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RESUMEN:

La base genética de la osteoporosis primaria es compleja. Involucra a multiples genes
y factores ambientales que actian de manera conjunta para determinar el riesgo.
Actualmente disponemos de exploraciones gendémicas, como el estudio de miRNA,
que facilitan la identificaciéon de los determinantes genéticos de las enfermedades

poligénicas complejas.

Presentamos un estudio prospectivo realizado en familias con genealogia extensa
para estudiar e identificar la heredabilidad de las propiedades densitométricas,
estructurales y de resistencia 6sea con el fin de profundizar en el conocimiento de las

bases genéticas de la osteoporosis.



INTRODUCCION:

La osteoporosis es una enfermedad esquelética caracterizada por una baja masa dsea
y un defecto en la microarquitectura del tejido 6seo, con una resistencia esquelética
comprometida que aumenta el riesgo de fractura®. La osteoporosis es una enfermedad
comun que afecta hasta un 30% de mujeres y un 12% de hombres durante la vida. Su
prevalencia aumenta con la edad, y aunque muchos factores exogenos influyen en el
riesgo de la osteoporosis (como la dieta, actividad fisica, farmacos y enfermedades
coexistentes), uno de los mas importantes factores de riesgo es la presencia de una
historia familiar positiva. Por lo tanto, parece que existe un componente genético de

esta enfermedad de gran importancia.

Diversos estudios de heredabilidad sugieren que entre el 50 % y 85% de la variabilidad
del pico de masa Osea esta genéticamente determinado, dependiendo de la zona
esquelética y de la edad de los sujetos estudiados.?®. También hay evidencias
significativas de que hay componentes genéticos que determinan factores de riesgo
para la osteoporosis, propiedades cuantitativas en hueso®, geometria del cuello
femoral®, resistencia muscular’, marcadores de renovacion 6sea®'* y en indice de

masa corporal®.

Sin embargo, la osteoporosis no presenta un patron hereditario claro. Se trata de una
enfermedad poligénica compleja, causada por la combinacién de multiples alelos
genotipicos y de factores exdgenos, tales como los ambientales o estilo de vida. En
consecuencia, la diversidad de los factores etiolégicos y de riesgo dificulta la

estimacion del riesgo, el diagnéstico y el tratamiento .

A pesar de estas dificultades, avances recientes en las exploraciones gendémicas



mediante el estudio de miRNA facilitan la identificacién de los determinantes genéticos
de las enfermedades poligénicas complejas. Para la identificacion de los genes
involucrados en la expresion fenotipica de la osteoporosis es necesario realizar
estudios de segregacion en poblacion homogénea. Una estrategia para aumentar el
poder de estos estudios es la utilizacion de informacién obtenida de familias con
genealogia extensa y analisis multivariado. Hemos disefiado el presente estudio
basado en familias extensas de poblacion espafiola para comprender mejor los
mecanismos genéticos y las interacciones con los factores ambientales en la
osteoporosis, con el objetivo final de poder realizar una prevencién y estrategia

terapéutica mas coste-efectiva'.



MATERIAL Y METODOS:

Poblacién de estudio

En este estudio se incluyeron 367 individuos pertenecientes a 11 familias espanolas
con genealogia extendida (minimo de 10 individuos pertenecientes a tres
generaciones) desde marzo de 2009 hasta marzo de 2012. Todos los familiares se
reclutaron a partir de un propositus afecto de osteoporosis segun los criterios
establecidos por la OMS. Este estudio fue aprobado por el comité ético de la Fundacié
Sanitaria de la Santa Creu i Sant Pau. A todos los sujetos se les realizé un protocolo
comun, fueron informados del estudio y firmaron el consentimiento correspondiente.

A cada individuo se le realizé un cuestionario clinico-epidemiolégico (sobre los factores
clinicos que en diversos estudios epidemiolégicos han demostrado relevancia para la
osteoporosis, fundamentalmente incluidos en las escalas FRAX y ECOSAP), medicion
de peso y talla, una extraccion sanguinea y un estudio densitométrico por absorcion de

rayos X (DXA).

