se pueden detectar 

fácilmente por técnicas sencillas como la electroforesis en poliacrílamida seguida de la tinción 

de plata y más recientemente haciendo uso de la electroforesis capilar (CE) en analizadores de 

DNA automáticos. La electroforesis en gel ha sido el método convencional para determinar el 

tamaño de los productos de PeR, sin embargo la técnica consume mucho tiempo y no es 

cuantitativa. La CE es una importante herramienta para este propósito, por que ofrece los 

beneficios de una separación rápida (24 min .) y eficiente de los fragmentos del DNA, 

empleando los principios de carga, hidrofobicidad, estereoespecificidad y tamañO.42, 94,89,90 

Estos marcadores presentan grandes ventajas, ya que se encuentran en grandes cantidades, y 

relativamente espaciados a lo largo de todo el genoma, son importantes debido a que son más 

específicos, sobretodo en poblaciones con niveles bajos de variación de aloenzima y DNA 

mitocondrial (mtDNA). 

Originalmente, estos marcadores se han utilizado para la realización de mapas genéticos y 

pueden ser usados de manera extensiva para la Asociación de genes susceptibles en el 

desarrollo de diferentes enfermedades . Además son usados para el análisis de paternidad y 

probabilidad de muestras de identidad entre individuos y en niveles poblacionales, en estudios 

de parentesco o afinidad, en estudios de genética de población, en estudios de hibridación entre 
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especies emparentadas, en la comparación de niveles de variación de especies y poblaciones ya 

que pueden proveer un uso para la valoración genética total, y estimar tamaños de población 
c· . . , b bla · 93 95 91 electIva y IDlgraclOn entre su po clones.' . 

2.8.3 SNPs 

Los SNPs (single nucleotide polymorphism) es otro polimorfismo altamente prevalente en 

el genoma y con una alta variación genética, son variaciones de secuencias de DNA que ocurren 

cuando un mononucleótido (A, T, C o G) se encuentra cambiado o modificado en la secuencia 

genómica. Se sabe que la mayoría de estos cambios de 2 de cada 3 SNPs ocurren por el 

remplazamiento de citosina (C) por timina (T). Este tipo de marcadores OCÚITen cada 1000 a 

2000 nucleótidos a 10 largo del genoma humano, por lo que se estima que hay más de 3 millones 

en nuestro genoma, sin contar con la alta frecuencia y distribución en el mismo, lo que lo 

convierte en un marcador genético superior a cualquier otro y con capacidad para generar mapas 

de alta resolución. 

Todos estos marcadores poseen la capacidad para ser buenos candidatos en el diagnóstico 

de enfermedades multigénicas, sin embargo, se requiere de estudios poblacionales con el fin de 

asociar determinados alelos a ciertas características de una d~terminada enfermedad, por lo que 

la rapidez con la que se realicen los estudios de asociación son el factor lirnitante para un 

oportuno diagnóstico.82 

2.8.4 QTLs 

Se conocen como loci de rasgos cuantitativos o genes en segregación de un rasgo 

cuantitativo. Es un método molecular relacionado con caracteristicas cuantitativas medidas que 

pueden ser correlacionadas con la presencia o ausencia de un alelo de interés. Se definen como 

sistemas múltiples de genes en los que subyace la susceptibilidad de padecer determinadas 

enfermedades o adoptar ciertas pautas de comportarnieuto. 

Usualmente éste es un marcador descrito por la asociación estadística de variaciones en 

características particulares de un fenotipo que puede ser controlado por la acción en conjunto de 

alelos en múltiples loci . 
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Este análisis se realiza en organismos experimentales mediante el cruzamiento de dos líneas 

que difieren notablemente en el rasgo cuantitativo y que difieren además en los alelos del loci 

bien conocidos, genes marcadores, donde los diferentes genotipos pueden distinguirse por 

criterios tales como un efecto fenotípico visible que es independiente del rasgo cuantitativo, por 

la movilidad electrforética de las proteínas que determinan o por la propia secuencia de DNA de 

los propios genes. La FI procedente de las dos líneas se cruza entre sí misma para obtener una 

F2. Si existen QTL estrechamente ligados a un gen marcador, entonces los diferentes genotipos 

marcadores en la generación que segrega también contendrá los alelos QTL que estan ligados a 

ellos en las líneas parentales originales. Por tanto, los diferentes gl!notipos marcadores en la F2 

tendrán fenotipos medios distintos para el carácter cuantitativo. Desafortunadamente, en 

genética hwnana, aunque la segregación de genes marcadores puede emplearse para localizar 

desórdenes debidos a un único gen, el tamaño pequeño de los grupos de pedigríes humanos hace 

la técnica inaplicable a los loci de rasgos cuantitativos.92 

2.9 Los polimoñlSmos del gen del receptor de estrógeno y la osteoporosis 

Como mediadores de la acción hormonal de los estrógenos, los genes que codifican los 

ESRs tienen que ser considerados como importantes candidatos rarz la determinación de riesgo 

a la OP. Ya existen antecedentes de esta relación, aunque los primeros estudios se concentraron 

sólo en el ya conocido ESRa, donde se ha observado el fenotipo OP en un individuo que 

presentaba interrwnpido el gen ESRa, así como en ratones en ausencia de este gen, por lo que 

se dice que es un gen responsable de la patogénesis. Esto es posible asegurarlo ya que las 

variantes alélicas de este gen causan diferencias importantes en la población general, siendo que 

2. edad temprana no se observen secuelas importantes, por los altos ni veles de estrógenos, pero 

al haber la descompensación de estos niveles, por alguna causa fisiológica o por el paso de la 

menopausia, estas secuelas se hacen observables desembocando en el desarrollo de la OP.9. 18.93 

94. 99 

El primero de los receptores ESRa, se encuentra localizado en el cromosoma 6q25, en el 

cual se han identificado varios sitios polimórficos en la región promotora del gen, de tipo STR 

(T A)n, siendo asociadas con la variación de DMO en población Japonesa, según en este 

polimorfismo que se encontró en presencia de 12 T A repetidas, se relacionó con la disminución 
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de DMO. Este mismo grupo por medio de estudios con RFLP relacionó la ausencia del sitio de 

restricción Xba I y en presencia del sitio de restricción Pvu 11 en los que fueron observable la 

pérdida de DMO, y de la misma forma el aumento en el riesgo de Op.95
, 96, 3, 97 

Con respecto a las variables en los sitios de restricción, fue el primer intento de asociarlo 

con la OP, pero en estudios realizados en poblaciones Belgas, Danesas, Italianas y Coreanas, no 

encontraron relación con la ausencia o presencia de Xba I o Pvu TI RFLPs. Nuevos estudios en 

mujeres japonesas encontraron relación en ausencia de otro sitio de restricción, el Pvu 11, el cual 

fue contradicho en estudios en mujeres Americanas y Británicas. De igual manera los resultados 

presentados en poblaciones Chinas tienen como resultado un aumento de la DMO, en lugar de 

una disminución . Los resultados obtenidos a lo largo del planeta, observaron una gran 

variabilidad, siendo que en ciertas regiones presentaban un comportamiento totalmente contrario 

al de otra región. Lo defmitivo era que los mecanismos moleculares para los polimorfismo en 

Xba 1 y Pvu 11 en relación a riesgo de fractura no eran nada claros. A partir de este momento se 

buscó un desequilibrio en la región promotora del gen ERa, encontrando el polimorfismo T A. 

ya antes observados por los Japoneses, pudiendo provocar influencia en la regulación 

transcripcional. Con esto se realizaron estudios en poblaciones Americanas, Italianas y Danesas, 

en las que se observaron relación entre el número de repetidas y la perdida de DMO.n . 98. 99. 4. 100 

Conociendo la relación de los polimorfismos en el gen ESRa con respecto con la perdida de 

DMO, es posible que se encuentren polimorfismos en el gen ESRp, recientemente descubierto 

en 1996, localizado en el cromosoma l4q22-24 (fig. 6), los cuales poseen una relación similar al 

ESRa. Este gen se encuentra muy poco estudiado, ya que las investigaciones se encuentran en 

fase inicial . El primer estudio realizado en ratones ESRp Knockout sugiere un rol importante en 

la mediación entre la acción estrogénica y el crecimiento óseo, pero no asegura esta relación con 

la perdida de DMO.99 

En humanos, sólo se tienen como antecedentes 2 estudios, el primero realizado en mujeres 

premenopáusicas en población Japonesa en donde relacionan el polimorfismo dinucleótido 

(CA)n con la DMO. En la genética de población general se encontraron alelos cuyas repetidas 

van desde 18 a 32 repetidas (reaiizando su genética de población), mientras que en la población 

de estudio el alelo con 26 repetidas (alelo 1) fue el que se encontró con mayor frecuencia, 

relacionado con un aumento en la DMO. 
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El segundo estudio fue realizado en mujeres premenopaúsicas en población China en donde 

relacionan el mismo polimorfismo encontrado en la población japonesa, el dinucleótido (CA)n 

con la DMO, encontrando alelos que van desde 15 a 28 repetidas (realizando su genética de 

población) en individuos sanos, encontrando el alelo con 20 repetidas de CA, un aumento 

significativa en la DMO.IOI 
102 

Aún no se tienen claro la relación de este receptor con la OP, además de que no se tienen 

estudios donde se implique a éste con la patogénesis. Cabe mencionar que la función de ambos 

ESRs, es la misma, además de encontrarse presente en células osteoblásticas, como 

osteoclásticas por lo que es posible que la presencia de ciertos polimorfismos en el gen del ERJ3 

puedan estar relacionados con la perdida de DMO en la OP.20 

J3 
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Figura 6. Mapa de IocaliZllcióll del ESR{J ell el cronwsOIrUl U. Identificación de el ESRfJ en la región 14q22-U. 

Se ha encontrado en oSleohlaslOs y en célula.5 progenitoras en la médula ósea, es homólogo al ESRa que se ha 

identificado en el brazo la'1{o del cromosoma 6. Tomado de Mosselman el al. 1996. 16 
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2.10 Utilidad de los polimoñlSmos genéticos en el diagnóstico de la osteoporosis 

Se sabe que cada población se comporta de forma diferente, tal es así que los estudios 

realizados en poblaciones caucásicas manifiestan la enfermedad a partir de los 50 años, sin 

embargo, en otras poblaciones cada día es mayor el número de mujeres jóvenes (> 30 años) que 

presentan la enfermedad. Las poblaciones orientales, se han percatado de la importancia de un 

diagnóstico temprano, ya que puede permitir la prevención de la misma en las primeras fases de 

desarrollo (osteopenía) . Tal es el impacto de este diagnóstico, que los grupos japoneses están 

realizando estudios de genética de población en mujeres muy jóvenes (15-23 años) y las 

estadísticas obtenidas indican que no se requiere la entrada al climaterio para que la enfermedad 

se manifieste.43
• 44 

La relación de polimorfismos en diferentes genes que puedan relacionarse con la 

patogénesis, puede desarrollar procedimientos preventivos de acuerdo a cada población. 
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111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

3.1 Justificación. 

En México la OP tiene una alta incidencia, presentándose en el 20% de las mujeres, mientras 

que cerca del 40% desarrollan osteopenia. Así mismo, el riesgo de que una mujer este 

predeterminada a sufrir fracturas por OP es muy alto, y equivale al riesgo combinado de 

desarrollar cáncer de mama, de útero y de ovario. Estudios realizados en nuestra población 

(n=4467 mujeres de 20 a 90 años) han indicado que la prevalencia de sufrir OP en una 

población de mujeres mayores a 50 años, aparentemente "sanas" sin factores de riesgo, es de 

16%, mientras que algunos trabajos indican que la OP afecta a una de cada cinco mujeres de 

más de 45 años y a cuatro de diez de más de 70 años.) Según estimaciones del consejo nacional 

de población (CONAPO) para el año 2025 nuestra población estará integrada por 28 millones de 

hombres y mujeres mayores a 65 años, lo cual permitirá que un mayor número de personas 

padezcan OP, y con ello aumenten los riesgos de fracturas y por lo tanto de incapacidad. 

