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1. Resumen

La osteoporosis (OP) es una enfermedad crénico-degenerativa
caracterizada por disminuciéon de la densidad mineral dsea y
representa uno de los principales problemas de salud publica a
nivel mundial. Afecta mayormente a mujeres en edad
posmenopausica, debido, principalmente, a los cambios
hormonales propios de esa etapa de la vida. Actualmente, los
costos de la enfermedad y sus complicaciones tienen un alto
impacto en los servicios de salud requiriendo mayores

atenciones y presupuesto para su resolucion.

La OP predispone a fracturas por fragilidad dsea. Las
fracturas de cadera son la consecuencia mas seria de la OP y las
mas frecuentes junto con las de radio distal y cuerpos
vertebrales. Se estima que una de cada 12 mujeres y uno de
cada veinte hombres presentaran una fractura de cadera
después de los 50 afios. Se ha demostrado que la OP tiene un
importante componente genético dependiendo de Ila
poblacidén estudiada gracias a la identificacion de multiples

genes asociados en el remodelado 6seo



En afios recientes se han buscado marcadores
biolégicos que ayuden a identificar a la poblacién en riesgo. En
otras poblaciones se han logrado identificar polimorfismos de
nucledtido sencillo (SNPs por sus siglas en inglés) asociados con
el riesgo de tener OP y/o de padecer fractura de cadera. Sin
embargo, debido a las diferencias genéticas entre poblaciones
no se puede generalizar el uso de dichas variantes genéticas a
nivel mundial. Es necesario investigar como se comportan los
SNPs en poblacién mexicana y determinar si se asocian a la
enfermedad y/o a la fractura de cadera. El objetivo de este
estudio es establecer si hay SNPs en genes relacionados al
metabolismo 6seo que pudieran estar asociados a fracturas de
cadera en pacientes post menopausicas con diagndstico de
osteoporosis. Este conocimiento ayudara a detectar a la
poblacién en riesgo antes de presentar fracturas, reduciendo
asi los costos en los servicios de salud y mejorando la calidad

de vida de los afectados.

Palabras clave: osteoporosis, fracturas, enfermedad cronico-

degenerativa, polimorfismos.



2. Introduccion

Los seres humanos estamos formados de diversos aparatos
y sistemas, los cuales poseen caracteristicas tanto anatémicas,
fisioldgicas e histologicas diferentes. En este trabajo nos
enfocaremos en el sistema 6seo y su principal enfermedad, la
osteoporosis (OP). Este sistema, en conjunto con el sistema
articular y muscular conforman el aparato locomotor. Su
principal funcién es dar estructura y soporte al organismo, y
estd formado de aproximadamente 206 huesos (Buck Il &

Dumanian, 2012).

Los huesos son tejido conectivo, metabdlicamente activo,
el cual provee soporte y anclaje para los musculos, cumpliendo
con la funcion del movimiento. Funciona como reserva de
minerales y factores de crecimiento, estd involucrado en la
hematopoyesis y en el mantenimiento del equilibrio acido-
base (Buck Il & Dumanian, 2012) (Li, Quanwei, Sixu, Huayu, &
al, 2016).

El hueso se deriva de tejido mesodérmico. En los fetos, se
conforma de dos maneras: osificacion endocondral u
osificacion endomembranosa. La primera tiene como

caracteristica que la formacion de hueso es mediante tejido
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cartilaginoso iniciado por la proliferacion de condrocitos y es el
proceso mediante el cual los huesos crecen a lo largo. Mientras
gue el segundo tipo de osificacién, no se requiere el cartilago
como intermediario, es caracteristico de los huesos planos y de
la cicatrizacidon del hueso primario. Ocurre con el espontaneo
desarrollo de un centro de osificacion dentro de la matriz
extracelular por la diferenciacion de células madre en células
osteoprogenitoras. Estos tipos de formacion, reflejan en el

adulto los tipos de curacion ésea

En general, el esqueleto de un adulto maduro se compone
de hueso cortical y trabecular. Los primeros representan el 80%
de la masa dsea del esqueleto, aporta soporte y la dureza del
mismo, posee una porosidad entre el 5- 10% lo cual le
proporciona maxima resistencia a la torsién y aporta la fuerza
(Buck Il & Dumanian, 2012). El segundo tipo es
metabdlicamente mas activo, posee una porosidad de 50- 90%
y responde de manera mas eficiente a las alteraciones
hormonales debido a una mayor relacién superficie- volumen
y a tener las células o6seas primarias en la superficie. Su
principal funcion es permitir cierto grado de deformacion y

absorcién de carga, se ha visto que suele ser mas sensible ante
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los cambios producidos por la OP (Lieben, Callewaert, & Roger,

2009) (Zanker & Duque, 2018).

Dentro de la composicion del hueso, la matriz consiste el
90% de su peso. Se forma a partir de compuestos organicos e
inorganicos. Los primeros se dividen en 90% colageno y 10%
proteinas no colagenas que constituyen la matriz dsea y los
segundos son compuestos inorganicos como cristales de
fosfato de calcio (Zanker & Duque, 2018). Los dos tipos de
hueso tienen mecanismos de remodelacién aun no del todo
dilucidados, pero mantienen el balance en el microambiente.

(Lieben, Callewaert, & Roger, 2009)

La homeostasis 6sea se mantiene a lo largo de la vida
mediante el equilibrio entre la formacidon de hueso por los
osteoblastos, provenientes de las células mesenquimales, y la
reabsorcion por los osteoclastos, de origen hematopoyético
(Zanker & Duque, 2018). Y es regulada por los osteocitos, que
provienen de los osteoblastos. Al perderse este balance, hay
una mayor resorcién ésea por lo que la degradacién del hueso
se lleva de manera mds continua (Lieben, Callewaert, & Roger,

2009).
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En la etapa adulta, la falta de equilibrio puede conducir a
enfermedades esqueléticas, como la osteoporosis (Gori,
Lerner, Ohlsson, & Baron, 2015). La osteoporosis (OP) es una
enfermedad sistémica que se caracteriza por presentar
deterioro de la masa 6sea y la microarquitectura de la misma,
junto con un aumento de la fragilidad, que predispone a los
huesos a fracturarse ante traumatismo de baja energia (Black
& Cooper, 2000). Las fracturas ocurren principalmente en
cadera, columna y radio distal (Valdés-Flores, Casas-Avila,

Falcén-Ramirez, & Ponce-de-Ledn-Suarez, 2012).

La densidad mineral 6sea (DMO) es la medida de la
cantidad de minerales que posee cierto volumen de hueso, se
expresa en gr/cm? y se utiliza tanto para diagnosticar
enfermedades como la OP, asi como para medir la respuesta al
tratamiento. Es el factor predictivo mds importante para las

fracturas (lIbafiez, 2003).

El pico maximo de DMO se obtiene entre la tercera y cuarta
década de la vida (Koller, Zheng, Karasik, & Yerges-Armstrong,
2013). Posteriormente, el 10% del hueso es remodelado cada
ano, al alterarse su homeostasis la DMO disminuye

progresivamente ocasionando microtrauma a la
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microarquitectura 6sea. Este proceso de remodelamiento se
encuentra regulado por diversas vias metabdlicas (Hendrickx,
Boudin, & Van Hul, A look behind the scenes: the risk and

pathogenesis of primary osteoporosis, 2015).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera a la
OP como el quinto problema de salud publica a nivel mundial,
asi como una enfermedad silenciosa, ya que la principal
manifestacion suelen ser las fracturas. Actualmente, ocurren
1.5 millones de fracturas cada afio secundarias a OP en Estados
Unidos, la mayoria en mujeres en edad post menopausica
(Hendrickx, Boudin, & Van Hul, A look behind the scenes: the
risk and pathogenesis of primary osteoporosis, 2015). En
México, el 16% de las mujeres tienen diagndstico de
osteoporosis, con lo cual se puede estimar que una de cada 12
tendran una fractura a lo largo de su vida (Colles, 1970)
(Rosales-Aujang, Mufioz-Enciso, & Arias-Ulloa, 2014) (Hidalgo-
Bravo, Parra-Torres, Casas-Avila, & lJimenez-Ortega, 2018).
Ante la presentacion de la primera fractura secundaria a OP, el
riesgo de presentar una segunda varia entre el 50 y 100%
(Hidalgo- Bravo, Parra-Torres, Casas-Avila, & Jimenez-Ortega,

2018) (Colles, 1970).
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En el 2005, se estimd que los cuidados directos para las
fracturas secundarias a OP, incluyendo visitas médicas,
admisiones hospitalarias y a centros de cuidado especializados,
fue de $19 miles de millones de ddlares solo en Estados Unidos
(Hendrickx, Boudin, & Van Hul, A look behind the scenes: the
risk and pathogenesis of primary osteoporosis, 2015). Dado
que la pirdmide poblacional se estd invirtiendo (Figura 1), se
cree que esta cifra aumentara a $25.3 miles de millones de
ddlares en el 2025 (Rosales-Aujang, Mufioz-Enciso, & Arias-
Ulloa, 2014). Segun la Fundacién Internacional de
Osteoporosis, en 2005 se registraron 21 mil casos de fractura
de cadera secundaria a OP y el costo directo de las mismas en
2006 se estim6 en mas de $97 miles de millones de dédlares a
nivel internacional. Los costos en los servicios de salud de la OP
en la Unidn Europea se estimaron en €31.7 miles de millones
de euros en el afio 2000, y se prevé que aumenten a €76.7

miles de millones en 2050. (Hendrickx, Boudin, & Hul, 2015).
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Figura 1. Proyeccién de edades en México 2025, nétese la inversién en las
edades, aumentando en la parte superior que representa los grupos mas
grandes. Imagen obtenida de PopulationPyramid.net

Por su forma de presentacidn, la OP se clasifica en dos
tipos: primaria y secundaria (Alejandro & Constantinescu,
2018). La primera se caracteriza por presentarse en la etapa
adulta y no se acompana de ninguna enfermedad que pueda
explicarla, asi como ausencia de medicamentos que involucren
el metabolismo 6seo, se debe a la afecciéon del hueso

trabecular por el déficit de estrégenos en el cuerpo, por lo que
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es casi exclusivamente de las mujeres en edad post
menopausica y se asocia a fracturas de cadera y cuerpos
vertebrales (Barrera-Cruz, Cano-Perez, Gallardo-Wong,
Mendoza-Salazar, & al, 2009). En ella enfocaremos este
estudio. La secundaria se debe a enfermedades ya sean
metabdlicas, enddcrinas, renales, reumaticas y secundarias a
algunos farmacos que pueden explicarla, se manifiesta en
cualquier etapa de la vida y se presenta en hombres y mujeres
(Valdés-flores, Casas-avila, Falcon-ramirez, & Ponce-de-ledn-

suarez, 2012).

