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RESUMEN

La osteoporosis es una enfermedad comun caracterizada por una disminucién en la
DMO, deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo, asi como un incremento en el
riesgo de presentar fracturas por fragilidad. Tanto los factores ambientales como los
factores genéticos muestran un papel importante en la presencia de fracturas. El
objetivo de este estudio es analizar si los polimorfismos rs2073618 (K3N) de OPG vy
rs3020314 (c.1096+5029C>T) en ESR1 se asocian a un mayor riesgo de presentar
fractura. Material y métodos: Se trata de un estudio observacional, analitico de
casos y controles. Los casos (191) son pacientes con fracturas por fragilidad y los
controles 1 pacientes con DMO (densidad mineral ésea) normal y los controles 2
pacientes con osteoporosis. A todas las pacientes se les realizd0 una densitometria
Osea. Se les aplic6 un cuestionario en donde se recabara informacién de la
presencia de factores de riesgo y se procedio a la toma de una muestra de sangre
periférica. Resultados: Al comparar los casos contra los controles 1, se observé que
el genotipo rs2073618 de OPG presentd RM =1.607, I.C.) al 95%= 0.641 — 2.630; p
= 0.58. Por otra parte, al comparar los casos contra los controles 2 el genotipo
rs2073618 presentd una RM=1.426; I.C. al 95%= 0.930 — 2.188; p= 0.103); con
respecto al genotipo rs3020314 del gen ESR1 al comparar los casos contra los
controles 1, se observd una asociacion significativa de dicho SNP con la presencia
de fracturas osteoporéticas (RM= 2.288, con un I.C. al 95%= 1.396 — 3.747; P=
0.00091). De igual forma, también se observé una asociacion significativa con la
presencia de fracturas osteoporoticas al comparar los casos contra los controles 2
(osteoporosis), presentando una RM= 2.021, con un I.C. al 95%= 1.315 — 3.108; P =
0.00325. Por otro lado, al ajustar el modelo por posibles variables confusoras y
correr el mejor modelo el polimorfismo rs2073618 del gen OPG se pudo observar
que también se asocia a la presencia de fracturas al igual que el polimorfismo
rs3020314 del gen ESR1 de manera significativa. Conclusion: EI presentar al
menos un polimorfismo (rs2073618 del gen OPG o el polimorfismo rs3020314 del
gen ESR1), se asocia a la presencia de fracturas por fragilidad en nuestra poblacion
de estudio. De tal forma, que pudiera ser considerado ambos polimorfismos como
posibles marcadores genético para presencia de fracturas en mujeres

posmenopausicas de origen étnico mestizo-Mexicano.



ANTECEDENTES
La osteoporosis es una enfermedad del sistema esquelético caracterizada por una
disminucién en la densidad mineral 6ésea y deterioro de la microarquitectura del
tejido G6seo, que se traduce en un incremento en la fragilidad ésea 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 (NIH Consensus Development Panel on Osteoporosis Prevention,
Diagnosis, and Therapy, 2001; Peacock y cols., 2002; Lin y Lane, 2004). Este
sindrome probablemente ha existido a lo largo de la historia de la humanidad, pero
solo en afos recientes se ha catalogado como un gran problema de salud debido al
incremento en la expectativa de vida. Al comienzo del siglo 19, el cirujano inglés Sir
Astley Cooper, describié “gue la porosidad y la disminucion de la fuerza de los
huesos se adquieren en los estado mas avanzados de la vida” y que “este estado
del hueso....favorece el aumento de fracturas” (Cooper y Cooper, 1822). Poco
tiempo después, Johann Lobstein, acufi¢ el término de osteoporosis, sin embargo la
patologia que describid encaja con el diagndstico de osteogénesis imperfecta
(Schapira y Schapira, 1992). En 1940, Fuller Albright describié la osteoporosis
posmenopausica y propuso que ésta era consecuencia de una disminucion en la
formacion de los huesos, secundaria a la ausencia de estrogenos (Albright y cols.,
1940). Posteriormente, se propuso que existian dos formas de osteoporosis: la
relacionada con la menopausia por deficiencia de estrégenos y aquella relacionada
con la deficiencia de calcio y con la edad (Riggs y cols., 1982). Actualmente, se
considera que la osteoporosis representa un continuo, en el cual mdltiples
mecanismos patogénicos convergen para causar la pérdida de la masa 6sea (Raisz,

2005).



Epidemiologia

La prevalencia de osteoporosis y la incidencia de fracturas por la misma, varian de
acuerdo con la edad, sexo y el grupo étnico (NIH Consensus Development Panel on
Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and Therapy, 2001; Peacock y cols., 2002). Se
estima que 1 de cada 3 mujeres y 1 de cada 8 hombres mayores de 50 afios estan
en riesgo de sufrir alguna alteracion de la densidad mineral 6sea (Clark y cols.,
2005) y la prevalencia estimada de fracturas por osteoporosis es del 35% al 50% en
mujeres mayores de 50 afios (Cooper y cols., 1993; Wasnich, 1996; Melton, 1997;
Cauley y cols., 2007). En los Estados Unidos de Norteamérica, se reportan al afo,
alrededor de 700,000 casos por este tipo de fracturas y solo un tercio de ellas son
diagnosticadas clinicamente (Cooper y cols., 1993; Cauley y cols., 2007). En México,
la informacion acerca de la prevalencia de osteoporosis y fracturas es escasa, de
acuerdo a la OMS, se estima que alrededor de un millbn de mujeres Mexicanas
podrian tener osteoporosis (Cummings y Melton, 2002), lo cual representa alrededor
del 15% de las mujeres de 50 afios 0 mas. Murrillo-Uribe y cols. (1999), estimaron la
incidencia de osteoporosis en mujeres de origen étnico Mexicano de 50 afios de
edad, y determinaron que el 16% de ellas presentaban osteoporosis y un 57%
osteopenia. En otro estudio poblacional llevado a cabo por Clark y cols., (2005)
describieron que la probabilidad de que a los 50 afios de edad de presentar fractura
de cadera en la poblacion Mexicana, es del 8.5% en mujeres y del 3.8% en
hombres; sin embargo, la prevalencia de fractura de cadera en dicho estudio, no se
puede relacionar completamente que sea secundaria a osteoporosis, debido a que
no realizaron estudios de medicién de la densidad mineral ésea. Por otra parte, la
Asociacion Mexicana de Metabolismo Oseo y Mineral (AMMOM) y la Fundacion

Internacional de la Osteoporosis (OIF), estiman que el 20% de las mujeres



mexicanas mayores de 50 afos, han presentado fracturas vertebrales atribuibles a
desmineralizacion ésea y la tasa aumenta exponencialmente con la edad. (Clark y
cols., 2005).

La probabilidad de una mujer caucésica a los 50 afios de que tenga una fractura en
el resto de su vida por osteoporosis es del 40% y en el vardn caucasico es entre el
13 y 20% (NIH Consensus Development Panel on Osteoporosis Prevention,
Diagnosis, and Therapy, 2001; Raisz y cols., 2003; Cauley y cols., 2007; Spencer,
2007; Sharma y cols., 2008).

Este sindrome ha sido considerado como una patologia propia de las mujeres
posmenopausicas de descendencia Europea (especialmente del norte), debido a la
alta incidencia de fracturas que presentan dichas mujeres (Johnell y cols., 1992,
Kannus y cols., 2000); sin embargo, la frecuencia de fracturas osteoporoticas es
también muy alta en otras poblaciones y ésta se ha incrementado debido al aumento
de la expectativa de vida. De igual forma, la incidencia de fractura de cadera
ajustada por edad alrededor del mundo, esta en aumento, posiblemente debido a un
incremento en la industrializacion y a una disminucion de la actividad fisica.
Asociado a lo anterior, la variacion en la incidencia de fracturas osteoporoéticas entre
las poblaciones, puede ser secundaria a las modificaciones en la arquitectura 0sea,
asi como a su recambio o0 a su masa (Johnell y cols., 1992; Kannus y cols., 2000).
Clasificacion:

La osteoporosis puede dividirse en primaria y secundaria (NIH Consensus
Development Panel on Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and Therapy, 2001;
Raisz et al., 2003), la primaria puede presentarse en la mujer después de la
menopausia y en el var6n en etapas mas tardias de la vida; mientras que la

secundaria puede ser debida a el uso de algunos medicamentos (p.e. el uso crénico



de glucocorticoides), asi como por la presencia de otras patologias (p. e.
hipogonadismo, hiperparatiroidismo primario, etc).

Fisiopatologia

En la forma comun de este sindrome, la reduccion en la masa 0sea es generalizada,
en donde tanto el hueso cortical como el trabecular estdn comprometidos (aunque
no siempre de igual forma). El déficit 6seo resulta de un desequilibrio en la relacion
normal entre la formacion y la reabsorcién 0sea, lo que da lugar a poca formacion
0sea 0 a un aumento en su pérdida o ambos. El efecto en el hueso cortical se
traduce en un adelgazamiento de la corteza (Atkinson, 1965; Peacock y cols., 1998)
e incremento de la porosidad intracortical (Atkinson, 1965; Bousson y cols., 2001);
por otra parte, el efecto en el hueso trabecular, se traduce como un adelgazamiento
trabecular (Atkinson, 1967; Aaron y cols., 1987), asi como en pérdida de la conexion
del mismo (Aaron y cols., 2000).

El principal factor determinante de la masa O0sea en los adultos mayores (quienes
son las principales personas en padecer osteoporosis) son el pico de masa 6sea y la
velocidad de pérdida 0sea relacionada con la edad (Riis y cols., 1996).

