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I. RESUMEN

ANALISIS DE POLIMORFISMOS GENETICOS ASOCIADOS A OSTEOPOROSIS EN MUJERES
POSMENOPAUSICAS DE ORIGEN ETNICO MESTIZO-MEXICANO

Introduccion
La osteoporosis es una enfermedad multifactorial del sistema esquelético caracterizada por una disminucion
en la densidad mineral 6sea (DMO) y deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo, que se traduce en un
incremento en la fragilidad 6sea y un incremento en el riesgo de presentar fracturas. Los factores de riesgo
clinicos para presentar una disminucion en la DMO vy fracturas por osteoporosis en mujeres posmenopausicas
son la edad avanzada, los aspectos genéticos, estilos de vida, indice de masa corporal menor a 21 kg/m? y
estatus menopausico. Los estudios llevados a cabo en familias y en gemelos han demostrado que los factores
genéticos contribuyen aproximadamente del 60 al 85% de las variaciones en la DMO.
Dentro de los genes candidatos se han propuesto el gen Colagena Tipo | «1 (COLIA1L) el cual codifica para la
cadena de colageno alfa tipo 1, principal proteina estructural del hueso. El polimorfismo Spl COLIAL, G >T
(rs1800012), afecta el sitio de union del factor de transcripcion Spl, contribuyendo a una alteracién en la
fuerza 6sea y a una disminucién de la DMO en los portadores del alelo T. Otro polimorfismo identificado en
el promotor de COLIAL rs1107946, se ha asociado estadisticamente significativa en la DMO en columna y
cuello femoral, en mujeres posmenopausicas espafiolas.
LRP5 en los osteoblastos, puede traducir sefiales canonicas para promover la diferenciacion de células
totipotenciales a osteoblastos, asi como su replicacidn, e inhibicion de apoptosis de osteoblastos y osteocitos,
Por su rol importante en el desarrollo de la masa Gsea, varios polimorfismos en LRP5 han sido estudiados,
buscando la asociacion entre éstos y la DMO vy fractura con resultados contradictorios.
OPG es un receptor sefiuelo para RANKL, que puede prevenir la interaccion entre RANKL y RANK, lo cual
inhibe los estadios terminales de la osteoclastogénesis, suprime la actividad de los osteoclastos maduros e
induce apoptosis de los mismos Con base en lo anterior, se ha postulado que OPG en un atractivo candidato
involucrado en el desarrollo de la osteoporosis.

Justificacion y planteamiento del problema
Diversos trabajos se han enfocado a estudiar la posible asociacion entre el desarrollo de osteoporosis en
mujeres posmenopdusicas y polimorfismos en numerosos genes, con resultados diversos y la mayoria de estos
estudios, han sido llevados a cabo principalmente en poblaciones sajonas y asiéticas; los resultados de
asociacion han sido contradictorios incluso entre poblaciones del mismo origen étnico. Por lo que al estudiar a
la poblacion mestiza-mexicana esperamos encontrar asociaciones de los polimorfismos con la DMO y
osteoporosis en diferente magnitud a la reportada en otras poblaciones
Uno de los genes involucrados en la estructura dsea es el gen Colagena Tipo | o1 (COLIAL) el cual codifica
para la cadena de colageno alfa tipo 1, siendo esta la principal proteina estructural del hueso, por lo que la
busqueda de polimorfismos en este gen es una buena opcion para buscar marcadores de riesgo.
Por la participacion importante de LRP5 en la contribucion de la masa ésea, varios polimorfismos en LRP5
han sido estudiados, buscando la asociacion con la DMO y fracturas con resultados contradictorios en
diferentes poblaciones.
Otro gen candidato a estudiar en la poblacion mestizo-mexicana, como posible marcador de riesgo individual
(SNP) o en forma de haplotipos (varios SNPS) es la Osteoprotegerina ya que juega un rol importante como
regulador de la reabsorcion 6sea, y considerando la inconsistencia demostrada en diferentes poblaciones con
respecto a su asociacion con la DMO vy osteoporosis, s importante determinar su contribucién en nuestra
poblacioén.

Material y Métodos
Se realizo un estudio de transversal, descriptivo, analitico, ingresaron al estudio mujeres postmenopausicas de
origen étnico mestizo-mexicano que cumplieron los criterios de inclusion, posteriormente se les aplicé un
cuestionario de factores de riesgo, se tom6 una muestra de sangre de 4 ml, para extraccion de ADN, y se
realiz6 la densitometria 6sea de cadera y columna. Posteriormente se determinaron las frecuencias de los
polimorfismos y se buscé la asociacién de polimorfismos y haplotipos con la DMO en columna y cadera.



Pregunta de investigacion
¢Existe asociacion entre los polimorfismos rs1800012, rs1107946 de COLIAL; rs3736228 de LRP5;
rs4355801, rs2073618, rs6993813 de OPG de forma individual o en forma de haplotipos; con la DMO en
mujeres posmenopausicas de origen étnico mestizo-Mexicano?

Objetivo General
Analizar la asociacion de los polimorfismos rs1800012, rs1107946 de COLIAL; rs3736228 de LRPS5;
rs4355801, rs2073618, rs6993813 de OPG de forma individual y en forma de haplotipos; con la DMO en
mujeres posmenopausicas de origen étnico mestizo-Mexicano.

Resultados

Obtuvimos una muestra de 750 mujeres posmenopausicas de la Unidad de Medicina Familiar No. 20 del
IMSS y del Hospital Regional Tacuba del ISSSTE de las cuales el 30.3% presento osteoporosis, 24.2%
presentd una DMO normal y un 45.5% presento osteopenia. Encontramos que el polimorfismo rs1800012 de
COLIAL se asoci6 a variaciones en la DMO en columna lumbar, con una diferencia promedio de 31 mg/cm?,
similar a lo reportado en otros estudios (RM= 1.36; IC 95%= 1.17- 1.57) [1-2]. En los polimorfismos
rs1107946 de COLIAL; rs3736228 de LRP5; rs4355801, rs2073618 y rs6993813 de OPG no se encontrd
asociacion

Por otra parte, se identificd el haplotipo A-G-T de OPG asoci6 a una disminucién en la DMO en columna
lumbar promedio de 18 mg/cm?,



Il. MARCO TEORICO
La osteoporosis es una enfermedad del sistema esquelético caracterizada por una disminucién en la densidad
mineral 6sea (DMO) y deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo, que se traduce en un incremento en la
fragilidad 6sea y un riesgo aumentado de presentar fracturas. Cuando la patologia es grave, las fracturas
resultan de un traumatismo leve y son frecuentemente referidas como fracturas por fragilidad [3-4]
Epidemiologia:
La prevalencia de osteoporosis y la incidencia de fracturas por osteoporosis, varian de acuerdo con la edad,
sexo Y el grupo étnico. Se ha estimado que en Estados Unidos 10 millones de personas mayores de 50 afios
presentan osteoporosis y al menos 34 millones estan en riesgo de padecer esta enfermedad, mientras la
mayoria de las personas menores de 50 afios presentan una DMO normal, a los 80 afios el 70 % presenta
osteoporosis en cadera y columna, asi también se ha reportado que el riesgo de presentar una fractura de
fragilidad a lo largo de la vida en cadera es del 17.5%, columna 15.6% y en antebrazo distal 16%, datos
similares se reportaron en han Inglaterra [5].
La prevalencia de osteoporosis en paises en desarrollo es menos clara ya que hay pocos estudios que estimen
la prevalencia, sin embargo hay claras diferencias étnicas, por ejemplo: los afroamericanos tienen mayor
DMO que los caucésicos, los hispanos tienen una DMO similar a los caucésicos y los asiaticos tienen la DMO
mas baja[6], Morales-Torres usando los criterios de la OMS en un estudio de revision, estimé que las mujeres
latinoamericanas mayores de 50 afios de edad presentaron osteoporosis vertebral en un 12 - 18% y
osteoporosis en cadera en un 8 - 22% [7]. En México, Murillo-Uribe y cols. [8], estimaron la prevalencia de
osteoporosis en mujeres mexicanas, poblacidn aparentemente sana, de mas de 50 afios de edad, en un 16% y
un 57% para osteopenia. Clark et al, en 2010, estimaron la prevalencia de osteoporosis en mujeres mexicanas
de mas de 50 afios, en un estudio en base a poblacion encontrando 16 % en cadera 'y 17 % en columna lumbar
[9].
México cursa una transicion epidemioldgica, en la cual el nimero de personas adultas mayores se esta
incrementando y se estima que se incremente el nimero de personas con osteoporosis y fracturas por la
misma, los costos directos estimados para el tratamiento de fracturas relacionadas a osteoporosis en México
en el 2006, fueron de $97 millones de ddlares, lo cual representa una carga significativa para el sistema de

salud en México [10].



En un estudio realizado por nuestro grupo de trabajo, encontramos una prevalencia de osteoporosis de un
28%, la muestras fue de casos consecutivos de pacientes de la Unidad de Medicina Familiar No 20 del
Instituto Mexicano del Seguro Social y del Hospital Regional Tacuba del Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de los Trabajadores del Estado, en mujeres aparentemente sanas posmenopausicas [11].

Factores de Riesgo Clinicos:

Los factores de riesgo clinicos para presentar una disminucién en la DMO y fracturas por osteoporosis en
mujeres posmenopausicas son la edad avanzada, los aspectos genéticos, estilos de vida, indice de masa
corporal menor a 21 kg/m? y estatus menopausico.

Edad: con el incremento en la edad el riesgo por fractura se incrementa, en general el riesgo se duplica cada 6
0 7 afios después de los 50 afios, basados Unicamente en la DMO el riesgo de presentar fracturas se
incrementa hasta 4 veces de los 55afios a los 85 afios de edad [3].

Antecedente de fractura osteoporoética: Se ha establecido por medio de estudios de cohorte que el antecedente
de una fractura osteopordtica incrementa el riesgo de futuras fracturas, un antecedente de fractura de mufieca
se asocia con un incremento de casi dos veces la probabilidad de presentar otra fractura, el incremento en el
riesgo de fractura puede ser atribuible en parte a la DMO en pacientes quienes han presentado fracturas. Sin
embargo cuando el incremento de riesgo para presentar fracturas es ajustado por DMO el riesgo ajustado solo
disminuye ligeramente (10%) lo cual se indica que las fracturas se asocian mas a un defecto en la calidad del
hueso mas que a la DMO [12].

Estilos de Vida: diversos estilos de vida como la dieta insuficiente, insuficiente actividad fisica, tabaquismo ,
alcoholismo, indice de masa corporal menor de 21Kg/m? y estatus posmenopausicos incrementan el riesgo
de presentar fracturas osteoporéticas [3].

