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INTRODUCCION

1.- DEFINICION

La osteoporosis se define como una enfermedad esquelética
caracterizada por una resistencia 6sea disminuida que predispone a una quien
la padece a un riesgo aumentado de fractura. Esta definicion ha sufrido un
proceso de maduracion hasta llegar a la actual, que recoge la importancia
compartida de dos conceptos: el de cantidad y el de calidad 6sea. La cantidad
la medimos con la densitometria, y con ella se establecen para la clinica las

categorias de pacientes con osteoporosis u osteopenia, por lo que en estos



momentos se estan dirigiendo todos los esfuerzos a la mejora del conocimiento
y la evaluacion de la calidad osea.

Asi pues, la aparicion de fracturas osteoporodticas desde un punto de
vista fisiopatolégico depende de la cantidad de hueso existente, (medido como
Indice de densidad mineral 6sea (DMO), de la estructura del mismo
(microarquitectura) y del equilibrio en su sintesis y degradacién (Turnover).
Estos parametros se agrupan en la llamada resistencia dsea, la cual, junto con

las fuerzas incidentes sobre el hueso, determinaran la aparicion de fracturas.’

2.- IMPORTANCIA DE LA OSTEOPOROSIS
2.1.- Magnitud del problema

La osteoporosis postmenopausica constituye un problema sanitario de
primera magnitud debido a su alta prevalencia y al coste sanitario y social de
sus manifestaciones clinicas, sobre todo las fracturas.

Se estima que alrededor de 200 millones de personas en el mundo
padecen este proceso. So6lo en Europa, Estados Unidos y Canada, el
tratamiento de la enfermedad tiene un coste directo anual de 54.000 millones
de dodlares, a lo que se debe sumar otros diez mil millones en costes
indirectos®. Los costes directos de esta patologia alcanzaron en Europa los
48000 millones de euros en el aino 2000 solo en gastos hospitalarios, lo cual ha

supuesto un incremento del 33% en tres afios.’

2.2- Prevalencia de osteoporosis en Espana
En Espafia la osteoporosis es la enfermedad metabdlica 6sea mas

prevalente. Afecta a un 35% de mujeres mayores de 50 afios, porcentaje que
se eleva a un 52% en las mayores de 70 afios. Diaz-Curiel y cols.* situaron en
un estudio la prevalencia de la osteoporosis en mujeres posmenopausicas de
entre 70-79 anos en un 40% y en las mujeres de entre 60 y 69 afios en unos
valores de casi el 35%. Cuando, en el mismo estudio, se analiz6 la prevalencia
de la osteoporosis en cuello de fémur, las cifras se situaron en valores del

24,2% en el grupo de 70-79 afios.

2.3- Prevalencia de las fracturas osteoporéticas en Espana



La incidencia anual de fractura de fémur en mujeres de edad superior a
50 anos es del 3 por 1000. Ademas, una de cada 5 mujeres de mas de 50 afos
tiene al menos una fractura vertebral osteoporética, que se asocia a deterioro
de la calidad de vida y a riesgo aumentado de otras fracturas®. La incidencia
de fractura de antebrazo distal es de casi el doble. Se conoce con el nhombre
anglosajon de lifetime risk al riesgo de padecer una fractura a partir de una
cierta edad, generalmente a partir de los 50 afios, en el tiempo que le resta de
vida a una persona. El calculo se realiza a partir de la incidencia anual por sexo
y edad de cada uno de los eventos mediante formulas matematicas complejas.
Cummings y cols.® estimaron el lifetime risk de una mujer a los 50 afios de
padecer una fractura de cadera en un 15,6% y de antebrazo en un 15%,
mientras que el riesgo se elevaba a un 32% cuando se trataba de una fractura
vertebral. En cuanto a la fractura de cadera, el riesgo aumenta en el varén
mientras que en la mujer permanece constante a lo largo de toda la vida. El
riesgo de la fractura de Colles declina en la mujer con la edad y el de la fractura
vertebral se mantiene alto a lo largo de toda la vida, un 27,9% a partir de los 65
afnos y un 18,3% a partir de los 80 afos.
Los datos epidemioldgicos de la fractura vertebral son siempre dificiles de
concretar, pues sabemos que tan solo un 30% de las fracturas vertebrales son
sintomaticas y el resto pasan desapercibidas y no llegan a diagnosticarse®. Los
estudios epidemiolégicos como el European Vertebral Osteoporosis Survey
(EVOS)’ han permitido, mediante la realizacién sistematica de un estudio
radiografico, realizar una aproximacidon a la realidad en Europa vy
especificamente en nuestro pais. Naves y cols® publicaron los resultados de
una cohorte del estudio EVOS seguida durante 6 afios y observaron como la
incidencia de la fractura vertebral fue 4 veces mayor a la de cadera. En cuanto
a las edades de presentacion, se confirma que la fractura de Colles se produce
alrededor de los 65-67 afos y la vertebral de los 73-75 afios, mientras que la
de cadera presenta la maxima incidencia en los 80-85 afios. Todos estos datos
reflejan la realidad europea, en la que la fractura vertebral tiene una
prevalencia del 12% a los 60 afios de edad y se incrementa de forma
progresiva segun la edad hasta alcanzar el 25% a los 75 afios en mujeres y el

17% en varones.



La fractura de cadera representa una de las consecuencias mas graves
de la osteoporosis por su mortalidad y morbilidad. Al contrario que la fractura
vertebral, su incidencia y prevalencia, es mas facil de cuantificar pues siempre
requiere de la utilizacion de recursos hospitalarios, que facilitan su registro. En
Espafa, a lo largo de los ultimos afos, diversos estudios han recogido la
incidencia de la fractura femoral en diferentes regiones® . En los Gltimos afios
parece observarse una tendencia creciente en el numero de fracturas,
probablemente debido al efecto del envejecimiento de la poblacion™®.

Recientemente, Serra y cols.® han realizado un estudio longitudinal de
incidencia obtenido mediante el registro del Ministerio de Sanidad y Consumo
de los afios 1996 a 1999. Se registraron en ese periodo un total de 130.414
casos en pacientes mayores de 65 afos. Observaron como el 89% de los
pacientes con fractura de cadera tenian una edad media de 82 afios, con una
gran variabilidad en la incidencia entre las diversas partes de Espafa pero se
aproximaba a los 270 casos por 100.000 habitantes en los varones y a 695 por

100.000 en las mujeres mayores de 64 afos.

3.- PATOGENIA GENERAL

La cantidad de masa 6sea en un momento dado viene determinada por
dos hechos: el “pico de masa 6sea” que la persona alcanzé en su juventud y la
pérdida que haya sufrido posteriormente. Es necesario analizar, por tanto, los
cuatro componentes que intervienen en la aparicidén de fracturas: pico de masa
Osea, peérdida de masa Osea, alteracién de la calidad y propensién a las
caidas'".

3.1.- Pico de masa Osea

Hoy sabemos que tanto la adquisicién de la masa 6sea durante la juventud
como la pérdida posterior tienen una base poligénica, con una participacion
porcentual muy pequeia de cada uno de los genes implicados. En conjunto, sin
embargo, se considera que aproximadamente un 80% del pico de masa ésea
viene determinado genéticamente (heredabilidad), dependiendo el resto de
influencias hormonales (esteroides gonadales y hormona de crecimiento) o

ambientales, alimentacion (especialmente ingesta de calcio) y ejercicio'.



Hay evidencia consistente de la asociacion entre el descenso de la
DMO vy riesgo de fractura. El pico de masa 6sea se encuentra bastante
determinado por factores genéticos, como lo demuestra el hecho de que los
hijos de mujeres con osteoporosis postmenopausica (OP) tienen menor masa
6sea que los hijos de mujeres sin OP™ y la concordancia de masa 6sea es
mayor en gemelos univitelinos que en bivitelinos'. Distintos genes, incluyendo
el gen del receptor de vitamina D, de estrogenos y de IL-6, han sido estudiados
en relacion a la masa 6sea, sin que se hayan demostrado relaciones claras. Si
parece existir relacion con el polimorfismo Sp1 del gen de la cadena alfa-1 del
colageno 1 (COLIA 1), habiéndose demostrado asociacion con masa 6sea baja
e incremento del riesgo de fractura’. Recientemente se ha descrito una
mutacion del gen de la proteina 5 relacionada con el receptor de LDL (LRP 5)
asociada a masa 6sea alta'®.

3.2.- Pérdida de masa 6sea

Una vez alcanzado el “pico de masa 06sea”, el esqueleto adulto se renueva
continuamente por la accion sucesiva y acoplada de los osteoclastos, que
destruyen hueso, y de los osteoblastos, que forman hueso nuevo para sustituir
al viejo destruido por los osteoclastos. A este proceso se le denomina
‘remodelado 6seo”, tiene lugar en multiples “unidades de remodelado” de la
superficie del hueso y esta regulado con precision, tanto por productos de la
circulacion general como por factores locales. Entre las hormonas reguladoras
destacan la PTH, calcitonina, insulina, GH, vitamina D, glucocorticoides,
estrégenos, andrégenos y hormonas tiroideas.

De las moléculas locales, son importantes los factores de crecimiento
insulinico, TGF-b, factores de crecimiento fibroblastico, PDGF, y otras citocinas,
como IL-1, IL-6, IL-11,TNF-a y factores estimulantes de colonias (M-CSF)"’.
3.3.- Ciclo del remodelado 6seo.

En cada unidad de remodelado, el ciclo comienza con la estimulacién de
células de estirpe osteoblastica en la médula 6sea. La PTH y algunos factores
locales (IL-1 y TNF-a) estimulan en estas células en reposo (lining cells) la
produccion de colagenasa, que lleva a cabo la disolucion de la matriz 0sea,
liberandose de ella productos (osteopontina, sialoproteina y fragmentos del
coldgeno degradado) que activan y atraen a los osteoclastos. Estos se

adhieren a la matriz 6sea y forman el “borde en cepillo” por el que realizan la



resorcidn gracias a la accion especial de la catepsina K, tras la liberacién de
hidrogeniones al medio. Cuando se ha destruido una cantidad determinada de
hueso en la unidad de remodelado, ésta debe ser reemplazada por hueso
nuevo, lo que sucede a través de las siguientes fases: a) cese de la actividad
osteoclastica; b) atraccién de los precursores de osteoblastos a la cavidad
resortiva; c) proliferacion y diferenciacion de los precursores de osteoblastos; d)
formacién de la matriz 6sea y e) cese de la actividad de osteoblastos."’

El cese de la actividad osteoclastica se produce por el aumento local de
productos liberados de la matriz ésea, como Ca, P y TGF-b, interviniendo este
ultimo factor también en la quimiotaxis y proliferacion de los precursores
osteoblasticos. Las proteinas morfogenéticas o6seas (BMP) activan la
diferenciacién de los osteoblastos para formar hueso, que posteriormente se
mineraliza. Una vez terminada la formacion, la superficie del hueso se cubre
con osteoblastos muy diferenciados (lining cells) en reposo, que se activaran
en un ciclo posterior.

Todo nuestro conocimiento sobre el remodelado 6seo ha tenido un
avance extraordinario con el descubrimiento del sistema RANK-RANKL-
OPG19,20, que se considera la via comun a través de la cual actuaran todas
las moléculas antes sefaladas (hormonas y factores locales) para regular la
interaccion osteoblasto-osteoclasto y el remodelado 6seo. El RANK (Receptor
for Activation of Nuclear Factor KB; NFkB) es un receptor de los osteoclastos,
al que se une el RANK-L (ligando de RANK) presente en la membrana de las
células de estirpe osteoblastica y del estroma medular. Esta union estimula la
proliferacion y actividad de los osteoclastos, inhibiendo su apoptosis.

Por otro lado, los osteoblastos producen un receptor soluble, la
osteoprotegerina (OPG), que es capaz de unirse al RANK-L, impidiendo la
union RANK-RANKL, por lo que su accion es inhibidora de la actividad
osteoclastica. Es, por tanto, la relacion entre RANKL y OPG lo que determina la
cantidad de resorcion ésea.

El osteoblasto produce, ademas, el factor estimulante de colonias de
monocitos (M-CSF), que se une al receptor C-Fms de los osteoclastos, siendo
también necesario para la osteoclastogénesis y complementario a la accion del
sistema RANK-RANKL."®



Hoy sabemos que la produccién de RANKL en los osteoblastos se
estimula por la vitamina D (calcitriol), PTH,TNF-a, glucocorticoides, PGE-2, IL-
1, IL-11, hormona tiroidea, FGF-2 y IGF-1, entre otros, inhibiendo muchas de
estas moléculas la expresion de OPG'®. Los estrégenos, al contrario, inhiben la
produccion de RANKL y M-CSF y estimulan la produccion de OPG y TGF-§3 por
lo tanto globalmente actuan inhibiendo la produccién y accion de los
osteoclastos En condiciones normales, la fase de resorcion Osea del
remodelado dura unas 2 semanas y la formaciéon unos 3 meses. En el adulto
joven, la masa 6sea se mantiene porque existe un equilibrio entre la actividad
de osteoclastos y osteoblastos y la cantidad de hueso formado y destruido es
similar. En estas condiciones de normalidad se calcula que al cabo de un aho
se renueva el 4-5% del hueso cortical y el 25% del hueso trabecular. Cuando
este equilibrio se rompe, como ocurre en la OP, por un aumento de actividad
osteoclastica con creacion de cavidades de resorcion mas profundas o por fallo
de los osteoblastos para rellenar esas cavidades, se produce una pérdida 0sea

dificilmente recuperable?.

3.4.- Menopausia y masa 6sea

Tras la menopausia se produce una situacion de alto remodelado 6seo,
donde coexisten un aumento del numero de unidades de remodelado activas
con un desequilibrio osteoclasto-osteoblasto, y un incremento de la actividad
osteoclastica en cada una de ellas, lo que da lugar a una pérdida acelerada de
la matriz 6ésea. Esta afecta fundamentalmente al hueso trabecular y puede
alcanzar un 4-6% a nivel vertebral el segundo afio y un 8-13% el tercero
después de la menopausia?'. En conjunto, se atribuye al hipoestrogenismo
postmenopausico la responsabilidad directa de casi la mitad de la pérdida de
masa Osea en la mujer a lo largo de la vida, lo que la hace mucho mas
propensa que el varon a padecer osteoporosis 2.

En efecto, se sabe que los estrogenos disminuyen la actividad
osteoclastica inhibiendo la produccion de M-CSF, RANKL, IL-1, IL-6 y TNF-q, al
tiempo que estimulan la produccion de OPG y TGF-[3, por lo que su déficit tras
la menopausia invierte todas estas acciones y condiciona la pérdida acelerada

de masa 6sea.’?



La resorcién O6sea exagerada, a través del calcio que extrae del hueso,
tiende a elevar los niveles de calcemia, o que, a su vez conlleva una
disminucién de la secrecion de PTH y de la produccion de 1,25 (OH) 2D3, por
lo que disminuye la absorcién intestinal y aumenta la eliminacién urinaria de de
calcio, cerrandose el circulo de las alteraciones fisiopatolégicas.

3.5.- Masa 6sea y edad

Independientemente de la pérdida acelerada de la masa 6sea que se
produce en la mujer durante los primeros afios después de la menopausia,
tanto en ella como en el vardon se produce una pérdida continua que llega hasta
edades muy avanzadas y que esta en la base de la osteoporosis senil. En
estos cambios, las alteraciones hormonales y de factores locales siguen
teniendo un papel importante.

Existe una evidencia creciente de que los niveles de testosterona y
estrogenos influyen en la masa 6sea del varon y de que la disminucion de
estos ultimos también se correlaciona con la disminucién de la masa 6sea,
como ocurre en la mujer, en el varén de edad avanzada'®.

Aunque los niveles séricos de OPG aumentan con la edad, su
produccion en médula Osea esta disminuida al tiempo que aumenta la
produccion de RANK-L, lo que puede jugar un papel importante. A esta pérdida
contribuye, ademas, la disminucién de la funcion renal que se produce con la
edad, que da lugar al déficit de 1,25, (OH) 2D, y la disminucién de la absorcion
intestinal de calcio, con aumento secundario de PTH.

3.6.- Alteracion de la calidad 6sea

Los distintos factores que intervienen en la calidad del hueso son la
actividad del remodelado, la porosidad cortical, la mineralizacion secundaria, el
estado de los enlaces de colageno, la pérdida de conectividad trabecular y la
acumulacion de microlesiones.

Interesa recordar aqui que los distintos elementos que regulan la
cantidad de masa dsea también intervienen en la calidad del hueso, siendo
importante la genética, la menopausia y la edad. El aumento del remodelado
disminuye el grosor de las trabéculas y produce pérdida de conectividad entre
las mismas. Ello, junto con la edad, altera los enlaces de colageno y aumenta

las microlesiones, disminuyendo la resistencia 6sea®®. Se afiaden, ademas, los



distintos factores de riesgo de OP que a lo largo de la vida de la persona se

van sumando para contribuir a una menor cantidad y calidad del hueso

4.- FACTORES DE RIESGO

Al hablar de factores de riesgo asociados a osteoporosis consideramos
aquellos atributos, condiciones o estados del sujeto que lo predisponen a
padecer la enfermedad o sus consecuencias principalmente la fractura.

Algunos de los factores de riesgo descritos son intrinsecos, y por tanto
no modificables, como la edad, el sexo y la raza; otros, por el contrario, son
extrinsecos y pueden corregirse, como la dieta o el estilo de vida, las
situaciones que incrementan el riego de caida o el consumo de determinados
farmacos. Ademas, la concurrencia de varios factores de riesgo en una mujer
puede ser tan importante como el valor de la densitometria®* (ver tabla 1) .
Otra forma de clasificarlos, también util en la practica diaria por su posibilidad
de prevencion, es dividirlos en factores responsables del aumento de la

fragilidad 6sea y factores relacionados con las caidas.

