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RESUMEN

Introduccion: La osteoporosis (OP) es un desorden esquelético que se caracteriza
por disminucion de la Densidad mineral 6sea (DMO), se relaciona con edad y sexo
femenino; sobre todo en mujeres posmenopausicas, dado que existe un descenso
abrupto en los niveles de estrégenos y por ende en su influencia protectora. Algunos
polimorfismos del gen Receptor de estrégenos (ESR) se han estudiado en
diferentes poblaciones, encontrdndose o no asociados con riesgo de osteoporosis
y fractura de cadera (FC), por lo que es importante estudiarlos en poblacién
mexicana para determinar su influencia en estas patologias. Objetivo: Analizar
polimorfismos en los genes de receptores de estrégenos (ESRa y ESRJp), para
determinar las posibles asociaciones con osteoporosis y fractura de cadera, en una
muestra de mujeres mexicanas con diferentes IMC. Metodologia: En una poblacion
de 491 mujeres mestizas mexicanas (divididas en tres grupos: control, fractura de
cadera y osteoporosis) se analizaron 5 polimorfismos de los ESRa y ESRf; a través
de la técnica de PCR en tiempo real mediante sondas TagMan especificas para
cada SNP. Resultados: El genotipo TT del SNP rs4986938 se asocidé con un
aumento del riesgo de OP (p=0.03; OR 5.46 [1.34-24.81]). El genotipo heterocigoto
del polimorfismo rs9340799 aunado a un IMC <24.9kg/m? se encontré relacionado
con un aumento de riesgo para OP y FC. Mientras que este mismo genotipo con
un IMC 225kg/m? se relacion6 con proteccion para ambas enfermedades.
Conclusién: Se logr6 determinar la influencia de los polimorfismos de los ESRa y

ESRR, asi como del IMC en el riesgo de fractura de cadera y osteoporosis.



ABSTRACT

Introduction: Osteoporosis (OP) is a skeletal disorder characterized by a decrease
in BMD. It is related to age and female sex, especially in postmenopausal women,
since there is an abrupt decrease in estrogen levels and therefore in its protective
influence. Some polymorphisms of the Estrogen receptor (ESR) gene have been
studied in different populations, being or not associated with risk of osteoporosis and
hip fracture (HF), so it is important to study them in the Mexican population to
determine their influence on these pathologies. Objective: To analyze
polymorphisms in the estrogen receptor genes (ESRa and ESRp), to determine the
possible associations with osteoporosis and hip fracture, in a sample of Mexican
women with different BMI. Methodology: In a population of 491 Mexican mestizo
women (divided into three groups: control, hip fracture, and osteoporosis), 5
polymorphisms of the alpha and beta estrogen receptors were analyzed; through the
real-time PCR technique with specific TagMan assays for each SNP. Results: The
TT genotype of SNP rs4986938 was associated with an increased risk of OP
(p=0.03; OR 5.46 [1.34-24.81]). The heterozygous genotype of the rs9340799
polymorphism coupled with a BMI <24.9kg/m2 was found to be related to an
increased risk for OP and FC. While this same genotype with a BMI 225kg/m2 was
related to protection for both diseases. Conclusion: The influence of ESRa and
ESRf polymorphisms, as well as BMI, on the risk of hip fracture and osteoporosis

was determined.
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1. ANTECEDENTES

La osteoporosis (OP) es un desorden esquelético caracterizado por la disminucion
de la densidad mineral 6sea (DMO) y el deterioro de la microarquitectura del hueso
gue ocurre por un desacoplamiento entre los dos procesos de laremodelacion 6sea:
la formacion de hueso y la resorcion del mismo. Durante el envejecimiento, el
proceso de remodelacién Osea puede alterarse, de manera que se pierde el
equilibrio entre formacion y resorcion, lo cual puede conducir a la disminucién de la
masa y la densidad ésea y, eventualmente causar osteoporosis y fracturas, siendo

las fracturas de cadera las mas frecuentes y de mayor complejidad (1-3).

1.1. Epidemiologia de la osteoporosis

La densidad mineral 6sea se encuentra disminuida en edades avanzadas y afecta
principalmente a las mujeres, se conoce que en Estados Unidos la osteoporosis
tiene una prevalencia de 25 millones de victimas, y 34 millones se encuentran en
riesgo de desarrollarla, siendo un 80% del sexo femenino. En Espafia reporta 3
millones de personas diagnosticados, para América Latina se sabe poco a cerca de

estadisticas recientes, dado que existen pocos estudios sobre el tema (4,5).

En México para el afio 2005 se publicaron datos que nos menciona la situacion del
pais, donde el 17% de las mujeres de 50 afios 0 mas presentaron osteoporosis en
columna lumbar y 16% osteoporosis. La osteoporosis esta relacionada con el
aumento de la edad, conforme pasan los afos, la probabilidad de padecer
osteoporosis aumenta. Si consideramos que la esperanza de vida de los mexicanos
en promedio es por encima de los 75 afios y que el porcentaje de adultos mayores
aumenta, entonces podriamos extrapolar que en la actualidad mas del 17% de la
poblacioén tiene osteoporosis o0 presenta una disminucion de la densidad mineral

Osea detectada, sin mencionar el gran porcentaje de la poblacién que lo desconoce

(6).
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1.2 Diagnéstico y clasificacion de osteoporosis

Para la evaluacion de la densidad mineral 0sea y el diagnostico de osteoporosis se
pueden utilizar diferentes técnicas como Rayos X, ultrasonido, tomografia
cuantitativa, entre otros, sin embargo, el estandar es la densitometria 6sea (DXA),
ya que no solo medira la densidad mineral 6sea de columna y cuello femoral, si no
también se puede medir el riesgo de fractura. Para el diagnéstico a través de
densitometria 6sea la OMS (Organizacién Mundial de la Salud) clasifica la Densidad

Mineral Osea (Tabla 1) en:

Tabla 1.- Clasificacion de la Densidad Mineral Osea.

Estadio Valor de T-Score

Normal >-1.0

Osteopenia -1.0a-25

Osteoporosis <-2.5

Osteoporosis grave <-2.5 mas fractura por fragilidad

Tomado de la OMS, 2016 (7,8).
La osteoporosis se clasifica en:
Primaria
e Juvenil: aparece a los 8 0 14 afios de edad y remite en un lapso de 4 a 5
anos.
e |diopéatica del adulto joven: Aparece en hombres jévenes y mujeres antes de
la menopausia.
e Posmenopausica o tipo I: Como lo menciona su nhombre aparece varios afios
después de la menopausia.
e Dependiente de la edad o tipo Il: frecuentemente en adultos mayores de 75
afos.
Secundaria
Esta se debe a diversas causas entre las que podemos encontrar:
e Digestivas: Sindrome de malabsorcion (Ell, Celiaquia, Pancreatitis cronica,

Gastrectomia, etc.)
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e Endocrinas: Hipertiroidismo, Hiperparatiroidismo, Alteraciones de la
Hormona de Crecimiento, Hipogonadismo, Sindrome de Cushing, Defectos
Hormonales (hipofuncién ovarica, testicular).

e Genéticas: Sindrome de Turner, Sindrome de Klinefelter, Sindrome de
Marfan, etc.

e Tumorales

e Farmacoldgicas: Corticoides, Heparina, Fésforo, Inmunosupresores, etc.

Enfermedades Inflamatorias Croénicas: Artritis Reumatoide, LES, Espondilitis

Anquilosante (9-11).

1.3 Factores de riesgo

En el desarrollo de la osteoporosis intervienen diversos factores que se pueden
clasificar en no modificables y modificables; dentro de los primeros encontramos
sexo, edad, factores hormonales, etnia, herencia genética, la cual tiene una carga
hasta de un 80% y dentro de los segundos tenemos: estilo de vida, factores
nutricionales (consumo de calcio en la dieta, consumo de café), exposicion solar,

tabaquismo, actividad fisica.

Diversos estudios cientificos han corroborado numerosos factores de riesgo; todos
coinciden en que existe una mayor incidencia de osteoporosis en mujeres que en
hombres; la causa principal aparente es el descenso de niveles de estrégenos con
la llegada de la menopausia, dado que el proceso de resorcion ésea se ve
modificado y acelerado; se estima que la densidad mineral 6sea disminuye en un
2% a 5% al afio, en los primeros 5 a 10 afos subsiguientes a la detencion definitiva

de la menstruacion (12,13).

La edad es un factor transcendental, en la mujer se relaciona con la llegada de la
menopausia, sin embargo en conjunto con personas del sexo opuesto se ha
calculado que tener mas de 75 afios es un factor de riesgo para ambos, ya que no

solo significa procesos fisioldgicos enlentecidos (movilidad y absorcion intestinal,
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remodelacion 0sea), sino también la falta de actividad fisica que en muchos casos
se relaciona con limitaciones fisicas, el promedio de edad (mujeres mas longevas),
pérdida del equilibrio (aumenta riesgo de caidas y fracturas hasta eOn un 40%),
asociacion con enfermedades concomitantes; presencia de sarcopenia y aumento

de masa grasa que producen cambios en el IMC (12,14).

La alimentacion y los nutrientes que ingerimos a través de la dieta cumplen con un
rol primordial a lo largo de nuestra vida. Las vitaminas y minerales como el calcio y
la vitamina D, son fundamentales para una adecuada mineralizacién del hueso. Las
necesidades que la dieta debe proporcionar de Calcio (principal mineral en la
formacién de hueso) en adultos van desde los 1000-1300 mg/dia, incrementandose
sus necesidades conforme la edad avanza. En cambio, para la vitamina D se puede
obtener hasta en un 90% por exposicion solar y el 10% restante a través de los
alimentos. Quiza esto explique el por qué las poblaciones de etnia caucasica tienen
hasta un 75% de riesgo de fracturas y son mas propensas a tener menor densidad
mineral ésea, ya que su periodo de exposicién solar es deficiente en algunas épocas
del afo. Esta vitamina es esencial para la absorcién de calcio, ademas se ve
involucrada en la contraccion muscular, lo que representa en caso de deficiencia un

mayor riesgo de caidas (15,16).

Tanto la menopausia como las etapas previas y posteriores a ésta traen consigo
una serie de cambios que se han relacionado como factor de riesgo para una DMO

baja. Para ello debemos entender que elementos la componen.

En el climaterio se engloba el periodo comprendido de premenopausia, menopausia
y posmenopausia, que puede durar de 2 a 8 afios antes de la menopausiay de 2 a
6 afios posterior a esta. La Organizacion Mundial de la Salud define la menopausia
como el “cese permanente de la menstruacion, tras un periodo de doce meses
consecutivos de amenorrea, sin otra causa aparente patoldgica ni psicologica’
Torres Jiménez 2018. La presencia de la menopausia en las mujeres mexicanas va

desde los 45 a 55 afios, con una media de 48 afos. Perimenopausia se refiere al
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periodo de la dltima menstruacion y doce meses posteriores, mientras que la

posmenopausia se refiere a los afios posteriores a la Gltima menstruacién (17-19).

Un estudio realizado en la ciudad de Guadalajara en el afio 2013, encontré una
prevalencia de una por cada cuatro mujeres posmenopausicas incluidas en el
trabajo tenian osteoporosis, que es similar a las reportadas en estudios del centro
del pais (20).

Otros factores como el tabaquismo, consumo de bebidas alcohdlicas, paridad,
lactancia materna mayor a 6 meses, IMC <19kg/m?, inicio y fin de la menstruacion,
entre otros siguen siendo objeto de estudio, algunos con menor relacion y

especificidad con la osteoporosis (21).

Larelacion de osteoporosis, embarazo y lactancia es algo contradictorio, en algunos
estudios se menciona como un factor de riesgo, ya que en esta etapa existe una
movilizacién de calcio de la madre para el desarrollo del feto, ademas si se decide
aportar lactancia por mas de seis meses, la pérdida de masa 0sea puede ser de 1-
6% (22). Sin embargo, se menciona que se recupera al cabo de algun tiempo (2-6
meses) posteriores al embarazo y lactancia. También existe la teoria de que el
embarazo actia como un factor protector, dado que los niveles séricos de varias
sustancias circulantes aumentan, entre ellas podemos encontrar las hormonas
(estrégenos), vitamina D y también los depositos de grasa, los cuales en conjunto
evitarian un descenso excesivo de los niveles de DMO (23). En un estudio realizado
en San Luis Potosi participaron 243 mujeres con mas de un afio de menopausia, se
analizaron edad, edad de menarca, lactancia, numero de hijos, encontrando que el
namero de hijos y lactancia no se encontraban relacionados con la osteoporosis,
pero las mujeres de mayor edad si se encontraban relacionadas con una densidad

mineral menor, asi como la edad de menarca (=13 afos) (24).
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1.4 indice de Masa Corporal

El indice de Masa Corporal se utiliza como uno de los indicadores del estado
nutricional, se calcula dividiendo el peso en Kilogramos entre la estatura en metros
cuadrados del sujeto. Este nos sirve como indicador general de la relacion peso-
altura y se pude catalogar al adulto de acuerdo con la clasificacion de la OMS en
(25,26):

Bajo peso: <18.4 kg/m2

Peso normal: 18.5-24.9 kg/m2

Sobrepeso: 25-29.9 kg/m2

Obesidad: 230.0 kg/m2

Entre los cofactores asociados con la osteoporosis, estan el sobrepeso y la
obesidad. Existe mucha discrepancia entre los resultados publicados, ya que
algunas investigaciones concluyeron que la obesidad es un factor protector tanto
para osteoporosis como para fracturas por fragilidad. Algunos autores reportaron
gue las fuerzas mecanicas alas que es sometido el esqueleto de una persona obesa
estimulan el proceso de osteogénesis (formacion ésea) y que, por tanto, estas
personas tienen menor riesgo de padecer osteoporosis. Sin embargo, otras
investigaciones concluyeron que es un factor que incrementa el riesgo de padecer

osteoporosis (27).

En un estudio realizado por Yuan y cols. 2018 para comprobar el efecto que induce
la obesidad en las anomalias metabdlicas de la densidad mineral 6sea, se dividieron
los 6776 sujetos participantes en dos categorias de cuatro grupos, la primera
categoria era IMC dividiéndose en bajo peso, normopeso, sobrepeso y obesidad; la
segunda categoria era porcentaje de grasa corporal que se dividio en cuartiles (Q1-
Q4) de menor a mayor porcentaje respectivamente. Dentro de los resultados de este
estudio se encontré que existe una asociacion entre bajo peso y normo peso con

una DMO menor, asi como con un porcentaje de grasa categorizado en el Q1 (27).
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Sin embargo, existen otros estudios que indican que un alto IMC >25kg/m? es un
factor de riesgo para osteoporosis. Kumar y cols. 2016 expusieron en sus resultados
gue un IMC alto (sobrepeso y obesidad) y edad avanzada estaban asociados con
un mayor porcentaje de sujetos con osteopeniay osteoporosis, en una poblacion de
273 individuos. Aunque mencionan que no se asocio el IMC con riesgo de fractura
(28).

Existen otros factores que junto con el IMC aumentan el riesgo de osteoporosis,
como el perimetro de cintura que se asocia con una obesidad central o adiposidad
visceral. Existen diversas teorias del mecanismo por el cual ésta disminuye la DMO,
siendo la mas mencionada la intervencion de diversas moléculas como IL-6, IL-1
TNF-a que causan un estado de inflamacién general y afectan el metabolismo éseo.
Sujetos con mayor peso, presentan una mayor produccion de leptina (producida por
tejido adiposo blanco), que en conjunto con los estrégenos se asocia como un factor
protector, por la formacion de hueso que se induce. La explicacion de por qué en
ocasiones es factor de riesgo y en otras de proteccion podria encontrarse en que
algunos autores mencionan que la grasa subcutanea del cuerpo tiene efecto

protector y la visceral es riesgo para osteoporosis (29-31).

Las interrelaciones entre células grasas y 6seas se han explorado intensamente,
sin embargo, el mecanismo implicado aun no esta totalmente dilucidado, debido a
gue la relacion entre grasa y hueso es compleja e incluye relaciones tanto

sistémicas como locales (32,33).