Factores Genéticos

Se ha demostrado una gran Influencia hereditaria sobre el pico de masa 6sea (Maxima DMO alcanzada
durante la fase de desarrollo y maduracion del esqueleto). Los estudios llevados a cabo en familias y en
gemelos han demostrado que los factores genéticos contribuyen aproximadamente del 60 al 85% de las
variaciones en la DMO, por ejemplo en mujeres de madres que han presentado una fractura osteoporotica
presentan una densidad mineral 6sea mas baja que lo esperado para su edad, asi también aquellas mujeres que

tienen un familiar de primer grado (madre, hermana) presentan una DMO mas baja que lo esperado para su



edad. Con base en lo anterior se han propuesto genes candidatos claves en el metabolismo 6seo que podrian
estar involucrados en el desarrollo de la osteoporosis y fracturas.[4, 13-16]. Una de las asociaciones
impulsoras de los estudios a gran escala de marcadores genéticos para osteoporosis es la asociacion llamada
GENOMOS (Genetic Markers for Osteoporosis), la cual es pionera en la blsqueda de asociaciones de genes
candidatos asociados con osteoporosis en Norteamérica y Europa con los tamafios de muestras mas grandes
reportados en la literatura, la cual hasta el momento ha identificado a 17 polimorfismos como marcadores
de riesgo. Tabla 1

Tabla 1. Estudios de genes candidatos asociados a osteoporosis por GENOMOS

Asociacion con Fenotipos por Osteoporosis

DMO (DE) Fractura (OR)
Genes SNPs Cuello Columna No
(n=6) (n=17) Muestran  Femoral  Lumbar  Vertebral vertebral Publicacion

ESR1 3 18,917 12-13 11-12 loannidis et al., JAMA 2004 [17]
COLIA1 1 20,786 0.15 0.15 1.1(Sp1) Ralston et al., PLoS Med 2006 [18]

VDR 5 26,242 1.1 (Cdx2) -—- Uitterlinden et al., Ann Int Med 2006[19]
TGFba 5 28,924 Langdahl et al , Bone 2008 [20]

LRP5 2 37,760 0.15 0.15 1.12-1.26  1.06-1.14 Van Meurs et al., JAMA 2008[21]

LRP6 1 37,760 - Van Meurs et al., JAMA 2008[21]

Polimorfismo en el gen de Colagena Tipo | al

Se ha propuesto al gen Colagena Tipo | o1 (COLIAL), como uno de los genes involucrados en el desarrollo de
osteoporosis, este gen codifica para la cadena de colageno alfa tipo 1, la cual es la principal proteina
estructural del hueso [22]. Se ha descrito que mutaciones en los genes COLIAL y en Colagena Tipo 1 « 2
(COLIA2) son los responsables de mas del 90% de los casos de la enfermedad mendeliana Ilamada
osteogénesis imperfecta, la cual es asociada con una disminucién en la DMO e incremento en el riesgo de
presentar fracturas [15]. El polimorfismo mas estudiado es el Spl COLIAL,G >T (rs1800012), el cual afecta
el sitio de union del factor de transcripcion Spl y por consiguiente da lugar a un incremento en la expresion
de colageno tipo 1 ol en la matriz dsea, lo que ocasiona la perdida de equilibrio entre las cadenas de colageno
aly a2y de esa forma modifica la fuerza 6sea y disminuye la DMO en los sujetos portadores del alelo T [1].
Efstathiadou y cols., [23] realizaron un meta analisis en el cual incluyeron 13 estudios con 3,641 sujetos, en el

cual valoraron el riesgo de presentar osteoporosis asociados al alelo T, encontrando una razén de momios



(RM) de 1.25 (IC 95%, 1.09- 1.45) para el genotipo GT y una RM de 1.68 (IC 95%, 1.35 -2.10) para TT,

demostrando un efecto dosis respuesta. Posteriormente, Ralston y cols. [18], analizaron 20,786 individuos de

diferentes paises europeos, encontrando que el genotipo TT en comparacion con GG y GT, demostraba

diferencias en la DMO de columna vertebral y cuello femoral de 21 y 25 mg/cm? respectivamente, sin

embargo no se encontrd asociacién con el riesgo de presentar osteoporosis.

Tabla 2. Estudios de asociacion entre el rs1800012 y osteoporosis

Rs1800012
Afio Autor Estudio Sujetos Raza RM Fx. DMO
2001 Efstathiadou Meta 3641 Norteamericanos | RM= 1.25 (1.09-
y cols andlisis sujetos Europeos 1.45) GT
13 estudios RM=1.68 (1.35-
210)TT
2003 Ralston y Meta 20786 Europeos No asociacion Cuello femoral: 25
cols. analisis sujetos con fracturas mg/cm2 mas bajo
RM=1.01 (0.95 para TT vs GT /
a1.08) GG
Columna lumbar:
21 mg/cm2 para
TTvs GT /GG
2006 Stewart y Cohorte 3270 Inglaterra
cols. Cuello Femoral:
35mg /cm? mas
bajo para TT vs
GT/GG
Columna Lumbar:
27mg/cm® méas
bajo para TT vs
GT/GG
2007 Jiang y cols. Descriptivo | 605 Caucésicos TT se asocio a
1228 Chinos cambios
geométricos y
arquietectura en
el hueso
2007 Yazdanpanah | Cohorte 6280 Caucésicos TT: RM= 2.3 Cuello Femoral:
y cols. (1.4-3.9) TT: 30mg /cm?
mas bajo para TT
vs GT/GG
2009 Ji,Gycols. Meta 2294 TT: RM=1.97
analisis sujetos (1.49 - 2.70)
16 estudios GT: RM=1.18
(1.06 -1.31)
2010 JinH Meta 24511 Caucésicos TT: RM=1.34 Cuello Femoral:
analisis sujetos (1.04 — 1.65) 16mg /cm® mas
32 estudios bajo para TT vs
GT/GG
Columna Lumbar:
13mg/cm?® méas
bajo para TT vs
GT/GG

Garcia-Giralt y cols. [24], describieron otra variante en COLIAL, localizada en la posicion -1997 del promotor

(rs1107946), la cual se asociaba a variaciones en la DMO. Los autores observaron que las mujeres

posmenopausicas de origen étnico caucasico (especificamente espafiolas) con el alelo T de rs1107946, se

asociaba en forma significativa a variaciones en la DMO en columna y cuello femoral. En forma adicional,
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Stewart y cols. [22], estudiaron los polimorfismos rs1800012 y rs1107946; encontrando que los sujetos
portadores del alelo T del rs1800012 y del alelo T del rs1107946; presentaban variaciones en forma
significativa en la DMO en columna lumbar y en cuello femoral, respectivamente. Asimismo, el analisis de
los haplotipos de ambos SNPs, demostré la presencia de tres bloques (G-G, G-T y T-T), de los cuales
observaron que el haplotipo TT, se asociaba a una disminucién en la DMO. Asi también, Jiang y cols., [25]
estudiaron 1,228 sujetos asiaticos, encontrando una asociaciéon del alelo T del rs1800012 tanto con una
disminucion en la DMO como con cambios en la geometria 6sea de cuello femoral y el rs1107946 se asocio
Gnicamente con cambios en la geometria 6sea del cuello femoral, pero no con DMO. Posteriormente, se
analiz6 la asociacion entre rs1107946 y rs1800012 con la DMO vy el riesgo de presentar fracturas. Se observo
que el alelo T de rs1800012 se asociaba a una disminucion en la DMO de columna de aproximadamente 30
mg/cm?; sin embargo, no se encontré asociacion con el rs1107946. El analisis de los haplotipos de ambos
polimorfismos, evidencié que el haplotipo G-T se asociaba a la presencia de fracturas por fragilidad, RM:
2.1(1C 95%, 1.2- 3.7) [2].

Por otra parte, se han llevado a cabo meta analisis de los dos SNPs anteriores, observando una asociacion
entre rs1800012 y fracturas por fragilidad en mujeres caucasicas RM: 1.97 (IC 95%, 1.49 — 2.70) para TT,
1.18 (IC 95%, 1.06- 1.31) para GT y de 0.72 (IC 95%, 0.62 -0.84) para GG. Con base en lo anterior sugirieron
que existia una asociacién alelo dosis respuesta [26]. Asimismo, el estudio de meta andlisis de los dos SNPs
anteriores realizado por Jin y cols. [27], demostré que Unicamente el alelo de riesgo T de rs1800012 se
asociaba con una disminucién promedio de 13 y 16 mg/cm? de la DMO en columna y cadera,
respectivamente; y un riesgo en el incremento de presentar fracturas RM= 1.34 (1.01-1.77).

Tabla 3. Estudios de asociacion entre el rs11079046 y osteoporosis

rs1107946
Afo Autor Estudio Sujetos Raza RM Fx. DMO
2002 | Garcia-Giralt, N. Descriptivo | 256 Espafiolas Columna Lumbar: 67

mg/cm? mas bajo
para TT vs GT/GG |

2006 | Stewart y cols. Cohorte 3270 Inglaterra Columna Lumbar: 42
mg/cm? mas bajo
para TT vs GT/GG |

2007 | Yazdanpanahy Cohorte 6280 Caucésicos No asociacion No asociacion
cols.
2010 | JinH Meta 24511 Caucésicos No asociacion TT encontr6 una
analisis Sujetos disminucién de la
32 estudios DMO en portadores

del genotipo TT
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Tabla 4. Estudios de asociacion entre haplotipos de colagena (rs1800012 y rs1107946) y osteoporosis

Haplotipos
Afio Autor Estudio Sujetos Raza RM Fx. DMO
2006 | Stewart y cols. | Cohorte 3270 Inglaterra Columna Lumbar: 40
mg/cm? mas bajo
para GT vs GG/TG
2007 | Yazdanpanahy | Cohorte 6280 Caucésicos GT: RM=2.1
cols. (1.2-3.7)

Polimorfismo en el gen del Receptor LDL Relacionado a la proteina 5 (LRP5)

Otro gen relacionado con el metabolismo y la masa dsea es el de el Receptor LDL Relacionado a la Proteina
5 (LRP5) [28], LRP5 es un miembro de la familia de los receptores de superficie celular involucrados en
diversos procesos biol6gicos y actlla como correceptor para las sefiales canonicas de las proteinas WNT [29].
El gen de la LRP5 en el humano se localiza en 11913.4 y codifica para una proteina de 1616 aminoacidos
(OMIM: #603506). Los estudios de ligamiento Ilevados a cabo en dos patologias raras del humano [sindrome
de pseudoglioma-osteoporosis (OPPS) y el sindrome de densidad mineral 6sea alta (HBM)], demostraron que
LRP5 es importante en la regulacion de la masa 6sea, ya que la presencia de mutaciones en este gen, pueden
dar lugar tanto a osteoporosis severa de comienzo temprano, como a un incremento en la DMO [30-31].