La disminucién de la masa 0sea con el consecuente aumento de su fragilidad puede
ocurrir debido a:

1) Inadecuado pico de masa 6sea . Los estudios llevados a cabo en gemelos
sugieren que mas del 85% de las variaciones en el pico de masa 6sea, son
determinados por factores genéticos (Ralston, 1997; Nguyen y cols., 2000;
Styrkarsdottir et al., 2003); pero, dichos factores probablemente juegan un papel
menos importante en determinar la incidencia de fracturas en personas de edades
avanzadas (Kannus y cols., 1999). Se han analizado polimorfismos en diversos

genes, con el fin de establecer su posible participacién en la determinacion del pico



de masa 0sea, remodelamiento y riesgo de presentar fracturas (Harris y cols., 2000;
Salmén y cols., 2000; Salamone y cols., 2000); sin embargo los resultados han sido
inconsistentes.

2) Incremento en la reabsorcién 6sea . Una vez que se ha alcanzado el pico de
masa 0sea, dicha masa generalmente permanece estable por afios debido a que la
formacion y la reabsorcidon son iguales. A pesar de lo anterior, la pérdida 6sea en
mujeres (en especial en la parte distal del radio) puede presentarse aun antes de la
menopausia, como se puede observar con el aumento en la incidencia de fractura
tipo Colles en mujeres alrededor de los 40 afios (Cummings y cols., 1995; Riis y
cols., 1996). La reabsorcion 6sea excesiva probablemente refleja un incremento en
el numero de sitios de reabsorcion mas que un incremento en la cantidad de hueso
reabsorbido en cada sitio (Raisz et al., 2003).

3) Disminucion en la formacion 6sea . La masa 0sea del esqueleto se incrementa
durante la pubertad y durante la vida del adulto joven, a pesar de que la velocidad de
reabsorcion es alta; por lo que la pérdida ésea relacionada con la edad y con la
menopausia, debe ser consecuencia de un deterioro relativo en la formacion osea.
Con la edad disminuye la cantidad de masa 6sea que se forma por cada unidad
estructural 6sea. Esto se evidencia por una disminucion en el promedio del grosor de
las paredes y tal disminucidon quiza sea debida al declive de los factores de
crecimiento del sistema esquelético relacionados con la edad (Raisz et al., 2003).
Una caracteristica clave de la osteoporosis es la reduccién en la fuerza ésea, que a
Su vez es una caracteristica compleja determinada por diversas clases de fenotipos:
densidad mineral 6sea (DMO), tamafo del hueso, asi como la geometria y la

estructura (Eisman, 1999),



La fuerza del hueso 0 fuerza Osea refleja basicamente la integracién de la densidad
Osea y de la calidad 6sea. La densidad 6sea se expresa como gramos de mineral
por area o volumen. La calidad 6sea se refiere a la arquitectura, recambio o dafio
acumulado (por ejemplo, microfracturas) y a la mineralizacion (Gluer y cols; 1994;
Faulkner y cols., 1995; Peacock y cols., 1995; Karlsson y cols., 1996; Kanis y cols.,
2008a).

Menopausia

La menopausia es el cese permanente de la menstruacion como resultado de la
pérdida irreversible de la unidad funcional del ovario (foliculos), lo que da lugar al
cese de la ovulacion y a la produccion de estrogenos (Bulun y Adashi, 2003). La
edad promedio de la menopausia es de 51 afios y se ha observado que la edad de
la misma es determinada en parte por factores genéticos, ya que madre e hijas (de
la misma familia) tienden a presentar la menopausia a la misma edad (Bulun y
Adashi, 2003; Ortiz et al., 2006; Broekmans y cols., 2007; Mitchell et al., 2008); sin
embargo, numerosos factores ambientales pueden modificar la edad de la misma
(Bernis y Reher, 2007; Mishra y cols., 2007).

La alteracion endocrina mas dramatica de la menopausia es la disminucion de las
concentraciones de estrégenos (< 20 pg/mL), por lo que la velocidad de produccién y
los niveles circulantes de estradiol en la posmenopausia, son insuficientes para dar
apoyo al tejido 6seo (Riggs y cols., 2002). El papel central de la deficiencia de
estrdgenos en la patogénesis de la osteoporosis en la mujer posmenopausica ha
sido reconocido desde hace muchos afos (Riggs y cols., 2002). Los estudios
morfolégicos y la medicion de ciertos marcadores bioquimicos llevados a cabo en
mujeres posmenopausicas, muestran que tanto los marcadores de formacién, como

de reabsorcibn Osea se encuentran aumentados, lo que indica que el



remodelamiento 6seo se encuentra acelerado (Parfitt y cols. 1995; Ebeling y cols.,
1996).

El desarrollo de osteoporosis en mujeres posmenopausicas esta en funcion tanto de
la edad avanzada como por la deficiencia de estrogenos; sin embargo, alrededor del
75% de la pérdida 6sea en esas mujeres durante los primeros 15 afos, son
atribuibles a la deficiencia de estrégenos mas que a la edad en si (Richelson y cols.,
1984; Nilas y Christiansen, 1987). Posterior a los 20 afios del cese de la produccion
de estrégenos por parte de los ovarios, las mujeres posmenopausicas con
osteoporosis, presentan una reduccion del 50% del hueso trabecular y un 30% de
pérdida de hueso cortical; siendo las vértebras especialmente vulnerables debido a
que el hueso trabecular de los cuerpos vertebrales son muy activos
metabdlicamente y ésto disminuye dramaticamente en respuesta a la deficiencia de
estrogenos (Richelson y cols., 1984; Nilas y Christiansen, 1987).

Fracturas secundarias a osteoporosis (Fracturas por Fragilidad)

Las fracturas por osteoporosis son la principal causa de morbilidad en la poblacion
con dicha patologia. La fractura en las vértebras es el sello distintivo de la
osteoporosis y por lo tanto la

mas comun, le siguen en frecuencia la cadera, la parte distal del antebrazo y la parte
proximal del humero (Cooper y cols., 1993; Wasnich, 1996; Melton, 1997; Cauley y
cols., 2007; Kanis y cols., 2008a). La probabilidad de que las mujeres
posmenopausicas presenten fracturas en uno de los sitios anteriores, excede el de
cancer de mama (aproximadamente del 12%), y la probabilidad de dichas fracturas
en mujeres que viven en paises desarrollados es del 40% (Kanis y cols., 2000; Kanis
y cols., 2008a). Las mujeres posmenopausicas con fracturas por osteoporosis,

ademas de presentar una disminucién en su sobrevida (Cauley y cols., 2000; Jalava
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y cols., 2003; Kado y cols., 2003), presentan un riesgo aumentado de sufrir futuras
fracturas vertebrales, asi como de cadera y otras fracturas no espinales (Melton y
cols., 1999; Klotzbuecher y cols., 2000). Asimismo, las fracturas vertebrales causan
dolor cronico de espalda, limitacion en las actividades comunes de la vida diaria, lo
cual se traduce en una reduccion en la calidad de vida (Nevitt y cols., 1998; Oleksik
y cols., 2000).

Se considera que la fractura de cadera ademas de las consecuencias econémicas
esta particularmente asociada con profunda discapacidad y secuelas psicosociales, ya
que el 50% de los individuos que presentan este tipo de fractura, pierden la capacidad
para caminar sin asistencia y el 25% de ellos posterior a las fractura, requeriran
cuidados especiales en su domicilio (Goldacre y col., 2002)

La DMO baja es el principal factor de riesgo para desarrollar fracturas por
osteoporosis y la fractura osteoporética es el resultado de un trauma a un hueso
cuya fuerza estd comprometida y el evento traumatico puede ser tan simple como
levantarse e inclinarse, hasta caidas de mayor impacto. Se considera el traumatismo
de baja energia, como el mecanismo de lesion de fractura mas frecuente en los
pacientes mayores y este traumatismo de baja energia puede ser directo o indirecto.
En el traumatismo directo, la caida es sobre el trocanter mayor o existe rotacion
externa forzada de la extremidad inferior, que en forma secundaria produce un
choque del cuello del fémur osteoporético contra el labio posterior del acetabulo; es
decir, la

caida produce la fractura. En el caso del traumatismo indirecto, es la contraccion
muscular la que supera la fuerza del hueso causando en forma secundaria una

fractura (Koval y Zuckerman, 2003).
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Factores de Riesgo

La osteoporosis es un sindrome complejo en el cual numerosos factores de riesgo
ambientales como son la dieta, estilo de vida, medicamentos, actividad fisica (entre
otros) asi como diversas enfermedades, frecuentemente se combinan e interactuan
(Peacock y cols., 2002).

Los factores de riesgo que pueden causar disminucion en la DMO incluyen el género
femenino, la edad, deficiencia de estrogenos, grupo étnico caucasico, bajo indice de
masa corporal asi como de peso, antecedentes familiares de osteoporosis,
tabaquismo, historia de fracturas anteriores, asi como menarca tardia y menopausia
temprana (Peacock y cols., 2002; Riggs y cols., 2002). Por otra parte, los estudios
de asociacion de bebidas alcoholicas o con cafeina y disminucion en la DMO, han
dado resultados inconsistentes (Harris y Dawson-Hughes, 1994; Wu y cols., 2002;
Tucker y cols., 2006). Por el contrario, la actividad y la funcion fisica se han asociado
con un aumento en la DMO (Young y cols., 2007; Wilund y cols., 2008). Asimismo,
existen diversos factores de riesgo genéticos que se han asociado al desarrollo de
osteoporosis, los cuales se explicaran con detalle mas adelante (Peacock y cols.,
2002).