Cuestionario y Entrevista: Variables clinicas y definiciones

En la encuesta se registraron los siguientes parametros: edad, sexo, raza, estatura y
peso, numero y localizacién de fracturas previas traumaticas y atraumaticas, tipo y
meses de menopausia, tratamiento farmacolégico actual y previo en relacion a
farmacos para la osteoporosis 0 con potenciales efectos deletéreos 6seos; toma de
antiinflamatorios o acido acetilsalicilico en ultimos 15 dias; exposicidn solar; ingesta de
calcio; actividad fisica (IPAQ) y sedestacion; tabaquismo, enolismo, consumo de café,

comorbilidades e intervenciones quirurgicas.



Definiciones:

Se consideraron adultos a mayores de 21 afios.

La exposicion solar se contabilizé como horas semanales entre 11:00 y las 14:00.

La ingesta de calcio se analizé segun numero de vasos de leche (numero de yogures
y numero de porciones de queso (50g) semanales consumidos.

La actividad fisica se analizé mediante el cuestionario internacional de actividad
fisica (version IPAQ, revisado en Noviembre 2005)*, divididos entre actividad fisica
vigorosa, moderada, caminando en los ultimos 7 dias. Junto a horas permanecidas
sentado durante un dia.

El tabaquismo se valordé segun si el consumo era actual o pasado, se calcularon las
unidades de paquete al afio (UPA) y el tiempo de no fumador.

El habito endlico se catalogdé segun consumo, abstemio, enolismo ligero (menos de
30 g/dia, 3 unidades), moderado (de 30 a 40g/dia, 3-4 unidades), importante (mas de
40g/dia, mas de 4 unidades) y alcohdlico.

El consumo de café al dia se estimo en ninguno, 1-2, 2-4 o0 >4 cafés al dia.

El peso se analizé en Kilogramos (con una precision de 0.1 Kg) y la talla en
centimetros (con una precision de 0.5 cm). El indice de masa corporal se analizé en

peso (Kg) dividido por talla (m?).

Pruebas realizadas:

Se realizaron DXA (Dual x-ray absortiometry, absorciometria dual de rayos X) de
cadera, columna vertebral y cuerpo entero, mediante un densitometro Hologic QDR
series Discovery Wi, con software APEX 2.3 (Hologic Bedford, Massachusetts, USA).
Utiliza un conjunto de detectores (256) de estado sélido asociado con una geometria
de adquisicion de “FAN BEAM” real con una mesa motorizada. Las propiedades
geomeétricas y de resistencia de la cadera fueron analizadas con el software HSA (Hip

Structural Analysis) incluido en el APEX 2.3.



De acuerdo con los resultados de la densitometria, se establecieron y definieron tres
grupos de masa 6sea segun los criterios de la OMS. Se utilizaron el T-score en
mayores de 21 afios y el Z-score en menores de 21 afios.

1°- Osteoporosis, individuos con T/Z-score < -2,5 DE; 2°- Baja masa 0sea, individuos

con T/Z-score entre = -2,5 y <-1; 3°- DMO normal individuos con T/Z-score > -1.

Obtencion y procesamiento de las muestra en laboratorio:

Se realizaron a cada individuo una extraccidon sanguinea de un total de 50 ml,
repartidos en suero, plasma y células para la determinacion del ADN y ARN, y el
analisis fenotipico y genético. Se distribuyeron en viales de 0.5 ml para su posterior
congelacion a -80°C. Se realizaron determinaciones genéticas a partir de estas
muestras, por métodos estandar, ADN y ARN. Se selecciond un bateria de genes que
pudieran estar relacionados con la fisiopatologia de la osteoporosis o fenotipos
implicados. Para ello, se realizaron genotipacién de microsatélites por analisis de

ligamiento y genotipacion de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms).