En México, los reportes de la ENSANUT 2016 mencionan que la prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad (IMC >25 kg/m2) es mayor en mujeres (75.6%)
en comparacion con los hombres (64.9%) y la prevalencia de obesidad (IMC =30
kg/m2) es mayor en mujeres (38.6%) que en hombres (27.7%). Queda claro
entonces, que tanto el género, como el IMC son factores importantes en la poblacion
mexicana. A estos factores se suma el riesgo inherente a la edad, el cual cobra adn
mas importancia debido a que afio con afio aumenta la poblacion de adultos

mayores (34,35).
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1.5 Fracturas

El aumento de la edad se relaciona con diferentes situaciones fisiologicas no
favorables, la disminucién de la densidad mineral 6sea es una de ellas. La
osteoporosis y su principal consecuencia, las fracturas, son un problema de salud
publica en el mundo debido al nimero de personas que afectan y a la discapacidad
causada, lo cual implica altos gastos de atencion, tratamiento y rehabilitacion para
el sector de salud de la poblacion afectada. Se estima que una de cada 12 mujeres
mexicanas de méas de 50 afos, sufrird una fractura de cadera. En el afio 2010 las
fracturas por fragilidad implicaron costos de atencion médica mayores a 250
millones de délares; en ese mismo afo se invirtieron 154.9 millones de doélares en
la atencion de pacientes con osteoporosis y osteopenia (disminucién de la DMO,
condicion previa a la osteoporosis). Se estima que en 2015 los gastos seran 19.2%

mas altos que en 2010 y para el 2020 se incrementaran 41.7% (36,37).

Las fracturas por fragilidad son producidas por un bajo impacto, debido a que la
persona padece osteoporosis u osteopenia incrementa el riesgo de fractura.
Ademas de una baja densidad mineral 6sea, la edad es un factor asociado a las
fracturas por fragilidad, la menopausia precoz, tabaquismo, la nuliparidad,
antecedentes familiares, artritis reumatoide, entre otros. Los sitios mas comunes
para sufrir una fractura por fragilidad son: mufieca, humero, columna vertebral y
cadera, siendo estas dos Ultimas més limitantes. Una fractura de cadera aumenta
la mortalidad un 15y 25% en personas mayores de 70 afios, ademas de incrementar
un 50% la posibilidad de padecer otra fractura (38-40).

1.6 Genes implicados en la osteoporosis

Un gran namero de genes cuyos productos estan involucrados en el metabolismo
del hueso se han asociado con diferentes niveles de participacion en la
determinacion del fenotipo 6seo y todos ellos juegan un papel determinante en el

desarrollo y mantenimiento del hueso. Entre los mas estudiados se encuentran la
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aromatasa (CYP19), el receptor de vitamina D (VDR), interleucinas 6 (IL6) e IL1, asi
como sus receptores (IL6R e IL1R), el gen de calcitonina (CT), colagena 1 alfa 1
(Col1Al), la proteinarelacionada con el receptor de la lipoproteina de baja densidad
5 (LRP5), el gen del receptor de paratohormona tipo 1 (PTHR1), los genes del
receptor activador del factor nuclear kappa B y su ligando (RANK y RANK-L) vy el
de osteoprotegerina (OPG), los genes de receptores de estrogenos alfa y beta
(ESRa y ESRp), entre otros (41).

Un gran numero de receptores nucleares funcionan como factores de transcripcién
de genes que regulan importantes procesos fisiolégicos, entre ellos, la osteoporosis.
Dentro de los genes relacionados en esta enfermedad estan los Receptores de
estrogenos (RE) debido a que juegan un papel importante en la determinacion de la
masa Osea inhibiendo la actividad osteoclastica y estimulando la actividad
osteoblastica mediante la union de su ligando, los estrogenos. Los RE son
importantes mediadores de los efectos de los estrogenos sobre el hueso, tanto en
el desarrollo y crecimiento como en la vida adulta para mantener el equilibrio entre
resorcion y formacion Osea. Estos receptores se expresan en osteoblastos y
osteoclastos y en varios tipos celulares de médula 6sea, ademas de otros tejidos
(42-46). EI nivel bajo de estrégenos es uno de los principales factores que
desencadenan la disminucion de la DMO y osteoporosis en las mujeres después de
la menopausia. Un equivalente de la menopausia femenina ocurre en hombres por
mutaciones inactivantes en el gen del receptor de estrégenos, produciéndose
osteoporosis severa. De aqui la importancia de hacer estudios de asociacion con

estos genes (47).

El papel de los estrégenos en el cuerpo es muy importante, se encuentran en
muchos 6rganos (higado, cerebro, érganos reproductores, rifién, etc.) y tienen
diferentes funciones dependiendo de la localizacion. En la mujer son las principales
hormonas sexuales hasta la menopausia, donde existe un descenso en los niveles
de éstos. En el hueso los osteoblastos, osteoclastos y osteocitos poseen elementos

de respuesta a estrogenos, al unirse con elementos coactivadores y ejercer su
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funcién en el DNA, codifican para diferentes genes participantes en la remodelacion
0sea que tienen actividad antiapoptética de los osteoblastos y proapéptotica en los
osteoclastos a través de la inhibicion o inactivacion de diferentes cascadas de
respuesta tales como RANNK/RANKL/OPG, IL-6, etc (48).

1.6.1. Polimorfismos génicos y osteoporosis

Debido a que la osteoporosis es una enfermedad multigénica y multifactorial, los
estudios de asociacion de polimorfismos con la DMO son una forma de conocer la
susceptibilidad genética de nuestra poblacion. Algunos cambios en la secuencia de
los genes involucrados en el metabolismo 0seo pueden tener efectos importantes
en el fenotipo, ya sea que se localicen en regiones codificantes o no; otros pueden
provocar variaciones sutiles, sin embargo, los cambios polimorficos en muchos
casos no ejercen un efecto directo sobre la DMO vy el riesgo de fractura, sino que el
polimorfismo se hereda junto con el o los verdaderos agentes causales y por eso
pueden ser utilizados como marcadores de alto riesgo o de proteccion (49).

Un polimorfismo es una variacion en un lugar especifico en la secuencia del DNA,
los mas comunes son los polimorfismos de una sola base o SNP’s por sus siglas en
inglés. Para que podamos considerarlo como tal, es necesario que la frecuencia del
alelo variante en la poblacion sea al menos, de 1% (50).

Muchos polimorfismos se han asociado con variaciones en la DMO, con
osteoporosis y con fractura. Se han realizado estudios de polimorfismos en diversos
genes de diferentes poblaciones encontrando asociaciones con DMO, osteoporosis
o fracturas. Sin embargo, un mismo polimorfismo que se reporta con asociacién en

una poblacion, puede no encontrarse asociado en otra (51).

Especificamente en la poblacibn mexicana se han reportado varios polimorfismos
asociados con diferentes condiciones 6seas como osteoporosis y fractura en
diferentes regiones anatémicas. Un microsatélite (CA)n en el gen de la calcitonina
(CT), se asoci6 con osteoporosis y baja DMO en columna; el microsatélite (TA)n en

el gen del receptor de estrogenos 1 (ESRa) no presentd ninguna asociacion y el
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SNP G2014A en el mismo gen, se asocio con osteoporosis en columna. En el caso
del gen de IL6, el polimorfismo de IL6 G572C, se asocio con fractura de cadera,
pero otros polimorfismos en el mismo gen y el de su receptor no se encontraron
asociados ni con fractura ni con osteoporosis. El polimorfismo Spl en el gen Col1Al
se asocio con osteoporosis en columna. En el gen CYP19, un microsatélite en
combinacion con un polimorfismo in/del, se encontré asociado con alto riesgo de
fractura de cadera (52-55).

Polimorfismos en ESRa, como los rs2234693 y rs2228480, se han asociado con
baja DMO (<1.00 g/cm?), con osteoporosis y fractura en poblaciones diversas. En
ESRB se han reportado polimorfismos asociados con la DMO; entre los mas
estudiados estan el rs4986938 y el rs1256031, pero hay varios recientemente

descritos cuya asociacion con osteoporosis se ha demostrado (45,51,55).

Diferentes SNP’s o polimorfismos de un solo nucleétido en los receptores de
estrégenos alfa (RE a) se han asociado con riesgo de fractura y osteoporosis. En
un estudio realizado con 1301 mujeres pre y perimenopausicas de cuatro etnias
diferentes (afroamericanos, caucasicos, chinos y japoneses) que oscilaban en
edades de 42 a 52 afos se analizaron 6 polimorfismos; entre ellos el rs9340799 que
tiene un cambio de A/G, el cual no se encontré asociado con DMO en columna ni
cadera, en estas poblaciones (55). Aunque el polimorfismo de un solo polimorfismo
no se encuentre asociado a riesgo de fractura u osteoporosis, podria ser que

formando haplotipo con otros polimorfismos, si se asocie (45).

El polimorfismo rs1801132 del gen ESRa se ha asociado en una poblacion de
hombres europeos con DMO en talén solamente en su presentacion heterocigoto
(CG), mientras que en una poblacion mixta de sujetos mayores de 50 afios el
haplotipo GCA conformado por los polimorfismos rs1801132, rs3030314 vy
rs1884051 del ESRa se marcd como factor protector para fractura de cadera
(58,59).
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El polimorfismo rs1999805 del gen ESRa en una muestra de 1753 mujeres
postmenopausicas Chinas seleccionadas al azar se asocié con mayor riesgo de

fracturas vertebrales (60).

Dentro del ESRa también podemos encontrar el polimorfismo rs3020331 que
presenta un cambio de C/T, un estudio realizado por Hidalgo Bravo y cols. en una
poblacién de 423 mujeres postmenopdausicas mexicanas encontraron que este

polimorfismo se asocia con fractura de cadera (61).

Shang y cols. en el afio 2016 exploraron diferentes polimorfismos entre ellos el
polimorfismo rs2234693 con un cambio de C/T, en el estudio realizado con 474
mujeres con menopausia y mujeres sanas de origen kazajo y chinas, encontraron

gue esta asociada con DMO disminuida y osteoporosis (62).

Farias Cisneros y cols. 2019 encontraron el polimorfismo rs3020404 con un cambio
de A/G asociado a fracturas de radio distal en 383 mujeres mexicanas

postmenopausicas (63).

Dentro del receptor de estrogenos beta (ESRR) el polimorfismo rs4986938 se ha
estudiado en 641 italianas premenopausicas en un rango de edades de 20 a 50
afos, encontrandose asociado con riesgo de fractura de cadera con los genotipos
AA Yy AG (45).

El haplotipo CC formado por los polimorfismos rs1256031 en conjunto con
rs4986938 en una poblacién mixta de 7983 holandeses, se encontré asociado con
alto riesgo de fractura vertebral, mientras que en un estudio igualmente en una
poblacién mixta, pero de estadounidenses, se encontrd asociado con baja DMO de
cadera formando el con otros polimorfismos (64,65). Estos estudios se pueden
observar en la Tabla 2. Por estas razones es importante analizar los diferentes

polimorfismos en las poblaciones, incluso dentro de un mismo pais podemos
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encontrar variabilidad genética, ya sea dada por una abundante o escasa afluencia

poblacional, factores demogréficos o algunos otros factores asociados.

La presencia de un polimorfismo en el DNA puede significar una modificacion en los
niveles de la proteina. En el caso de los polimorfismos a estudiar (Tabla 3) se
encontré que un estudio en personas con Alzheimer reporté que el polimorfismo
rs9340799 causa un aumento en la transcripcion del gen, sin embargo, no se han
reportado efectos especificos en el metabolismo 6seo (66).

El polimorfismo rs1801132, produce un cambio sinénimo, es decir, no afecta al
aminoacido, sin embargo, se propuso que el cambio podria afectar la sintesis de
RNAm sin lograr obtener resultados definitivos (67).

Se planteé que el polimorfismo rs4986938 podria causar una alteracién en la
estabilidad de RNAm y en los niveles de proteina, pero de igual forma no se
comprobo (68).

Para los polimorfismos rs1999805 y rs1256031 hasta la fecha no se han reportado

efectos sobre la sintesis o procesamiento del RNAm.
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Tabla 2. Estudios de asociacion con polimorfismos del RE alfa y beta en alteraciones 6seas.

GEN rs CAMBIO | REFERENC | TIPO DE ASOCIACION n CARACTERISTICAS DE | NACIONALIDAD
IA LA POBLACION
Greendale y | No asociado con DMO en 295 | @ Afroamericanas Estadounidenses
cols., 2006. | columna ni cadera. 693 | ¢ Caucasicas
151 | @ Chinas
162 | @ Japonesas
rs9340799 AIG 42 a 52 afos
Massart y Mujeres con el genotipo GG de 641 | Q premenopausicas de Italianas
cols., 2009. | éste, combinado con CC del 20 a 50 afos
2234693 (haplotipo CCGG), con
extremidades de mayor tamario.
Limery CG Baja DMO en tal6n 2982 | & 40-79 afios Europeos
rs1801132 C/G cols., 2009.
Receptor de
estrogenos a Velascoy El haplotipo GCA (rs1801132, 258 | 4 250 afios Espafioles
cols., 2010. | rs3020314 y rs1884051), es 529 | Q =50 afos
protector (OR=0.17) de Fx de 159
cadera. 794
rs1999805 AIG Luoy cols., | Con mayor riesgo de fracturas 1753 | @ Postmenopdausicas Chinas
2014. (OR=1.63).
rs4986938 CIT Massart y Asociado con Fx cadera 641 | @ Premenopausicas de Italianas
cols., 2009. | (OR=2.38). 20 a 50 afos
rs1256031 AIG Rivadeneira | Alto riesgo de fx (OR=1.8) 7983 | &'y Q Menores de 55 Holandeses
y cols., vertebral con haplotipo (CC) anos
2006. formado rs4986938. Los
portadores de este haplotipo
Receptor de tienen 40% mayor riesgo de fx de
estrégenos por fragilidad en comparacion con
no portadores y heterocigotos.
Baja DMO en cadera de mujeres | 723 | & No relacionados Estadounidenses
Shearman y | en forma de haplotipo (C-23CA- 795 | @ No relacionadas
cols., 2004. | T).
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Tabla 3. Papel de los polimorfismos del ERa y ERB en el metabolismo 0seo.

GEN (rs) Genotipo Efecto funcional Referencia
ERa (rs9340799) A-G Leve aumento en la transcripcion del gen Maruyama
(Alzheimer). y cols.,
2000.
ERa (rs1801132) C-G Cambio prolina por prolina. Se propuso que
el cambio podria afectar la sintesis de Juraday
RNAmM y/o su estructura secundaria, y en cols.,
consecuencia la disponibilidad de la 2001.
proteina. No se demostro (Osteoporosis).
ERa (rs1999805) G-A Hasta el momento no se ha reportado que
el cambio afecte la sintesis del RNAm o su
procesamiento.
ERB (rs4986938) C-T Podria alterar estabilidad de RNAm y Curroay
niveles de proteina. Sintesis reducida de cols.,
ERP (Osteoporosis). 2011.
ERPB (rs1256031) G-A No existen reportes hasta la fecha de que

el cambio tenga algun efecto sobre la
sintesis o el procesamiento del RNAm.
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2. JUSTIFICACION

Debido a las consecuencias fisicas y socioecondémicas que ocasiona la
osteoporosis, el estudio de este padecimiento se debe abordar desde diversos
aspectos tanto médicos, epidemiolégicos y moleculares con miras hacia la
obtencion de sistemas de deteccion temprana y prevencion, asi como la estimacién

de riesgo por factores clinicos, ambientales y genéticos.

El andlisis de polimorfismos genéticos en blsqueda de asociaciones con fenotipos
0seos permite establecer diferencias entre etnias y determinar marcadores
genéticos de riesgo especificos para diferentes poblaciones. Es necesario seguir
ahondando en la identificacién de nuevos marcadores de riesgo y una vez que se
cuente con un andlisis mas amplio en lo que respecta a marcadores de riesgo, se
podra considerar establecer una bateria de marcadores que puedan explorarse en
poblacién abierta y nos den un panorama de la susceptibilidad genética de toda la

poblacién mexicana.