Factores genéticos

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 (Koller y cols., 2000; Deng y cols., 2002; Wilson y cols., 2003; Tasker y
cols., 2006; McGuigan y cols., 2007; Langdahl y cols., 2008). A partir del primer
estudio de osteoporosis llevado a cabo en humanos, en relacion de la asociacién de
la masa 0Osea, fragilidad y polimorfismos en el gen del receptor de la vitamina D

(VDR), se han propuesto mas de 30 genes candidatos que quiza juegan un rol en la

12



masa 0sea y fragilidad (Liu y cols., 2003; Baldock y Eisman, 2004). Sin embargo, los
resultados de esos estudios son contradictorios, probablemente debido en parte, por
el tamafio de muestra inadecuado (por lo general pequefio) y por las diferencias en
el acervo genético tanto de los controles como de los sujetos con osteoporosis
(loannidis y cols., 2004).

Asimismo, se ha postulado que los factores genéticos juegan un rol importante en el
desarrollo de fracturas de la cadera, ya que las hijas con historia materna de fractura
en la cadera, les confiere un riesgo incrementado de dos veces de presentar fractura
en edad avanzada, y que es independiente de otros factores de riesgo, incluyendo la
DMO (Cummings y cols., 1995, Moffett y cols., 2008).

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

El receptor activador del ligando del factor nuclear kB (RANKL) (Manolagas, 2000),
el receptor activador del factor nuclear kB (RANK) (Lacey y cols., 1998) y la
osteoprotegerina (OPG) (Simonet y cols., 1997) (los cuales pertenecen a TNF, asi
como a la superfamilia de receptores TNF), representan un sistema novel de
citocinas involucrados en la formacion, fusion, sobrevida, activacion y apoptosis de
los osteoclastos. RANKL activa la diferenciacion 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 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. Los estudios tanto in vitro
como in vivo, han demostrado que OPG es importante para la regulacion del
remodelamiento 6seo. Los estudios llevados a cabo en ratones transgénicos, en los

cuales se sobreexpresa Opg, demostraron que los ratones desarrollan osteopetrosis
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(Simonet y cols., 1997), mientras que los ratones nulos para Opg, desarrollan en
forma temprana, osteoporosis severa (Bucay y cols., 1998; Mizuno y cols., 1998).
Asimismo, la administracion exdégena de OPG en ratones ovariectomizados, puede
prevenir la pérdida 0sea secundaria a dicho procedimiento (Simonet y cols., 1997).
Con base en lo anterior, se ha postulado que OPG en un atractivo candidato
involucrado en el desarrollo de la osteoporosis.

El gen de la OPG en el humano se localiza en 8924 y codifica para una proteina de
401 aminoacidos, que pertenece a la superfamilia de receptores de factor de
necrosis tumoral 11b (TNF) (OMIM: #602643).

El polimorfismo no sindbnimo K3N (rs2073618) que ademas de asociado a la
presencia de fracturas se encuentra involucrado en las variaciones en la DMO de las
vértebras lumbares (L,.4) (Langdahl y cols., 2002; Ohmori y cols., 2002; Sattler y
cols., 2004; Zhao y cols., 2005); sin embargo, otros estudios no han demostrado
dicha asociacion (Wynne y cols., 2002, Brandstrom y cols., 2004). El genotipo Asn-
Asn (del polimorfismo K3N) se asocia en forma independiente de la edad y del indice
de masa corporal de las mujeres posmenopausicas a una DMO de las vértebras
lumbares mas alto. Asimismo, Langdahl y cols. (2002), describieron que la presencia
del genotipo CC (Asn) era menos comun en las mujeres posmenopausicas con
fractura de vértebras que en las mujeres controles. Por el contrario aquellas mujeres
portadoras del alelo-Lis, presentaron un riesgo mas alto de desarrollar
osteopenia/osteoporosis (Arko y cols., 2005, Zhao y cols., 2005; Kim y cols., 2007;
Garcia Unzueta y cols., 2008). Recientemente Moffett y cols. (2008), describieron
gue ser portadoras del alelo Lis, aumenta el riesgo de presentar fractura en la

cadera.
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Polimorfismo en el gen del Receptor de Estrégenos o (ESR1 0 ESR- a)

En las mujeres posmenopausicas la deficiencia de estrogenos es una de las causas
principales para el desarrollo de osteoporosis (Riggs y cols., 2002). Los estudios
tanto in vitro como in vivo, han demostrado que la deficiencia del ESR1 (al igual que
la deficiencia de estrogenos) se traduce en una disminucion en la DMO, asi como a
una pérdida 6sea acelerada con la consiguiente presencia de osteoporosis e
incremento en el riesgo de presentar fracturas (Gallagher y cols., 1993, Cheng y
cols., 2002; Riggs y cols., 2002; Riggs y cols., 2003; Jessop y cols., 2004; Syed y
Khosla, 2005). Ademas, la importancia que tiene el ESR1 en el metabolismo 6seo de
ambos sexos, se confirmd con la presencia de mutaciones en el ESR1 en hombres
jovenes, lo que resultd en una resistencia a los estrogenos con la consiguiente
disminucidén en la masa 0sea y retraso en la maduracion del esqueleto (Smith y
cols., 1994).

El gen del ESR1 o ESR-a en el humano se localiza en 6925.1 y codifica para una
proteina de 595 aminoacidos (OMIM: +133430).

Recientementte Wang y cols., (2008) llevaron a cabo un estudio de asociacion de
dos nuevos SNPs (rs3020314 [NM_000125.2:c.1096+5029C>T] y rs1884051
[NM_000125.2:¢.1096+17636G>A]) en ESRL1 y presencia de fracturas de cadera en
sujetos con osteoporosis de origen étnico Chino; observando un riesgo aumentado
de presentar fractura para el SNP rs3020314 de una RM de 1.66, con un IC al 95%
de 1.25 a 2.18, P=0.0004.

Caracteristicas clinicas de la osteoporosis

Las manifestaciones mas comunes de la osteoporosis, son las fracturas por
compresion de las vértebras (de una sola o de multiples de éstas) que pueden

presentarse en forma espontanea o por un traumatismo leve. El cuadro clinico es
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variable y puede ser asintomatico o por lo general presentar dolor agudo de espalda
con pérdida de la funcion que se corrobora al examen fisico; asimismo, se puede
observar una disminucion en la talla (altura), asi como deformacién de las curvaturas
de la columna. Las fracturas vertebrales frecuentemente son recurrentes lo que
puede llevar a una desestabilizacion de la columna vertebral.

Otro sitio frecuente de fractura es la cadera, que se manifiesta con dolor agudo asi
como pérdida de la funcion, la recuperacion es lenta y la rehabilitacion
frecuentemente es incompleta. Es la manifestacion mas grave de la osteoporosis y
la principal causa de incapacidad y muerte entre las mujeres en edad avanzada con
esta patologia (Moffett y cols., 2008). Le siguen en frecuencia la fractura en la parte
distal del antebrazo que también se manifiesta por dolor agudo y pérdida de la
funcién, pero la recuperacion funcional usualmente es buena o excelente (Kanis y
cols., 2008a) y finalmente, otros sitios comunes de fracturas son: el extremo
proximal del fémur y el extremo distal del radio (fractura tipo Colles) (Raisz y cols.,
2003).

Diagnostico de osteoporosis

El objetivo de medir la DMO es el de dar un criterio diagndstico, informacion de un
nivel basal y de la probabilidad de sufrir futuras fracturas, el cual sirve de referencia
para monitorear la historia natural de los pacientes con o sin tratamiento (Kanis y
cols., 2008a).

La DMO baja, es el principal factor de riesgo para desarrollar fracturas por fragilidad,
por lo que la Organizacion Mundial de la Salud junto con la Fundacién Internacional
de Osteoporosis (Consensus Development Conference, 1993; World Health
Organisation, 1994; NIH Consensus Development Panel on Osteoporosis

Prevention, Diagnosis, and Therapy, 2001; Siris y cols., 2001; Kanis y cols., 2008;
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Kanis y cols., 2008a), han propuesto cuatro categorias para evaluar la DMO
utilizando el método de absorciometria por rayos X de energia dual (DEXA) (se
describiran con detalle en la seccion de Sujetos y Métodos).

Diagnostico de fracturas

El diagnéstico de fractura de vértebras se lleva a cabo con radiografias laterales de
las vértebras toraxicas y lumbares y para el diagndstico de fractura de cadera y
mufieca se lleva a cabo con valoracion de radiografias en posicion anteroposterior y

laterales, de acuerdo con los lineamientos internacionales (Kiel, 1995).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Debido a los resultados contradictorios de los estudios de asociacion de los
diferentes polimorfismos descritos en el marco teorico con la presencia de fracturas
secundarias a osteoporosis (fracturas por fragilidad) y de que el acervo genético de
nuestras poblaciones determinada por el mestizaje es diferente a otras poblaciones
del mundo e incluso entre nuestras propias poblaciones, nos planteamos las

siguientes preguntas de investigacion:

¢ Los polimorfismos rs2073618 (K3N) de OPG y rs3020314 (c.1096+5029C>T)
en ESR1 se encuentran asociados con la presencia de fracturas por fragilidad

en mujeres posmenopausicas de origen étnico mestizo-Mexicano?
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JUSTIFICACION

La osteoporosis es uno de los principales problemas de Salud Publica Mundial, ya
que alrededor de un tercio de las mujeres menopausicas y posmenopausicas
presentan dicha patologia y un tercio de las mismas desarrollan fracturas (NIH
Consensus Development Panel on Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and
Therapy, 2001; Peacock y cols., 2002). Las fracturas por fragilidad son una de las
principales causas de incapacidad y el costo por hospitalizacion es altisimo, sélo en
los Estados Unidad de Norteamérica, el costo por hospitalizacién de esas mujeres
fue de alrededor de USD 13.8 billones/anual (Siris y cols., 2001) y en el Reino Unido
de alrededor de 1.7 billones de libras/afio (Nacional Osteoporosis Society Website,
2007). En México, alrededor de 3.5 millones de personas mayores de 60 afios de
edad, requieren de prevencion o tratamiento de osteoporosis, 6.7 millones de
personas entre los 35 y 60 afios, presentan algun grado de osteopenia y se estima
que 15 millones de individuos menores de 35 afios cuando cumplan alrededor de 60
afos, presentaran alguna disminucién de la masa 6sea pico (Clark y cols., 2005,
2008). Con base en lo anterior, se estima que alrededor de 24.5 millones de
personas que habitan en la Republica Mexicana, podrian requerir de alguna
intervencidon terapéutica, y de éstas, alrededor de 18 millones habitan en la Ciudad
de México. Lo anterior implica un problema de salud prioritario, que demanda la
puesta en marcha de programas de diagnéstico, prevencion y tratamiento oportuno.