Tabla 1. Factores de riesgo de fracturas y nivel de evidencia®



Factores Riesgo asociado Riesgo relativo Nivel de
(IC del 95%) evidencia

Factores de riesgo

0seo

= 2 fracturas vertebrales | Fractura vertebral 11,8 (5,1-22.6) 1b

previas

Descenso DMO™ por Fractura de fémur 3.6a56(2295)5 b

cada -ADE Fractura vertebral 1.6(1,3-1.9)

1 & 2 fracturas Fractura vertebral 3.6(2,5-5.2) b

vertebrales previas

Historia materna Fractura de fémur 1,8 (1,2-2,7) 1b

fractura fémur

Sedentarismo Fractura de fémur 1,7 (1,2-2.4) 1b

Cualquier fractura a Fractura de fémur 1.5(1,1-2,0) 1b

edad = 50 afios

Edad (cada 5 afios) Fractura de fémur 1.4(1,2-1.6) b

Estatura (alos 25 a., Fractura de fémur 1,3 (1,1-1,5) 1b

por cada 6 cm)

Consumo elevado de Fractura de fémur o 1,22 (1,04-1,43) 1k

proteinas Fractura de antebrazo

Habito de fumar Fractura de fémur 1,17 hasta 2,08 (1,05- Za
2,54) segun edad

Fractura previa de Fractura de antebrazo 258 (1,84-3,72) 2b

antebrazo

Marcadores de Fractura de fémur 1,39-2.3 2b

remodelado

Nivel indetectable Fractura de fémur B9 (15-32% 3b

estradiol y SHBG Fractura vertebral 7.9 (2,2-28%

Factores de riesgo de

caida

Uso prolongado de Fractura de fémur 1,6 (1,1-2.4) 1b

benzodiacapinas

Incapacidad para Fractura de fémur 1.7 (1,1-2.7) 1b

levantarse de una silla

Frecuencia cardiaca > | Fractura de fémur 1,7 (1,1-2,0) 1b

80 lpm

Factores protectores

Consumo de alcohol, 5 | Fractura vertebral 0,65 (0,53-0,99) 2b

a 7 dosis/semana™

Ejercicio fisico Fractura fémur 0,64 (0,47-0.88) 24

maderado

Ejercicio fisico intenso | Fractura fémur 0,64 (0,45-0.89) 28

Como ya se ha mencionado, la probabilidad individual de padecer una
fractura osteoporética esta condicionada por multiples factores. De hecho, cada
localizacion especifica de fractura tiene un perfil de factores de riesgo
determinado. Generalmente no actuan de forma aislada, sino que es la
combinacion de varios de ellos, lo que aumenta significativamente el riesgo de
fractura y puede ser util para seleccionar a individuos a los que realizar una

densitometria o6sea e

farmacoldgico.

incluso para decidir el inicio del

tratamiento



4.1 Factores de riesgo no modificables.

4.1.1.- Edad y sexo
El principal marcador de riesgo para la fractura de cadera es la edad,

siendo el riesgo un 50% mayor en la mujer que en el varén®. En los distintos
estudios existe discordancia en atribuir a la edad un determinado riesgo relativo
(RR) de osteoporosis y fractura. En el estudio SOF? se pudo comprobar que
por cada 10 afios de incremento en la edad, el riesgo de fractura de cadera
aumenta 2,9 veces. En una revision reciente % se establece que la probabilidad
a 10 anos de cualquier fractura osteoporotica (antebrazo, humero, vertebral o
de cadera) aumenta 8 veces en las mujeres y 5 veces en los varones al pasar
de los 45 a los 85 afos. El riesgo de fractura de cadera aumenta 13 veces
entre los 60 y los 80 afos, mientras que la DMO desciende soélo lo suficiente
como para ser responsable del incremento en el riesgo de fractura al
cuadruplo.

La mujer es el grupo poblacional mas susceptible de padecer
osteoporosis, principalmente en los afos cercanos y posteriores a la
menopausia. La prevalencia es de 15 6 20 a 1 respecto al hombre. A partir de
los 50 afios la tasa de incidencia de fractura de cadera es mayor en la mujer
que en el varén en una relacion tres a uno®.

4.1.2.- Fractura osteoporotica previa

Independientemente del valor de la DMO medido por DEXA, la presencia
de una fractura previa por fragilidad aumenta el riesgo de nuevas fracturas
entre 1.5y 9.5 veces, dependiendo de la edad, del numero de fracturas previas
y su localizacién. Asi, el riesgo de fractura de cadera se duplica en caso de una
fractura previa (de cadera, vertebral o de antebrazo)*°. De forma global y para
cualquier localizacion, el riesgo de fractura de un individuo con una fractura
osteopordtica previa, es de 2.2 veces mayor que la de un individuo sin dicho
antecedente. La presencia de multiples fracturas previas incrementa aun mas
el riesgo de fractura subsiguiente. Independientemente del valor de DMO, el
riesgo de fractura osteoporotica es doce veces mayor en presencia de dos o
mas fracturas vertebrales previas. Por tanto, la radiografia vertebral combinada
con la determinacion de la DMO permite establecer un patréon de riesgo de

fractura mejor que el conseguido con cada técnica por separado. Por ejemplo,



una mujer osteoporética de 50 afios tiene el triple de riesgo de fractura de
cadera que la poblacién general de su edad. Sin embargo, si ademas tiene una
fractura previa, su riesgo es cinco veces mayor®'.

4.1.3.- Antecedente familiar de fractura

Este factor se ha relacionado principalmente con la fractura de cadera.
Dado que la influencia genética sobre el riesgo de osteoporosis es
multifactorial, no sélo debe considerarse el antecedente de fractura de cadera
en familiares de sexo femenino (madre y abuela), sino también en familiares

varones de primero y segundo grados.

4.2.- Factores de riesgo modificables

4.2.1.- Variables antropométricas

El peso corporal es un importante factor de riesgo de osteoporosis.
Varios estudios han sehalado que un peso menor o igual a 57 kg se asocia a
un mayor riesgo de fractura, especialmente de cadera. Una talla baja también
se ha implicado como factor de riesgo de fractura osteoporoética, asi como un
IMC menor de 19 kg/m2. Por otro lado, las mujeres con un menor contenido de
grasa corporal presentan una menor DMO?".

4.2.2.- Densidad mineral ésea

La DMO es la variable aislada que mejor predice el riesgo de fractura
osteoporética en la mujer posmenopausica. El riesgo de fractura aumenta
aproximadamente al doble por cada desviacion estandar de disminucion de la
DMO medida por DEXA. Este riesgo varia en funcién de la técnica empleada,
de la localizacién y del tipo de fractura. En el caso de la fractura vertebral, el
riesgo aumenta 1.8 veces por cada desviacion estandar de disminucion de la
DMO en el cuello femoral®.

4.2.3.- indices bioquimicos y riesgo de fractura

Aisladamente, la utilidad de los marcadores bioquimicos de remodelado
en la prediccién de la pérdida de masa 6sea es escasa. Sin embargo, dado que
el aumento del recambio, con independencia de su efecto sobre la masa 6sea,
es por si mismo un factor de riesgo de fractura, algunos estudios recientes
sugieren que una aproximacion combinada con DMO y marcadores de

recambio (especialmente el CTX en orina) predice mejor el riesgo de fractura



en la mujer posmenopausica que la simple mediciéon de la DMO. Sin embargo
esta sigue siendo una cuestidén controvertida.

4.2.4.- Ejercicio fisico

El estudio SOF* (Study of Osteoporotic Fractures) mostré una
asociacion significativa entre el nivel de actividad fisica y la fractura de cadera,
aun después de ajustar para otros factores de riesgo conocidos para esta
fractura. Asi, las mujeres sedentarias tienen de un 20% a un 40% mas de
riesgo de fractura de cadera que las mujeres que realizan una actividad fisica
ligera (2-4 horas de ejercicio semanales). En un meta-analisis reciente de 18
ensayos clinicos® se ha puesto de manifiesto que los ejercicios con carga, los
ejercicios con resistencia y los aerobicos son eficaces para incrementar la

masa 6sea en la columna en las mujeres postmenopausicas.

4.2.5.- Dieta mediterranea

El término dieta mediterranea fue acunado en un libro de cocina titulado
How to eat well and stay well, the mediterranean way, escrito por Ancel y
Margaret Keysen en 1950, antes, por tanto de la publicacion del clasico estudio
de siete paises que aportd6 datos sobre la distribucion geografica de la
enfermedad coronaria y su relacion con el tipo de dieta. Este estudio, demostré
una menor morbilidad cardiovascular en las regiones del area mediterranea
Creta, Corfu, Crevalcora,Dalmacia y Monetgiorgio cuya alimentacién se basaba
en el consumo de aceite de oliva, frutas ,cereales, verduras frescas y vino
frente a otras regiones (EEUU, Finlandia, Japdn..) cuya alimentacion se basaba
en una alto consumo de cerveza, carne roja, grasas etc. En Espana los datos
de morbi-mortalidad cardiovascular son equiparables a los de otros paises de
la cuenca mediterranea y menores a los de otros paises desarrollados.

Hoy, el concepto de dieta mediterranea se ha ampliado mas alla de la
alimentacion y se usa para referirse a un estilo de vida y cultura comun con
otros paises mediterraneos. Las caracteristicas principales de la dieta
mediterranea son:

-Consumo abundante de alimentos de origen vegetal.
-Consumo de alimentos frescos de temporada.
-Uso de aceite de oliva.

-Ingesta diaria de lacteos y derivados: yogurt y queso.



-Consumo frecuente de pescados, frutos secos y vino.
-Consumo ocasional de carnes rojas, aves y grasas.

Teniendo en cuenta que el pico de masa 6sea depende, sobre todo, de
factores genéticos y endocrinos, las posibilidades de incrementar la masa ésea
son relativamente escasas. Después de la adolescencia, el incremento de la
masa 0sea es escaso; por ello conviene insistir en la importancia de la dieta en
la adolescencia. Los estudios que evaluaron la importancia de la dieta durante
el periodo de crecimiento sugieren que una dieta rica en calcio, proteinas vy
minerales es importante para alcanzar un adecuado pico de masa 6sea®.
También es beneficiosa una dieta adecuada en la edad adulta y en la
premenopausia. Sin embargo, la dieta rica en calcio en la posmenopausia, para
la prevencion de fracturas, es un tema todavia controvertido. El suplemento de
calcio tiene un pequeno efecto positivo sobre la densidad mineral 6sea (DMO),
pero no esta claro que reduzca la incidencia de fracturas vertebrales -aunque

se advierte una tendencia favorable- ni reduce la fractura de cadera®.

Acidos grasos omega-3. omega-6 y omega-9

Los acidos grasas saturados no poseen ningun doble enlace. Los
insaturados, si tienen un doble enlace, son "monoinsaturados” y, si tienen dos
0 mas, son "poliinsaturados". La denominacion de "omega" alude a la posicion
del doble enlace. Los acidos grasos esenciales poliinsaturados se agrupan en
dos familias: omega-3 y omega-5. Existe mucha evidencia de que la gantidad y
el tipo de grasa en la dieta tienen un impacto importante sobre la salud 6sea.
Segun datos tomados del NHANES 111%, la DMO estd negativamente
asociada con la ingesta de grasas saturadas. Asi, una dieta rica en omega-3 y
omega-6 tiene efectos beneficiosos sobre la masa 6sea y, ademas, esta
asociada con la disminucion de la mortalidad por enfermedad cardiovascular.
En este sentido, muchos cientificos creen que es muy importante un equilibrio
en la dieta entre omega-3 y omega-5.

Los acidos grasos omega-3 se encuentran en el aceite de linaza, el
aceite de nuez, los huevos, los aceites de pescados, el higado de bacalao y la
caballa, entre otros. El principal componente del aceite de nuez y de linaza es

el acido alfa linolénico, mientras que los acidos grasos predominantes en los



pescados grasos son los acidos eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico
(DHA). Los mas activos y beneficiosos son el EPA y el DHA.

Los omega-5, por otra parte, se encuentran fundamentalmente en los
aceites vegetales -aceite de maiz, soja, girasol y cacahuete-, cuyo componente
principal es el acido linoleico. El aceite de oliva, por ultimo, de cuyas
beneficiosas propiedades ya nadie duda, es un omega-9. Es el componente
mas habitual de grasa alimentaria en la dieta mediterranea.

En los ultimos afos existe un gran interés por la influencia de las dietas
acidas o base sobre el metabolismo Oseo. Varios estudios, como el
Framingham Osteoporosis Study®*® han demostrado que las dietas con
contenido alcalino (magnesio, potasio, frutas y vegetales) mejoran la DMO vy
detienen la pérdida de masa 6sea, a diferencia de las dietas de componente

acido (proteinas).

4.2.6.- Habitos toxicos

El tabaquismo y el consumo excesivo de alcohol se asocian con un
aumento del riesgo de OP. Sin embargo, un consumo moderado de alcohol en
las mujeres posmenopausicas puede ayudar a mantener la masa ésea, pues
incrementa los estrégenos enddgenos y favorece la secrecién de calcitonina®
Estos hallazgos necesitan ser contrastados con futuros estudios. En este
sentido, deben valorarse siempre los beneficios y riesgos del alcohol y la
enfermedad cardiovascular, el cancer de mama y las fracturas de cadera.

En estudios de experimentacién animal, se sefalan los hidrocarbonos
policiclicos aromaticos del alquitran del tabaco, el benzopireno y el
dimetilbenzoantraceno como responsables de la pérdida de masa 6sea y de la
resistencia 6sea’. Son numerosos los estudios epidemioldgicos que han
relacionado el habito de fumar con el riesgo de OP. Estudios de cohortes y
casos y controles en OP posmenopausica, afirman que dejar de fumar mejora
la DMO y disminuye el riesgo de fractura de cadera y vertebral. El estudio
EVOS confirmé el efecto adverso del tabaco sobre la DMO*'.

La ingesta de bebidas con cafeina, por otra parte, se asocia de manera
inconsistente con una menor DMO. En cuanto al riesgo de fractura, en el
estudio SOF* se hallé una asociacién positiva entre el consumo diario de

cafeina y el incremento de fractura de cadera.



4.2.7.- Factores de riesgo de caidas

Los datos sobre este tipo de factores proceden en su mayoria de
estudios prospectivos como el EPIDOS*?, el cual confirmé la importancia de
alguno de ellos, como los defectos visuales y las alteraciones
neuromusculares, en el riesgo de caidas. Estos factores se asocian
principalmente con la fractura de cadera y se han descrito entre otros los
siguientes:
* Inestabilidad o alteracién del equilibrio en la exploracion fisica
* IMC bajo (<19 kg/m2)
» Antecedente de caida reciente (en el ultimo afio): una caida lateral incrementa
6 veces el riesgo de fractura de cadera en relacion con una caida en otra
direccion
* Deterioro cognitivo o demencia
* Uso de sedantes
* Defectos visuales
* Alteraciones neuromusculares: la incapacidad para levantarse de una silla sin
ayuda, para estar de pie al menos durante 4 horas al dia, o para dar paseos se
asocian con un incremento del riesgo.
» Enfermedades o condiciones asociadas con riesgo de caidas: enfermedad de

Parkinson, alcoholismo y vértigo, entre otros.

5. CLASIFICACION

5.1.- Osteoporosis involutiva

Es el grupo de osteoporosis mas frecuente y al que siempre nos
referimos cuando no especificamos otra cosa. Como su nombre indica, se
produce con el transcurso de los afios, especialmente en la mujer después de
la menopausia, entre los 50 y 75 afos (OP o tipo |) y tanto en la mujer como en
el varon en edades mas avanzadas, por encima de los 70 afios (osteoporosis
senil o tipo II).

5.1.1.- OP o tipo I: se produce en la mujer como consecuencia del cese

de la funcién ovarica; la pérdida 6sea se acelera y afecta especialmente al



hueso trabecular, siendo caracteristicas las fracturas vertebrales por
aplastamiento y las de la extremidad distal del antebrazo.

5.1.2.- Osteoporosis senil o tipo Il: se produce en ambos sexos, en
edades mas avanzadas, consecuencia de la pérdida de cantidad y alteracion
de la calidad ésea que progresivamente tiene lugar con el transcurso de los
anos. Esta pérdida no es tan acelerada como en el tipo I. Esta division en tipos
| y Il de la osteoporosis involutiva, aunque util en la practica clinica, no se
corresponde con dos procesos completamente independientes sino que
muestra momentos distintos de un mismo proceso que evoluciona a lo largo de
afnos. Efectivamente, si la mujer no tuviese una pérdida acelerada de masa
Osea después de la menopausia, no padeceria tan frecuentemente una
osteoporosis senil 15 6 20 aflos mas tarde. Pero, ademas, sabemos hoy que el
déficit estrogénico juega un papel no solamente en la pérdida rapida de masa
O0sea que sigue a la menopausia sino también en la fase lenta de pérdida que
sufren la mujer y el varén en edades mas avanzadas®.

5.2.- Osteoporosis secundarias

Utilizamos tal denominacion cuando existe una causa capaz de producir el
trastorno, independientemente de la menopausia y la edad. Las posibles
etiologias son muy numerosas, resaltando diferentes enfermedades
endocrinolégicas, gastrointestinales, hematolégicas o conectivopatias, asi

como la inmovilizacion prolongada o el uso de distintos farmacos.

6. DIAGNOSTICO

El diagnostico de osteoporosis se establece con la realizacion de una
densitometria 6sea. El método utilizado mas ampliamente es la absorciometria
radiolégica de doble energia (DEXA), validado como patrén de oro para
predecir el riesgo de fractura.

Las zonas de medicion mas habituales son la columna lumbar y el cuello
de fémur. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha establecido una
definicion densitométrica de osteoporosis, considerando su existencia cuando
el paciente presenta un valor de DMO en indice T, en columna lumbar o en

cuello de fémur, inferior a — 2.5 desviaciones estandar.**



El valor de DMO Iumbar por DXA (Hologic), en mujeres espafolas, que
representa el pico de masa 0sea (referencia para el indice T) es 1.040 + 0.104
g/cm2 (media + DS). Este valor de DMO en cuello femoral por DXA (Hologic),
es 0.840 + 0.109 g/cm2.%
Por cada desviacion estandar de descenso de la densidad 6sea, por diferentes
técnicas, el riesgo relativo asociado de fractura oscila entre 1.3 y 3.9 . Los
marcadores bioquimicos de remodelado 6seo, especialmente los de resorcion,
en pacientes ancianos, se asocian a incremento de riesgo relativo de fractura.
La prevencion constituye una de las medidas fundamentales en el
manejo de la osteoporosis. Se recomienda una dieta saludable, con baja
cantidad de proteinas, ejercicio fisico regular, la ingesta de niveles adecuados
de lacteos y derivados y el abandono del habito tabaquico. Todas estas
medidas van encaminadas a conseguir un pico de masa Osea alto
premenopausico®. Entre las medidas terapéuticas para la osteoporosis
establecida destacan la terapia hormonal sustitutiva (THS), los moduladores
selectivos de los receptores estrogénicos (SERM), la tibolona, los

bifosofonatos, la calcitonina y la paratohormona.

7. OSTEOPOROSIS Y GENETICA

7.1.Contribucion de los factores genéticos a la OP.

A la vista de la distribucion de la osteoporosis en el ser humano, es licito
afirmar que se trata de un proceso propio del sexo femenino, en tanto sélo uno
de cada cuatro afectados es un varon*® La proteccién del hombre se explica
por varias razones que no esconden que la Genética ha dejado de cumplir un
mero papel secundario: adquiere mayor masa 6sea a lo largo de toda su vida,
carece del hito de la menopausia, tiene menor tendencia a caerse y su
esperanza de vida es mas corta.

Partimos pues de diferencias de sexo (en parte connatales) en la
adquisicién de masa Osea, tal es asi que, probablemente hasta el 80 por ciento
de la cantidad de hueso que adquiere un individuo esté determinada

genéticamente, circunstancia que por si sola condiciona incluso cémo sera su



resistencia a la fractura en la vejez47. Desde esta perspectiva, la osteoporosis
se constituye pues como una enfermedad compleja, con una predisposicion
adquirida y sujeta a fuertes influencias ambientales perfectamente descritas en
los estudios epidemiolégicos*®. En otras palabras, al igual que otros procesos
ligados al envejecimiento, la existencia de enfermedad depende de una
poderosa interrelacion entre genoma 'y ambioma.

Ademas, la OP es una enfermedad cuya patogénesis se caracteriza en
esencia por un alto remodelado 6seo, y los factores que lo regulan tienen
también una heredabilidad variable, cercana al 85 por ciento?, y que incluye la

propia genética de la funcion ovarica®®.