Los factores de riesgo conocidos se dividen en
extrinsecos e intrinsecos. Los primeros son modificables por el
individuo, dentro de los que se encuentran el uso prolongado
de esteroides, tabaquismo activo, el abuso en el consumo de
sustancias alcohdlicas, sedentarismo, ingesta inadecuada de
calcio, ingesta inadecuada de vitamina D y bajo indice de masa
corporal (IMC) (Barrera-Cruz, Cano-Perez, Gallardo-Wong,
Mendoza-Salazar, & al, 2009). Los factores intrinsecos no son
modificables por el individuo y dentro de ellos se encuentran
la edad avanzada, pertenecer al sexo femenino, poblaciéon
blanca o asidtica, disminucidon en la DMO e historia familiar

positiva para la enfermedad (Recker, 2004).
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También existen factores de proteccién, los cuales se
dividen en modificables y no modificables (Valdés-Flores,
Casas-Avila, Falcon-Ramirez, & Ponce-de-Ledn-Sudrez, 2012).
Dentro de los modificables se encuentra el peso, ya que se ha
visto una relacion entre el sobrepeso y una disminucién en el
riesgo de padecer esta enfermedad, aunque no se ha
dilucidado la causa por completo, el llevar una dieta rica en
vitamina D y calcio ademds de la realizar regularmente
actividad fisica. Entre los no modificables, estan la edad y los
antecedentes heredofamiliares negativos para la enfermedad
(Rosales-Aujang, Muiioz-Enciso, & Arias-Ulloa, 2014). Estos se

encuentran resumidos en la tabla 1.

Tabla 1. Factores de riesgo modificables y no modificables
asociados a osteoporosis modificada de (Valdés-Flores, Casas-

Avila, Falcon-Ramirez, & Ponce-de-Ledn-Sudrez, 2012)

Factores no modificables Factores modificables
Sexo femenino Sedentarismo
Edad avanzada IMC considerado como

desnutricion

Grupo étnico Tabaquismo
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Antecedentes Ingesta de bebidas
heredofamiliares de alcohdlicas

osteoporosis

Antecedente personal de Déficit en vitamina D

fracturas

IMC: indice de masa corporal

Clinicamente no se ha encontrado un fenotipo relacionado al
riesgo de padecer osteoporosis, por lo mismo la OP se ha
descrito como una enfermedad “silenciosa”, ya que la
disminucidon de la masa dsea no ocasiona sintomas per se
(Brown & Fortier, 2006). Esto hace importante su diagnéstico
temprano con el fin de prevenir fracturas y complicaciones

secundarias a las mismas.

Las fracturas, son la manifestacion mas importante de esta
enfermedad y se definen como la pérdida de la continuidad
O0sea y en ocasiones comprometen el flujo sanguineo de la
region (Keita I, 2007). Frecuentemente se producen por caidas
de la propia altura del paciente y caracteristicamente ante
traumatismos de bajo impacto. Ocasionalmente, los pacientes
refieren padecer dolor musculo esquelético. Algunos

presentan microfracturas que generan disminucion en la altura
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de los cuerpos vertebrales ocasionando la reduccion de la
distancia entre los mismos, lo que conlleva a alteraciones
posturales como lo son el aumento de cifosis toracica y

cambios cervicales.

El diagndstico de OP se realiza mediante la medicién de
la DMO obtenida mediante densitometria dsea radioldgica de
doble energia (DXA), misma que fue introducida en la practica
clinica hace aproximadamente 30 afos y actualmente
considerada como estandar de oro (Alexeeva, Burkhardt,
Christhiansen, & Cooper, 1994). La DXA evalua el contenido
mineral 6seo en gramos dividido entre el area de hueso en cm?,
lo cual nos otorga una medicion de la DMO en g/cm? (Lane,
2006). Esta medicion se realiza en fémur proximal, columna
vertebral (L1- L4) y/o antebrazo y compara estos valores con
un valor promedio basado en peso, género y edad, se refieren

los valores en dos parametros, el T score y el Z score.

El T- score es la calificacién obtenida mediante la
medicion de la densidad promedio mineral del hueso en
comparacion con un adulto joven en buen estado de salud. La
diferencia entre estos dos valores se reporta en desviaciones

estandar (DE), y si el valor es menor a -1, mas baja es la DMO

20



del sujeto analizado y mayor su riesgo a fracturarse. La
calificacion entre +1 y -1 se considera saludable (Alexeeva,
Burkhardt, Christhiansen, & Cooper, 1994). Se han visto
limitaciones en este estudio ya que solo se ha estandarizado
para mujeres post menopausicas de raza blanca y no se toma
en cuenta en componente cualitativo del hueso, asi como la
aplicacion limitada a ciertas zonas del cuerpo (Morales-Torres,

Clark, Delezé-Hinojosa, & Cons-Molina, 2010)

El valor Z se utiliza para comparar la DMO del paciente con la
de un grupo de la misma edad, etnia y sexo para evitar sesgos,
actualmente se recomienda que sea siempre comparado con
el de una mujer. Se calcula restando la DMO media del grupo
al que corresponde el paciente a la DMO que obtuvo en el
estudio y se divide entre las desviaciones estdndar del grupo
de referencia. El diagndstico de osteopenia se establece
cuando los valores se encuentran entre -1 a -2.5 desviaciones
estandar (Alexeeva, Burkhardt, Christhiansen, & Cooper,
1994). Ante este diagnodstico, los cambios en el estilo de vida
como evitar el sedentarismo, tabaquismo, aumentar la ingesta
de vitamina D y eliminar la ingesta de bebidas alcohdlicas son

de suma importancia. De esta manera se puede ayudar a
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preservar la DMO vy evitar las fracturas. Los criterios

diagndsticos se describen en la tabla 2.

Tabla 2. Criterios diagndsticos para OP
Definicion de osteoporosis y osteopenia basado en la DMO

(Zanker & Duque, 2018)

Clasificacion DMO en cuello femoral T score
Normal De+1a-1DE
Osteopenia -1.0a-2.5DE
Osteoporosis <-2.5DE

Osteoporosis severa < -2.5 DE o mas con una fractura
previa

DMO: densidad mineral désea. DE: desviaciones estandar. Obtenida de

(Alexeeva, Burkhardt, Christhiansen, & Cooper, 1994)

Una vez confirmado el diagndstico de OP, es necesario
complementar con estudios de gabinete para descartar
posibles causas secundarias y valorar los niveles de vitamina D
y calcio para determinar la necesidad de la suplementacién ya

gue cada persona es diferente (Lane, 2006).

En el 2008, la OMS implementd el FRAX (Fracture Risk
Assessment Tool) como herramienta para la evaluacion de

riesgo de fracturas de cadera que combina los factores de
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riesgo clinicos con o sin DMO (Leslie, Majumdar, Johansson, A,
& al, 2012). No se considera diagndstica ya que es un estudio
de tamizaje que calcula la probabilidad a 10 afios de cualquier
persona a una de las tres principales fracturas (cadera,
vértebras y radio distal) (Morales-Torres, Clark, Delezé-
Hinojosa, & Cons-Molina, 2010). Tiene como utilidad detectar
grupos de alto riesgo en los que es importante mantener una
vigilancia estrecha y asi optimizar los recursos diagndsticos y
tratamientos de manera oportuna. Sin embargo, a pesar de las
indicaciones en guias y los beneficios clinicos, se estima que 1
de cada cuatro mujeres elegibles no se han realizado ningln
estudio. Se recomienda que todas las mujeres arriba de 65
anos de edad se sometan a una prueba de deteccién de OP,
mediante la medicion de la DMO en cadera y columna lumbar
(Antolin Lépez, Gdmez Herrera, Ramirez Hurtado, & Rios Mejia,
2018). Sin embargo, en México se recomienda que se realice
en mujeres a partir de los 50 afios (Antolin Lopez, GOmez

Herrera, Ramirez Hurtado, & Rios Mejia, 2018).

