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Abreviaturas

Abreviaturas

- ADN: acido desoxirribonucleico

- AMPK: adenosin monofosfato/proteina kinasa A

- APC: poliposis adenomatosa coli [Adenomatous Polyposis Coli]

- ARN: acido ribonucleico

- beta-CTX: beta del telopéptido carboxi-terminal del colageno |

- BMD: Densidad minera 6sea [Bone Mineral Density]

- BMP: proteina morfogenética 6ésea [Bone Morphogenetic Protein]

- cADN: ADN complementario

- Complejo RISC: complejo de silenciamiento inducido por ARN [RNA-
induced silencing complex]

- CpG: citosina-fosfato-guanina

- Cpm: conteo por millon

- CV: coeficiente de variacion

- DALYs: anos de vida ajustados por discapacidad [Disability Adjusted Life
Years]

- dCMP: desoxicitidina monofosfato

- dNTP: desoxinucledtido trifosfato

- DEXA: absorciometria de rayos X de energia dual [Dual-energy X-ray
absorptiometry]

- DMO: densidad mineral 6sea

- DM: diabetes mellitus

- DMSO: dimetilsulfoxido

- DMR: regiones de metilacion diferencial [differentially metylated region]

- Dnmts: DNA metil-transferasas

- DS: desviacion estandar

- Dvl: fosfoproteinas Dishvelled

- EDTA: acido etilendiaminotetraacético [acidul etilendiaminotetraacetic]

- ELISA: ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzima [enzyme-linked
immunosorbent assay]

- ENCODE: Enciclopedia de Elementos de ADN [Encyclopedia Of DNA
Elements]
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EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica

FA: fosfatasa alcalina

Factor de transcripcion TCF/LEF: factor de transcripcion de las células
T/factore potenciador linfoide [T-cell factor/lymphoid enhancer factor]
FDR: tasa de deteccion falsa [false detection ratio]

FFPE: fijado con formalina, embebido con parafina [formalin-fixed,
paraffin-embedded]

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos [fibroblast growth factor]
FRAX: herramienta de evaluacion de riesgo de fractura [Fracture Risk
assessment tool]

FSH: hormona foliculoestimulante [follicle stimulation hormone]

GEER: Grupo de Estudio de las Enfermedades del Raquis

GSK3B: glicégeno sintasa quinasa 3B

HAT: histona acetiltransferasa

HDAC: histona deacetilasa

HRQOL.: calidad de vida relacionada con la salud [Health-related quality of
life]

HRP: peroxidasa de rabano [horseradish peroxidase]

HS: heparan sulfato

IFCC: Federacion Internacional de Quimica Clinica y Medicina de
Laboratorio [International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine]

IGF: factor de crecimiento similar a la insulina [insulin-like growth factor]
IIS La Fe: Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe

IMC: indice de masa corporal

IOF: Fundacion Internacional de la Osteoporosis [International
Osteoporosis Foundation]

ISCD: Sociedad Internacional de Densitometria clinica [International
Society of Clinical Densitometry]

KDM: histona lisina desmetilasa

KEGG: Enciclopedia Kioto de Genes y Genomas [Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes]

KMT: histona metiltransferasa



Abreviaturas

LDL: lipoproteina de baja densidad [low density lipoprotein]

IncARNs: ARN de cadena larga no codificante [Long non-coding ARN]

LRPG6: proteina 6 relacionada con el receptor de la lipoproteina de baja densidad
[Low density lipoprotein receptor related protein 6]

MALDI-TOF: desorcion/ionizacién laser asistida por matriz [matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight]

miARN: microARN

NFATc1: factor nuclear de activacion de células T1 [Nuclear Factor Of Activated
T Cells 1]

NGS: secuenciacion de proxima generacion [Next Generation Sequency]
NHANES: Encuesta de Salud Nacional y Examen de Nutricion

[National Health and Nutrition Examination Survey]

NIH: Insitituto Nacional de Salud [National Institute of Health]

NOF: Fundacion Nacional de la Osteoporosis [National Osteoporosis Foundation]
OMIM: herencia mendeliana online en el hombre [Online Mendelian Inheritance
in Man]

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

OPG: osteoprotegerina

OPPG: osteoporosis-pseudoglioma

ORA: analisis sobrerrepresentacion genética [over representation analysis]
Osx: Osterix

P1NP: propéptido aminoterminal del colageno tipo 1

PBMC: células mononucleares de sangre periférica [peripheral blood
mononuclear cells]

PBS: bufer de fosfato salino [phosphate buffered saline]

PCR: reaccioén en cadena de la polimerasa [polymerase chain reaction]

PI13K: fosfoinositol 3-kinasa [phosphoinositide 3-kinasa]

PTH: hormona paratiroidea [parathyroid hormone]

PTM: moficificacié post-transduccionales [Post-translational modification]
QUALEFFO: Cuestionario de Calidad de Vida de la Fundacién Europea de la
Osteoporosis [Questionnaire for Quality of Life by the European Foundation for
Osteoporosis]

RANK: receptor activador del factor nuclear k Beta

RANKL: RANK-ligando

RT-gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa de transcripcién

inversa [Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction]
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Runx: factor de transcripcion relacionado con Runt [Runt —related transcription
factor]

SAP: fofatasa alcalina de camarén [shrimp alkaline phosphatase]

SAM: S-adenosil metionina

SERM: moduladores selectivos de los receptores de estrégenos [selective
estrogen receptors modulators]

SIRT1: sirtuina 1

Small RNA-seq: secuenciacion de ARN pequeno [Small RNA sequencing]
SMC: célula de musculo liso [smooth muscle cell]

SNP: polimorfismos de un solo nucleétido [single nucleotid polymorphism]
Std: estandar [standard]

T: timina

TET: translocacion diez-once [ten-eleven translocation]

TGF-beta: factor de crecimiento transformante beta [transforming growth factor
beta]

TLE: potenciador tipo transductina [Transducin-like enhancer]

TNF-alfa: factor de necrosis tumoral alfa [tumoral necrosis factor alfa]
TWEAK: débil inductor de apoptosis relacionado con TNF [TNF- related weak
inducer of apoptosis]

TZD: tiazolidinediona

U: uracilo

UCIM: Unidad Central de Investigacion de Medicina

UCSC: Universidad de California Santa Cruz

VitD: vitamina D

VBCH: enfermedad de van Buchem [van Buchem disease]

Yrs: afios [Years]

5mC: 5-metilcitosina
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Participan bloqueando la translocacion del ARN mensajero o induciendo su

degradacion.
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tienen su origen en la linea hematopoyética y necesitan para su diferenciacion

estimulos externos como M-CSF o RANKL entre otros.

Figura 6. Esquematizacién de las proteinas y factores que participan en la
ruta de la Wnt/beta-catenina. La participacion de Wnt con los receptores

transmembrana provoca la acumulacion de la beta-catenina en el nucleo,
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favoreciendo la transcripcion. En ausencia de beta-catenina, la persistencia

del grupo Groucho/TLE inhibe la transcripcion.

Figura 7. Analisis de la metilacion por escision especifica de bases y
espectrometria de masas MALDI-TOF. EI ADN gendmico es tratado con
bisulfito y amplificado por PCR utilizando cebadores que incluyen la secuencia
promotora T7. El tratamiento con la fosfatasa SAP neutraliza los nucledtidos
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son analizados por espectrometria de masas MALDI-TOF para calcular su

grado de metilacion (%) (http://www.sequenom.com).

Figura 8. Disefios de los cebadores obtenidos con el software epidesigner
para la regién de estudio del gen de la esclerostina (SOST) Los cebadores
seleccionados fueron los correspondientes a los cebadores 17 y 28 que son

los que mas informacion dieron sobre los sitios CpG de la cadena reversa.

Figura 9. Esquema representativo de una reaccion de RT-qPCR basado en la
quimica basada en “stem-loop” para la retrotranscripcion de los miARNSs. Tras
la retrotranscripcion del miARN especifico y su conversién a cADN, es posible
realizar una reaccion de PCR usando un par de cebadores especificos
(reverse and forward) y una sonda TagMan para cuantificar de forma relativa

la expresion de un miARN especifico.

Figura 10. Niveles de esclerostina (pg/ml) en plasma de los sujetos de los tres
grupos analizados. No se encuentran diferencias estadisticamente

significativas entre los mismos.

Figura 11. Diagrama de cajas representando el porcentajede metilacion de las
muestras de pacientes de osteoporosis (OSTEO), controles (OSTEOC) y de
pacientes con osteoporosis y escoliosis degenerativa (OSTEOE) para el
amplicén SOST17 en los sitios CpG A) CpG_1, CpG_2y CpG_3; B) CpG_4;
C) CpG_5; D) CpG_7, CpG_8; E) CpG_9; F) CpG_10. * Existen diferencias
estadisticamente significativas entre OSTEOC y OSTEOE (p < 0.05).
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Figura 12. Diagrama de cajas representando el porcentajede metilacion de
las muestras de pacientes de osteoporosis (OSTEO), controles (OSTEOC) y
de pacientes con osteoporosis y escoliosis degenerativa (OSTEOE) para el
amplicén SOST28 en los sitios CpG A) CpG_1; B) CpG_2; C) CpG_4; D)
CpG 5.; E) CpG_6; F) CpG_7. * Existen diferencias estadisticamente
significativas con OSTEOC (p < 0.05). # Existen diferencias estadisticamente
significativas con OSTEO (p < 0.05).