La importancia y actualidad de la investigacion genética en la OP queda
reflejada en las mas de mil publicaciones aparecidas desde que se descifro el
cbdigo genético humano. La identificacién del gen o los genes implicados en su
desarrollo se ve dificultada, sin embargo, por el caracter multifactorial de la
propia enfermedad asi como por la heterogeneidad genética de las distintas
poblaciones. La carrera por descubrir una alteracion genética que desarrollase
la OP se inicid con el del colageno tipo 1 (COL1A1), la principal proteina
existente en el hueso y cuya mutacion determina la aparicion de la
osteogénesis imperfecta®. Por técnicas como el analisis de asociacién se han
identificado después otros genes candidatos a la osteoporosis en general,
siendo los mas estudiados, a parte de los del colageno, el gen que codifica el
receptor de la vitamina D (VDR), el de los receptores estrogénicos, el de la
interleucina 6, o el del factor de crecimiento transformante Beta®'. Los
resultados fueron, en su inicio, prometedores, aunque las publicaciones
posteriores no han mostrado toda la consistencia esperada y rebaten la
hipdtesis que conjetura que un solo marcador genético puede servirnos en la

deteccion de pacientes de riesgo®%.

Tabla 2 : Principales genes relacionados con la DMO y OP



GEN LOCALIZACION NOMBRE

VDR 12912-14 Receptor vitamina D

ER alfa 6925 Receptor estrogénico alfa

ER Beta 14q22-24 Receptor estrogénico

COLIA1 17921-22 Colageno tipo 1

TGF Beta 19913 Transforming grow factor

OPG 8g24 Osteoprogesterina

LRP 5 11913.4 Receptor lipoprot  baja
densidad

IL-6 7p21 Interleukina 6

MTHFR 1p36 Metilentetrahidrofolato
reductasa

CYP 19 15921 Aromatasa

CTR 7921 Receptor calcitonina

TNFR2 1p36 Receptor factor de necrosis
tumoral

TNF alfa 6p21 Factor de necrosis tumoral

COLIA 2 7922 Colageno tipo 1 alfa

AR Xq11-12 Receptor andrégenos

IGF-1 12q22.24 Fc de crecimiento
semejante a insulina

7.2. Formas de investigacion en genética y OP

Las estrategias de conocimiento sobre genética y OP utilizadas hasta el
momento, se han basado en estudios de asociacion, analisis del ligamiento y
los estudios de funcionalidad®.

Los estudios de asociacion genética examinan el genoma de
individuos buscando polimorfismos de un gen candidato con el propodsito de
identificar asociaciones estadisticamente significativas entre el rasgo estudiado
y la variante del genoma de los individuos en el estudio. En la actualidad, la
mayoria de los estudios de asociacion son univariantes, y con ellos se persigue
el aislamiento de genes que den lugar a enfermedades, sindromes, rasgos

clinicos o efectos adversos a la medicacién usada.




Como lograr un gen candidato se consigue tras un meticuloso proceso donde
se mezclan experimentos bioldgicos o moleculares que revelen su expresion en
el hueso, junto con modelos animales donde una mutacion vaya asociada a un
fenotipo éseo caracteristico. Entre estos ultimos se incluyen las mutaciones
naturales que en humanos causan enfermedades o6seas con herencia
mendeliana, los experimentos de sobre-expresion (experiencias transgénicas) y
los de bloqueo de la expresion génica (knock-out).

Una vez identificado el gen candidato, se localizan las variantes alélicas
comunes (polimorfismos genéticos) asociadas con alguna modificacién en la
funcién de las proteinas codificadas por dicho gen. Si el polimorfismo no
determina variaciéon en la funcion de gen se llama polimorfismo anénino
mientras que aquellos casos donde se altera su funcibn se denominan
polimorfismos funcionales; y pueden afectar a la regién codificante, provocando
un cambio en la secuencia de aminoacidos; a la region promotora 5’
asociandose a diferencias en la transcripcion del ARN; o a la region 3’
determinando diferencias en la degradacion del ARN mensajero.

Hasta la fecha se han descrito sesenta y dos genes candidatos relacionados
con la OP, aunque casi la mitad sélo se ha estudiado en una cohorte,
quedando sin verificar su importancia en otras poblaciones de estudio, lo que
limita su papel determinante en esta enfermedad. Los mas estudiados son,
como se ha mencionada anteriormente, los del receptor de la vitamina D, los de
los receptores para estrégenos y el del colageno tipo 46.

El analisis del ligamiento se realiza en familias o parejas de hermanos
en los que mediante marcadores o microsatélites se identifican regiones en
cada uno de los cromosomas donde puede estar localizado el gen responsable
de la enfermedad o fenotipo que presentan . Es decir, las regiones
cromosdémicas que contienen los genes que determinan el BMD vy
microarquitectra 6sea. Estas regiones se llaman QTL (quantitative trait loci). Asi
se han identificado distintas regiones (QTL) importantes como 16p, 1p, 3p, 6p,
10p, 18p, 20p y 22p. De todas ellas destaca la identificacion del gen Bone
Morphogenetic Protein 2 (BMP 2) en 20p12°*.

Estos estudios de analisis de ligamento normalmente empiezan con el
estudio de los QTL en ratones con muy baja DMO. El estudio en ratones

permite el control de variables ambientales que influyen en el DMO y permite



tener una poblacién amplia de estudio. Por el contrario, existe situaciones en lo
que se identifican QTL impotantes en ratones que en humanos no tiene
significacion alguna o simplemente no existen.

A medida que se van descubriendo genes implicados, se empieza a
considerar la OP como una enfermedad poligénica modulada por factores
ambientales donde la predisposicion, la patogenia o la respuesta a los
tratamientos depende de la interaccion entre diferentes genes o de ellos con
factores ambientales, aunque mas adelante profundizaremos en este aspecto,
caben ahora ejemplos de interaccion génica relacionados con la OP entre los
genes del receptor de la vitamina VDR vy del receptor de estrogenos (ESR), o
del gen de la interleukina 6 (IL6) con la respuesta al tratamiento hormonal

sustitutivo (THS) o a los suplementos de calcio.

7.3. Polimorfismos genéticos en la ruta estrogénica y su relaciéon con la
OP.

Existen dos tipos de receptores para los estrogenos, el alfa o tipo 1
(ESR1) y el beta o tipo 2 (ESR2). Ambos pertenecen a la superfamilia de los
receptores nucleares, y estan distribuidos de forma distinta en casi todos los
tejidos del organismo, coincidiendo en algunos de ellos. ESR1 y ESR2 se
comportan como reguladores de la transcripcién del ADN, asi, la asociacion del
ligando a su receptor promueve su unidén a una secuencia especifica del ADN
denominada elemento de respuesta a estrégeno (ERE), que se localiza en las
regiones promotoras de los genes diana. Dicha regulacion también puede estar
mediada por una interaccién proteina-proteina con otros factores de
transcripcion como la proteina activadora 1 (AP-1), el factor nuclear kappa B
(NFKB) o el factor especifico de promotor tipo 1 (Sp1)®°. A los ERE se unen una
serie de proteinas coreguladoras llamadas proteinas de interaccion con
receptores nucleares (NRIP1), capaces de activar o reprimir la transcripcion.
Los trabajos que en la actualidad relacionan de una manera independiente las
variantes genéticas de ESR1 y ESR2, junto a las observaciones de los estudios
de interaccion, confirma el relevante papel que juegan ambos receptores en las
enfermedades relacionadas con los estrogenos®. Lo cual es logico si

pensamos que los niveles estrogénicos siguen un proceso de regulacion muy



fino, de manera que una pequefa alteracion en cualquiera de sus receptores
podria modificar el proceso de sefalizacion y dar lugar a un fallo en su funcién
metabdlica. Sobre estos genes y otros relacionados con su metabolismo se
empiezan a aislar polimorfismos relacionados con enfermedades propias de la

mujer, como la OP.

7.3.1. Polimorfismos de los genes del ESR 1 y del ESR2

Los genes para los ESR1 y ESR2 se expresan en los osteoblastos, los
osteoclastos y las células estromales (ver Figura 1) Parece que el ESR1 es el
principal receptor que media la accion estrogénica en el hueso y tiene una
importancia primordial en la regulacion de su remodelado. La accion del ESR2,
si bien menos conocida, se ha identificado sobre todo en el hueso trabecular®’.
7.3.1.1. Polimorfismos del ESR1

El gen del ESR1 se localiza en el brazo corto del cromosoma 6, en la
region 625, esta formado por 8 exones y 7 intrones, y en su estructura se han
descrito varios lugares sobre los que asientan distintos polimorfismos, los mas
importantes en las regiones promotoras, las que determinan el inicio de su
transcripcion. La mayoria de los estudios se han dirigido a tres polimorfismos:
el Pvull (T397C), el Xbal (C351G) del intrén 1, y el VNTR (TA),>® (Figural)
En relacion a la osteoporosis, en una poblacién de 2.230 pacientes japonesas
se observo que en las mayores de 60 afos, el marcador Xbal por si sélo o0 en
combinaciéon con Pvull estaba significativamente asociado con la DMO de

cuello femoral®®

. También en un estudio de ocho marcadores dentro del gen
ESR1 en 405 nucleos familiares (1.873 sujetos), se encontraron efectos
marginales en la DMO femoral con los marcadores rs932477 y rs2228480%.
Estos mismos autores observaron una asociacion entre un haplotipo formado
por siete marcadores y la DMO lumbar.

La asociacion de Pvull, Xball y las repeticiones (TA), en 2.042 fue
estudiada en mujeres alemanas ancianas y observaron que las mujeres
homocigotas para el haplotipo px junto con un bajo numero de repeticiones
(TA)n, tuvieron una menor DMO lumbar y una disminucion en el area de hueso
vertebral, junto con un incremento del riesgo a fractura vertebral®’.

Por otro lado, en un metanalisis realizado en 2002, se observé que el

homocigoto XX del marcador Xball presentaba una mayor DMO y un menor



riesgo de fractura que las portadoras del alelo x, mientras que el polimorfismo
Pwvull no estaba asociado en estas pacientest. Recientemente, otro metanalisis
de los marcadores Pwvull, Xbal y (TA), con la DMO vy fractura en 18.917
individuos de ocho centros investigadores europeos en el estudio GENOMOS,
confirmaron que el genotipo XX de Xbal confiere proteccién frente al riesgo de
fractura'®.

La importancia que tiene el gen ESR1 en relacion con la osteoporosis
también ha quedado de manifiesto en el estudio Framingham realizado con la
tecnologia Affrimetrix 100K en 1.141 individuos, donde observaron dos
marcadores (rs1884052 y rs3778099) de dicho gen como candidatos para la

susceptibilidad a osteoporosis®.

7.3.1.2. Polimorfismos del gen del ESR2

El gen que codifica el ESR2 en humanos se localiza en el cromosoma
14, en la region 14923.2. Tiene 9 exones y su secuencia genomica comprende
alrededor de 61,2 Kb. (Figura 1). El primer polimorfismo en ESR2 no fue
caracterizado hasta 1998 en poblacién japonesa y consistia en una repeticién
dinucledtida (CA), altamente polimérfica en el intrén 5%, Es por ello que en la
actualidad, no existen muchos trabajos que relacionan el gen ESR2 con
enfermedades ginecoldgicas.

En el ano 2001, se describieron dos polimorfismos (Rsal y Alul) incluidos
en dicho gen en mujeres chinas con disfuncion ovarica®. Asimismo, se han
estudiado polimorfismos de ESRZ2 en pacientes diagnosticadas con
endometriosis con resultados contradictorios® ©’.

Los principales estudios realizados en el gen ESR2 han sido realizados
precisamente en OP. Las mujeres posmenopausicas japonesas que poseen al
menos un alelo con 26 repeticiones de la variante (CA), tuvieron
significativamente mayor DMO lumbar comparadas con las no portadoras de
este alelo® (Ogawa y cols., 2000). Ademas, otros dos estudios han confirmado
la asociacion entre el polimorfismo de la repeticién (CA), y la DMO®. Un
analisis reciente del estudio Framingham confirmé la asociacion existente entre
el numero de repeticiones (CA), y la DMO femoral, ademas de una asociacion
de dos polimorfismos intrénicos (rs1256031 y rs1256059) incluidos en dicho

gen con la DMO femoral en hombres, pero no en mujeres’®.



7.3.3. Polimorfismos del gen del Receptor de FSH (FSHR)

El receptor para la FSH (FSHR) pertenece a la familia de receptores

acoplados a proteina G y se encuentra localizado en el cromosoma 2, en la
region 2p16.3. (ver Figura 2)
La primera mutacion encontrada en el gen FSHR en humanos fue descrita en
1995 en poblacién finlandesa y consistia en un cambio de aminoacido
(A189V), asociado a amenorrea primaria’ Posteriormente se encontraron otras
mutaciones (I1160T, R573C, D224V, L601V, 1191L, A189V y A419T) en casos
esporadicos de amenorrea’".

Los polimorfismos del gen del receptor de la FSH (FSHR) que
determinan una hipofuncion de este receptor se acompafian de una menor
pérdida de masa Osea en ratonas castradas, lo que sugiere que el exceso de
expresion de este gen pueda estar detras del remodelado 6seo aumentado tras
la menopausia’?.

7.3.4. Polimorfismos del gen de la aromatasa (CYP19A1)

El gen CYP19A1 se encuentra localizado en el cromosoma 15, en la

region 15921 (ver Figura 3) y codifica una enzima de la familia de la citocromo
p450, encargada de catalizar la transformacién (aromatizacion) de los
androgenos en estrogenos. A parte de expresarse en 6rganos sexuales como
el ovario, el testiculo o la placenta, también se produce en otros lugares,
fundamentalmente el tejido adiposo, fuente principal de los estrogenos tras la
menopausia.
Masi y cols fueron los primeros que encontraron una asociacion entre el
polimorfismo (TTTA)n y la DMO, ya que en un trabajo realizado en poblacion
italiana, donde las mujeres con un bajo numero de repeticiones (TTTA)n,
mostraban un menor valor de DMO y una mayor incidencia de fracturas que el
resto’®. Estos resultados, sin embargo, no han sido confirmados en estudios
independientes, y se han identificado otros marcadores diferentes asociados de
forma variable con la OP™.

7.3.5. Polimorfismos de otros genes candidatos en la ruta

estrogénica.

Puesto que seran motivo del presente estudio, mencionaremos dos

nuevos genes candidatos en las enfermedades relacionadas con los



estrogenos, uno es el gen del NRIP que, como se ha apuntado mas arriba es
una proteina que regula la transcripcion interaccionando con los receptores
nucleares de los estrégenos.

Otro gen candidato es el del BMP15 (bone morphogenetic protein 15),
localizado en el cromosoma X, en la regidén Xp11.2.(Figura 5) Se sintetiza en el
ovocito en forma de pre-pro-hormona y se procesa por una endopeptidasa a
prohormona para mas tarde adquirir su configuracion tridimensional con la que
se une al receptor. Pertenece a la superfamlia de los factores de crecimiento
transformantes Beta (TGF-B), junto con el GDF9 (growth differentation factor
9). Tanto BMP15 como GDF9 se unen a dos tipos de receptores
transmembrana localizados en las células de la granulosa: el receptor de BMP
tipo Il (BMPRII), y el receptor de BMP tipo IB (BMPRIB). Interviene en la
produccion estrogénica mediante varios mecanismos: estimulando la
proliferacion de las células de la granulosa, inhibiendo la expresion del FSHR y

estimulando al factor de desarrollo folicular KL (KIT Ligand).
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7.4. Estudios de interaccion génica y ambiental



De una manera individual, las diferentes variantes genéticas de los loci
ESR1 y ESR2 han sido estudiadas en una gran cantidad de enfermedades
relacionadas con los estrogenos, incluida la OP. No obstante, los resultados
son muy variados y controvertidos, debido acaso a la falta de poder estadistico
en el analisis genético, al empleo de diferentes valoraciones clinicas o a la
presencia de estratificacion genética. Ademas, los estudios univariantes
ignoran por completo la naturaleza compleja de esta enfermedad y la
interaccion de las diferentes variaciones genéticas entre si y con los factores
ambientales.
Para realizar estudios en modelos de naturaleza poligénica, es necesario
desarrollar antes un analisis de interaccion entre genes en la OP. Siguiendo
esta direccion, se han observado interacciones génicas entre los loci FSHR,
ESR1 y ESR2 en otros procesos ginecoldgicos’ ¢, trabajos pioneros en
describir la asociacion de estos dos genes o en mencionar los polimorfismos
del ESR2 en enfermedades relacionadas con los estrogenos.
Diferentes grupos investigadores han observado esta interaccién génica entre
distintos loci en relacién con la DMO, como la interaccion del gen del VDR con
CYP19A1"" 0 con ESR1"®. También la interaccion CYP19A1-ESR1 descrita por
el grupo investigador de Riancho en poblacién espafiola”™ . Ademas, las
combinaciones digénicas ESR1-VDR y ESR1-ESR2 aparecieron relacionadas

con la edad de menarquia en poblacién china®'.

Otra faceta de la interaccion génica es la busqueda de variantes génicas que
identifiquen pacientes en donde el tratamiento pueda provocar efectos
secundarios o donde se pierda la eficacia observada en otras poblaciones, esto
es, buscar la efectividad y la eficiencia en la actitud terapéutica®. Existen pocos
estudios de esta indole, pero parece existir asociacion entre determinados
polimorfismos del VDR vy la absorcién de calcio®® o de los ESR con la respuesta

al THS en mujeres postmenopausicas®*

Aun cuando nos hallamos en fases preliminares, la Genética esta
entrando en la practica clinica de la OP en dos facetas principales: la primera
hace referencia a la ldentificacion de mujeres con riesgo de padecer una

fractura osteoporética, en cuyo caso quedara habilitada la Medicina Predictiva.



Previniendo como puede ser la respuesta a un tratamiento determinado, los
analisis genotipicos pueden identificar a las pacientes proclives a responder
mal o a sufrir efectos no deseados. Es el argumento en el que se fundamenta

la Medicina Individualizada.

OBJETIVOS



La correcta y precoz identificacién de mujeres con riesgo de padecer una
fractura osteoporética supondria una avance decisivo para intentar minimizar
las consecuencias fisicas, laborales y econdmicas de esta dolencia. Se han
publicado estudios donde la DMO, el parametro que actualmente mas se utiliza
para pronosticar el riesgo de fractura e indicar su tratamiento médico, no
siempre se encuentra en los niveles de osteoporosis cuando se presenta una
fractura. En otra palabras, aparecieron fracturas en mujeres con DMO normal u
osteopénicas y que, precisamente por dicho motivo, habian escapado del
tratamiento®.

Estos datos, son el motivo de la busqueda de nuevos valores que nos anuncien
ese peligro, en cuya direccion se han orientado, entre otros, los estudios
genéticos. Recordemos que la heredabilidad, tanto en la adquisicibn como en
la pérdida de la masa Osea, es superior al 75 por ciento, por lo que parece
adecuado profundizar en el campo de la Gendmica para encontrar estos

nuevos marcadores de riesgo de la OP y de la fractura.

OBJETIVOS PRINCIPALES
1. Evaluar la relacion entre la presencia de polimorfismos genéticos en la
ruta metabdlica de los estrégenos con el desarrollo de OP en nuestra
poblacion.
2. Determinar si esa relacidon es monogénica o si existen interacciones

entre genes.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

3. Mostrar las caracteristicas epidemioldgicas de una poblacién de mujeres
postmenopausicas de nuestro entorno con osteopenia u osteoporosis.

4. Sefalar si los factores de riesgo conocidos de Osteoporosis
postmenopausica se presentan en nuestras pacientes.

5. Establecer si existe una relacién proporcional entre la magnitud del
factor de riesgo y la gravedad de la osteopenia/osteoporosis, medida en
valores densitométricos .