Analisis estadistico:

Se aplicaron distintos tests estadisticos en funcién de utilizar una variable dependiente
cuantitativa (por ej., valores de DMO) o cualitativa (por ej., fractura/no fractura). Se
realizaron analisis de descomposicidn de la Varianza utilizando métodos de Maxima
Verosimilitud para estimar la heredabilidad de estos parametros (h?). Para evaluar las
correlaciones genéticas y ambientales (ps Y pe) entre los 35 fenotipos estudiados, se
realizaron analisis de descomposicion de la covarianza basado en maxima

verosimilitud.



RESULTADOS:

Inicialmente se identificaron un total de 681 sujetos pertenecientes a 11 familias, de los
cuales por diversas causas (éxitus, edad precoz, imposibilidad de reclutamiento....) se
incluyeron un total de 367 individuos. Las caracteristicas demograficas y clinicas se
describen en la tabla 1. El rango de edad oscilé entre 5-93 afios, con una media de
40,83 anos. El 51,8% de los individuos reclutados eran mujeres. De estas mujeres, 70
(19,1%) eran menopausicas; 63 de forma natural (90%) y 5 quirargicas (7,1%).El IMC
oscilé entre 13,88 y 42,63 Kg/mz, con un 49% de la poblacién a estudio dentro de la
normalidad (media 23,9 Kg/m?). El 31,3% de la muestra tenia sobrepeso (25-30 Kg/m?)
y el 9,5% una obesidad.

Entre los habitos higiene-dietéticos, la media de exposicion solar fue de 6,37
h/semanales y el consumo de calcio de 3,406 g/semanales. El 36% no consumieron
cafeina y el 61,3% no presentaron habito tabaquico previo. La mitad de los sujetos no
eran consumidores habituales de alcohol (51,5%), y entre los consumidores
destacaron un consumo ligero (< 30g/dia) el 44,1%. La actividad fisica reflejada segun
IPAQ, la mayoria presentaron una moderada actividad fisica (Categorical Store 2:
moderado), una media de 2450 MET-min/week.

Los antecedentes médicos mas relevantes que presentaron eran Hipertensién arterial
(11,7%), dislipemia (11,2%), diabetes mellitus (3,3%), gastrohepaticos (4,6%), litiasis
renal (4,6%), cardiopatias (3,5%), respiratorio (2,2%), enfermedad tiroidea (1,9%),
reumatoldgicas (2,2%), intervenciones quirurgicas como histerectomia (2,5%). (Figura
1). 25 individuos presentaron fracturas por fragilidad (6,8%), 4 eran fracturas
vertebrales y otras 4 fracturas femorales, 6 de tobillo y 11 de mufieca. Entre la historia

de terapia farmacoldgica habitual destacaron el consumo de inhibidores de la bomba



de protones (6,3%), diuréticos (5,7%), bifosfonatos (4,9%), hormonas tiroideas (2,5%)

y antiepilépticos (2,5%). (Figura 2)

Los resultados de la DEXA de en columna total, cadera y cuerpo se describen en la
tabla 2. Segun los criterios de la OMS, teniendo en cuenta el T-score en mayores de
21 afos (n: 285) y el Z-score (n: 82) en menores de 21 afos se obtuvieron los
siguientes resultados. Un 36% (n: 130) se encontraron dentro del grupo de masa 6sea
normal, un 46% (n: 168) dentro de baja masa dsea u osteopenia y un 18% (n: 67)
dentro de osteoporosis. (Grafica 3) En la Figura 4 presentamos la incidencia divida por
familias. Tras la realizacion del analisis estadistico, como se demuestra en la tabla 2,
se observaron que todos los parametros estudiados presentaron una gran
heredabilidad (h?), siendo el rango de valores desde 0.33 hasta 0.63. Destaca entre
los rasgos densitométricos, la DMO de cuello femoral (h?0.63) y columna vertebral (h?
0.61) y entre las propiedades de resistencia como el grosor cortical (GC)
intertrocantéreo (h?0.61), BR de cuello femoral (h?0.58), GC de diafisis (h?0.55), GC

de cuello femoral (h?0.56), CSA intertrocantéreo (h?0.54).