Una de las variables mayormente asociada con Densidad mineral 6sea es el indice
de masa corporal. La malnutriciéon y el IMC (alto o bajo) casi siempre van de la mano
y en las Ultimas décadas, la incidencia y prevalencia del sobrepeso y la obesidad
han aumentado en forma importante. Es por esto que el analisis de esta variable
como un factor predisponente o como protector, en conjunto con los estrégenos y
sus polimorfismos nos pueden marcar pautas para el abordaje no solo genético, si

no también nutricional del estudio de la osteoporosis y de las fracturas de cadera.

El analisis de polimorfismos en los genes ESRa y g, el IMC y su posible asociacion
con osteoporosis y/o con fractura de cadera, se integrara al resto de resultados de
la linea de trabajo del laboratorio de la que forma parte este proyecto, lo cual,
permitira a largo plazo obtener perfiles de riesgo que predispongan a la presencia
de osteoporosis y a la ocurrencia de fracturas en mujeres mexicanas peri y

postmenopausicas.
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3. HIPOTESIS
El indice de masa corporal y los polimorfismos en genes de receptores de

estrogenos (ESRa, ESR/p) se encontraran directamente relacionados con el riesgo

de padecer osteoporosis y fractura de cadera en mujeres mexicanas.

4. OBJETIVO GENERAL
Analizar polimorfismos en genes de receptores de estrégenos (ESRa, ESRp), para

determinar las posibles asociaciones con osteoporosis y fractura de cadera, en una

muestra de mujeres mexicanas con diferentes IMC.

5. Objetivos particulares
= Determinar la distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas de cada

polimorfismo analizado en mujeres con osteoporosis, mujeres con fractura
de cadera y en mujeres sin ninguna de las dos patologias antes
mencionadas.

= Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de casos y controles.

= Determinar si existen diferencias en el riesgo de padecer osteoporosis 0
fractura de cadera entre las mujeres dependiendo del indice de masa
corporal.

= Determinar si hay asociacién entre alguno de los genotipos encontrados con

el IMC vy el riesgo para desarrollar osteoporosis y fractura de cadera.
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6. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

6.1 Disefio de estudio
Estudio observacional, transversal, casos y controles.

6.2 Universo de trabajo y muestras bioldgicas
Las pacientes, fueron casos consecutivos que asistieron al servicio de densitometria

o bien al servicio de traumatologia del Instituto Nacional de Rehabilitacién Luis
Guillermo Ibarra Ibarra(INR-LGII). El presente estudio esta en concordancia con los
acuerdos de Helsinki, fue evaluado y aprobado por el comité ética del INR-LGII con
nimero de registro: 14/16 (anexo 1). Todas las participantes firmaron una carta de
consentimiento informado para participar en el estudio. La informacién clinica
necesaria y los factores de riesgo importantes en osteoporosis se obtuvieron por
aplicacion de un cuestionario. Posteriormente se tomd6 una muestra de sangre

periférica en 1 tubo de 4ml con EDTA como anticoagulante (vacutainer).

Para la determinacion del IMC, talla y peso se tomaron con la bascula y estadimetro
gue se encuentra en el area de consulta o en el area de densitometria, solo en los
casos que no fue posible (mujeres con fractura), se procedi6 al autoreporte de peso

y talla.

6.3 Tamafo de muestra

Se determin6 tamafio de muestra (Tabla 4) para estudios de casos (fractura de
cadera y osteoporosis) y controles (sin ninguna de las dos condiciones
anteriormente mencionadas) con una proporcion de 1:1, el cual fue obtenido con la
frecuencia del alelo reportado de riesgo para cada SNP en poblacién mexicana y la
prevalencia de exposicion en el grupo control, la prueba se realizé con un poder de

80% y un nivel de confianza del 95% que se expresa en la siguiente férmula (69):

n = [21-a/,4/20(1 = p) + 21_p/p1(1 — p1) + p2(1 — p2) |*
(p1 - p2)*

pl: probabilidad de exposicion entre casos.
p2: probabilidad de exposicion entre los controles
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Z1_q/,- 1.96 (valor de z a nivel de confianza del 95%)

z,_p5: 0.84 (valor de z de poder de confianza del 80%)

Tabla 4.- Frecuencia de polimorfismos de riesgo para osteoporosis y muestra requerida para un
estudio de casos y controles.

Gen (rs) Frecuencia genotipica, n (%) Frecuencia Ref. Tamafio de
alélica muestra requerida
estudio de casos y
controles®
Alelo n Homocigoto Heterocigoto Homocigoto p° qc Casos Control
mutante Wild-type mutante
ESRa (9340799) G 491 288 (58.66) 159 (32.38) 44 (8.96) 0.74 0.26 70 16 16
ESRa (1999805) A 491 133 (27.09) 236 (48.06) 122 (24.85) 0.51 0.49 63 9810 9810
ESRa (1801132) G 491 241 (49.08) 188 (38.29) 62 (12.63) 0.72 0.28 58 19 19
ESRf (4986938) T 491 361 (73.52) 111 (22.61) 19 (3.87) 0.80 0.20 45 10 10
ESRB (1256031) A 491 209 (42.57) 219 (44.60) 63 (12.83) 0.60 0.40 65 97 97

p° alelo wild-type. ¢ alelo mutante. ¢ Poder de 80% y un intervalo de confianza de 95%.

6.4 Criterios de inclusion

Se estudiaron mujeres mestizas mexicanas (entendiendo mestizo como la

mezcla entre indigenas, espafoles y africanos, principalmente) no
relacionadas (sanguineamente) entre si, con al menos 3 generaciones de
ancestros mexicanos, con apellidos de origen espafol, que aceptaran
participar voluntariamente en el estudio mediante la firma de un
consentimiento informado.

Mujeres provenientes de estados del centro, sur y sureste de México y cuyos
ancestros informados provengan del mismo estado o de estados vecinos.
Esto debido a que en estudios anteriores hemos observado que cuando se
incluyen sujetos de estados del norte del pais, hay mayor variabilidad.
Mujeres premenopausicas y postmenopausicas = 48 afios.

Mujeres con osteoporosis, que se clasificaran de acuerdo a los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (con un valor de T-score por debajo
de -2.5).

Mujeres con fractura de cadera que lleguen a la sala de traumatologia del
INR.

Como controles, se captaron mujeres sin osteoporosis, (valor de T score
mayor de -1) y mujeres sin fractura de cadera actualmente o que la haya

sufrido antes.
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6.5 Criterios de exclusion
- Familiares en cualquier grado de sujetos (se determinara por la relacion de

apellidos en las encuestas) que estuvieran participando en el estudio.

- Mujeres que presenten enfermedades relacionadas con el metabolismo 6seo
(las enfermedades se registran en el historial de los pacientes).

- Mujeres que hayan estado o estuvieran en tratamiento con farmacos que

afecten el metabolismo 6seo.

6.6 Criterios de eliminacion
- Mujeres en las que no se pudiera obtener muestra de DNA para estudio

molecular.

- Muestras de DNA que no tuvieran la cantidad y calidad necesarias para
realizar alguno de los procedimientos necesarios para la investigacion.

- Pacientes que no aceptaran participar en el estudio y no firmaran el

consentimiento informado.

6.7 Densidad Mineral Osea
Se realizé analisis densitométrico de columna y cadera por absorciometria dual de

rayos X (Hologic Discovery) para clasificar a las pacientes en osteoporéticas y no
osteoporéticas de acuerdo con los criterios de la OMS basados en el valor T score
(Osteoporosis: T-score por debajo de -2.5; no osteoporosis: T score mayor de -1)
(71,72).

6.8 Obtencion de acidos nucleicos
A partir de los leucocitos se obtuvo el DNA gendmico con kit Puregene (Quiagen).

ElI DNA se cuantificd espectrofotométricamente (Aze0) y se almaceno a -20°C, previa

preparacién de una dilucién de trabajo que se almaceno también a -20°C.

6.9 Genotipificacion
La genotipificacion se realizd por PCR en tiempo real con ensayos TagMan

especificos para cada SNP. Las sondas se marcaron con VIC y FAM (uno para cada
alelo) (Life Technologies). La PCR se efectué en el equipo StepOne (Applied
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Biosystems) en placas de 48 pozos. La reaccion se llevo acabo en 10 microlitros,
conteniendo Master mix (1X), la sonda (100 nM), primers (900 nM de cada uno) y
DNA (12.5 a 25 ng). El programa de amplificacion consistié en un ciclo inicial de 10
min a 95°C y 40 ciclos de 15 seg a 92°C y 1 min a 60°C.

La obtencion de acidos nucleicos y la genatificacion se realizdé en la clinica de
osteoporosis del Instituto Nacional de Rehabilitacion, en el laboratorio de genética

de la Dra. Leonora Casas.

Tabla 5. Descripcion de los polimorfismos estudiados.

GEN [ Producto Localizacion [ Exon/ Cambio Secuencia
Cromosoma Intrén 5-3
ERa | Receptor de 5340799 Intron1 AG TTCCCAGAGACCCTGAGTGTGGTCTIAIGIGAGTTGGGATGAGCATTGGTCTCTA
estrbgenos 1999205 Intron2 GlA CGTACCCAGAAAGCTCTTAGATTGTIAIGIAATGCTGAGGGAACACTGGGAGATT
1 & 1801132 Exdn 4 CiG GTGCCTTGTTGGATGCTGAGCCCCCIC/GIATACTCTATTCCGAGTATGATCCTA
ERE | Receptor de 49369338 Intrén 8 CiT GACACACTGGAGTTCACGCTTCAGCICMTGTGACCTCTGTGGGCCAGTTCACT
estrbgenos 14 UTR-3
2 1256031 Intrén 2 GIA TCTAAACACAGCCCAGAAAACAAGGIAIGIGATTGTGAACTGAGACCCTCCTAGC

ERa: Receptor de estrogenos alfa. ERp: Receptor de estrogenos beta.

6.10 Disefio de analisis estadistico

Se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada polimorfismo en cada uno
de los grupos analizados. La prueba de t de student se utilizé para comparar entre
grupo control y casos las siguientes variables: edad, IMC, inicio de menarca, Ultima
menstruacion, aflos de menopausia y numero de hijos, considerando como un valor
estadisticamente significativo una p <0.05. Los resultados se expresan como media

+ desviacion estandar (X + DE).

La comparacion de las variables de estilo de vida y comorbilidades de los diferentes
grupos se obtuvieron por la prueba de Ji cuadrada (X?). También se utilizé la prueba
de X2 para comparar las frecuencias y se realizaron analisis uni y multivariado para
estimar la probabilidad de padecer osteoporosis o fractura de cadera comparando

los genotipos como efecto principal. Se obtuvo la OR (Odds Ratio) para determinar
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el riesgo asociado con los genotipos y alelos de cada polimorfismo. Se determinaron
los modelos de regresién logistica y la interacciéon de covariables. Se utilizé el
modelo MDR (Multifactor dimentionality reduction, por sus siglas en inglés) para
detectar interacciones gen-gen, es un modelo no paramétrico que no supone ningun
modelo de herencia y analiza genotipo de diferentes genes. Para el analisis de los
datos se utilizaron los programas SPSS version 21., GraphPad Prism versiéon 8.0.1.

y Multifactor Dimensionality Reduction version 3.0.2.
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7. RESULTADOS

Se analizaron 5 polimorfismos en los genes de los ESRa y ESRB en 491 muestras
gue se distribuyeron en tres grupos: controles (n=184), fractura de cadera (n=142)
y osteoporosis (n=165). Se determiné el Equilibrio de Hardy-Weingber (EHW) para
todos los polimorfismos en cada grupo, en el grupo control el polimorfismo
rs4986938 no se encontré en EHW y para grupo fractura de cadera el polimorfismo

rs1801132 tampoco se encontré en EHW.

La descripcion de las caracteristicas demogréficas se puede observar en la Tabla
6. Se obtuvieron diferencias significativas para las variables edad (p<0.001), IMC
(p<0.001), afios de menopausia (p<0.001) y numero de hijos (p<0.001) tanto para
el grupo fractura de cadera como para osteoporosis; mientras que las variables edad
de menarca (p=0.004) y edad de la ultima menstruacion (p=0.035), tuvieron

diferencias significativas solamente para el grupo osteoporosis.

En la Tabla 7 observamos que las variables que presentaron diferencias
estadisticamente significativas comparando a las mujeres del grupo control contra
las del grupo fractura de cadera fueron: consumo de café (p<0.0001; OR 0.10 [0.06-
0.17]), hipertension (p<0.0001; OR 4.00 [2.44-6.39) y diabetes (p<0.0001; OR 4.40
[2.49-7.81]). Mientras que, en la comparacion del grupo control contra el grupo
osteoporosis, las variables que presentaron diferencias estadisticamente
significativas fueron: consumo de café (p=0.009; 0.52 [0.31-0.87]), artritis (p=0.039;
OR 2.27 [1.05-4.84]), hipertension (p=0.036; OR 2.50 [1.54-3.96]) y diabetes
(p=0.038; OR 1.88 [1.03-3.51])).
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Tabla 6.- Caracteristicas demograficas de los grupos control, fractura de cadera y osteoporosis.

Variable Controles Fractura p Osteoporosis p
(n=184) (n=142) (n=165)

Edad (afios) 58.24+8.12 70.80+ 8.04 <0.001 69.96+9.44 <0.001
IMC (kg/m?) 28.63+4.09 25.87+4.49 <0.001 25.05+3.91 <0.001
<24.9 kg/m? 33 (17.93%) 62 (43.66%) 87 (52.73%)

>25 kg/m? 151 (82.07%) 80 (56.34%) 78 (47.27%)

Edad de Menarca (afios) 12.86+1.50 13.11+1.67 0.161 13.32+£1.52 0.004
Edad de ultima menstruacion (afios) 47.16+5.66 46.7415.84 0.528 45.75+6.38 0.035
Afos de menopausia 11.83+9.14 24.1819.54 <0.001 23.98+£11.04 <0.001
Numero de hijos 2.57+1.72 4.15+3.40 <0.001 4.15+3.85 <0.001

Media} + desviacion estandar (X = DE) o como n y porcentajes (%). gl: grados de libertad. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
IMC: Indice de Masa Corporal (clasificado por los puntos de cortes de la OMS). Se utilizé la prueba de t de student.

Tabla 7. Variables de estilo de vida y comorbilidades de los grupos control, fractura de cadera y osteoporosis.

Variable Controles  Fractura OR (IC 95%) p Osteoporosis OR (IC 95%) p
(n=184) (n=142) (n=165)
Consumo de Café Si 150 Si37  0.10(0.06-0.17) <0.0001 Si 115 0.52 (0.31-0.87)  0.009
No 34 No 86 No 50
Tabaquismo Activo Si 29 Si18 0.78 (0.42-1.42) 0.432 Si 20 0.74 (0.39-1.37) 0.328
No 155 No 124 No 145
Artritis Si 10 Si9 1.17 (0.49-3.01) 0.739 Si 19 2.27 (1.05-4.84) 0.039
No 173 No 133 No 145
Hipertension Si 40 Si 75 4.00 (2.44-6.39) <0.0001 Si 67 2.50 (1.54-3.96) 0.001
No 143 No 67 No 97
Diabetes Si 20 Si 50 4.40 (2.49-7.81) <0.0001 Si31 1.88 (1.03-3.51) 0.038
No 162 No 92 No 133

Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05). Se utilizé la prueba de X>.
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Las frecuencias genotipicas, alélicas y la asociacion de los polimorfismos en los
genes ESRa y ESRg con fractura de cadera y con osteoporosis, se describen en la
Tabla 8. El genotipo TT del polimorfismo rs4986938 se asocid con riesgo elevado
de osteoporosis (p=0.03; OR 5.46 [1.34-24.81)).