6. Senalar si existen otros factores de riesgo higiénico-dietéticos o

caracteristicas médico-sociales relacionadas con la osteoporosis



postmenopdusica que no hayan sido notificados en otros estudios
epidemioldgicos.

Establecer si existe una relacion proporcional entre la magnitud de estos
nuevos factores de riesgo y la gravedad de la osteopenia/osteoporosis,

medida en valores densitométricos.



MATERIAL Y METODOS

1. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de estudio corresponde a 1695 mujeres posmenopausicas
incluidas en un estudio multicéntrico sobre OP y genética donde participaron
cinco centros espafoles (ver Figura 6). Todas ellas recibieron informacion
detallada sobre el objetivo del estudio, y dieron su consentimiento escrito para
participar en él.

Este proyecto recibié la aprobacion de los comités éticos de cada
hospital involucrado en el estudio.

En todas las participantes se recogio informacion epidemioldgica
especifica, se obtuvo valor de DMO y se obtuvo sangre periférica para analisis

genético.

1.1 Criterios de inclusion:

Pacientes postmenopausicas de cualquier edad que acudieron a las consultas

de ginecologia en cualquiera de los centros participantes.

1.2 Criterios de exclusion:

Pacientes premenopausicas.

Pacientes que no cumplimentasen en su totalidad el cuestionario o cuya

informacion densitométrica o genética no fuese obtenida por cualquier causa.

Para los estudios de asociacion genética, pero no para el analisis descriptivo y
de factores de riesgo, se excluyeron del estudio aquellas pacientes que en el
momento del estudio estuviesen recibiendo cualquier tipo de tratamiento para
la OP.

2. OBTENCION DE LA INFORMACION

2.1 Recogida de los datos cinicos

Todos los datos clinicos fueron obtenidos usando un cuestionario

desarrollado en consenso por los investigadores clinicos implicados en este



estudio multicéntrico (ver Anexo 1). Este cuestionario recoge informacion
especifica acerca de factores de riesgo ya conocidos para osteoporosis (como
edad, peso, habito tabaquico etcétera) asi como otros sometidos a estudio. La
validez de la poblacion seleccionada y del proceso de recogida de datos queda
probada por la coincidencia encontrada entre la importancia de los factores de
riesgo ya conocidos en nuestra poblacién y los publicados en la bibliografia

general.

2.2 Obtencién de la DMO

En esta poblacion, la densidad mineral ésea (DMO) ha sido medida
usando diferentes técnicas densitométricas. La mayoria de los valores de DMO
(72.6%) fueron tomados por absorciometria de doble energia de rayos-x
(Hologic QDR 1000/W) y el resto de los valores fueron obtenidos usando un
densitometro Norland. Estos valores se utilizaron para calcular el T score
lumbar (total de L2 a L4) y femoral (cuello de fémur), que se basa en tomar
como referencia el numero de desviaciones estandar (SD) respecto a la media
de la densidad 6sea correspondiente a mujeres de 35 afios Se considera que el
valor normal de T score, no indicativo de osteopenia u osteoporosis, es de —1
SD o mayor, mientras que valores menores (mayores en valor absoluto) son
indicativos ya de osteopenia o de distintos grados de osteoporosis. Los valores
de DMO se estandarizaron empleando tablas de referencia internacionales
(Genant y cols., 1994).

2.3 Extraccion del ADN

Extraemos ADN gendmico de leucocitos en 5 ml de sangre periférica, en
un MagNa Pure LC (Roche Diagnostics), utilizando el kit de extraccion MagNa
Pure LC DNA Isolation kit (Roche Diagnostics) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Para las reacciones en cadena de la polimerasa
(PCRs), se preparan alicuotas de ADN a una concentracion de 5 ng/lll y el
resto del stock se almacena a —20°C.

A continuacion se realiza la amplificacion de la cadena de ADN mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (técnica PCR) y uso de cebadores
especificos disefiados por Neocodex® para la deteccién especifica de los
genes a estudio mediante la utilizacion de los programas Oligo y GeneFisher

(disponibles en http://www.hgmp.mrc.ac.uk).




3. ANALISIS DE LOS DATOS

El procesamiento de los datos se realiz6 con el programa estadistico
SSPS 15.0. Para el estudio de las variables cuantitativas en los tres grupos se
uso el test de andlisis de la varianza (ANOVA) usando el test de Bonferroni o
T3 de Dunnett en funciéon de que las varianzas fuesen iguales o diferentes. El
estudio de las variables cualitativas se realizé mediante la confeccion de tablas
de contingencia con analisis mediante el estadistico T de Student de las
mismas.
En el analisis de la interaccién digénica como factor de riesgo de osteoporosis
en nuestra poblacidn hemos excluido del mismo el grupo de pacientes
osteopénicas considerando unicamente pacientes sanas y pacientes con
osteoporosis. El test estadistico utilizado para evaluar la interaccion digénica es
la realizacion de regresiones logisticas binarias en las que las dotaciones de
ambos genes actuan como covariables. En el estudio de esta relacién se
considera la influencia de otras variables con asociacion conocida al desarrollo
de enfermedad que pudieran condicionar los resultados como el habito
tabaquico, dieta u otras mediante su inclusién en el test estadistico. Para
estimar la frecuencia de los marcadores genéticos analizados en la poblacion
general y descartar la sobrexpresion de los mismos en la poblacién
menopausica, se analizé la frecuencia de los mismos en un poblacién control
de todas las edades procedente del mismo ambito geografico. Para la
identificacion de interacciones gen-gen hemos empleado diferentes modulos
del programa SPSS, realizando un analisis chi-cuadrado con 1 gl en cada una
de las posible combinaciones de cada estrato y posteriormente descartamos
las interacciones que no fueran estadisticamente significativas (segun el Test
de Breslow-Day o Test de Homogeneidad de OR), que explicaria que la
interaccion no es debida al efecto de uno de los estratos por si solo, lo que

describiremos como “fendmeno de arrastre”.



4.- EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG (EHW)

En primer lugar, es necesario conocer las frecuencias alélicas y
genotipicas de los polimorfismos analizados en la poblacidén en estudio. En una
poblacion, las proporciones relativas de los diferentes genotipos se mantienen
constantes de una generacion a otra, asegurando asi la diversidad. Esto se
conoce como equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Fue formulado de manera
independiente por el matematico inglés G.H. Hardy y el médico aleman W.
Weinberg en 1908, siendo uno de los principios mas importantes de la genética
humana. Para que esta ley se cumpla, son requisitos imprescindibles la
panmixia (uniones al azar) y la ausencia de influencias externas, es decir, la
ausencia de presion selectiva. Otros factores que pueden alterar el EHW son la
aparicion de nuevas mutaciones, los movimientos migratorios o la deriva génica
(enriguecimiento de la frecuencia de uno de los alelos debido a aislamiento de
la poblacion o bien, a una fluctuacion estadistica aleatoria en poblaciones
pequefas).

La determinacion del cumplimiento de este principio se usa comunmente
como control de calidad de la genotipacién en individuos no relacionados
(Gomes y cols., 1999). La manera mas habitual de hacerlo es mediante un
analisis de bondad de ajuste chi-cuadrado (goodnes-of-fit x?). La hipétesis nula
es que los alelos son elegidos al azar, cumpliéndose de esta manera las
proporciones esperadas segun este principio (p? + g°+ 2pq = 1). Este test tiene
k(k-1)/2 grados de libertad (gl) siendo k el numero de alelos posibles en el locus
en estudio. Puesto que casi todos los marcadores analizados en esta tesis
doctoral son dialélicos, estos estudios presentan 1 gl. Para la realizacion de
esta prueba, hemos utilizado las herramientas bioinformaticas del Instituto de
Genética Humana de Munich, Alemania, programadas por Tim M. Strom y

Thomas F. Weinker (disponibles en http://ihg.gsf.de).

En nuestro estudio podemos observar que las frecuencias genotipicas de los

diez marcadores mantienen el EHW:



Tabla I. Analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) en nuestra poblacion.

Genotipo Genotipo Genotipo
Gen Marcador P (EHW)*
11* 12** 22***
FSHR | S680N 225 334 130 0,76
ESR1 | Pvull 187 338 154 1,00
ESR2 | 39A>G**** 247 323 118 0,48
NRIP1 | G75G 201 356 132 0,28
3'UTR 294 541 254 0,86
CYP19
IVS4 449 498 142 0,84
-673C>T 708 333 47 0,34
-9C>G 708 333 47 0,34
BMP15
IVS1+905A>G | 587 423 79 0,82
N103S 987 99 2 1,00

*11= genotipo en homocigosis mas fecuente, **12= genotipo heterocigoto,

***22=Genotipo homocigoto menos frecuente. *****Tests exacto

5. DEFINICION DE LAS VARIABLES

5.1 Variables epidemiologicas

Edad: Esta variable hace referencia a la edad de la paciente en afos en el
momento de su participacién en el estudio.

Peso: Peso en kilogramos de la paciente en el momento del estudio.

Talla: Altura en centimetros de la paciente en el momento de participacion en
el estudio.

Edad de la menarquia: Edad en anos de aparicién de la primera menstruacion
en la paciente.

Edad de la menopausia: Edad en afios del cese de la menstruacion.

Causa de la menopausia: Variable cualitativa que recoge la naturaleza
quirurgica (o iatrogénica) o natural de la menopausia.

Fumador: Variable cualitativa dicotomica que recoge la presencia o ausencia
de éste habito toxico en la paciente en el momento del estudio. Se define a la

paciente como fumadora si consume cualquier cantidad de tabaco.




Bebedor: Variable cuantitativa que recoge la ingesta de bebidas alcohdlicas a
lo largo de una semana en la paciente en el momento del estudio.

Consumo de verdura: Variable cuantitativa que recoge el numero medio de
raciones de verdura de cualquier tipo consumidas al dia por la paciente.
Consumo de Pescado: Variable cuantitativa que recoge el numero medio de
raciones de pescado de cualquier tipo consumidas a la semana por la paciente.
Consumo de lacteos: Variable cuantitativa que recoge el numero medio de
raciones de leche y / o derivados de cualquier tipo consumidas al dia por la
paciente.

Consumo de carne roja: Variable cuantitativa que recoge el numero medio de
raciones de carne roja de cualquier tipo consumidas a la semana por la
paciente.

Consumo de cereales: Variable cuantitativa que recoge el numero medio de
raciones de cereales de cualquier tipo consumidas al dia por la paciente.
Consumo de conservas: Variable cuantitativa que recoge el niumero medio de
raciones de conservas de cualquier tipo consumidas al dia por la paciente.
Actividad fisica: Variable cualitativa que recoge el tipo de ejercicio fisico que
realiza la paciente. Se establecen 3 categorias en funcion de la intensidad del
mismo: sedentarismo, soélo el ejercicio fisico propio de las tareas domésticas,
practica deporte regularmente.

Numero de dias de ejercicio fisico: Variable cuantitativa que recoge el
numero medio de dias de ejercicio fisico que realiza la paciente a la semana.
Tipo de distribucion grasa: Variable cualitativa que recoge el patron de
distribucion grasa de la paciente en androide (predominio en region abdominal),
ginecoide (predominio en region glutea y miembros inferiores) o ninguna en
particular (si no destaca ninguna de las distribuciones).

Sintomatologia menopausica vasomotora: Variable cualitativa que recoge la
existencia e intensidad de sintomatologia menopausica de tipo vasomotor en el
momento actual en la paciente. Se define la misma como: ausente, presente de
intensidad leve, presente de intensidad moderada o grave.

Sintomatologia menopausica sexual: Variable cualitativa que recoge la
existencia e intensidad de sintomatologia menopausica de tipo sexual en el
momento actual en la paciente. Se define la misma como: ausente, presente de

intensidad leve, presente de intensidad moderada o grave.



Sintomatologia menopausica psiquica: Variable cualitativa que recoge la
existencia e intensidad de sintomatologia menopausica de tipo psiquico en el
momento actual en la paciente. Se define la misma como: ausente, presente de
intensidad leve, presente de intensidad moderada o grave.

Sintomatologia menopausica dolor osteoarticular: Variable cualitativa que
recoge la existencia e intensidad de sintomatologia menopausica de tipo de
dolor osteoarticular en el momento actual en la paciente. Se define la misma
como: ausente, presente de intensidad leve, presente de intensidad moderada

o grave.

5.2 Variables genéticas

Se define un polimorfismo de un gen como una variacién en la secuencia
de ADN de ese gen. Estas variaciones en la mayoria de las ocasiones no
tienen repercusion fenotipica porque no afectan a la regidén codificante del gen.
Las variaciones pueden consistir en cambios de un unico nucleétido (Single
Nucleotide Polymorphism o SNP),repeticiones de una secuencia determinada
de ADN (Variable Number of Tandem Repeats o VNTR) o aparicion de
secuencias de ADN que son cortadas por nucleasas determinando una
transcripcion erronea llamados polimorfismos en la longitud de los fragmentos
de restriccion o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

Conceptualmente, la diferencia entre un polimorfismo, especialmente un
SNP, y una mutacion es que el polimorfismo afecta al menos al 1% de la
poblacion. Los SNP se consideran una forma de mutacion puntual que ha sido
lo suficientemente exitosa evolutivamente para fijarse en una parte significativa

de la poblaciéon de una especie.

Polimorfismo de un soélo nucleétido (SNP) del gen del receptor de
estrégenos tipo 1 (ESR1): Variable cualitativa que expresa la variacion en el
ADN en un individuo debida a la sustitucion de un unico nucleétido del gen
ESR1. En este gen se han identificado 3 polimorfismos: Citosina-Citosina
(CC),Timina-Citosina (TC) y Timina-Timina (TT).

Polimorfismo de un soélo nucleétido (SNP) del gen del receptor de

estrégenos tipo 1 (ESR2): Variable cualitativa que expresa la variacion en el



ADN en un individuo debida a la sustitucion de un unico nucleétido del gen
ESR2. En este gen se han identificado 3 polimorfismos: Asparragina-
asparragina (AA), Guanina-Asparragina (GA) y Guanina-Guanina (GG).
Polimorfismo de un soélo nucleétido (SNP) del gen del receptor de FSH
(FSHR): Variable cualitativa que expresa la variacion en el ADN en un individuo
debida a la sustitucién de un unico nucleétido del gen FSHR. En este gen se
han identificado 3 polimorfismos: Asparragina- Asparragina (AA), Asparragina-
Serina (AS) y Serina-Serina (SS)

Polimorfismo de un soélo nucleétido (SNP) del gen BMP 15 marcador -
IVS1+905 A>G.: Variable cualitativa que expresa la variacion en el ADN en un
individuo debida a la sustitucion de un unico nucleétido del gen BMP 15 en la
posicion 905.

Polimorfismo de un sélo nucleétido (SNP) del gen BMP 15
marcador 9C>G : Variable cualitativa que expresa la variacion en el ADN en
un individuo debida a la sustitucion de un unico nucledtido en el gen BMP 15 en
la posicion 9.

Polimorfismo de un sélo nucleétido (SNP) del gen NRIP1: Variable
cualitativa que expresa la variaciéon en el ADN en un individuo debida a la
sustitucion de un unico nucledétido en el gen NRIP1. En este gen se han
identificado 3 polimorfismos: Asparragina-asparragina (AA), Guanina-

Asparragina (GA) y Guanina-Guanina (GG).

Polimorfismos de un sélo nucleétido (SNP) del gen CYP 19, marcador
UTR3": Variable cualitativa que expresa la variacion en el ADN en un individuo
debida a la sustitucion de un unico nucleétido en el gen CYP19, marcador
UTR3’

Polimorfismos de un sélo nucleétido (SNP) del gen CYP 19 marcador
IVS4: Variable cualitativa que expresa la variaciéon en el ADN en un individuo
debida a la sustitucidén de un unico nucleétido en el gen CYP19, marcador IVS4

En este gen se han identificado 3 polimorfismos: 11.00, 12.00 y 13.00



6. DETERMINACIONES GENETICAS

En total se evaluaron diez polimorfismos de los 6 genes candidatos .

Tabla Il. Lista de genes y marcadores seleccionados para los diferentes

estudios.
Nombre Localizacion Locus
Gen OMIM Marcador rs
Completo Cromosomica ID
Follicle
Stimulating
FSHR 2p16.3 2492 136435 S680N 6166
Hormone
Receptor
Cytochrome
P450, Family
IVS4 11575899
CYP19A1 19, Subfamily 15921 1588 107910
3 UTR 10046
A, Polypeptide
1
Estrogen
ESR1 6925.1 2099 133430 Pvull 2234693
Receptor 1
Estrogen
ESR2 14923.2 2100 601663 *39A>G 4986938
Receptor 2
Nuclear
Receptor
NRIP1 21911.2 8204 602490 G75G 2229741
Interacting
Protein 1
-673C>T -
Bone
-9C>G 3810682
BMP15 Morphogenetic Xp11.2 9210 300247
N103S -
Protein 15
IVS1+905A>G 3897937




La genotipacién se fue haciendo de forma progresiva de manera que el
numero de pacientes que fueron estudiadas para cada polimorfismo fue el
siguiente:

Gen FSHR: 689 pacientes.

Gen ESR1: 679 pacientes.

Gen ESR2: 688 pacientes.

Gen NRIP1: 689 pacientes.

Gen CYP19A1, marcador 3’'UTR : 1089 pacientes.

Gen CYP19A1, marcador IVS4 : 1089 pacientes..

Gen BMP15, marcador -9C>G: 1088 pacientes.

Gen BMP15, marcador IVS1+905A>G: 1088 pacientes.



1. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

1.1 Origen de las pacientes: (n= 1695)

Tabla Ill. Origen de las pacientes

Casos Porcentaje (%)
Hospital Universitario 1053 59,2
Virgen de las Nieves
(Granada)
Hospital San Juan de 267 15
Alicante (Alicante)
Clinica Sanatorio Bilbaino 249 14
(Bilbao)

Clinica CEOGA (Lugo) 131 7.4

Clinica Diatros (Barcelona) 79 4.4

Figura 6. Origen de las pacientes.
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Caracteristicas epidemiolégicas de la poblacién.

Tabla IV. Variables antropométricas.

N= 1695 Media Desviacion | Varianza| Minimo | Maximo
estandar
Edad 61 8,11 65,77 45 78
Peso 66,29 11,03 112,43 42 120
Talla 157,28 6,23 37,56 138 174
IMC 26,91 5,05 25,50 21,78 39,63

Tabla V. Variables antropométricas (ll).

Tipo de distribucion Casos Porcentaje (%)
grasa
Androide 289 16,2
Ginecoide 692 38,9
Ninguna en particular 760 42,7




Tabla VI. Caracteristicas obstétricas.

n= 1695 Media Desviacion | Varianza| Minimo Maximo
estandar
Paridad 2,73 1,80 3,22 0
Abortos 0,41 0,871 0,70 0
Tabla VII. Caracteristicas de la menarquia y menopausia.
n= 1695 Media Desviacion | Varianza| Minimo Maximo
estandar
Edad de la 12,74 1,57 2,49 7 19
menarquia
Edad de la 47,44 5,59 30,35 34 60
menopausia




Tabla VIII. Caracteristicas de la menopausia.