Los estudios llevados a cabo en ratones nulos para Lrp5, demostraron que éstos, presentaban un fenotipo
caracterizado por una disminucién en la masa 6sea, el cual es una fenocopia de la enfermedad OPPS del
humano. El andlisis de la histomorfometria de los ratones nulos para Lrp5 , demostré que esa disminucién en
la masa 6sea, mas que un defecto en la reabsorcion dsea, es secundaria a una disminucién en la proliferacion
de los osteoblastos, asi como a una reduccidon del depoésito de la matriz dsea [31].

En los osteoblastos LRP5, puede traducir sefiales canénicas para promover la diferenciacién de células
totipotenciales a osteoblastos, asi como su replicacion, e inhibicién de apoptosis de osteoblastos y osteocitos,
debido a un incremento de la concentracién de B-catenina, alterando la expresién de genes a través de
factores de transcripcion Lef/Tcf [32-33]. Por su rol importante en el desarrollo de la masa 6sea, diversos
polimorfismos en LRP5 han sido estudiados, buscando la asociacion entre éstos, la DMO y fractura con
resultados contradictorios [16, 21, 34-39]. Uno de los SNPs mas estudiados es el cambio en el nucledtido
€.3989C>T, p.Alal330Val (rs3736228). Se ha descrito en diversos estudios, que dicho polimorfismo
(especificamente el cambio Val/Val) se encuentra asociado a una disminucién en la DMO [16, 21, 36, 38-41].

Tran y cols. [42], realizaron un meta andlisis, en el cual encontraron que el tener al menos un alelo de riesgo
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condicionaba una disminucién de la DMO en columna de 18 mg/cm? en caucésicos y asiaticos y de 11mg/cm?
en cuello femoral solo en caucasicos. Sin embargo, otros estudios no han encontrado asociacion de este gen
con variaciones en la DMO [34, 43].

Polimorfismo en el gen de la Osteoprotegerina (OPG o TNFRSF11B)

El ligando del receptor activador del factor nuclear kB (RANKL), el receptor activador del factor nuclear kB
(RANK) vy la osteoprotegerina (OPG) [44] (los cuales pertenecen a TNF, asi como a la superfamilia de
receptores TNF), representan un sistema novel de citocinas involucrados en la formacion, fusién, sobrevida,
activacion y apoptosis de los osteoclastos. RANKL activa la diferenciacidn de los osteoclastos, incrementa la
actividad de los osteoclastos maduros e inhibe la apoptosis de los mismos, a través de su unién a su receptor
funcional RANK. OPG es un receptor sefiuelo para RANKL, que puede prevenir la interaccién entre RANKL
y RANK, lo cual inhibe los estadios terminales de la osteoclastogénesis, suprime la actividad de los
osteoclastos maduros e induce apoptosis de los mismos [45]. Los estudios tanto in vitro como in vivo, han
demostrado que OPG es importante para la regulacion del remodelamiento éseo. Los estudios llevados a cabo
en ratones transgénicos, en los cuales se sobreexpresa Opg, demostraron que los ratones desarrollan
osteopetrosis, mientras que los ratones nulos para Opg, desarrollan en forma temprana, osteoporosis severa.
Asimismo, la administracion exdgena de OPG en ratones ovariectomizados, puede prevenir la pérdida 6sea
secundaria a dicho procedimiento [44]. Con base en lo anterior, se ha postulado que OPG en un atractivo
candidato involucrado en el desarrollo de la osteoporosis.

Se han realizado diversos estudios de asociacion entre polimorfismos del gen OPG 6 TNFRSF11B
(Osteoprotegerina) y variaciones en la DMO, en diferentes poblaciones con resultados contradictorios [16,
39, 46-54]. Uno de los polimorfismos mas estudiados de este gen es el rs2073618 que involucra una
transversién en el nucleétido 1181 de G por C, lo cual trae como consecuencia un cambio de lisina por una
asparagina. Los diferentes estudios han demostrado que el alelo C se asocia con una disminucién en la DMO
en diferentes grupos étnicos, [50, 54-57] y recientemente Lee y cols., [53] realizaron un meta andlisis, en el
cual se incluyeron a poblaciones asiaticas y europeas, encontrando que el alelo C del rs2073618 se asocio a
una disminucién en la DMO en la columna lumbar en ambas poblaciones; sin embargo, al comparar la DMO
en cuello femoral solo encontr6 diferencias en la poblacién caucésica, lo cual pudiera sugerir que los

polimorfismos tienen diferente magnitud y especificidad dependiendo de la poblacion estudiada. Asi también
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Roshandel y cols. [58], encontraron una asociacion de rs2073618 con la DMO y que el alelo de riesgo, se
asocio con niveles mas alto de productos de degradacidn del hueso, lo que sugiere que el efecto de este
polimorfismo pudiera asociarse a la DMO debido a un efecto acelerado de la reabsorcidn dsea; sin embargo
otros estudios no han demostrado dicha asociacién [51,59-61]. En conclusién la informacién es contradictoria
e inconsistente para estos polimorfismos.

Otro de los polimorfismos asociados a DMO es el rs4355801, el cual flanquea al gen de OPG. Este fue
descrito por Richards y cols., en el 2008[39], al realizar un estudio de asociacién con una poblacion de 6463
individuos, encontrando que el alelo de riesgo condicionaba una disminucién de 0.09 DE por cada alelo de
riesgo y una RM de 1.2 (IC 95%, 1.01 -1.42) para presentar osteoporosis, resultados similares se encontraron
por Paternoster y cols., [54]. Otro de los polimorfismos asociados a OPG es el rs6993813, ya que en un
estudio de asociacion en el cual se incluyeron 5861 individuos, observaron que el alelo de riesgo se asocio a
una disminucion en la densidad mineral 6sea en columna y cadera [16]. En base a lo anterior podemos
concluir que si se encuentra una asociacion entre el alelo de riesgo de los polimorfismos de OPG y la DMO,
pero es solo en los estudios con grandes poblaciones los que logran un poder estadistico suficiente, para

determinar cambios minimos en la DMO vy el riesgo de presentar fracturas [53],[39].
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I11. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México cursa una transicion epidemioldgica, en la cual el nimero de personas adultas mayores se esta
incrementando, asi como su expectativa de vida, de acuerdo a datos recientes del Consejo Nacional de la
Poblacion (CONAPO), la poblacién de 60 afios y mas, es actualmente de 8.5 millones, y este nimero se
incrementara en el 2050 a 33.8 millones. Por lo que con estos cambios esperamos tener un incremento en la
prevalencia de osteoporosis e incidencia de fracturas en un futuro cercano. Lo anterior implica un problema
de salud prioritario, que demanda la puesta en marcha de programas de diagnéstico, prevencidn y tratamiento
oportuno, siendo el andlisis de los polimorfismos genéticos una de las posibles estrategias a utilizar para éste
fin, ya que en caso de encontrar un polimorfismo o la combinacion de varios polimorfismos con una
asociacion fuerte, estos se podria utilizar como una prueba para predecir el riesgo de presentar osteoporosis o
una disminucién de la DMO aun en etapas tempranas. Diversos trabajos se han enfocado a estudiar la posible
asociacion entre el desarrollo de osteoporosis en mujeres posmenopausicas y polimorfismos en numerosos
genes, con resultados diversos y la mayoria de estos estudios, han sido llevados a cabo principalmente en
poblaciones sajonas y asidticas e incluso entre poblaciones del mismo origen étnico, los resultados de
asociacion han sido contradictorios. Se ha propuesto que lo anterior es debido a las diferencias en el acervo
genético y a los factores ambientales que interactdan.

En México, las poblaciones tienen un acervo genético distinto, determinado por el mestizaje que se dio entre
las distintas etnias mexicanas con los espafioles y algunos grupos de origen africano. Lo anterior sugiere, que
dependiendo de las poblaciones humanas en estudio, los mismos marcadores genéticos vinculados con el
desarrollo de una enfermedad podrian asociarse en forma diferente. Por lo que al estudiar a la poblacion
mestiza-Mexicana esperamos encontrar asociaciones de los polimorfismos con la osteoporosis con diferente
magnitud a las reportadas en otras poblaciones

Uno de los genes involucrados en la estructura dsea es el gen Colagena Tipo | «1 (COLIAL) el cual codifica
para la cadena de colageno alfa tipo 1, siendo esta la principal proteina estructural del hueso, por lo que la
bisqueda de polimorfismos en este gen representan una buena opcién para buscar marcadores de riesgo,
como se ha demostrado claramente con el rs1800012, el cual es uno de los mas estudiados en diferentes

poblaciones con resultados consistentes, y el rs1107946 en el que se ha demostrado asociacion en algunos
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estudios, por lo que podrian ser candidatos a marcadores de riesgo de forma individual o como haplotipos,
asociados a una DMO baja u osteoporosis en la poblacién mestizo-Mexicana.

Por la participacion importante de LRP5 en la contribucion de la masa ésea, varios polimorfismos en LRP5
han sido estudiados, buscando la asociacion entre éstos y la DMO vy fracturas con resultados contradictorios
en diferentes poblaciones, sin embargo uno de los mas estudiados y con resultados mas reproducibles en
diferentes poblaciones es el rs3736228, por lo que también podria ser un buen candidato como marcador de
riesgo asociado a osteoporosis.

Otro gen candidato a estudiar en la poblacion mestizo-mexicana, como posible marcador de riesgo individual
(SNP) o en forma de haplotipos (varios SNPS) es la Osteoprotegerina ya que juega un rol importante como
regulador de la reabsorcion 6sea, y considerando la inconsistencia demostrada en diferentes poblaciones con
respecto a su asociacion con la DMO vy osteoporosis, es importante determinar su contribucion en nuestra

poblacion.

IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Existe asociacion entre los polimorfismos rs1800012, rs1107946 de COLIAL; rs3736228 de LRPS5;
rs4355801, rs2073618, rs6993813 de OPG de forma individual o en forma de haplotipos; con la DMO en

mujeres posmenopausicas de origen étnico mestizo-Mexicano?
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V. OBJETIVO GENERAL

Analizar la asociacién de los polimorfismos rs1800012, rs1107946 de COLIAL; rs3736228 de LRPS5;
rs4355801, rs2073618, rs6993813 de OPG de forma individual y en forma de haplotipos; con la DMO en

mujeres posmenopausicas de origen étnico mestizo-mexicano.