Actualmente a nivel mundial, se estan llevando a cabo numerosos esfuerzos para
identificar a los subtipos de mujeres que presentan un alto riesgo de desarrollar
fracturas por fragilidad, con la finalidad de desarrollar pruebas de tamizajes y futuras

estrategias profilacticas dirigidas a aquellas mujeres que presentan el riesgo mas
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alto, de pérdida O0sea después del cese de la menstruacion. Sin embargo, estos
esfuerzos no daran los mejores resultados, hasta que entendamos que en la
osteoporosis, al ser un sindrome complejo, tanto los factores ambientales como el
componente genético, juegan un rol importante en la determinaciéon de la masa
osea.

Diversos trabajos se han enfocado a estudiar la posible asociacion entre el
desarrollo de fracturas por fragilidad 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 asiaticas e incluso
entre poblaciones del mismo origen étnico (p.e. Caucasico), con resultados de
asociacion diversos, lo anterior debido a las diferencias en el acervo genético y a los
factores ambientales que interactian (Peacock y cols., 2002). En México, las
poblaciones tienen un acervo genético distinto, determinado por el mestizaje que se
dio entre las distintas etnias mexicanas con los espafoles y algunos grupos de
origen africano. En estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion en
diversas poblaciones indigenas de las regiones norte, oeste y sureste de la
Republica Mexicana, se ha observado que algunos polimorfismos presentan
distribuciones diferentes con respecto a lo publicado en poblaciones caucasicas y
asiaticas. 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. Con base en lo anterior, es
importante el llevar a cabo el estudio de asociacion de los diferentes polimorfismos
descritos en el marco tedrico con presencia de fracturas por fragilidad en mujeres
posmenopausicas de origen étnico mestizo-Mexicano. Asimismo, el llevar a cabo

este estudio y de encontrar asociaciones significativas, permitiria establecer un
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riesgo diferencial en dichas mujeres y por ende modificar su vigilancia y tener
impacto en la economia.

Nos encontramos frente a una etapa en la cual la genética se ha vuelto plenamente
aplicable tanto para el diagnéstico como para el tratamiento de enfermedades
etiologicamente complejas, pero a la vez tan comunes como es el desarrollo de
fracturas por fragilidad en mujeres posmenopausicas. Este es un proyecto en el que
participaran diversos centros de referencia a nivel Nacional: el hospital Regional
Tacuba y el Centro Médico Nacional “20 de Noviembre”, ISSSTE, el Hospital
General de México OD, S.S. y el Hospital de Traumatologia Victoriano de La
Fuente Narvaez, UMAE Magdalena de las Salinas, del IMSS. Todos los centros
anteriores se encuentran a la vanguardia de la atencion médica en nuestro pais y
dado que son centros de referencia Nacional de la poblacién mexicana, es prioritario
llevar a cabo este estudio, para establecer si estos polimorfismo presentan la misma
asociacion de proteccion o de factores de riesgo y de esta forma en un futuro poder
ofrecerles una posible prueba de marcadores genéticos asociados con el desarrollo
de fracturas por fragilidad en estas mujeres. Este proyecto corresponde al area de
enfermedades cronicas (osteoporosis), las cuales son consideradas como areas

prioritarias en la investigacion nacional e institucional.
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OBJETIVOS
Objetivo general
Analizar si los  polimorfismos rs2073618 (K3N) de OPG y rs3020314
(c.1096+5029C>T) en ESR1 se asocian a un mayor riesgo de presentar fractura(s)
por fragilidad en mujeres posmenopdausicas de origen étnico mestizo-Mexicano.
Objetivos especificos:

1. Analizar si el polimorfismo rs2073618 (K3N) de OPG se asocia con la
presencia de fractura (s) por fragilidad en mujeres posmenopausicas de origen
étnico mestizo-Mexicano.

2. Analizar si el polimorfismo rs3020314 (c.1096+5029C>T) en ESR1, se asocia
con la presencia de fractura (s) por fragilidad en mujeres posmenopausicas de
origen étnico mestizo-Mexicano.

3. Analizar la posible asociacion de los haplotipos y de los diferentes genes con
presencia de fracturas por fragilidad, en mujeres posmenopausicas de origen

étnico mestizo-Mexicano.
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HIPOTESIS GENERAL

Las mujeres posmenopausicas que presentan fracturas por fragilidad de origen
étnico mestizo-Mexicano, presentan polimorfismos genéticos que predisponen al

desarrollo de dicha patologia.
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MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO.
Se trata de un estudio observacional, analitico de casos y controles.
SUJETOS
Se incluyeron a mujeres posmenopausicas (mujeres con ausencia de menstruacion
de mas de 12 meses), sin osteoporosis (controles 1) con osteoporosis (controles 2)
sin fractura, y mujeres posmenopausicas con fracturas por fragilidad (casos), todas
ellas de origen étnico mestizo-Mexicano (dado por al menos tres generaciones de la
familia en este pais y que no se encuentren relacionadas biolégicamente entre si).
Para este estudio, las mujeres posmenopausicas sin osteoporosis (controles 1) con
osteoporosis (controles 2) sin fractura fueron reclutadas en el Hospital Regional
Tacuba asi como del C.M.N. 20 de Noviembre del ISSSTE y las mujeres
posmenopausicas con fracturas por fragilidad se reclutaron en el Hospital General
de México OD, S.S. y del Hospital de Traumatologia Victoriano de La Fuente
Narvaez, del IMSS.
CRITERIOS DE INCLUSION
CASOS
Criterios de inclusibn de mujeres posmenopausicas con fracturas por
osteoporosis:
1. Que acepten participar en el estudio y firmen la carta de consentimiento
informado.
2. Que se demuestre con el estudio de DEXA presencia de osteoporosis (ver
apartado de diagnoéstico).

3. Que sean de origen étnico mestizo-Mexicano.

24



4. Cese de menstruacion de mas del2 meses.
5. Que se comprueba la presencia de la fractura (por fragilidad es decir por

traumatismos leves) con las radiografias pertinentes.

CONTROLES 1.
Criterios de inclusion de mujeres posmenopausicas sin osteoporosis:
1. Que acepten participar en el estudio y firmen la carta de consentimiento
informado.
2. Que se demuestre con el estudio de DEXA presencia de normalidad en DMO
(ver apartado de diagndstico).
3. Que sean de origen étnico mestizo-Mexicano.
4. Cese de menstruacion de mas del2 meses.
CONTROLES 2.
Criterios de inclusion de mujeres posmenopausicas con 0steoporosis sin
fractura:
1. Que acepten participar en el estudio y firmen la carta de consentimiento
informado.
2. Que se demuestre con el estudio de DEXA presencia de osteoporosis DMO
(ver apartado de diagndstico).
3. Que sean de origen étnico mestizo-Mexicano.

4. Cese de menstruacion de mas del2 meses.
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CRITERIOS DE EXCLUSION CASOS Y CONTROLES 1Y 2.

Criterios de exclusion de mujeres posmenopausicas sin osteoporosis:

1. Mujeres posmenopausicas que hayan tomado por largo tiempo farmacos

gue pueden afectar el recambio 0seo (corticoesteroides, anticonvulsivantes
o heparina).

Mujeres con antecedente quirdrgico de histerectomia.

Enfermedade de Paget’'s 0sea, osteomalacia, osteogénesis imperfecta.
Mujeres posmenopausicas con antecedentes de enfermedades que
afecten el metabolismo 6seo (relacionadas con alteraciones de la hormona
paratiroides, diabetes mellitas, enfermedades hepaticas, falla renal y
displasias Oseas).

Mujeres posmenopausicas con antecedentes de enfermedades

relacionadas con alteraciones en el metabolismo de la vitamina D.

. Ooforectomia bilateral antes de los 45 aios de edad.

Insuficiencia ovarica prematura.

. Hipogonadismo hipogonadotropico.

MUESTRA

Tipo.

No probabilistico de casos consecutivos

Calculo del tamarfio de la muestra.

Controles 1: mujeres posmenopausicas sin osteoporosis.

Se buscé una diferencia en las frecuencias genotipicas de los alelos de los genes de

interés (OPG y ESR1) bajo el supuesto de la menor diferencia utilizando como

referencia la féormula de célculo de tamafio de muestra de dos proporciones;

tomando en cuenta la probabilidad de exposicion de los controles es de 0.17 y la
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probabilidad de exposicion de los casos es de 0.333. Se consideré un valor de
significancia (a) de 0.05 para 2 colas de distribucion, un poder de 0.80 y la seleccion

de 1 control por cada caso.

Con estos datos para el calculo del tamafio muestral se utilizo la expresion:

[El_ﬁféwl'zﬁil —Pj‘l'zl-,s x-'rpl[l - Pl)‘l' 2! (1‘ P )T
L‘-’l-}?z)j

=

En donde:

n = tamafo de la muestra.