Casos Porcentaje (%)
Tipo de
menopausia
Natural 1347 75,7
Quirurgica o 383 21,6
iatrogena
Menopausia < 146 8,26
45 anos
Menopausia < 446 25,63
40 anos

Tabla IX. Sintomatologia de la menopausia actual.

Casos Porcentaje (%)
Sintomatologia menopausica
actual general:
No 729 41
Leves 817 45,9
Intensos 213 12
Sintomatologia vasomotora 319 17,9
presente
Sintomatologia sexual presente 182 10,2
Sintomatologia psiquica presente 208 11,7
Sintomatologia osteoarticular
presente 524 29,5




Tabla X. Sintomatologia de la menopausia pasada.

Casos Porcentaje (%)
Sintomatologia menopausica
pasada general:
No 430 24,2
Leves 1312 73,7
Intensos 16 0.9
Sintomatologia vasomotora pasada 635 35,7
Sintomatologia sexual pasada 538 30,2
Sintomatologia psiquica pasada 420 23,6
Sintomatologia osteoarticular 1162 65,3
pasada
Tabla Xl. Habitos toxicos
Casos Porcentaje (%)
Tabaco 516 29
Alcohol 526 29,6
Tabla XIl. Ejercicio fisico. Frecuencia.
Media Desviacion | Varianza Minimo Maximo
estandar
n° dias / 4,66 1,99 3,96 0 7
semana




Tabla XIII. Tipo de ejercicio fisico.

Casos Porcentaje (%)
Ejercicio fisico:
-Sedentarismo (%) 251 14,1
-Propio tareas casa (%) 500 28,1
-Ejercicio regular (%) 1007 5,6

Tabla XIV. Antecedentes familiares y personales

Casos Porcentaje (%)
Antecedente materno de 173 9,72
osteoporosis
Antecedente materno de 52 3,3
cancer
Antecedente personal de 42 24
cancer de mama
Pacientes que dicen tener 544 30,57
osteoporosis




Tabla XV. Habitos dietéticos

Media Desviacion | Varianza Minimo Maximo
estandar
Raciones fruta / 2.2 1.27 1,41 0 6
dia
Raciones verdura 1.48 0.97 0,75 0 5
/ dia
Raciones lacteos 2,38 1,2 1,68 0 7
/ dia
Raciones 1,07 1,04 1,04 0 3
cereales / dia
Raciones 0.44 0.59 0,41 0 3
conservas /dia
Raciones 2,52 1,36 2,04 1 10
pescado /semana
Raciones carne 1,66 1,44 2,33 1 9
roja / semana

Tabla XVI. Tratamientos cronicos recibidos por las pacientes.

Casos Porcentaje (%)
Corticoides 74 4,15
Benzodiacepinas 199 11,18
Antiepilépticos 9 0,5




Tabla XVII. Formacién de las Cohortes

Grupo N Criterio densitométrico
CONTROL 479 DMO > -1 DE
OSTEOPENIA 766 DMO entre -1Y -2.5 DE
OSTEOPOROSIS 450 DMO < -2.5 DE




2. INFERENCIA ESTADISTICA

Tabla XVIIl. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

NORMAL OSTEOPENIA |OSTEOPOROSIS P=

n =479 n =766 n =450
Edad* 62 + 8.14 62 + 8.12 62 + 8.10 N.S
Peso* 69,68 + 11,44 | 65,89 + 10.41 63.40 + 9.87 p<0.05
Talla* 158,56 + 6,37 | 157.18 £ 6,08 155.74+ 5.87 p<0.05
Menarquia* 12.61 +1.50 12.74 + 1.56 1287 £ 1.7 p<0.05
Edad
menopausia* | 48.05+5.26 47.40 +£5.59 46.84 + 5.7 p< 0.05
Menopausia 98 (20,45%) 204(26,63%) 134 (29,77%) p< 0.05
< 45 ainos
Menop<40a| 32(6,68%) 57 (7,44%) 50 (11,11%) p< 0.05
Paridad* 2.84 +1.89 265+1.74 2.77 +1.83 N.S
Distribucién
grasa N.S
- Androide 75 (15,65%) 135 (17,62%) 69 (15,33%)
- Ginecoide 192 (40,08%) | 291 (37,98%) 169 (37,55%)
- Ninguna 202 (42,17%) | 331 (43,21%) 197 (43,77%)

*Media + desviaciéon estandar

Como se aprecia en la Tabla XVIII, no existen diferencias significativas
entre los tres grupos respecto a la edad o procedencia geografica, sin embargo
si las hay en el peso y talla, de manera que el menor peso y estatura se
corresponden con menor DMO

En referencia a la edad de la menarquia y edad de la menopausia, las
que marcan el periodo de vida con actividad estrogénica, encontramos
diferencias entre los tres grupos, de tal manera que la menarquia esta mas
retrasada y la menopausia mas adelantada entre las osteoporéticas.

Las pacientes con menor DMO presentan un intervalo fértil mas corto
con una edad media de aparicidon de menarquia mas tardia y una edad media

de aparicion de menopausia mas temprana. Este dato es congruente con el




hecho de que en el grupo de pacientes con osteoporosis hay significativamente

mas casos de menopausias antes de los 45 afios y de los 40 afios.

No se han hallado diferencias significativas en el patréon predominante de
distribucion grasa (androide, ginecoide o ninguna en particular) ya que la
distribucion de los distintos subtipos es similar en los 3 grupos.

El numero de embarazos fue parecido en los distintos grupos no

hallandose diferencias significativa tras el analisis de los mismos.



Tabla XIX. Caracteristicas de la menopausia.

NORMAL OSTEOPENIA | OSTEOPOROSIS P=
n=479 n =766 n =450
Menopausia | 361 (75,32%) | 586 (76,52%) | 346 (76,82%) N.S
natural
Sintomas
pasados
-No 116 (24,21%) | 135 (17,62%) 115 (25,52%) N.S
-Leve 351 (73,27%) | 586 (76,50%) 329 (73,1%)
- Intensos 4 (0,01%) 5 (0,06%) 5 (0,01%)
Sintomas
actuales N.S
-No 206 (43,00%) | 308 (40,20%) | 202 (44,88%)
-Leve 230(48,01%) | 363 (47,38%) 189 (42%)
-Intensos 33 (6,88%) | 189 (24,67%) 57 (12,66%)

No existen diferencias significativas entre los grupos dependiendo de si
la menopausia ocurrio de forma natural o no. La presencia y magnitud de la
sintomatologia acompanante, tanto la que hubiesen presentado las pacientes,

como la presente en el momento del estudio fue similar en los tres grupos.




Tabla XX. Sintomas relacionados con la menopausia pasados en algun

momento
NORMALES | OSTEOPENIA|OSTEOPOROSIS P=
n =479 n =766 n =450
Vasomotores 153 271 173 N.S
(31,94%) (35,37%) (38,44%)
Sexuales 134 253 122 N.S
(27,97%) (33,02%) (27,11%)
Psiquicos 108 195 96 N.S
(22,54%) (25,45% ) (21,33%)
Osteoarticulares 324 509 280 N.S
(67,64%) (66,44%) (62,22%)




Tabla XXI. Sintomas relacionados con la menopausia presentes en la
actualidad
NORMALES | OSTEOPENIA | OSTEOPOROSIS P=
n=479 n =766 n =450
Vasomotores 151 236 112 N.S
(31,5%) (30,8%) (24,8%)
Sexuales 46 89 38 N.S
(9,6%) (11,6%) (8,4%)
Psiquicos 58 106 35 N.S
(12,1%) (13,8%) (7,7%)
Osteoarticulares 140 229 134 N.S
(29,2%) (29,8%) (29,7%)

En las tablas XX y XXI podemos observar que no existen diferencias en el

porcentaje de mujeres que hubiesen presentado o presentan en el momento

del estudio algun tipo de sintomatologia propia del Climaterio, ni siquiera para

los sintomas osteoarticulares,

independiente de la magnitud de la DMO.

cuya presencia es,

en este analisis,




Tabla XXIl. FACTORES HIGIENICO - DIETETICOS: Habitos

NORMAL OSTEOPENIA | OSTEOPOROSIS P=
n =479 n =766 n =450
Fumadora 143 (29,85%) | 241 (31,46%) | 157 (34,88%) p< 0.05
Alcohol 168 (35,07%) | 225 (29,37%) | 113 (25,11%) p< 0.05
N° dias en| 4.6512.01 4.61+1.99 4.74 + 1,97 N.S
semana que hace
deporte *
Ejercicio fisico
- Regular 262 (54,69%) | 433 (56,52%) | 254 (56,44%) N.S
- Sedentario | 79 (16,49%) | 113 (14,75%)| 51 (11,33%) N.S
- Tareas 131 (27,34%) | 51 (6,65%) 142 (31,55%) N.S
hogar

En la tabla XXII se exponen los factores modificables (higiénico-dietéticos)

relacionados con el desarrollo de OP en las mujeres de nuestro estudio.

Destaca la una relacion directa entre el consumo de tabaco y una inversa entre

el consumo moderado de alcohol con la DMO. En nuestro estudio, la practica

de ejercicio fisico no se correspondia con mayor DMO.




Tabla XXIll. FACTORES HIGIENICO - DIETETICOS: Dieta

NORMAL OSTEOPENIA | OSTEOPOROSIS P=
n=479 n =766 n =450

N° veces toma 2.46 +1.32 2.26 +1.28 1.95 £1.11 p< 0.05
Fruta /dia *
Verdura/dia * 1.60 £1.12 1.51 £1.02 1.38+0.7 p< 0.05
Cereales/dia * 1,23 £1,07 1,12 £1,11 0,86 +0,87 p< 0.05
Conservas /dia * 0,43 +0,62 0.43 +0.62 0.43 £0.59 N.S
Lacteos/dia * 264+142 | 241+£1.29 2.15+1.08 p< 0.05
Carne roja/seman| 1,39 1,21 1.71 £1.42 1.94 £+1.48 p< 0.05
Pescado/semana 2.82 +1.41 2.55 +1.38 2.26 +1.18 p< 0.05

*

*Media + desviacion estandar

Figura 7: Relacién entre el consumo de alimentos y la DMO
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En la tabla XXIIl y la figura 7 se observa una correlacion directa entre el

consumo de verdura, fruta, lacteos, cereales y pescado con la DMO. Mientras

el consumo de carnes rojas se asocia con una menor DMO. En todos los

casos, salvo para el consumo de cereales existe significacion estadistica.




Tabla XXIV. TRATAMIENTOS CRONICOS

NORMAL |OSTEOPENIA |OSTEOPOROSIS P=
n =479 n =766 n =450

Tratamiento 10 (2,08%) | 41 (5,35%) 23 (5,11%) p< 0.05
cronico con
corticoides
Tratamiento 58 (12,1%) | 91 (11,87%) 50 (11,11%) N.S
cronico con
BzZD
Tratamiento 4 (0,83%) 3 (0,39%) 2 (0,44%) N.S
cronico con

Antiepilépticos

Como era de esperar, el uso cronico de corticoides es mas frecuente en
el grupo de pacientes con osteopenia u osteoporosis. lgualmente, para otras
terapias relacionadas indirectamente con la posibilidad de la fractura, por

acompanarse de mayor predisposicion a

la caida (benzodiacepinas o

antiepilépticos) no encontramos diferencias entre los tres grupos.




3.- ANALISIS DE POLIMORFISMOS GENETICOS

Tabla XXV. Poblaciones de estudio.

POBLACION [TOTAL |NORMALES |OSTEOPENIA |OSTEOPOROSIS |P =
(%) (%) (%)
INCIAL 1695 28,25 45,19 26,54 N.S
FSHR 689 22,64 48,76 28,59 N.S
ESR1 679 22,38 49,18 28,42 N.S
ESR2 688 22,67 48,69 28,63 N.S
RIP140 689 22,64 48,76 28,59 N.S
CYP19 UTR3' | 1089 28,09 46,09 25,8 N.S
CYP 19 1VS4 | 1089 28,09 46,09 25,8 N.S
BMP15CT |1088 28,03 46,12 25,82 N.S
BMP15 CG |1088 28,03 46,12 25,82 N.S
BMP15 AG |1088 28,03 46,12 25,82 N.S
BMP15 S 1088 28,03 46,12 25,82 N.S

Las caracteristicas de las subpoblaciones seleccionadas para el estudio
de los distintos genes no difieren significativamente de la poblacion inicial por lo

que su representatividad es adecuada.




Tabla XXVI. GEN DEL RECEPTOR DE LA FSH (FSHR)

Normal Osteopenia | Osteoporosis | Total P=
n =156 n =336 n=197

FSHR AS |78 170 86 334 N.S
(50%) (50,59%) (43,65%)

FSHR AA |48 109 68 225 N.S
(30,76%) (32,44%) (34,51%)

FSHR SS |30 57 43 130 N.S
(19,23%) (16,96%) (21,82%)

Se ha analizado la presencia de polimorfismos de este gen en un total
de 689 participantes en el estudio. De ellas, 156 (22,64%) padecian
osteoporosis, 336 (48,76%) osteopenia y 197 (28,59%) presentaban una DMO
por encima de —1.

El polimorfismo del gen FSHR mas frecuente es el AA, la presencia de
los polimorfismos AA y SS de éste gen es parecida en los 3 grupos por lo que

su aparicion no se asocia significativamente con la aparicién de enfermedad.




Tabla XXVII. GEN DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS TIPO 1 (ESR1)

Normal Osteopenia | Osteoporosis | Total P=
n=152 n =334 n=193

ESR1TC |81 160 97 338 N.S
(53,28%) |(47,90%) (50,25%)

ESR1CC |32 87 35 154 N.S
(21,05%) |(26,04%) (18,13%)

ESR1TT |39 87 61 187 N.S
(25,65%) |(26,04%) (31,60%)

Los polimorfismos de este gen se estudiaron en 679 pacientes;
152(22,38%) normales, 334 (49,18%) osteopénicas y 193 (28,42%) padecian
osteoporosis.

El polimorfismo TC del gen ESR1 es el mas frecuente. Los distintos
polimorfismos de este gen no se relacionan con la DMO ya que su distribucion

es similar en los tres grupos.




Tabla XXVIIl. GEN DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS TIPO 2 (ESR 2)

Normal Osteopenia | Osteoporosis | Total P=
n =156 n =335 n =197

ESR2 GA |72 152 99 323 N.S
(46,15%) | (45,37%) (50,25%)

ESR2 AA |25 63 30 118 N.S
(16,02%) |(18,8%) (15,22%)

ESR2 GG |59 120 68 247 N.S
(37,82%) |(35,82%) (34,51%)

Los polimorfismos del gen ESR2 se determinaron en un total de 688

pacientes, de las cuales, 156 (22,67%) eran sanas, 335 (48,69%) padecian

osteopenia y 197 (28,63%) osteoporosis.

El polimorfismo GA es el mas frecuente en esta poblacion. No hay

diferencias entre los grupos en funcioén del polimorfismo considerado para este

gen.




Tabla XXIX. GEN RECEPTOR NUCLEAR INTERACCION DE PROTEINAS
NRIP1

Normal Osteopenia | Osteoporosis | Total P=
n =156 n = 336 n=197

RIP140 GA |87 170 99 356 N.S
(55,76%) |(50,59%) (50,25%)

RIP140 GG |45 102 54 201 N.S
(28,84%) |(30,35%) (27,41%)

RIP140 AA |24 64 44 139 N.S
(15,38%) |(19,04%) (22,33%)

Se han determinado los polimorfismos de éste gen en 689 pacientes; 156
(22,64%) sanas, 336 (48,76%) osteopénicas y 197 (28,59%) osteopordticas

El polimorfismo mas frecuente en nuestra poblacion es el GA. Los
distintos polimorfismos de éste gen presentan una distribucion similar en los

tres grupos no relacionandose ésta con la presencia de enfermedad.




Tabla XXX. GEN CYP19A1, marcador 3'UTR

Normal Osteopenia | Osteoporosis | Total P=
n =306 n =502 n =281

CYP19 GA | 160 256 125 541 N.S
(52,28%) |(50,99%) (44,48%)

CYP19 AA |77 137 80 294 N.S
(25,16%) |(27,29%) (28,46%)

CYP19 GG |69 109 76 254 N.S
(22,54%) |(21,71%) (27,04%)

Se han determinado los polimorfismos del gen CYP, marcador 3'UTR en
un total de 1089 pacientes, de las cuales 306 (28,09%) eran sanas, 502

(46,09%) eran osteopénicas y 281 (25,8%) padecian osteoporosis.

El polimorfismo mas frecuente es el GA. No hay diferencias entre los
grupos respecto a la distribucion de los distintos polimorfismos, por lo que no

parece haber relacion entre los polimorfismos de este gen y el grado de

osteoporosis.




Tabla. XXXI. GEN CYP19A1, marcador IVS4
Normal Osteopenia | Osteoporosis | Total P=
n = 306 n =502 n =281

IVS 12,00 [148 226 124 498 N.S
(48,36%) |(45,01%) (44,12%)

IVS 11,00 (125 214 110 449 N.S
(40,84%) |(42,62%) (39,14%)

IVS 22,00 (33 62 47 142 N.S
(10,78%) |(12,35%) (16,72%)

Este gen se ha determinado en un total de1089 pacientes; 306 (28,09%) eran
sanas, 502 (46,09%) padecian osteopenia y 281 (25,8%) osteoporsis.

El polimorfismo 12,00 es la forma mas frecuente de este gen en la poblacion.
Los polimorfismos de este gen no parecen asociarse de manera significativa

con la DMO ya que la distribucion de los mismos es parecida en los 3 grupos.



Tabla XXXII. Polimorfismos del gen de BMP 15. marcador -9C>G.

Normal Osteopenia | Osteoporosis | Total P=
n =305 n =502 n =281
BMP15CG |199 324 185 208 N.S
CC (65,24%) |(64,54%) (65,83%)
BMP15CG |95 155 83 333 N.S
GC (31,14%) |(30,87%) (29,53%)
BMP15CG |11 23 13 47 N.S
GG (3,6%) (4,58%) (4,62%)

Se ha determinado en 1088 pacientes, 305 sanas (28,03%), 502
(46,13%) osteopénicas, y 281 (25,82%) osteopordticas.

La forma mas frecuente es el polimorfismo CC. En los tres grupos se
aprecia una distribucién de los distintos polimorfismos parecida sin relacionarse

ésta con el grado de enfermedad.




Tabla XXXIlIl  Polimorfismos del gen de BMP 15. Marcador
IVS1+905A>G.
Normal Osteopenia | Osteoporosis | Total P=
n =305 n =502 n =281
BMP15AG [170 260 156 5g7 N.S
1T (55,73%) |(51,79%) (55,51%)
BMP15AG [114 209 100 423 N.S
TC (37,37%) |(41,63%) (35,58%)
BMP15AG |21 33 25 N.S
CC (6,88%) (6,57%) (8,89%) ”

Se ha determinado en 1088 pacientes, 305 sanas (28,03%), 502
(46,13%) osteopénicas, y 281 (25,82%) osteopordticas.

La forma mas frecuente de este polimorfismo es la TT. No hay

diferencias significativas entre los grupos de enfermedad con respecto a éste

polimorfismo no hallandose relacién significativa de ninguno de ellos con la

DMO.




4.- ESTUDIO DE INTERACCION GENICA: ANALISIS DIGENICO

4.1. Anadlisis digénico entre genes candidatos de la ruta estrogénica ya
relacionados con la OP (ESR1, ESR2, FSHR, CYP19).