El tratamiento de la OP se divide en farmacoldgico y
no farmacoldgico. El no farmacolégico consiste primariamente
en cambiar el estilo de vida de la persona, asi como cambiar los

factores de riesgo modificables, como suspender el
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tabaquismo, nutricién adecuada, realizar actividad fisica, evitar
el café y el alcohol, entre otros (American College of

Obstetricians and Gynecologists, 2013).

El tratamiento farmacolégico de la OP se centra en
inhibir la resorcidon ésea y estimular la misma (Barrera-Cruz,
Cano-Perez, Gallardo-Wong, Mendoza-Salazar, & al, 2009),
siendo su principal objetivo el evaluar y prevenir el riesgo de
fractura (Brown & Fortier, 2006). Los medicamentos utilizados
en el tratamiento de la OP se dividen en dos grupos segun su
efecto predominante sobre el hueso: en primer lugar, estan los
inhibidores de la resorcion dsea y en segundo lugar se
encuentran los neoformadores dseos. La eficacia de estos se
determina por el porcentaje de prevencidén de fracturas en
cuerpos vertebrales o de otro sitio (Batur, Rice, Barrios, &
Sikon, 2017). Las opciones actuales de tratamiento aprobadas
por la FDA (Food and Drug Administration, por sus siglas en
inglés) son los Bifosfonatos (Alendronato, Risedronato),
Raloxifenoy Calcitonina (American College of Obstetricians and

Gynecologists, 2013).

Actualmente, el tratamiento preventivo se realiza en

mujeres con factores de riesgo que cumplan los criterios para
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iniciar la terapia. Esta se lleva a cabo via oral con bifosfonatos,
ya que las fracturas se asocian a aumento en los costos de salud
publica por estancia hospitalaria, requerimiento de cirugia,
discapacidad laboral y morbi- mortalidad (Albert & Reddy,
2017) (Batur, Rice, Barrios, & Sikon, 2017).

Ademas de los factores ambientales, también hay
factores genéticos implicados en el desarrollo de la OP, lo cual
se ha estudiado de manera intensa en los ultimos afios
(Styrkarsdottir, Halldorsson, Gretarsdottir, Gudbjartsson, & al,
2008). La OP es una afeccion multifactorial y poligénica, que
resulta de la interaccion de diversos genes con el ambiente, lo
gue hace de su prevencion y terapia génica un reto hasta el dia
de hoy. La heredabilidad se define como la proporcion de
variacion fenotipica que es atribuible a los componentes
genéticos. Diversas investigaciones estiman que Ia
heredabilidad de la DMO de columna y cadera oscila entre 70-

85% (Ralston & Ralston, 2000).

Las diferencias en el genoma son importantes para la
evolucidn, ya que confieren caracteristicas especificas que
seran conservadas en caso de otorgar una ventaja a la especie

(Iniesta, Guind, & Moreno, 2005). Mucho se ha estudiado
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acerca de los cambios en el genoma y se ha encontrado que
éste presenta alteraciones que no necesariamente confieren
una enfermedad o desventaja, estas variantes pueden estar
relacionadas tanto con un factor protector como de riesgo (Del

Castillo, 2012)

Estas variantes, denominadas polimorfismo de
nucleétido sencillo (SNP) contribuyen a la variacién fenotipica
entre los individuos, influyendo en las caracteristicas fisicas de
cada uno y el riesgo de padecer enfermedades. Los SNP se
definen como una variacidon en un solo nucledtido en una
ubicacién especifica del genoma, presente forzosamente y por
definicién, en mas del 1% de la poblacidn (Brookes, 1999). Son
la variacidn genética mas frecuentemente encontrada en el
genoma humano. El ndmero total reportado hasta ahora,
supera los 9 millones (Kim & Misra, 2007). La frecuencia
promedio de los SNP en el genoma humano es de uno cada

300- 1000 pares de bases (pb) (Waterston & McPherson, 2001).

Los SNP pueden ser relevantes para la susceptibilidad
de la enfermedad, patogenia de la misma y/o eficacia de
farmacos especificos, por lo que se han realizado numerosos

estudios intentando dilucidar la relacién entre los SNP de una
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poblaciény diversas enfermedades. Los métodos para detectar
SNP deben ser altamente sensibles y especificos (Matsuda,

2017).

Los estudios de asociaciéon del genoma completo
(GWAS por sus siglas en inglés) se utilizan para analizar la
variacion genética entre cierto polimorfismo y alguna
caracteristica de un grupo selecto de personas que la
comparten. El método implica el analisis de genomas de una
gran cantidad de individuos diferentes y la busqueda de
marcadores genéticos que puedan estar o no asociados a la
enfermedad que se esté estudiando, una vez que se identifican,
se pueden hacer estudios en poblaciones especificas para
valorar la presencia o ausencia de estos en poblacion

seleccionada.

Se han realizado estudios de asociacidn para valorar si
existe una asociacion entre SNPs y el riesgo de padecer
osteoporosis (Urano & Inoue, 2014). En ocasiones, los genes
asociados no tienen una clara funcién en el metabolismo dseo
o con la enfermedad, pero se han visto asociados en la via. En
otras ocasiones, al gen estudiado no se le encuentra la relacién

con la enfermedad. La cantidad de genes analizados en estos
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estudios es muy grande, ya que el fenotipo éseo requiere de

distintas vias y mediadores para generar la microarquitectura.

En el catdlogo de GWAS se han asociado casi 400 SNPs
con baja DMO y OP, distribuidos en alrededor de 150 loci
diferentes (Hidalgo- Bravo, Parra-Torres, Casas-Avila, &
Jimenez-Ortega, 2018). En poblacion mexicana se han
realizado diversos estudios para encontrar la asociacion entre
SNPs y fractura de cadera, en un estudio realizado por Hidalgo
y colaboradores, se asociaron ciertos SNPs estudiados de los
genes RMIND1, CCDC170 y ESR1 con fractura de cadera,
osteopenia y OP (Hidalgo- Bravo, Parra-Torres, Casas-Avila, &

Jimenez-Ortega, 2018).

En el presente estudio, se analizaron cuatro SNPs
localizados en cuatro genes para valorar su asociacién con el
riesgo a padecer una fractura de cadera secundaria a OP, se
observd que los genes tuvieran algun papel en el
remodelamiento éseo y que pudieran estar asociados a la OP
de mujeres en México. Los genes incluidos en el estudio fueron

WNT16, SOX6, SLIT3 y PKDCC.
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En distintos articulos se ha verificado la importancia del
gen WNT16 para la densidad mineral désea, la fuerza
esquelética, riesgo de fractura y el grosor del hueso cortical, el
cual constituye el 80% de la masa désea (Movérare-Skrtic,
Henning, Liu, Nagano, & al, 2014). WNT16 se encuentra en
7931.31 y pertenece a una familia de glicoproteinas que en
mamiferos consta de 19 miembros (Movérare-Skrtic, Henning,
Liu, Nagano, & al, 2014). Es un regulador fisiolégico del hueso
cortical, no del trabecular como Ohlsson y colaboradores
describieron en el 2017 (Ohlsson, Nilsson, Hennin, Wu, & al,
2017). Este gen, codifica para una proteina que pertenece a
una familia de glucoproteinas ricas en cisteina que se estan
involucradas en la via WNT-B-catenina, también llamada via
candnicay via no canénica WNT (dependiendo de la capacidad
de activar la B- catenina). El producto de este gen es un
regulador de la masa dsea involucrado en ambas vias. Su
funcién es ayudar a mantener la homeostasis y preservar el
grosor del hueso cortical (Gori, Lerner, Ohlsson, & Baron,
2015), si no se encuentra expresado, el hueso tiende a ser mas

fragil y a romperse.

Se ha demostrado que el WNT16 inhibe la produccion

de osteoclastos de manera directa al actuar sobre sus células
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progenitoras, asi como de manera indirecta al aumentar la
expresion de osteoprotegerina en los osteoblastos (Movérare-
Skrtic, Henning, Liu, Nagano, & al, 2014). Esta inhibicién ocurre
principalmente en huesos no vertebrales por lo que su
expresion disminuye el riesgo de fracturas en los mismos ya

gue expresarian menor cantidad de osteoclastos.

Los polimorfismos estudiados en ciertas regiones del
gen se han visto involucrados en la disminucién de la DMO, el
grosor del hueso cortical y el riesgo de fractura en huesos no
vertebrales (Movérare-Skrtic, Henning, Liu, Nagano, & al,
2014). En 2015, el equipo de Foroud y colaboradores
identificaron la asociacidon entre la DMO vy diversos genes al
realizar un metaandlisis en el que incluyeron cuatro cohortes
de mujeres jovenes premenopausicas (n= 4,061 mujeres entre
20- 45 afios de edad) para identificar genes que influyen en el
pico maximo de masa dsea. Sus resultados confirmaron que
estos genes varian entre los rangos de edad y sexo. En
particular, el SNP rs3801387 del gen WNT16 (p= 1.7 x 10°) y
rs4870044 del gen ESR1 (p= 1.3 x 10®) (Wilcox & Hirshkowitz,
2015)
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El gen SOX6 (SRY-box 6) es un miembro de la familia
SOX de factores de transcripcién que se caracterizan por
poseer un dominio de union al ADN del grupo de alta movilidad
(Dy, Smits, Silvester, Penzo-Méndez, & al, 2010); cuya
secuencia es aproximadamente 50% igual a la del factor
determinante del sexo SRY (Correa- Rodriguez, Schmidt Rio-
Valle, & Rueda-Medina, 2018). SOX6 se expresa en varios
tejidos, predominantemente en musculo esquelético y es
esencial en la condrogénesis y la formacion de cartilago
(Lefebvre, Behringer, & Crombrugghe, 2001), pues es el
encargado de activar la expresién de proteinas como el
colageno de tipo Il, el agrecan y el matrilin- 1. Se ha
demostrado que SOX6 induce hipertrofia de condrocitos vy
permite la formacidn de zonas prehipertroficas e hipertroficas
en las placas de crecimiento del cartilago (Smits, Li, Mandel,

Zhangh, & al, 2001).