Za = 1.96 que equivale a una probabilidad de error tipo alfa de 5%
p==%(pl+p0)qg=1-p

Zp3 = 0.84 que equivale a una probabilidad de error beta de 20%

pl = Probabilidad de exposicidon de los casos

P2 = Probabilidad de exposicién de los controles

n= 110 en ambos grupos (casos y controles) con la siguiente distribucion.

Poblacién NUmero de casos | NUmero de controles
Fx Fragilidad Sin Osteoporosis
Mestiza-Mexicana 110 110
Total 110 110

Controles 2: mujeres posmenopausicas con 0steoporosis.

Se buscé una diferencia en las frecuencias genotipicas de los alelos de los genes de
interés (OPG, ESR1) bajo el supuesto de la menor diferencia utilizando como
referencia el estudio de Wang y cols., (2008) en el cual se encontré una asociacion
entre el polimorfismo rs3020314 de ESRL1 y la presencia de fracturas de cadera en

mujeres posmenopausicas, el cual presentd una razon de momios de 1.66.
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Se consider6 un valor de significancia (a) de 0.05 para 2 colas de distribucién, un
poder de 0.80 y la seleccion de 1 control por cada caso. La probabilidad de

exposicion de los controles es de 0.333.

_ [2ol2pq + ZBp, g, + P,y 4,1
(p| = po)-?

n

En doénde:

n = tamafo de la muestra.

Za = 1.96 que equivale a una probabilidad de error tipo alfa de 5%
p="%(pl+p0)qg=1p

ZpB = 0.84 que equivale a una probabilidad de error beta de 20%
pl=pOR=+[1+p0(R-1)]gl=1-pl

pO0 = Frecuencia relativa esperada (o proporcion esperada) de la exposicion de
interés en los controles (0.333)

q0=1-p0
R = Razon de momios esperada de la asociacion.
n= 191 con la siguiente distribucién
Poblacion Numero de casos | Numero de controles
Fx Fragilidad Con osteoporosis
Mestiza-Mexicana 191 191
Total 191 191

En ambos casos se realiz6 el calculo de tamafio de muestra con el programa Power

and Sample Size Calculations version 3.0.5.
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Distribucion final:

Poblacion NUmero de NUmero de controles NUmero de
casos 1 controles 2
Fx Fragilidad sin osteoporosis con osteoporosis
Mestiza- 191 110 191
Mexicana
Total 191 110 191
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ANALISIS ESTADISTICO
Los casos y los controles fueron pareados de acuerdo al tiempo de exposicion a los
estrogenos medido en afios (menopausia — menarca) (hasta con 2 afios de
diferencia mas, menos).

Se llevé a cabo en el programa SPSS version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Analisis univariado:
Estadistica descriptiva:
Para las variables cuantitativas se obtuvieron media y desviacion estandar,

para las variables categoéricas se obtuvieron frecuencias absolutas y relativas.

Andlisis bivariado:
Andlisis de asociacion entre la presencia de los polimorfismos y fracturas
osteoporéticas con prueba ji-cuadrada y calculo de riesgo mediante razén de

momios.

Para determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) de las frecuencias

genotipicas se utilizé la prueba de chi cuadrada.

Ambas pruebas se realizaron con el programa haploview version 4.2.

Analisis multivariado:

Se utilizé un modelo estadistico de regresion logistica para identificar los predictores

de osteoporosis y fractura por fragilidad, ajustado por posibles factores confusores.
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VARIABLES

) ] ESCALA DE
VARIABLE NIVEL DEFINICION DEFINICION TIPO DE DATO MEDICION
METODOLOGI CONCEPTUAL OPERACIONAL
CO
Perdida de la solucién de | Fx de cadera o mufieca por Rx
continuidad, parcial o total | 0 columna con <3mm en
de un hueso en mujeres | cualquiera de los diametros del Nominal Nominal
con osteoporosis | cuerpo vertebral en hueso Presencia
Fx por Dependiente producida por un | osteoporético < 2.5 ds originado Ausencia
Fragilidad mecanismo de bajo | por un mecanismo de bajo
impacto impacto.
Son los mdltiples alelos de
un gen  entre una | Polimorfismo OPG, ESR1 vy Nominal Nominal
Polimorfismo Independiente | poblacion. LRP5 Presente
Ausente
Primer sangrado menstrual | Edad en afios del primer
Menarca Confusora sangrado menstrual. Cuantitativa De Razén
afios
12 meses posteriores al | Edad en afios 12 meses
Menopausia Confusora cese de la menstruacion posteriores al cese de la Cuantitativa
menstruacion. anos De Razdn
Medida de asociacion
entre el peso y la talla de
) un individuo. Normal IMC 220-<25 Ordinal
Indice de masa Se calcula segun la | Sobrepeso IMC =25 Ordinal
corporal Confusora expresién( ) matematica: | Obesidad IMC 230 Kg/m2
pesolkg
IMC= talla?(m?)
Esfuerzo corporal que se | Esfuerzo corporal con un Cuantitativa
hace para mantenerse | objetivo especifico por un Sesiones a la De Razén
Ejercicio Confusora saludable y en forma. tiempo mayor o igual a 45 min semana
Antecedente de perdida de | Antecedente de fractura en Nominal Nominal
Antecedente la solucién de continuidad, | algin momento de la vida. Si
De Fx Confusora parcial o total de un hueso No
Suma de meses de alimentacion
Alimentacion con leche | con leche materna en cada hijo. Cuantitativa
Lactancia Confusora materna meses De Razdn
Alcoholismo Confusora Consumo de alcohol Ingestion diaria de alcohol Nominal
superior a 50 gramos Si Nominal
No
Tabaquismo Confusora Consumo de cigarros Numero de cigarrillos al dia Cuantitativa De raz6n
# cigarrillos
Cuantitativa
Consumo  habitual de | Consumo de café, leche, Tazas
alimentos queso, tortillas por dia Vasos
Dieta Confusora NUmero De raz6n
Porciones
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PROCEDIMIENTO

A todas las mujeres posmenopausicas se les realiz6 una densitometria 6sea de dos
regiones por el método de DEXA (cabeza de fémur y de las vértebras lumbares) con
el fin de corroborar el diagndstico de osteoporosis o de ausencia del mismo. El
estudio de la DMO por DEXA para las mujeres posmenopausicas que ingresen a
este estudio, se realizara por un técnico certificado por “The International Society for
Clinical Densitometry” especificamente por “Clinical Densitometrist”, asimismo el
equipo se encuentra certificado y de acuerdo con los controles de calidad
requeridos.
Se les aplicé un cuestionario en donde se recabara informacion de la presencia de
factores de riesgo (anexo 1), que incluye al cuestionario de Albrand modificado
(Mendoza-Romo y cols., 2007), asi como los datos del indice clinico predictivo
validado (Carranza-Lira y cols., 2002) y la firma de la carta de consentimiento (anexo
2). Se procedio a la toma Unica de una muestra de 5 ml de sangre de una vena
periférica, para la posterior extraccion del ADN de los leucocitos de sangre
periférica.
El diagndstico de osteoporosis se llevé a cabo siguiendo los lineamientos de la OMS
(World Health Organisation, 1994), Carranza—Lira y cols. (2002), Sen y cols. (2005),
y Magana y cols. (2006), de Lago Acosta y cols. (2008) para mujeres
Latinoamericanas.
El diagndstico se basa cuatro categorias para evaluar la DMO utilizando el método
de absorciometria por rayos X de energia dual (DEXA):

1) Normal: DMO con puntaje de T que va desde +1 hasta -1 desviacion estandar

(DE) comparado con el promedio para adulto joven.
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2) Osteopenia (masa 0sea baja): DMO con puntaje de T que va desde -1 hasta -
2.5 DE comparado con el promedio para adulto joven.

3) Osteoporosis: DMO con puntaje de T que se encuentra por debajo de -2.5 DE
comparado con el promedio para adulto joven.

4) Osteoporosis severa (osteoporosis establecida): DMO con puntaje T que se
encuentra por debajo de -2.5 DE comparado con el promedio para adulto
joven y existen fracturas atribuidas a fragilidad 6sea.

El valor de T se define como el niumero de DE por arriba o por debajo del valor
promedio de la DMO comparado con el valor de mujeres jovenes sanas de
Latinoamérica (World Health Organisation, 1994; NIH Consensus Development
Panel on Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and Therapy, 2001; Sen y cols., 2005;
Magarfa y cols., 2006).

Con el método actual de la DEXA frecuentemente se evallan dos regiones
corporales: la columna lumbar de L1 a L4 y la cadera, incluyendo el cuello femoral,
el triangulo de Ward, el trocanter mayor y la cadera total. Los resultados se
presentan visualmente incluyendo el puntaje T que se usa para comparar con
poblacion joven normal (World Health Organisation, 1994; Kanis y cols., 1998). En
las mediciones de la cadera, el cuello femoral y la cadera total son las mas utiles
para predecir fractura, mientras que la medicién del triangulo de Ward tiene poco
valor clinico por sus amplias variaciones (Kanis y cols., 2005; Kanis y cols., 2008b).
Por otra parte se incluiran para este proyecto mujeres posmenopausicas con fractura
por osteoporosis sOlo en vértebras, mufieca y en cadera (trans e inter-trocanter);
asimismo, se llevara a cabo el andlisis estratificado por region anatdémica, con el fin
de establecer si una fractura especifica se asocia a un polimorfismo determinado. El

diagnostico de fractura de vértebras se llevo a cabo con radiografias laterales de las
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vértebras toraxicas y lumbares, de acuerdo con los lineamientos internacionales. Se
valoro la morfometria de las vértebras de acuerdo al célculo de la altura anterior (Hy),
media (Hm) y posterior (Hp) de cada cuerpo vertebral (T4 a La) (Kiel, 1995). Por lo que
una fractura vertebral se define como una disminucion de al menos 4mm de longitud
en cualquiera de las tres mediciones de altura del cuerpo vertebral (Ha, HnO Hy)
(Black y cols., 1999).