Tabla XXXIV. Interaccion entre genes ESR1 y ESR 2

N= 345 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior

0,38 0,66 2,83

ESR1 TT - ESR2 GG

ESR1 TT - ESR2 GA 0,29 0,75 2.56

ESR1 TT - ESR2 AA 0,64 0,26 2.27

ESR1 TC - ESR2 GG 0.27 0.43 1,67

ESR1 TC - ESR2 GA 0.88 0,63 1,70

ESR1 TC - ESR2 AA 0.71 0,52 257

ESR1CC-ESR2GG |70 (036 |1.98

ESRTCC-ESR2GA [(73  [ga0 |12

ESR1 CC - ESR2 AA 0.67 0.24 247




Tabla XXXV. Interaccion entre genes ESR1 FSHR.

N= 345 P= l.C. 95,0%
Inferior | Superior
ESR1 TT - FSHR SS 0.87 0,52 3,22
ESR1 TT - FSHR AS 0.34 0,07 523
ESR1 TT - FSHR AA 0.34 0,07 523
ESR1 TC - FSHR SS 0.98 0,52 1,89
ESR1 TC - FSHR AS 0.91 0,57 1'86
ESR1 TC - FSHR AA 0.91 0,57 1,86
ESR1 CC - FSHR SS 0.70 0,31 5,61
ESR1 CC - FSHR AS 0.29 0,30 1,43
ESR1 CC - FSHR AA 0.29 0,30 1,43




Tabla XXXVI. Interaccion entre genes ESR1 y CYP 19 (marcador 3'UTR)

N= 345 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior

0,14 0,81 4,15

ESR1TT - CYP AA

ESR1TT - CYP GA 0.27 0.36 1,26

ESR1TT - CYP GG 0.13 0.84 3.58

ESR1 TC - CYP AA 0.32 0.73 256

ESR1 TC - CYP GA 0.29 0.47 1,25

ESR1 TC - CYP GG 0,62 0,44 1,62

ESR1 CC - CYP AA 0,45 0,47 5.41

ESR1 CC - CYP GA 0,10 0,29 113

ESR1 CC - CYP GG 0,52 0,47 438




Tabla XXXVII. Interaccion entre genes ESR1 y CYP 19 (marcador 1VS4)

N= 345 P= 1.C. 95,0%
Inferior | Superior

0,30 0,72 2,79

ESR1TT - IVS 11

ESR1TT -1VS 12 0,92 0.49 1,91

ESR1TT - IVS 22 0.31 0.63 412

ESR1 TC - IVS 11 0.37 0.74 216

ESR1 TC-1VS 12 0.10 0.47 1,08

ESR1 TC - IVS 22 0,80 0,44 2,57

ESR1 CC - IVS 11 0,41 0,30 1,64

ESR1CC-IVS12 [0 4o (037|158

ESR1 CC - IVS 22 0,37 047 1,35




Tabla XXXVIII. Interaccion entre genes ESR2 y FSHR

N= 353 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior
ESR2 GG - FSHR SS 0,53 0,34 1,72
ESR2 GG - FSHR AS 0.85 0,55 2,03
ESR2 GG - FSHR AA 0.85 0,55 2,03
ESR2 GA - FSHR SS 0.96 0,89 4,18
ESR2 GA - FSHR AS 0.35 0,73 2.35
ESR2 GA - FSHR AA 0.35 0,73 2,35
ESR2 AA - FSHR SS 0,65 0,26 228
ESR2 AA - FSHR AS 0.80 0,33 2,35
ESR2 AA - FSHR AA 0.80 0,33 2,35




Tabla XXXIX. Interaccion entre genes ESR2 y CYP 19 (marcador 3'UTR).
N=353 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior

0,24 0,56 9,86

CYP AA - ESR2 GG

CYP GA - ESR2 GG 0.74 0.32 4.94

CYP GG - ESR2 GG 0,29 0,50 9,02

CYP AA - ESR2 GA 0.16 0.66 11,61

CYP GA - ESR2 GA 0.52 0,40 584

CYP GG - ESR2 GA 0.15 0,68 11,03

CYP AA-ESR2 AA 0,10 0,76 19,95

CYP GA - ESR2 AA 0.65 0,31 6,07

CYP GG - ESR2 AA 0,31 0.14 1,81




Tabla XL. Interaccion entre genes ESR2 y CYP 19 (marcador IVS4).

N= 353 P= 1.C. 95,0% para EXP(B)
Inferior | Superior

0,37  |0,41 10,37

ESR2 GG - IVS4 11

ESR2GG-IVS412 [ ga [ o1 501

ESR2 GG - IVS4 22 0.21 0,51 19,84

ESR2 GA - IVS4 11 0,48 0,36 8,51

ESR2GA-IVS412 [ oo (034|702

ESR2GA-IVS422 [ o7 [ga8  |1345

ESR2 AA - IVS4 11 0.38 0,39 11,59

ESR2AA-IVS412 74 (o024 740

ESR2 AA- IVS4 22 0,49 0.13 2,66




Tabla XLI. Interaccion entre genes FSHR y CYP 19 (marcador 3'UTR3).
N= 353 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior

0,52 0,52 3,50

CYP AA - FSHR SS

CYP GA - FSHR SS 0,97 0,49 208

CYP GG - FSHR SS 0.16 0,73 6.45

CYP AA - FSHR AS 0,01 1,38 8,19

CYP GA - FSHR AS 0.19 0.34 1,24

CYP GG - FSHR AS 0,24 0,73 3.43

CYP AA - FSHR AA 0,01 1,29 7.44

CYP GA - FSHR AA 0.11 0,32 1,12

CYP GG - FSHR AA 0,32 0,68 311




Tabla XLII. Interaccion entre genes FSHR y CYP19 (marcador IVS4).
N= 353 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior

0,24 0,73 3,43

FSHR SS - IVS 11

FSHR SS - IVS 12 0.45 0.33 1,66

FSHR SS - IVS 22 0,07 0.85 19,47

FSHR AS - IVS 11 0,08 0,92 3.55

FSHR AS - IVS 12 0.34 0.38 1,40

FSHR AS - IVS 22 0.10 0.83 6.13

FSHR AA - IVS 11 0.12 0.87 3.21

FSHR AA - IVS 12 0,22 0,36 1,26

FSHR AA - IVS 22 0,14 0,78 5.58

En las tablas XXXIV a XLII, podemos observar el estudio de interaccion
digénica entre los polimorfismos de los genes candidatos ya relacionados con
la OP: ESR1, ESR2, FSHR y CYP en sus dos variantes estudiadas (IVS4 y
UTR3"). Encontramos interaccion entre las variantes del CYP19, en concreto la
AA del UTR3’ con las variantes AA y AS del FSHR (Tabla XLI).

El resto de las interacciones entre las dotaciones alélicas de estos genes
no se asocio significativamente al desarrollo de osteoporosis en nuestra

poblacion.



4.2. Interaccién digénica entre nuevos genes candidatos de la ruta estrogénica
(NRIP y BMP15)

Tabla XLIII. Interaccion entre genes NRIP1 y ESR1.

Inferior | Superior

0,33 0,54 5,99

ESR1 TT - NRIP AA

ESRITT-NRIPGA [ (55 (g7  |2.13

ESRITT-NRPGG [, [g55 |257

ESR1TC-NRIPAA [ o 059  |2.45

ESRITC-NRIPGA[ o0 (047  |124

ESR1TC -NRIP GG [ o, 057 |1.96

ESRTCC-NRPAA [, (047 565

ESR1 CC- NRIP GA 0,44 0,38 1,52

ESRTCC-NRPGG [ 43 [g13 |1.28




Tabla XLIV. Interaccién entre genes NRIP1 y ESR2.

N= 353 P= l.C. 95,0%
Inferior | Superior
ESR2 GG - NRIP AA 0.39 0,62 3.36
ESR2 GG- NRIP GA 0,46 0,79 1,38
ESR2 GG- NRIP GG 0,39 0,33 1,53
ESR2 GA - NRIP AA 042 0.64 286
ESR2 GA - NRIP GA 0,52 0,71 1,92
ESR2 GA- NRIP GG 0.73 0,50 1,61
ESR2 AA - NRIP AA 0,28 0,54 8,04
ESR2 AA - NRIP GA 0.93 0,23 1,12
ESR2 AA- NRIP GG 0.32 0,58 5.09




Tabla XLV. Interaccién entre genes NRIP1 y FSHR.

N= 353 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior
FSHRSS-NRIPAA [0 50 (021 378
FSHRSS-NRIPGA [ 50 (071 | 296
FSHRSS-NRIPGG [ o1 [053 285
FSHRAS-NRIPAA 1o 0e 091 |ag9
FSHRAS-NRPGA [ o [0g5 |07
FSHR AS - NRIP GG 0,80 0,42 1,93
FSHRAA-NRIPAA [ [oas |44
FSHRAA-NRIPGA [ (50 (062 |20s
FSHRAA-NRIPGG [ o 5a (040 |175




Tabla XLVI. Interaccién entre genes NRIP1 y CYP 19 (marcador 3'UTR).

N= 353 P= 1.C. 95,0%
Inferior | Superior
CYP AA - NRIP AA 0,88 0,27 4,54
CYP GA- NRIP AA 0.85 0,27 2,96
CYPGG-NRIPAA |15y 040|168
CYPAA-NRIPGA |05, |go3 2025
CYP GA- NRIP GA 0,04 0,11 0,96
CYP GG- NRIP GA 0,39 0,21 1,85
CYPAA-NRIPGG |15y g0 |248
CYP GA-NRIPGG |4, [g 19 0,97
CYPGG-NRIPGG |49 [p71 509

Encontramos asociacién
interacciones digénicas CYP AA-RIP GA y CYPGA-RIPGG vy el desarrollo de

osteoporosis en nuestra poblacion

estadisticamente significativa entre

las



Tabla XLVII. Interaccién entre genes NRIP1 y CYP 19 (marcador IVS4).

N= 353 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior

0,46 0,11 2,64

IVS 11 - NRIP AA

IVS 12 - NRIP AA 0.89 0.19 410

IVS 22 - NRIP AA 0,42 0,07 3,03

VS 11-NRIPGA |0 00 [014 | 235

IVS 12- NRIP GA 0,06 0,06 1,09

IVS 22- NRIP GA 0.59 0.14 2.04

IVS 11- NRIP GG 032 0.11 207

IVS 12- NRIP GG 0.16 0,08 1,52

IVS 22- NRIP GG 0.26 0.56 8.27




Tabla XLVIII. Interaccién entre genes NRIP1 y BMP 15 (marcador -9C>G).

N=353 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior

036 [028 [2941

BMP15CG GG - NRIP AA

BMP15CG GC - NRIP AA 017 0,71 6,17

BMP15CG CC - NRIP AA 0,22 0,74 3,44

BMP15CG GG - NRIP GA 0,96 0,22 4,20

BMP15CG GC - NRIP GA 0.85 0,46 1,90

BMP15CGCC-NRIPGA |00y (055 | 2.16

BMP15CGGG-NRIPGG | 050|016 | 2043

BMP15CG GC-NRIPGG [ (5 065 |441

BMP15CGCC-NRIPGG [, 045 131




15 (marcador

Tabla XLIX. Interaccion entre genes NRIP1 y BMP
IVS1+905A>G).
N= 353 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior

BMP15AG TT - NRIP AA 0.81 0,18 3,83
BMP15AG TC - NRIP AA 0.93 0,18 4,78
BMP15AG CC - NRIP AA 0.60 0,15 26,73
BMP15AG TT - NRIP GA 0,52 0,14 2,64
BMP15AG TC - NRIP GA 0.33 0,11 2,10
BMP15AG CC- NRIP GA 0,54 0,10 3,40
BMPTSBAG TT-NRIPGG 022”011 | 226
BMP1SAG TC-NRIPGG [ o |04 |3.29
BMPTSAG CC-NRIPGG [ 1o | 039  |6s51




Tabla L. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y ESR1.

Inferior | Superior

0,70 0,14 17,6

ESR1TT - BMP15 CG GG

ESR1TT-BMPI5CGGC |19 076  |3.95

ESR1TT-BMP15CGCC |70 (065 | 1.89

ESR1 TC - BMP15CG GG 0,51 0,39 6,47

ESRTTC-BMP15CGGC | a0 |ga8 | 152

ESR1TC-BMP15CGCC |oae (058 | 162

ESR1 CC - BMP15CG GG 0,44 0,35 4,34

ESR1CC-BMP15CG GC | 5, 019|170

ESR1 CC - BMP15CG CC

0,90 |0,54 1,83




Tabla LI. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y ESR1.

Inferior | Superior

0,84 0,59 1,88

ESR1 TT - BMP15AG TT

ESR1 TT - BMP15AG TC 0,34 0,69 2,80

ESR1TT-BMP1SAGCC |50 045  |3474

ESR1 TC - BMP15AG TT 0,86 0,60 1,52

ESR1 TC - BMP15AG TC 047 0,46 1,43

ESR1TC -BMP15AG CC | 7, 0.41 3.42

ESR1CC-BMPISAGTT [oas 055 |209

ESR1 CC - BMP15AG TC 0,21 0,23 1,39

ESR1 CC - BMP15AG CC

0,76 0,15 3,94




Tabla LII. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y ESR2.

N= 353 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior
BMP15CG GG - ESR2 GG 0,50 0,21 23,83

BMP15CG GC - ESR2 GG 0,40 0,26 1,70

BMP15CG CC - ESR2 GG 0,85 0,41 2,05

BMP15CG GG - ESR2 GA 0,78 0,25 6,07

BMP15CG GC-ESR2GA |q46 |057  |345

BMP15CG CC-ESR2GA 479  |042 |14

BMP15CG GG - ESR2 AA 0,44 0,03 4,53

BMP15CG GC - ESR2 AA 0,77 0,26 2,70

BMP15CG CC - ESR2 AA 0,86 0,52 2,15




Tabla LIII. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y ESR2.

N= 353 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior

0,39 0,24 |33,06

BMP15AG TT - ESR2 GG

BMP15AG TC -ESR2GG | 77 0,12 17.12

BMP15AG CC-ESR2 GG | 3¢ 023 |51.89

BMP15AG TT - ESR2 GA 0,52 0,15 25,16

BMP15AG TC -ESR2GA [ 59 0,31 43,36

BMP15AG CC - ESR2 GA 0,25 0,35 65,22

BMP15AG TT - ESR2 AA 0,42 0,22 33,86

BMP15AG TC -ESR2AA [ 5, 017  |28.13

BMP15AG CC - ESR2 AA 0.44 0,35 4,47




Tabla LIV. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y FSHR.

N= 353 P= [.C. 95,0%
Inferior | Superior

0,07 0,90 6,49

BMP15CG GC - FSHR SS

BMP15CG CC - FSHR SS 0,64 0,61 2,22

BMP15CG GG - FSHRAS | 5 0,39 33,15

BMP15CG GC-FSHRAS |73  |os54  |2.234

BMP15CG CC-FSHRAS (37 (074 |223

BMP15CG GG - FSHR AA 0,28 0,36 30,41

BMP15CG GC - FSHR AA 0,89 0,51 2,11

BMP15CG CC-FSHRAA [ (070 201




Tabla LV. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y FSHR.

N= 353 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior

0,58 0,61 2,39

BMP15AG TT - FSHR SS

BMP15AG TC - FSHR SS 0,03 1,09 7,55

BMP15AG TT - FSHR AS 0,41 0,71 2.28

BMP15AG TC-FSHRAS [ggs |48 1,88

BMP15AG CC - FSHR AS 0,04 1,01 65,90

BMP15AG TT - FSHR AA 0,56 0,67 2,05

BMP15AG TC - FSHR AA 0,70 0,45 1,70

BMP15AG CC - FSHR AA

0,06 0,94 60,41




Tabla LVI. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y CYP 19
(marcador 3'UTR).

N= 587 P= [.C. 95,0%
Inferior | Superior

048 |0,08 |[328

BMP15CG GG - CYP AA

BMP15CGGC-CYPAA (g3 (045 |187

BMP15CGCC-CYPAA [g43 045 | 1.40

BMP15CG GG-CYPGA [ggs 028 |293

BMP15CG GC - CYP GA 0,11 0,33 1,12

BMP15CGCC-CYPGA [g04  |036  |0.98

BMP15CG GG - CYP GG 0,61 0,27 9,00

BMP15CG GC - CYP GG 0,16 0,30 1,23

BMP15CG CC - CYP GG

0,09 093 |2,30

La interaccion digénica BMP15 marcador -9C>G CG y CYP 19 marcador
3'UTR GA se asocia de manera significativa a la existencia de enfermedad.



Tabla LVII. Interacciéon entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y CYP
19 (marcador 3'UTR).

N= 587 P= I.C. 95,0%
Inferior | Superior

0,30 0,13 1,86

BMP15AG TT - CYP AA

BMP15AG TC-CYP AA | 74 0.21 3.02

BMP15AG CC - CYP AA 0,29 0,07 2,19

BMP15AG TT - CYP GA 0,19 0,12 1,53

BMP15AGTC-CYPGA (4518 | 011 1,52

BMP15AG CC - CYP GA |49 0.16 3.26

BMP15AG TT-CYP GG | 4g 0,20 2.80

BMP15AGTC-CYP GG [4,0 |0 10 1,59

BMP15AG CC - CYP GG

0,29 0,55 6,66




Tabla LVIII. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador -9C>G) y CYP 19
(marcador IVS4).

Tt5 p= .C. 95,0%
Inferior | Superior

0,80 0,23 3,03

BMP15CG GG - IVS11

BMP15CG GC - IVS11 0.25 0,32 1,34

BMP15CG CC - IVS11 0,02 0,24 0,89

BMP15CG GG - IVS12 0,47 0,15 2,35

BMP15CG GC-IVS12 [0 (o049 |01

BMP15CG CC-IVS12 [ e 020  |1.03

BMP15CG GG - IVS22 0,72 0,03 10,23

BMP15CG GC - IVS22 0,39 0,25 1,71

BMP15CG CC - 1VS22

0,03 1,06 3,39

Las interacciones entre CYP 19 marcador IVS4 11 - BMP 15 marcador -9C>G.
CC , CYP 19 marcador IVS 4 12-BMP15 marcador -9C>G GC y CYP 19
marcador 1IVS4 22- BMP 15 marcador -9C>G se asocian con enfermedad en

nuestras pacientes



Tabla LIX. Interaccion entre genes BMP 15 (marcador IVS1+905A>G) y CYP
19 (marcador IVS4).

N=587 P= [.C. 95,0%
Inferior | Superior

0,25 0,06 2,04

BMP15AG TT - IVS11

BMP15AG TC - IVS11 0,49 0,09 3,13

BMP15AG CC - IVS11 0,53 0,08 3,68

BMP15AG TT - IVS12 0,38 0,08 2,60

BMP15AG TC-IVS12 |, 0,05 1,93

BMP15AG CC - IVS12 0,54 0,08 3,79

BMPISAGTT-IVS22 (70 (043  |473

BMP15AG TC - IVS22 0,52 0,08 3,51

BMP15AG CC - IVS22

036  |0.39 12,07

En las Tablas XLIll a LIX se analizan las interacciones entre los nuevos genes
candidatos a OP: NRIP1 y BMP15 (con sus dos marcadores), tanto entre ellos
como con los genes ESR1, ESR2, FSHR, CYP19.
Observamos una relacion estadisticamente significativa entre OP y la
interaccion de las siguientes variantes alélicas:
- gen NRIP1 (tanto la variante GA como la GG) con el gen CYP19 UTR3’
(variante GA) (p< 0.04)
- gen BMP15 marcador -9C>G (tanto la variante CC como GC) con el gen
CYP191VS4 (11 y 22) (p<0.02).
- gen BMP15 IVS1+905A>G (tanto la variante CC como la TC) con el gen
FSHR (variantes AS y SS) (p< 0.04).