DISCUSION:

En este estudio prospectivo de 11 familias de genealogia extensa a partir de un
propésitus afecto de osteoporosis, se identifica una gran heredabilidad en los
parametros densitométricos estructurales de cuello femoral, columna vertebral y de las
propiedades de resistencia Osea. Todos estos resultados nos indican que
probablemente haya genes que influyen en mas de un fenotipo osteopordético.

En nuestro estudio se observé una heredabilidad de hasta el 63% en la DMO del
cuello femoral y un 61% en la columna vertebral. Es interesante destacar la gran
heredabilidad que hemos observado en todas las propiedades de resistencia del cuello
femoral, realizado con el programa HSA, destacando el grosor cortical (GC)
intertrocantéreo (h?0.61), BR de cuello femoral (h?0.58), GC de diafisis (h?0.55), GC
de cuello femoral (h?0.56), CSA intertrocantéreo (h?0.54).

Diversos articulos describen la contribucion genética de la osteoporosis que hemos
observado en nuestro estudio. En estudios en gemelos realizados entre 1980 y 1990,
Nguyen et al."* identificaron que un 65-92% de la proporcién de variacion de la DMO
es atribuible al factor genético.®'*?? Este efecto parece que persiste en las Ultimas
décadas de la vida.?® Existen diferentes relaciones genéticas y ambientales en puntos
determinantes de la DMO de las estructuras esqueléticas. Por ejemplo, la correlacion
genética entre la DMO de columna lumbar y cuello femoral es de 0.64 comparado con
el 0.57 por los factores ambientales.? Esto nos indica que el factor genético influyente
en la DMO de columna lumbar esta mas influenciado por la DMO del cuello femoral
que por los factores ambientales. La heredabilidad estimada en este estudio en
gemelos sugiere que los genes involucrados en la DMO del cuello femoral también

estarian involucrados en la DMO de la columna lumbar.
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Otros estudios mas recientes analizan la heredabilidad de la estructura y calidad 6seas
(por ejemplo la microarquitectura) a través de parametros cuantitativos por
ultrasonidos (QUS). Estas son mediciones que proporcionan informacién adicional a la
DMO para el riesgo de fractura por fragilidad®. Se estimé una heredabilidad ajustada
por edad y peso en estudios de gemelos entre 0,74 y 0,82 de diversos parametros
estructurales.®”?)

El reconocimiento de la importancia de factores genéticos en el desarrollo de fenotipos
osteoporaéticos es un incentivo para intentar identificar y caracterizar los alelos y genes
responsables de la DMO, propiedades de resistencia y marcadores de formacién ésea,
entre otros.

La identificacion de estos genes puede ayudar al desarrollo cientifico, terapéutico y
preventivo de la osteoporosis. Puede permitir una mejor compresion de la relacion
entre factores genéticos y factores ambientales, poder desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas, facilitar el diagndstico precoz de factores de riesgo y disenar actuaciones
preventivas con los factores etiolégicos involucrados en su desarrollo. En definitiva,
favorecer la implementacion de un programa de mayor coste-efectividad en el

diagnéstico, prevencion y tratamiento de esta enfermedad.
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CONCLUSIONES:

En este estudio prospectivo de 11 familias de genealogia extensa, se observaron una
distribucion fenotipica descrita previamente en la literatura. Tras la realizacion del
analisis estadistico se identificaron una gran heredabilidad en los parametros
densitométricos estructurales de cuello femoral, columna vertebral y de las
propiedades de resistencia 6ésea. Estos resultados sugieren la existencia de una base
genética comun para los diferentes fenotipos estudiados e indican que probablemente
haya genes que influyen en mas de un fenotipo osteoporético y variantes genéticas
implicadas en diferentes mecanismos patogénicos. El trabajo avala la necesidad de
realizar la identificacion de estos genes implicados y abre diversas vias futuras de

investigacion que pueden ser la base de la tesis doctoral.
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TABLAS Y FIGURAS:

Tabla 1. Las caracteristicas dermograficas y clinicas.