En el 2012, Yang y colaboradores se dieron a la tarea
de investigar si SOX6 podria ser un nuevo candidato asociado a
la DMO. Se investigaron SNPs dentro del gen en tres grupos de
muestras de dos razas para identificar si las variantes
identificadas eran comunes o especificas de cada etnia. En ese

estudio, se confirmé la asociacién entre el SNP rs7117858 y la
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DMO tanto en las poblaciones chinas como en las caucasicas

(Yang, Guo, Liu, Shen, & al, 2012).

Localizado en el cromosoma 5, el gen SLIT3 (ligando de
guia de hendidura 3, por sus siglas en inglés) inicialmente se vio
involucrado en el adecuado desarrollo de las estructuras de la
linea media cerebral y en el cruce de los axones en la misma
estructura (Kidd, Bland, & Goodman, 1999). Sin embargo, las
proteinas SLIT se han visto involucradas en diversos procesos
de regulacion de distintos tejidos, tales como glandula
mamaria, corazon, pulmon y rifién (Macias, Moran, Samara, &
Moreno, 2011). Actualmente, se sabe que SLIT3 tiene un papel
osteoprotector al estimular la formacién ésea y disminuir la
resorcion de la misma. Se ha demostrado que en conjunto con
su receptor ROBO2 promueve la maduracién de los
condrocitos mediante la inhibicién de la sefializacion f-
catenina, la cual promueve la diferenciacién de osteoblastos,
pero suprime la diferenciacion de condrocitos (Hanjun, Choi,
Lee, Park, & al, 2018). Es un factor crucial para la osificacién
endocondral durante el desarrollo del hueso embrionario
(Hanjun, Choi, Lee, Park, & al, 2018). En su estudio del 2018, H
Kim y colaboradores refieren que hasta la fecha no hay un

estudio sobre el papel de SLIT/ ROBO en la osificacién
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endocondral (Hanjun, Choi, Lee, Park, & al, 2018).El papel que
tiene la proteina en la remodelacién ésea ha sido objeto de
estudio y se ha observado que ratones nulos para SLIT3
presentan alteraciones dseas, por ejemplo, acortamiento en la
longitud de los huesos largos (Xu, Yallowitz, Qin, Wu, & al,
2018). Se han visto reportes de analisis de polimorfismos
relacionados al gen SLIT3, pero no se han visto asociaciones con
la densidad mineral ésea. En un estudio realizado en poblacion
mexicana se utilizaron dos sondas para valorar la asociacién
entre el gen SLIT3 y la densidad mineral ésea, sin embargo, no
se encontraron valores significativos (Villalobos-Comparan,

Jiménez-Ortega, Estrada, Parra-Torres, & al, 2017).

PKDCC es un gen previamente conocido como VLK
(cinasa solitaria de vertebrado, por sus siglas en inglés) que
funciona como mediador de la fosforilacién de proteinas
extracelulares involucradas en la organogénesis que se
encuentra en el brazo corto del cromosoma 2. De igual manera,
se requiere para el crecimiento longitudinal del hueso a partir
de la regulacién de la diferenciacién de condrocitos (Zhou,
Mori, Ishizaki, & Takahashi, 2016). En el 2016, Zhou vy
colaboradores, investigaron si habia alguna asociacion entre el

gen PKDCC y las fracturas de cadera, sin embargo, no
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encontraron resultados estadisticamente significativos (Zhou,

Mori, Ishizaki, & Takahashi, 2016).

Los genes anteriormente descritos se han visto
relacionados con la regulacién del metabolismo éseo, por lo
gue en este estudio se buscé la asociacion de polimorfismos en
dichos genes con el riesgo a padecer OP o una fractura de

cadera secundaria a OP en individuos mexicanos.

3. Planteamiento del problema

La osteoporosis es una enfermedad crénico-degenerativa
caracterizada por disminuciéon de la densidad mineral dsea y
tiene como consecuencia la aparicién de fragilidad en los
huesos que puede desencadenar episodios de fracturas tanto

primarias como de repeticion.

En distintos paises se ha hecho la correlacién de los gastos
generados por las fracturas secundarias a OP, asi como su
tratamiento a largo plazo, siendo de aproximadamente $17 mil
millones de dodlares anuales en Estados Unidos en el 2006
(Lane, 2006), en México superd los $97 millones de ddlares ese

mismo afio (Clave, 2020). De la misma manera, el tiempo de
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estancia intrahospitalaria por fractura de cadera se calculé en
distintas instituciones, siendo el IMSS el promedio mas alto con
10.7 dias por evento, mientras que la SSA 9.3 y las instituciones

privadas un promedio de 5.3 dias.

Se han descrito algunas variantes genéticas asociadas a la
presencia de OP vy fractura de cadera en diferentes
poblaciones. Estas variantes pueden ayudar en la identificacién
de la poblacién en riesgo y la implementacién de medidas
preventivas adecuadas. Actualmente, el INR es centro de
referencia para pacientes con esta patologia, con una linea de

investigacion para la comprension de esta enfermedad.

El estudio de SNPs aunado al diagndstico temprano de la
enfermedad, ayudaria a determinar mejor el prondstico y
encaminar un tratamiento preventivo en las pacientes con
riesgo. La deteccion oportuna brinda la oportunidad de actuar
tempranamente en la enfermedad, disminuyendo Ias
probabilidades de complicaciones y costos, mejorando asi la
calidad de vida de las pacientes. Este estudio serd de gran
utilidad para demostrar o descartar SNPs asociados en nuestra

poblacién.
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El andlisis de polimorfismos es un drea de oportunidad, el
avance que se pueda tener en la misma podria abrir la puerta
a una estrategia para la disminucién de costos al favorecer la
prevencion de fracturas y disminuir las complicaciones de las
mismas, que implican aumentos en la estancia hospitalaria,

como el riesgo de infecciones, caidas y muerte.

4. Justificacion

La OP se considera un problema de salud publica internacional,
ya que se acompaia de tasas elevadas de morbimortalidad y
genera grandes costos econdmicos tanto para el pais como
para la personay problemas sociales a la misma. Se estima que
en México la prevalencia de OP es de 3 millones de casos y
aproximadamente 6 millones con osteopenia, lo cual ird en

aumento conforme se invierta la piramide poblacional.

Actualmente, hay muy pocos estudios de asociacién de SNPs y
OP en poblacidn mexicana. Esta investigacion busca encontrar
asociaciones entre los polimorfismos estudiados y las fracturas
de cadera para obtener mas herramientas que ayuden a la

prevencion de la enfermedad.
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5. Objetivos

General:

Investigar si los SNPs rs3801387, rs7108731,
rs10036727 y rs7584262 en genes relacionados al
metabolismo 6seo (WNT16, SOX6, SLIT3 y PKDCC
respectivamente) se encuentran asociados a fracturas
de cadera en pacientes mexicanas post menopausicas

con diagndstico de osteoporosis.

Especificos:

Analizar las frecuencias alélicas y genotipicas de los
SNPs rs3801387, rs7108731, rs10036727 y rs7584262
en un grupo de pacientes mexicanas postmenopausicas
con fractura de cadera secundaria a OP, un grupo de
pacientes con diagndéstico de OP y en un grupo de
mujeres sin evidencia de OP.

Determinar si las frecuencias alélicas y genotipicas se
encuentran en equilibrio de Hardy Weinberg (HW)
Analizar mediante un modelo de regresién logistica si
existe asociacidn de algun SNP con la fractura de cadera
ajustando por potenciales variables confusoras tales

como edad, IMC y afios desde la menopausia.
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e Explorar con el andlisis de regresion logistica los
modelos de herencia autosémicos dominantes,
autosoémicos recesivos y aditivos para determinar cual
explica mejor la asociacion de los SNPs con la fractura

de cadera.

6. Material y métodos

Disefio del estudio: casos y controles.

Se incluyeron mujeres mexicanas atendidas en el Instituto
Nacional de Rehabilitaciéon entre los afos 2008- 2015. El
estudio fue aprobado por los comités de investigacién y ética
en investigacidn. Los participantes firmaron un consentimiento

informado (anexo 1).

Poblacién de estudio:

Criterios de seleccion de la muestra:

1. Criterios de inclusion
a. Mujeres, post menopausicas, que recibieron
atencién médica en el INR, con fractura de
cadera secundaria a trauma de baja energia.

Con ancestria mexicana confirmada mediante
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genealogia de tres generaciones de origen
mexicano.

Mujeres, post menopdusicas, que cuenten con
diagnostico de  osteoporosis  mediante
densitometria 6sea y que cuenten con al menos
tres generaciones de origen mexicano.
Controles: mujeres post menopdusicas,
ingresadas al INR por diferente patologia en las
gue, mediante densitometria, se descarte
diagnédstico de Osteoporosis y que, mediante

genealogia, se observen tres generaciones de

origen mexicano.