DISCUSION
1.- Consideraciones generales.

El conocimiento de los factores de riesgo asociados al desarrollo de la
OP resulta vital en la estrategia de prevencion de esta enfermedad y de las
consecuencias fisicas y econdmicas derivadas de ella. Sin embargo, los
medios diagnésticos y los factores identificados en su Epidemiologia no han
conseguido identificar a todas las pacientes en peligro de presentar una
fractura por fragilidad.

Este es el argumento que se esgrime en numerosos estudios que
intentan distinguir sefales para alertarnos de forma precisa sobre el riesgo de
una mujer postmenopausica de padecer una fractura osteoporotica. Por
ejemplo, el estudio OFELY® nos significd tres parametros principales en este
intento: la DMO, los marcadores bioquimicos de remodelado éseo y el
antecedente personal de haber padecido una fractura, de tal manera que, en
una poblacién de mujeres con osteopenia, la mera presencia de uno de ellos,
elevaba el riesgo de presentar una fractura en los siguientes diez afios un 26
por ciento. Si ninguno de esos factores estaba presente el porcentaje se reduce
al 6 %. Del total de fracturas el 8 % aparecieron en mujeres sanas, 48% en
pacientes osteopénicas y el 44 % en osteoporéticas. Igualmente, en un
subanalisis procedente del estudio NORA®", con mas de 91000 participantes,
se perfilé un algoritmo que al combinar otros tres valores (antecedente personal
de fractura, T-score periférico menor de -1 DE y la sensacién subjetiva de mal
estado global de salud) se predecia la aparicion de una fractura en los
siguientes tres afos. Sin embargo, este algoritmo solo adivin6 el 65 por ciento
de las pacientes que posteriormente presentaron una fractura. En
consecuencia, son dos ejemplos de como con los medios actuales, existe un
numero no despreciable de mujeres que escapan a los criterios diagndsticos de
OP y se les aleja de la prevencion o tratamiento para evitar la fractura.

Al aferramos a la tesis que contempla la patogenia de la OP como un
proceso multifactorial con sefialada participacion de los factores ambientales,
probablemente no encontraremos demasiado sentido clinico a la cuestion de si
se trata de una enfermedad genética o no; o si existen variantes genéticas que
identifiquen pacientes con riesgo de padecer OP o de responder

adecuadamente a las opciones terapéuticas.



En efecto, la primera leccion que se asimila al relacionarnos con la OP
es a no perder la referencia del ambioma como componente elemental o
dispositivo basico en el principio de la fragilidad 6sea. Mas para comprender la
singularidad de este proceso, en tanto distintivo y distinto para cada paciente,
es igualmente valiosa la exploracion de su genoma.

De momento, la principal aportacion de la Genética a la practica clinica
es la de averiguar el papel de la variacién y la mutacién de los genes en la
etiologia de las enfermedades. Pero en los ultimos afios su dominio se ha
extendido al terreno de la Semiologia y al de la respuesta a los tratamientos,
otorgando un evidente sentido al principio que reza que no existen dos
pacientes iguales, y ha dejado la puerta abierta a la nueva dimensién de la
Medicina Predictiva y Personalizada.

El presente estudio multicéntrico desarrollado en cinco centros
espanoles pretende ahondar precisamente en el conocimiento de las variantes
de los genes relacionados con el metabolismo éseo para intentar asimilarlas a
la lista de factores de riesgo asociados con la OP.

Ademas, la descripcion detallada del grupo de mujeres que participaron
en el estudio nos permite conocer la distribucion en nuestro medio de esos
factores de riesgo de OP conocidos (peso, edad de la menopausia,
enfermedad concomitante, etc) y describir la existencia de otros parametros
desencadenantes o protectores pobremente estudiados hasta la fecha.

Una de las limitaciones de este trabajo es su disefo transversal, que no
nos permite establecer una fuerte relacion de causalidad entre los valores
encontrados con la mediad de la DMO. Esa es una cuestion que deberia ser
confirmada mediante estudios longitudinales.

Existen otras dificultades inherentes al caracter multicéntrico del trabajo,
como la variabilidad de la poblacion seleccionada, y por tanto de sus
costumbres higiénico-dietéticas, de los distintos instrumentos de medida de la
DMO, y de las diferencias que resultan con las determinaciones analiticas.
Hemos intentado minimizarlas mediante la elaboracion de un cuestionario
detallado, facil de rellenar y comun a los cinco centros (ver anexo 1). Los
criterios densitométricos de diagnostico de osteopenia y osteoporosis son los
mismos independientemente del modelo de densitometro, siempre que éste

sea central y no periférico. Al evitar hacer las comparaciones con la variable



cuantitativa “cantidad de hueso por superficie”, medida en g/cm?, y limitarnos a
dividir la poblacion en tres grupos en funcion de los criterios establecidos para
el diagnostico de osteopenia u osteoporosis, evitamos la posibilidad de sesgo.
Por ultimo, el analisis genético se centralizé en un unico laboratorio situado en
Sevilla, a donde se enviaron las muestras congeladas antes de su

procesamiento.

Por el contrario, el alto numero de participantes, otorga a este estudio un
alto poder a la hora de extraer conclusiones. Acaso mas interesante aun sea su
procedencia de consultas de ginecologia. En nuestro pais disponemos de
pocos estudios que analicen las caracteristicas de las pacientes atendidas por
ginecodlogos cuando el principal motivo de consulta fue el estudio de su estado
0seo. Sabemos que la osteoporosis es un proceso muy prevalente en la mujer
postmenopausica, gracias, casi en exclusiva, a los registros hospitalarios de
fracturas por fragilidad o al analisis de la densidad mineral 6sea que realizan
otros especialistas. La aportacion ginecoldgica es escasa, a pesar de que se
trata de una enfermedad en cuyo diagndstico y tratamiento estamos muy

involucrados.



2.- Caracteristicas epidemiolédgicas asociadas al desarrollo de OP
2.1. Comentarios sobre los factores de riesgo conocidos de OP

Nuestros datos parecen confirmar que la osteoporosis es una
enfermedad estrogeno dependiente ya que cuanto mas corto es el periodo fértil
mas probable es el desarrollo de enfermedad. Lo observamos en la relacion
entre la edad de la menarquia o de menopausia y el periodo de vida
reproductivo con la DMO . También se confirma cuando comparamos el
porcentaje de mujeres con menopausia precoz que existen en los tres grupos,

siendo mas frecuente entre aquellas mujeres con menos DMO (ver tabla XVIII).

Algunos trabajos han propuesto que la presencia e intensidad de
sintoma propios del Climaterio (trastornos vasomotores, alteraciones psiquicas
0 sexuales) con los niveles residuales de estrogenos tras el cese definitivo de
las menstruaciones® . Aun cuando no se hicieron determinaciones
hormonales en las pacientes de nuestro estudio, nuestros datos no encuentran
ninguna relaciéon entre la DMO esta sintomatologia, tanto la pasada como la

presente en el momento de la encuesta (ver tablas XIX a XXI ).

Aparte de la influencia estrogénica, en la patogénesis de la osteoporosis
intervienen otros factores no modificables como la edad, el sexo, la raza, o los
antecedentes familiares de fracturas por fragilidad. La importancia de ellos
radica en que nos marcan a aquellas mujeres en quienes debe realizarse una
mayor vigilancia del deterioro 6seo. Por el contrario, existen otros
determinantes de la masa ésea dependientes de los habitos de vida, como el
bajo peso, el consumo de tabaco o la ingesta abundante de alcohol, asi como
el sedentarismo, la escasa exposicion al sol o el consumo de una dieta pobre el
calcio. La importancia de ellos radica en la posibilidad de correccién. Como se
ha recomendado en una guia clinica recientemente publicada por la AEEM®,
cambiar algunos aspectos de la dieta puede ser el mejor medio para mejorar la

calidad de vida de la mujer, incluyendo la calidad de sus huesos.

Es de destacar que este estudio describe a una poblacion de mujeres que

acudieron al ginecdlogo para recibir asesoramiento sobre salud ésea. En ellas



observamos una distribucion de los factores de riesgo de osteoporosis similar a
la descrita en otros estudios epidemioldgicos, tanto la de los no modificables
(edad, talla, edad de la menarquia y edad de la menopausia, periodo feértil)
como de los modificables (peso, IMC, consumo de lacteos o tabaquismo).
Igualmente, la gravedad de la pérdida de la DMO se corresponde a la mayor
intensidad del factor de riesgo detectado: a menor peso, menor talla, mayor
edad de la menarquia, menor edad de la menopausia, menor consumo de
lacteos y mayor consumo de tabaco, se observa una menor DMO y una mayor

frecuencia de osteoporosis.

Clasicamente se ha identificado la delgadez como factor de riesgo de
osteoporosis. La pérdida de peso estd asociada con la pérdida de hueso, y la
ganancia de peso con la ganancia de hueso. Los mecanismos moleculares que
enlazan la pérdida de peso con la de hueso no estdan muy claros. Se han
planteado varios mecanismos para explicar esta relacion: por una parte, al
disminuir el tejido adiposo existe menor produccion hormonal periférica. El bajo
peso se acompafia a menudo de alteraciones menstruales y de escasa sintesis
estrogénica en el propio ovario. A esto se suma el efecto mecanico que sobre
los huesos ejerce el peso. Ademas, se han propuesto factores hormonales
como el IGF-1 (cuya secrecion pancreatica depende de los niveles de grasas
en el organismo), la hormona del crecimiento® o la leptina, segregada por los
adipositos, no sélo participa en la composicion corporal sino también en la
formacion de hueso ejerciendo efectos anabdlicos por su accion sobre los
osteoblastos y su estimulo del eje hormona de crecimiento IGF-1%, %3

Por otra parte, la distribucién de la grasa, ya sea de tipo androide o
ginecoide, aunque pueda condicionar la salud metabdlica o cardiovascular, no
ha mostrado tener relacién con el riesgo de OP. Como era de esperar, en
nuestro estudio tampoco hemos encontrado diferencias entre los grupos

estudiados con respecto a este parametro.

Estas diferencias no las encontramos en otros factores de riesgo
analizados y relacionados en la literatura con la osteoporosis, como el
antecedente materno de fractura, el padecimiento de enfermedades cronicas o

la practica de ejercicio fisico, quiza debido a que, en las encuestas realizadas



se desconocen los antecedentes familiares, y a que se sobredimensiona la

practica de ejercicio fisico.

Especialmente llamativo es el analisis de esta ultima relacion. La
practica de ejercicio fisico de forma regular se considera, con un alto nivel de
evidencia, un factor protector para el desarrollo de fractura de fémur® . En
nuestro trabajo, sin embargo, no hemos encontrado tal asociacion, quiza
porque mas de la mitad de las encuestadas refiere realizar algun tipo de
ejercicio fisico regular (una media de cinco dias a la semana) distinto a de las
labores propias de la casa. No disponemos de datos suficientes sobre los
habitos de nuestras mujeres postmenopausicas y si este porcentaje aqui
observado se aleja o no de la realidad espafiolal, lo que nos hace pensar que,
tal vez, sobreestimen lo que es “hacer ejercicio”. Esto parece confirmarse al
considerar que segun la encuesta nacional de salud publicada en 2003 el 65%
de las pacientes mayores de 45 anos y el 70% de las mayores de 65 se

declaran sedentarias en su tiempo libre®®.

Con respecto a la relacion entre los habitos toxicos y el desarrollo de
osteoporosis, en nuestra poblacién se identifica el consumo de tabaco con una
menor DMO vy coincide con la bibliografia que lo identifica como factor de riesgo
para el desarrollo de enfermedad®’,%.

Como ocurre respecto a la enfermedad cardiovascular, parece que el
consumo moderado de alcohol (una bebida diaria, o como nosotros hemos
estimado, de tres a siete bebidas a la semana), parece proteger también frente
a la OP%. Se especula que esto podris deberse a una accién dual del etanol a
dosis bajas que por un lado estimula directamente la accion de los osteoblastos
y por otro estimula la sintesis de androgenos suprarenales que perifericamente

se convertirian a estrona.'® %"

El consumo habitual de determinados farmacos se ha asociado al
desarrollo de osteoporosis. Entre ellos, el tratamiento crénico con corticoides
tiene como efecto secundario conocido una caida en la DMO. Este mecanismo
parece estar mediado por alteraciones en el sistema osteprotegerina- RANK

ligando, con aumento de la resorcion osea.'®, En esta linea, segun nuestros



datos y como era de esperar, en el grupo de osteoporosis se daban mas casos
de pacientes que habian seguido un tratamiento créonico con corticoides. Por el
contrario, no observamos esta asociacién con el consumo de otros farmacos
directa o indirectamente implicados con las fracturas (sedantes, antiepilépticos)
103104 srobablemente a que estén provocadas mas por su efecto sobre las

caidas que por su accién sobre la DMO.



2.2. Importancia de la dieta mediterranea.

Precisando una idea apuntada, deciamos que la guia de OP de la AEEM
recomendaba cambiar algunos aspectos de la dieta para mejorar la calidad
O0sea de la mujer postmenopausica. En este sentido, la dieta mediterranea, se
revela como un instrumento muy util en la prevencion de las fracturas

osteopordéticas, aparte de su reconocido valor para la salud cardiovascular.

Se conoce como dieta mediterranea al estilo de vida basado en una
idealizacidn de algunos patrones de alimentacion de los paises mediterraneos,
especialmente los del lado oriental. Las caracteristicas principales son un alto
consumo de vegetales (frutas, verduras, legumbres, frutos secos, pan y otros
cereales), el aceite de oliva como grasa principal, un mayor consumo de aves y
pescado que de carnes rojas, y el consumo regular de vino en cantidades
moderadas. Los beneficios principales de esta dieta son el mayor consumo de
pescado, en especial pescado azul, rico en acidos grasos omega 3; en el alto
consumo de aceite de oliva con un bajo contenido en grasas saturadas (entre 7
y 8% de las calorias) con un consumo de grasa total entre el 25% hasta poco
mas del 35%.) en lugar de grasas animales, y finalmente en el consumo de
vino, que tiene efectos beneficiosos, especialmente el vino tinto por sus
antocianos. El aporte importante de compuestos antioxidantes esta garantizado

por alta ingesta de fruta fresca diaria propia de este estilo de alimentacion'®.

La historia de los beneficios en la salud asociados a este tipo de dieta se
inicié en 1938 cuando se estudié la alimentacién de los habitantes de la isla de
Creta y tiene su ultimo episodio en junio de 2007 cuando el Gobierno espanol
propone la candidatura de la dieta mediterranea para su inclusion en la lista del
Patrimonio Cultural Inmaterial de la Humanidad de la UNESCO.'®

Asociado al consumo de dieta mediterranea se ha descrito un menor

|106

riesgo cardiovascular con disminucion de colesterol total ™, menor incidencia

de accidente cerebro vascular al determinar una menor disfuncion endotelial'®’

y un beneficio neto en el desarrollo de otras enfermedades metabdlicas como

108

la diabetes mellitus'®® o el sindrome metabdlico’®®.



Otros trabajos también han observado una posibilidad de mejora de la
resistencia 6sea. Se desconocen las posibles conexiones fisiopatoldgicas de
esta relacidon, aunque se adivinan dos posibilidades: algunos de los
ingredientes mencionados son ricos en vitamina D', y contienen una
importante concentracion de acidos grasos insaturados (acidos omega 3, 6 6 9)
" junto a algunos antioxidantes''?, sustancias que podrian proporcionar un
efecto beneficioso sobre la masa 6sea afadido a su accion cardiovascular
favorable. Se sabe ademas que la DMO disminuye con la ingesta de grasas

saturadas contenidas en productos carnicos.

En nuestro trabajo hallamos una relacion dosis dependiente entre el
consumo de estos preparados y la DMO (ver figura 7) Tras el estudio EVOS'"
que alertd de la importancia de la dieta en la prevencién de la osteoporosis,
centrandose en la ingesta de productos lacteos, se han ido publicando otros
donde se destaca la ingesta de otras sustancias ricas en vitaminas y minerales,
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con efecto antioxidante y alcalinizante ™ que consiguen un mayor pico de masa

O0sea durante la adolescencia y frenan la pérdida que acontece tras la

menopausia.'™ 1"

Aun con las limitaciones de un estudio observacional, este es uno de los
pocos trabajos donde se relaciona la salud 6sea con la “dieta mediterranea”. En
él hemos encontrado una relacién directa entre factores alimenticios como el
consumo abundante de fruta, verdura y cereales, junto con la ingesta
moderada de productos lacteos, pescado y alcohol, mas la escasa ingesta de
carnes rojas, con la DMO, en el contexto quizd de la disposicion al estilo

“mediterraneo” de mantener una vida sana.

En conclusién, las caracteristicas epidemioldgicas de nuestra poblacion
de mujeres postmenopausicas muestra un patréon similar al descrito en otros
estudios, observandose una relaciéon proporcional entre la magnitud del factor
de riesgo y la gravedad de la osteopenia/osteoporosis. Ademas, hemos
observado la existencia de otros factores alimenticios protectores como el
consumo de fruta, verdura, cereales, mas el consumo moderado de pescado,
alcohol y lacteos, con la baja ingesta de carnes rojas. Igual que con los

primeros, existe una relacion proporcional entre la magnitud de estos factores



alimenticios y la DMO, de tal manera que puede decirse que a mayor

seguimiento de la “dieta mediterranea”, menor riesgo de osteoporosis.



3. Analisis de los polimorfismos genéticos de la ruta estrogénica.

3.1. Consideraciones generales

3.1.1. Sobre la OP como enfermedad genética
Podemos convenir que cualquier enfermedad es el resultado de la interaccion
entre genoma y ambioma, entre marcadores adquiridos y factores ambientales,
si bien para la OP en particular aun nos hallamos en el camino que nos aclare

o cuantifique la trascendencia del primer componente.

3.1.2. Sobre el papel de los estrogenos en la fisiopatologia de la OP
Que el estradiol juege un papel importante para la adquisicién y mantenimiento
de la masa 6sea en hombres y en mujeres, es una tesis integramente
aceptada; asi como su extensién a multiples dianas, y por consiguiente su
implicaciéon fisiopatoldgica en otras enfermedades. Esta singularidad de los
estrégenos ha sido analizada en un reciente estudio en el que se han aislado
mas de 3600 sitios de union de los receptores de estrégenos, o lo que es lo
mismo, que aparecen dianas de receptores de estrégenos cada 839 Kilo-bases
del genoma®.

3.2. Estudio unilocus de poliorfismos de genes candidatos dentro

de la ruta estrogénica
De entrada nos hemos inclinado por varios de los genes candidatos mas
estudiados en la literatura (ESR1, ESR2, CYP19A, FSHR) y hemos incluido
otros dos hasta ahora no estudiados (el del NRIP1 y el del BMP15),
fundamentalmente el segundo, del que se han aislado polimorfismos tampoco

descritos®’.