Evidentemente, la atención requerida por los pacientes con OP repercute sobre la economía 

nacional, ya que por cada paciente con el Sector Salud gasta aproximadamente 60 mil pesos 

diarios, lo equivalente a 730 millones de dólares anuales, esto, sin tomar en cuenta la 

recuperación, en la cual se invierten cerca de 10 mil a 90 mil pesos) . 

En México no contamos con los recursos económicos suficientes para ofrecer un tipo de 

atención especializada en pacientes con OP, por lo que resulta más conveniente prevenir que 

tratar las fracturas, las cuales tienen un elevado índice de incapacidad y de mortalidad. Para ello 

es necesario un estudio que nos permita detectar de forma eficaz y oportuna la presencia de la 

predisposición genética a esta enfermedad. 

Así mismo, en nuestro país, no se cuentan con estudios de genética de población que nos 

permitan conocer la distribución de ciertos polimorfismos relacionados directa o indirectamente 

con la constitución y metabolismo óseo. 
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Pero para realizar un estudio en la población afectada, es necesario realizar previamente o de 

forma simultánea un estudio en la población en general, que nos permita conocer la distribución 

de estos alelos en nuestra población, lo cual nos servirá de control al comparar la distribución de 

los alelo s en las poblaciones afectadas. Finalmente, conoceremos los alelos de mayor incidencia 

y asociaremos los diferentes genotipos al desarrollo de esta enfermedad. Esto nos permitirá no 

solamente conocer las características de este desorden en nuestra población, sino diseñar 

estrategias de prevención adecuadas a nuestras necesidades, ya que indudablemente el mejor 

tratamiento (y el menos costoso) de la OP es la prevención. 

El estudio permitirá un diagnóstico temprano en aquellas mujeres con los alelos asociados a esta 

enfermedad y con ello una prevención oportuna. 
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3.2 Objetivos. 

3.2.1 Objetivo General 

Investigar las frecuencias alélica y genotipicas del polimorfismo microsatélite 

dinucleótido (CA) presente en el gen del receptor de estrógeno J3, en Wl grupo de 150 individuos 

correspondientes a la población en general, en Wl grupo de mujeres mexicanas con y sin pérdida 

de la DMO, desarrollando en algunos casos osteopenia (n=29) y en otros OP (n=29). Así como 

relacionar posibles genotipos con la perdida de DMO en el grupo de mujeres con OP y en el 

grupo de mujeres con osteopenia, empleando como control un grupo correspondiente de 29 

mUjeres sanas. 

3.2.2. Objetivos particulares 

1 .Realizar una genética de población en un grupo de 150 individuos en general (300 

cromosomas ). 

2. Investigar la frecuencia alélica y genotípica de los polimorfismos en el locus ERJ3 tanto 

en el grupo control (Población Nonnal), como en la población ~on OP, la población con 

osteopenia y en la población sana. 

3. Calcular la heterocigocidad (HZ), el poder de discriminación (pO), la ley de Hardy­

Weinberg, y la probabilidad de coincidencia al azar (PCA), verificando, así mismo la dIversidad 

genética (índice de Shanon) . 

4. Investigar la asociación de cada uno de los genotipos del locus ERJ3 estudiados con 

respecto a la DMO en la población con OP y en la población con osteopenia. 
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IV. METODOLOGÍA. 

DISEÑO METODOLÓGICO: Investigación Biomédica, descriptiva, transversal y comparativa. 

Registrado en el Departamento de Enseñanza del Instituto de Ortopedia del Centro Nacional de 

Rehabilitación. 

4.1 Selección de Sujetos 

Las muestras obtenidas (10 mL de muestras de sangre venosa a partir de la vena antecubital) se 

dividieron en cuatro grupos: 

a) Genética de población para individuos mexicanos (población General) : 

• Se incluyeron muestras obtenidas de 150 voluntarios saludables (hombres y 

mujeres), con residencia a lo largo de toda la república Mexicana, los cuales 

deberían contar con una historia familiar, de por lo menos tres generaciones 

establecidas en la región a la que corresponden. 

• Se les invitó a participar de manera voluntaria 

• Se extrajeron 10 mL de sangre a partir de la vena cubital, lo cual representa un 

riesgo menor al mínimo, de acuerdo con la SSA. 

• Se excluyeron aquellos casos en quienes no fue posible realizar el 100 % de los 

procesos requeridos en la investigación. 

b) Población Sana: 

• Se capturaron en la consulta externa de la c!ín;;::a de OP del CNR 29 mujeres pre 

y postmenopaúsicas (edad de 22-74 años, promedio 51.13 años, SO 13 . 8 +/-), 

con residencia en la Ciudad de México y zonas aledañas, con por lo menos tres 

generaciones de residencia en el D.F. o en el Esté.do de México. 

• Se les invitó a participar de manera voluntaria en la investigación. 

• Se extrajeron 10 ml de sangre a partir de la vena cubital, lo cual representa un 

riesgo menor al mínimo, de acuerdo con la SSA. 

• Se les realizó un estudio de la medición de la DMO (cadera y columna), por 

medio del densitómetro Hologic QDR 2000 que pertenece a la unidad de rayos X 

del CNR. 
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• Los criterios de exclusión fueron cualquier mujer con deficiencia en su DMO, 

con uso de medicamentos que afecten el metabolismo óseo ( como 

corticoesteroides, anticonvulsionantes, heparina) , o historial ginecológico 

inusual, lo cual corresponde a aquellos casos en quienes no fue posible realizar el 

100 % de los procesos requeridos en la investigación 

c) Población con osteopenia: 

• Se capturaron en la consulta externa de la clínica de OP del CNR 29 pacientes 

mujeres pre y postmenopáusicas (edad de 19-82 años, Promedio 59.7 años, SD 

12 .8+/-), las cuales presentaban disminución de DMO, con diagnóstico de 

Osteopenia. Con residencia en la Ciudad de México o zona conurvada. 

• Se les invitó a participar de manera voluntaria en la investigación. 

• Se extrajeron 10 mL de sangre a partir de la vena cubital, lo cual representa un 

riesgo menor al mínimo, de acuerdo con la SSA. 

• Se les realizó un estudio de la medición de la DMO (cadera y columna), por 

medio del densitómetro Hologic QDR 2000 que oertenece a la unidad de rayos X 

del CNR. 

• Como criterios de exclusión, cualquier individuo que presentara DMO normal o 

alta, así como pacientes con DMO disminuida por el posible uso de 

medicamentos que afectan el metabolismo óseo (como corticoesteroides, 

anticonvulsionantes, heparina), inusual historial ginecológico, así mismo, 

aquellos casos en quienes no fue posible realizar el 100 % de los procesos 

requeridos en la investigación 

d) Población con OP: 

• Se capturaron en la consulta externa de la clinica de OP del CNR 29 pacientes 

mujeres pre y postmenopáusicas, del CNR (edad de 26-82 años, Promedio 62 .83 

años, SD 11.5+/-), las cuales presentaban disminución de DMO, según los 

valores especificados por la OMS, (mujeres con una DMO por debajo de 2.5 DE 

con respecto a la media juvenil). Con residencia en la Ciudad de México o en el 

Estado de México. 

• Se les invitó a participar de manera voluntaria en u investigación. 
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• Se extrajeron 10 mL de sangre a partir de la vena cubital, lo cual representa un 

riesgo menor al mínimo, de acuerdo con la SSA 

• Se les realizó un estudio de la medición de la DMO (cadera y columna), por 

medio del densitómetro Hologic QDR 2000 que pertenece a la unidad de rayos X 

del CNR. 

• Como criterio de exclusión, cualquier individuo que presentara DMO por encima 

de 2.5 DE según la media juvenil, pacientes en uso de medicamentos que afecten 

el metabolismo óseo (como corticoesteroides, anticonvulsionantes, beparina), 

historial ginecológico inusual y aquellos casos en quienes no fue posible realizar 

el 100 % de los procesos requeridos en la investigación 

Definición Operativa de las variables de estudio: 

4.2 Medición de la Densidad Mineral Ósea. 

Los parámetros evaluados son el contenido mineral óseo (BMC; g) y el área de densidad 

mineral ósea (aBMD; gI cm2 
), los cuales son medidos en la columna (zona lumbar Ll, L2, L3 y 

lA), Y en el extremo proximal del fémur (cuello, región intertrocantérea y triángulo de Ward), 

así como los valores de z-score (relación sexo-edad-DMO), usando el método de absorciometría 

por rayos X de doble nivel de energía (densitometría ósea, DEXA; Hologic QDR 2000 + 

Hologic, Inc., Waltham, MA). 

Según la OMS: 

OP: DMO por debajo de 2.5 DE, con respecto a la media juvenil. 

Osteopenia: DMO entre l y 2.5 por debajo de la DE, con respecto a la media juvenil. 

Normal: hasta 1 DE con respecto a la media juvenil. 

4.3 Extracción de DNA. 

La extracción del DNA, se realizó a partir de 5 rnL de sangre venosa, de cada uno de los 

individuos de cada población. Se empleó la técnica de Fenoll Proteinasa K, descrita por 

Sambrook 103
. 
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a) Extracción de 5 mL de sangre por medio de jeringa con aguja calibre 20 o 22, o bien por 

sistema Vacutainer, empleando EDTA como anticoagulante. 

b) Las muetras se centrifugaron a 2500 rpm por 15 minutos. 

c) Se tomó la fase que se encuentra entre los eritrocitos y el plasma (Leucocitos), por medio 

de una pipeta pasteur y se colocó en un tubo de l.5mL. 

d) Se agregaron 500J.1.l- de Buffer de lisis de células (CLB) en frío y se homogenizó 

empleando un vortex. 

e) Se centrifugó a 6000 rpm por 5 minutos . 

f) Se decantó el sobrenadante, el botón se resuspendió con Buffer CLB frío y se 

homogenizó. 

g) Se centrifugó a 6000 rpm por 5 minutos . 

h) Se decantó y se adicionaron 500J.1.l- de Buffer de extracción y nuevamente se 

homogenizó. 

i) Se agregaron 20¡.tL de Proteinasa K . 

j) Se incubó a 68°C, por 30 minutos . 

k) Se adicionaron 500J.1.l- de una solución, con una cc..ncentración 25 :24:1 de fenol, 

cloroformo y Alcohol isoamilico. 