El diagndstico de fractura de cadera y muiieca se llevd cabo con valoracion de

radiografias en posicion antero-posterior y laterales.

Extraccion de ADN de sangre periférica

Se procedié a la toma uUnica de una muestra de 5 ml de sangre de una vena
periférica, para la posterior extraccion del ADN de los leucocitos de sangre
periférica. La técnica para la extraccion del mismo se base en la descrita por John y
cols. (1991) con algunas modificaciones: brevemente, la sangre se deposito en tubos
de 5 ml que contenian etilen diamino tetra acetato disodico (EDTA) 0.5M, pH 8, como
anticoagulante. Las muestras fueron colocadas en hielo agregandosele sacarosa-triton
2X (Sacarosa 0.64M, Trizma-base 0.02M, MgCl, 0.01M y Triton 100X al 2%) y agua
desionizada (ddH,0). Los leucocitos se separaron por centrifugacion y se decant6 el
sobrenadante hasta que se obtuvo un botén nuclear. Para lisar los leucocitos se afiadié
amortiguador de lisis nuclear, pH 8.2, (Trizma-base 10 mM, NaCl 400 mM y Na,EDTA
2mM), sulfato dodecilico sodico (SDS) al 20% y Proteinasa K [20 mg/ml]. Se dej6
incubar por 14 h a 37° C y se adicioné después de dicho lapso NaCl saturado y se
centrifugé. El sobrenadante se transfirio a tubos de 15 ml y el ADN se precipitd con

dos voliumenes de etanol absoluto y se agitara por inversion. Posteriormente, el ADN



se lavd en etanol frio al 70%, se dej6 secar a temperatura ambiente y sera
resuspendido en ddH,0, almacenandose a -20° C para su analisis posterior.
Se determind la concentracion de ADN por espectrofotometria. Para conocer la calidad

de las muestras se llevara a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1.2%.

Genotipificacién por PCR en tiempo Real

El analisis de todos los polimorfismos de los diferentes genes que se estudiaron en
este proyecto, se llevaron a cabo por discriminacion alélica en PCR en tiempo real
(la cual es una variante cuantitativa de la PCR) con sondas de hidrolisis de acuerdo
con el sistema PCR allelic discrimination TagMan assays (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA. Todas las reacciones se realizaron con 10-20 ng de DNA, 2.5
ul de TagMan Universal Master Mix 2x (AB), 0.25 ul de los primers y la sonda (40x)
y agua a un volumen final de 10 ul. En todos los ensayos se incluyeron los controles
negativos correspondientes. EI PCR en tiempo real se realizé en el equipo Prism
7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
con las siguientes condiciones: 95°C por 10 min, y 40 ciclos de amplificacién (95°C
por 15s y 60°C por 1 min). Para cada ensayo se utilizaron el TagMan® SNP
Genotyping Assays especifico: C__ 1971047 _10 para el SNP rs2073618 del gen de

OPGyelC__ 11555860 10 para el SNP rs3020314 del gen ESR1.
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ASPECTOS ETICOS
De acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud, en su articulo 17 el presente estudio se considera una investigacion
con riesgo minimo. El estudio fue aprobado por las Comisiones Nacionales de
Investigacion Cientifica y Etica tanto del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre”,
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado como por
el Instituto Mexicano del Seguro Social.
Todas las participantes que aceptaron ingresar al estudio, firmaron previamente una
carta de consentimiento informado que permitié disponer de la informacion y las
muestras de ADN (carta de consentimiento anexo 2). La forma de consentimiento
informado se estructuré acorde con las disposiciones de la Secretaria de Salud en
materia de investigacion en humanos.
Asimismo, para conservar la privacidad y confidencialidad de los datos obtenidos en el
cuestionario que se aplicara, asi como los datos obtenidos del estudio de los
polimorfismos, se utilizaron la base de datos, nimeros de folio para identificar a las
diversas mujeres participantes en el proyecto y de esa forma conservar el anonimato.
Los riesgos implicitos en la toma de las muestras de sangre, mismas que se

solicitaran para la obtencion del ADN, son considerados minimos.
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RESULTADOS

Se incluyeron 492 mujeres distribuidas de la siguiente manera: Casos - Fx (191)
Controles 1- Normales (110) y Controles 2 - Osteoporosis (191). En la Tabla 1 se
pueden observar las caracteristicas generales de los tres grupos de estudio. Las
caracteristicas de cada grupo de la densidad mineral 0Osea se observan en la tabla

2.

La frecuencia alélica y genotipica del polimorfismo rs2073618 del gen OPG asi como
la frecuencia alélica y genotipica del polimorfismo rs3020314 del gen ESR1 son

diferentes en los 3 grupos de estudio (Tabla 3y 4).

El analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg determiné que tanto el polimorfismo
rs2073618 del gen OPG como el rs3020314 del gen ESR1 se encontraban en
equilibrio (P> 0.05), ya que la distribucion de los genotipos observados no difirié de
los genotipos esperados en mujeres con fracturas osteoporéticas y en los controles

(Tabla 3).

Al comparar los casos contra los controles 1 normales, se observo que el genotipo
rs2073618 de OPG presentd una razén de momios (RM) =1.607, con un intervalo de
confianza (1.C.) al 95%= 0.641 — 2.630; P = 0.58. Por otra parte, al comparar los
casos contra los controles 2 (osteoporosis) el genotipo rs2073618 presenté una
RM=1.426; I.C. al 95%= 0.930 — 2.188; P= 0.103); sin embargo en ninguna de los
analisis se observd una asociaciones significativa del rs2073618 y la presencia de

fracturas osteopordéticas.

Con respecto al genotipo rs3020314 del gen ESR1 al comparar los casos contra los

controles 1 normales, se observé una asociacion significativa de dicho SNP con la

37



presencia de fracturas osteoporéticas (RM= 2.288, con un I.C. al 95%= 1.396 —

3.747; P= 0.00091). De igual forma, también se observé una asociacién significativa

con la presencia de fracturas osteoporoticas al comparar los casos contra los

controles 2 (osteoporosis), presentando una RM= 2.021, con un I.C. al 95%= 1.315 —

3.108; P = 0.00325.

Por otro lado, al ajustar el modelo por posibles variables confusoras y correr el mejor

modelo el polimorfismo rs2073618 del gen OPG se pudo observar que también se

asocia a la presencia de fracturas al igual que el polimorfismo rs3020314 del gen

ESR1 de manera significativa. (Tabla 5y 6).

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacién por grupos.

Variable
Casos Controles 1 Controles 2
Media Media Media
indice de masa corporal 28 31 27.83
Edad (afos) 62 60 63
Peso (kg) 65.1 72.9 62.5
Exposicién estrogenos (afios) 33.69 33.50 33.54

Porcentaje / Media

Porcentaje / Media

i

Porcentaje / Media

Consumo de alcohol 1.6% 0.02 .9% 0 1.1% 0.1
Tabaquismo 12.6% 1 18.9% 15 15.3% 2
Consumo de café (taza) 67.4% 0.82 71.2% 1.19 67.9% 0.8
Consumo refresco cola (ml/d) 40.5% 0.42 32.4% 0.38 35.3% 0.3
Consumo leche (vasos) 95.8% 1.17 91.9% 1.47 84.2% 1.03
Consumo de queso (g) 0.48 0.53 0.45
Consumo de tortillas 98.2% 4 97.2% 4 97.6% 4
Porcentaje Porcentaje Porcentaje
Lactancia (meses) 91.0% 77.5% 79.3%
Ejercicio 15.8% 36.0% 26.8%
Antecedente osteoporosis 13.6% 12.6% 22.8%
Fractura vertebral 9% - -
Fractura de cadera 26% - -
Fractura de mufieca 65% - -
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Tabla 2. Densidad Mineral 6sea.

Total de densidad g/cm?
mineral 6sea columna Total de densidad g/cm2 cadera
columna mineral 6sea cadera
Fracturas -2.96 0.746 -1.03 0.836
Control 1
Normal 0.65 1.03 0.89 1.035
Control 2
Osteoporosis -3.14 0.702 -1.12 0.82
Tabla 3. Distribucion del polimorfismo rs2073618 del gen OPG
Gen OPG
Numero de referencia Internacional
rs2073618 Casos Controles 1 Controles 2 Total
Distribucién genotipica
43 (22.5%) [16 (14.5%) 30 (15.7%) 89 (18.1%)
OPG C/C
C/IG 92 (48.2%) [0 (45.5%) |90 (47.1%) 232(47.2%)
G/G 56 (29.3%) {44 (40 %) 71 (37.2%) |171(34.7%)
190 (100 %) (110 (100%) 190 (100%) 492(100%)
Frecuencia alélica
C .46 .37 .39
G .54 .63 .61
Hardy-Weinberg p>0.05 p>0.05 p>0.05
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Tabla 4. Distribucién del polimorfismo

rs3020314 del gen ESR1

Gen ESR1 Grupo
NuUmero de referencia Internacional
rs3020314 Casos Controles 1 Controles 2 Total
Distribucién genotipica
ESR1 AIA 45 (23.5%) [12 (10.1%) 23 (12.1%) 80 (16.3%)
AIG 95 (49.7%) |48 (44.4%) 87 (45.5%) 230(46.7%)
G/G 51 (26.7%) [0 (45.5%) [B1 (42.4%) 182 (37 %)
Total 193  (100%) |109 (100%) |190 (100%) 492 (100%)
Frecuencia
alélica
A 48 .32 .35
G .52 .68 .65
Hardy-Weinberg p>0.05 p>0.05 p>0.05