Figura 13. Heatmap con los niveles de expresion de los 9 miARNs
significativos a través de las muestras de pacientes con osteoporosis (barra
roja superior) y controles (barra verde superior). Segun la seleccion de los 9
mMiARNs con expresion diferencial ambos grupos quedaron separados de
forma adecuada con la excepcidén del OSTEOC1 cuyo perfil se asemejé mas
al grupo osteoporosis. Esta figura sirve para ilustrar que la firma de miARNs
establecidas parece diferenciar a los pacientes con osteoporosis de los

sujetos sanos.

Figura 14. Heatmap con los niveles de expresion de los 8 miARNs
significativos a través de las muestras de pacientes con escoliosis
degenerativa (barra roja superior) y controles (barra verde superior). Segun la
seleccion de los 8 miARNs con expresion diferencial ambos grupos quedaron
separados de forma adecuada. Esta figura sirve para ilustrar que la firma de
mMiARNs establecidas puede diferenciar a los pacientes con escoliosis

degenerativa de los sujetos sanos.

Figura 15. Heatmap con los niveles de expresion de los 13 miARNs
significativos a través de las muestras de pacientes con escoliosis
degenerativa (barra roja superior) y pacientes con osteoporosis (barra verde
superior). Segun la seleccion de los 13 miARNs con expresion diferencial
ambos grupos quedaron separados de forma adecuada. Esta figura sirve para
ilustrar que la firma de miARNSs establecidas puede diferenciar a los pacientes

con escoliosis degenerativa de los pacientes con osteoporosis.
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Figura 16. Expresion diferencial de miRs en el grupo de pacientes con
osteoporosis y escoliosis degenerativa respecto al grupo control y
comparados entre si. miRs relacionados con remodelacion 6sea u
osteoporosis (rojo), miRs relacionados con otras patologias dseas (verde)'’?,
miRs relacionados con otras patologias (azul), miRs no asociados a patologia

en la literatura (negro).

Figura 17. Diagrama de Venn donde se esquematiza el numero de rutas
desreguladas en el grupo de pacientes con osteoporosis y en el grupo de
pacientes con escoliosis degenerativa respecto a las rutas desreguladas en el

grupo de controles y comparados entre si.

Figura 18. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en el grupo control,
grupo con fractura osteoporoética y grupo con escoliosis degenerativa. No se

observan diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

Figura 19. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes con DM2.
No se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo con

fractura osteopordtica y el grupo control.

Figura 20. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes sin DM2.
No se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo con

fractura osteopordtica y el grupo control.

Figura 21. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes sin DM2.
No se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo con
escoliosis degenerativa y el grupo control.

Figura 22. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes con IMC

normal o disminuido. No se observan diferencias estadisticamente

significativas entre el grupo con fractura osteoporética y el grupo control.
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Figura 23. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes con IMC
aumentado. Se observan diferencias estadisticamente significativas para miR-
99 entre el grupo de pacientes con fractura osteoporoética y el grupo control.
Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron mediante las

pruebas U de Mann-Whitney. El valor de P se indica mediante: *p < 0.05.

Figura 24. Niveles de expresién de miR-122 y miR-99 en pacientes con IMC
normal o disminuido. No se observan diferencias estadisticamente

significativas entre el grupo con escoliosis degenerativa y el grupo control.

Figura 25. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes con IMC
aumentado. No se observan diferencias estadisticamente significativas entre

el grupo con escoliosis degenerativa y el grupo control.

Figura 26. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes con
niveles de vitamina D normales o insuficientes. No se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo con fractura osteoporética y el

grupo control.

Figura 27. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes con
niveles de vitamina D deficientes. No se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo con fractura osteoporética y el

grupo control.

Figura 28. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes con
niveles de vitamina D normales o insuficientes. No se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo con escoliosis degenerativa y el

grupo control.

Figura 29. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes con
niveles de vitamina D deficientes. No se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo con escoliosis degenerativa y el

grupo control.
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- Figura 30. Curva ROC para el miR-99 en pacientes con IMC aumentado para

discriminar entre pacientes de grupo de casos, y pacientes del grupo control.
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Resumen

La fragilidad 6sea supone un importante problema de salud con un
elevadocoste econémico. Ademas, se ha descrito la relacion de esta entidad con
la escoliosis degenerativa del adulto y el aumento de la incidencia de ambas

patologias con la edad.

El objetivo de nuestro estudio fue la identificacion de biomarcadores
moleculares, con especial énfasis en marcadores epigenéticos basados en
metilacion del ADN y microARNSs circulantes, que nos permitan la determinacion
de una mala calidad ésea con una mayor fiabilidad que la densitometria 6sea
utilizada en la actualidad en la osteoporosis. Para esta finalidad, hemos disefiado
un estudio descriptivo de casos y controles en el que comparamos los niveles de
esclerostina y la metilacion del gen SOST que codifica para la esclerostina, en
mujeres postmenopausicas con fractura de baja energia, escoliosis degenerativa
y un grupo control. Ademas, también se evaluaron los niveles de miARNs
circulantes en sangre en estas cohortes, para intentar identificar marcadores

diagndsticos para estas patologias.

Como hallazgos mas importantes, se han identificado zonas en el gen que
codifica para la esclerostina, concretamente en el amplicon SOST 17 y SOST 18
con variaciones en la metilacion entre los grupos de estudio, sin embargo, el grado
de metilacidon de estas regiones del gen no se asocid a variaciones en los niveles
de esclerostina. En el analisis por secuenciacion masiva de ARNs pequefios no
codificantes, se identificaron el miR-122 y el miR-99 como candidatos para la
caracterizacion de estas enfermedades. EI miR-122 estarelacionado con WNT1 y
BMP4, impidiendo la activacion de la via WNT/B-catenina y la diferenciacién
osteoblastica, El miR-99 participa en las rutas TGFB, WNT, MAPK y AKT/mTOR
también relacionadas con el metabolismo 6seo. Se observo una tendencia a la
subexpresion del miR-122 y el miR-99 en plasma, en el grupo con fractura
osteopordtica y el grupo con escoliosis degenerativa respecto al grupo control, sin
ser estadisticamente significativas. En el subgrupo con IMC elevado se observo
una subexpresion del miR-99 en pacientes con fractura osteoporética respecto al
grupo control con diferencias estadisticamente significativas,presentando una
sensibilidad del 83.34% y especificidad del 11.76%. En las cohortes analizadas la
densitometria 6sea presenta una sensibilidad entre 0 y 50%, con una especificidad

entre 92.3 y 100%. Asi pues, la combinacién de estas dos pruebas podria ser de
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gran utilidad para la identificacion de mala calidad 6sea en mujeres con un IMC

elevado.

Por lo tanto, aunque serian necesarios estudios con un mayor numero de
pacientes, los marcadores epigenéticos pueden suponer una herramienta util para
identificar casos con fragilidad 6sea. Ademas, este trabajo supone el primer
analisis mediante secuenciacion y posterior validacion de los miRNA asociados

con la escoliosis degenerativa del adulto.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Fragilidad ésea y osteoporosis

1.1.1. Descripcion general

La fragilidad 6sea se trata de un estado del hueso que predispone a un mayor
riesgo de sufrir fracturas; este concepto queda englobado en la definicion de
osteoporosis que hace referencia a un incremento de la fragilidad 6sea y la
susceptibilidad del desarrollo de fracturas debido a esta patologia sistémica
caracterizada por una baja masa 6sea y un deterioro de la micro-arquitectura del

tejido 6seo .

Esta situacion conlleva una disminucion de la resistencia 6sea, es decir, de
la fuerza necesaria para desencadenar, bajo unas condiciones especificas de
carga, el fracaso biomecanico del hueso 2. Se considera que este factor depende
predominantemente de dos variables: la cantidad y la calidad 6sea 3. Mientras que
la cantidad es responsable, in vitro, del 60-80% de la resistencia biomecanica, la
calidad, como variable en general explicaria el 20-40% restante 4. Asi pues, la
cantidad de hueso dependeria directamente de la densidad mineral 6sea (DMO),
y la calidad de la estructura o disposicion espacial de los elementos y de la
composicién quimica, dependiendo a su vez estos elementos del remodelado

0seo °.

La osteoporosis supone una de las patologias mas comunes que afecta a la
poblacion de manera generalizada, representando un importante problema de
salud publica '. Se trata de una enfermedad silenciosa hasta que se complica con
episodios de fracturas, las cuales pueden ocurrir tras minimos traumatismos, o
incluso sin traumatismo aparente. El criterio diagnostico mas aceptado y utilizado

por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es la deteccidon cuantitativa
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mediante densitometria ésea de un T-score menor o igual a -2.5DS en fémur

proximal o columna lumbar ©.