En la Tabla 9 se muestra la asociacion de los polimorfismos con fractura o con
osteoporosis, en mujeres con un IMC igual o menor a 24.9 kg/m?, en donde
encontramos que en el grupo fractura de cadera el genotipo AG del polimorfismo
rs9340799 se encontré asociado con un aumento del riesgo 6.3 veces mayor
(p=0.0002) en comparacion con el grupo control. Mientras que, para el grupo
osteoporosis este mismo genotipo se asocié con un aumento del riesgo de 3.96
veces (p=0.002). Las deméas comparaciones no presentaron diferencias

estadisticamente significativas.

También se analiz6 la asociacion de los polimorfismos en mujeres, con un IMC
225.0 kg/m? (Tabla 10). EI genotipo AG del polimorfismo rs9340799 mostrd
diferencias estadisticamente significativas, en este caso se asocié con disminucién
del riesgo, tanto de fractura (p=0.02; OR 0.50 [0.28-0.90]), como de osteoporosis
(p=0.03; OR 0.53[0.29-0.98)).

Se analizé la interaccion de los genotipos con las variables: diabetes, artritis,
hipertension y con consumo de café, para lo cual se subdividieron los grupos en
sujetos con y sin la presencia de la comorbilidad. No se obtuvieron diferencias
significativas con ninguno de los padecimientos de riesgo (datos no mostrados). Sin
embargo, con la covariable consumo de café, se encontré que el genotipo AA del
polimorfismo rs1256031 presentd un riesgo elevado de fractura de cadera (p=0.02;
OR 7.50 [1.44-36.97]) (Tabla 11) y de osteoporosis (p=0.02; OR 4.8 [1.32-15.61])

en las mujeres que no consumen café (Tabla 12).
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Tabla 8. Frecuencia alélicas y genotipicas de polimorfismos en los genes ESRa y ESRB en mujeres de los grupos control, fractura de cadera y

osteoporosis.

Polimorfismo  Genotipo/Alelo Controles Fractura OR (IC 95%) p Osteoporosis OR (IC 95%) p
n (%) n (%) n (%)

rs9340799 Genotipo

AA 109 (59.24) 83 (58.45) 1 96 (58.18) 1

AG 58 (31.52) 45 (31.69) 0.98 (0.60-1.61) 0.94 56 (33.94) 0.91 (0.57-1.46) 0.69

GG 17 (9.24) 14 (9.86) 0.92 (0.43-1.90) 0.84 13 (7.88) 1.15 (0.53-2.44) 0.72

Alelo

A 276 (75) 211 (74.30) 1 248 (75.15) 1

G 95 (25) 73 (25.70) 0.99 (0.70-1.41) 0.98 82 (24.85) 1.04 (0.73-1.46) 0.82
rs1999805 Genotipo

GG 53 (28.80) 37 (26.06) 1 43 (26.06) 1

AG 83 (45.11) 65 (45.77) 0.89 (0.53-1.54)  0.67 88 (53.33) 0.77 (0.46-1.25) 0.30

AA 48 (26.09) 40 (28.17) 0.84 (0.46-1.52) 0.56 34 (20.61) 1.15(0.63-2.11) 0.66

Alelo

G 189 (51.36) 139 (48.94) 1 174 (52.73) 1

A 179 (48.64) 145 (51.06) 0.91 (0.66-1.24) 0.54 156 (47.24) 1.06 (0.78-1.43) 0.72
rs1801132 Genotipo

CcC 91 (49.46) 75 (52.82) 1 75 (45.45) 1

CG 72 (39.13) 47 (33.10) 1.26 (0.79-2.05) 0.34 69 (41.82) 0.86 (0.55-1.35) 0.51

GG 21 (11.41) 20 (14.08) 0.87 (0.44-1.72)  0.68 21 (12.73) 0.82 (0.42-1.61) 0.58

Alelo

C 254 (69.02) 197 (69.37) 1 219 (66.36) 1

G 114 (30.98) 87 (30.63) 1.02 (0.73-1.43)  0.93 111 (33.64) 0.89 (0.64-1.21) 0.45
rs4986938 Genotipo

CcC 134 (72.83) 105 (73.94) 1 122 (73.94) 1

CT 38 (20.65) 32 (22.54) 0.93 (0.55-1.60)  0.79 41 (24.85) 0.84 (0.51-1.39) 0.51

TT 12 (6.52) *5 (3.52) 1.88 (0.65-4.94) 0.36 *2 (1.21) 5.46 (1.34-24.81) 0.03

Alelo

C 306 (83.15) 242 (85.21) 1 285 (86.36) 1

T 62 (16.85) 42 (14.79) 1.17 (0.78-1.77)  0.48 45 (13.64) 1.28 (0.84-1.95) 0.24
rs1256031 Genotipo

GG 78 (42.39) 64 (45.07) 1 67 (40.61) 1

AG 78 (42.39) 60 (42.25) 0.84 (0.41-1.63) 0.79 81 (49.09) 0.83 (0.53-1.30) 0.41

AA 28 (15.22) 18 (12.68) 1.28 (0.63-2.58) 0.48 17 (10.30) 1.42 (0.72-2.72)  0.32

Alelo

G 234 (63.59) 188 (66.20) 1 215 (65.15) 1

A 134 (36.41) 96 (33.80) 1.21 (0.81-1.54) 0.49 115 (34.85) 1.07 (0.78-1.47)  0.67

*Correccion de Yates. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05)
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Tabla 9. Asociacion de polimorfismos en los genes ESRa y ESRB con fractura y osteoporosis, en mujeres con IMC <24.9

kg/m?.
Control Fractura Osteoporosis

SNPy IMC<24.9 IMC<24.9 OR (IC 95%) p IMC<24.9 OR (IC 95%) p
genotipo n (%) n (%) n (%)
rs9340799
AA 10 (30.30) 42 (67.75) 1 55 (63.22) 1
AG 18 (54.55) 12 (19.35) 6.30 (2.35-17.14)  0.0002 25 (28.74) 3.96 (1.59-10.28) 0.002
GG *5 (15.15) 8 (12.90) 2.62 (0.74-9.94) 0.27 7 (8.04) 3.93(1.08-14.68) 0.086
rs1801132
CcC 18 (54.55) 27 (43.55) 1 43 (49.43) 1
CG 13 (39.39) 23 (37.10) 0.85 (0.35-2.19) 0.72 33(37.93) 0.94 (0.39-2.15) 0.89
GG *2 (6.06) 12 (19.35) 0.25 (0.05-1.10) 0.15 11 (12.64) 0.43 (0.09-1.89) 0.49
rs1999805
GG 6 (18.18) 17 (27.42) 1 23 (26.44) 1
AG 18 (54.55) 28 (45.16) 1.82 (0.61-5.75) 0.28 44 (50.57) 1.57 (0.56-4.57)  0.40
AA 9 (27.27) 17 (27.42) 1.50 (0.47-4.88) 0.52 20 (22.99) 1.72 (0.55-5.86) 0.37
rs4986938
cC 27 (81.82) 47 (75.81) 1 61 (70.11) 1
CT *4 (12.12) 12 (19.35) 0.58 (0.19-1.88) 0.56 25 (28.74) 0.36 (0.13-1.07) 0.12
1T *2 (6.06) *3 (4.84) 1.16 (0.19-5.96) 0.75 *1 (1.15) 4.52 (0.50-66.34) 0.49
rs1256031
GG 15 (45.45) 32 (51.61) 1 38 (43.68) 1
AG 15 (45.45) 23 (37.10) 1.39 (0.58-3.23) 0.47 39 (44.83) 0.97 (0.42-2.28) 0.95
AA *3(9.10) 7 (11.29) 0.91 (0.23-3.94) 0.79 10 (11.49) 0.76 (0.20-2.87) 0.97

IMC: Indice de Masa Corporal. *Correccion de Yates. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
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Tabla 10. Asociacion de polimorfismos en los genes ESRa y ESRB con fractura y osteoporosis, en mujeres con IMC

>25.0kg/m>.
Control Fractura Osteoporosis

SNPy IMC 225kg/m?  IMC =25kg/m? OR (IC 95%) p IMC 225kg/m? OR (IC 95%) p
genotipo n (%) n (%) n (%)
rs9340799
AA 99 (65.56) 41 (51.25) 1 41 (52.56) 1
AG 40 (26.49) 33 (41.25) 0.50 (0.28-0.90) 0.02 31 (39.75) 0.53 (0.29-0.98) 0.03
GG 12 (7.95) 6 (7.50) 0.83(0.29-2.37) 0.72 6 (7.69) 0.83 (0.29-2.37) 0.72
rs1801132
CcC 73 (48.34) 48 (60.00) 1 32 (41.03) 1
CG 59 (39.08) 24 (30.00) 1.62 (0.90-2.90) 0.11 36 (46.15) 0.72 (0.40-1.28) 0.27
GG 19 (12.58) 8 (10.00) 1.56 (0.65-3.74) 0.33 10 (12.82) 0.83 (0.36-2.02) 0.68
rs1999805
GG 47 (31.12) 20 (25.00) 1 20 (25.64) 1
AG 65 (43.05) 37 (46.25) 0.75(0.39-1.45) 0.39 44 (56.41) 0.63 (0.33-1.18) 0.16
AA 39 (25.83) 23 (28.75) 0.72 (0.35-1.46) 0.38 14 (17.95) 1.18 (0.52-2.64) 0.68
rs4986938
CC 107 (70.86) 58 (72.50) 1 61 (78.21) 1
CT 34 (22.52) 20 (25.00) 0.92 (0.50-1.71)  0.80 16 (20.51) 1.21(0.62-2.30)  0.57
TT 10 (6.62) *2 (2.50) 2.71(0.59-12.66) 0.32 *1 (1.28) 5.70 (0.93-62.94)  0.13
rs1256031
GG 63 (41.72) 32 (40.00) 1 29 (37.18) 1
AG 63 (41.72) 37 (46.25) 0.86 (0.48-1.55) 0.63 42 (53.85) 0.69 (0.38-1.23) 0.22
AA 25 (16.56) 11 (13.75) 1.15 (0.50-2.53) 0.73 7 (8.97) 1.64 (0.65-4.14)  0.30

IMC: Indice de Masa Corporal. *Correccién de Yates. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
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Tabla 11. Asociacion con fractura e interacciéon con la covariable consumo de café.

No consume café

Si consume café

SNPy Control Fractura OR (IC 95%) p  Control Fractura OR (IC 95%) p
genotipo (n) (n) (n) ()

rs9340799

AA 19 22 1 90 22 1

AG 11 13 0.98 (0.38-2.64) 0.97 47 13 0.88 (0.42-1.89) 0.75
GG *4 *2 2.32 (0.48-13.00) 0.62 13 *2 1.59 (0.35-7.48) 0.81
rs1801132

cC 13 19 1 78 46 1

CG 19 14 1.98 (0.74-4.96) 0.17 53 28 1.12 (0.63-2.03) 0.71
GG *2 *4 0.73(0.13-3.69) 0.90 19 12 0.93 (0.41-2.18) 0.87
rs1999805

AA 10 9 1 43 24 1

AG 15 15 0.90 (0.31-3.06) 0.86 68 38 0.99 (0.52-1.87) 0.99
GG 9 13 0.62 (0.18-2.03) 0.45 39 24 0.91 (0.43-1.89) 0.79
rs4986938

CcC 23 26 1 111 65 1

CT 8 8 1.13 (0.39-3.23) 0.83 30 19 0.92 (0.49-1.76) 0.81
TT *3 *3 1.13 (0.24-5.21) 0.77 9 *2 2.64 (0.66-12.42) 0.35
rs1256031

GG 12 15 1 66 42 1

AG 10 20 0.63 (0.21-1.77) 0.39 68 33 1.42 (0.60-3.40) 0.43
AA 12 *2 7.50 (1.44-36.97) 0.02 16 11 1.08 (0.47-2.52) 0.86

*Correccion de Yates. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
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Tabla 12. Asociacién con osteoporosis e interaccion con la covariable consumo de café.

No consume de café

Si consume de café

SNPy Control  Osteoporosis OR (IC 95%) p Control  Osteoporosis OR (IC 95%) p
genotipo (n) (n) (n) (n)

rs9340799

AA 19 30 1 90 66 1

AG 11 15 1.16 (0.42-3.06) 0.77 47 41 0.84 (0.49-1.40) 0.52
GG *4 *5 1.26 (0.35-5.12) 0.96 13 8 1.19 (0.50-2.99) 0.71
rs1801132

CcC 13 21 1 78 54 1

CG 19 23 1.33(0.56-3.33) 0.54 53 46 0.80(0.48-1.37) 0.40
GG *2 6 0.54 (0.10-2.82) 0.77 19 15 0.88(0.41-1.89) 0.74
rs1999805

GG 10 8 1 43 35 1

AG 15 29 0.41(0.15-1.29) 0.12 68 59 0.94 (0.54-1.68) 0.83
AA 9 13 0.55(0.15-6.72) 0.36 39 21 151 (0.77-3.09) 0.24
rs4986938

CcC 23 41 1 111 81 1

CT 8 9 1.59 (0.50-4.74) 0.40 30 32 0.68 (0.39-1.20) 0.19
TT 3 0 - - 9 *2 3.28 (0.82-15.42) 0.21
rs1256031

GG 12 24 1 66 43 1

AG 10 21 0.95(0.35-2.48) 0.93 68 60 0.74 (0.43-1.24) 0.25
AA 12 *5 4.80 (1.32-15.61) 0.02 16 12 0.87 (0.38-1.96) 0.74

*Correccion de Yates. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).



Para determinar la asociacion de los genotipos con el IMC y su interaccion con las
comorbilidades, las mujeres dentro de cada grupo se clasificaron como controles,
las que tenian un IMC <24 .9kg/m? y como casos, aquellas con un IMC 225.0 kg/m?.
Se decidio clasificarlo de esta forma debido a que en la literatura existe discrepancia
entre si el sobrepeso (IMC>25.0 kg/m?) se considera un factor protector o de riesgo
(27). La Tabla 13 muestra que las mujeres con fractura de cadera, portadoras del
genotipo AG del rs9340799 y sin diabetes, tienen menos riesgo de tener sobrepeso
y obesidad (p=0.009; OR 0.26 [0.09-0.71]). Mientras que el genotipo GG del SNP
rs1801132 se asocié con un riesgo 4.95 veces (p=0.03) mayor de tener sobrepeso
u obesidad, en sujetos no diabéticos, y el genotipo heterocigoto del SNP rs1256031
se asocid con proteccion en sujetos diabéticos (p=0.02; OR 0.23 [0.07-0.82)).

En la Tabla 14 observamos la interaccion con la covariable artritis, en mujeres con
fractura de cadera; en las mujeres sin artritis, el genotipo heterocigoto del
polimorfismo rs9340799 se asocié con un riesgo bajo de sobrepeso y obesidad
(p=0.02; OR 0.39 [0.17-0.84]) en el genotipo GG del polimorfismo rs1801132
aumenta el riesgo de sobrepeso y obesidad 2.71 veces (p=0.04). En el grupo sin
artritis, no se encontrd ninguna asociacion, seguramente por el nUmero de pacientes

con artritis que fue bajo, por lo que estos datos no se muestran.

En lo que respecta a la interaccion con hipertensién, encontramos que el genotipo
AG del polimorfismo rs9340799 protege a las mujeres con fractura e hipertensas de
presentar sobrepeso y obesidad (p=0.04; OR 0.25 [0.08-0.81]) (Tabla 15).

En la Tabla 16 se observa que las portadoras del genotipo AG del polimorfismo
rs9340799, con fractura de cadera y que consumen café, tienen menos riesgo de
tener un IMC indicativo de sobrepeso y obesidad (p=0.04; OR 0.34 [0.11-0.971)).