3.2.1. Polimorfismos de los genes de ESR1, ESR2 , FSHR y CYP19A.
El ESR1 y algunos de sus polimorfismos se han relacionado con la
DMO, el remodelado 6seo y las fracturas por fragilidad en distintas
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poblaciones con resultados algo contradictorios.
muestran el polimorfismo TC como el mas frecuente, aunque no encontramos
relacion significativa entre las distintas alelos y el desarrollo de la enfermedad.

(ver tabla XXVII ')



Los resultados obtenidos por Geng'? y colaboradores en una poblacién
asiatica respecto a la asociacion de osteoporosis postmenopauisca y los
polimorfismos del ESR2 no han sido confirmados en nuestra poblacion. (ver
tabla XXVIII')

En un importante estudio realizado en Estados Unidos con 1301 mujeres

de distintos grupos étnicos’?’

se aprecio como las relaciones de los distintos
polimorfismos del ESR1 y 2 con la DMO variaban en funcién del grupo étnico
considerado. En esta poblacion, que en teoria tenia factores ambientales
comunes, era la dotacion genética de cada etnia la que determinaba la
existencia o no de asociacion. Esto podria explicar por que en nuestra
poblacion que genéticamente es bastante uniforme no hayamos encontrado
asociaciéon entre los polimorfismos de estos o de los otros genes estudiados
pese a que en otras poblaciones si se han encontrado. Ademas, cada gen
candidato tiene descritos varios marcadores o “zonas importantes” cuyos
polimorfismos podrian determinar alteraciones en la DMO y que han sido
estudiados. Entre los distintos trabajos publicados, no siempre se estudiaba los
mismos marcadores aunque el gen al que pertenecen fuera el mismo lo cual

podria explicar la disparidad entre los resultados.

Sun y colaboradores'? en un novedoso articulo, han descrito el efecto
sobre la DMO de la FSH en ratones que parece ser independiente de la accién
estrogénica. Ratones sin receptores de FSH no padecian perdida ésea aunque
los niveles de FSH fueran altos. Esta hormona parece actuar directamente
sobre los osteoclastos aumentando la resorcién 6sea. En nuestra poblacion no
hemos podido corroborar estos hallazgos ya que no hemos encontrado
asociacion estadistica entre la DMO de nuestras pacientes y los polimorfismos
del receptor de la FSH. (ver tabla XXVI)

A pesar de que se ha descrito una relacion entre los polimorfismos del
gen de la aromatasa y la OP en distintas series'®, el analisis individual en
nuestros datos, tanto con el IVS4 como con el 3’'UTR han sido negativos. (ver
tabla XXX y XXXI )



3.2.1. Polimorfismos del gen de NRIP1
NRIP1 es una proteina que modula la actividad transcripcional de los
receptores de estrogenos. Sus alteraciones se han relacionado con otras
enfermedades dependientes de los estrégenos, pero su papel en el desarrollo
de la OP es en la actualidad desconocido. '?*,'®°. En el estudio uniclocus
tampoco hemos comprobado una relacion entre los polimorfismos de este gen

y la osteopenia u OP. (ver tabla XXIX)

3.2.2. Polimorfismos del gen de la Proteina morfogenética de hueso

15 (BMP15, bone morphogenetic proyein 15)

La primera mutacidon del gen de BMP15 fue descrita en ovejas, una de
las pocas especies que, como el ser humano, presenta ovulaciones unicas. En
las heterocigotas se observaron poliovulaciones y embarazos multiples,
mientras en las homocigotas se producia un bloqueo temprano de la
foliculogénesis y eran, por tanto, infértiles. En la actualidad se han identificado
otras mutaciones de este gen que producen infertilidad en ovejas y ratonas,
pero lo mas interesante de estos trabajos consiste en haber estimulado la
investigacion de los polimorfismos de este y otros genes de la foliculogénesis
humana, y se han asociado a procesos ginecolégicos como la
hiperestimulacién ovarica, el fallo ovarico precoz y el sindrome de ovarios

poliquisticos'?®.

Aun cuando no se han estudiado los vinculos de los polimorfismos del
gen de BMP15 con la masa 6sea, si es importante su asociacion con la
reduccion del periodo de vida fértil y, en consecuencia, con el tiempo de
exposicion a los estrogenos. En 2004 Di Pascuale describe en dos hermanas
afectas de fallo ovarico prematuro la presencia de un polimorfismo del gen
BMP15 (Y235C). Mas adelante, estos mismos autores confirmaron sus
hallazgos en una cohorte de 166 pacientes con menopausia precoz en las que
hallaron 7 casos de mutaciones en el gen BMP15 y ninguna en el grupo control
(p= 0.03). De las 7 mutaciones encontradas 1 era la ya conocida (Y235C) y las

seis restantes no estaban hasta entonces descritas. Todos estos polimorfismos



determinaban una alteracion en la regién pro-proteina provocando también una
alteracién en la configuracion espacial de BMP15, y en consecuencia una

alteracién en su funcion'?’.

A pesar de que estos hallazgos se han verificado por otros autores, la
evidencia acerca del papel de los polimorfismos del BMP 15 como causa de
menopausia precoz empieza a debilitarse con la publicacion de estos

polimorfismos en otras poblaciones'?,

Sobre la variante mas estudiada del BMP15, la A180T, podemos decir
que no es ni suficiente ni necesaria para generar una menopausia prematura,
al menos en poblacidén espanola pues, al contrario de lo que sucedié en las
otras tres poblaciones, se aisla en mujeres sin menopausia precoz. Sin
embargo, si encontramos que cuando aparece el marcador IVS1+905A>G, la
menopausia se adelanta un promedio de 1.29 y el periodo fértil se acorta 1.9
afios'?®. Acaso las pacientes de otros trabajos anteriores al nuestro constituyan
un conjunto heterogéneo, y queda claro a qué grupo étnico pertenecen las que
se incluyeron como controles, por lo que las diferentes variantes descritas en
ellas, podrian simplemente ser artefactos derivados de la estratificacion de la
poblacion. En otras palabras, que serian variantes comunes en ciertos grupos

étnicos mas que variantes causantes de la menopausia precoz.

En consecuencia, no disponemos de suficientes evidencias para
relacionar una sola variante funcional de BMP15 con la OP, pero los resultados
obtenidos en nuestras mujeres, con adelanto de la edad de la menopausia y
disminucidon de la ventana reproductiva, puede abrirnos posibilidades
diagndsticas y terapéuticas en sus afectadas, y bajo esta hipdtesis, en el
presente trabajo hemos analizado su importancia en 4 marcadores diferentes:
BMP 15 CT, BMP 15 CG, BMP 15 AG y BMP 15 S, sin haber hallado relacién
significativa entre estos polimorfismos y el desarrollo de la OP . (ver tabla XXXII
y XXXIII)



3.2.3. Conclusién sobre los estudios unilocus

Nuestro trabajo ha evaluado la relacién de los polimorfismos de cada
uno de los genes hasta ahora mencionados con la osteopenia o la OP, y
muestra una gran heterogenicidad en sus alelos, de tal manera que todas las
posibles dotaciones alélicas han sido identificadas en los tres grupos
poblacionales establecidos, lo que significa que ninguna de ellas condiciona por
si misma la aparicion de esta enfermedad. En otras palabras, ningun
polimorfismo aislado de los genes candidatos incluidos en esta poblacion es
suficiente ni necesario para el desarrollo de la OP. Este hecho nos lleva a
pensar que probablemente su aparicion no se deba a la alteracion de un unico
gen, y que la compleja fisiopatologia de esta enfermedad podria venir
determinada por la accion global de distintos genes que interaccionan entre si
(entre los cuales si podrian tener lugar los genes candidatos hasta ahora
identificados) o con los factores ambientales. Esta hipotesis podria explicar
también la dificultad para identificar todos los factores de riesgo implicados en
el desarrollo de la OP y la variabilidad existente entre poblaciones y etnias

diferentes.



3.3. Estudios de interaccion génica.

3.3.1. Justificacion y precedentes en OP

De una manera individual, las diferentes variantes genéticas de los loci
que hemos analizado, han sido estudiadas en gran cantidad de enfermedades
relacionadas con los estrogenos, incluida la OP. No obstante, los resultados
son muy variados y controvertidos, debido acaso a la falta de poder estadistico
en el andlisis genético, al empleo de diferentes valoraciones clinicas o a la
presencia de estratificacion genética. Pensamos que ademas de ellas, otra
poderosa razdén asienta en que los estudios univariantes ignoran por completo
la naturaleza compleja de esta enfermedad y la posibilidad de interaccion de
entre las variaciones genéticas con los factores ambientales y de aquellas entre
Si.

A la interaccién entre dos genes en la configuracion de un fenotipo
determinado la conocemos como interaccion digénica, y depende de la relacidn
existente entre la dotacion alélica de cada uno de los genes. En este trabajo, la
interaccién digénica entre los polimorfismos de los genes candidatos
estudiados puede determinarnos a priori distintos fenotipos dentro del
metabolismo estrogénico, y condicionar en consecuencia los mecanismos de
adquisicion y remodelado 6seo de una muijer.

Un ejemplo de interaccidn entre factores ambientales y genéticos se
observé en un trabajo previo dentro de esta misma poblacion donde se
profundizé en la relacién observada por otro grupo espafiol entre la OP y los
polimorfismos del gen CYP19A’™. Como en el actual estudio, también se
analizaron los dos marcadores de este gen (el de la region no traducida 3’'UTR
y el de la region intrénica 1IVS4). Aparte de confirmar los resultados observados
en la poblacion cantabra, se comprobdé que el efecto de los alelos de CYP19A1
con respecto a la DMO y a la OP en poblacion espafola, podria depender del

indice de masa corporal de las mujeres posmenopausicas®.

Tanto en relacion con la OP como con otras enfermedades relacionadas
con los estrégenos, empiezan a aparecen publicaciones que describen varias

interacciones génicas, no solo entre genes de la ruta estrogénica, sino también



entre otros genes candidatos en la OP, como el del receptor de la vitamina D
(VDR) o el del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1)'%° 131132 133
Siguiendo esta direccion, nuestro grupo ya se planteé esta posibilidad
entre los genes candidatos del actual trabajo en otros procesos ginecoldgicos.
En uno de ellos se observé una interaccion entre ESR1 y ESR2 con situaciones
como la edad de la menopausia o de la menarquia’* confirmando los datos de
una poblacién griega'®. En otro, que puede considerarse como un anlisis
preliminar que justifica la presente tesis, se detectd una fuerte asociacion entre
la OP y dos patrones digénicos en nuestras pacientes: ESR1-ESR2 y ESR2-
NRIP17®. Este trabajo fue pionero en la inclusién de algunos polimorfismos
genéticos en el estudio de la OP y en la perspectiva de la interaccion génica
como posibilidad que debe relegar al analisis unilocus en la prediccion de
enfermedades comunes. Descubrir estas interacciones nos ofrece unas
grandes perspectivas de encontrar asociaciones entre genes, tanto los que se
habian estudiado como con otros de la ruta estrogénica. El abanico de
posibilidades se amplia si consideramos otras enfermedades relacionadas con

los estrogenos u otros genes candidatos a la OP.



3.3.2. Comentarios sobre nuestros resultados

La dificultad en los estudios de interaccion génica en la prediccion de
enfermedades comunes radica basicamente en la necesidad de una gran
poblacion de estudio que permita las comparaciones entre las variantes
genéticas. De ahi la escasez actual de publicaciones de esta indole en OP.
Ademas, esta investigacion evoluciona hacia formas mas complicadas de
interaccion multigénica, necesitando multiplicar también las poblaciones de
estudio. Muy recientemente se esta planteado incluso cual es el método
estadistico que mejor pueda cuantificar las implicaciones de estas
interacciones'>®.

El punto fuerte de nuestro trabajo es, sin duda, el tamafo de la muestra,
que es lo que nos permite este tipo de analisis. El reclutamiento de mujeres
voluntarias se realizd con la colaboraciéon de otros centros del pais para un
proyecto que contempla este y otros objetivos. Comoquiera que la interaccién
geénica se plantea como la principal linea de investigacion futura, en la tesis que
aqui se defiende se quiere empezar a descubrir la interaccidén digénica con los

genes de la ruta estrogénica seleccionados.

Para simplificar el examen estadistico hemos excluido ademas al grupo
de pacientes osteopénicas, considerando unicamente las sanas y las que
presentaban OP. En él se ha empleado un test de regresiones logisticas
binarias, valorando que las dotaciones de los dos genes investigados en cada
interaccion actuan como covariables. En el estudio de esta relacion se
considerd la influencia de otras variables asociadas a OP (habito tabaquico,
dieta) que pudieran condicionar los resultados, mediante su inclusion en el test
estadistico.

En la tabla | podemos observar que las frecuencias genotipicas de todos los
marcadores genéticos analizados mantienen el EHW. La determinacion del
cumplimiento de este principio se usa comunmente como control de calidad de

la genotipacion en individuos no relacionados.

Quiza la limitacién de este trabajo, y en general la de todos los estudios

de interaccién génica, sea la necesidad de una significacién estadistica mucho



mayor que la habitualmente establecida, de manera que pueda soportar un test
de Boferroni. La razéon a esta precision estd en que al hacer muchas
comparaciones, el azar por si soOlo puede explicar que alguna salga
significativa. Por tal motivo debemos tomar con cautela algunas de las
interacciones digénicas encontradas, sobre todo aquellas de p> 0.01. Puede
que las diferencias encontradas entre este trabajo y el estudio preliminar

publicado en 2006, respondan a esta consideracion.

En efecto, en el articulo de Bone de 2006™" se observaron dos patrones
digénicos fuertemente asociados con OP: el ESR1-ESR2 y el ESR2-NRIP1, y
sin embargo ahora no se presentan. Por el contrario, entonces no se
encontraba relacién con el gen de la aromatasa ni con el del FSHR y en esta
tesis si. Acaso se deba al aumento de la muestra poblacional y al cambio del
meétodo estadistico. En el presente estudio hemos ampliado ademas el numero
de interacciones, considerando un polimorfismo mas en el gen de la aromatasa

e introduciendo dos polimorfismos de un nuevo gen candidato, el BMP15.

Aunque en la mayoria de los casos, no encontramos relacidon
estadisticamente significativa, si observamos una interesante relacién entre OP
y la interaccion de las siguientes variantes alélicas entre genes candidatos ya
relacionados con la OP: del gen CYP19 UTR3°(AA) con el gen FSHR (AA 'y
AS) (p< 0.01), entre nuevos genes candidatos (NRIP y BMP15): gen NRIP1
(tanto la variante GA como la GG) con el gen CYP19 UTR3" (variante GA) (p<
0.04) gen BMP15 marcador -9C>G (tanto la variante CC como GC) con el gen
CYP19 IVS4 (11 y 22) (p<0.02). Gen BMP15 AG (tanto la variante CC como la
TC) con el gen FSHR (variantes AS y SS) (p< 0.04).

De estos resultados se desprende que los genes BMP15, CYP19 y
NRIP, pero mas concretamente las interacciones entre ellos, parecen ser los
que mas relacionados estan con la predisposicion a la OP, por encima de otros
genes mucho mas estudiados en la literatura (ESR1, ESR2). No obstante,
insistimos en que la importancia global del estudio digénico entre estos genes
con el desarrollo de esta enfermedad es limitada ya que so6lo un porcentaje

pequefo de las interacciones mostré asociacion y ésta mostré un nivel de



significacion escaso. Desconocemos ademas cémo se comportan las

interacciones con otros genes candidatos clasicos (VDR, COLIA1, etc).

Es evidente que estos resultados refuerzan dos hipétesis planteadas en
relacion con la OP y que nos hemos fijado como objetivos principales: por un
lado tenemos datos de que algunos polimorfismos genéticos en la ruta
estrogénica estan implicados en el desarrollo de la OP. Esta es la primera
referencia también de que las variaciones de los nuevos genes candidatos
(NRIP y BMP15) pueden predisponer a la OP como lo hicieron en otros

procesos ginecoldgicos','%,

Por otra parte, tenemos nuevos argumentos
para acentuar el caracter complejo y multifactorial de la OP, no sdlo en la
relacion entre factores genéticos con ambientales, sino de los primeros entre si.
Al observar que existe interaccion digénica que nos permite predecir en cierta
medida si una esta en riesgo de padecer OP, podemos avanzar un poco mas y
aventurar si la interaccion entre alelos de mas de dos genes candidatos (un
analisis multilocus) puede precisarnos aun mas la posible predisposicion a

padecer ésta y otras enfermedades comunes.

En consecuencia, la investigacion genética representa ahora una de las
mas activas areas dentro de la Ginecologia y la Osteologia. Aun cuando nos
hallamos en fases preliminares, esperamos que entre de lleno en la practica
clinica de la OP. Detallar el mapa genético, y los polimorfismos o mutaciones
que influyen sobre la DMO o el riesgo de padecer OP permitira en un futuro
conocer mejor su patogenia e identificar a individuos con alto riesgo de sufrir
fracturas por fragilidad para asi desarrollar programas de prevencidn
individualizados y habilitar la Medicina Predictiva. También facultara anticipar
respuestas o resistencias a los tratamientos convencionales y desarrollar
nuevas alternativas terapéuticas (Medicina Personalizada). Es pues una
carrera por etapas en la que dejamos atras aquella en la que se pensaba que
todo podria resultar facil con la determinacién de un solo /loci. Nos adentramos
en la siguiente fase, donde impera conocer qué interacciones génicas existen,
cuales son sus relaciones con los factores ambientales y codmo explican la

patogenia de la OP.



CONCLUSIONES

1.- Las caracteristicas epidemiologicas de nuestra poblacion de mujeres
postmenopausicas muestra un patrén similar al descrito en otros estudios,
fundamentalmente en relacién a factores de riesgo como el peso, la talla, el
IMC, la edad de la menarquia, la edad de la menopausia y los habitos téxicos.

Observamos una relacion proporcional entre la magnitud de esos factores de

riesgo y la gravedad de la osteopenia/osteoporosis.

2.- Existen otros factores alimenticios protectores de la OP como el consumo
de fruta, verdura, cereales, mas el consumo moderado de pescado, alcohol y
lacteos, con la baja ingesta de carnes rojas. Igual que con los primeros, existe
una relacion proporcional entre la magnitud de estos factores alimenticios y la
DMO, de tal manera que puede decirse que a mayor seguimiento de la “dieta

mediterranea”, menor riesgo de osteoporosis.

3.- El trabajo es el primero que identifica los genes NRIP1 y BMP15 como

nuevos genes candidatos para la OP.

4.- El analisis unilocus de los polimorfismos genéticos en los genes candidatos
ESR1, ESR2, FSHR, CYP19A, NRIP1 y BMP15 nos muestra una gran
heterogenicidad. La presencia de todos ellos en los tres grupos poblacionales
(osteoporosis, osteopenia o normales) descarta que uno de ellos por si mismo

determine la aparicion de la OP.

5.- Este es el primer trabajo donde se considera al gen de BMP15 como nuevo
gen candidato a la OP y se confirma la relacién del gen de NRIP1, ya descrita

en estudios preliminares de esta poblacion.

6.- En el analisis digénico observamos una relacién entre OP y la interaccion de
varias variantes alélicas, fundamentalmente de los genes de la aromatasa, el
NRIP1 y el BMP15: Esto nos advierte de la naturaleza compleja de esta

enfermedad y de la necesidad de enfocar diagndstico genético hacia la



interaccion de los distintos genes entre si y de estos con los factores

ambientales.
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