1) Se resuspendió y se centrifugó a 6000 rpm por 5 minutos. 

m) Se tomó la fase acuosa y se colocó en un tubo 1.5 rnL. 

n) Se agregó una solución con una concentración 24 : 1 de Cloroformo: alcohol isoamílico. 

o) Se re suspendió y se centrifugó a 6000 rpm por 5 minutos. 

p) Se tomó la fase acuosa, la cual se colocó en un tubo 1.5 mL Y se agregó NaCl para 

obtener una concentración 0 .2M. 

q) Se agregaron 500 ¡.tL de isopropanol frío . 

r) Se agitó el tubo con movimientos suaves de 180° hasta observar la formación de un 

paquete fibrilar . 

s) A través de una punta de una micropipeta se tomó el paquete con mucho cuidado y se 

colocó en un tubo de 1.5 mL con l mL de etanol absoluto. 

t) Se resuspendió y se centrifugó a 14000 rpm por 10 minutos a 4° C. 

u) Se decantó y el botón se resuspendió en l mL de etanol al 70%. 

v) Se centrifugó a 1400rpm por 10 minutos a 4 oC . 

w) Se decantó y se dejó secar el botón (ONA) a temperatura ambiente . 
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4.4 Determinación espectrofotométrica de DNA. 

a) Al DNA seco se agregaron 100 J.1L de agua inyectable. 

b) Por medio de una punta cortada se resuspende la muestra. 

c) Se tomó una alícuota de 5 J.1L y se llevó a 500 J.1L con agua inyectable para alcanzar una 

dilución 1: l OO . 

d) La lectura se realizó mediante espectrofotometría a una 1..=260 y a 1..= 280. 

e) Finalmente, se realizaron los cálculos para obtener la concentración total de dsDNA, 

tomando en cuenta que 1 D.O. dsDNA (densidad óptica de DNA de doble cadena)= 50 

nglrnL. 

Por lo tanto: 

[dsONA]= (1 0 .0.1..260) (50nglrnL) (Factor de dilución). 

y la pureza del material genético, a través de la relación entre la 1..=260 y la 1..= 280 . 

4.5 Solución de DNA. 

Según los datos obtenidos en la concentración total de d~DNA, se tomó una alícuota 

para preparar una solución de ONA que contenga una concentr"dciór. final de 12.5ngl)..!L en 200 

)..!L. 

4.6 Locus analiz.'!do 

TABLA 6. CaracterL\ricas dellfx:us. 

Secuencia Localización No. Alelos Intervalo de 

LOCUS Polimórfica Crornosórnica reportados repetidas 

ESR J3 (CA)n 14q22-24 13 (Cpi)" 146-170" 

15 (Jap)· 150-178· 

(CA)n .. Polimorfismo dmucleÓlido clloclna-ademna. Los ale/os reporlados son Jalos lomados de 

pb/aciones Chinas y Japonesa. Tomadr¡s Je Ogawa el. al 2000· )' La" el. a/2002 ••. 101.10: 
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4.7 Determinación del polimoñlSmo microsatélite por PCR. 

Este método emplea la técnica de PCR , la cual se basa en la amplificación de DNA in 

vitro. La región génica de interes se delimita con los primers específicos y se amplifica mediante 

una serie de cambios de temperatura: el primer paso es la desnaturalización del DNA por un 

incremento de temperatura (94°C); posteriormente hay una disminución de temperatura (25-

65°C), lo cual permite la unión o alineamiento de los iniciadores a secuencias complementarias 

en el DNA; y finalmente hay un incremento de temperatura (alrededor de 72°C), donde la 

polimerasa termoestable de DNA empieza a copiar la secuencia en la hebra complementaria 

(uniendo nucleótidos trifosfato), a partir de las regiones donde se encuentran los iniciadores 

(Weising et al, 1995). Este esquema de cambios de temperatura se repite durante cierto número 

de ciclos lo que permite un incremento exponencial en el número de copias de moléculas de 

DNA que han sido amplificadas en cada ciclo. Así, a partir de pequeñas cantidades de DNA, se 

puede awnentar la concentración de ciertas regiones del genoma que pueden resultar 

informativas, en nuestro caso es la región del gen ESRp . 

La PCR fue realizada usando oligonucleótidos designados para amplificar las 

repeticiones polirnórficas (CA)n flanquendo la región del gen ERp hwnano (fig.7.). 

La reacción fue realizada en un volwnen final de 6 III conteniendo: 

a) 2.5ng/1ll de DNA genómico, obtenido de leucocitos en sangre periférica. 

b) 0.125 J.1M de cada primer ( p;imer 1: TET 5 '-GGTAAACCATGGTCTGTACC-3' , 

primer 2: 5'-AACAAAATGTTGAATGAGTGGg-3 ') (lnvitrogen) 

c) 200 JlM dNTp·s. 

d) 2rnM de MgCb (Roche) . 

e) 0.61ll de 10X de reactivo Buffer. (Roche ). 

ti 0.5 U de Taq DNA polimerasa. (Roche). 

El procedimiento del termociclador (PE Biosystems, geneamp system 2400), se llevó al 

cabo con una desnaturalización inicial a 94 oC por 5 minutos, 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 

30 ciclos de hibridación de cebadores a 58°C por 15 segundos, y 30 ciclos de extensión del 

cebador a 72°C por 30 segundos, y una extensión final a 72°C por 10 minutos . 
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94°C 94°C 

5' 30" 
72°C 72°C 

5S"C / 

30" 10' 

15" 

TABLA 7. Condiciones de AmplifICación 

Temperatura (OC) Tiempo No. Ciclos Proceso 

94 5 minutos 1 Desnaturalización Inicial 

94 30 segundos 30 Desnaturalización 

58 15 segundos 30 Hibridación 

72 30 segundos 30 Polimerización 

72 10 minutos 1 Polimerización Final 

ACATATGCAAAGACATTTTTGTGTCCTTAGTATCAACAGGCAACTGACTAATGTTAAATT 

KITAGTCAGAGGAAGTITGTATCTGGCTTGGATCCCATTGTGGACATTTGCAGATAGGTC 

CGTGGAATTGTATATGTATAAATGTCTTGAGTTTACATTCACATTAGTTATTTGTATGCT 

AAATTCCTTCAAGATAACCACCGAATITTCAATTCCCAATTCT~\GCCTTAAACACTCCC 

TGCCATTGCCATACACACAGAGGTAAACCATGGTCTGTACCCAGGTGTGTGCTGCGAGCA 

\ , \( , \ 1 \ 1 \ 1 \ 1 \ 1 \ 1 \ 1 \ 1 \\ \ ( \( \( \ 1 \( \ 1 \ ( \( \ ( \( \ C \ ( \ ( \( \( \l \ ( \ ( \( . \ 

( \( \ ( \ C \( \( \( \( \1 \\ \ 1 \( ,1 (, 1 ACCCCTAAGGGAGGCCCACTCATTCAACAlTlTG 

TTGTTGTATTAAACAATATTCTTCTITAGGCCAGGCACGGTGGCTCACGCCTG~AATCCC 

AGCACTTGGGGAGACTGAGATGGGTGGATCACCTGAGGTCAGGAGTTCGAGACAAGCCTG 

AGCAACATGATGAAACCCCTTCTTTACTAAAAATACAAAAATTAGCTGGGTGTGGTGGCA 

GGCGCCTGTAATCCCAGCTACTTGGGAAGCTGAGGCAGGAGAATTGCTTGAACCCAGGAA 

GTGGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATCACGTCATTGCACTCCAGCTGGGGCGACAGAGCAAG 

Figura 7. Parte de la secue1'cÜJ del cromosoma 14 (Homo sapiens), Gen ERSf3.. Las negritas. 

muestran los cebadores empleados y las letras en color gris la secuencia STR analizada. 
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Cada gel se corrió en presencia de de un marcador de peso molecular. Los geles se tiñeron con 

bromuro de etidio a concentración final de 0.5 J.1g/ml Y posteriormente se fotografiaron . 

4.10. Análisis de microsatélites mediante electroforesis capilar (CE). 

La CE es una herramienta alternativa en el análisis de fragmentos de DNA, separándolos de 

acuerdo a sus pesos moleculares, a través de un capilar de un diámetro de 1 a 10 J.1lIl, corridos en 

comparación de un marcador de pesos moleculares. La detección del DNA migrado se realiza a 

través de una ventana por medio de fluorescencia inducida por laser (UF) el cual disminuye los 

errores o variables que aparecen en una electroforesis común. Es un sistema automatizado que 

disminuye el tiempo de detección (24 mio), teniendo una gran resolución, así como una fácil 

manipulación en el análisis de resultados, además de realizar el análisis con una pequeña 

cantidad del producto de PCR. En cada corrida el equipo de EC, realiza una curva patrón con los 

puntos del marcador T AMRA 500 y cuya '1.2 < 1. Por medio de esta curva se obtienen el (los) 

peso(s) molecular(es) de cada alelo(s) . 

Se mezcló 1 J.11 del producto de cada PCR con 25 J,1l de una solución 74:1 de Formamida 

(desionoizada) y el estándar de peso molecular ( T AMRA TIA 500 N° 401733 ; PE Biosystems). 

La muestra se analizó por electroforesis capilar mediante el Analizador Genético de DNA (ABI 

Prism 310 Genetic Analizar, PE Biosystems), empleando el polimero POP-4 TIA (No. Cal. 

402838; PE Biosystems) y el software Gene Scan V.2.01 . 

4.11 Condiciones de Electroforesis Capila r (EC) 

Las condiciones de separación de los fragmentos de DNA analizados se presentan en la 

tabla 8. Estas condiciones deben de manifestar de fonna específica el producto de amplificación, 

el cual debe mantener el patrón característico que corresponda al tipo de polimorfismo. Así 

mismo, la cantidad del primer debe ser sólo la necesaria con el fin de que no introduzca ruido en 

la expresión del patrón polimórfico. Cada muestra se corre simultáneamente con el marcador de 

peso molecular (T AMRA 500), este marcador genera una serie de picos (fig. 9), los cuales son 

tomados como puntos para la realización de una curva patrón (fig. 10), que sirve para identificar 

el peso molecular específico de cada alelo . 
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4.8 Condiciones de Amplificación Estandarizadas. 

Las amplificaciones de los fragmentos de DNA, se realizaron en un termociclador 2400 

(Applied Biosystems™). El producto de amplificación (locus ESRJ3) se encuentra localizado 

entre 150bp y 200bp11 , 12 (fig. 8), lo cual corresponde al peso molecular reportado por Ogawa 

el. al. 2000.101 

Banda 
Específica 

Marcador de 
Peso molecular 

(100 bp Ladder Plus) 

200bp 

100bp 

Figura 8. AmplifICación de DNA en Gel de Agarosa a13% 

4.9 Electroforesis en gel de agarosa. 

La electroforesis en gel es uno de los métodos más resolutivos y convenientes empleados 

en la separación de DNA, el gel de agarosa posee poros de dimensiones moleculares, por lo que 

las separaciones moleculares se basan, por tanto, sobre la ftltración en gel así como en las 

movilidades electroforéticas de las moléculas que se están separando. La separación se da por la 

inducción de una corriente, con lo que la separación de fragmentos se produce de cátodo a 

ánodo. El marcaje del DNA se realiza por medio de bromuro de etidio el cual es un intercalante 

entre dos bases y emite fluorescencia en presencia de luz UV, la cual es proporcional a la masa 

total de DNA. 