Los demas polimorfismos no presentaron diferencias significativas.
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Tabla 13. Asociacion con indice de Masa Corporal e interaccion con la comorbilidad diabetes en mujeres con fractura de

cadera.
Sin Diabetes Con Diabetes
SNPy IMC IMC OR (IC 95%) p IMC IMC OR (IC 95%) p
genotipo <24 .9kg/m? 225 kg/m? <24 .9kg/m? 225Kg/m?
(n) (n) (n) (n)

rs9340799

AA 26 27 1 15 14 1

AG 6 24 0.26 (0.09-0.71) 0.009 6 9 0.81(0.23-2.93) 0.46

GG *5 *3 1.73(0.39-7.00) 0.74 *2 *3 0.62 (0.10-3.47) >0.99

rs1801132

CcC 15 33 1 11 15 1

CG 13 17 1.68 (0.65-4.33) 0.28 9 7 1.75(0.52-6.62) 0.38

GG 9 *4 4.95 (1.42-15.92) 0.03 *3 *4 1.02 (0.22-4.50) 0.69

rs1999805

GG 10 14 1 7 6 1

AG 19 24 1.11 (0.39-2.93) 0.84 7 13 0.46 (0.11-1.77) 0.28

AA 8 16 0.70 (0.23-2.46) 0.55 9 7 1.10(0.26-4.62) 0.90

rs4986938

CcC 29 46 1 17 12 1

CT 6 7 1.36 (0.39-4.22) 0.61 *5 13 0.27 (0.08-1.03)  0.07

TT *2 *1 3.17 (0.35-46.82) 0.71 *1 *1 0.71 (0.04- 0.62
14.44)

rs1256031

GG 18 26 1 13 6 1

AG 14 21 0.96 (0.40-2.28) 0.93 8 16 0.23(0.07-0.82) 0.02

AA *5 7 1.03(0.30-3.84) 0.78 *2 *4 0.23 (0.04-1.45) 0.29

IMC: Indice de Masa Corporal. *Correccién de Yates. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
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Tabla 14. Asociacion con indice de Masa Corporal e interaccion con la comorbilidad artritis, en mujeres con fractura de

cadera.

Sin Artritis
SNPy IMC IMC OR (IC 95%) p
genotipo <24.9kg/m? 225 kg/m?
rs9340799
AA 40 40 1
AG 12 31 0.39 (0.17-0.84) 0.02
GG 7 6 1.17 (0.38-4.02) 0.80
rs1801132
CcC 26 47 1
CG 21 22 1.73 (0.80-3.76) 0.16
GG 12 8 2.71 (0.95-7.76) 0.04
rs1999805
GG 17 19 1
AG 25 35 0.80 (0.35-1.81) 0.60
AA 17 23 0.83 (0.35-1.95) 0.68
rs4986938
CcC 45 55 1
CT 11 20 0.67 (0.30-1.60) 0.35
TT *3 *2 1.83 (0.36-10.62) 0.84
rs1256031
GG 30 31 1
AG 22 36 0.63 (0.31-1.34) 0.22
AA 7 10 0.23 (0.26-2.10) 0.56

IMC: indice de Masa Corporal. *Correccién de Yates. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
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Tabla 15. Asociacion con indice de Masa Corporal e interaccion con la comorbilidad hipertension, en mujeres con fractura

de cadera.
Sin Hipertensién Con Hipertension

SNPy IMC IMC OR (IC 95%) p IMC IMC OR (IC 95%) P
genotipo <24 9kg/m? =225 kg/m? <24 .9kg/m? 225 kg/m?

(n=30) (n=36) (n=30) (n=44)
rs9340799
AA 20 19 1 21 22 1
AG 8 16 0.48 (0.17-1.43) 0.16 *4 17 0.25 (0.08-0.81) 0.04
GG *2 *1 1.90(0.20-28.81) 0.93 *5 *5 1.05(0.28-3.98) 0.78
rs1801132
CC 13 22 1 13 26 1
CG 12 12 1.69 (0.62-4.79) 0.33 10 12 1.67 (0.57-4.83) 0.35
GG *5 *2 4.23 (0.68-22.83) 0.21 7 6 2.33(0.63-7.53) 0.19
rs1999805
GG 8 10 1 9 10 1
AG 17 17 1.25(0.38-3.64) 0.70 9 20 0.50 (0.16-1.53) 0.25
AA *5 9 0.69 (0.16-2.64) 0.89 12 14 0.95(0.32-3.16) 0.94
rs4986938
CC 22 27 1 24 31 1
CT 5 8 0.77 (0.24-2.50) 0.92 6 12 0.65 (0.20-1.87) 0.44
1T *3 *1 3.68 (0.51-49.32) 0.52 0 1 - -
rs1256031
GG 14 17 1 17 15 1
AG 11 15 1.21(0.42-3.13)  0.71 11 22 0.44(0.17-1.22) 0.11
AA *5 *4 1.52 (0.34-5.66) 0.86 *2 7 0.25(0.05-1.20) 0.21

IMC: Indice de Masa Corporal. *Correccidn de Yates. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
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Tabla 16. Asociacion con indice de Masa Corporal e interaccion con la covariable consumo de café, en mujeres con fractura
de cadera.

No consume café Si consume café
SNPy IMC IMC OR (IC 95%) p IMC IMC OR (IC 95%) p
genotipo <24.9kg/m? 225 kg/m? <24.9kg/m? 225 Kg/m?
rs9340799
AA 14 7 1 24 27 1
AG *5 8 0.31(0.07-1.45) 0.21 6 20 0.34 (0.11-0.97) 0.04
GG 1 0 - - *5 *4 1.41(0.35-4.98) 0.91
rs1801132
CC 7 11 1 18 28 1
CG 10 3 5.24 (1.09-21.44) 0.08 11 17 1.01 (0.36-2.61) 0.99
GG *3 *1 4.71 (0.56-65.84) 0.45 6 6 1.56 (0.45-5.18)  0.50
rs1999805
GG *5 *4 1 12 12 1
AG 8 5 1.28 (0.26-6.10) 0.87 13 25 0.52 (0.19-1.40) 0.22
AA 7 6 0.93(0.19-4.41) 0.72 10 14 0.71 (0.24-2.32) 0.56
rs4986938
CC 16 9 1 26 39 1
CT *2 *5 0.23(0.04-1.57) 0.22 8 11 1.09 (0.37-2.87) 0.87
TT *2 *1 1.13(0.12-17.94) 0.58 *1 *1 1.50(0.07-29.14) 0.65
rs1256031
GG 10 *3 1 19 23 1
AG 10 8 0.38 (0.09-1.64) 0.40 11 22 0.61 (0.22-1.49) 0.30
AA 0 *2 - - *5 6 1.01(0.28-3.46) 0.74

IMC: Indice de Masa Corporal. *Correccién de Yates. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
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Se realizaron los mismos analisis para las mujeres con osteoporosis, sin embargo,
como lo muestran las Tablas 17, 18 y 19 no existieron diferencias estadisticamente
significativas con ninguna de las variables en este grupo. Con respecto a la
covariable consumo de café, en la Tabla 20 se muestra que el genotipo AG del
polimorfismo rs1256031 se asocia con un menor riesgo de tener un IMC alto

(p=0.01; OR 0.22 [0.07-0.86]) en mujeres con osteoporosis que no consumen café.
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Tabla 17. Asociacion con indice de Masa Corporal e interaccion con la comorbilidad diabetes, en mujeres con

osteoporosis.

Sin Diabetes Con Diabetes
SNPy IMC IMC OR (IC 95%) p IMC IMC OR (IC 95%) p
genotipo <24.9kg/m? 225 kg/m? <24.9kg/m? 225 kg/m?
rs9340799
AA 41 35 1 12 6 1
AG 21 25 0.72 (0.35-1.47) 0.37 *4 6 0.33(0.08-1.65) 0.33
GG *6 *4 1.28 (0.36-4.27) 0.98 *1 *2 0.25(0.02-2.66) 0.65
rs1801132
CcC 32 27 1 11 *5 1
CG 27 30 0.76 (0.38-1.62) 0.46 6 6 0.45(0.11-2.11) 0.54
GG 9 7 1.09 (0.35-3.09) 0.89 0 3 - -
rs1999805
AA 16 19 1 6 *1 1
AG 37 34 1.29 (0.60-2.86) 0.54 6 10 0.10 (0.01-0.86) 0.09
GG 15 11 1.62 (0.55-4.36) 0.35 *5 *3 0.28 (0.02-2.60) 0.67
rs4986938
CcC 48 48 1 11 13 1
CT 19 15 1.27 (0.57-2.69) 0.56 6 *1 7.09 (0.78-86.64) 0.15
TT *1 *1 1.00 (0.05-19.36) 0.48 0 0 - -
rs1256031
AA 29 20 1 8 9 1
AG 30 37 0.66 (0.26-1.16) 0.13 8 5 1.80 (0.47-8.56) 0.68
GG 9 7 0.89 (0.27-2.65) 0.84 1 0 - -

IMC: Indice de Masa Corporal. *Correccién de Yates. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
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Tabla 18. Asociacion con indice de Masa Corporal e interaccion con la comorbilidad artritis, en mujeres con osteoporosis.

Sin Artritis Con Artritis
SNP y IMC IMC OR (IC 95%) p IMC IMC OR (IC 95%) p
genotipo <24.9kg/m? =25 kg/m? <24 .9kg/m? =25 kg/m?
rs9340799
AA 48 36 1 *5 *5 1
AG 23 28 0.62 (0.30-1.24) 0.17 *2 *3 0.67 (0.09-4.63) 0.85
GG *5 *4 0.94 (0.25-3.23) 0.79 *2 *2 1.00(0.12-8.41) 0.55
rs1801132
CcC 38 28 1 *5 *4 1
CG 29 31 0.69(0.34-1.39) 0.30 *4 *5 0.64 (0.09-3.74) >0.99
GG 9 9 0.74 (0.26-2.08) 0.57 0 1 - -
rs1999805
AA 18 17 1 *4 *3 1
AG 40 39 0.97 (0.46-2.11) 0.94 *3 *5 0.45 (0.07-3.96) 0.81
GG 18 12 1.42 (0.52-3.60) 0.49 *2 *2 0.75(0.08-7.24) 0.69
rs4986938
CC 51 54 1 8 7 1
CT 24 14 1.82(0.88-3.76) 0.12 *1 *2 0.44 (0.03-4.60) >0.99
TT 1 0 - - 0 1 - -
rs1256031
AA 31 25 1 6 *4 1
AG 35 38 0.74 (0.36-1.49) 0.40 *3 *4 0.50 (0.09-3.58) 0.84
GG 10 *5 1.61(0.48-4.79) 0.62 0 *2 - -

IMC: Indice de Masa Corporal. *Correccién de Yates. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
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Tabla 19. Asociacion con indice de Masa Corporal e interaccion con la comorbilidad hipertension, en mujeres con

osteoporosis.

Sin Hipertensién

Con Hipertension

SNPy IMC IMC OR (IC 95%) p IMC IMC OR (IC 95%) p
genotipo <24 9kg/m? 225 kg/m? <24 9kg/m? 225 kg/m?

rs9340799

AA 37 25 1 16 16 1

AG 15 13 0.78 (0.34-1.85) 0.59 10 18 0.56 (0.20-1.66) 0.27
GG *4 *2 1.35(0.29-7.49) 0.92 *3 *4 0.75(0.17-3.19) 0.94
rs1801132

CcC 26 19 1 17 13 1

CG 23 16 1.05(0.43-2.60) 0.91 10 20 0.38 (0.13-1.14) 0.07
GG 8 *5 1.17 (0.35-3.84) 0.94 *2 *5 0.31 (0.05-1.96) 0.36
rs1999805

GG 12 11 1 10 9 1

AG 32 23 1.26 (0.45-3.56) 0.63 11 21 0.47 (0.16-1.60)  0.20
AA 12 6 1.83 (0.54-5.88) 0.35 8 8 0.90 (0.21-3.70)  0.88
rs4986938

CcC 37 33 1 22 28 1

CT 18 7 2.29 (0.90-5.79) 0.10 7 9 0.99 (0.33-3.24) 0.99
TT 1 0 - - 0 1 - -
rs1256031

GG 26 18 1 11 11 1

AG 22 20 0.76 (0.32-1.78) 0.53 16 22 0.73 (0.26-2.02) 0.55
AA 8 *2 2.77 (0.52-13.93) 0.38 *2 *5 0.40 (0.07-2.35)  0.58

IMC: Indice de Masa Corporal. *Correccion de Yates. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
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Tabla 20. Asociacion con Indice de Masa Corporal e interaccion con la covariable consumo café, en mujeres con
osteoporosis.

No consume café

Consume café

SNPy IMC IMC OR (IC 95%) D IMC IMC OR (IC 95%) P
genotipo <24.9kg/m? 225 kg/m? <24 .9kg/m? =25 kg/m?

rs9340799

AA 16 13 1 38 28 1

AG 8 7 0.93(0.27-3.37) 0.91 17 24 0.52 (0.25-1.16) 0.11
GG *2 *3 0.54 (0.09-3.03) 0.89 *5 *3 1.23 (0.28-4.93) 0.91
rs1801132

CcC 11 10 1 32 22 1

CG 11 12 0.83 (0.27-2.53) 0.76 22 24 0.63 (0.30-1.42) 0.25
GG *4 *] 3.64 (0.42-48.32)  0.54 6 9 0.46 (0.13-1.56)  0.18
rs1999805

AA *4 *4 1 19 19 1

AG 14 13 1.08 (0.27-4.32) 0.76 29 30 0.97 (0.44-2.12) 0.94
GG 8 *5 1.60 (0.30-9.12) 0.95 12 9 1.33(0.47-4.06) 0.60
rs4986938

CcC 22 18 1 38 43 1

cT *4 *5 0.65(0.18-2.76)  0.84 21 11 2.16(0.96-4.91)  0.07
TT 0 0 i } *] *] 1.13(0.06-21.95) 0.53
rs1256031

AA 17 7 1 21 22 1

AG 7 13 0.22 (0.07-0.86) 0.01 31 29 1.12 (0.50-2.52) 0.78
GG *2 *3 0.27 (0.04-1.66) 0.42 8 *4 2.09 (0.57-6.92) 0.44

IMC: Indice de Masa Corporal. *Correccion de Yates. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
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Se determinaron las interacciones gen-gen, tanto en el grupo de fractura, como en
el de osteoporosis. En la Tabla 21 podemos observar las diferentes estimaciones
realizadas para cada modelo. Cuando tenemos dos polimorfismos con homocigoto
para el alelo variante, el riesgo de padecer fractura de cadera aumenta casi el doble
(p=0.0042; OR 1.988 [1.24-3.19]), al ser un modelo aditivo, el riesgo de padecer
fractura de cadera aumentara con cada polimorfismo agregado, si es que se asocia;
cuando se asocio la presencia de homocigotos variantes de los 5 polimorfismos

explorados observamos que el riesgo es 6 veces mayor (p<0.0001).

Tabla 21. Estimacion multivariable-OR de interaccidon genética de en fractura.