1.1.2. Epidemiologia

La prevalencia de la osteoporosis en Estados Unidos en mayores de 50 afios
no institucionalizados, mediante determinacion de densitometria ésea en fémur
proximal y lumbar en 2010, fue de 10.3% con afectacién de 10.2 millones de
personas. Si nos referimos a la baja masa dsea, tiene un prevalencia del 43.9%
afectando a 43.4 millones de personas ’. Probablemente si tuviésemos datos de
pacientes institucionalizados, estos datos serian mayores. En el mismo trabajo se
determind una mayor afectacion en el género femenino con una determinacion
tanto de osteoporosis (8.2 millones de mujeres vs. 2 millones de hombres) como
de baja masa dsea (27.3 millones de mujeres vs. 16.1 millones de hombres)’. En
la Union Europea, se estimé en 2010 que 22 millones de mujeres y 5.5 millones
de hombres sufrian esta enfermedad, diagnosticados también segun los criterios
de la OMS &,

Si buscamos datos sobre la poblacion espafiola encontramos qué
basandonos en densitometrias O6seas compatibles con el diagnéstico de
osteoporosis en mujeres mayores de 70 anos, la prevalencia seria del 24% si la
prueba es realizada en la cadera, y del 40 % si es realizada en la columna lumbar.
Si nos basamos en densitometrias 6seas con diagnostico de osteopenia en
mujeres mayores de 70 afios, las cifras aumentan hasta el 80% en ambas
localizaciones °. Las cifras en varones en la poblacion espariola también son
significativamente menores. En personas mayores de 50 afios los datos de
densitometrias patologicas de osteoporosis serian el 4.8% en raquis lumbar vy el
4.4% en cadera. Si comparamos estos datos con la misma franja de edad en

mujeres estariamos en un 26% %19,

Aproximadamente una de cada dos mujeres caucasicas experimentaran una
fractura relacionada con la osteoporosis a lo largo de su vida, con una proporcion

de uno de cada cinco individuos cuando nos referimos al género masculino .
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Wright y colaboradores también ajustan la prevalencia estimada de
osteoporosis y baja masa 6sea en la encuesta NHANES 2005-2010 en Estados
Unidos, con la proyeccion del censo poblacional en el 2020 y el 2030, estimando
un aumento de 10.4 millones (19%) en el 2020, y de 17.2 millones (32%) en el
2030 7 (Fig.1).
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Figura 1. Proyecciones en nimero de pacientes (en millones) para la osteoporosis y baja masa 6sea ’.

En cuanto a las diferencias segun el grupo racial, se ha detectado una menor
prevalencia de osteoporosis en la poblacién de raza negra. A pesar de esta menor
prevalencia, aquellos pacientes de raza negra con osteoporosis presentan el

mismo riesgo a desarrollar una fractura que los caucasicos 2.

La localizacion mas frecuente de la fractura osteoporética es la vertebral, a
pesar de que muchas de ellas pueden ser asintomaticas. A continuacion,
encontrariamos las fracturas de cadera, que a pesar de estar en el segundo puesto
en orden de frecuencia tienen asociadas mas comorbilidades que las primeras.
En tercer lugar, encontrariamos las fracturas de radio distal. Otras localizaciones
de fracturas de baja energia serian la del humero proximal, la pelvis o las fracturas

costales 3.

En cuanto a la distribucidn geografica, el mayor numero de fracturas

osteopordéticas tiene lugar en Europa, seguido de la regidén oeste del Pacifico, el
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Sudeste asiatico y el continente americano. En estos territorios se situan el 97%
de las mismas, estando este dato influenciado por el hecho de que la poblacion
con mayor edad se concentra en estas zonas, probablemente este dato también
se encuentre influenciado porque existan mejores registros demograficos en estas

localizaciones 4.

1.1.3. Impacto econémico

Es ampliamente conocido el impacto econémico que suponen las fracturas
osteoporoéticas en nuestro entorno debido a su elevada frecuencia y las

consecuencias que conlleva esta patologia.

En Estados Unidos ocurren unos dos millones de fracturas osteoporoticas al
afno, las cuales causan 432.000 ingresos, 2,5 millones de visitas médicas y
180.000 servicios de hospitalizacion domiciliaria, lo que supone unos costes
sanitarios de unos 19 billones de dolares. En 2025, donde se estima una
poblacion de edad mas avanzada que la actual, se espera un gasto directamente

asociado a esta patologia de 25,3 billones de dolares .

En cuento a los datos econémicos europeos, la osteoporosis supuso 2
millones de DALYs (disability adjusted life years) y un gasto de 37 billones de

euros en 2010 16,

Si analizamos estudios sobre coste de fracturas osteoporoticas en poblacion
espanola, encontramos que una fractura cadera supone un gasto de 10.246 euros,
una fractura vertebral 4.923 euros y una fractura de radio distal 2.457 euros '’. El
informe mas reciente realizado por la Fundacién Internacional de Osteoporosis
publicado en 2022 documentd la carga econdmica de la osteoporosis en 29 paises
europeos y sefiala que en Espafia se produjeron 289.000 fracturas por fragilidad
en 2019, lo que supone aproximadamente el 3,8% del coste sanitario, unos 4.300
millones de euros'®. Por otra parte, deberemos considerar que ademas de los
gastos relacionados directamente con la fractura aguda, habria que considerar
aquellos derivados de la convalecencia, rehabilitacion, y gastos indirectos como
personal cuidador en domicilio 0 ingresos en residencias geriatricas, o que por

ejemplo, representa un 43% del coste global del tratamiento '°.
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1.1.4. Fracturas osteoporéticas

El trastorno clinico y funcional mas importante que supone la osteoporosis
son las fracturas osteoporéticas, consideradas aquellas ocurridas tras un
mecanismo de baja energia como una caida desde su propia altura o aquellas que
aparecerian sin traumatismo aparente '°. Suponen un problema de salud de gran
magnitud por las consecuencias asistenciales, socio-sanitarias y econémicas que

acarrean, debido al envejecimiento de la poblacién 2.

La fractura osteoporética se producira cuando exista una sobrecarga sobre
el hueso, a veces por caidas de baja energia o incluso por actividades de la vida
diaria ?'. La probabilidad de tener una fractura de baja energia a lo largo de su
vida en la edad de instauracion de la menopausia, excede el del cancer de mama
(un 12% aproximadamente), y se establece en alrededor de 40% en Europa

occidental, una cifra similar a la probabilidad de patologia cardiaca coronaria 22,

Las fracturas mas frecuentes son las vertebrales, las de fémur proximal y las
de radio distal. Otras localizaciones frecuentes son la pelvis y el humero proximal.
Ante cualquier fractura reciente en un adulto mayor de 50 afos localizada en un
sitio principal del esqueleto, deberemos considerar el diagnostico y tratamiento de
esta patologia ?'. Localizaciones que pueden ser una excepcion al respecto serian
las falanges de las manos y los pies, el esqueleto facial y el craneal, que se
relacionan con mayor frecuencia con la energia del impacto que con una baja

masa Osea 2.

La distribucién de la frecuencia de localizaciones varia segun la edad, ya que
las fracturas de radio distal serian mas comunes en pacientes mas jévenes con
edades sobre los 65 afnos, mientras que las fracturas de cadera sucederian en

personas mayores de 75 afios 6.

El sexo también supondra un factor diferencial a la hora de la localizacién de
las fracturas, ya que a pesar de tener un riesgos mas elevado de sufrir una fractura
en general el sexo femenino, éste es cuatro veces mayor en las fracturas de radio
distal, pero sélo el doble en las fracturas vertebrales, posiblemente por una pérdida

diferente de calidad dsea segun localizaciones tras la menopausia '®.
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1.1.5. Comorbilidades asociadas

La consecuencia clinica principal de esta patologia es la fractura
osteoporética, cuyas consecuencias incluyen el dolor crénico, la discapacidad o

incluso la muerte.

Un aspecto importante es la morbilidad y el empeoramiento en la calidad de
vida asociado a las fracturas osteopordéticas, y con la finalidad de cuantificar este
hecho se crearon cuestionarios especificos como el Health-related quality of life
(HRQOL) o el QUALEFFO. En el estudio de Halberg et al. pudieron demostrar en
una cohorte de 600 mujeres consecutivas con fracturas osteoporéticas de 55-75
afios, que sufrian un empeoramiento de su calidad de vida medida mediante

HRQOL a los dos afios de la fractura 24.