2. Exclusion

a.

Pacientes o controles que cuenten con
antecedentes de consumo de medicamentos que
alteren el metabolismo 6seo o los consuman
actualmente tales como los esteroides,
tamoxifeno, vitamina B12 en exceso, inhibidores
del receptor de estrégenos, hormonas tiroideas,
isotretinoina, entre otros.

Pacientes o controles que no tengan al menos tres

generaciones de origen mexicano.
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c. Pacientes o controles que tengan diagndstico de
alguna neoplasia o enfermedad ésea
concomitante.

d. Individuos cuya muestra de ADN no sea util para el

analisis.

Se incluyeron 141 mujeres con fractura de cadera secundaria a
osteoporosis, 141 mujeres con osteoporosis sin fracturay 141

mujeres sin fractura de cadera sin osteoporosis.

Extraccion de DNA

La extraccion consiste en el aislamiento y purificaciéon de
moléculas de DNA basandose en las caracteristicas fisico-
quimicas de las moléculas (Patricia, Veldzquez, Aragdén, &
Romero, 2008). Se recolectaron 141 muestras de cada grupo
de pacientes (OP, controles y fractura) previo consentimiento
informado de las pacientes. Se obtuvieron 10 ml de sangre
periférica en Vacutainer con EDTA para prevenir la

coagulacion.

Se utilizo el protocolo para la purificacién de DNA gendmico de
10ml de sangre periférica utilizando el kit Gentra Puregene

(Qiagen).
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Se realizé el protocolo siguiendo las instrucciones del
fabricante:

1. Se vertieron 9ml de solucion de lisis RBC en un tubo de
15ml, se afiadieron 3ml de sangre periférica y mezcld
por inversién

2. Se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente
(15- 25°C) y se invirtio gentilmente una vez durante la
incubacion

3. Se centrifugd durante 2 minutos a 2000 x g

4. Cuidadosamente se descartdé el sobrenadante
mediante pipeteo y se dejaron aproximadamente 200
ul del sobrenadante y el sedimento en el tubo

5. Vigorosamente se agitd el tubo para re suspender el
sedimento en el liquido residual, esto favorecio la lisis
para el siguiente paso

6. Se anadieron 3ml de solucion de lisis celular y se agité
vigorosamente durante 10 segundos aproximadamente
para lisar las células

7. Seincubd a 372C por 2 horas

8. Se agregaron 1ml de solucién de precipitacion proteica
y se movio vigorosamente durante 20 segundos a alta

velocidad
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10.

11.

12.
13.

14.

15.
16.

17.

18.

Se centrifugd por 5 minutos a 2000 x g

Se agregaron 3 ml de isopropanol en un tubo de
centrifuga limpio de 15ml.

Se mezcld invirtiendo suavemente 50 veces hasta que
el DNA fue visible

Se centrifugd durante 3 minutos a 2000 x g

Decantd con cuidado el sobrenadante y drend el tubo
invirtiéndolo en una hoja limpia de papel absorbente,
se tuvo cuidado de que el sedimento permaneciera en
el tubo

Se afnadieron 3 ml de etanol al 70% e invirtié varias
veces para lavar el sedimento de ADN

Se centrifugd 1 minuto a 2000 x g

Se decanto con cuidado el sobrenadante. Se drené el
tubo en una hoja limpia de papel absorbente y se tuvo
cuidado en que el DNA permanezca en el tubo. Se dejo
secar a temperatura ambiente durante 5- 10 minutos
Se agregaron 300ul de solucién de hidratacion de ADN
y se agité en vértex durante 5 segundos a velocidad
media para mezclar

Se incubd a 652C por una hora para disolver el ADN

42



19. Se incubd a temperatura ambiente durante la noche
con agitacion suave. Nos aseguramos de que la tapa del

tubo estuviera bien cerrada para evitar fugas.

Al terminar, se almacenaron en -802 para garantizar la
conservacion de las muestras. Para su uso, las muestras se
descongelaron y fueron sometidas a analisis para determinar la
concentracion y factor de pureza determinando la absorbancia
a 260y 280 nm con un equipo Biodrop. Se realizo la dilucion de
las muestras para homogeneizar las concentraciones del DNA

a una concentracion final de 12.5 ng/ul.

Genotipificacion

La genotipificacion mediante PCR consiste en la reaccion en
cadena de la polimerasa, la cual realiza numerosas copias de
una secuencia deseada mediante multiples ciclos, su objetivo
es la amplificacion directa de un fragmento o region de DNA.
Esto lleva a la cuantificaciéon de los productos en cada ciclo
mediante la medicion de una molécula fluorescente
previamente definida. Es indispensable conocer la secuencia

de DNA que se quiere amplificar.
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Las aplicaciones de esta técnica son muy numerosas entre las
qgue se encuentran: clonacidon acelular, preparacion de
muestras para secuenciacién, estudios evolutivos, diagndstico
prenatal, estudios forenses, deteccién de microorganismos
infecciosos, entre otros. Para la realizacion de la PCR, se
requieren los cuatro dNTP como sustrato para la sintesis de las
copias de DNA, acompafiados de Mg* como cofactor de la
enzima, dos oligonucledtidos cuyas secuencias deben ser
complementarias a los dos extremos 3’ de la region diana para
que ejerzan como cebadores y una DNA polimerasa
termoestable ya que para evitar que las cadenas se unan
nuevamente, se utilizardn temperaturas elevadas. La mas
utilizada es la Tac polimerasa, nombrada asi por proceder de la

bacteria Thermus Aquaticus.

La metodologia resulta de la aplicacion de tres principios:
desnaturalizacion, hibridacion y replicacion, el primero se
refiere al proceso mediante el cual las hebras de DNA se
separan formando moléculas monocatenarias. La hibridacién
permite el emparejamiento de la hebra monocatenaria de
interés con los oligonucledtidos cebadores. La replicacion,
también conocida como elongacién, es la etapa de

amplificacion propiamente dicha, en la que la DNA polimerasa
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termoestable elonga a los cebadores, utilizando como molde
las hebras originales. La replicacion ocurre del extremo 5" a 3'.
Mediante estos, se consigue un alto nimero de copias del
fragmento deseado en un periodo corto de tiempo. Las
secuencias que pueden replicarse mediante este método son
aquellas entre 50pb y 50kb. La PCR en tiempo real permite
medir la cantidad de moléculas que se van amplificando el DNA

en cada ciclo.

Se utilizaron sondas Tagman, para los SNPs rs3801387,
rs7108738, rs10036727 y rs7584262, capaces de discriminar la
diferencia entre nucleétidos. Estas se encuentran marcadas
con un fluoréforo de diferente longitud de emision. Las sondas
Tagman son moléculas de DNA que contienen una molécula
fluorescente en el extremo 5’ de la cadena y una molécula que
absorbe la fluorescencia al estar a una determinada distancia
en el extremo 3’. La region de la cadena a la que se unen es

complementaria al DNA que se quiere amplificar.

La TagDNA polimerasa, es una enzima termoestable la cual
tiene actividad de 5’ exonucleasa, degradando asi a la sonda
Tagman, permitiendo la separacién de la molécula

fluorescente del apagador. VIC y FAM son las moléculas
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fluorescentes. Estas responden a longitudes de onda
determinada, las cuales son censadas por el equipo para emitir
fluorescencia. De esta manera se permite que la fluorescencia
se reporte en la PCR. Las sefales de cada alelo corresponden a
sefiales VIC o FAM dependiendo de las condiciones del
fabricante y asi se detecta el estado homocigoto o heterocigoto

de las muestras, por la fluorescencia detectada.

La deteccion de los polimorfismos se llevd a cabo mediante PCR
tiempo real empleando un equipo Step One Real Time PCR
System de 96 pozos. Cada reaccion de PCR contenia 0.125 ul de
sonda Taqg Man, marcadas con fluorescencia con VIC o FAM de
acuerdo a las condiciones del fabricante (Applied Biosystems),
4.94 ul de Master Mix Genotyping en concentracién 2Xy 5 ng
de DNA gendmico para contar con un volumen total de 10 ul
Los componentes de cada reaccién de PCR se muestran en la

tabla 3.

Para el ciclado se usaron las condiciones recomendadas:

e Desnaturalizacion inicial:
o Tiempo: 10 minutos

o Temperatura de 942C
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e 45ciclos
o Tiempo: 15 segundos
o Temperatura: 922C

o 1 minutos a 60°C.

Tabla 3. Componentes de la reaccidon de PCR

Reactivos Concentracion  Volumen  Concentracidn
stock (ul) final

DNA 5ng/ul 5 25 ng/ul

Master mix 2X 4.94 1X

Genotyping

Sonda 40X 0.125 1

Total 10

En las placas que constaban de 96 pozos, se incluyeron 6 pozos
para NTC (control negativo) —en los cuales no se encontraba
DNA — y 6 pozos de pacientes con genotipo previamente
conocido como control de la placa. También se verificd que la
placa no se encontrara contaminada. En caso de que algln
pozo no fuera concluyente, se repitio la reaccidon para obtener

la mayor cantidad de muestras posibles.
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7. Anadlisis estadistico
Se utilizan las frecuencias alélicas para determinar los alelos de
riesgo en las poblaciones, estos alelos se encuentran ya
definidos en bases de datos establecidas. Se consideran los
alelos menos frecuentes como de riesgo a padecer
enfermedades, asi como los mas frecuentes como los de

proteccion.