El DNA obtenido de la sangre fue corrido en un gel de agarosa al 0.8%. Al término de las 

reacciones de PCR, los tubos se guardaron a 4°C. A cada tubo se le agregaron 2.5¡.tl de 

marcador 6X(ficoll 400, azul de bromofenol en TE pH 8.0) Y posteriormente se analizaron los 

productos de reacción en geles de agarosa al 3 %. Se realizó las electroforesis a 100 V (en buffer 

TBE 0.5 X) hasta que el colorante alcanzó el final del gel. 
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TABLA 8. Condiciones de Amplificación 

Temperatura 

Tiempo de inyección 

Tiempo de corrida 

Inyección 

Corrida 

6()0( 5~OO . . §4OC 

4J :Jf . I 

~100 . 

2 segundos 

24 minutos 

15KV 

15KV 

3~1 1 

:~I . 1
1 

J 
l' ; " . ~ '1' , I ' l E I 

" ~" i ' 11' ~" 
I " ¡III' 1 , ',,¡ ¡ !: 1¡ '1 

l ~ ~_'~L_.,aJ u ~L-....J _ _ __ U~----,~~ , __ ._ 

Figura 9.Marcador de peso molecular TAMRA 500 

4.12. Validación del método. 

METODOLOGÍA 

~ , 

Para cada población, se agruparon los pesos moleculares de cada alelo de toda la 

población estudiada y se calculó la media y desviación estándar (ver Anexo 1), La asignación 

final del alelo para cada individuo se asignó de acuerdo a la m!dia encontrada en el análisis 

poblacional ± 0,5 bases , Posteriormente, para cada locus analizado, se calculó la frecuencia 

alélica, genotípica, así como el número de individuos homocigotos y heterocigotos . La 

frecuenl:ia alélica relativa, se determinó sumando el número de alelos iguales y dividiendo este 

número entre el número total de cromosomas analizados: n=300 para la población general, n=58 

para la población con osteopenia, n=58 para la población con OP y no..=: 58 para el grupo control. 
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Figura lO. Curva patrón depesos moleculares de TAMRA 500. 

METODOLOGÍA 

La heterocigocidad (HZ) , el pO, la peA. la ley de Hardy-Weinberg, así como el Índice de 

Shannon fueron calculados a través del programa POPGEN32 V. 1.31 (desarrolJado por Francis 

Yeh, Rong-cai Yang y Timothy Boyle), dichos cálculos están de acuerdo a las siguientes 

fórmulas : HZ=(1-rXi2)(nln-l), donde rXí2 es la suma del cuadrado de las frecuencias alélicas 

relativas y n el tamaño de la muestra (número total de alelos posibles) . La frecuencia genotípica 

relativa se determinó, sumando el número de genotipos iguales (2 alelos por individuo) y 

dividiendo este número entre el número total de genotipos analizados . Del misme ~~':!~ , ~e 

calculó la frecuencia de genotipos horno y heterocigotos. 

La frecuencia genotípica esperada, se calculó de acuerdo al equilibrio de Hardy­

Weinberg: [(X I+X 1+--+Xn)2=XI2 +2X I.X2+X/ + ... +2XI ,Xn+2X2Xn+Xn2 = Ir], donde X I,X~ ... 

Xn son las frecuencias alélicas . La frecuencia esperada de los genotipos homocigotos (Ho) y 

heterocigotos (He) de acuerdo con el equilibrio Hardy-Weinberg, fue calculada como sigue : 

Ho=rXi2 y He= l-Ho, donde Xí es la frecuencia relativa de cada alelo . La sígnificancia 

estadística entre los alelos y genotipos observados estimó mediante la prueba de Chi cuadrada 

(X2) , mediante el empleo del programa EPlfNFO.9 1 
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Finalmente, la peA entre los genotipos de los individuos para un marcador dado, se 

calculó con la siguiente fónnula: PCA=q2 (2-q) donde q representa la frecuencia alélica media. 

La figura 11 muestra la dispersión encontrada con los 300 alelos pertenecientes a la 

población general. Se puede observar que la dispersión no supera los ± 0.5 bases, por lo que 

para la asignación de los alelos se consideró la media ± 0.5 bases. 

Los pesos moleculares obtenidos para cada alelo, de los individuos de cada población se 

encuentran especificadas en el anexo 1. 

o.s 
• • • • 

x • • · • • • • 
• .os 

I 
I 

I . . . . . . 
A- A B e D E F G H J K L M 

Aleles 

Figura JJ.Dispersión (bases) de los pe.'iOS de los alelos de las muestras analizadas para la población 
General En el eje de las ah.sci.w s (x) se mlles/ran los alelos especfficos .'ncontrados en la población 
general, cada alelo /I ene un In/en 'ala específico en el nlÍmero de repetidas (véase tabla 12): mientras 
que en el eje de las ardenadas(y)se mlles/ran las des\'laclones estándar (DE). representando :t 0.5 pares 
de bases, donde x es la medIa . 
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4.13 Diagrama Experimental 

Población General Captura de 
Población con 

(n = 150) Osteopenia (n= 29) 
Poblaciones de 

Población Sana Estudio Población con 
(n= 29) OP (n= 29) 

Medición de la DMO de cadera 
y columna vertebral 

(absorcimetría por rayos x de doble nivel de energía) 

Toma de sangre venosa periférica, 
para posterior Extracción de DNA 

Amplificación mediante PCR de las regiones 
Génicas de interés. 

Análisis de polimorfismos a través de EC 
(ABI Prism 310 Genetic Analizar) 

Análisis de los 
Resultados 
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V. RESULTADOS. 

5.1 Valoración de la DMO 

En las tablas 9, 10 Y 11 se encuentran registrados los valores obtenidos a partir de la 

valoración de la DMO, realizados a través del densitómetro Hologic QDR 2000, de la 

unidad de rayos X del CNR. 

TABLA 9. Valores densitométricos para la población normal 

CADERA COLUMNA 
MUESTRA GENOTIPO EDAD GANANCIA Z GANANCIA Z DX 

SCORE SCORE 

1 CG 64 4 1.63 -14 0.41 Nonnal 
2 BH 50 Nd nd -9 -0.19 Nonnal 
3 OH 48 Nd nd 20 2.51 Nonnal 
4 CH 50 Nd nd 10 1.74 Nonnal 
5 GH 48 18 1.6 14 1.94 Nonnal 
6 FG 40 11 3.1 3G 3.1 Nonnal 
7 AG 63 -7 0.56 -10 0.69 Nonnal 
8 A-F 69 -12 0.54 -7 1.37 Nonnal 
9 GI 65 -3 0.9 -13 0.48 Nonnal 
10 CJ 24 15 1.95 3 0.29 Nonnal 
11 EH 28 19 4.51 15 1.44 Nonnal 
12 CH 73 Nd nd 9 1.42 Nonnal 
13 BC 40 Nd nd 11 1.27 Nonnal 
14 BC 60 6 1.38 -14 0.01 Nonnal 
15 FG 59 Nd nd 2 1.18 Nonnal 
16 CF 53 Nd nd 3 0.67 Nonnal 
17 FG 52 8 1.83 7 0.3 Nonnal 
18 A-C 51 8 0.27 Nd nd Nonnal 
19 GG 22 Nd nd -2 -0.85 Nonnal 
20 FG 29 5 0.28 -10 -1.03 Nonnal 
21 CO 53 1 0.09 13 1.15 Nonnal 
22 FG 38 24 1.76 25 2.54 Nonnal 
23 FF 45 -1 -0.43 4 0.21 Nonnal 
24 CF 56 25 2.58 10 2.1 Nonnal 
25 A-F 52 15 2.33 Nd nd Nonnal 
26 HH 70 -2 1.45 Nd nd Nonnal 
27 CI 61 -4 1.12 4 1.29 Nonnal 
28 GG 46 -5 0.07 Nd nd Nonnal 
29 CJ 74 -2 2.13 2 2.13 Nonnal 

Se observa el genotipo. la edad y los valores de f(anancia de DMO. así como los valores de Z Score 

lanto para cadera como para columna. 
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T ARIA 10. Valores densitométricos para la población OP. 

CADERA COLUMNA 
MUESTRA GENOTIPO EDAD PERDIDA Z PERDIDA Z DX 

SCORE SCORE 

1 CH 26 44 -3.01 30 -2.83 OP 
2 CD 49 8 ~. 17 34 -2.4 OP 
3 A-G 62 33 -1 .34 39 -2.1 OP 
4 FG 54 33 -1 .61 31 -1.87 OP 
5 IJ 68 46 -1 .92 34 -1 .23 OP 
6 FJ 67 Nd nd 29 ~.82 OP 
7 SS 63 18 ~.22 25 ~.74 OP 
8 CD 70 Nd nd 29 ~.63 OP 
9 GH 58 Nd nd 31 -1 .63 OP 
10 GH 56 30 -1 .31 39 -2.58 OP 
11 GG 75 26 -0.06 38 -1 .24 OP 
12 GH 80 36 -0.47 17 1.09 OP 
13 GH 77 41 -0.99 27 0.02 OP 
14 GH 65 34 -1 .33 49 -2.87 OP 
15 FG 73 Nd nd 30 -0.61 OP 
16 CC 57 44 -2.33 20 -0.69 OP 
17 CI 77 Nd nd 32 ~. 51 OP 
18 CF 70 Nd nd 31 -0.83 OP 
19 CF 54 Nd nd 39 -2 .71 OP 
20 DO 56 Nd nd 40 -2.66 OP 
21 EF 72 Nd na 33 -0.93 OP 
22 FG 54 30 -1 .42 Nd nd OP 
23 FG 62 Nd nd 42 -2.38 OP 
24 GH 59 Nd nd 36 -2.06 OP 
25 EF 82 Nd nd 41 -1 .1 OP 
26 CD 61 Nd nd 40 -2.34 OP 
27 FJ 50 16 -0.71 33 -2.31 OP 
28 DJ 56 18 ~. 5 37 -2 .32 OP 
29 GJ 74 42 -1.28 31 -0.62 OP 
30 FK 58 Nd nd : ~7 -1.33 OP 

Se observa el genotipo, la edad y los valores de p érdida de DMO, así como los valores de Z Score 

tanto para cadera como para columna. 

Para la población sana, se encontraron valores de entre 22 a 71 años de edad, teniendo 

como promedio de la población 51 .13 años de edad, teniendo valores de Z Score como 

detennina los patrones de la OMS y con valores estandarizados para una población 

latinoamericana. Para la población OP, se encontraron valores de entre 26 a 82 años de 

edad, teniendo como promedio de la población 62.83 años de edad, confonne a los valores 

de Z Score detenninados por la OMS y con valores estandarizados para una población 

latinoamericana. 
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Por último, para la población con Osteopenia, se encontraron valores de entre 19 a 79 

años de edad, teniendo como promedio de la población 59.7 años de edad, teniendo valores 

de Z Score como determina los patrones de la OMS y con valores estandarizados para una 

población latinoamericana. 