Las fracturas vertebrales son las fracturas osteoporéticas mas frecuentes 13,
suponiendo un importante incremento de la morbilidad y mortalidad en los

pacientes afectados, asi como un incremento en las fracturas de cadera 2526,

El riesgo relativo ajustado por edad de fallecer tras sufrir una fractura
vertebral clinica es de 8.64 2. A pesar de que la mayoria de las fracturas
vertebrales son inicialmente asintomaticas, frecuentemente estan asociadas a
dolor, discapacidad, deformidad y mortalidad 23. Los cambios posturales
asociados a una cifosis residual pueden suponer una limitacion en las actividades
de su vida diaria. Las fracturas multiples toracicas pueden desencadenar o
empeorar una patologia restrictiva toracica y las fracturas lumbares pueden
suponer un cambio en la anatomia abdominal favoreciendo clinica como

distension abdominal, pérdida de apetito, o disminucion de la motilidad intestinal
16

Las fracturas de cadera estan asociadas con un incremento de la mortalidad
entre el 8 y el 36% el primer afio, con una mortalidad mas alta en hombres que en
mujeres 28. Por otro lado incrementan 2.5 veces el riesgo de futuras fracturas 2°.
Aproximadamente un 20% de los pacientes con fractura de cadera necesitan
cuidados de enfermeria a domicilio prolongados en el tiempo, y s6lo el 40% de los

pacientes alcanzan el nivel de independencia que tenian antes de la fractura .
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Las fracturas de radio distal son menos discapacitantes, pero tanto ellas
como sus secuelas pueden interferir en las actividades de la vida diaria de los

pacientes tanto o mas que las anteriores 2.

También sefalar que los datos epidemiolégicos aportados para las fracturas
de cadera son mas fiables que en otras localizaciones, ya que todos los episodios
en las mismas suponen un ingreso del paciente, por el contrario, las fracturas
vertebrales muchas veces son asintomaticas y las de radio distal y humero

proximal se suelen tratar de manera ambulatoria.

El riesgo de muerte se esta incrementado en pacientes con fracturas
osteopordticas y el riesgo mas alto se encuentra inmediatamente después del
episodio de fractura 3°. En este aspecto también existen diferencias entre ambos
sexos, ya que a pesar de ser mas frecuentes en mujeres, presentan una mayor
mortalidad relacionada con la fractura los hombres, ademas de unos indices mas

altos de comorbilidades 2531,

1.1.6. Fisiopatologia

La masa 6sea en adultos de edad avanzada es el pico de masa ésea
adquirido a la edad de 18-25 anos, menos la cantidad de 6sea perdida a lo largo
del tiempo. Ese pico de masa 6sea esta determinado por factores genéticos, la
nutricion, el estado endocrino, la actividad fisica, el estado de salud, entre otros
durante el crecimiento 2.

El remodelado éseo constituye un proceso por el cual el esqueleto se
mantiene en buenas condiciones, retirando el hueso con propiedades deterioradas
y substituyéndolo por hueso de formacion nueva. La pérdida 6sea ocurre cuando
este balance esta alterado, reabsorbiéndose mas hueso del que se forma. Este
hecho ocurre en la menopausia y en la edad avanzada 2. Con el inicio de la
menopausia aumenta el remodelado 6seo, magnificandose el impacto de la
pérdida de equilibrio entre la formacién y la reabsorcidn, esto conducira a un mayor

riesgo de fractura (Fig.2).
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Figura 2. Patrones de pérdida de masa 6sea relacionados con la edad en hombres y mujeres 32,

Asi pues, numerosos estudios sugieren que un rapido remodelado éseo (que
podremos medir con los marcadores bioquimicos de formacion y reabsorcion

0sea) aumenta la fragilidad dsea y el riesgo de fractura 8.

Por otra parte, existen una serie de factores que incrementaran
independientemente el riesgo de fractura, como el déficit de hormonas sexuales,

o el uso de corticoides33.

La densidad de masa Osea es la cantidad de masa expresada por unidad de
volumen (densidad volumétrica) o por area (densidad de area), siendo esta ultima
mas comunmente usada, y las técnicas mas utilizadas para su determinacion son
las de densitometria. La mas aceptada es la basada en la medicién de la

absorcion de rayos X por energia dual (DEXA) ®.

1.2. Métodos diagnésticos

1.2.1. Densitometria 6sea

En la actualidad se define osteoporosis segun los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud, como la determinacién cuantitativa de la

densidad mineral ésea (BMO, bone mineral density), mediante mediciéon de la
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absorcion central dual de energia de rayos X (DXA), como un T-score menor o
igual a — 2.5 DS en fémur proximal o columna lumbar, segun los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud. Se define baja densidad 6sea como un T-score
entre -1 DS y -2.5 DS en cualquier localizaciéon del esqueleto 6. Esta baja masa

Osea conocida como osteopenia no se considera una categoria patologica .

Como podemos observar en la definicion, la unidad en la que se expresa
esta prueba es la desviacién estandar (DS). También deberemos diferenciar en
esta determinacion el T-score y Z-score. El T-score, como medida mas utilizada,
hace referencia al numero de DS de la densidad 6sea de un individuo que difiere
del esperado en individuos jovenes sanos. El Z-score haria referencia al numero

de DS de un individuo que difiere de uno de su misma edad y sexo.

El grupo de referencia recomendado por la Organizacién Mundial de la
Salud para calcular los scores en fémur proximal son mujeres de entre 20 y 29
afos, raza blanca, no hispanas de la tercera encuesta NHANES [l (1988-1994)
(National Health and Nutrition Examination Survey) 34. Aunque no existe una
recomendacion internacional para las determinaciones en columna lumbar, se
utiliza la base de datos de densitometrias realizadas a mujeres de 30 afios de raza
blanca. Estos grupo de referencia se usan para calcular la T-score en cualquier
grupo racial para ambos sexos, y no seria Util su uso en nifos y adolescentes 3.

Para este grupo de poblacién es de mayor utilidad la utilizacién del Z-score.

La localizacion de la determinacion de la densidad mineral 6sea ha sido
motivo de debate. La Fundacion Nacional de la Osteoporosis (NOF) recomienda
considerar la densidad mineral 6sea en el cuello femoral y la columna lumbar (L1-
L4) para definir el término osteoporosis y baja masa mineral 6sea 2'. Por otra parte,
grupos como la Sociedad Europea de Aspectos Clinicos y Econdmicos para la
Osteoporosis y Osteoartritis y la Organizacion Mundial de la Salud han

recomendado la utilizacion exclusiva del cuello femoral 36:37,

En el trabajo de Wright y colaboradores del 2014, comparando las
determinaciones en cuello femoral y columna lumbar, determinaron qué si sélo
toman las determinaciones del cuello femoral, se produce una reducciéon del

diagnostico de osteoporosis del 54% y de la determinacién de baja masa ésea del
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10%. Estas diferencias podrian ser explicadas por las diferencias de composicion
entre el tejido 6seo de la columna lumbar, mas trabecular y con una
microarquitectura mas propensa al adelgazamiento y a los cambios osteoporéticos
que la regién de la cadera que es mas rica en hueso cortical . Ante esta
variabilidad de opiniones, la Sociedad Internacional de Densitometria Clinica
(ISCD) indica que tanto el cuello femoral, como la columna lumbar y la articulacién
de cadera en su totalidad pueden ser utilizadas para diagnosticar la osteoporosis

y la densidad mineral baja 3.

Por otro lado, en personas ancianas la determinacion de la densidad 6sea
lumbar puede llevar a errores de medicion debido a deformidades vertebrales
como la escoliosis, osteofitos o calcificaciones vertebrales y en estos casos
deberiamos plantearnos la utilizacion de otra localizacion como la del cuello

femoral 39.

1.2.1.1. Limitaciones de la densitometria

Segun las principales guias clinicas, la prueba diagnostica para la
determinacién de la osteoporosis es la densitometria 6sea, ya que se ha
observado su relacion con las fracturas de baja energia, duplicandose el riesgo de
fractura al producirse una disminucion de una desviacion estandar en la misma, o
que aquellos pacientes con una T-score patoloégica para la osteoporosis suponian
una poblacion con alto riesgo de sufrir uno de estos episodios 4°. No obstante,
existen diversos trabajos que ponen de manifiesto una poblacion de pacientes que

sufren fracturas de baja energia con densitometrias normales 4144,

Por lo que se refleja en la literatura, al presentar esta prueba una alta
especificidad, pero una baja sensibilidad para la determinacién de fracturas de
baja energia, produciéndose la mayoria de las fracturas osteoporoticas en
pacientes con densitometrias normales, no se recomienda su realizacion como

método de cribado.

También han sido descritas una serie de limitaciones técnicas relacionadas

con la posicién del paciente o con la dificultad de determinacion de la masa 6sea
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en determinadas patologias como la osteomalacia, la artrosis, la escoliosis y las

fracturas vertebrales previas .

Otra manifestacion que encontramos en las principales guias de la labilidad
de esta prueba es que a pesar de ser considerada la prueba diagndstica principal,
recomiendan iniciar el tratamiento para esta patologia ante la presencia de una
fractura de baja energia independientemente del resultado obtenido en la

densitometria, incluso sin la realizacién de esta prueba 162146,

Para mejorar la determinacién de la prediccion del riesgo de fractura, la
Organizacion Mundial de la Salud ha desarrollado un indice de determinacion del
riesgo de fractura (pais especifico) que utiliza nueve factores clinicos afiadidos a
la determinacion de masa 6sea mediante densitometria 2147 Asi pues, en la guia
nacional de osteoporosis del Reino Unido dan mayor importancia al FRAX que a
la densitometria 6sea, a pesar de no ser ésta tampoco una herramienta perfecta

que nos permita una adecuada fiabilidad ©.