Se utilizaron diferentes modelos de herencia, el aditivo nos
dice que entre mas copias del alelo de riesgo se tengan, mayor
serd riesgo de padecer la enfermedad. El modelo dominante,
propone que con una copia del alelo de riesgo se incrementa la
probabilidad de padecer la enfermedad de la cual se estd
hablando, y ser portador de ambos alelos no confiere un mayor
riesgo a padecerla. El modelo codominante es el mas general,
cada genotipo proporciona un riesgo de una enfermedad
diferente y no es aditivo, se compara homocigotos vy
heterocigotos por separado. El modelo recesivo supone que
son necesarias las dos copias del alelo menos frecuente para
modificar el riesgo, por lo tanto, los heterocigotos tienen el
mismo riesgo de parecer la enfermedad que los homocigotos
para el alelo ancestral. Una vez descrito esto, se acoplaron los

grupos estudiados a cada uno de los tipos de herencia para
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determinar si se encontraba alguna asociacion entre los
genotipos y el riesgo a padecer OP o fracturas de cadera

secundarias a OP.

A los polimorfismos utilizados, se les evalud el equilibrio de
Hardy- Weinberg el cual determina las frecuencias que
deberian observarse en la poblacién para cada genotipo en
funcién de la frecuencia de los alelos y se confirmaron
mediante la prueba de chi cuadrada. Para el andlisis estadistico
se realiz6 un andlisis de regresiéon logistica utilizando las
variables de edad, edad de menarca, IMC, afios desde la
menopausia y genotipo de los tres grupos con el software

Statistical Package for Social Sciences (SPSS).

Se utilizé la T de student para averiguar si hay una diferencia
real entre las medias de dos grupos. Se fundamenta en dos
premisas, la primera es la distribucién de la normalidad y la

segunda que las muestras sean independientes.

8. Resultados

En este estudio se incluyeron 141 pacientes femeninas

diagnosticadas con OP, 141 pacientes con fractura de cadera
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secundaria a OP y 141 controles, sumando un total de 423
individuos. Todas las pacientes son pacientes del Instituto
Nacional de Rehabilitacion y firmaron un consentimiento
informado para el presente estudio. Se analizaron los criterios
de inclusion y exclusiéon en cada una de ellas. Se analizé cada
una de las cuatro sondas en cada paciente, agrupandose por

polimorfismo para el analisis.

Se buscaron las frecuencias alélicas de los polimorfismos en la
base de datos Ensembl. Se observa que en el SNP rs3801387 el
alelo A es mas frecuente que el G con frecuencias de 0.74y 0.26
respectivamente en poblacion global, mientras que en
poblacién mexicana fue de 0.67 y 0.32 respectivamente. En el
SNP rs7108738 el alelo T tiene una proporcion de 0.78 mientras
que el G de 0.22 en poblacién global, en poblacién mexicana se
observé de igual manera que el alelo T fue mas frecuente con
0.69, mientras que el G tiene una proporcion de 0.3. En el SNP
rs10036727 el alelo T tiene una frecuencia de 0.57 mientras
que el C de 0.43, mientras que en poblacion mexicana la
proporcioén es igual entre los alelos con 0.5 y 0.5. Finalmente,
en el SNP rs7584262, el alelo C fue mas frecuente con una

proporcién de 0.78 comparado con el T de 0.22, en poblacién
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Tabla 4. Frecuencias alélicas de los polimorfismos reportados en la base de datos Ensembl

SNP Gen Localizacién

rs3801387 = WNT16 | chr7:2134711
rs7108738  SOX6 | chr11:15688538
rs10036727  SLIT3 | chr5:168753076

rs7584262 | PKDCC | chr2:42023409
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A

=
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En las tablas 5 y 6 se muestras variables demograficas
recolectadas en los grupos de estudio. Se calcularon las medias
de los grupos independientes y se calcularon las desviaciones
estandar. Se compara el grupo de controles contra el grupo de
pacientes con fractura de cadera secundaria a osteoporosis

utilizando la prueba T de Student.

Tabla 5. Variables de los grupos estudiados en cuanto a edad en medias, IMC, menarca y afios

de menopausia.

Fractura cadera Controles Pruebade T Valor de P
Edad 79.53 (£10.03 = 56.51(+8.05 -23.02(IC-25.15- <0.001
DE) DE) -20.8)
IMC 24,53 (£4.04 28.67 (£3.98 4.28(IC3.15- <0.001
DE) DE) 5.4)
Menarca 1337 (£ 1.27 12.67 (£1.49 -0.21(IC-0.79 - 0.47
DE) DE) 0.36)
Afios post 32.79(+11.67 9.78 (+9.37DE) -22.5(IC-25.27 - - <0.001
menopausia DE) 19.9)

IMC: indice de masa corporal. DE: desviaciones estandar. IC: intervalo de confianza

En la tabla 6 se muestran los resultados de la

comparacion entre el grupo de controles contra el grupo de

pacientes con osteoporosis de cadera sin fractura.
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Tabla 6. Variables de los grupos de OP comparados con los controles en cuanto a edad, IMC,

menarca y afios de menopausia.

OP cadera Controles PruebadeT Valor de P
(medias) (medias)
Edad 68.73 (£9.71 DE) 56.51 (+8.05 -12(IC-14--10) <0.001
DE)
IMC 25.05 (+3.99 DE) 28.67 (+3.98 | 3.41(IC2.39-4.43) <0.001
DE)
Menarca 13.28 (+1.5DE)  12.67 (+1.49 -0.6 (IC-1.03 - - 0.007
DE) 0.168)
Afios post 2222 (+22DE)  9.78(+9.37DE) -13.25(IC-15.6-- 0.001
menopausia 10.84)

IMC: indice de masa corporal. DE: desviaciones estandar. IC: intervalo de confianza

Para la genotipificacidon, se realizd6 con las sondas Tagman
condiciones descritas previamente en la metodologia. La figura
2 ejemplifica los resultados de la discriminacidn alélica por esta

técnica.
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Figura 2. Ejemplo de la genotipificacion mediante utilizando

sondas TagMan mediante PCR en tiempo real.

Se analizaron las frecuencias alélicas y los genotipos

encontrando lo siguiente:

Del SNP rs3801387 en las pacientes con OP se eliminaron tres
muestras ya que no pudieron discriminarse manualmente, de
las pacientes con fractura se eliminaron dos muestras por la
misma razon y de las muestras controles, se elimind una

muestra. En los tres grupos se observo el genotipo A/A como
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el mas frecuente, encontrandose en 64.4% en el grupo de OP,
58.2% en el grupo de fracturas y 58.5% en el grupo de los
controles, el genotipo menos frecuente fue el homocigoto G en

los tres grupos como se observa en la tabla 7.

En el SNP rs7108738 se eliminaron 5 muestras del grupo de
fracturas ya que no se pudo realizar la discriminacion de los
genotipos manualmente, los demas grupos se encontraron
completos. La frecuencia del genotipo homocigoto para G/G
fue la menor reportada en los tres grupos con 4.2%, 8% y 4.2%
para OP, fractura y controles respectivamente mientras que el
homocigoto T/T fue el mas abundante con 63.1%, 61.7% vy
68.7% en OP, fracturas y controles respectivamente. El
genotipo G/T se encontré en 31.9%, 30.1% y 26.9% de las
muestras de los grupos siendo el intermedio. El alelo T fue mas
observado en todos los grupos con una frecuencia de 79.8%,
76.8% y 82.3% en los grupos de OP, fracturas y controles

respectivamente.

En el SNP rs10036727 se elimind una muestra del grupo control
ya que no fue util para el analisis. Se observé que el alelo mas
frecuente en el grupo de OP fue el C con 149 muestras,

mientras que el T obtuvo 133, en los genotipos se observo el
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heterocigoto C/T como el mas frecuente con 73 pacientes,
teniendo una proporcion de 51.7%, mientras que el
homocigoto C/C de 38 (26.9%) y el homocigoto T/T 30 (21.2%).
En el grupo de fracturas se observé que el alelo T estuvo
presente en 156 muestras mientras que el C en 124, en los
genotipos se observo el C/T como el mas frecuente con 80
muestras correspondiendo al 57.1% del total del grupo
mientras que el C/Cy el T/T tuvieron 22 y 38, correspondiendo
al 15.7% y 27.1% respectivamente. En el grupo controles del
mismo SNP se observd el alelo T como el mas frecuente
estando presente 162 veces mientras que el C en 120. Los
homocigotos para C se encontraron en 18 pacientes
representando el 12.7% del grupo mientras que el
heterocigoto 84, obteniendo el 59.5%, los homocigotos para T

se encontraron 39 obteniendo el 27.6%.

Del SNP rs7584262 se eliminaron 5 muestras del grupo de
fracturas, mientras que en el de OP se eliminé una, del grupo
controles se obtuvieron buenos resultados de las 141
pacientes. En cuanto a las frecuencias alélicas, se encontré que
el alelo C era el mas frecuente en todos los grupos con 89.6%,
89.7% y 90.4% en OP, fracturas y cadera respectivamente. En

los genotipos, en todos los grupos se observé que el C/C era el
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mas frecuente, alcanzando el 80% del total en todos, mientras

que el T/T fue el menos frecuente obteniendo una paciente en

OP y controles, representando el 0.71% de OP y 0.7% de

controles mientras que de fracturas fueron 4 pacientes

representando el 2.9% (tabla 7).