Obijetivos especificos:

1. Comparar las diferencias de la DMO en columna, cadera total y cuello de fémur por genotipo de los
polimorfismos rs1800012, rs1107946 de COLIAL; rs3736228 de LRP5; rs4355801, rs2073618,
rs6993813 de OPG.

2. Obtener los haplotipos individuales de rs1800012, rs1107946 de COLIAly rs4355801, rs2073618,
rs6993813 de OPG y posteriormente determinar la asociacion con la DMO en columna lumbar,

cadera total y cuello de fémur.
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VI. HIPOTESIS
Las mujeres posmenopausicas que presenten el alelo de riesgo de alguno de los polimorfismos a estudiar o en
forma de haplotipos presentaran una disminucion en la DMO en mujeres posmenopausicas de origen étnico

mestizo-Mexicano.
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VII. METODOLOGIA

Se trata de un estudio descriptivo, transversal y analitico.

Sujetos: Se tom6 una muestra de mujeres voluntarias sanas de origen étnico mestizo-Mexicano,

posmenopausicas de la Unidad de Medicina Familiar No 20 del Instituto Mexicano del Seguro Social y del

Hospital Regional Tacuba del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado

obtenidas de forma consecutiva, en el periodo de Marzo del 2009 a julio del 2010, se realizé un cuestionario

de factores de riesgo (anexo 1) y posteriormente se realizd la densitometria dsea.

Criterios de inclusion:

1.

2.

Aceptaran participar en el estudio y firmaran la carta de consentimiento informado.

Origen étnico mestizo-Mexicano: persona que haya nacido en México, que tenga un apellido
derivado del espafiol y que tenga antecedentes familiares de al menos 3 generaciones atras nacidas en
México.

Cese de menstruacion de mas del2 meses.

Mayores de 40 afios.

Criterios de exclusion:

1.
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Mujeres posmenopausicas que hayan tomado farmacos que pudieran afectar el recambio 6seo
(corticoesteroides, anticonvulsivantes o heparina).

Mujeres con antecedente quirdrgico de histerectomia.

Mujeres posmenopdusicas con antecedentes de enfermedades que afecten el metabolismo G6seo
(relacionadas con alteraciones de la hormona paratiroides, diabetes mellitus, enfermedades hepaticas,
falla renal y displasias éseas).

Mujeres posmenopausicas con antecedentes de enfermedades relacionadas con alteraciones en el
metabolismo de la vitamina D.

Ooforectomia bilateral antes de los 45 afios de edad.

Menopausia antes de los 40 afios.



Criterios de eliminacion:
1. Mujeres cuyas muestra de DNA presente mala calidad (absorbancia 260/280 menor a 1.8, asi como
degradacion de DNA observado en el gel de agarosa).

2. Que no se tengan los datos completos de la hoja de captura de datos.

Medicién de la DMO:

La DMO (gr/cm?) fue medida en cadera total (trocanter, area intertrocanterica, triangulo de Ward, y cuello
femoral) y columna lumbar (L2 - L4) por medio de absorciometria dual de rayos X (DEXA) (Hologic QDR
4500; Hologic Inc., Waltham, MA, USA), Utilizamos la puntuacion de T para analizar la DMO. La cual es la
desviacién de la DMO promedio, ajustada al peso, raza de la poblacién latinoamericana sana. El estudio se
realizé por un técnico certificado por “The International Society for Clinical Densitometry” especificamente
por “Clinical Densitometrist” ,la sensibilidad del equipo fue verificada todos los dias usando un fantasma
antropomeétrico el cual fue proporcionado por el fabricante. El coeficiente de variacion fue menor del 1.5% en
columna y cadera, cumpliendo con los controles de calidad requeridos internacionalmente [62].
Genatipificacion:

El DNA fue aislado de los leucocitos por el método de sales, descrito por Miller[63], el andlisis de los
Polimorfismos de Nucle6tido Unico (SNP) fue desarrollado usando discriminacion alélica por PCR en tiempo
real, usando ensayos TagMan (Applied Biosistem). Todas las reacciones de PCR contenian 20 ng de DNA, 5
pl de Master Mix Universal (AB)(2x), 0.25 pl primers y sondas (10X) y agua para un volumen final de 10 pl.
PCR en tiempo real fue realizada en un ABI Prism 7500 Fast (Applied Biosystems,Foster City,CA,USA) las
condiciones para todos los SNP fueron 95°C por 10 min, y 40 ciclos de amplificacién (95° por 15 segundos
y 62°C por un minuto. En cada ciclo el software determino la sefial de fluorescencia de las sondas marcadas
con los fluoroforos VIC o FAM (Applied Biosystems, Foster City, CA,USA), para la determinacion de los
SNPs utilizamos sondas y primers disefiados por applied biosystems, para COLAL estudiamos los
polimorfismos rs 1800012, ensayo con ID: C___ 7477170 30, rs1107946 ensayo con ID: C___ 7477171 10,
para LRP5 estudiamos el polimorfismo rs3736228, utilizando el ensayo con ID: C__25752205_10, para OPG
estudiamos los polimorfismos rs4355801 ensayo con ID: C_ 11869235 10,rs2073618 ensayo con ID:

C__ 1971047_1 ,rs6993813 ensayo con ID: C__ 1968538 10.
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Andlisis estadistico:
Se llevo a cabo en el programa SPSS versidn 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Estadistica descriptiva:

Para las variables cuantitativas se obtuvieron media y desviacion estandar, para las variables categoéricas se
obtuvieron frecuencias absolutas y relativas.

Para determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) de las frecuencias genotipicas se utilizo la prueba de
chi cuadrada.

Estadistica Inferencial:

Se utilizo Anova de una via, para comparar las diferencias entre los factores de riesgo clinicos estudiados y
los genotipos de cada uno de los polimorfismos del estudio, no encontrando diferencias estadisticamente
significativas en alguno de ellos, por lo que se puede concluir que el aspecto genético es un factor
independiente de los factores ambientales para estos polimorfismos, por lo que el analisis estadistico se hizo
tomando el factor genético como un factor independiente, sin necesidad de ajustar por algln factor de riesgo
clinico, sin embargo se hizo analisis estratificado por edad, para ver la tendencia de el efecto del polimorfismo
conforme avanza la edad.

Asociacion de los polimorfismos y la DMO: Comparamos las diferencias de la DMO en columna, cadera total

y cuello de fémur por genotipo de los polimorfismos rs1800012, rs1107946 de COLIAL; 3736228 de LRPS5;
4355801, 2073618, 6993813 de OPG, usando ANOVA de una via, en el caso del polimorfismo rs1800012 al
encontrar una frecuencia del genotipo TT del 1.2 % se decidi6 utilizar un modelo dominante, es decir se toma
como un grupo el genotipo GG y por otro se toma GTy TT.

Asociacion de haplotipos de OPG, COLIAL1 y DMO: utilizamos el programa PHASE 2.02 para obtener los

haplotipos individuales, y posteriormente en SPSS se realizo la asociacion entre haplotipos y DMO.

20



VIII.  Consideraciones éticas
De acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacidn para la Salud, en su
articulo 17 el presente estudio se considera una investigacion con riesgo minimo. El estudio fue aprobado por
la Comision Nacional de Investigacion Cientifica tanto del Instituto Mexicano del Seguro Social como del
Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” y del Hospital Regional Tacuba, Instituto de Seguridad y
Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado y se solicit el consentimiento a todas las participantes en el

estudio (anexo 2).
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IX. RESULTADOS
Obtuvimos una muestra de 750 mujeres posmenopausicas, de las cuales el 24.2% presentd una densidad
mineral ésea normal, 30.3% presentd osteoporosis y un 45.5% presentd osteopenia. Las caracteristicas

generales de la poblacion se muestran en la tabla 5.

Tabla.5 Caracteristicas generales de la poblacion (n 750)

Variable Media (DE)
Edad (afios) 60.0 (7.55)
Estatura (cm) 1.51 (0.59)
Peso (kg) 67.43 (11.7)
IMC (kg/m?) 29.25 (4.8)
DMO cuello de femur (g/cm?) .742(.123)

DMO Columna Lumbar (g/ cm?) | .849 (.139)

No. of Hijos 35(2.4)
Duracién de la lactancia (meses) 25 (33)
Afios posterior a la menopausia 11.7 (8.3)
Uso de estrogenos 111 (14.8%)
Antecedente de fractura 116 (15.5%)
Tabaquismo 116 (15.5%)
Ejercicio de forma regular. 250 (33.5%)

Con respecto a las frecuencias genotipicas, alélicas y el equilibrio de Hardy-Weinberg se describe en la tabla

6 para los polimorfismos de COLIAL y LRP5 y tabla 7 para los polimorfismos de OPG.
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Tabla 6. Frecuencia Genotipica, Alélica y Equilibrio de Hardy-Weinberg en los polimorfismos
rs1800012, rs1107946 de COLA1, rs3736228 de LRP5

SNP dbSNP COLAl COLAl LRP5

Namero de referencia SNP rs1800012 rs1107946 rs3736228

Genotipo N %  Genotipo N % Genotipo N %

GG 635 84.7 GG 380 50.7 CC 476  63.5
Distribucion Genotipica GT 106 141 GT 298 39.7 CT 240 32

TT 9 12 TT 72 96 TT 34 45
Frecuencia Alélica G 0.92 G 0.71 C 0.79

T 0.08 T 0.29 T 0.21
Hardy-Weinberg P=>0.05 P =>0.05 P=>0.05

Tabla 7. Frecuencia Genotipica, Alélica y Equilibrio de Hardy-Weinberg en los polimorfismos
rs4355801, rs2073618, rs6993813 de OPG

GEN OPG OPG OPG
Numero de referencia SNP rs4355801 rs2073618 rs6993813
Genotipo N % Genotippo N % Genotipo N %
AG 381 50.8 CG 383 511 CT 369 492
Distribucion Genotipica GG 185 24.7 GG 243 324 TT 193 257
AA 184 245 CC 124 16.5 CC 188 25.1
Frecuencia alélica G 0.5 G 0.58 T 0.5
A 0.5 C 0.42 C 0.5
Hardy-Weinberg P=>0.05 p=>0.05 P=>0.0.5

Asociacion de genotipos de los polimorfismos v la densidad mineral dsea:

Observamos que el polimorfismo rs1800012 de COLIA1L se asoci6 a variaciones en columna lumbar, con una
diferencia promedio de 31 mg/cm® En los polimorfismos rs1107946 de COLIAL; 3736228 de LRPS5;

4355801, 2073618, 6993813 de OPG no se encontrd asociacion (Tabla 8).
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Tabla 8. Asociacion del genotipo con la densidad mineral ésea.