No obstante y a pesar de las limitaciones descritas en este apartado, la ultima
guia europea publicada en octubre del 2018, en su resumen de principales
recomendaciones en cuanto al diagnostico de esta patologia, sigue reflejando la

densitometria 6sea como prueba diagndstica principal 8.

1.2.1.2. Fractura osteoporética

Las fracturas osteoporéticas o de baja energia (sin traumatismo o con caida
desde su propia altura) supone la manifestacion clinica de la patologia
osteopordtica, mas alla de los resultados encontrados en la densitometria 6sea °.
Asi pues, la osteoporosis severa se describiria como la presencia de una o mas

fracturas por fragilidad 36.

Ademas se ha observado en varios trabajos publicados, que el sufrir una
fractura osteoporotica supone un factor de riesgo importante para volver a sufrir
una fractura de baja energia en el futuro 434°. Este hecho esta ain mas claro y
estudiado en la literatura en referencia a las fracturas vertebrales, donde se ha

visto que a pesar de ser muchas veces asintomaticas suponen un factor de riesgo
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importante para sufrir otra fractura osteoporoética tanto a nivel del raquis como de
otra localizacion °9°1. Al tratarse de lesiones muchas veces asintomaticas, en
ciertos casos debemos plantearnos realizar pruebas de imagen para descartar la
presencia de las mismas. Estos casos serian mujeres postmenopausicas con
historia de pérdida de altura mayor o igual a 4 cm, cifosis, tratamiento reciente o
frecuente con corticoides, una densitometria 6sea con un T-score menor o igual a
-2.5DS o tener antecedentes de fractura de baja energia en una localizaciéon

diferente al raquis 2.

1.2.2. Cuestionarios para calcular el riesgo de fractura

Estas herramientas surgen de las limitaciones observadas por la
densitometria para calcular el riesgo de sufrir este proceso patoldgico
consecuencia de la mala calidad 6sea. Algunos de estos serian la calculadora de
riesgo de fractura Garvan o el QFracture, aunque el mas aceptado y utilizado es

el cuestionario FRAX.

FRAX

Supone un algoritmo informatico desarrollado por la OMS que esta en
funcionamiento desde 2008. Esta herramienta calcula en hombres y mujeres la
probabilidad a los diez afios de tener una fractura mayor osteoporética (cadera,

vertebral, hiumero, radio distal) y una fractura de cadera®3.

Los factores de riesgo que utiliza para realizar este calculo estadistico son
los siguientes, de lao cuales excepto la edad, la altura y el peso, el resto seran

estudiadas de manera dicotémica 53:

- Edad

- Sexo

- Peso

- Altura

- Antecedente de fractura previa

- Antecedente familiar de fractura de cadera

- Fumador
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- Tratamiento con corticoides
- Historia de artritis reumatoide
- Historia de causas de osteoporosis secundaria

- Ingesta de alcohol

Densitometria 6sea de localizacion femoral (seria un valor a afiadir optativo,
aunque se ha visto que junto con el dato de la edad podria mejorar la prediccidon

del riesgo de fractura sin afectar a la especificidad %4).

Los cuestionarios FRAX tienen modelos especificos para cada pais con unas

estadisticas de fractura y mortalidad ajustadas a los datos de los mismos.

Este sistema calcula la probabilidad de fractura teniendo en cuenta el riesgo
de fractura y de mortalidad, lo cual lo diferencia del resto de algoritmos. Este hecho
es importante ya que algunos factores implicados en la mortalidad, estarian

también relacionados con el riesgo de fractura 3.

Sus usos mas establecidos son la posible indicacién de densitometria o la
determinacién de inicio de tratamiento, aunque los resultados obtenidos tienen

una utilidad incierta como ocurria en el caso de la densitometria 6sea 8.

Las principales limitaciones descritas para esta herramienta son que, en
cuanto a los antecedentes de fracturas, no tiene en cuenta ni su numero, ni la
localizacion, ni el momento en el que ocurrieron. También se critica que no se
contemplan las dosis de parametros importantes como el uso de corticoides, de
consumo diario de tabaco o de alcohol en los pacientes. Por otra parte, tampoco

tiene en cuenta los antecedentes de caidas °.
Ademas, varios estudios que han aplicado este cuestionario a poblacion

espanola, concluyen con sus resultados, que la herramienta infraestima el riesgo

de fractura mayor osteoporotica en los estudios realizados en nuestro pais 5.
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1.2.3. Marcadores bioquimicos

Los marcadores del metabolismo 6seo son moléculas detectables en la
circulacién que podemos dividir en marcadores de formacion, los cuales serian
aquellos que son productos de la actividad de los osteoblastos o que derivan del
metabolismo del procolageno, y marcadores de degradacién, como aquellos
resultantes del metabolismo de los osteoclastos o como productos de degradacién
del colageno %°. Se ha observado que podrian tener una importancia como
marcadores bioquimicos para intentar dar informaciéon sobre el estado del

metabolismo 6seo y la prediccion del riesgo de fractura ©°.

La International Osteoporosis Foundation (IOF) y la International Federation
of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) recomiendan la utilizacion
del analisis en suero del propéptido aminoterminal del colageno tipo 1 (P1NP)
como marcador de formacién 6sea y del isbmero beta del telopéptido carboxi-

terminal del colageno | (beta-CTX) como marcador de degradacion ésea 8.

El procolageno es la molécula precursora del colageno tipo 1 y presenta
extensiones amino- y carboxi-terminal que seran eliminados mediante
procedimientos enzimaticos extracelulares para dar lugar el colageno tipo 1. Como
consecuencia de esta accion se libera el propéptido amino-terminal de
procolageno tipo 1 (P1NP) y el propéptido carboxi-terminal procolageno tipo 1
(P1CP). Las moléculas producto de esta degradacion se producen sobre todo en
el hueso, pero una pequefa cantidad de las mismas podria tener su origen en
otras zonas que también tienen colageno tipo 1 como la piel, el tendén o el
cartilago. Ambas pueden ser medidas en suero pero esta mas estudiado y
aceptado en la literatura la utilizacion del analisis del PINP en este tipo de muestra

biologica®'.

En los telopéptidos del colageno tipo 1 podemos distinguir los N-telopéptidos
y los C-telopéptidos. Los C-telopéptidos estarian relacionados con el
envejecimiento del hueso, ya que al producirse éste, el acido aspartico del mismo
sufriria una isomerizacién dando lugar al ya nombrado acido beta-aspartico (beta-
CTX). Este telopéptido isomerizado seria especifico del hueso y se liberaria al

fluido extracelular durante la reabsorcidn ésea. Estas moléculas pueden ser
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determinadas en suero y en orina, aunque su analisis mas aceptado en la literatura

es en suero %1,

Estos parametros no estan exentos de limitaciones en los estudios que se
refieren a los mismos, como la necesidad de unificacion de las unidades utilizadas
para poder comparar estudios, la importancia de establecer valores de referencia
en funcién de la localizacion geografica o las dificultades para la estandarizacién
de la toma de muestras %2, ademas de presentar una variabilidad asociada a la
edad 83, En esta linea se han podido establecer como unidades de referencia para
el PINP y para el beta-CTX los nanogramos por litro. Los intervalos de referencia
establecidos en Espafia en wuna muestra de 1080 mujeres sanas
postmenopausicas son de 19-100 ng/ml para el PAINP y de 0.11-1010 ng/ml para
el beta-CTX con un intervalo de confianza del 95%. Las medias determinadas en
este estudio fueron de 47.7£19.9 ng/ml para el PANP y 0.38+0.19 ng/ml para el
beta-CTX 64,

Hallazgos recientes reflejan el posible potencial de ciertos marcadores
bioquimicos para intentar predecir del riesgo de fractura osteoporética, pero no
hay suficientes datos en la literatura para recomendar su uso en la practica clinica
habitual 6085 Estos parametros en el momento actual no estan incluidos en
ninguno de los cuestionarios para la determinacion de riesgo de fractura como el
FRAX.

1.3. Osteoporosis y escoliosis degenerativa

La escoliosis en el adulto se define como una deformidad en un raquis de un
paciente esqueléticamente maduro con un angulo de Cobb mayor de 10° en el

plano coronal ©°.
Podemos clasificar esta patologia en tres tipos 6:

- Tipo |: escoliosis degenerativa de novo. Es consecuencia de una
degeneracion asimétrica de discos y facetas con minimas deformidades

vertebrales. Sobre todo, se localiza en la zona lumbar.
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- Tipo Il: escoliosis idiopatica del adulto. Aquella que se forma antes de la
madurez ésea y que produce sintomatologia en la edad adulta. Puede
afectar también al raquis cervical y toracico.

- Tipo lll. Escoliosis degenerativa secundaria. En este apartado encontramos
dos subtipos, el primero relacionado con patologias estructurales como la
dismetria o patologia de cadera, y el segundo subtipo relacionado con
patologias metabdlicas, mayoritariamente la osteoporosis que causaria una
deformidad por las fracturas y deformidades causadas por una mala calidad

0sea junto con procesos degenerativos.