Variables

Resultados

Edad: media de afios (rango)

40,8 afos (5-93)

Sexo: mujeres

51,8% (n:190)

indice de Masa Corporal: media (Kg/cmz)

23,92 Kg/cm?

Delgadez (<18,5 Kg/cm? )

9,8 % (n: 36)

Normalidad(18,5-24,9 Kg/cm?)

49 % (n:180)

Sobrepeso (25-29.9 Kg/cm?)

31% (n: 115)

Obesidad(>30 Kg/cm?)

9,5% (n: 35)

Habitos toxicos:

ALCOHOL

Abstemio

51,5% (n:189)

Ligero (<30g/d)

44% (n:162)

Moderado(30-40g/d) 3% (n:11)

Severo (> 40 g/d) 1% (n:4)
TABACO

No fumador 36% (n:132)

Fumador 18 % (n:66)

Media Unidad Paquete ano 11,2 pag/afo
Exfumador 21% (n: 76)
Media tiempo exfumador 2,2 anos

Habitos higieno- dietéticos: Media
Consumo calcio (g/sem) 3,4 g/sem
Café (tazas/dia) 2 tazas/dia
Sedentarismo (h/dia) 7,3 h/d

Ejercicio (IPAQ)

2450 MET-min/sem (Categorical Store 2.

moderada)

paq: paquete. h: hora. IPAQ: cuestionario internacional de actividad fisica.

min: minuto.
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Tabla 2. Resultados de las caracteristicas densitométricas y heredabilidad (h?)

Rasgo Media h?
Densidad Osea

DMO Troncantérea (g/cm?) 0,65 0,61
DMO Intertrocantérea (g/cm?) 1,07 0,53
DMO Cuello femoral (g/cm?) 0,75 0,63
DMO Fémur total (g/cm?) 0,91 0,59
DMO Columna vertebral (g/cm?) 0,88 0,61
Rasgos estructurales

Longitud del cuello (mm) 107,02 0,35
Angulo cuello-diafisis (°) 126,06 0,47
Propiedades de Resistencia

CSMI Cuello femoral (cm?) 2,78 0,41
Z Cuello femoral (cm?®) 1,50 0,36
Grosor cortical CF (cm) 0,17 0,56
BR Cuello femoral 10,95 0,58
CSA Cuello femoral (cm?) 2,80 0,44
CSMI Intertroncantérea (cm?) 12,06 0,31
Z Intertroncantérea (cm?®) 3,88 0,39
Grosor cortical IT (cm) 0,40 0,61
BR Intertroncantérea 7,72 0,49
CSA Intertroncantérea (cm2) 4,66 0,54
CSMI Diafisis (cm®*) 3,13 0,33
Z Diafisis (cm®) 2,12 0,34
Grosor cortical Diafisis (cm) 0,62 0,55
BR Diafisis (cm?) 2,43 0,44
CSA Diéfisis (cm?) 416 0,41

DMO: Densidad mineral 6sea. CSMI: cross sectional moment of inertia. Z: section
modulus. CF: Cuello femoral. BR: buckling ratio. CSA: Cross sectional area. IT:

Intertrocantérea.
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Figura 1. Antecedentes médicos en porcentaje.
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IQ HST: Intervencién quirdrgica: histerectomia. Enf.: Enfermedad.
DM: Diabetes Mellitus. DLP: Dislipemia. HTA: Hipertension.

Figura 2. Tratamiento farmacol6gico en consumo actual.
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H.: Hormona. IBP: Inhibidores de la bomba de protones.
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Figura 3. Clasificacion de masa 6sea segun los criterios de la OMS:
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MO: Masa ésea. T-s: T-score. OP: Osteoporosis.

Figura 4. Incidencia por familia segun los criterios de la OMS de la masa 6sea-
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OP: Osteoporosis. BMO: Baja masa 0sea. N: Masa 6sea normal. F: Familia.
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