No. de Modelos cvC OR-MDR IC 95% p
genes de
riesgo
2 rs9340799 + rs1999805 10/10 1.9883 (1.24-3.19) 0.0042
3 rs9340799+rs1999805+ rs1801132 10/10 2.1869 (1.74-4.54) <0.0001
4 rs9340799+rs1999805 + rs1801132 9/10 4.7287 (2.87-7.78) <0.0001
+rs1256031
5 rs9340799+rs1999805 + rs1801132 10/10 6.3625 (3.81-10.61) <0.0001
+rs4986938 +rs1256031
Abreviaciones: CVC (Consistencia de validacion cruzada), OR-MDR (odds ratio- reduccion de
dimensionalidad multifactorial), IC 95% (intervalo de confianza) riesgo estimado basado en la
combinacion y dicotomizacion de la distribucion de factores genéticos de acuerdo con el software
MDR. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
Tabla 22. Estimacion multivariable-OR de interaccidn genética en osteoporosis.
No. de genes Modelos CvC OR-MDR IC 95% p
de riesgo
2 rs1999805 +rs1801132 7/10 2.1598 (1.35-3.43) 0.0011
3 rs9340799 + rs1999805 + rs1801132 7/10 2.8868 (1.80-4.61) <0.0001
4 rs9340799 + rs1999805 + rs1801132 + 6/10 4.0953 (2.54-6.57) <0.0001
rs1256031
5 rs9340799 + rs1999805 + rs1801132 + 10/10 7.0163 (4.25-11.56) <0.0001

rs4986938 +rs1256031

Abreviaciones: CVC (Consistencia de validacion cruzada), OR-MDR (odds ratio- reduccion de
dimensionalidad multifactorial), IC 95% (intervalo de confianza) riesgo estimado basado en la
combinacion y dicotomizacion de la distribucion de factores genéticos de acuerdo con el software
MDR. Negritas: Valor de p estadisticamente significativo (p<0.05).
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De igual forma que en la tabla anterior, la Tabla 22 muestra las interacciones
genéticas de los homocigotos variantes ahora del grupo osteoporosis, donde se
aprecia que, el tener solamente dos polimorfismos aumenta el riesgo poco mas de
2 veces (p=0.0011; OR 2.15 [1.35-3.43]) y que, en las portadoras del genotipo
homocigoto para la variante de los 5 polimorfismos, el riesgo aumenta hasta 7 veces
mas (p<0.0001).

Las figuras 1y 2 nos muestran el modelo de interaccion gen-gen, o en este caso,
la interaccion de los 5 polimorfismos en los grupos fractura y osteoporosis. Los
colores de las lineas, indican la interaccion o independencia, dependiendo de los
valores indicados en ellas, asi como del signo (positivo o negativo) los valores altos
y positivos significan que las 2 variables producen un aumento del riesgo para la
enfermedad, es decir, que se potencian mutuamente; mientras que los valores muy
bajos o negativos, indican efectos independientes de las variables sobre el riesgo
de la patologia. Dentro de los recuadros, se muestra el porcentaje de entropia de
cada variable, lo que indica el porcentaje de distribucion de cada variable al
desarrollo de la patologia. Entre mayor sea ese valor, mas impacto ejerce la variable
sobre la patologia (73,74). El grosor de las lineas que conectan las variables
muestran la interaccion entre éstos, cuanto mas gruesa es la linea entre las

variables, mas fuerte es la interaccion entre las dos ellas (75).

Enlafigura 1, se observa que hay una interaccion sinérgica de los 3 polimorfismos
del gen ESRa (rs1801132, rs1999805 y rs9340799). El rs1801132, es el que mayor
contribucion tiene en fractura de cadera (entropia 0.32%), la cual se eleva un 0.40%
por su interaccion con el rs9340799 y un 0.46% al interaccionar con el rs1999805.
Aunque la contribucion de los polimorfismos rs1999805 y rs9340799 es pequeiia
(entropia de 0.08% y 0.01%, respectivamente), debido a la interaccién de ambos,
ésta se eleva 1.99%. Por otra parte, los polimorfismos del gen ESRf (rs4986938 y
rs1256031), no muestran sinergia entre ellos (-0.13%), ni con los polimorfismos del
gen ESRa. De los 5 polimorfismos analizados, el rs4986938 es el que tiene mayor

contribucion, en forma independiente, sobre las fracturas de cadera (0.35%).
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Las interacciones de los polimorfismos en el grupo con osteoporosis se muestran
en la figura 2. Igual que ocurre en fractura, el rs4986938 es el que tiene una mayor
contribucion al desarrollo de la osteoporosis (entropia 1.56%), seguido por el
rs1256031 y el rs1999805 (0.53% en ambos casos). Los 3 polimorfismos del gen
ESRa tienen interaccion sinérgica. Entre el rs1801132 y el rs1999805, hay un
aumento en la contribucion de 1.36% debido a la interaccion sinérgica y de 0.48%
debido a la sinergia del rs1999805 y el rs9340799. A su vez, debido a la interaccién
sinérgica del rs1801132 y el rs9340799, la contribucion aumenta 0.69%, aunque
ambos por separado tienen realmente baja contribucion (0.12% y 0.07%,
respectivamente). Los 2 polimorfismos de ESRSB, contribuyen en forma
independiente uno del otro. Al contrario de lo que se obtuvo en fractura, en
osteoporosis los genes ESRa y ESRB muestran interaccion sinérgica, como puede
apreciarse por la linea naranja que une al rs1801132 con el rs1256031, en donde
hay un aumento de la contribucion de 0.78% y por la linea verde que une al
rs1999805 con el rs4986938, también con un aumento a la contribucion debido a la

sinergia de 0.78%.

rs1256031

'0‘.&3"3"' 0.11%

rs4986938 4 )
0.35% 09

'y 2
@ \
N WV rs9340799

0.01%

rs1801132
0.32%

] 11999805
0.08%

Figura 1. Interaccion en el grupo fractura de cadera, usando modelo MDR. La
interaccion sinérgica estd marcada en rojo y naranja, mientras que los efectos
independientes, se indican en amarillo.
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0.53%

rs4986938
1.56%

rs9340799
0.07%

rs1801132
0.12%
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Figura 2. Interaccion de entropia en el grupo osteoporosis, usando modelo MDR.

La interaccion sinérgica estd marcada en rojo, verde y naranja, mientras que los
efectos independientes, se indican en azul y amarillo.
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8. DISCUSION

En este estudio se analizo la asociacion polimorfismos en los genes ESRa 'y ESRB
y del IMC, con el riesgo de osteoporosis y fractura de cadera en una muestra de
mujeres mexicanas. Ademas, se analizo la participacion de diversas variables y

comorbilidades, en el riesgo de padecer osteoporosis y fractura de cadera.

Se encontré asociacion de un polimorfismo del gen ESRB con osteoporosis.
Ademés, en este estudio, se encontré6 asociaciéon de varios polimorfismos,
relacionados con IMC, en interaccion con algunas comorbilidads y covariables. Por
otra parte, también se determind que los polimorfismos se asocian directamente con
el IMC, tanto en mujeres con fractura, como en mujeres con osteoporosis, al

interaccionar con algunas covariables y comorbilidades.

Diferentes estudios han demostrado que la edad es un factor clave para una
densidad mineral 6sea baja, en el caso de las mujeres, es un factor de riesgo ser
mayor de 60 afios (76). En este estudio encontramos diferencias significativas en la
variable edad, ya que las mujeres con fractura (x=70.80 afos) y osteoporosis
(x=69.96 afios) son mayores que los controles (x=58.21 afios). Este dato apoya la
relacion que existe entre edad y el riesgo de osteoporosis y fracturas por fragilidad,

como se ha reportado extensamente.

En cuanto al IMC existe mucha discrepancia respecto a si un exceso de peso en las
mujeres actla como un factor protector o de riesgo para osteoporosis Yy fracturas.
Algunos autores mencionan que debido a que un exceso de peso produce una
mayor demanda mecdanica para el esqueleto, esto induce un aumento de la
osteogénesis, por lo cual la DMO en mujeres con IMC 225kg/m? es mayor que en
aquellas con IMC <25kg/m? (77). En los resultados mostrados en la Tabla 6,
podemos observar que las mujeres con IMC mas alto se encuentran en el grupo

control, en las que predominan el sobrepeso y la obesidad, a diferencia de lo que
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ocurre en los grupos con fractura y osteoporosis, donde predominan mujeres con
IMC <25kg/m?.

La edad de menarca presento diferencias significativas en el grupo osteoporosis,
(x13.32 afios+1.52 afios). Algunos estudios mencionan que la edad tardia de inicio
de menarca es un factor de riesgo, en promedio se considera que el inicio de la
menstruacion a partir de 13 afios aumenta el riesgo de padecer osteoporosis. De
forma similar la edad temprana de la ultima menstruacion es un factor de riesgo si
se considera la funcion de los estrégenos y el cese de éstos, entonces las mujeres
que tengan una vida fértii mas corta tendrdn un factor de riesgo mayor en
comparacion con las que su vida fértil fue mas prolongada (24). En este trabajo, las
mujeres con fractura y aquéllas con osteoporosis, presentaron la menopausia a
edad méas temprana que el grupo control, sin embargo, so6lo el grupo con
osteoporosis fue significativamente diferente (x 45.75 +6.38 afios; p=0.035), por lo

gue se considera un grupo de riesgo.

Los afos siguientes a la menopausia son claves en el desarrollo de la osteoporosis,
se estima que a partir de los 5-10 afios posteriores al inicio de la menopausia la
DMO decrece en forma acelerada, lo que aumenta considerablemente el riesgo de
osteoporosis y de fractura por fragilidad, en gran parte por el cese abrupto de
produccion de estrégenos y las consecuencias que esto conlleva (78). En nuestro
estudio encontramos que los grupos con fractura de cadera y con osteoporosis
tuvieron diferencias significativas (p<0.001 y X de 24.18+9.54 y 23.98+11.04 afios
respectivamente), mostrando diferencia significativa en los afios de menopausia

incluso mayor a la reportada en otros estudios.

Diferentes autores mencionan que la nuliparidad es un factor de riesgo, mientras
gue otros autores aseguran que la multiparidad y una lactancia prolongada son
factores que elevan el riesgo de padecer osteoporosis y fracturas (79). Nuestros
datos apoyan que mayor namero de hijos es un factor de riesgo para nuestra

poblacién, ya que las mujeres del grupo control (2 hijos en promedio) tuvieron un
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namero de hijos menor que los casos con fractura y osteoporosis (4 hijos en

promedio).

El consumo de café se ha relacionado con pérdida de calcio y por ende una baja
densidad mineral 6sea. Un estudio realizado por Padierma Luna en el afio 2008,
encontré que el alto consumo (=4 tazas/dia) de café se asociaba con una DMO
menor (76). Mientras que en nuestro estudio encontramos que un gran numero de
mujeres del grupo control consumian café (n=150), y una menor cantidad de
mujeres con fractura de cadera y con osteoporosis lo consumian. Tanto el grupo
fractura como el grupo osteoporosis, fueron estadisticamente diferentes al grupo
control (p<0.0001 y p=0.009, respectivamente). Sin embargo, lo que fue diferente a
otros estudios, fue que existe una tendencia de proteccion (OR=0.10 y OR=0.52) en
aquellas mujeres que consumen café vs las que no lo consumen.

Quiza la diferencia consiste en que en nuestro estudio no medimos la cantidad de
tazas de café consumidas. El estudio realizado por Huan Chen y cols. 2017 sugiere
gue el consumo de café en cantidades moderadas podria aportar un efecto protector
en mujeres premenopausicas (80); mientras que Lee Li y Wrobel Koenig 2016
refieren que el consumo de leche puede compensar la pérdida de calcio urinario y
recomiendan no exceder los 300 mg de cafeina al dia (81). Por lo que debe
considerarse que en futuros estudios se relacione el consumo de café y la ingesta

de calcio a través de la dieta, asi como el nimero de tazas al dia.

En nuestro estudio la artritis se encontrd asociada con un riesgo 2 veces mayor de
padecer osteoporosis (p=0.039; OR 2.27 [1.05-4.84]). Nuestros datos coinciden con
lo anteriormente reportado acerca de que las personas que padecen artritis
reumatoide tienen un aumento en el riesgo de padecer osteoporosis, debido,
principalmente, al consumo prolongado de glucocorticoides, a la inflamacién crénica
gue la artritis conlleva (aumento de citoquinas inflamatorias), actividad fisica
reducida a causa del dolor, edad, bajo peso, entre otros (82,83).

También relacionado con la artritis, se ha discutido el aumento de riesgo de caidas,

gue aunado a la fragilidad que presentan estas personas, aumenta el riesgo de
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fracturas (84); sin embargo, en nuestro estudio no se encontr6 asociada con fractura
de cadera (p=0.739).

Los datos que obtuvimos en este estudio, muestran que la variable hipertension se
encontré asociada con un riesgo 4 veces mayor de padecer fractura de cadera
(p<0.0001); mientras que se asocio con un riesgo 2.5 veces mayor de padecer
osteoporosis (p=0.001). Esta asociacién con alto riesgo de osteoporosis Y fractura,
se explica por la accién de la angiotensina Il sobre los osteoblastos, que expresan
receptores para este vasoconstrictor. La angiotensinall, a través de su receptor AT2
presente en los osteoblastos, induce la expresion de RANKL, estimulando asi la
formacidn de osteoclastos y la resorcion 6sea con la consecuente disminucion de la
DMO (85,86). Por otra parte, si hay un aumento del volumen sanguineo, aumenta
la excrecion urinaria de calcio y activa la PTH (hormona paratiroidea), lo que resulta

también en un aumento en la resorcion 0sea (87,88).

La Diabetes mellitus (DM) es una enfermedad que se ha asociado con disminucion
de la DMO. El riesgo de fracturas de cadera se eleva considerablemente en
individuos con DM. Por otra parte, en las mujeres postmenopausicas con DM el
riesgo es de 7 a 12 veces mayor que en las no diabéticas. También es un hecho
gue quienes padecen DM tipo | desde edades muy tempranas alcanzan picos de
masa 0sea mas bajos, lo cual redundara en la calidad 6sea en la edad adulta.
Algunas de las complicaciones de este padecimiento, como hipoglucemias o
glaucoma podrian aumentar el riesgo de caidas y en consecuencia la
susceptibilidad a las fracturas (89,90). En apoyo a lo anterior, en nuestro estudio, la
diabetes se asoci6é con un riesgo 4.4 veces mayor de padecer fractura de cadera
(p<0.0001) y casi 2 veces mayor riesgo de osteoporosis (p=0.038; OR 1.88 [1.03-
3.51)).

Se han realizado pocos estudios de los polimorfismos seleccionados para este
trabajo en relacién con osteoporosis y fractura de cadera con poblacion mexicana.

Rojano Mejia y cols. 2014, estudiaron en una poblacion de mujeres
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postmenopausicas mexicanas originarias del centro del pais, la asociacion de tres
polimorfismos (uno de receptor de vitamina D y dos en receptor de estrégenos);
entre ellos se encontraba el polimorfismo rs9340799. El genotipo GG de este, se
encontré asociado con una mayor cantidad de DMO en la cabeza del fémur, también
se encontr0 que aquellas mujeres con el haplotipo C-G formado por los
polimorfismos rs2234693 y rs9340799 respectivamente, tenian una mayor DMO en

la cabeza de fémur (91).

Por el contrario, Canto Cetina y cols. 2016, analizaron dos polimorfismos del
receptor de estrégenos en un grupo de mujeres menopadudsicas, que acudieron a la
Unidad de Insercion Social de la Universidad Autonoma de Yucatan. El polimorfismo
rs9340799 se analiz6é para determinar su relacion de DMO en columna, cadera y
fémur; sin embargo, ninguno mostro diferencias significativas (92).

En nuestro estudio, este polimorfismo no mostré diferencias significativas, tanto el
grupo fractura de cadera, como en el grupo osteoporosis y el genotipo GG (genotipo

variante) se encontrd en una proporcién similar en todos los grupos.

Como se menciona en la justificacion de este estudio; es importante el analisis de
diferentes polimorfismos para evaluar si en la poblacibn mexicana se encuentran
asociados con fractura de cadera u osteoporosis, dado que estos mismos se han
encontrado relacionados en algunas otras poblaciones, mientras que no han tenido
asociacion en otras, como es el caso del polimorfismo rs1999805. El estudio
realizado por Luo y cols. 2014 en mujeres postmenopausicas de Pekin, encontraron
gue se asoci6 con riesgo de fractura. Las frecuencias de los alelos fueron de: 32.3%
para el alelo A y 67.7% para alelo G, que tienen una gran cercania con los
reportados en el estudio de 1000 Genomas para poblacion del este de Asia (G=
75.69%, A=24.31) (59). Para poblacion americana los porcentajes presentados son
50.6% para el alelo G y 49.4% alelo A, no existen reportes especificos para
poblacion mexicana en el estudio de los 1000 Genomas (93).