Asi pues, deberemos distinguir entre aquella escoliosis del adulto iniciada en
la adolescencia y aquella secundaria a diversos procesos etioldgicos que aparece

y se desarrolla en la edad adulta.

Existen estudios que han intentado relacionar la escoliosis idiopatica del
adolescente con osteoporosis, aunque con las siguientes limitaciones
metodoldgicas. Algunos de ellos se tratan de estudios de casos y controles en los
que simplemente, comparan la masa 6sea de los dos grupos y afirman que existen
diferencias estadisticamente significativas 768, En otra serie de estudios si que
tienen en cuenta valores de referencia, pero al ser pacientes jévenes utilizan el Z-
score encontrando resultados dispares entre los mismos %71, Es importante
sefalar que la definicidn aceptada para el diagndstico de la osteoporosis utiliza el
T-score y no el Z-score por lo que careceriamos de criterios diagnosticos
adecuados en este grupo de pacientes. Otros trabajos hablan de un aumento de
los marcadores del metabolismo dseo en este grupo, pero sin utilizacion unificada
de los mas aceptados y sin ser éstos tampoco criterios diagnosticos 6772, El grupo
de Tanabe et al. realizé un estudio histomorfométrico con biopsias que si que nos
puede hacer pensar que nos encontramos ante una peor calidad 6sea en estas

pacientes y que debemos encontrar métodos y criterios para caracterizarla 72.

En cuanto a la osteoporosis degenerativa, ésta y la osteoporosis son dos
patologias relacionadas entre ellas, cuya incidencia aumenta con la edad. Asi
pues, se ha observado un aumento de fracturas osteoporéticas en estos pacientes

como causa y consecuencia de esta enfermedad y que pueden suponer un
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agravamiento de la misma y de las consecuencias clinicas respectivas 3. El
diagnostico basado en la densitometria tiene limitaciones caracteristicas de esta
situacion. En primer lugar, se ha observado mediante estudios en cadaveres que
la rotacién vertebral disminuye la medicion de la masa 6sea 74. Estudios clinicos
en los que utilizan la densitometria 6sea para caracterizar la osteoporosis, han
encontrado importantes discordancias en los valores determinados en raquis
lumbar y fémur proximal, siendo los valores mas bajos en este ultimos. El lado de
la curva donde se determinase también influiria en la medida de la masa 6sea, ya

que se han observado valores mas altos en el lado cdncavo que en el convexo >~
77

Asi pues, queda reflejado en la bibliografia las dificultades anadidas que
supone la escoliosis para las determinaciones mediante densitometria 6sea,

siendo ésta una técnica que presenta numerosas limitaciones.

1.4. Epigenética

1.4.1. Definicion

La regulacion epigenética hace referencia a los cambios heredables y no
heredables en la expresion de los genes que viene definida por el material
genético, y que no viene determinada por cambios en la secuencia de nucleotidos
y que influye en el fenotipo 8. Mas recientemente, el consorcio del NIH Roadmap
Epigenomics Project define la epigenética como los cambios heredables en la
funcion y la expresion de los genes (tanto en células como en individuos) que son
estables, asi como también los cambios que alteran el perfil transcriptomico sin
ser por ello heredables (Roadmap Epigenomics Project “Overview” 2010.

http://www.roadmapepigenomics.org). La epigenética explica la conexién entre el

ambiente, el estilo de vida y la genética para justificar por qué con la misma
dotacion genética se puede tener un fenotipo diferente 7°. Seria el mecanismo
comun con el que factores externos e internos, tales como la dieta, el

envejecimiento, las hormonas, la actividad fisica, las enfermedades y los procesos
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patoldgicos e incluso los tratamientos aplicados, entre otros, podrian influir en la

expresion del material genético .

Existen varios mecanismos mediante los que se lleva a cabo la regulacion
epigenética, entre ellos la metilacion del ADN, las modificaciones post-
traduccionales (PTMs) de las histonas, las variantes de histonas, la organizacion
tridimensional de la cromatina, y a nivel post-transcripcional la regulacién que
ejercen algunos ARNs no codificantes como los microARNs (miARNs) o los ARNs
no codificantes largos (IncARNs). Sin embargo, los mas estudiados y mejor
caracterizados actualmente son la metilacion del ADN, el codigo de las histonas
(o PTMs de las histonas) y los microARNs (Fig.3).

1.4.2. Mecanismos epigenéticos

1.4.2.1. Metilaciébn del ADN

Es uno de los mecanismos epigenéticos mas estudiados y mejor
caracterizados. Se trata de la transferencia de un grupo metilo (-CHs) desde
la molécula de S-adeosil metionina (SAM) hasta el carbono 5 del anillo de
pirimidina de un residuo de citosina en el dinucleétido citosina-fosfato-
guanina (CpG) en la region promotora de los respectivos genes, para
formar la 5-metilcitosina (5mC) 8'. Este proceso estaria catalizado por la
familia de las proteinas ADN metil-transferasas (Dnmts) que utilizan el SAM
para producir la metilacion de las citosinas en la cadena del ADN. De forma
general, la consecuencia de la metilacidon de las citosinas es la activacion
de la heterocromatinizacion y por lo tanto la compactacion de la cromatina
impidiendo la uniéon de los factores de transcripcion a la regién génica
donde deberian unirse, produciendo una inhibicion de la transcripcién 8. El
proceso de desmetilacion puede llevarse a cabo de manera pasiva,
inhibiendo la metilacion y durante la replicacion, o de manera activa con la
conversion de la 5-metilcitosina a 5-hidroximetilcitosina en la participan
proteinas de la familia TET (Ten eleven translocases) 8 83, La regulacién

epigenética es esencial en el establecimiento del patrén epigenético y por
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lo tanto del perfil transcriptomico especifico de cada estirpe celular que
compone un tejido y constituye un organismo.

Varios estudios han relacionado estos procesos de metilacion con la
diferenciaciéon de células mesenquimales hacia la linea osteogénica. Por
ejemplo, se ha observado que la hipometilacion de la regién promotora de
los genes RUNX2, osteocalcina, DLX5, y del correceptor ROR2 favorece la
diferenciacion de células mesenquimales hacia osteoblastos 848 . También
se ha observado que variaciones epigenéticas en la ruta Wnt estan
relacionadas con cambios en la funcién ésea.

La esclerostina es un inhibidor de la ruta Wnt que actua disminuyendo la
formacion 6sea. Las variaciones epigenéticas en cuanto a la metilacion del
promotor de su gen SOST se han relacionado también la diferenciaciéon
celular, encontrando una hipermetilacién en los osteocitos e hipometilacion

en los osteoblastos €.

1.4.2.2. Modificaciones post-traduccionales de las histonas

El nucleosoma es la unidad fundamental de la cromatina, donde se
organiza el ADN y esta formado por un octamero de proteinas llamadas
histonas (H2A, H2B, H3 y H4), donde el octamero se compone de pares de
cada una de estas histonas. La funcion del nucleosoma es la de estabilizar,
proteger y condensar este material. Estas proteinas modificarian la
estructura de la cromatina para favorecer o inhibir la transcripcion de los
genes que se localizan en esa region &. Existen multitud de modificaciones
post-traduccionales (PTMs) de las histonas mediante los cuales las
histonas realizan su funcion, entre ellas la fosforilacion, la ubiquitinacion o
la ADN-ribosilacion, aunque las PTMs mas estudiadas son la acetilacion y
la metilacién 8. La acetilacion de las histonas esta relacionada con la
activacién de la transcripcion de los genes, ya que de forma general
neutralizaria las cargas positivas de las histonas previniendo la
compactacion de la cromatina. La desacetilacion de la cromatina produciria
el efecto contrario. Estos mecanismos estarian mediados por las enzimas

histona acetiltransferasa (HATs) para introducir los grupos acetilo en los
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residuos de lisina de las histonas y las histona deacetilasas (HDACs) que
los eliminan 8. Otro mecanismo de modificacion de las histonas seria la
metilacion, llevada a cabo por las histonas metiltransferasas (KMTs) que
ocurre sobre los residuos de lisina y arginina. La introduccién de estas
PTMs, de forma general, provocaria la compactacion de la cromatina
produciendo el bloqueo del acceso de la maquinaria de transcripcion y, en
consecuencia, inhibiendo la actividad génica. La retirada de estos grupos
de metilacion de los residuos de lisina estaria llevada a cabo por las

enzimas histona lisina desmetilasas (KDMs) 8,

1.4.2.3. MicroARNs (miARNS)

54

Solo el 1-2% de ARN tiene informacion para la formacién de material
proteico, el resto se trata de ARN no codificante 8. Uno de los ARN no
codificantes mas importantes son los microARNs (miARNS), los cuales se
tratan de ARN no codificante de unas 20-22 bases de longitud que influye
sobre la regulacion epigenética postranscripcional . La biosintesis de
estos ARNs no codificantes se inicia en el nucleo, mediado por la enzima
ribonucleasa Drosha, que transforma el miARN primario (pri-miARN) en
miARN precursor (pre-miARN). A continuacion, la enzima Dicer se
encargara de convertir este miARN precursor en miARN maduro ®'. Enla
base de datos miRBase se pueden encontrar referenciadas hasta 38.589
miARNSs (http://www.mirbase.org/release, octubre 2018). Los mecanismos
mediados por los miARNs llegan a ser bastante complejos ya que cada
miARN puede actuar sobre varias dianas de ARN mensajero (ARNm), y
donde distintos mIARN pueden actuar sobre un mismo mARN %2. Los
mecanismos de actuacion mediados por los miARNSs serian tres: en primer
lugar la union a la zona 3” del ARN mensajero que lleva a su degradacion
mediante el complejo RISC (RNA-induced silencing complex), formado por
MARNS y proteinas de escision; el segundo mecanismo estaria llevado a
cabo por sistemas de degradacion del ARN sin proteinas de escision, y en
tercer lugar, mediante la disminucién de la eficiencia de la traduccion por

parte de los ribosomas 2. Se ha podido observar que estas moléculas
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pueden tener la capacidad de actuar como biomarcadores circulantes en
fluidos bioldgicos (i.e. plasma, suero, orina, lagrimas, saliva, semen, etc.)
que son detectables y que nos pueden ayudar en el manejo clinico de
diferentes patologias 4.