Columna Cadera Cuello fémur
Genotipo Media DE Media DE Media DE
G/G 0.854 0.141 0.915 0.137 745 126
*rs1800012 G/T TI/T 0.823 0.126 0.908 0.13 725 101
p=0.029 p=0.711 p=0.245
G/G 0.856 0.136 0.917 0.135 0.745 0.126
rs1107946  GI/T 0.841 0.143 0.91 0.134 0.727 0.053
TIT 0.848 0.139 0.908 0.147 0.724 0.104
p=0.200 p=0.522 p=0.124
CIC 0.863 0.138 0.92 0.134 0.743 0.126
rs3736228  C/T 0.837 0.139 0.898 0.139 0.736 0.115
TIT 0.832 0.153 0.931 0.143 0.766 0.130
p=0.196 p=0.241 p=0.479
G/G 0.842 0.146 0.923 0.148 0.747 0.113
rs4355801  G/A 0.825 0.144 0.911 0.131 0.737 0.12
A/A 0.853 0.123 0.91 0.132 0.746 0.138
p=0.591 p=0.518 p=0.819
G/G 0.86 0.13 0.911 0.124 0.748 0.107
rs2073618 C/G 0.851 0.142 0.91 0.138 0.736 0.124
CIC 0.842 0.151 0.929 0.153 0.747 0.147
p=.356 p=.674 p=10.978
TIT 0.853 0.123 0.91 0.132 0.737 0.116
rs6993813  C/T 0.852 0.144 0.911 0.131 0.738 0.117
c/C 0.841 0.146 0.923 0.148 0.753 0.141
p=0.441 p= 0.596 p=0.323

En donde DE= desviacion estandar. Se tomé una P < 0.05 como estadisticamente significativa. * En
rs1800012 por la baja frecuencia del genotipo TT (1.2%) se decidié utilizar un modelo Dominante (GG vs

GT/TT)
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Asociacion de haplotipos de COLIA1y DMO

Se realiz6 el andlisis de haplotipos entre el rs1800012 y rs1107946 de COLIA1L, los cuales se encontraron en

desequilibrio de ligamiento D"= 0.84, obteniendo tres haplotipos G-G, G-T y T-G, con una frecuencia de

62.6%, 29.1% y 7.9%, respectivamente. Una vez obteniendo los haplotipos individuales se realiz6 la

asociacion entre haplotipos y DMO en columna lumbar, cadera total y cuello femoral, encontrando una

diferencia significativa en columna lumbar (Tabla 9).

Tabla 9. Asociacion de haplotipos de COLIALly DMO

Columna Lumbar Cadera Total Cuello Femoral
Haolotino Media Media Media
piotip N DMO DE DMO DE DMO DE
GG 936 .856 .140 917 .136 747 .126
GT 441 .844 142 910 .139 .736 123
TG 123 .822 .125 .908 .128 724 .099
*p=0.022 p=0.624 p=0.071

En donde DE= desviacion estandar; DMO= densidad mineral 6sea. *Se tomdé una P < 0.05 como
estadisticamente significativa.

Asociacion de haplotipos de OPG y DMO

Para los tres polimorfismos estudiados se encontraron 8 haplotipos: G-G-T, A-C-C, A-G-T, G-C-C, A-G-C, A-

C-T y G-C-T, con una frecuencia de 28.8%, 25.1%, 16.9%, 12.41%, 6.7%, 5.3% y 2.4%, respectivamente. Se

identifico el haplotipo A-G-T asociado a una DMO baja en columna lumbar, con una disminucién promedio

de 18 mg/cm?, en cadera y cuello femoral no se encontr asociacion

Tabla 10. Haplotipos de OPG asociados con DMO.

Haplotipo Media DE Valor P

DMO CL Otros 0.852 0.142

0.030
(grsicm2) AGT 0.834 0.121
DMO CT Otros 0.914 0.137

0.279
(grslcm2)  AGT 0.910 0.128
DMO CF Otros 0.745 0.125

0.174
(grslcm2)  AGT 0.722 0.112

En donde DE= desviacion estandar; DMO= densidad mineral 6sea; CL= columna lumbar; CT= cadera total;
CF= cuello femoral. Se tomé una P < 0.05 como estadisticamente significativa.
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Asociacion de la edad con la DMO en mujeres con el alelo de riesgo.

Se realizo la estratificacion de la poblacién por edad, grupos del0 afios, con la finalidad de ver el efecto de
cada uno de los polimorfismos estudiados asi como de los haplotipos en la DMO conforme avanza la edad,
encontramos esta tendencia Gnicamente en el rs1800012 especificamente en columna lumbar a partir de los 71
afios en los pacientes con el alelo de riesgo, siendo esta diferencia no significativa estadisticamente. Fig. 1

Fig. 1, asociacion de la edad con la DMO en mujeres con el alelo de riesgo del rs1800012
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X. DISCUSION
Uno de los polimorfismos mas consistentes asociados a la disminucion de la DMO, es el rs1800012 de
COLIAL. En forma similar a lo descrito en diversas poblaciones [2, 18, 22-23, 26, 64], este polimorfismo
afecta el sitio de unién del factor de transcripcién Spl y por consiguiente da lugar a un incremento en la
expresion de coldgeno tipo 1 al en la matriz 6sea, lo que ocasiona la perdida de equilibrio entre las cadenas
de colageno al y a2 y de esa forma modifica la fuerza ésea y disminuye la DMO en los sujetos portadores
del alelo T [1-2], al igual que lo reportado previamente encontramos una asociacion del alelo T de rs1800012
con una disminucién en la DMO, y ésta fue en promedio de 30 mg/cm? en columna lumbar (RM= 1.36; IC
95%, 1.17- 1.57). A diferencia de otros estudios descritos en la literatura [2, 18, 22, 27, 64], no encontramos
asociacion significativa en la disminucién de la DMO en cadera total; no obstante, si observamos una
tendencia en la disminucion de ésta, en mujeres portadoras del alelo T (con una diferencia media de
20mg/cm?).
En relacién a los resultados obtenidos del polimorfismo rs1107946 de COLIA, no encontramos asociacion de
dicho polimorfismo y variaciones en la DMO en columna o cadera, lo cual esta de acorde a lo descrito por
Yazdanpanah y cols., [2], pero diferente a los reportado por otros investigadores [22, 24]. La discrepancia en
nuestros resultados y lo descrito previamente en otras poblaciones, puede ser debido a las limitaciones en el
poder estadistico para detectar cambios menores de 30 mg/cm? en cadera total o cuello femoral en nuestra
muestra, por lo cual, no se descarta una posible asociacion.
De igual forma a lo descrito previamente [2, 22], observamos que el andlisis de los haplotipos de los dos
polimorfismos de COLIAL (rs1800012 y rs1107946) se asociaron con variaciones en la DMO,
especificamente los haplotipos T-G y G-T en comparacion con G-G presentaron una diferencia media de 34
mg/cm? y 22 mg/cm?, respectivamente en columna lumbar y 23 mg/cm? y 12 mg/cm? en cuello femoral. Es
importante remarcar, que el analisis de haplotipos nos permitié encontrar una diferencia significativa en la
DMO solo en columna lumbar.
Con respecto a LRP5 y su relacién con variaciones en la DMO, el SNP mas estudiado es el rs3736228, sin
embargo los resultados han sido contradictorios. Los estudios de asociacion con un gran poder estadistico

como los realizados por Richards, [39] y van Meurs [21], en el cual se incluyeron mas de 6,463 y 37,000
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individuos, respectivamente, tienen la ventaja de poder encontrar diferencias tan minimas en la DMO como 8
mg/cm? en cuello femoral y en columna de 14 mg /cm? por cada alelo de riesgo.

Urano y cols., [38] realizaron experimentos in vitro en donde las células HEK293T portadoras del aminoacido
valina (polimorfico) en el coddn 1330 en presencia de Wnt3a, presentaron una actividad disminuida en
comparacion con el aminoacido alanina (silvestre), demostrando asi la funcionalidad del polimorfismo.
Posteriormente, en una muestra de 739 mujeres posmenopausicas, el mismo grupo de investigacion llevo a
cabo la asociacidon entre el polimorfismo anterior y la DMO, encontrando una disminucién en DMO en las
portadoras de valina [38].

En forma contradictoria otros autores [34-35,43] no encontraron diferencias estadisticamente significativas
en la asociacion de la DMO y genotipo de LRP5; resultados similares a los nuestros. Sin embargo si
encontramos una tendencia en la disminucion de la DMO en columna y el alelo de riesgo; los resultados
anteriores pudieran se secundario a la falta de poder estadistico debido al tamafio de la muestra. Con respecto
a OPG, analizamos en forma individual tres polimorfismos (rs4355801, rs2073618 y rs6993813) asi como sus
haplotipos y DMO. Diversos estudios han analizado la relacion de esos tres polimorfismos pero en reportes
independientes [16, 39, 65]; es decir, en una misma investigacion no se habian estudiado los tres SNPs juntos
y por lo tanto, tampoco los haplotipos derivados de esos tres polimorfismos. No encontramos asociacién
individual de ninguno de los polimorfismos estudiados, pero si observamos que el haplotipo A-G-T se asocio
a una disminucién promedio de 18 mg/cm? de la DMO en columna lumbar en comparacion con los otros
haplotipos. Con el fin de conocer si estos tres polimorfismos en nuestra poblacidn segregan juntos, llevamos a
cabo el andlisis del desequilibrio de ligamiento (LD), observando que los polimorfismos rs2073618 y
rs6993813 presentaron un LD bajo (r*= 0.45), lo cual es similar a lo descrito en la poblacién caucasica (r* =
0.44) [16]. Por otra lado, el valor de LD entre rs4355801 y rs6993813 fue significativamente diferente
(r*=0.03) al de la poblacién caucésica (r*=0.6) [54]; lo que quiere decir que no se encuentran en desequilibrio
de ligamiento y por lo tanto estos polimorfismos no segregan juntos. Lo anterior podria deberse, a que a los
mestizo-Mexicanos somos un grupo poblacional relativamente joven, por lo que estas dos variantes genéticas
(rs2073618 y rs693813) pertenecen a un bloque y el rs4355802 pertenece a otro bloque genético, en el cual se
encuentre alglin SNP o regidn que se asocie a la DMO. A pesar de que un polimorfismo es intragénico

(rs6993813) y otro es localizado en la regién no traducida 3" de OPG (rs4355801), Hsu y cols. [66],
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propusieron que estos polimorfismos podrian estar tanto en LD con las variantes causales o estar localizados
dentro o cerca de elementos reguladores de la transcripcion.