TABLA 11. Va/ores densitométricos para Úl pobÚlción con OsteopélÚa. 

CADERA COLUMNA 
MUESTRA GENOTIPO EDAD PERDIDA Z PERDIDA Z DX 

SCORE SCORE 
1 DF 19 18 Nd 23 -2 ON 
2 NO 36 19 -1 .38 19 -2 ON 
3 CJ 31 21 -1.47 9 -1 ON 
4 OK 30 12 -0.8 18 -2 ON 
5 CH 49 28 -1.67 24 -2 ON 
6 A-G 50 Nd nd 17 -1 ON 
7 FG 59 Nd nd 16 -O ON 
8 GG 51 -2 0.64 23 -1 ON 
9 FG 56 10 0.07 21 -1 ON 
10 OH 52 20 -0.8 8 0.1 ON 
11 AF 53 1 0.58 18 -1 ON 
12 FG 53 Nd nd 19 -1 ON 
13 FG 53 Nd nd 22 -1 ON 
14 OH 57 17 -0.39 26 -1 ON 
15 EF 52 Nd nd 13 -O ON 
16 SO 58 9 0.22 20 -1 ON 
17 GH 50 Nd nd 22 -1 ON 
18 CG 64 4 0.79 14 0.4 ON 
19 CC 62 25 -0.78 22 -1 ON 
20 GI 65 3 0.9 14 0.5 ON 
21 BC 60 -6 1.38 15 O ON 
22 FH 63 22 -0.61 10 0.7 UN 
23 CF 76 16 0.69 24 0.2 ON 
24 CG 70 Nd nd 20 -O ON 
25 GH 74 Nd nd 22 0.3 ON 
26 FG 70 20 0.07 24 -O ON 
27 OG 70 Nd nd 12 1 ON 
28 CF 79 28 0.01 2) 0.7 ON 
29 GH 71 19 0.16 21 0.2 ON 

Se observa el genotipo. la edad y los valores de pérdida de DMO. así como los valores de Z Score 

tanto para cadera como para col!!~na. 
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5.2 Frecuencias Alélicas. 

De los individuos pertenecientes a cada población (población general n=300 alelos, 

Población Normal n=58 alelos, Población Osteopénica n=82 alelos y la Población OP n=58 

alelos) se obtuvieron las frecuencias de distribución alélica. Los fragmentos de 

amplificación fueron corroborados por medio de electroforesis en gel de agarosa al 3% (fig. 

12), mientras que los pesos moleculares se obtuvieron por EC (fig. 13) Y estos se 

encuentran (ver tabla 12) entre de 148bp (17 repetidas CA) a 186 bp ( 36 repetidas CA) . 

Las frecuencias observadas muestran que la distribución de los alelos es diferente 

para cada población, por lo que muchos de los alelo s reportados desaparecen de una 

población a otra, mientras otros como los alelos C (20 repetidas), F (23 repetidas), G (24 

repetidas) y H (25 repetidas) se presentaron en las 4 poblaciones estudiadas (Tabla 13 y 

figura 14 y 15). 

Banda 
específica 

Marcador de Peso Molecular 
200pb 
1 OOpb ----t~ ..... 

de 

Figura 12. PCR de diferentes individuos empleando los primers para ESRfl Se observa la banda 
especifica que varía entre 150 y 190pb, entre diferentes eindividuos (Gel de Agarosa al 3%). 

En la población general, se encontró un alelo no reportado el cual corresponde a 16 

repetidas. Para la población OP y para la población con Osteopenia se encontraron la 

presencia de alelo s con mayor número de repetidas (> 30 ) Q, S y N, S respectivamente, los 

cuales no se encuentran presentes en la población general, ni en la población Normal. 
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Figura J 3. Electroferograma. Se ejemplifica los resultados mostrados en diferentes individuos 
concernientes a la misma pohlaclón. a) alelos en diferentes individuos; b) marcador de PM. 

TABLA 12. Secuencia polintÓrfica (CA)n, para e1locus ESRp 

Alelos Intervalo de re~etidas {b~} Número de re~rtidas 
A-- 146 16 
A- 148 17 
A 150 18 
B 152 19 
e 154 2r 
D 156 21 
E 158 22 
F 160 23 
G 162 24 
H 164 25 

166 26 
168 27 

K 170 28 
L 172 29 
M 174 30 
r-; 176 31 
o 178 32 
Q 182 33 
S 183 34 

Señala el intervalo de repetida),' de los alelus encontrados en individuos mexicanos durante el 
proceso de la im'eStlKaClón, 
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TABLA 13. Frecuencias de distribución a/élica 

Alelos P. General P. Normal P.OPenia P.OP 
(%) (%) (%) (%) 

A-(l46) 1 O O O 
A-(l48) 2 5 2 2 
A(I50) 3 2 3 O 
8(152) 1 5 2 O 
C(154) 20 21 17 16 
D(I56) 9 3 10 10 
E(I58) 4 2 2 3 
F(l60) 17 19 21 19 
G(162) 18 22 22 24 
H(164) II 14 12 12 
1(166) 2 4 O 2 
J (168) 8 4 3 7 
K(170) 3 O 2 2 
L(172) 1 O O O 
M(17.$) 1 O O O 
N(l76) O O 2 O 
0(178) O O O O 
Q(182) O O O 2 
S( 186) O O 2 2 

Porcentaje de los alelos encontrados en cada población; se observan que los alelos G, F, C, H, son 

los más frecuentes en las diferentes poblaciones. 

Con respecto a la comparación de las frecuencias alélicas de la población control con la 

población OP no se observaron diferencias Significativas ( P< 0.05) La tabla 14 muestra el 

porcentaje en que se presentan los alelos estudiados en otras poblaciones. Como puede 

observarse la nuestra población se compürta de forma muy similar a la China, sin embargo 

algwlOs alelos como el F y el G se encuentran en porcentajes mucho mayores (casi el 

doble) en nuestra población en comparación con la China. En la población Japonesa su 

frecuencia alélica va de un rango de 150- 178 bp, predominando el alelo E (25%), y el J 

(23%), en la China con aielos que van de un rango de 146 a 170 bp, predominando los 

alelos C (27%) y H (20%) y en la Población General Mexicana va de un rango dt> 146 a 174 

bp, predominando los alelos C(20%), G (18%) Y F (17%) . 
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FRECUENCIA DE DISTRIBUCiÓN ALÉLlCA DE LA POBLACiÓN 
GENERAL 
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Figura 14. Frecuencias aléücas de la población General (300 alelos), siendo C, G y F los alelos 
más frecuentes 

25 

20 

FRECUENCIA DE DISTRIBUCiÓN ALÉLlCA 
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ALB.OS 
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P. OPENIA 
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Figura 15. Comparación de la frecuencia aléüca relativa entre las poblaciones con pérdida de 
DMO (OP y osteopénia) y la población normaL 
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TABLA U. Frecuencia alélica en diferentes poblaciones. 

Alelos P. P.Mexl P. P. 
Mexicana OP Japonesa1 China12 

(%) (%) 1 (%) 
(%) 

A- (146) 1 O O 1 
A- (148) 1 1 O 1 
A (150) 3 1 2 2 
B (152) 1 1 1 11 
e (154) 20 16 1 27 
D (156) 9 10 3 9 
E (158) 4 3 25 6 
F (160) 17 19 10 10 
G (162) 18 23 6 10 
H (164) 11 12 13 20 
I (166) 2 2 14 5 
J (168) 8 6 23 3 
K (170) 3 1 15 2 
L (172) 1 O 4 o 
M (174) 1 o 2 o 
N (176) o 2 1 o 
o (178) o O 1 o 
Q (182) O 1 o o 
S (186) O 1 o o 

5.3 Frecuencias Genotípicas. 

Las frecuencias de distribución genotípica para el locus estudiado para cada 

población, se cnmparan en la tabla 15 y en la figura 16 (ver anexo 2) . Para la Población 

General se encontraron 50 genotipos (en combinación de 14 alelos diferentes), para la 

población control detenninarnos 19 genotipos (en combinación oe 11 alelos diferentes), en 

la población con osteopenia se encontraron 25 genotipos (en combinación de 15 alelos 

diferentes) y fmalmente , en la población con OP se detenninaron 17 genotipos (en 

combinación de 12 alelos diferentes) . En esta población se encontró un genotipo inexistente 

(genotipo EF) en las otras tres poblaciones estudiadas. 

En la tabla 15, podemos observar que los genotipos más frecuentes para las 

poblaciones de estudio fueron : DC, GC y GF los cuales se presentan con una frecuencia 

~ 1 0%. Sin embargo la población OP y la población con osteop\!nia presentan un elevada 

frecuencia del genotipo GH (fig. 15), el cual está presente en el 20% de los pacientes con 
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OP y en el 7% de los pacientes con Osteopenia, mientras que en las poblaciones General y 

Normal sólo se presentan en un porcentaje ~ al 3%. El genotipo GH presentó una diferencia 

significativa (P= 0.045), lo que hace suponer una posible asociación con la disminución de 

la DMO. De la misma forma el genotipo EF presentó una diferencia significativa ( P= 

0.0051). Los genotipos DD, FE, JF Y SS parecen ser característicos de las Poblaciones OP y 

Población con osteopenia. 

25 
FRECUENCIA DE [lSTRlBUCIÓN Ge.JOTIPlCA 

20 * 

t 15 

« 
Z w 

• GENERAL ::J 
() 

* 
w o NORMAL o:: 
u.. 10 

OPENA 

· OP 

* 5 

o~ ...... 
A- , e A-, F e, B o, e 0,0 F, C F, O F, E H, G J, F s,s 

G8'1011POS IMJORTANTES 

Figura 15. Genotipos másfrecuentes. Se comparan lafrecuencia genotípica relativa en las cuatro 

poblaciones en estudio. La estrella muestra diferencias significativas entre los valores norma/es 

con los presentes en OP. 

Así mismo en la tabla 15 parte inferior se presentan el número de homocigotos (Ho) 

y heterocigotos (He) observados para cada población analizada. 
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a. 

b. 

TABLA 15. a) Genotipos más frecuenJes encontrados en cada población. 

b) Homocigotos y Heteroc;gotos encontrados 

Genotipo P. General (%) P. Control (%) P. OPerna (%) P. OP (%) 

A-, C 3 O O 
A-,F 7 O O 
C,B 1 7 3 O 
D,C 4 3 O 10 
D,D 1 O O 3 
F,C 7 7 7 7 
F, D 2 O 7 O 
F, E O O 3 7 
H,G 3 3 3 21 
J, F 1 O O 7 
S, S O O O 3 

Población General P. Nonnal P.OPenia P. OP 

Homocigotos (Ho) 21 3 2 4 

Heterocigotos (He) 129 26 27 2S 

Total de muestras ISO 29 29 29 

5.4 Ley de Hardy-Weinberg. 

A partir del número de homocigotos y heterocigotos observados, así como de los 

homocigotos y heterocigotos esperados se determinó el equilibrio de Hardy-Weinberg, el 

cual permite detenninar si nuestras poblaciones se encuentran en equilibrio, esto es, que el 

apareamiento dentro de la población se dé al azar. En la tabla 16 se presentan los genotipos 

Homocigotos (Ho) y Heterocigotos (He) observados y esperados de acuerdo a la ley de 

Hardy- Weinberg. La frecuencia de los genotipos observada en cada población no difieren 

significativamente de la frecuencia calculada a partir de la ley de Hardy- Weinberg, lo cual 

índica que todas las poblaciones en estadío están en equlibrio genético . 