Como ejemplo podemos citar uno de los trabajos de nuestro grupo de
investigacion basado en el uso de los miARNSs circulantes en plasma como
meétodo en el diagndstico de la escoliosis idiopatica del adolescente. En
este trabajo, se identifico una firma de 5 miARNs (miR-27a, miR-223, miR-
122, miR-671 y miR-1306) que permite identificar a los adolescentes

diagnosticados con escoliosis idiopatica %.

a) METILACION ADN b) MODIFICACION DE HISTONAS

CpG Gen
otor > ct
expresion
Metilad
| CpG prme} Gen

MIARNS

Figura 3. Mecanismos de regulacién epigenética. a) Metilacién del ADN. A través de este
proceso mediado por la ADN metiltransferasa en la region promotora, se bloquea la
transcripciéon de los genes que son hipermetilados. b) Modificacion de histonas. La
histonametiltransferasa (KTMs) produce la metilacion de las mismas produciendo la
compactacion de la cromatina y la inhibicion de la transcripcion. Por el contrario, la
histonaacetiltransferasa (HATs) previene esta compactacién favoreciendo la expresion de
los genes. ¢) Mecanismos de regulacion post-transcripcional mediados por los miARNSs.

Participan bloqueando la translocacion del ARN mensajero o induciendo su degradacion
96
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1.4.3. Aplicaciones de los biomarcadores epigenéticos

La epigenética puede mejorar la forma en la que se practica el diagndstico
clinico, ya que introduce a la informacion genética otras variables que pueden
modificar el fenotipo de la enfermedad 7°. Ademas, la comprensién de los
mecanismos que regulan la expresion génica sin estar relacionados directamente
con una mutacidon va a permitir conocer los mecanismos de regulacion
transcripcional que pueden dar lugar a un determinado fenotipo patologico. Todas
estas ventajas hacen interesante el desarrollo de métodos de diagnostico basados
en el estudio de biomarcadores epigenéticos %. Se han desarrollado una serie de
herramientas de uso publico como la Enciclopedia de Elementos de ADN
(Encyclopedia Of DNA Elements, ENCODE) o el Epigenomics Roadmap, como
métodos para intentar desarrollar un mapa epigenético dentro de la

secuenciacion del genoma humano y al alcance de clinicos e investigadores °7:%.

Los avances en la investigacion epigenética estan permitiendo la generacion
de nuevas pruebas para el diagnostico temprano, el prondstico y la monitorizacion
del efecto y la idoneidad de las terapias. En particular la epigenética esta
revolucionando la forma de comprender los mecanismos patologicos y en
consecuencia contribuyendo a la mejora del diagndstico clinico y al desarrollo de
la medicina de precision al aportar biomarcadores con nuevas caracteristicas de
especial relevancia para el manejo clinico de las enfermedades. Por lo tanto la
aplicacion de la epigenética y en concreto el uso de los biomarcadores
epigenéticos permitiran el diagndéstico, monitorizaciéon y tratamiento de multitud de

enfermedades 7°.

Un biomarcador epigenético se define como cualquier marca epigenética o
alteracion de mecanismo epigenético que es estable durante la toma y el
procesamiento de la muestra biolégica, ya sea fluido bioldgico o preparaciones de
tejido fresco, congelado o fijado como muestras de tejido fijadas con formalina y
embebidas es parafina (FFPE, formalin-fixed, paraffin-embedded) y que
idealmente deberia cumplir los siguientes requisitos: (i) reproducible en cualquier
técnica analitica de determinacion, (ii) define una enfermedad (diagnéstico), (iii)
incluso antes de la aparicién de los primeros sintomas (diagnéstico precoz); (iv)

revela informacion sobre la historia natural de una enfermedad; (v) predice la
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progresion y el desenlace de una enfermedad (prondstico); (vi) responde a la
terapia (predictivo); (vii) permite el seguimiento de las respuestas a la terapia
(monitorizacién de terapias), y (vii) permite el establecimiento de una terapia

dirigida adecuada en funcién del diagnostico (teragnosis) 99100,

En este sentido, varios trabajos describen la correlacion de los hallazgos
epigenéticos en sangre periférica con lo determinado en diferentes tejidos, lo que
simplificaria la aplicacion de estos procesos, ya que una simple extraccion de
sangre nos daria mucha informacion sobre lo sucedido en los diferentes érganos
101103 Ademas, también existen trabajos que apoyan la estabilidad de estos
elementos en su participacion como biomarcadores al no mostrar variabilidad en

cuanto al sexo del paciente o la fecha de recogida de la muestra 194,105,

1.5. Metabolismo 6seo

El equilibrio de la masa 6sea esta basado en la relacidon entre la formacion
Osea llevada a cabo por los osteoblastos, y la degradaciéon de la misma de la cual
se encargan los osteoclastos, para mantener este equilibrio, el control de la
diferenciacion de estas células desde sus precursores es fundamental 33°6, E
origen de estos dos tipos celulares es diferente, ya que los osteoblastos derivan
de las células mesenquimales, y los osteoclastos de la linea hematopoyética .
Cuando este equilibrio se rompe y prevalece la degradacion 6sea podemos tener

consecuencias patoldégicas como la osteoporosis.
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La diferenciacion de los osteoblastos esta regulada por factores
transcripcionales como el Runx2 (Runt —related transcription factor 2) y Osx
(Osterix), asi como vias de senalizacion que incluyen la ruta de la Wnt/B-catenina,
entre otras. Una vez estas células han madurado y se encuentran rodeadas de la
matriz 6sea, pasan a llamarse osteocitos, y continuan produciendo sustancias que

controlan la diferenciacion tanto de los osteoblastos como de los osteoclastos 106
(Fig.4).

co-activadores
co-inhibidores
reguladores anteriores (upstream)
reguladores inhibidores

|

Runx2

l

Osx

célula precursora osteo- condro- precursor

: . reosteoblasto osteoblasto osteocito
mesenquimal progenitor osteoblastico P

diferenciado

lhn Beta-catenina

,

Wnt

Figura 4. Vias y factores de transcripcion relacionados con la diferenciacion de los
osteoblastos %6, Los osteoblastos y los condrocitos derivan de manera comun de las
células mesenquimales pluripotenciales. Runx2 a través de Osx participa en la
diferenciacion hacia osteoblastos y son regulados por numerosas moléculas que actuan
potenciando o inhibiendo este proceso. Las rutas Wnt/beta-catenina e |hn también son
claves en este proceso.

La actividad de los osteoclastos estda regulada por el sistema
RANK/RANKL/OPG (receptor activador del factor nuclear k Beta/RANK-
ligando/osteoprotegerina). El ligando RANKL es producido por los osteoblastos,
linfocitos T activados y osteocitos y se une a los receptores RANK en la superficie
de los osteclastos para activar el factor de transcripcion NFATc1 promoviendo la

diferenciacion de éstos 7. Por otra parte, la osteoprotegerina (OPG) también
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secretada por el osteoblasto, se une al RANKL para inhibir la funcion de

reabsorcion ésea % (Fig.5).

LOo+®

célula precursora precursor de osteoclasto
mieloide osteoclasto multinucleado
MNFATC1
AP-1
PU.1
MITF
NFKB

Figura 5. Proceso de diferenciacion de los osteoclastos %. Estas células tienen su origen
en la linea hematopoyética y necesitan para su diferenciacion estimulos externos como
M-CSF o RANKL entre otros.