Richards y cols. [34], analizaron el polimorfismo rs4355801len mujeres caucasicas, observando una
asociacion con la DMO, osteoporosis y la expresion de osteoprotegerina. Los autores encontraron que el
alelo de riesgo A, se asocid con una disminucion significativa en columna lumbar y cuello femoral y el alelo
G se asocio a un incremento en la disminucién de la DMO; de igual forma, observaron que el alelo de riesgo
A, afectaba los patrones de expresién del transcrito de OPG. En nuestro estudio hallamos una frecuencia
alélica similar, sin embargo no se encontré asociacion.

Styrkarsdottir y cols. [16], con el fin de establecer si las variantes genéticas previamente reportadas en
poblacion europea, también se asociaba a variaciones en la DMO en poblacion asiatica, realizaron un estudio
de varios polimorfismos en diferentes genes, el cual incluyé el polimorfismo rs4355801 y rs6993813 de OPG.
Los autores encontraron que estos dos polimorfismos presentaban asociacion con DMO de columna lumbar
mas que con la DMO de cadera. Asimismo, Paternoster y cols. [54], analizaron los mismos SNPs descritos
arriba, pero una poblacion de en hombres jovenes de origen caucasico, encontrando una asociacién
estadisticamente significativa entre el rs4355801 y DMO cortical.

Por otra parte, se han realizado diversos estudios en diferentes poblaciones, con el fin de establecer asociacion
entre el polimorfismos rs2073618 y DMO con resultados contradictorios, inclusive entre el mismo grupo
étnico, los resultados son inconsistentes [51-52, 54, 58, 67]; sin embargo, estas diferencias pueden ser debidas
al reducido tamarfio de la muestra y a el poder limitado de los estudios de forma individual para detectar
diferencias minimas significativas. Lee en el 2010 [53], realiz6 un meta analisis del polimorfismo rs2073618,
encontrando que el genotipo GG mostré una disminucién en la DMO de columna de 51 mg/cm? comparado
contra CC, y de 18 mg/cm? comparado con GC en columna lumbar. Por otro lado, en el cuello femoral solo
se encontrd asociacion en poblacién caucésica, por lo que se puede inferir que hay diferencias étnicas en la
asociacion de los polimorfismos en las diferentes poblaciones. En nuestro estudio, el genotipo GG a
diferencia de lo reportado previamente, mostrd un aumento en la DMO, sin embargo no alcanzo
significancia estadistica.

La variacién en nuestros resultados con respecto a lo reportado en otras poblaciones previamente con relacién

a la DMO, osteoporosis y riesgo de presentar fracturas, sugiere que dependiendo de las poblaciones humanas
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en estudio, los mismos marcadores genéticos vinculados con el desarrollo de una enfermedad, podrian
asociarse con diferente magnitud y especificidad, debido a la variacion en sus componentes genéticos
diferentes, por ejemplo para la presentacién de fracturas no solo interviene la DMO si no también otros
componentes como la calidad y geometria del hueso, la cual ha demostrado ser diferente dependiendo del
grupo étnico, asi también la posible interaccion de factores clinicos conocidos y no conocidos que pudieran
interaccionar con el acervo genético condicionando alteraciones en la DMO; no se encontr6 interaccion con
los factores de riesgo clinico estudiados con los polimorfismos estudiados; sin embargo no se puede concluir
que realmente los polimorfismos estudiados tengan una magnitud diferente a otras poblaciones ya que hay
una gran heterogeneidad en los estudios, por la metodologia, tipo de estudio y las limitaciones del poder
estadistico para detectar diferencias menores a 30 mg/cm?, en la mayoria de los estudios. [68]. Por lo que seria
recomendable realizar investigaciones multicéntricas con el fin de estudiar a un mayor nimero de personas,
optimizar recursos y estudiar mas de genes asociados con la regulacién, metabolismo y estructura del hueso,
con el fin de encontrar algin marcador de riesgo asociado a la DMO, a osteoporosis y al riesgo de presentar
fracturas, al momento se sabe que en el INMEGEN se estan realizando estudios de marcadores genéticos
para osteoporosis , asi como en el Instituto Nacional de Rehabilitacién, por lo que en un futuro no descarta la

posibilidad de formar grupos inter institucionales.
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XI. CONCLUSIONES
El presentar al menos un alelo de riesgo de rs180012 de COLA1, se asocia con una disminucion en la
DMO en columna lumbar, con un promedio de 31 mg/cm? (RM= 1.36; IC 95%= 1.17- 1.57).
Se observé que el genotipo Val/Val de rs3736228 de LRP5, presenta una tendencia en la disminucién
en la DMO en columna lumbar, la cual es de 31 mg/cm? en comparacién con Ala/Ala, sin embargo
no se encontré una diferencia estadistica entre grupos.
El andlisis individual de los polimorfismos: rs4355801, rs2073618 y rs6993813 de OPG no se asocid
de con variaciones en la DMO; sin embargo, el analisis de los haplotipos de esos SNPs, en especial
A-G-T, si se asocié con una disminucién en la DMO en columna lumbar promedio de 18 mg/cm?.
Limitaciones del estudio: Uno de los factores que pudo contribuir con la no obtencién de una
asociacion estadisticamente significativa en la mayoria de los polimorfismos fue el tamafio de la
muestra, para el estudio calculamos un tamafio de la muestra buscando encontrar una diferencia
minima entre genotipos de 30 mg/cm? sin embargo en la mayoria de los polimorfismos las
diferencias son mucho mas pequefias y con el tamafio de la muestra estimado fue dificil alcanzar el

poder estadistico para encontrar asociaciones menores de 30 mg/cm?.
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X1, ANEXOS

Anexo 1

Cuestionario de Factores de Riesgo para Osteoporosis.

Nombre
Edad: _ _ afios Lugar de Residencia Tiempo: __ afios
Estatura: . m. Peso: .  IMC:
LUGAR DE NACIMIENTO DE:
Paciente
Padre
Madre

Abuelos Paternos

Abuelos Maternos

Antecedentes Familiares de:

Osteoporosis (disminucidn de estatura, fractura de cadera, xifosis), diabetes, enfermedad tiroidea, litiasis renal,
cancer de mama.

;Ccual? ¢Quién?
¢ Cual? ¢ Quién?
¢ Cual? ¢ Quién?
¢ Cual? ¢ Quién?
¢ Cual? ¢Quién?
Antecedentes personales no patolégicos
SI | NO | Cantidad Frecuencia Duracion Actual si | Actual
No
Alcoholismo
Tabaquismo
Café

Refrescos de cola

Refresco mineral

Vegetariano

Vasos de leche/dia(o yougurth

Queso (porcion de 30 g)

Tortilla

Suplementos de calcio

Ejercicio regular

| Antecedentes personales patoldgicos
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Artritis reumatoide, desnutricion, intolerancia a la leche, Sx de mala absorcién intestinal, gastrectromia, hepatopatia
cronica, EPOC, mieloma, insuficiencia renal, amiloidosis, epilepsia, cardiopatias, cancer de
osteoporosis, insuficiencia venosa, tromboflebitis, litiasis renoureteral.

Afo dx Actual Si | No
Afo dx Actual Si | No
Afo dx Actual Si | No
Afo dx Actual Si | No

Antecedentes personales patolégicos (farmacos)

calcitonina, fllor, calcio, calcitriol

Tx con glucocorticoides, heparina, quimioterapia, hormonas tiroideas, analogos de GnRH, anticonvulsivantes,
(DFH, fenobarbital, carbamacepina), furosemide, anticonceptivos, tiazidas, tamoxifeno, raloxifeno, difosfonatos,

Afio dx Actual Si | No
Afio dx Actual Si | No
Afio dx Actual Si | No
Afio dx Actual Si | No
Fracturas (SI (NO) ¢ cuantas? localizacion A qué
edad
Antecedentes ginecobstétrico
Edad menarquia: _ afios Ciclos regulares Si_ | No [ Duracion:
Gesta: Para: Abortos: | Cesareas Lactancia en meses
Menopausia Si/No Edad: _ afios Histerectomia | Si NO
Ooforectomia Si/ No Edad: ___ afios Tx de reemplazo Si NO
hormonal
Utiliza o utilizé tratamiento sustitutivo con estrogenos: (Si) (No)
Si la respuesta es si ¢desde cuando? ¢Qué tipo de

estrégenos?

Dosis

COMENTARIOS

Aplico: Nombre

Fecha
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ANEXO 2
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MUJERES POSMENOPAUSICAS

México, D.F., a

Por medio de la presente yo,

autorizo mi participacién en el proyecto de investigacién titulado “ANALISIS DE POLIMORFISMOS
GENETICOS ASOCIADOS A OSTEOPOROSIS EN MUJERES POSMENOPAUSICAS DE ORIGEN
ETNICO MESTIZO-MEXICANO”

El objetivo de este estudio es conocer mediante un estudio realizado en un laboratorio acerca de diversos genes
los cuales tienen el material de la herencia, las alteraciones que pudieran condicionar la presencia de
osteoporosis.

Se me ha explicado que mi participacién consistira en: completar un cuestionario acerca de diversos factores
de riesgo para desarrollar osteoporosis (como dieta, ingesta de alimentos, medicamentos etc), la toma de una
muestra Unica de 4 ml de sangre, asi como la realizacién del estudio que me permitird saber si tengo o no
osteoporosis por medio de un estudio donde mediran mi densitometria 6sea con radiografias (estudio llamado
DEXA).

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

Riesgos y molestias:
a) por la toma de sangre: malestar y dolor, formacién de hematoma o morete en el sitio del
piguete de la vena.
b) por la extraccién de sangre: ninguno
c) por la prueba de medicion de la densitometria ésea (con el método de DEXA): este al ser un
procedimiento simple, rapido y NO invasivo, no requiere preparacion especial y se considera
que no tiene efectos secundarios y sus riesgos son considerados minimos.

Beneficios:

a) Las mujeres posmenopdusicas que accedan a participan en el estudio se les llevara a cabo el
estudio de la densitometria ésea (método de DEXA), la cual no se les practica rutinariamente.

b) EIl examen de densidad 6sea 0 DEXA es el método disponible mas preciso para el diagnéstico
de la osteoporosis, enfermedad que frecuentemente afecta a las mujeres después de la
menopausia y también permite estimar el riesgo de fractura en los pacientes, contribuyendo a
seleccionar los casos que deben recibir tratamiento médico y de esa forma evitar posibles
fracturas.

¢) Ademas se generara informacion para determinar la asociacién entre polimorfismos en genes y
el desarrollo de osteoporosis en mujeres posmenopausicas, lo que permitird hacer prevencion y
dar tratamiento oportuno.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme o retirar mi muestra biol6gica del estudio en cualquier
momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el Instituto.
Asimismo, se me ha informado que esta muestra ademas sera almacenada a 4°C durante un periodo de 15
afios en el Laboratorio de Biologia del Desarrollo, en el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE,
México, D.F., y a partir de la toma de la muestra y pasado este tiempo seré desechada.