5.5 Diversidad genética. 

Los a1elos encontrados se compararon, con los alelos esperados según la ecuación 

de Kimura y Crow (1964), realizada por medio del programa Gene pop 32 (tabla 17), con 

esto se identificó una mayor cantidad de a1elos encontrados, contra los que se hubiesen 

esperado, así mismo a través del mismo progra'lla se calculó el Índice de Shannon con el 
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objeto de verificar si el polimorfismo estudiado es altamente polimórfico (tabla 17) y se 

realizó un dendograma (Nei 1978) que establece distancias genéticas para asegurar que la 

población OP, pertenece a la misma población que la Población general (fig. 17) Y que no 

constituye un sub grupo de la misma, a partir de un número aleatorio inicial o neutro, que 

relaciona la Población General con la población OP (anexo 3). Los valores obtenidos son 

idénticos, lo que indica que la distancia genética es la misma. 

TABLA 16. Equilibrio Hardy Weinberg. 

Homocigotos Heterocigotos 

D P 
OBESERVADa\: ESPERADa\: OBSERVADOS. ESPERADOS. 

POB. 21 19 129 131 150 0.7345 
GENE 
POB. 3 4 26 25 29 0.6894 
SANA 
POB. 2 4 27 25 21 0.3885 
OPENIA 
POB. OP 4 4 25 25 29 

TABLA 17. Diversidad genética y polimórfica. 

DIVERSIDAD GENETICA dNDICE DE SHANN0t'/'S) 
POB GENE 2.2171) 
POs. SANA 20445 

POB. OPENlA 2.1064 
pos. OP 2.0641 

Basado en la Diversidad Genética de ¡(¡mura and e row 196-1, muestra que tan polimórfico son 

cada población. 

1 

] 
'1 -

Figura 17. Dendograma (distancúlS 
genéticas) según establece Nei. J 978. 
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5.6 Correlaciones entre Genotipos y DMO. 

En la figura 18 se muestra la relación entre genotipos y la pérdida de DMO en columna 

vertebral realizado tanto en los 29 pacientes con OP, como en los 29 pacientes con 

osteopenia. En la figura 19, también se compara la relación entre genotipos y el Zscore en 

columna vertebral, tanto en la población OP, como en la población con osteopenia. En 

ambas figuras , se comparan el genotipo GH y el genotipo EF con respecto al promedio de 

los demás genotipos (XX), ya que estos dos genotipos fueron los únicos que mostraron 

diferencias significativas entre la población normal y la población OP. Como se puede 

observar en la figura 18 los Genotipos GH y EF se encuentran relacionados con la mayor 

pérdida de DMO en comparación a las demás poblaciones, sin embargo, en la población 

con osteopenia, EF no presenta una pérdida de DMO mayor que XX. 

La figura 19 muestra que el genotipo GH es el que tiene un Zscore mas negativo en la 

población con OP (cabe mencionar, que los valores de Z score mas negativos o menores, 

están relacionados con una pérdida mayor de la DMO en relac ión a otros parámetros 

anteriormente explicados), lo que nos dice , que es el genotipo más altamente relacionado a 

la perdida de DMO. Mientras que para el genotipo EF, no se muestra tan clara esta 

suposición, ya que el Zscore que presenta, no es menor que el de las demás poblaciones. 

La columna vertebral es la zona más afectada en el proceso de la patogénesis . En la 

figura 20 se compara el Zscore, para valores de cadera y columna vertebral de el genotipo 

GH en comparación a XX, está figura muestra que GH de, arrolla una mayor pDMO en 

columna vertebral que en comparación a la cadera, afectando de manera considerable a la 

zona lumbar, la cual tiene un mayor descenso de su DMO en la población mexicana. 

t:n la figura 21 se observa el patrón electroforético obtenido en la identificación del 

genotipo GH, el cual parece estar relacionado con la pérdida de DMO. 
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Fig 18. Valores de pérdida de DMO de columna que poseen genotipo GH, genotipo EF y los 

demlÍs genotipos (XX) 

Genotipo vs Zscore 

EF xx 
-1 .01 -1.5 

-0.35 -0.57 

Fig 19. Se muestran los valores de Zscore de DMO de columna que poseen genotipo GH, y los 

que presentan el genotipo EF y XX 
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Genotipo vs Zscore (P. OP) 
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Figura 20. Se muestran los valores de Z score de DMO tanto en columna, como en cadera, entre 

el grupo de individuos que poseen genotipo GH,y los que presentan otro tipo de genotipo 

excluyendo los alelos GH. 
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Figura 21. Patrón obtenido para el genotipo GH, a través de EC. 
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VL ANÁLISIS DE RESULTADOS. 

Muchas de las enfennedades de actualidad, las cuales constituyen los principales 

problemas de salud pública a nivel mundial, se manifiestan de fonna silenciosa y en muchos 

casos las consecuencias producen discapacidades por el resto de la vida, limitando al 

individuo que la padece a disminuir de fonna considerable su calidad de vida. La OP es sólo 

una más de ellas, en. las que nuestro ~ís invierte cantidades exorbitantes e~sus tratamientos, 

sin embrago, ninguno de ellos garantiza la recuperación total por parte del'4enfenno. Es por 

ello que actualmente se ha considerado la necesidad de implementar técnicas que nos 

pennitan conocer de fonna temprana el desarrollo de enfennedades y a través de este 

diagnóstico poder tratar de forma preventiva a los pacientes. ·El diagnóstico molecular ha 

venido a revolucionar muchas enfennedades, en las cuales ha sido posible conocer de fonna 

temprana y precisa la probabilidad de un individuo a padecer detenninada enfennedad. Para 

ello es necesario emplear técnicas de biología molecular, así como hacer uso-de las propias 

herramientas del genoma para descifrar cual será nuestro futuro con respecto a detenninada -

enfennedad, y con ' ello trabajar anticipadamente para preve"lir, en-- la medida en que sea 

posible, su desarrollo. 

Este estudio es=el primero que investiga la asociación del polimorfismo del gen ESRp en ., 
una muestra de nltijeres ' que presentan problemas de pérdida de DMO, desarrollando 

osteopenia y consetuentemente OP en nuestro páíS. 

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo han pennitido conocer que el 

polimorfismo del gen del receptor de estrógeno beta se encuentra distribuido 

homogéneamente (HZ=O.92) en nuestra muestra analizada pur lo que se encuentra en 

equilibrio con la ley de Hardy-Weinberg, y posee una elevada diversidad genética 

(1=2.2176) por lo que podemos considerarlo como un marcador que tiene grandes 

posibilidades de ser infonnativo. Así. mismo, los cálculos poblacionales ~fs indican que el 
.-

pO es de 0.96, lo cual además de volver a justificar la elevada variabilidad del mismo, nos 

pennitió conocer que es justo su polimorfismo aunado a la varilbilidad genética lo que le 
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otorga a este marcador la posibilidad de discriminar a casi 96 individuos de 100. Finalmente, 

la peA indica que de acuerdo con la distribución de los alelos del marcador, cada uno de 

ellos puede presentarse de forma azarosa en nuestra población una vez cada 100 casos 

(PCA=O.OI). 

Por otro lado, se muestra una mínima presencia de homocigotos (Ho), lo que elimina la 

posibilidad de que las frecuencias de distribución alélica sean altas para determinados genes, 

así la probabilidad de que un individuo posea determinado genotipo disminuye conforme se 

reduce la frecuencia de distribución para un alelo. Finalmente, el árbol de distancias génicas 

de Nei, muestra que el análisis de los datos permite situarlos en 2 subpoblaciones, la primera 

que involucra a la población general, a la población sana y a la población con osteopenia, las 

cuales presentan pocas diferencias entre ellas, y consideramos que éstas están determinadas 

por el tamaño de la muestra, y la segunda subpoblación que involucra a la población con 

OP. Esto indica de forma muy general que al parecer el comportamiento de la población con 

OP, a pesar. de ser similar al de las otras poblaciones, presenta una carga genética 

característic~ que la hace dividirse del resto de las poblaciones estudiadas91 

Con respecto a las gráficas de dispersión de tamaño alélico, a través de las cuall!s se 

sabe que los pesos moleculares de los alelos presentes en cada individuo en este estudio 

mostraron un comportamiento estable y confiable, se mantuvieron dentro de un rango de +/-

0.5 bases, del valor asignado. Esto resulta de gran importam.:ia debido a que en los 

microsatélites dinucléotido, el alelo siguiente se encuentra a 2 bases de diferencia (fig. 11 ), 

por lo que resultaría poco confiable una elevada dispersión y lo que nos permite considerar : 

que los métodos empleados presentan alta precisión y pueden ser usados como un buen 

método de diagnóstico. 

Con respecto a las frecuencias de distribución alélica, las cuatro poblaciones estudiadas 

presentan un comportamiento análogo, sin presentar diferencias signifir:ativas en la 

distribución, lo cual también fue corroborado por la ley de Hardy-Weinberg ya que todas 

nuestras poblaciones se encuentran en equilibrio, sin embargo, las poblaciones con 

osteopenia con OP presentaron alelos con mayor número de repetidas (~ 30), los cuales no 
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se encontraron presentes en la población general, ru en la población normal, incluso 

teniendo el doble de individuos en estudio, por lo que se puede considerar que estos alelos 

podrían ser indicativos de algún padecimiento ligado a desordenes óseos, sin embargo esto 

resulta muy aventurado, ya que para ello se requeriría un estudio con un mayor número de 

pacientes que nos permitiera comprobar es.ta suposición. Así mismo, la falta de diferencias 

significativas intrapoblacional con respecto a la distribución alélica, nos corrobora que el 

diagnóstico a través de un alelo relacionado con el padecimiento de OP es incierto, y poco 

confiable, ya que la población general, muestra un comportamiento casi idéntico a una 

población con problemas de OP, y un diagnóstico a través de un alelo, con respecto a este 

d 1 d · , . 77 89 97 gen es e poco va or lagnostlcO. 

El estudio de distribución alélica nos permitió detectar la presencia de dos nuevos alelos, 

los cuales no han sido reportados a la fecha en otras poblaciones, estos alelos podrían ser 

característicos de la población mestiza-mexicana, lo que nos comprueba la importancia de 

los estudios genéticos para cada población, así como la imposibilidad de tomar las 

características de otras poblaciones para evaluar un padecimiento genético en una población 

diferente. Para llevar a cabo la caracterización de los supuestos alelos nuevos encontrados 

(denominados Q y S), sería necesario efectuar la secuenciación de la región polimórfica de 

estas muestras, lo cual nos permitiria conocer el tamaño de la repetición y así determinar de 

forma certera si nuestra población presenta estos alelos. 