Tabla 5. Casos: Fractura vs Control 1: Normales

Significancia Razon de IC al 95%
Estadistica Momios
Presencia de rs2073618 de 004 2 984 1.392-5.46
OPG
Presencia de rs3020314 de 018 2 266 1.033-4.123
ESR1
Alcoholismo .883 1.199 .502-2.012
Consumo de refresco de cola 147 .665 .265-1.021
Bajo Consumg de calcio en la 040 990 430-1.763
dieta
Tabaquismo .073 1.914 .912-3.823
Lactancia .0001 4,215 2.491-7.981
Antecedente heredo_famlllar 019 1696 .784-3.031
de osteoporosis
Sedentarismo .021 2.34 1.272-4.231
IMC > 25 <30 .108 .056 .022-.963
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Tabla 6. Casos: Fractura vs Control 2: Osteoporosis

Significancia Razon de IC al 95%
estadistica Momios
Presencia de rs2073618 de 006 2320 1.022-4.460
OPG
Presencia de rs3020314 de 011 2071 .949-4.002
ESR1 ' '
Bajo consumo de calcio en .532-2.046
alimentos .041 1.111 .763-3.367
) .056 1.87
Tabaquismo
Lactancia .0001 3.364 1.638-6.232
Antecedente heredofamlllar 024 1.747 .792-3.021
de osteoporosis
Alcoholismo .876 1.163 .502-2.034
Consumo de refresco de cola 677 .908 .306-1.871
Sedentarismo .032 2.01 .903-3.863
IMC > 25 <30 107 .054 .021-.971
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DISCUSION

Las tasas de fractura en todo el mundo estan aumentando como resultado del
envejecimiento de la poblacién y la prevencién, tanto primaria como secundaria, de
tal forma que se considera un objetivo importante de salud publica. Por lo tanto, es
necesaria una mejor comprension de los numerosos factores de riesgo que
contribuyen a las fracturas, con el fin de mejorar la aplicaciéon de las modalidades

preventivas, de diagndstico y tratamiento de pacientes con una fractura.

La osteoporosis es una enfermedad comun caracterizada por una disminucion
en la DMO, deterioro de la microarquitectura del tejido éseo, asi como un incremento
en el riesgo de presentar fracturas por fragilidad (NIH Consensus Development
Panel on Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and Therapy, 2001; Peacock y cols.,

2002; Lin y Lane, 2004).

Se ha descrito que la fractura por fragilidad en las vértebras es el sello
distintivo de la osteoporosis; de igual forma, las fracturas de cadera son la
consecuencia mas grave de la osteoporosis y una de las principales causas de
discapacidad y muerte entre las mujeres de edad avanzada y por lo tanto es la
fractura m&s comun observada en diversas poblaciones (Cooper y cols., 1992;
Cooper y cols., 1993; Wasnich, 1996; Melton, 1997; Cauley y cols., 2007; Kanis y
cols., 2008a); sin embargo, la frecuencia de las mismas en nuestra poblacion, fue
solo del 9% para vértebras y del 26%. Lo anterior pudiera ser que este tipo de

fracturas en nuestra muestra poblacional fueron sub-diagnosticadas.

Se han descrito diversos factores de riesgo para fracturas, como es el IMC
bajo, el cual se asocia a la presencia de las mimas (De Laet y cols., 2005; Sggaard

y cols, 2012) . Con respecto a nuestros resultados observamos que las mujeres con
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facturas presentaron un IMC mas bajo (28 kg/m?) en comparacién al grupo control 1
(con DMO normal) 31 kg/m?y similar a los controles 2 osteoporosis (27.83 kg/m?). Al
ajustar el modelo, el IMC bajo no permaneci6 como un factor de riesgo para
fracturas por fragilidad. (RM=0.056, IC al 95%= 0.022-0.963 P=0.108 y RM=0.054,
IC al 95%= 0.021-0.971 P=0.107). Lo anterior sugiere que nuestra poblacién es
diferente en comparacion con otras poblaciones, en las cuales el IMC por debajo de
lo normal se asocia a fracturas, ya que en el caso de nuestras pacientes con
fracturas, el IMC corresponde a sobrepeso y el de las mujeres controles con DMO
normal a obesidad grado | (WHO, 2000).

Otros factores que se asocian a la presencia de fractura en este modelo
fueron los antecedentes familiares de osteoporosis RM=1.696, IC al 95%= 0.784-
3.03, P=0.019 asi como la falta de actividad fisica RM=2.34, IC al 95%= 1.272 —
4.231, P=0.021 al comparar nuestras pacientes fracturadas con los controles
normales; al comparar con los controles 2 (osteoporosis), ambos factores
(antecedentes familiares de osteoporosis RM=1.747, IC= .792 — 3.021, p=.032 y la
falta de actividad fisica RM=2.01, IC= 0.903 — 3.863, P=0.032) siguen asociandose
de manera significativa tal como lo reportan Peacock y cols.(2012); asi como por
Riggs y cols., (2002).

El tabaquismo en nuestra poblacion solo se presenté alrededor del 15% en
nuestros 3 grupos; por lo que no se asocio de manera significativa a la presencia de
fracturas al comparar los casos versus los controles 1 y 2 (RM=1.914, IC al
95%=.912-3.823, P=0.073 y RM=1.87, IC al 95%=0.763 - 3.367 P=0.056,
respectivamente). El bajo consumo de calcio en la dieta tampoco se asocio
significativamente a la presencia de fracturas al comparar los casos versus los

controles 1 y 2 (RM=0.990, IC al 95%= 0.430 — 1.763, P=0.40 y RM=1.11, IC al
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95%= 0.532- 2.046, p=.041) en contraste con lo reportado por Peacock y cols.,
(2002) asi como por Riggs y cols (2002). Por otra parte, no se encontré asociacion
de bebidas alcohdlicas y el consumo de bebidas con cafeina con la presencia de
fracturas al comparar los casos versus los controles 1y 2, lo que esta de acuerdo a
lo descrito previamente (Wu y cols., 2002).

En forma interesante, observamos al comparar los casos versus los controles
1y 2, que el factor de riesgo que se asocié de manera importante a la presencia de
fracturas en nuestra poblacion, fue la lactancia acumulada, con una RM=4.21, IC al
95%-= 2.491-7.981, P=0.0001 y una RM=3.36, IC al 95%=1.638- 6.232, p=0.0001,
respectivamente. Lo anterior confirma los resultados previos reportados por nuestro
grupo de investigacion en relacion a los factores de riesgo para osteoporosis en
nuestra poblacion (Rojano y cols. 2011).

Por otra lado, los factores genéticos juegan un rol importante en la
patogénesis de las fracturas por fragilidad, por mecanismos complejos que implican
variacion en diversos genes que regulan la DMO, asi como la geometria del hueso y
la calidad (Peacock y cols., 2002).

Se han descrito diversos genes candidatos para la predisposicion a presentar
fracturas por fragilidad con es el gen OPG y el gen ESR1. La osteoprotegerina juega
un rol clave en la remodelacion del hueso e inhibe la resorcion ésea. En el modelo
animal, los ratones nulos para Opg, desarrollan osteoporosis temprana grave (Bucay
y cols., 1998; Mizuno y cols., 1998); por el contrario lo ratones transgénicos que
sobreexpresan Opg desarrollan osteopetrosis (Simonet y cols., 1997). Con base en
esas evidencias, se propone que el gen OPG pudiera intervenir en el desarrollo de
fracturas por fragilidad. Se ha descrito en diversos estudios, que el polimorfismo K3N

(rs2073618) en este gen, especificamente el alelo C (Asn) se asocia a un



incremento de la DMO en columna Ilumbar, disminuye el riesgo de
osteopenia/osteoporosis, asi como el riesgo de presentar fracturas (Langdahl y cols.,
2002; Arki y cols., 2005; Zhao y cols., 2005; Moffet y cols., 2008); sin embargo, otros
estudios no han demostrado dicha asociacion (Wynne y cols., 2002, Brandstrom y
cols., 2004).

Con respecto a nuestros resultados en relacion a este polimorfismo,
observamos que al comparar los casos tanto contra los controles 1 como los
controles 2, no se observé asociacion. Sin embargo, una vez que realizamos el
ajuste de los factores confusores, si observamos una asociacion estadisticamente
significativa entre el alelo de riesgo de K3N y presencia de osteoporosis; con una
RM= 2.984, I.C. al 95%=1.392-5.46, P= 0.004 y una RM= 2.320; I.C. al 95%=1.022-
4-460; P= 0.006, al comparar el grupo de casos vs controles 1 y casos vs controles
2, respectivamente (Tablas 5 y 6). En formas interesante, nuestros resultados fueron
inversos a los descritos por Moffett y cols., (2008) para poblacion caucasica; es
decir, el alelo de riesgo para nuestra poblacion que se asocié a la presencia de
fracturas por osteoporosis fue el alelo G y para la poblaciéon de origen caucasico es
el alelo C.

En relacion a la frecuencia alélica y genotipica del polimorfismo K3N del gen
OPG, observamos que ésta fue diferente a lo descrito en la literatura para mujeres
de origen caucdsico y asiatico (Langdahl y cols., 2002; Choi y cols., 2005; Zhao y
cols., 2005; Vidal y cols., 2006; Moffet y cols., 2008) y alin entre nuestros tres grupos
de estudio analizados. En contraste con las poblaciones caucésicas y asiaticas en
las que el genotipo CC (Asn/Asn) fue el mas frecuente y también se asocié con un
aumento de la DMO en la columna lumbar (Langdahl y cols., 2002; Choi y cols.,

2005; Zhao y cols., 2005; Vidal y cols., 2006; Moffet y cols., 2008), en nuestra
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poblacion se observo una baja frecuencia de este genotipo. En el caso de nuestra
poblacién predominé el alelo G y el genotipo GG. En forma interesante, esta
frecuencia inversa de alelos y genotipos ya se habia descrito por el grupo de Rojano
y cols. (2012), en un estudio poblacional de osteoporosis en mujeres de origen
étnico. Por lo tanto, las diferencias en las frecuencias alélicas reportadas por otros
autores [4-6,10-14,29] y lo observado en este estudio, pudieran ser debido a
antecedentes genéticos, porque la poblacion mestiza-Mexicana se compone de una
mezcla de europeos y africanos con los nativos indigenas de nuestra poblacion
(Lisker y cols,., 1990).