El investigador principal se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier procedimiento
alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a responder cualquier pregunta y
aclarar las dudas que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o
cualquier otro asunto relacionado con la investigacion o con su tratamiento.
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Asimismo, se me ha informado que de encontrarme osteoporosis, se me ha asegurado que se me informara
de la presencia de dicha enfermedad.

El investigador principal ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o publicaciones
que deriven de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad seran manejados en forma
absolutamente confidencial. Para cumplir la anterior, el investigador utilizara para la creacion de la base de
datos (que tendran mi informacion clinica, asi como las respuestas del cuestionario acerca de mis datos que
se me aplicara), nimero de folio (NO empleara mi nombre) para identificarme y de esa forma conservar
mi anonimato.

Datos de la investigadora principal a los cuales puede comunicarse en caso de dudas o preguntas
relacionadas con el estudio: Dra. lleana Patricia Canto Cetina, Laboratorio de Biologia del Desarrollo,
2do. Piso del edificio de la Subdireccion de Ensefianza e Investigacion, San Lorenzo 502, Esquina Av.
Coyoacan, Col. Del Valle, C.P. 03100, Teléfono: 52002003 ext. 14603 o 14624. correo electrénico:
ipcanto@yahoo.com.mx , o con el M en C David Rojano Mejia , Unidad de Medicina Fisica y
Rehabilitacion, Av. Politecnico # 1603, correo electronico tonallii@yahoo.com.mx

Investigador Responsable Sefiora
Dra. lleana Patricia Canto Cetina
M en C. David Rojano Mejia

Testigo Testigo

Se entrega copia de la carta de consentimiento informado a la participante.

Firmay fecha de recibido
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Risk factors and impact on bone mineral density in postmenopausal

Mexican mestizo women
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Alma Vergara-Lopez, MD,” Ramon M. Coral-Vizquez, PhD,” and Patricia Canto, MD, MSc, PhD'

Abstract

Objective: Considering that the Mexican mestizo population seems to be the result of a genetic admixture, we
proposed that further research is needed to evaluate the role of ethnicity in conjunction with health-related factors to
better understand ethnic differences in bone mineral density (BMD). The aim of this study was to analyze several
risk factors related to the development of osteoporosis in postmenopausal Mexican mestizo women.

Methods: We included 567 postmenopausal Mexican mestizo women. A structured questionnaire for risk factors
was applied and BMD was measured in total hip and lumbar spine by dual-energy x-ray absorptiometry. Non-
conditional logistic regression was used to estimate crude and adjusted odds ratio.

Results: Using World Health Organization criteria, 28.7% of postmenopausal women had osteoporosis, 46.4%
had osteopenia, and 24.9% had normal BMD. Each clinical risk factor had a different significance for osteopenia/
osteoporosis; however, duration of total breast-feeding, body mass index, and number of years since menopause
remained significantly associated with osteopenia/osteoporosis after bone density was added to the nonconditional
model. Interestingly, extended periods of accumulated breast-feeding for 24 and 36 months were, in both cases,
significantly associated with osteopenia/osteoporosis.

Conclusions: Our results confirm the importance of considering the duration of breast-feeding as an important
risk factor for osteopenia/osteoporosis. In addition, we find that body mass index is positively associated with BMD.
Because of the heterogeneity of the Mexican mestizo population, the risk factor for osteoporosis may not be the same

in different ethnic groups.

Key Words: Bone mmeral density — Postmenopausal Mexican mestizo women — Total breast-feeding — Body

mass index.

steoporosis is a systemic skeletal disease charac-
Oterized by low bone mineral density (BMD) and

microarchitectural deterioration of bone leading to
increased bone fragility.! This syndrome is a major public
health problem because of the high risk of fracture, decrease
in the quality of life of affected individuals, and high health-
care costs.”

Osteoporosis is a silent disease because bone loss occurs
without overt symptoms. Individuals are unaware of their
condition until they sustain a fracture. Because osteoporosis
presents an opportunity for intervention to decrease fracture
risk, one of the important challenges in the management of
osteoporosis is to identify women who are at high risk for fu-
ture bone loss and fragility fractures. Risk factors associated
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RISK FACTORS FOR BMD IN POSTMEN OPAUSAL WOMEN

with low BMD include genetics, lifestyle or living conditions,
and nutritional and reproductive factors."** However, the
contribution of these risk factors to osteoporosis during men-
opause remains largely unknown.

The prevalence of osteoporosis varies among Latin Amer-
ican countries. Information regarding the prevalence of os-
teoporosis in postmenopausal women in Mexico is limited:
however, Murrillo-Uribe et al® estimated that the prevalence
of osteoporosis in postmenopausal Mexican women older
than 50 years is 16% to 20%.

Furthermore, in 2005, Clark et al® reported that the annual
rates of hip fracture in two main National Public Health
Systems of Mexico were 169 per 10,000 women-year (1/12
women >50 y). Therefore, hip fracture is a large and ex-
panding problem in Mexican women. In addition, the direct
medical cost of managing hip fracture in Mexico was ap-
proximately US$S97 million for the acute treatment alone.”
In addition, increases in life expectancy are reflected in the
increase in older women in the Mexican population so that
the direct and the indirect costs of fractures are expected to
increase in the same way, both in Mexico and worldwide.”*

Considering that the Mexican mestizo population seems
to be the result of the genetic admixture among Amerindians,
white individuals, and black individuals, we propose that
further research is needed to evaluate the role of ethnicity in
conjunction with lifestyle and health-related factors to better
understand ethnic differences in BMD and subsequent osteo-
porosis. On these bases, the aim of this study was to analyze
several nsk factors related to the development of osteoporosis
in postmenopausal Mexican mestizo women.

METHODS

Participants

This study was performed as part of a population-based
osteoporosis study from the central part of Mexico. All partic-
ipants were consecutive, unselected postmenopausal women.
A total of 756 unrelated postmenopausal women of Mexican
mestizo ethnic origin who visited the outpatient clinic for
general medical checking between 2009 and 2010 were in-
vited, and 567 women (response rate, 75%) agreed to partic-
ipate. Ages ranged from 44 to 84 years. Women were
considered postmenopausal if they had not menstruated
within the 12 months before the examination. Exclusion cni-
teria included having a history of diseases such as inflamma-
tory arthritis, inflammatory bowel disease, chronic asthma,
bone metabolism dysfunction, bone metastases, thyroid ab-
normalities, parathyroid diseases, liver disease, and Cushing
syndrome; oophorectomy before 45 years of age: premature
menopause before 40 years of age; or use of medications
such as corticoids, fluorine, anticonvulsants, or lithium.

Body height and weight were measured at baseline ex-
amination with the participant in a standing position without
heavy outer clothes and without shoes. Height and weight were
used to calculate body mass index (BMI; kilograms per meter
squared). A research physician administered a structured ques-
tionnaire to all women on a face-to-face basis to define the

potential risk factors for osteoporosis, such as demographic
data, medical history, reproductive history (including age at
menarche, number of pregnancies, duration of breast-feeding,
and age of menopause), consumption of carbonated soft
dninks, coffee and alcohol intake, smoking habits, and physical
activity. Women were also asked about whether they were
currently taking estrogen therapy or calcium supplements.

The study was approved by the institutional human re-
search committee. Informed consent was obtained from all
women before participation.

Bone Mineral Density

BMD (in grams per square centimeter) was measured
in total hip (trochanter, Ward area, and femoral neck) and
lumbar spine (L2-L4) by dual-energy x-ray absorptiometry
with a Hologic QDR-1000 (Hologic QDR 4500; Hologic
Inc., Waltham, MA). The ¢ score was used to analyze BMD
data, which is a deviation from BMD weight-adjusted aver-
age peak of a race-and sex-matched Latin American healthy
population. The stability of the equipment was checked each
morning using an anthropometric spine phantom provided
by the manufacturer (Hologic). The coefficient of vanation of
the dual-energy x-ray absorptiometry equipment was 0.6% to
1.0% for L2-14 and less than 1.5% for the femoral neck.
Statistical analysis

The data of the overall patient population in the study were
summarized as means + SDs in the case of quantitative variables
and as numbers and percentages for qualitative variables.

Bivariate regression analysis was performed separately for
BM]I, years since menopause, number of pregnancies, number
of children, duration of breast-feeding, alcohol consumption,
tobacco use, caffeine and cola beverage consumption, calcium
supplement, estrogen therapy, and physical activity to identify
significant covariates for osteopenia/osteoporosis, and odd
ratios (ORs) and 95% Cls are presented. Only BMI, number of
years since menopause, and total duration of breast-feeding
were significant; thus, they were included in a nonconditional
multiple logistic regression, and ORs and 95% Cls are pre-
sented. In addition, interactions between all exposure vari-
ables were tested, such as number of pregnancies, number of
children, estrogen therapy, tobacco use, alcohol intake, caf-
feine intake, carbonated beverage consumption, and physical
activity, and no significant interaction was shown.

Further, we performed analysis of residuals to determine
goodness of fit and predictive value using the Hosmer-
Lemeshow test.” A P value of less than 0.05 was accepted
as statistically significant. Statistical analyses were per-
formed using STATA 10.0 SE (STATA Corporation, College
Station, TX).

RESULTS

The general characteristics and contribution of single clin-
ical risk factors of the 567 postmenopausal women are shown
in Tables 1 and 2, respectively.

Each clinical risk factor had a different significance for
osteopenia/osteoporosis. For example, regarding the women’s
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TABLE 1. General characteristics of postmenopausal
Mexican mestizo women

Varisble Mean (SD) or %
Age, y 59.69 (7.37)
Height, cm 1.52(0.57)
Weight, kg 67.59 (11.8)
BMI, kg/m’ 29.16 (4.8)
BMD femoral neck, Q/ 0.746 (0.116)
BMD total hip, glem® 0.907 (0.130)
BMD lumbar spine, g/cm 0.855(0.141)
Number of pregnancies 4(2.6)
Number of children 3524)
Duration of breast-feeding, mo 25(33)
Years since menopause 109(7.8)
Estrogen therapy 15
Tobacco use 159
Alcohol intake 0.9
Caffeine mlake 644
Carbx P Ui 30.5
Physical u:uvﬂy 35.1

BMI, body mass index; BMD, bone mineral density.

BMI classification, a BMI less than 25 kg/m” was associated
significantly with osteoporosis (OR, 2.65; 95% CI, 1.464.81;
P = 0.001). Figure 1 displays the diagnosis of osteopenia/
osteoporosis based on lumbar spine BMD according to quar-
tiles of BMI. We can observe that most women with a BMI
less than 25 kg/m? had osteopenia or osteoporosis in contrast
to the women with a BMI greater than 25 kg/mz.