Al comparar las frecuencias alé!icas obtenidas en nuestras poblaciones con las 

reportadas para otras poblaciones, se pudo observar Ul.a cierta similitud en cuanto al 

comportamiento de algunos alelos con respecto a la población China, sin embargo el 

comportamiento en general resulta totalmente diferente con respecto a estas poblaciones 

(Japonesa y China), en las cuales los rangos alélicos van de 150- 178bp (Japón) 

predominando el alelo E (25%), Y de 146-170bp para la población China, en la cual el alelo 

C (27%) resulta ser el más frecuente . Los resultados en la población mexicana presentan un 

rango de 146 a l 74bp, predominando la presencia de los alelos C y G (20 Y 18% 

respectivamente), cabe mencionar que este rango se incrementa de 146 a 186bp para la 

población OP, predominando la presencia de los alelos G y F (23 Y 19% respectivamente). 
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Todas estas diferencias genéticas señalan que el origen genético es totalmente disímil 

entre las diferentes poblaciones. 101 , 102 

30 

FRECUENCIA ALÉLICA EN DIFERENTES POBLACIONES 
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15 P. Jap (n=204) 
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Figura 22. Comparación de la genética de población registrada para el gen ESRp en diferentes 

países . . Tomados de Ogawa el. al 2000 y Lau el. al 2002. 101,102 

Con respecto a la frecuencia Genotípica, se observó que la frecuencia del genotipo 

GH es muy elevada en la población OP, en la cual se presenta en más del 20% de los casos 

estudiados, mientras que en la población general se presenta en menos del 5%, lo cual nos 

indica una diferencia significativa muy importante (P=0.004), aun cuando en la población 

general (n=300 alelos) la cual hubiera tenido mayor posibilidad de presentar este genotipo 

por el mayor número de cromosomas analizados. Con respecto al mismo genotipo, pero para 

la población con osteopenia no se encuentra una diferencia significativa (P=0.307) al 

compararla con la población general, lo cual esta intrínsecamente relacionado con la baja 

frecuencia de este genotipo en pacientes con esta fase previa de la enfermedad, sin embargo 

los pacientes que presentaron el genotipo GH, pero con osteopenia están asociados con una 
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elevada probabilidad de fractura ósea lo que fue reportado por el estudio de DMO y de 

acuerdo con los datos aportados por la OMS. 

Otro genotipo que muestra diferencias significativas (P=O. 001) entre la población 

normal contra la población OP, es EF, el cual tiene un porcentaje del 7% en la población OP 

y no aparece en la población normal, por lo que al igual que GH podríamos sugerir cierta 

relación con la presencia de OP. Para el caso de este mismo genotipo, pero en los casos 

estudiados con osteopenia no se encontró diferencia significativa (P=O.055), lo cual se 

explica de una forma muy similar a lo que sucede con GH en la misma población. 

Finalmente, los genotipos JF y SS se presentan en mayor o exclusiva proporción (%) en la 

población con OP, por lo que también podríamos considerarlos implicados, sin embargo, la 

estadística no muestra diferencias importantes al compararlos con los datos de la 

poblaciónen general para el genotipo JF (P=O.063), y muestran una diferencia significativa 

(P=O.022) para el genotipo SS, sin embargo consideramos necesario ampliar el tamaño de la 

muestra para poder incrementar la posibilidad de encontrar otros casos, ya que aunque la 

diferencia sea importante es muy prematuro darle relación con la disminución de DMO 

cuando sólo se tiene un caso y este podría ser producto del azar. 

Con el fin de relacionar los genotipos con la pérdida de DMO se realizaron los 

estudios para conocer cuál era la pérdida de DMO en cadera y columna, así como cuál era el 

valor de Z-score (el cual relaciona las desviaciones estándar con respecto a los valores 

promedio de una persona sana) para los genotipos que presentaron diferencias significativas 

en su frecuencia con respecto a las frecuencias de la población normal. Así se busco la 

posible asociación de los genotipos GH y EF con la perdida de DMO en cadera y 

columna. 101 

Para el caso de GH, no se encontró ninguna relación importante con la disminución 

de DMO en cadera, la cual presenta valores de pérdida muy similares a los presentados por 

otros genotipos, sin embargo para el caso de columna se encontró una disminución de cerca 

del 40%, lo cual es muy similar a lo que presenta EF y el resto de los genotipos (XX), lo que 
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nos llevó a analizar el valor de Z-score, el cual nos indica que el genotipo GH se encuentra 

por debajo de las 2 desviaciones estándar de una persona sana, estableciendo con ello la 

importancia de esta pérdida ósea. Al comparar GH con el resto de los genotipos encontramos 

que el 2.1 de pérdida representa a sólo 6 individuos de 29, Y que la perdida del 1.5 del Z­

score de XX representa a 22 individuos de 29 cuyos valores de Z-score no serian importantes 

por separado, lo que nos indica la importancia de GH como genotipo con elevadas 

posibilidades de asociación a la disminución de la DMO, ya que presenta una diferencia 

significativa muy importante (p=<>.00009). 

Para el caso de EF, no se encontró ninguna diferencia importante para cadera ni para 

columna, por lo que se puede considerar que las importantes diferencias entre las frecuencias 

de la población general y la población con OP son aleatorias y que al aumentar el tamaño de 

la muestra de pacientes con OP estas se verán diluidas. 

Finalmente, se puede especular que cuando la OP se ha desarrollado, los valores de 

pérdida de DMO se incrementan en mayor proporción en los individuos que presentan el 

genotipo GH, sin embargo, en los casos de osteopenia, GH no influyen en la velocidad de la 

pérdida de DMO, ya que aquí otros factores intrapersonalcs, como la edad, alimentación, 

actividad fisica etc, podrían afectar el desarrollo de la osteopenia. 

Así, podemos considerar que la velocidad de la pérdida de DMO puede estar 

determinada además del genotipo por otros factores generalmente ambientales, sin embargo 

los posibles mecanismos que puedan relacionar a la pérdida de DMO con el polimorfismo de 

ESRJ3, no es clara aún, pero podemos considerar algunas teorías como una posible 

explicación: a) Este polimorfismo podría afectar directamente o indirectamente el nivel de 

expresión (elementos regulatorios) en la regulación transcri pcional ; b) El polimorfismo 

dinucleótido CA podría estar relacionado con otro polimorfismo en el mismo o en otro 

exón, el cual podría tener una implicación sobre la función proteíca del ERSJ3 ; o c) el 

polimorfismo puede estar relacionado con la mutación de otro gen adyacente no identificado 

que afecta directa indirectamente a la DMO.2o 
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VII. CONCLUSIONES 

• De acuerdo con el análisis genético poblacional que se llevó a cabo de este receptor 

podemos considerar que el polimorfismo del gen del receptor de estrógeno beta 

cumple con todos los requisitos mínimos indispensables para ser considerado un 

marcador altamente informativo con posibles fines diagnósticos. 

• El genotipo GH parece estar relacionado directa o indirectamente con la pérdida y 

/0 disminución de la densidad mineral ósea de columna, lo cual nos permitiría 

conocer la predisposición individualizada a padecer la enfermedad, y lo que lo 

convierte en una herramienta diagnóstica poderosa que nos permitiría detectar la 

población de riesgo de esta enfermedad, evitando en la medida de los posible su 

desarrollo y disminuyendo con ello los costos para el sector salud así como la 

incapacidad en los pacientes que la padezcan. 

• Sabemos que existen importantes diferencias entre la predisposición genética a OP 

y las características raciales . Nuestra población, es una mezcla racial entre 

caucásicos (Europeos) los cuales presentan elevadas pr~valencias e indígenas de 

los cuales desconocemos completamente su predisposición, por lo que sería 

importante conocer el componente genético de nuestra población mestiza a 

desarrollar la OP. Es posible que el genotipo GH nos permita conocer de forma 

anticipada la susceptibilidad a esta enfermedad y con ello establecer programas 

preventivos a nivel nacional, que nos evitarían en el mejor de los casos su 

desarrollo. 

• Sabemos que Wl solo marcador no es Wl factor determinante para conocer la 

predisposición a una enfermedad, ya que el factor aIubiental juega Wl papel muy 

importante, sin embargo el genotipo GH aWlado a otros genotipos de otros 

marcadores posiblemente asociados a OP permitirán conocer el componente 

genético de esta enfermedad con fmes de diagnóstico molecular certero así como 

de tratamientos fannacológicos individualizados que constituyan las bases de la 

farmacogenómica . 
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• Los polimorfismos del receptor de estrógeno beta no sólo pueden ser útiles como 

herramientas diagnósticas y farmacológicas de la OP, ya que en el mismo 

cromosoma se encuentran otros padecimientos cuyos loci se encuentran 

íntimamente ligados con otros desórdenes óseos tales como el condrosarcoma 

humano y el osteosarcoma. 101 
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VIII. PERSPECfIV AS 

a) Es necesana la reproducción y análisis por secuenciación de los alelos Q y S 

encontrados, para verificar su presencia. De ser así, la población mestiza mexicana 

presentaría alelos no reportados en otras poblaciones estudiadas, lo que elevaría la 

variabilidad genética. 

b) Se requiere aumentar el número de sujetos de estudio con el fin de fortalecer la validez 

externa del presente estudio piloto. 

c) Se sugiere que el estudio se realice a nivel nacional, abarcando diferentes regiones del 

país, así como grupos étnicos. 

d) Realizar estudios clínicos y diagnósticos en poblacion!s jóvenes ya que datos 

internacionales sugieren que la OP no es especifica de mujeres pre y postmenopáusicas 

y se conocen casos reportados de mujeres de 20 años con un padecimiento franco. 

e) Realizar estudios en poblaciones con las nusmas características, pero de ongen 

masculino ya que la OP no es exclusiva de sexo femenino . 
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ANEXO l. 