En las mujeres posmenopausicas la deficiencia de estrogenos es una de las
causas principales para el desarrollo de osteoporosis (Riggs y cols., 2002). Los
estudios tanto in vitro como in vivo, han demostrado que la deficiencia del gen ESR1
(al igual que la deficiencia de estrégenos) se traduce en una disminucion en la DMO,
asi como a una pérdida Osea acelerada con la consiguiente presencia de
osteoporosis e incremento en el riesgo de presentar fracturas (Gallagher y cols.,
1993, Cheng y cols., 2002; Riggs y cols., 2002; Riggs y cols., 2003; Jessop y cols.,
2004; Syed y Khosla, 2005). Ademas, la importancia que tiene el gen ESR1 en el
metabolismo 6seo de ambos sexos, se confirmd con la presencia de mutaciones en
el ESR1 en hombres jovenes, lo que resultd en una resistencia a los estrégenos con
la consiguiente disminucién en la masa 6sea y retraso en la maduracién del
esqueleto (Smith y cols., 1994).

En base a esta evidencia, se propuso que el gen ESR1 pudiera tener
asociaciéon con la presencia de fracturas, lo cual confirmamos al estudia el
polimorfismo rs3020314 [NM_000125.2:¢.1096+5029C>T] en los casos contra los

controles 1 y versus los controles 2 (RM=2.28, IC al 95%= 1.396 — 3.747, P=.0001y
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RM=2.021, IC al 95%= 1.315 - 3.108, P=0.0001, respectivamente). Nuestros
resultados estan de acuerdo con lo recientemente descrito por Wang y cols., (2008),
en el cual si encontraron asociacion con la presencia de fracturas en la poblacion de
origen asiatico. En el caso de nuestra poblacién predominé el alelo G y el genotipo
GG.

Al correr un modelo de regresion lineal. la presencia del polimorfismo
rs2073618 del gen OPG y el polimorfismo rs3020314 del gen ESR1 se siguen
asociando de manera significativa a la presencia de fracturas osteoporoticas en
mujeres posmenopausicas. Al comparar los casos contra los controles 1 (normales)
(RM= 2.26, IC al 95%=1.033 — 4.123, P=0.018) y al comparar los casos contra los
controles 2 (RM=2.071, IC al 95%= 0.949- 4.460, P=0.006).

La mayor asociacion observada en nuestra poblacion con respecto a la
presencia de fracturas, fue la observada para el polimorfismo de rs3020314 del gen
ESR1, lo que coincide con lo reportado por Wang y cols., (2008), en la poblacion de
origen étnico Chino.

Finalmente, es necesario subrayar que a pesar de que los factores
ambientales (Peacock y cols. 2002) muestran un papel importante en la presencia
de fracturas osteoporadticas, una vez que ajustamos por nuestros factores de riesgo,
observamos que en nuestra poblacion los factores genéticos (en este caso los
polimorfismos rs2073618 del gen OPG vy el polimorfismo rs3020314 del gen ESR1),

presentaron un rol determinante en la presencia de fracturas por fragilidad.
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CONCLUSIONES

El presentar al menos un polimorfismo (rs2073618 del gen OPG o el
polimorfismo rs3020314 del gen ESR1), se asocia a la presencia de fracturas
por fragilidad en nuestra poblacion de estudio.

De tal forma, que pudiera ser considerado ambos polimorfismos como
posibles marcadores genético para presencia de fracturas en mujeres

posmenopausicas de origen étnico mestizo-Mexicano.
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ANEXO 1
Cuestionario de Factores de Riesgo para Osteoporosis.

Nombre

Edad

Lugar de Residencia Tiempo

LUGAR DE NACIMIENTO DE:

Paciente

De su padre de su madre

Abuelos Paternos

Abuelos maternos

Peso kg. Estatura m. Indice de masa
corporal

Antecedentes de osteoporosis en su familia (abuelas, tias, hermanas, etc)

Tiene antecedentes de fracturas (vértebras, cadera) en sus familiares antes de los
50 afios de edad: (Si) (No)

Si la respuesta es si,

¢, Quiénes?

Antecedentes personales: (diabetes, hipertensién arterial; artritis, histerectomia)
Especifique tratamiento y tiempo

Edad de la menarca

¢ Tuvo hijos? (Si) (No)
Si la respuesta es si ¢,cuantos?

Dio lactancia



Si la respuesta es si ¢, cuanto tiempo?

Edad de menopausia

Tiempo transcurrido desde el cese permanente de la Ultima menstruacion (afo)

Utiliza o utilizé tratamiento sustitutivo con estrogenos: (Si) (No)
Si la respuesta es si ¢, desde

cuando? ¢, Qué tipo de
estrogenos? Dosis

Utilizé anticonceptivos (hormonales) con estrégenos: (Si) (No)
Si la respuesta es si ¢,cuanto

tiempo?
¢, Qué tipo de
anticonceptivos?
Dosis

Utiliza o utilizé tratamiento con glucocorticoides: (Si) (No)
Si la respuesta es si ¢, desde cuando? o ¢ Cuanto

tiempo?
O ¢ Cuando lo suspendié?

Realiza ejercicio fisico (Si) (No)
Si la respuesta es si ¢, De qué tipo, cuanto tiempo y con qué frecuencia lo realiza?

Fuma (Si) (No)

Si la respuesta es si ¢,cuantos cigarros fuma a la semana?
Desde cuando Marca de
Cigarrillos

Ingiere bebidas alcohdlicas mas de una vez por mes (Si) (No)
Si la respuesta es si ¢, Cuantas copas o cervezas?

¢, Desde cuando? Tipo de bebida

Ingiere Café mas de una vez por semana  (Si) (No)
Si la respuesta es si ¢ Cuantas tazas bebe a la semana o al
dia?

¢, Desde cuando? tipo de café

Acostumbra beber refresco mas de una vez por semana (Si) (No)
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Si la respuesta fue si ¢ Cuantos vasos de refresco toma por semana o dia?

¢ desde cuando? Marca de refresco mas frecuente
Consume leche o derivados lacteos mas de una vez por semana (Si) (No)
Si la respuesta es si ¢, Cuantas veces por semana 0 por
dia?
¢,Desde cando? ¢,De qué tipo?
Consume tortillas (Si) (No)

Si la respuesta es si ¢, desde qué edad, nUmero y cuantas veces por
dia?

Actualmente ingiere calcio, vitamina D (o algun complemento dietético) (Si)
(No)
Si la respuesta es si especifique tipo y dosis

¢, Desde cuando?

COMENTARIOS

Aplico: Nombre Fecha

ANEXO 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MUJERES
POSMENOPAUSICAS
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México, D.F., a

Por medio de la presente yo,

autorizo mi participacion en el proyecto de investigacion titulado “POLIMORFISMOS
EN LOS GENES DE OPG Y ESR1 COMO MARCADORES DE RIESGO GENETICO
PARA LA PRESENTACION DE FRACTURAS OSTEOPOROSTICAS EN
MUJERES POSMENOPAUSICAS”

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
gue pudieran condicionar la presencia de fractura por osteoporosis.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en: completar un cuestionario
acerca de diversos factores de riesgo para desarrollar fractura por osteoporosis
(como dieta, ingesta de alimentos, medicamentos etc), la toma de una muestra
Unica de 5 ml de sangre, asi como la realizacion del estudio que me permitira 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, formacion de hematoma o
morete en el sitio del piquete de la vena.

b) por la extraccién de sangre: ninguno

c) por la prueba de medicién de la densitometria 6sea (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 posmenopausicas que accedan a participan en el estudio
se les llevara a cabo el estudio de la densitometria 6sea (método de
DEXA), la cual no se les practica rutinariamente.

b) EI examen de densidad 6sea o DEXA es el método disponible mas
preciso para el diagnostico 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.

c) Ademas se generara informacion para determinar la asociacion entre
polimorfismos en genes y el desarrollo de fracturas por osteoporosis en
mujeres posmenopausicas, lo que permitira hacer prevencion y dar
tratamiento oportuno.
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Entiendo que conservo el derecho de retirarme o retirar mi muestra biologica 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 -20C durante un p eriodo de 15-20 afios en la
Unidad de Investigacion en 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 sera desechada.

El investigador principal se ha comprometido a darme informacion 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.

Asimismo, se me ha informado que de encontrarme osteoporosis, se me ha
asegurado que se me informara de la presencia de dicha enfermedad, asi como
gue se me dara seguimiento y tratamiento adecuado en la clinica del IMSS o
ISSSTE o0 HGM que me corresponda.

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 tendrdn mi informacion clinica, asi como las respuestas del
cuestionario acerca de mis datos que se me aplicard), numero 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, Unidad de Investigacion en Biologia del Desarrollo de la Division de
Investigacion Biomédica, 2do. Piso del edificio D en la Subdireccion de
Ensefianza e Investigacion, Calle San Lorenzo 502, esquina Av. Coyoacan, Col.
Del Valle, Delegacion Benito Juarez, C.P. 03100 Teléfono: 52005003 ext. 14603
0 14624. correo electronico: ipcanto@yahoo.com.mx.

Investigador Responsable Sefiora
Dra. lleana Patricia Canto Cetina

Dra. Castafieda Pérez Nayeli Testigo
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