Only those women who are less than 10 years since men-
opause showed a significant association with osteopenia/
osteoporosis (OR, 2.27; 95% CI, 1.51-3.41; P < 0.0001).
Regarding the total duration of breast-feeding, the higher-
association women presented a mean duration of breast-
feeding of 36 months (OR, 2.48; 95% CI, 1.41-4.38; P =

0.002; Table 2).

Duration of total breast-feeding, BMI, and number of years
since menopause remained significantly associated with
osteopenia/osteoporosis after bone density was added to the
nonconditional logistic regression model. According to World
Health Organization criteria, 163 (28.7%) women were iden-
tified as having osteoporosis, 263 (46.4%) were osteopenic,
and 141 (24.9%) had normal BMD. ORs and 95% CIs for the

TABLE 2. ORs of risk factors for osteopenia/osteoporosis in
postmenopausal Mexican mestizo women (n = 567) in a
bivariate regression analysis

Risk factors OR (95% C1)
BMI <25 kg/m® (vs >25 kg/m”) 2.65 (1.46-4.81)
>10y since menopause (vs <10 y) 227 (1.51-34))
>2 pregnancies (vs <2 p 1.475 (0.942-2.311)

>2 chxldren (vs <2 chlldnen)
Breast-feeding >24 mo

1.511 (1.02-2.23)
1.96 (1.25-3.08)

Breast-feeding >36 mo 248 (1.41-4.38)
Breast-feeding >48 mo 2.14 (1.12-4.09)
Alcohol consumption 0.493 (0.082-2.98)
Tobacco use 0.835 (0.503-1.38)
Caffeine intake 0.803 (0.536-1.20)
Carb, d beverage P 0.916 (0.608-1.38)
Not ly using calci uppl 1.12 (0.691-1.83)
Not taken estrogen therapy 0.970 (0.563 1.673)
Sedentary lifestyle 1.41 (0.955-2.08)

* NORMAL BMO
©OSTEOPENIA
# OSTEOPOROSSS

BMI<2S

BMI25-299 BMI30~349 BMI>3S

FIG. 1. Percentage of p l Mexi i with

normal BMD, ostcopcnn. or o!copomsxs in the lumbar spine according

to BMI (lcym ) quartile. BMD, bone mineral density; BMI, body mass
index.

final nonconditional logistic regression model with a ¢ score
of less than —1 to a 7 score of —2.5 SD or less as the
dependent variable are shown in Table 3. Interestingly, the
extensive periods of accumulated breast-feeding for 24 and
36 months was, in both cases, significantly associated with
osteopenia/osteoporosis (P = 0.013 and 0.006, respectively).

DISCUSSION

In the present study, we analyzed the association of clinical
risk factors with the presence of osteopenia/osteoporosis in
postmenopausal Mexican mestizo women. We found a strong
association between the total duration of breast-feeding, BMI,
and years since menopause.

Among the risk factors for osteoporosis, breast-feeding is
one of the most controversial. Pregnancy and breast-feeding
are associated with changes in maternal calcium homeostasis,
multing in a decrease in BMD.'%"! Throughou( pregnancy,
~25 to 30 g of calcium, corresponding to 2% to 3% of the
total body calcium of the mother, is transferred to the fetus.'?
In addition, through breast-feeding, the daily loss of calcium
in breast milk is likely to range from 250 to 400 mg.'*"
Several studies have demonstrated that bone loss associated
with breast-feeding is recovered after weaning,'*'* although it
is unclear whether this bone loss is completely recovered in
women with many factors such as matemal age, parity, and
duration of breast-feeding.'®

In our population, 81.5% of the women were breast-
feeding, and, interestingly, we found an important negative
association between BMD and a total duration of breast-
feeding of 24 and 36 months. This association was 1.8- and
2.2-fold, respectively. For women with a total duration of
breast-feeding of 36 months, the maximum association was
4.07-fold. Furthemore, this trend of negative association

TABLE 3. C rude and adjus{cd odds ratios of the risk factors for
| Mexican mestizo
women in a noncondumml Iogl.\'uc regression model

OR, (95% CI)
2.98 (1.63-5.47)

OR, (95% C1)

BMI =25 kg/m® 2,65 (1.46-4.81)
Time since menopause (>10 y) 2.27(1.51-341) 2,05 (1.34-3.13)
Total duration of breast-feeding >36 mo 2,48 (1.41-4.38) 224 (1.24-4.02)

Categories

OR, odds ratio; BMI, body mass index.
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between total breast-feeding and BMD was maintained with
a total duration of breast-feeding of 48 months, although this
association was not significant (OR, 1.83; 95% CI, 0.94-3.59;
P = 0.07). Our results are in accordance with those reported
by Dursun et al,'” wherein the authors analyzed the influence
of total duration of breast-feeding on spinal and femoral
BMD and subsequent risk of osteoporosis in a Turkish post-
menopausal population. A significant association was dem-
onstrated between duration of total breast-feeding and lumbar
and femoral neck BMD. However, other studies have found
that the total duration of breast-feeding is not associated
with reduced age-adjusted BMD in groups of American,'®
Japanese,'” and Sri Lankan women.”’

According to the National Institute of Statistics, Geog-
raphy, and Informatics of México, our country is the 11th
most populous in the world and third in Latin America. On
average, Mexican women who live in urban areas have 2.1
children versus three or more children reported by women
who live in rural areas.”’ Furthermore, it is considered that
67.6% of women exclusively breast-feed their children.?* In
addition, the Mexican government, through a Norma Offi-
cial Mexican (NOM-031-SSA2-1999, www.salud.gob.mx/
unidades/.../nom/03 1ssa29.html), encourages women to ini-
tiate breast-feeding at the time of birth. On these bases, it is
important to remember that breast-feeding confers multiple
benefits to both the child and the mother.>* However, in this
study, as in others,'”** we demonstrate that extended-duration
breast-feeding may have a negative effect in the post-
menopausal period on the mother’s bone metabolism. For that
reason, we consider that, according to the World Health
Organization and the United Nations Children’s Fund,”*® the
recommendation is that all mothers breast-feed their children
for no longer than the first 6 months.

On the other hand, it is well known that obesity and osteo-
porosis are closely related diseases with a strong genetic com-
ponent>™*® Previous studies indicated that obesity may
accompany increased bone mass and thus protects individuals
from osteoporosis.”*” In contrast, other studies have suggested
that adiposity may not protect against osteoporosis.>™* 2 It
has been proposed that higher body weight affects bone mass
partly because of the increased peripheral aromatization of
estrogens from androgens in the increased adipose tissue.’®
Alternatively, a higher body mass imposes greater mechanical
loading on bone, particularly in the cortex; therefore, bone mass
increases to accommodate the greater load.>*

Premaor et al* studied the relationship between BMI and
BMD in a cohort of 799 postmenopausal women. These
authors found that most women with a BMI greater than

25 kg/m’ showed a positive association in relation with BMD.
BMI is an independent determinant of BMD in both the
lumbar spine and the total hip. This was confirmed in our
sample. In the present study, we observed that most women
were overweight (42.3%) or obese (38.3%), and, after
adjustment for a number of confounding factors, we found
a significant negative association in women who had a BMI
less than 25 kgm2 than among those with BMI greater than
25 kg/m? in relation to BMD, and this association was more
than 3-fold.

Regarding the number of years since menopause, our data
were inaccordance with the literature,*® establishing a directly
proportional relationship between the number of years since
menopause and osteoporosis. In our study, this association
represented a 1.9-fold difference in women who are more than
10 years since menopause.

In addition, according to previous reports,” "~ we observed
considerable discordance in the diagnosis of osteoporosis
according to the site of measurement. We found that the
prevalence of osteopenia and osteoporosis was lower (27.2%
and 1.9%, respectively) when only the total hip BMD was
considered versus when spine BMD was measured (46.4%
and 28.7%, respectively). The latter information is important
because of the fact that the spine is preferentially affected by
0Steoporosis.

Interestingly, we found that BMD in our population is dif-
ferent compared with that of postmenopausal white, Philie—
pine, and Hispanic (Mexican-American) women (Table 4). o
It is noteworthy that total hip BMD in women without
osteoporosis was the highest of the four ethnic groups and
BMD of the spine was the lowest. The Mexican mestizo
population is constituted by a mixture of Europeans and
Africans with native Indian individuals.>® These individuals
have a proportion of 56% Amerindian genes, 40% white
genes, and 4% African genes.’” On these bases and as pro-
posed by Morton et al,** these differences in the mean BMD
varied as expected for some demographic characteristics. That
information may be useful when taking into account that each
ethnic group has different phenotypes in their BMD.

This study has several limitations. First, we were unable to
determine whether the women interviewed practiced exclusive
or predominant breast-feeding. We questioned only the dura-
tion of breast-feeding for each child. Second, the requirement
for the women to remember past events is also a limitation,
and memory bias may have occurred during data collection.
Third, the wide age range (44-84 y) is also a limiting factor.
Despite these limitations, the strength of this study is that our
model clearly showed an increase in the risk of developing

3537

TABLE 4. Comparison of bone mineral density (g/cm’) of four ethnic groups

White? Philippine® Hispanic® Mexico City”
Femoral neck 0.706 (0.682-0.729) 0.710 (0.696-0.723) 0.712 (0.695-0.729) 0.746 (0.460-1.117)
Total hip 0.805 (0.779-0.830) 0.785 (0.770-0.800) 0.822 (0.803-0.840) 0.907 (0.544-1.332)
Lumbar spine 0.939 (0.921-0.957) 0.896 (0.876-0.916) 0.912 (0.887-0.936) 0.855 (0.445-1.343)
“Data from Morton etal.*®
PPresent study.
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osteopenia/osteoporosis in women who breast-fed for ex-
tended periods (>12 mo). Furthermore, we carried out the
analysis of the residuals of the model, applying goodness-of-
fit tests and testing the assumptions of the generalized linear
models.

CONCLUSIONS

The prevalence of clinical risk factors for osteoporosis may
not be the same according to different ethnic groups. Our results
confirm the importance of considering the duration of breast-
feeding as an important risk factor for osteopenia/osteoporosis.
In addition, we find that BMI is positively associated with
BMD. Because of the heterogeneity of the Mexican mestizo
population, susceptibility to osteoporosis may be different from
that of other populations. In addition, it is important to take
into consideration that, in our population, BMD of the spine is
lower in comparison with total hip BMD. For that reason, di-
agnosis of osteoporosis in postmenopausal Mexican mestizo
women should be carried out by measuring both BMD in the
spine and total hip so that the prevalence of osteoporosis in our
population will not be underestimated.
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