Nuestros datos mostraron que los alelos del polimorfismo rs1999805, tanto el alelo

silvestre (G), como el alelo de menor frecuencia (A) se encuentran en proporciones
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similares: 51.36% y 48.64% respectivamente en grupo fracturay 52.73% y 47.24%
en grupo osteoporosis. Por otra parte, PAGE study (Population Architecture using
Genomics and Epidemiology) reporta una frecuencia de 50.07% para el alelo G y
49.93% para alelo A en poblacion mexicana (93), nuestra poblacion difiere en
cuanto a estos por un pequefio porcentaje, pero como podemos observar en la
Tabla 3, el tamafio de muestra requerido es de 9810 individuos, este hecho, puede
ser una razoén por la que no encontramos diferencias estadisticamente significativas

en nuestro estudio.

Tranah y cols. 2008 analizaron diferentes variaciones genéticas como candidatos
para osteoporosis, DMO vy riesgo de fractura en una poblacion de mujeres
estadounidenses. Tres de los polimorfismos analizados eran del ESRa y entre ellos
se encontraba el rs1801132. Las mujeres con el genotipo GG de este polimorfismo
tenian una tasa de fractura vertebral 64% mayor que las mujeres del genotipo CC,
pero no reportan un riesgo para fractura de cadera (70). Zhao y cols. 2004,
reportaron que este polimorfismo no tuvo asociacién en espina lumbar, ni cuello
femoral, pero cuando se analiz6 en conjunto con otros dos polimorfismos, en forma
de haplotipo resultd asociado con mayor DMO en cuello femoral (p=0.01) (94). En
nuestro estudio no encontramos asociacion entre los genotipos de este
polimorfismo y riesgo de fractura o de osteoporosis. Sin embargo, cuando se
analiza la interaccion de este polimorfismo en conjunto con los otros cuatro
polimorfismos estudiados en esta tesis (Figuras 1 y 2), observamos que se
relacionan con un aumento en el riesgo de padecer osteoporosis o fractura de
cadera, por lo que probablemente no tenga una influencia significativa

individualmente, pero si conjuntamente con otros polimorfismos.

El polimorfismo rs4986938 del ESRR, fue el que se asocidé con mayor riesgo de los
polimorfismos estudiados en este trabajo. El genotipo TT de este polimorfismo se
asocié con un aumento 5.46 veces mayor de riesgo de osteoporosis, sin embargo,
no mostrd asociacion con fractura de cadera. Nuestros datos apoyan lo obtenido en

una revision sistematica realizada por Zhu y cols. 2018, en la que este polimorfismo
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se asocio significativamente con riesgo de desarrollar osteoporosis
postmenopausica en mujeres asiaticas (p=0.012; OR 1.31 [1.06-1.62]), aunque no
resulté asociado en caucésicas (95), el riesgo que encontramos en nuestra muestra
de mujeres mexicanas, es mucho mas alto que el de las asiaticas. No se encontro
asociacion con osteoporosis ni fractura de cadera al analizar este polimorfismo en
conjunto con comorbilidades y covariables, la causa principal de esto podria ser que
la cantidad de individuos con el alelo variante disminuyé considerablemente al

agregar las variables.

El polimorfismo rs1256031 no mostro diferencias estadisticamente significativas en
ninguno de los grupos estudiados en esta tesis. Considerando que el porcentaje de
los alelos en el grupo control y los grupos de estudio son similares, podriamos inferir
gue esta podria ser una explicacidbn o sencillamente no tiene una influencia
significativa el polimorfismo por si solo como sucedio en el trabajo realizado por
Shearman y cols. 2004. Este trabajo desarrollado en descendientes del estudio de
Framingham analizo cuatro polimorfismos y un microsatélite del gen ESRS en una
poblacién mixta, en la que 745 eran mujeres. Uno de los polimorfismos estudiados
era el rs1256031, el cual no tuvo asociacion con DMO en poblacion femenina
analizado de manera individual, no obstante, al momento de estudiarlo en forma de
haplotipo, se encontr6 asociado con DMO de cadera (p<0.05) (65). En nuestro
estudio este polimorfismo en conjunto con los homocigotos variantes de los otros
polimorfismos estudiados tuvo una contribucion fuerte para el riesgo de

osteoporosis, pero no tuvo una sinergia importante en el caso de fractura de cadera.

Por lo que se refiere a la asociacion de los polimorfismos estudiados con fractura
de cadera y osteoporosis en mujeres clasificadas segun su IMC (<24.9 kg/m2 o
225.0kg/m2, Tablas 9y 10); diferentes estudios han descrito como un factor clave
el IMC encontrandolo asociado con la DMO vy el riesgo de fractura u osteoporosis.
Tal es el caso del estudio de Hong y cols. 2005 en el cual podemos ver la asociacion

entre polimorfismos en el gen VDR y DMO en cadera, asi como la intervencion del

61



IMC, sus resultados reflejan que incluso la DMO del genotipo de riesgo (AA) se ve
modificada por los valores del IMC (25% de la variacién de la DMO bruta) (96).

De Laet y cols. 2005, exponen en su meta analisis la relacion de IMC con riesgo de
fractura en una poblacion mixta; sus resultados muestran que un IMC <25kg/m? se
encuentra relacionado con un aumento en el riesgo relativo (RR) de fractura de
cadera (RR 1.42[1.23-1.65]), mientras que un IMC 25-30kg/m? esté relacionado con
disminucién de riesgo y existe una tendencia de un ligero aumento en el riesgo de
fractura cuando el IMC >30kg/m? (RR 1.18 [0.78-1.80]) (97).

Akhlague y cols. analizaron la asociacién del IMC con la DMO en una muestra mixta
de Pakistanis, encontrando que el bajo peso (IMC <18.5 kg/m?) se asocia con una
mayor probabilidad de padecer osteopenia u osteoporosis, tanto en hombres como
en mujeres (p<0.001) (98). Fistarol y cols. 2019 analizaron si la deficiencia de
estrogenos (menopausia), aunada con edad, tiempo de menopausia e IMC se
asociaban con riesgo de osteoporosis; encontrando todas las variables asociadas.
En cuanto a IMC se observé que un IMC de >25 kg/m? se relacionaba con
disminucién del riesgo de osteoporosis (p<0.001; OR 0.36 [0.23-0.55]) (99).

Como observamos el aumento en el riesgo de fractura de cadera u osteoporosis se
encuentra mayormente relacionado con un IMC <25 kg/m? en la mayoria de los
estudios, incluido el presente; esto puede deberse a diversas causas, por ejemplo,
aguellas mujeres con un menor IMC, en su juventud pudieran no haber obtenido el
pico maximo de DMO a causa de una mala alimentacion y por lo tanto a un déficit
de minerales o vitaminas. Otra de las posibles explicaciones es que aquellas
mujeres con un IMC >25kg/m? tienen por lo regular una mayor adiposidad, por lo
gue, al llegar a la menopausia, esta reserva extra de grasa ayuda a la conversién
de andrégenos a estrogenos y por ende a una menor deprivacion estrégenica y
menor impacto en la DMO. Es importante mencionar que el hecho de que un IMC
>25kg/m? se relacione con salud 6sea, no quiere decir que el sobrepeso u obesidad
sean saludables o aconsejables, sino que, un IMC debajo de lo saludable esta mas

relacionado con el riesgo de fractura u osteoporosis.
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De igual forma que lo anterior, la interaccion de los polimorfismos estudiados y la
covariable consumo de café y las comorbilidades diabetes, hipertensién y artritis
clasificadas por IMC, no se han encontrado publicaciones que las analicen en
conjunto. Esto podria ser una de las principales fortalezas de nuestro trabajo, ya
gue se analizaron en conjunto y determiné la influencia que tienen al interaccionar
con los polimorfismos en las condiciones estudiadas (osteoporosis y fractura de
cadera). Por otra parte, el IMC y su efecto en las comorbilidades osteoporosis,
diabetes e hipertension se analizaron por Lee y cols. 2019 en una poblacién
Coreana, donde un IMC <18.5kg/m? predominé en la poblacién con osteoporosis
(p<0.001), mientras que un IMC >25kg/m? fue el dominante en sujetos con diabetes
e hipertension (p<0.001) (100). Otro estudio analizo la influencia del IMC en sujetos
con fractura y la presencia de diabetes, mostrando diferencias estadisticamente
significativas en el riesgo de fractura de cadera (p<0.05; HR 2.13 [1.48-3.06])
aquellos sujetos con un IMC 18.5-24kg/m? (101). En nuestro estudio, comprobamos
gue los polimorfismos en los genes ESRa y ESR, estan asociados con el IMC y
gue existe una interaccién importante entre éstos y diferentes comorbilidades
(diabetes, artritis e hipertension), asi como con variables como el consumo de café
(Tablas 13, 14 y 15), lo cual, aunado a los andlisis de interacciéon entre los
polimorfismos, es un reflejo de la complejidad de una patologia como la
osteoporosis, que se define como un padecimiento multigénico y multifactorial, en
el que necesariamente hay interacciones entre algunos, si no es que entre todos los

factores participantes, tanto genéticos como ambientales y de estilo de vida.

En cuanto alainteraccién genética de los polimorfismos del REa y RE3 observamos
gue la presencia de dos 0 mas homocigotos variantes aumenta gradualmente el
riesgo de fractura de caderay de osteoporosis. Anteriormente las interacciones gen-
gen y gen-ambiente se han descrito como factores clave en el desarrollo de la OP.
Ji y cols. 2019 analizaron diferentes SNP’s del gen IL-6, y su interaccion con la

obesidad en el riesgo de OP. Los resultados sugirieron que el modelo de interaccion
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compuesto por rs1800796 y obesidad, era el mejor modelo con significancia

estadistica (p=0.012) para explicar el proceso (102).

Xiong y cols. 2006, a través del modelo MDR analizaron un total de 20 genes (entre
ellos ESRRB) que fueron agrupados en 5 grupos para su andlisis. Los resultados
expusieron que dentro de las mejores tres combinaciones se encontraba la
interaccion entre GCR9 y ESR2_4 y al momento de examinar los 137 SNP en forma
de haplotipo, dos de ellos se asociaron con riesgo de OP (AA, p=0.0026 y CA,
p=0.050), los cuales pertenecian a los dos genes antes mencionados (103).

Aunque no se ha mencionado la interaccion gen-gen en los REa y 8, nuestros datos
podrian ser un parteaguas para futuras asociaciones con un mayor numero de
polimorfismos, ya que cuando se analiza la interaccién de los 5 polimorfismos se
muestra el mejor resultado: CVC 10/10 y p<0.001 en ambas patologias, con un

aumento en el riesgo de fractura (OR 6.36) y osteoporosis (OR 7.01).
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo se determinoé la asociacion de los polimorfismos en los genes ESRa
y ESRB y la influencia del IMC en el riesgo de padecer fractura de cadera y

0osteoporosis en mujeres mexicanas.

Variables como edad, IMC, edad de menarca, afios de menopausia, niumero de
hijos, consumo de café, asi como las comorbilidades: diabetes, hipertension y
artritis, son un conjunto de variables que se encontraron asociadas con fractura de
cadera y/o con osteoporosis. En cuanto a los polimorfismos estudiados se observo
gue de manera individual solo el rs4986938 tuvo una asociacion con riesgo de
osteoporosis, sin embargo, de manera conjunta todos los polimorfismos agregaron

aumento en el riesgo tanto de osteoporosis como de fractura de cadera.

El aumento en el riesgo de fractura de cadera u osteoporosis esta relacionado con
un IMC <25 Kg/m?, como se vio con el polimorfismo rs9340799. Sin embargo, es
importante que en futuros estudios se mida la adiposidad, para determinar si esta

tiene alguna influencia en las enfermedades estudiadas.

El consumo de café se asocio como un factor protector, sin embargo, es necesario
gue en estudios posteriores se midan los gramos consumidos y se explore su

relacion con fractura de cadera u osteoporosis.

En cuanto a los polimorfismos presentados, de manera individual el genotipo TT del
polimorfismo rs4986938 se encontr6 asociado con un aumento en el riesgo tanto de
fractura de cadera como de osteoporosis. Al afadir variables observamos la
asociacion de otros polimorfismos, sin embargo, al considerar que la mayoria de los
polimorfismos mostraron una frecuencia genotipica similar, podriamos considerar el

aumentar el tamafio de muestra.

En cuanto a la interaccion gen-susceptibilidad, concluimos que la integracién de los
5 polimorfismos aumenta considerablemente y en forma aditiva, el riesgo de fractura

de cadera u osteoporosis en nuestra muestra de mujeres mexicanas.
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11. ANEXOS
11.1 Carta de consentimiento informado

Instituto Nacional

L de Rehabilitacion
S Luds Guillermo Tharrea Tharm

SALUD

SECEETA KL [ 8410

MNimero de Registro:

Dia Mes Ajio

Apellido Patemo Apellido Materno MNombre ()

Carta de consentimiento informado para la participacitn voluntaria en las investigaciones sobre el
andlisis de la susceptibilidad genética relacionada con osteoporesis en la poblacion mexicana, que
se realiza en el Instituto Nacional de Rehabilitacidon LGIL 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 em mujeres mexicanas. (56/13).
Responsable: Dra. Margarita Valdés Flores.

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

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

A través de la presente expreso gue acepto de forma libre v voluntaria participar en los proyectos de
investigacién armba mencionados que se realizan en el Servicio de Genética, piso 3 de la Torre de
Investigacidn del Instituto Macional de Rehabilitacién LGIL  del Instituto Macional de Rehabilitacion
LGIL

Se me ha explicado en forma clara vy satisfactoria que se trata de una investigacidn médica cuya
impornancia radica en el hecho de que en nuestro pais el 17% de las mujeres mayores de 30 afios tienen
osteoporosis ¥ 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 aumentardn el
conocimiento de la enfermedad lo que permitird, 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.
Para tal efecto se me practicari una densitometria 6sea, la cual es considerada un método diagnbstico
confiable, indoloro y no invasivo para evaluar la densidad mineral dsea por rayos X que se hace con el
sujeto acostado sobre una mesa, v puede hacerse de cadera y/o columna vertebral o antebrazo, segin
las capacidad fisica y el estado general del sujeto. También se me tomard una muestra de sangre (2
tubos) por medio de puncién venosa con jeringa estéril, o bien un cepillado de mucosa oral, que consiste
en raspar con un cepillito suave la parte interna de su mejilla para obtener células. Por otra parte, acepto
voluntariamente proporcionar la informacion personal del cuestionario adjunto, misma gque serd
confidencial. Estos procedimientos se me haran una sola ocasion, sin costo, en una cita Gnica y tomaran
aproximadamente 20 minutos. Posteriormente, de las muestras tomadas de la mejilla o de sangre, se
obtendrd el material genético (DMA) y se buscarin diferencias genéticas (llamados marcadores
genéticos) que sean indicadoras  de osteoporosis o fractura, por métodos de laboratorio (llamado
genotipificacion).