Genotipos encontrados en la población general con ellocus ESRf} 

No.MUESTRA bp Alelo bp Alelo 
PGN483 160.69 F 162.55 G 
PGN485 160.53 F 160.53 F 

PGN487 156.63 D 168.61 J 
PGN488 156.59 D 162.49 G 
PGN489 154.77 e 158.6 E 
PGN491 156.89 D 162.49 G 
PGN497 156.66 D 168.65 J 
PGN498 156.62 D 162.58 G 
PGN499 164.69 H 164.69 H 
PGN500 155.04 e 168.8 J 
PGN503 158.64 E 162.6 G 
PGN504 150.52 A 164.47 H 
PGN505 160.68 F 162.44 G 
PGN506 150.57 A 164.68 H 
PGN507 154.44 e 15D.37 E 
PGN509 148.73 A- 156.62 D 
PGN510 164.6 H 168.46 J 
PGN511 154.59 e 156.4 D 
PGN514 150.43 A 158.55 E 
PGN515 160.61 F 162.45 G 
PGN517 160.64 F 162.46 G 
PGN518 162.51 G 166.53 I 
PGN524 156.5 D 168."'7 E 
PGN527 154.7 e 162.8 G 
PGN530 168.41 J 168.41 J 
PGN533 160.57 F 162.58 G 
PGN534 160.42 F 162.48 G 
PGN535 160.63 F 162.82 G 
PGN539 154.84 e 156.83 D 
PGN542 154.8 e 160.49 F 
PG N 548 154.8 e 160.53 F 
PGN549 160.61 F 162.62 G 
PGN558 154.62 e 164.56 H 
PGN567 154.56 e 164.27 H 
PGN568 156.47 D 160.66 F 
PGN571 162.37 G 166.61 I 

PGN573 171 .82 L 171 .82 L 
PGN575 158.46 E 164.43 H 
PGN576 148.52 A- 160.49 F 
PGN589 158.58 E 168.59 J 
PGN593 162.56 G 164.56 H 
PGN601 156.67 D 162.58 G 
PGN603 148.72 A- 160.62 F 
PGN605 156.58 D 162.77 G 
PGN614 150.56 A 164.42 H 



No.MUESTRA bp Alelo bp Alelo 
PGN622 164.05 H 166.05 I 

PGN664 154.58 e 156.3 o 
PGN667 162.5 G 162.5 G 
PGN669 164.13 H 168.15 J 
PGN672 154.81 e 160.59 F 
PGN680 154.8 e 168.61 J 
PGN681 153.89 e 167.76 J 
PGN686 154.84 e 162.61 G 
PGN691 154.75 e 160.48 F 
PGN772 160.15 F 168.03 J 
PGN773 152.74 B 154.66 e 
PGN774 154.72 e 164.42 H 
PGN775 160.5 F 170.51 K 

PGN777 162.62 G 168.62 J 
PGN778 160.6 F 160.6 F 
PGN780 158.67 E 164.56 H 
PGN785 160.7 F 162.6 G 
PGN787 154.92 e 156.76 o 
PGN788 160.74 F 162.72 G 
PGN789 156.59 o 160.51 F 
PGN790 154.5 e 156.3 o 
PGN791 160.4 F 166 I 
PGN792 160.17 F 170.05 K 
PGN794 158.24 E 158.24 E 
PGN795 154.7 e 160.8 F 
PGN796 154.6 e 164.09 H 
PGN798 160.49 F 162.47 G 
PGN801 154.94 e 166.75 I 
PGN898 154.62 e 162.08 G 
PGN899 154.51 e 154.51 e 
PGN901 154.47 e 162.05 G 
PGN904 154.5 e 158.09 F 
PGN905 154.r e 162.64 G 
PGN906 160.69 F 162.72 G 
PGN907 154.7 e 16/.25 I 
PGN908 154.9 e 162.59 G 
PGN909 162.53 G 164.43 H 
PGN910 160.58 F 164.82 H 
PGN911 154.9 e 162.58 G 
PGN913 164.49 H 164.49 H 
PGN916 154.77 e 162.44 G 
PGN917 154.67 e 156.54 o 
PGN918 154.76 e 160.53 F 
PGN919 156.92 o 160.51 F 
PGN920 154.75 e 162.49 G 
PGN921 154.42 e 156.49 o 
PGN925 154.45 e 164.28 H 
PGN926 154.65 e 164.37 H 
PGN930 168.2 J 172.19 K 
PGN932 154.8 e 162.5 G 



No.MUESTRA Bp Alelo bp Alelo 
PGN933 160.54 F 162.51 G 
PGN938 154.72 e 162.46 G 
PGN939 154.78 e 154.78 e 
PGN940 154.84 e 164.53 H 
PGN947 154.81 e 168.65 J 
PGN948 156.7 D 162.67 G 
PGN950 160.69 F 162.64 G 
PGN952 154.79 e 154.79 e 
PGN955 170.17 K 170.17 K 

PGN960 156.57 D 156.57 D 

PGN961 154.65 e 160.58 F 
PGN963 164.52 H 168.55 J 
PGN964 168.28 J 168.28 J 
PGN965 168.16 J 172.27 M 
PGN966 156.74 D 164.38 H 
PGN976 169.99 K 169.99 K 
PGN995 164.11 H 166.1 I 
PGN998 160.1 F 160.1 F 

PGN1200 156.57 D 164.56 J 
PGN1232 160.6 F 164.52 H 
PGN12:l9 150.06 A 164.31 H 
PGN1240 154.71 e 160.5 F 
PGN1241 162.08 G 1ñ2.08 G 
PGN1242 154.74 e 160.55 F 
PGN1243 154.76 e 164.43 H 
PGN1244 162.05 G 16:3.913 H 
PGN1245 160.05 F 162.07 G 
PGN1246 160.69 F 168.77 J 
PGN1247 148.53 A- 168.5 J 
PGN1248 160.53 F 16?.5 G 
PGN1250 160.54 F 160.54 F 
PGN1251 158.24 E 168.17 J 
PGN1255 156.62 D 170.52 K 
PGN1257 154.52 e 160.53 F 
PGN1258 154.75 e 160.46 F 
PGN1261 154.31 e 162 G 
PGN1262 156.02 D 181 .85 G 
PGN1263 148.23 A- 15432 e 
PGN1268 148.15 A- 161 .94 G 
PGN1269 15071 A 156.73 D 
PGN1270 150.69 A 16~ .93 G 
PGN1272 162.71 G 164.66 H 
PGN1273 154.29 e 154.29 e 
PGN1278 159.91 F 164.04 H 
PGN1279 154.23 H 168.02 J 
PGN1280 160.51 F 160.51 F 
PGN1281 162.03 G 164.09 H 
PGN1285 150.41 A 160.28 F 
PGN1286 158.58 E 168.53 J 



No.MUESTRA Bp Alelo bp Alelo 
PGN1287 150.15 A 154.2 e 
PGN1288 151 .94 B 161.96 G 
PGN1289 156.11 o 164.08 H 
PGN1290 154.09 e 159.74 F 
PGN1291 154.26 e 162.03 G 
PGN1292 169.65 K 169.65 K 
PGN1294 160.4 F 164.49 H 
PGN1402 150.52 A 156.63 o 

Genotipos encontrados en la población con Osteopenia en el locus ESRI3 

No.MUESTRA Bp Alelo bp Alelo 
ESRB13 154.81 e 160.64 F 
ESRB23 154.7 e 162.24 G 
ESRB49 176.1 N 176.1 N 
ESRB51 176.36 N 182.91 Q 

ESRB52 162.41 G 164.67 H 
ESRB53 162.5 G 162.5 G 
ESRB55 160.82 F 162.95 G 
ESRB59 147.8 A- 161 .67 G 
ESRB60 154.89 e 162.55 G 
ESRB61 154.69 e 164.56 H 
ESRB62 164.11 H 168.0: J 
ESRB66 162.51 G 164.59 H 
ESRB67 160.7 F 162.69 G 
ESRB69 154.68 e 168./ J 
ESRB71 154.32 e 154.32 e 
ESRB74 155.1 o 160.92 G 
ESRB76 154.65 e 154.6:5 e 
ESRB79 160.54 F 164.62 H 
ESRB80 162.3 G 162.3 G 
ESRB81 160.8 F 162.85 G 
ESRB83 154.92 e 168.87 J 
ESRB84 162.22 G 166.18 I 
ESRB86 162.67 G 164.49 H 
ESRB88 160.35 F 162.45 G 
ESRB89 160.3 F 164.16 H 
ESRB95 156.33 o 162.18 G 
ESRB96 154.57 e 160.26 F 

ESRB105 156.39 o 164.12 H 
ESRB110 156.82 o 160.76 K 
ESRB111 150.21 A 160.09 F 
ESRB113 160.79 F 160.79 F 
ESRB120 160.62 F 162.61 G 
ESRB121 154.75 e 158.62 E 
ESRB125 152.& B 154.99 e 



NO.MUESTRA Bp Alelo bp Alelo 
ESRB130 160.61 F 164.57 H 
ESRB131 160.69 F 162.65 G 
ESRB134 156.53 O 160.44 F 
ESRB137 154.68 e 165.38 G 
ESRB140 162.45 G 164.51 H 
ESRB142 158.68 E 160.62 F 
ESRB143 152.48 B 156.59 o 
ESRB147 150.56 A 154.85 e 
ESRB149 162.55 G 164.7 H 
ESRB151 154.76 e 162.47 G 
ESRB158 156.81 o 164.43 H 
ESRB162 156.46 o 160.46 F 

Genotipos encontrados en la población con OP en el locOP 

NO.MUESTRA Bp Alelo bp Alelo 
ESRB24 154.66 e 156.52 o 
ESRB33 148.78 A- 162.51 G 
ESRB34 160.29 F 162.16 G 
ESRB35 166.22 l 168.19 J 
ESRB36 160.85 F 168.61 J 
ESRB37 186.48 S 186.48 S 
ESRB46 154.82 e 156.66 o 
ESRB72 162.42 G 164.38 H 
ESRB78 162.67 G 164.68 H 
ESRB82 162.14 G 162.14 G 
ESRB85 162.34 G 164.21 H 
ESRB86 162.67 G 104.49 H 
ESRB87 162.18 G 164.19 H 
ESRB90 160.72 F 162 .8 G 
ESRB91 154.73 e 154.73 e 
ESRB92 154.91 e 166.6 
ESRB93 154.83 e 160.4 F 
ESRB94 154.63 e 160.3 F 

ESRB98 156.34 o 156.34 o 
ESRB101 154.77 e 164.72 H 
ESRB112 16084 F 62.86 G 
ESRB114 1623 G 164.28 H 
ESRB115 158.47 E 160.39 F 
ESRB128 154.68 e 156.57 o 
ESRB139 160.47 F 168.5 J 
ESRB144 156.5 o 168.44 J 
ESRB145 162.46 G 168.54 J 
ESRB148 1607 F 170.48 K 

ESRB100 158.46 E 160.45 F 



ANEXO IL ~notipos para cada poblaci6n. 

GENOTIPOS 

A-, e 1 o o 
A-, o 1 o o o 
A-, F 2 2 o o 
A-, G o 1 1 

A-, J o o o 
e , A 1 o o 
e,s 2 2 1 o 
e,e 4 o 2 1 

O, A 2 o o o 
O,S o o o 
o, e 6 1 o 3 

0 ,0 o o 1 

E, A 1 o o o 
E,e 3 o 1 o 
E, O o o o 
E,E o o o 
F,A o 1 o 
F, e 11 2 2 2 

F, O 3 o 2 o 
F, E o o 2 

F, F 5 1 o 
G, A o o 
G, S o o o 
G, e 15 1 2 o 
G, D 7 o 2 o 
G, E o o o 
G, F 15 5 5 4 

G. G 2 2 2 1 

H, A 4 o o o 
H, S o 1 o o 
H. e 7 2 1 1 

H, O 2 2 o 
H. E 2 1 o o 
H. F 4 o 3 o 
H, G 5 3 6 

H. H 2 o o 
I. e 2 o 1 

l. F 1 o o o 
I, G 2 1 1 o 
l. H 2 o o o 
J. e 4 2 2 o 
J, o 3 o o 1 

J, E j o o o 
J, F 2 o o 2 

J. G o o 



GENOTIPOS POB.GEN pos. SANA POBo OPEr'¡1A POB.OP 

J,H 3 O 1 O 

J, J 2 O O O 

K, O O 1 O 

K,F 2 O O 1 

K,J 1 O O O 

K,K 3 O . O O 

L, L O O O 

M, J O O O 

N, N O O O 

a , N O O 1 O 

S, S O O O 1 

150 29 41 29 
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