_Tabla 7. Frecuencias alélicas y genotipicas para cada SNP en cada grupo estudiado.

SNP
rs3801387

Gen Genotipo/Alelos
WNT16
A/A
A/G
G/G
A
G
SOX6 @ rs7108738
G/G
G/T
T/
G
T
SLIT3  rs10036727
c/C
c/T
T/
C
T
PKDCC @ rs7584262
c/C
c/T
T/
C
T

OP: osteoporosis

oP
n=138
89 (64.4%)
45 (32.6%)
4(2.89%)
223 (80.2%)
55 (19.8%)
n=141
6 (4.2%)
45 (31.9%)
90 (63.8%)
57 (20.2%)
225 (79.8%)
n=141
38 (26.9%)
73 (51.7%)
30 (21.2%)
149 (52.8%)
133 (47.2%)
n= 140
112 (80%)
27 (19.2%)
1(0.71%)
251 (89.6%)
29 (10.4%)

Fracturas
n=139
81 (58.2%)
50 (35.9%)
8 (5.75%)
212 (76.3%)
66 (23.7%)
n=136
11 (8%)
41 (30.1%)
84 (61.7%)
63 (23.2%)
209 (76.8%)
n= 140
22 (15.7%)
80 (57.1%)
38 (27.1%)
124 (44.3%)
156 (55.7%)
n=136
112 (82.3%)
20 (14.7%)
4(2.9%)
244 (89.7%)
28 (10.3%)

Controles
n= 140
82 (58.5%)
47 (33.5%)
11(7.8%)
211 (75.4%)
69 (24.6%)
n=141
6 (4.2%)
38 (26.9%)
97 (68.7%)
50 (17.7%)
232 (82.3%)
n=141
18 (12.7%)
84 (59.5%)
39 (27.6%)
120 (42.6%)
162 (57.4%)
n=141
115 (81.5%)
25 (17.7%)
1(0.7%)
255 (90.4%)
27 (9.6%)
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Posteriormente se analizd el equilibrio de Hardy Weinberg
(HW) el cual es una ecuacidn matematica utilizada para el
calculo de las frecuencias genotipicas a partir de frecuencias
alélicas, estima la relacién entre lo esperado y lo encontrado
en cierta poblacién. Los principios establecen que, en ausencia
de seleccion natural, mutacidon, migracion, apareamiento no
aleatorio, endogamia, clasificacion errénea de alelos,
disminucidn en la tasa de fertilidad y seleccién favoreciendo
heterocigotos, las frecuencias tanto genotipicas como alélicas

se mantienen constantes de una generacion a la siguiente.

En las muestras analizadas se encontrd que en su mayoria se
encontraban en equilibrio tal y como se muestra en la tabla 8.
Las muestras de los controles del SNP rs10036727 y del SNP
rs7584262 del grupo de fracturas, fueron los grupos en los que
no se encontré con el equilibrio de HW por lo que sus
resultados no son validos ya que no cumple con alguno de los

principios de la teoria.
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Tabla 8. Equilibrio de HW de los SNPs estudiados en los grupos de estudio

Gen SNP
WNT16 rs3801387
Todos
opP
Controles
Fractura

SOX6 | rs7108738
Todos
opP
Controles
Fractura

SLIT3  rs10036727
Todos
opP
Controles
Fractura

PKDCC @ rs7584262
Todos
opP
Controles

Fractura
OP: osteoporosis

Genotipo
A/A A/G G/G
251 143 24
88 46 5
82 47 11
81 50 8

Genotipo
T/T T/G G/G
271 124 23
90 @ 45 6
97 38 6
84 41 11

Genotipo
c/c /T T/T
78 237 107
38 73 30
18 84 39
22 80 38

Genotipo
c/c ¢/ T
339 72 6
112 27 1
115 25 1
112 20 4

Alelos P
A G
645 191
222 | 56 1
211 69 0.26
212 | 66 1
Alelos
T G
666 170
225 57 1

232 50 0.38
209 63 0.089
Alelos
C T
393 451
149 133 0.74
120 162 0.0061
124 156 0.086

Alelos

C T
750 84
251 29 1
255 | 27 1

244 28  0.035

Posteriormente, se realizd un andlisis de regresién, en el cual

se incluyeron las variables de edad, IMC, menarca y ainos post

menopausia. Se analizaron cuatro tipos de modelos herencia

por cada SNP en cada poblacién, comparando al grupo control
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contra las pacientes con osteoporosis y al grupo control contra

las pacientes con fractura de cadera secundaria a osteoporosis.

No se observa asociacion entre el riesgo de padecer ya sea una

fractura de cadera secundaria a OP u OP bajo los modelos de

herencia analizados (tabla 9)

Tabla 9. Asociacion de polimorfismos estudiados con OP y fractura de cadera utilizando los 4
modelos de herencia.

rs3801387
Aditivo

Dominante
Recesivo
Codominante
rs7108738
Aditivo

Dominante
Recesivo
Codominante
rs10036727
Aditivo

Dominante
Recesivo
Codominante
rs7584262
Aditivo

Dominante
Recesivo
Codominante

OP: osteoporosis. OR: razon de momios (por sus siglas en inglés). IC: intervalo de confianza

Genotipo

AG
GG
AG- GG
GG
AG

TG
GG
TG- GG
GG
TG

cT
cC

CT-CC
cC

cT
cT
T
CT-TT
T

cT

Fractura vs controles

OR

0.833
0.81
0.988
0.823
1.056

0.234
0.434
0.489
0.296
0.595

1.043
1.354
0.827
1.238
0.758

0.219
0.154
1.201
0.211
1.455

IC (95%)

0.188-3.7
0.174-3.768
0.431- 2.265
0.194-3.499
0.449-2.484

0.027-1.998
0.049- 3.849
0.201-1.193
0.038- 2.337
0.239- 1.482

0.29- 3.745
0.423-4.33
0.329-2.078
0.407-3.761
0.328-1.755

0.007- 6.894
0.004- 5.556
0.425-3.396
0.007- 6.46
0.492-4.299

P

0.81
0.788
0.977
0.792
0.901

0.184
0.454
0.116
0.248
0.265

0.949
0.609
0.687
0.707
0.518

0.388
0.306
0.729
0373
0.498

OR

4.06
2.582
1.767
3.395
1.394

0.728
1.04
0.699
0.829
0.708

0.336
0.529
0.527
0.453
1.026

1.875
1.952
0.999
1.888
0.953

OP vs controles

IC (95%)

0.873-18.88
0.54-12.34
0.92- 3.397

0.751-15.337
0.717-2.711

0.13- 4.085
0.18- 6.091
0.361-1.354
0.152-4.513
0.36-1.392

0.13- 0.865
0.229-1.222
0.255-1.091
0.205- 1.005
0.543-1.937

0.1-35.31
0.097- 39.48
0.456- 2.186
0.101- 35.441
0.428-2.124
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P

0.74
235
0.088
0.112
0.327

0.718
0.96
0.289
0.828
0.317

0.24
0.136
0.085
0.051
0.937

0.675
0.663
0.997
0.671
0.906



Modelo ajustado a las variables de edad, IMC, menarca y afios

post menopausia.

En la tabla 9 se encuentran ejemplificados los tipos de herencia
con el SNP rs10036727, aunque los resultados no sean validos
ya que los controles no se encontraron en equilibrio de HW. Asi
como las pacientes con fractura con el SNP rs7584262 ya que

tampoco ese grupo se encontrd en equilibrio de HW.

9. Discusion

La osteoporosis es la enfermedad dsea mas comun en
humanos (Zanker & Duque, 2018) y el riesgo de fracturas
aumenta con la edad. Se sabe que en México, el 16% de la
poblaciéon femenina tiene el diagndstico confirmado de
osteoporosis, con lo que estima que 1 de cada 12 presentaran
una fractura a lo largo de su vida y el 50% presentaran una
segunda (Patifio & Salmerdn, 2019). En México, en el 2012, la
poblacién mayor de los 50 afios rebasaba los 20 millones de
habitantes, correspondiente al 18% del total de 113 millones,
con la tendencia a la inversion de la piramide poblacional, se

espera que para el afio 2050, 50 millones de personas
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pertenezcan a ese grupo etario lo que la hace una enfermedad

con importancia epidemioldgica.

En las guias internacionales, asi como en las guias de
practica clinica nacionales, se describen como factores de
riesgo la edad, el IMC, la edad de menarca y los afios post
menopausia, en nuestra investigacion, se comprobaron esos
datos siendo concordantes con los de las guias mencionadas.
El promedio de edad en el grupo de controles es 26 afios menor
cuando lo comparamos con el grupo de pacientes con fractura
de cadera y 12 afios menor al compararlo con el grupo de
pacientes con diagndstico de OP, lo cual es estadisticamente
significativo y concuerda con los datos ya conocidos de la

enfermedad.

En cuanto a los afios post menopausia, la investigacién
comprobé como factor de riesgo tener mas afios desde la
ultima menstruacion tanto para el riesgo de OP como de
fractura de cadera secundaria a OP. En tanto al IMC, también
se observo que las pacientes con fractura y con OP tenian IMC
mas bajos que las pacientes del grupo control, tal y como se ha
reportado en la literatura como factor de riesgo y proteccion

respectivamente.
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La complicacién mas grave de esta enfermedad son las
fracturas, siendo las mas frecuentes las vertebrales y las de
radios distal, pero siendo las mds incapacitantes las de cadera
ya que conllevan a mayor tiempo de hospitalizacion, riesgo de
discapacidad permanente y en ocasiones, llevando al individuo
a la muerte. La capacidad de detectar las fracturas o el riesgo
de padecerlas, daria la pauta para prevenir las mismas,

disminuyendo la incidencia y asi los costos.