Comprendo que el cepillado de mucosa oral no tiene absolutamente ningin riesgo o posible
complicacidn v que la venopuncidn tiene un riesgo minimo el cual consiste en la formacidén de moretdn
en la zona de la toma y/o la necesidad de una segunda puncién, lo cual no requiere de tratamiento
médico, ni amerita alguna indemnizacion. Sin embargo, en caso de ser necesario, el INRLGII se



11.2 Cuestionario de trabajo

Instituto Macional

SALUD | {48
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G N Luis Guillermo Iharra Tharra

CUESTIONARIO
ETAPA L
Formate de recoleccién de datos para factores de riesgo

Nombire
Institucidn
Nimero de expediente
Direccion sctual
Calle Mo, Ext. Mo Int. Colonda
Dielegaciin [N
Estado Civil: Solicro Casado Viado Drivorciado Separado
Escolaridad = Analfabeta _ Sahe leer v escribir . Primaria ~ Becundaria
Preparatonia Licenciatura _ Posgrado CHro

Confirmaron las fracturas medianic Kx;

Se hospitaliza Servicio Cama

Acude a consulta Motivo Servicio

Fecha prixima consulta:

1.~ Edad

Edad actual

(mudtiplicar por 3 el primer ndmero) Anotar resultado .
Fecha de nacimiento Afios Mizses

dd mm aa
1.- Raza o grupo étnico al cual pertenece (margue ona)

Afroamericana | Megra Americana Anote 0

B [

Caucisica Hispénica Asidfica Anote 5

3.~ En alguna ocasion le han diagnosticado o ha recibido tratamlento para artritis
Si Nao 5l contestd sl anote 5

d.- A partir de los 45 afos. Ha sufrido alguna fractura en algunos de los sigulentes sitios:

Cadera 11 Mo
Costilla Si Mo Anote 4 I
Mufieca 851 Mo Anuote 4

S [
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i, de Rehabilitacion

L Luids Guillermio Tharra Tharra
responsabiliza del tratamiento médico cuando los dafios lo ameriten, por las complicaciones que

pudieran presentarse durante el desarrollo de la investigacion, Gnicamente si son causadas directamente
por la participacidn del sujeto en la investigacion. En caso de existir gastos adicionales debidos a las
posibles complicaciones, serin absorbidos por el INRLGIL

Se me informéd claramente v acepto gue los diferentes resultados podrin ser publicados en revistas de
difusién cientifica, manteniendo la confidencialidad de mi informacion, y que de momento no tienen
utilidad en la asistencia médica. Entiendo que no se requerird mds de mi participacién v que no
recibiré beneficio econdmico ni de ningin otro tipo, ni tampoco se me informard sobre los resultados
del estudio, ni se me entregardn resultados por escrito. También me informaron gue el declinar la
invitacién de participacién o refirar mi consentimiento en cualquier momento y dejar de participar, no
afectard la calidad de atencidn que recibo en el Instituto.

Comprendo y acepto que mi muestra formard parte de un banco de DNA que se resguardard en el
Servicio de Genética de este Instituto por tiempo indefinido, bajo la responsabilidad de las Dras. Valdés
Flores v Casas Avila, responsables de los proyectos, a quienes puedo contactar al 5999 1000,
extensiones 19401 v 19404 respectivamente, en el laboratorio de Genética del Instituto Macional de
Rehabilitacién LGIL Por lo cual, autorizo que mi muestra de DMNA sea utilizada para realizar estudios
moleculares para esta investigacién y las que de ella se deriven, relacionadas con el estudio de
caracteristicas genéticas asociados con enfermedades complejas como la osteoporosis, obesidad, artritis,
hipertension, diabetes, cdncer, etc. que son comunes en la poblacién mexicana. En caso de que mi
muestra de DMNA no sea incluida en el estudio por no cumplir con los requisitos de calidad vy cantidad
necesarios, serd eliminada del estudio sin que yo reciba ningin aviso.

En caso de tener cualquier duda acerca de lo relacionado con mi participacién en la investigacidn, puedo
preguntar durante la entrevisia y la toma de muestra o contactar a las responsables de los provectos.

Me informaron claramente que las muestras, toda la informacion recabada en el cuestionario adjunto, los
resultados de las investigaciones y la difusion de é&stos en revistas cientificas, serdn estrictamente
confidenciales y se utilizaran s6lo para propésitos cientificos v de enseflanza, ¥ en mingin caso se
identificardn con mi nombre los resultados publicados.

SALUD

SECEETARin [ S LLID

Mombre y firma del voluntario (o su representante legal):

Teléfono () Correo electronico

Testigo 1 Testign 2

Mombre y domicilio Mombre y domicilio

Firma y relacibn con el participante Firma y relacién con el participante

Nombre vy firma del responsable de la toma de muestra

Firma del (los) Responsableis) de proyectois):
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5. En este momento o antes ha tomado estrigenos?
Si Anate 0
Na Amote 1

Sume todos les puntos acumulados en todas las preguntas
Subitotal
6.~ Peso actual en kilogramos multiplicado poar 2.2 v anote

Tome los 2 primeros ndmeros v réstelo del subtotal
Puniaje fimal

Si la calificaciin es 6 o mds, se tienen posibilidades de preseniar osteopenia w osleoporosis.

Peso actual Talla actual IMC

Antecedente familiar de fractura de cadera, columna, mufieca v ofros sitios. Especificar sitio die fractura y grado de
pareniesco.

Antecedente personal de fractura de cadera, columna, mufieca u oiro sitio anatémice. Especificar mecanismo de fractura,
edad de presentacidn de ka fractura, sitio de la fractura y lugar del accidente.

Tahaguismo activo
Fecha de inicio de tabaquismo. Especificar nimero de cigarrillos al dia.

Administracidén de corticoides a dosis mayores de 7.0 mg/dia (prednisona o equivalente por rsis de tres meses).

Alcoholismo
Dreteriorn progresivo del estado fisico o mental (o ambos)
Estado confusional crinico (demencia)

Diisminucion de la agudeza visual

Dreterioro del estade general por enfermedades erdnicas concomitantes,
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Adiministracidn prolongada de firmacos como benzodiacepinas, antthiperiensivos, antidepresivos, analgésicos opidcens u
oires capaces de inducir mareo o hipotensitn,

Edad de primera menstnaaciin Fecha de Gltima menstruacion

Niimern de gestacinnes_ Parns___ Ahortos_ Cesfireas_
Menopausia natural: 5§ No Menopausia quinirgica- 81 Mo
Reemplazo hormonal: Mo 5 Duracidn:

Responsable di la aplicacidn del cuestionario:

ETAPA L
Ingesta de café:  5i Mo Tazas al dia Tiempo (afios)
Ingesta de alcohol: Mo 5i Ohzasional Cada semana

Ingesta de medicamentos: Mo Si
Cuales (esteroides, anticonvulsivantes)

Druracidn {menes de un mes) 1-6 meeses 612 meses + 12 mazges

Enfermedades concomitantes: (Ya diagnosticadas)

Hipertension Diabetes Mellius Artritis Céncer
Orsteoporosis Cardiopatias Cataratas Miopia
Enfermedades respiratorias Tiroides: (hras (cuales)

Algunos de sus familiares (Padre, Madre) tiene alguna de estas enfermedades: (Ya diagnosticadas)

Hipenension Diahetes Mellitus Anritis Cancer
Orsleoporosis Cardiopatias Cataratasg Miopia
Enfermedades respiratorias Tirpides: (hras (cuales)
Ingesta de bebidas carbonatadas: S0 No Frecuencia:
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SECEITARLyL D SALLID

ETAPA S

Grupo émmicn:
Indigena {Piel morena con escase vello, cabello kacio, ojos pequefios )
Afro indigena (Piel obscura, nariz de base armplia v achatada, labios gruesos, cabello grueso)

Mestiza (Ficl morena clara o blanca, labios regulares o delgados)
Cauedsica (Piel blanca, nacimiento de barba cemada y'o bigote, labios delgados, cabelle delgado)

Otra (especificar)
Confirmo que al menaos las tres dltimas generaciones de mi familia han vivido en esta drea geogrifica (especificar sitio de

origen v residencia acheal ).

Lugar de onigen del donador de la muesira

Lugar de origen del padre:

Lugar de origen de la madre:

Lugar de orngen del abuelo paterno

Lugar de origen de la abuela paterna:

Lugar de arigen del abuelo matermnao:

Lugar de origen de la abuela materna:

Actividad fishea:

Awerobics Caminata Onros {Especificar) Frecuencia

DENSITOMETRIA OSEA:

Cadera

Colurmna

FRAX:
% Fractura Mayor

% Fractura de Cadera
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FACULTAD DE NUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

ESTADO DE MORELOS

FACULTAD
¢NUTRICION

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por_Maria Davidnia Garcia Rojas, estudiante de la
Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10022627, y que lleva por titulo
“ASOCIACION ENTRE INDICE DE MASA CORPORAL (IMC) Y POLIMORFISMOS EN
LOS GENES DE RECEPTORES DE ESTROGENOS CON EL RIESGO DE
OSTEOPOROSIS Y FRACTURA DE CADERA, EN UNA MUESTRA DE MUJERES
MEXICANAS”, ha sido revisado a satisfaccion, me permito en mi cardcter como miembro de la
Comision Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retne los requisitos para ser presentada y defendida ante
el jurado de examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva darle a la presente.

Atentamente

Dra.América Ivette Barrera Molina
SINODAL PRESIDENTE .

Calle Iztaccihuatl Num. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 315 04 35 / academicanutricion@uaem.mx
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el

27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

AMERICA IVETTE BARRERA MOLINA | Fecha:2020-11-19 10:46:59 | Firmante
bdoNM70rSW+sUiA1WxzD4g2y/nm5SkVhnQOeuAjP2burStK8CpV15eA4bw1Tjg8CLDzxcUdFuz2BepBH1Xrd/9faageYIRGPvtet4kPZg+3NciCIT5kZmPobSOXPvwPTPY9Bxm+z
J42sNaFQt7LS+CIUSUDLNWCdv14FyCfgCCd409WdUmixkaU7bezLKW7bVo+0RLX7jIR4bWumsxsRFvYO0+VtHx2ilgePdUtXR7Za005213gv32CcyeDW69nB/WFrxBlg8Y/5uM3

S/chNwWIEU6p0+iT9Z1gX31aCuQF++J66U8PWAVEY6T6zV21RSAmmwmIljM4oavtfPcCURZdcw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

12ZD0O9

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/v1t22jtv5TeVOY 1xJr75vDfcrtM7xBcN
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

ESTADO DE MORELOS

FACULTAD
¢NUTRICION

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por_Marifa Davidnia Garcia Rojas, estudiante de la
Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10022627, y que lleva por titulo
“ASOCIACION ENTRE INDICE DE MASA CORPORAL (IMC) Y POLIMORFISMOS EN
LOS GENES DE RECEPTORES DE ESTROGENOS CON EL RIESGO DE
OSTEOPOROSIS Y FRACTURA DE CADERA, EN UNA MUESTRA DE MUJERES
MEXICANAS”, ha sido revisado a satisfaccién, me permito en mi cardcter como miembro de la
Comision Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retne los requisitos para ser presentada y defendida ante
el jurado de examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva darle a la presente.

Atentamente

Dr.Heriberto Manuel Rivera
SINODAL SECRETARIO.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

HERIBERTO MANUEL RIVERA | Fecha:2020-11-11 10:09:25 | Firmante
St5Wu+BaW6CN+2umQdZogxpsklO1fsm5ejyr2/ELIopj163IJwWc8eXRhTcCmKBF5pALoCOrLRwbY 7mgr7gUx9JhfOkKCzBjrrUg4D4tatt+/MI/gDHWY gHojxGwg6EalRqdoXN73F
08t1o0YMFUrTPQZ2PE8ihy1IN6I6Wm/g7WIf/tohf+9GGLIBYIj2njishZTal3aPt3cLRHiaGK9weynYBZSpLLHPVOGhMJiTwa8foCo+hsOBN2xQybRDOEemymSSHWnNBZXr6SbY4P7¢c
oNnv8+QxVK4tcIFlysmVNOJyDRGcKJISnt8XwMZ3UAy7cNVPUHV/Gz0Gp5nv+0POWugN3w==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

Shka7w

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/3SARDao6tRQtcrPy TwOKIpg6q6KOxhcy
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FACULTAD
¢NUTRICION

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por_Marifa Davidnia Garcia Rojas, estudiante de la
Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10022627, y que lleva por titulo
“ASOCIACION ENTRE INDICE DE MASA CORPORAL (IMC) Y POLIMORFISMOS EN
LOS GENES DE RECEPTORES DE ESTROGENOS CON EL RIESGO DE
OSTEOPOROSIS Y FRACTURA DE CADERA, EN UNA MUESTRA DE MUJERES
MEXICANAS”, ha sido revisado a satisfaccién, me permito en mi cardcter como miembro de la
Comision Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retne los requisitos para ser presentada y defendida ante
el jurado de examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva darle a la presente.

Atentamente

Dra.Dolores Azucena Salazar Pifia
SINODAL VOCAL.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

DOLORES AZUCENA SALAZAR PINA | Fecha:2020-10-28 14:08:04 | Firmante
WQbRSwz5LRUboSohbq7Dyxp5URpAMIAW2vX6IRHfFW21cshDPwlpgBimF+6Q45NglrKx/sP2F2bQT4/sbPh9WO0etoCWCg5z0DzQdw1ISyWm2VDf8sCpB1lIGTFLM5XAJnEIL
HucTbZLWn08vXbfqlvN8JBp+F+5igKyLbrQIbSZUO309PWR/J2yEsG3nZY2ee99eTXJIKCLRZIMWOgszm5Ktw4lbagbzyV1Z1nZa8v8GzpEhfVcjtgoFupvW1PgCcPv0/mLSxs31
CVPRVd01N+sg1NI+dlyGudDdG2khIJMmzpHp14BQyGWX4KyD8ocXatk4BvvIn3sUkxPAAQgeKDg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

6zQdwF

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/zOLuOt1kGiUy31SnMupu5aF0Pk5n9b0b
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MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por_Maria Davidnia Garcia Rojas, estudiante de la
Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10022627, y que lleva por titulo
“ASOCIACION ENTRE INDICE DE MASA CORPORAL (IMC) Y POLIMORFISMOS EN
LOS GENES DE RECEPTORES DE ESTROGENOS CON EL RIESGO DE
OSTEOPOROSIS Y FRACTURA DE CADERA, EN UNA MUESTRA DE MUJERES
MEXICANAS?”, ha sido revisado a satisfaccion, me permito en mi cardcter como miembro de la
Comision Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retine los requisitos para ser presentada y defendida ante
el jurado de examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva darle a la presente.

Atentamente

Dra.Ollin Celeste Martinez Ramirez
SINODAL Suplente .
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

OLLIN CELESTE MARTINEZ RAMIREZ | Fecha:2020-11-12 14:08:33 | Firmante
nN7ssg6dyb+0VhEUtZIKIBNYYVFozRC7VXWF2XIiUDOBrykn9RF2170+Y Xj7PHh9mYsYwmri3rd3HVROVIMSJIMuBWxsSXnR2H+VwJUESIIjLKey+oMPBCW3724UG7KEQq3rFs
Xw50vMZ7upVk3P740nXS4Dhpa20ladkxxVASHAIgKC5Y/9Kas7j/bS3zB5TK4Q8BKasl0jSjLfO0IVEIBASXZAgZuxsjD4Y00/5DtLRYSCFOv847ZHNAYSZKbQo3ZtQ+BxsIw7EixW
qY1EFBKp2P47wMWi6y90MmRBLQtI3geCpl0K+wOjSHSC3JIhbx4nt6xJqCWpRFOMIPIrNX9A==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:
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¢NUTRICION

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por Marfa Davidnia Garcia Rojas, estudiante de la
Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10022627, y que lleva por titulo
“ASOCIACION ENTRE INDICE DE MASA CORPORAL (IMC) Y POLIMORFISMOS EN
LOS GENES DE RECEPTORES DE ESTROGENOS CON EL RIESGO DE
OSTEOPOROSIS Y FRACTURA DE CADERA, EN UNA MUESTRA DE MUJERES
MEXICANAS?”, ha sido revisado a satisfaccién, me permito en mi cardcter como miembro de la
Comision Revisora comunicar lo siguiente: I. La tesis se aprueba, dado que retne los requisitos para
ser presentada y defendida ante el jurado de examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva darle a la presente.
Atentamente

Dra. Leonora Casas Avila

SINODAL Suplente .

Calle Iztaccihuatl Nom. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350 EL_‘UT
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 31504 35/ academicanutricion@uaem.mx |
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.
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XwO48Kzf2Qw35XhEOkFKoeHON304yFd6CW447K2XvH4TxeCpTX20Wcd+omIXeQtoPYQeRMnGuCghu8sC5D47XgtrKnMX+tlUadJbkoZaXjrM1KKgXOO9BFHPSZchiRmC2R
CbSOM6YAgVAUYAP5MjxFI6Cg+qtkn0fSp4VkmtsZRtXywy8ikuldg8mnoB3p0czVupAu4X41C0Q==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:
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