Es bien sabido que la poblacién mexicana representa un
reto para este tipo de estudios ya que en México hay una
amplia historia de mestizaje y se sabe de distintos grupos
étnicos que aun viven en este territorio. Son esos factores los
que intervienen en la heterogeneidad y pueden dar falsos
positivos o negativos de no aplicarse correctamente un
cuestionario de ancestria. Al analizar las frecuencias tanto
alélicas como genotipicas, se encontraron similares a las
reportadas en la base Ensembl, lo que nos indica que en
poblacidon mexicana se encuentra la misma proporcién de

alelos que en la poblacién global.
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Al analizar el equilibrio de Hardy Weinberg, se encontré
gue no se cumplia en el grupo de fracturas y de controles en
dos SNPs distintos, ocasionando que estos resultados no
fueran utiles para el analisis. Dentro de las causas para que no
se cumpla el equilibrio de HW, la literatura describe: errores en
la genotipificacién generando falsos homocigotos y por ende
una deficiencia de heterocigotos, endogamia causada por
consanguinidad no detectada en los cuestionarios, poblaciones
en las cuales la seleccidon tendid a cierto genotipo, asi como
errores en la realizacidn de la reaccidén al repetir muestras o

clasificar erréneamente los grupos.

No se observd alguna asociacién entre el grupo de
pacientes con fracturas y el grupo con diagndstico de
osteoporosis y los SNPs analizados. Se observan distintas
tendencias alélicas entre los grupos, sin embargo,
corresponden a las reportadas en las bases de datos por lo que

no pueden considerarse concluyentes.

El SNP rs3801387 del gen WNT16 ha sido relacionado
previamente a la densidad mineral dsea, regulacion del
metabolismo dsea y susceptibilidad a fracturas, aunque la

variante causal todavia no se encuentra y el efecto de este gen
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en las vias aun no estd claro. En un estudio realizado por
Hendrickx y colaboradores en 2014, mencionan que distintos
GWAS independientes asociaron polimorfismos en este gen
con la densidad mineral 6ésea del cuello femoral, columna
lumbar y la de todo el cuerpo, la resistencia dsea, el grosor del
hueso cortical y el riesgo de fractura. Este equipo realizd sus
estudios en hombres daneses, compararon un grupo de
pacientes jovenes con uno de edad mas avanzada y observaron
gue las asociaciones con la DMO se confirmaron en la cohorte
de pacientes jévenes, mencionando que la correlacion podria
ser con un aumento de masa O6sea (Hendrickx, Boudin,

Fijatkowski, Leo, & al, 2013).

En 2012, el grupo de Garcia Ibarbia concluyé que los
polimorfismos rs2908004 y rs2707466 del gen WNT16 estan
relacionados con la DMO en la cadera, asi como con fracturas
de la misma en pacientes menores de 80 afios, respaldando el
papel que este gen tiene en la determinacién del riesgo de
fracturas osteoporoticas (Garcia-lbarbia, Pérez-Nufiez, Olmos,

Valero, & al, 2013)

Del gen SOX6, el equipo de la doctora Correa- Rodriguez en

Espana, investigaron si el SNP rs7117858 estaba asociado a la
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DMO, incluyeron hombres y mujeres en su estudio con un
promedio de edad de 20 afios. El andlisis de regresion linear
realizado, reveld que ese SNP estaba asociado con la medicion
por ultrasonido de la DMO, demostrando por primera vez que
este geninfluye en la DMO de adultos jévenes de ambos sexos,
sugiriendo la implicacion de este gen en los fenotipos
relacionados con la OP durante la edad adulta temprana

(Correa-Rodriguez, Schmidt Rio-Valle, & Rueda-Medina, 2018).

El equipo del doctor Veldazquez realizé un estudio en el
gue observaron que SNP en el gen SOX6'y el SNP rs7584262 del
gen PKDCC se asocian a DMO en sitios especificos, del primero
en el cuello femoral y del segundo principalmente en columna
lumbar. Estos genes no han sido asociados a variaciones en la
DMO previamente, ni a osteoporosis en poblacién mexicana,
en cambio, si se han visto relacionados en poblacidn europea y
asiatica (Villalobos-Comparan, Jiménez-Ortega, Estrada, Parra-

Torres, & al, 2017)

Con el grupo de controles del SNP rs10036727 del gen
SLIT3 debera ajustarse la muestra para obtener resultados
significativos. Dentro de las variables a considerar, estdn la

genotipificacidn errénea de las muestras, asi como un tamafio
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de muestra pequeiio por lo que se buscard ampliar el grupo de

controles para obtener resultados.

La OP es una enfermedad que se considera
multifactorial por lo que encontrar polimorfismos asociados es
una tarea dificil ya que pueden estar involucrados otros
mecanismos en el desarrollo de la enfermedad, los cuales son
dificiles de estudiar. Aun falta mucho por dilucidar en cuanto a
los genes relacionados con el metabolismo éseo, las vias
implicadas y los mecanismos por los cuales una paciente con

OP termina con una fractura de cadera.

Se debe tomar en cuenta que los estudios que pretenden
asociar los polimorfismos con las fracturas de cadera contienen
un numero mas amplio de casos y controles. Se considerara
ampliar la muestra de este estudio para observar con mayor
facilidad la varianza en los datos. Se utilizardan los mismos
criterios de seleccidn, inclusion y exclusion para cada paciente,
asi como la obtencién del consentimiento informado de cada
una de ellas. Se utilizara el mismo protocolo para
homogeneizar la técnica y evitar errores en la realizacién del

procedimiento.
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Anexo 1. Consentimiento informado
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Instituto Nacional

de Rehabilitacion
Luis Guillermo Ibarra Ibarra

Numero de Registro:

Dia Mes Afio
Sexo

Apellido Paterno Apellido Materno Nombre (s)

Carta de consentimiento informado para la participacion voluntaria en las investigaciones sobre el
analisis de la susceptibilidad genética relacionada con osteoporosis en la poblacion mexicana, que
se realiza en el Instituto Nacional de Rehabilitacion LGII, en los siguientes proyectos:

1. Polimorfismos génicos relacionados con osteoporosis de columna vertebral en mujeres mexicanas.
(SALUD- 2003-C01-30) Responsable: Dra. Margarita Valdés Flores.

2. Polimorfismos génicos relacionados con fractura de cadera en mujeres mexicanas. (56/13).
Responsable: Dra. Margarita Valdés Flores.

3.- Variaciones genéticas relacionadas con fracturas de antebrazo distal en mujeres mexicanas con y sin
osteoporosis. Dra. Margarita Valdés Flores y Dr. Alberto Hidalgo.

4. Variaciones en genes de receptores nucleares en mujeres mexicanas con osteoporosis y fractura de
cadera (14/16). Responsable Dra. Leonora Casas Avila.

A través de la presente expreso que acepto de forma libre y voluntaria participar en los proyectos de
investigacion arriba mencionados que se realizan en el Servicio de Genética, piso 3 de la Torre de
Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion LGII. del Instituto Nacional de Rehabilitacion
LGIL

Se me ha explicado en forma clara y satisfactoria que se trata de una investigacion médica cuya
importancia radica en el hecho de que en nuestro pais el 17% de las mujeres mayores de 50 afios tienen
osteoporosis y 1 de cada 12 mujeres podra tener fractura de cadera. El objetivo es conocer si existen
diferencias en los genes asociadas con osteoporosis y fracturas, y los resultados obtenidos aumentaran el
conocimiento de la enfermedad lo que permitira, a largo plazo, que se pueda diagnosticar a tiempo o
prevenir, ademas de saber el riesgo hereditario que tiene la poblacion mexicana de padecer osteoporosis.
Se me ha informado que mi participacion consiste en donar una muestra de sangre (15 ml equivalente a
tres cucharadas soperas), a partir de la cual se obtendra el material genético (ADN) necesario para la
investigacion. La sangre serd obtenida a partir de una puncion venosa, la cual puede ocasionar un ligero
dolor o provocar un moreton en el sitio de la puncion.

Solo en caso de que usted presentara una fractura por algun accidente y decida atenderse en el Instituto
Nacional de Rehabilitacion, también se le preguntara si desea donar una muestra de hueso durante la
cirugia programada como parte del tratamiento de la fractura, lo cual no afectara el resultado de la
cirugia ni de la rehabilitacion. Por otra parte, acepto voluntariamente proporcionar la informacion
personal del cuestionario adjunto, misma que sera confidencial. Estos procedimientos se me haran una
sola ocasion, sin costo, en la cirugia programada y no modificara el tiempo quirargico. Posteriormente,
de las muestras tomadas del hueso, se obtendra el material genético (DNA) y se buscaran diferencias
genéticas (llamados marcadores genéticos) que sean indicadoras de osteoporosis o fractura, por métodos
de laboratorio (llamado genotipificacion).

Comprendo que la toma de las muestras no implica riesgos extra o posibles complicaciones diferentes a
las explicadas durante el manejo de mi enfermedad. Sin embargo, en caso de ser necesario, el INRLGII
se responsabiliza del tratamiento médico cuando los dafos lo ameriten, por las complicaciones que
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