Estas vias de diferenciacion celular, aparte de estar reguladas por multiples
factores de transcripcidén que crean un sistema de alta complejidad, también se ha
visto en los ultimos afnos que puedan estar reguladas por mecanismos

epigenéticos 108109,

Las rutas de sefializacion WNT son un grupo de vias de transduccién que se
encargan de la transmision de sefales desde fuera hasta dentro de la célula
mediante la interaccion de glicoproteinas. Estas rutas suponen un mecanismo
importante de regulacion celular que se han ido transmitiendo evolutivamente 119,
Las proteinas Wnt suponen un grupo de glicoproteinas extracelulares que
interaccionan con el dominio N-terminal extracelular rico en cisteina de los
receptores Frizzled "', Estas estructuras son proteinas transmembrana con una
topologia similar a los receptores acoplados a proteinas G ''2. Esta union
desencadena una transduccion citoplasmatica llevada a cabo por las
fosfoproteinas Dishvelled (Dsh/Dvl) y seran estas las encargadas de
desencadenar uno de los tres mecanismos mediados por esta via 3. Podemos

dividirlas entre la via candnica o dependiente de la ruta Wnt/beta-catenina y la via
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no canonica o beta-catenina independiente que a su vez se puede dividir en la

ruta de polaridad celular planar y la ruta de Wnt/calcio 4.

En la ruta de Wnt/beta-catenina el reclutamiento de las fosfoproteinas
Dishvelled produce una fosforilacion y activacion de LRP6 y el reclutamiento de
los complejos Axin a los receptores. Estos procesos producirian una estabilizacién
de la beta-catenina mediante la inhibiciéon de la fosforilacion mediada por los
complejos Axin de la beta-catenina. Esta se acumularia y viajaria hasta el nucleo
celular para activar los genes de esta via mediante la formacidon de complejos con
los factores de transcripcion TCF/LEF (Fig.6) ?°. En ausencia de niveles elevados
de beta-catenina, estas moléculas se tratan de factores de transcripcién de ADN
que realizan su funcion mediante la interaccion con el complejo Groucho/TLE
reprimiendo la expresion génica mediante la desacetilacion de las histonas y la
compactacion de la cromatina. El aumento de la concentracion en el nucleo de
beta-catenina, desplazaria el complejo Groucho/TLE favoreciendo la expresiéon de

los genes de esta via Wnt/beta-catenina (Fig.6) '°.
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Figura 6. Esquematizacion de las proteinas y factores que participan en la ruta de la
Whnt/beta-catenina 2. La participacién de Wnt con los receptores transmembrana provoca
la acumulacion de la beta-catenina en el nucleo, favoreciendo la transcripcién. En
ausencia de beta-catenina, la persistencia del grupo Groucho/TLE inhibe la transcripcion.

La unidn entre las proteinas Wnt y los receptores Frizzled puede precisar de
moléculas que favorezcan su funcion como los co-receptores LRP5/6 (proteinas
5/6 relacionadas con LDL). También existen moléculas que antagonizan la funcién

de esta via como la esclerostina'°.

La desregulacion de estas vias esta relacionada con multitud de procesos
patoldgicos, algunos de ellos relacionados con el metabolismo 6seo '"®. Por
ejemplo, mutaciones del receptor LRP5 causan su pérdida de funcién, creando el
fenotipo de la patologia conocida como Sindrome Osteoporosis-Pseudoglioma
(OPPG; OMIM # 259770) que cursa con disminucion de la masa 6sea, fracturas

patoldgicas y deformidades 6seas 7. Otras alteraciones del material genético de
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esta proteina pueden cursar con fenotipos que incluyen densidades éseas
elevadas’'8. Mutaciones en el gen de WNT3 también causarian su pérdida de
funcién, dando lugar a un cuadro conocido como tetra-amelia, donde hay una

ausencia en el desarrollo de los cuatro miembros 19,

1.5.1. Esclerostina

La esclerostina es una glicoproteina producida por los osteocitos, codificada
en el gen SOST, con un efecto paracrino en la funcién de los osteoblastos 2.
Mediante su unién a los receptores de superficie LRP5/6 de los osteoblastos
realiza su funcién de inhibicion de la formacion 6sea, impidiendo la funcion de los
osteoblastos, e inhibiendo la via de la Wnt/beta-catenina, y por tanto la formacion
0sea, ademas de inducir la apoptosis de los osteoblastos 12122, También se ha
visto que la esclerostina podria tener un papel activador de la actividad de los

osteoclastos, mediante la accion sobre la via RANKL 23,

Se han descrito en la literatura numerosos factores que influirian y
modularian la actividad de la esclerostina como: 1) Proteinas morfogenéticas
Oseas (bone morphogenetic proteins — BMP). Estas moléculas regulan de manera
negativa en los osteoblastos la masa 6sea y la ruta de la Wnt/beta-catenina
mediante la regulacion de la actividad del gen SOST y DKK1 '%4; 2) Hormona
paratiroidea (PTH). Actuaria inhibiendo la expresién del gen SOST '25; 3) Hipoxia.
La disminucidn de oxigeno se ha observado que inhibe la transcripcion de la
esclerostina. El mecanismo por el que se produce, también estaria relacionado
con el efecto antagonista que producen las proteinas morfogenéticas '26; 4)
Prostaglandina E21. Supone un factor que disminuiria la expresién de la
esclerostina en los osteoblastos, creando un efecto supresor mediado por la ruta
ciclica AMPK (adenosin monofosfato/proteina kinasa A) '?7; 5) TNF-alfa y TWEAK
(TNF- related weak inducer of apoptosis). TWEAK sélo o junto al TNF regularia la
accion de los osteoblastos induciendo la expresion de la esclerostina '28; 6)
Fuerzas mecanicas, con una accién mediada por la proteina de matriz extracelular
periostina, disminuiria la expresion del gen SOST 2% 7) Epoca del afio, se ha

observado una variabilidad a lo largo del afio en los niveles de esclerostina '30; 7)
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Histona deacetilasa SIRT1. Se ha identificado como un promotor de la formacion
osea mediante la inhibicion de la expresion de la esclerostina 13'; 8) Moduladores
de los receptores de estrégenos, RUNX2, Osterix (SP7). Estos factores de
transcripcion tienen un sitio de union en la region promotora del gen SOST desde
donde modularian su transcripcion 32133; 9) Polimorfismos de un solo nucleético
0 SNP (single nucleotid polymorphism) en la region promotora del gen SOST se
han visto relacionados con alteraciones en la densitometria 6sea y aumento en el

riesgo de fractura 34135 y 10) Metilacion del gen SOST.

En relacion al dltimo mecanismo de regulacion de la esclerostina,
recientemente se ha descrito la regulacion epigenética de la esclerostina mediada
por la metilacidn de este gen y su promotor '3¢ . El grupo de Reppe ha demostrado
que los niveles de esclerostina en suero se correlacionan fuertemente con el
riesgo de fractura en mujeres postmenopausicas, y ademas con los niveles de
metilacion del promotor del gen SOST 34, Por otra parte, Shan et al. explican que
esto podria ser explicado por la inhibicién de la unidn de factores de transcripcion
a la regién promotora del gen SOST causada por la metilacion'’. Papathanasiou
et al. demostraron diferencias en la metilacion del gen SOST entre condrocitos
afectos de osteoartritis y sujetos sanos, proponiendo que esta regulacion podria
estar mediada por la proteina BMP-2 y los cambios de afinidad que la metilacién
podria causar en la unién del factor Smad 1/5/8 a la regioén rica en CpGs del

promotor del gen SOST 38,

Alteraciones en el gen o en la expresion de su producto proteico, se han
relacionado con enfermedades que alteran el metabolismo 6seo de baja
frecuencia, como la esclerostosis o la enfermedad de van Buchen (VBCH; OMIM
# 239100) 139, Se ha observado que la delecién de este gen en ratones aumenta

la formacion y resistencia 6sea 140,

Asi pues, lo esperable seria que los niveles de esclerostina estuviesen
aumentados en pacientes con mala calidad o6sea, pero los resultados que
encontramos en la bibliografia son contradictorios. Sin embargo, en la mayoria de
los trabajos que consideran la osteoporosis segun la definicién de la OMS, basada
en los valores de la densitometria 0sea, encontramos una correlacion positiva

entre los valores de esclerostina y la densitometria dsea''-'%°. No obstante, en
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dos trabajos se encontraron valores mas bajos en los pacientes con valores de
densitometria diagnosticos de osteoporosis’®'" y en otros no se encontraron

diferencias 152153,

Si tenemos en cuenta los estudios que consideran los pacientes con una
mala calidad ésea a aquellos con fractura de baja energia, también encontramos
discrepancia en los resultados. El trabajo de Ardawi et al. encontré valores mas
elevadores de esclerostina en pacientes con fractura de baja energia respecto al
control'*, mientras que en el estudio de Lim et al. Encontré los valores de
esclerostina disminuidos'®. En el resto de estudios no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas6-1%8,

Ademas, debemos de tener en cuenta que la esclerostina no se produce
unicamente en el tejido 6seo, y que se ha descrito en otras localizaciones como el

higado, el rifién, el corazon o el tejido mamario entre otros'°.

1.5.2. Regulacion epigenética de los genes relacionados con el metabolismo
0seo
En los ultimos afos, son numerosos los estudios que relacionan los
mecanismos epigenéticos con las rutas celulares relacionadas con la homeostasis

del tejido d6seo.

En referencia a los mecanismos de metilacion, el gen SOST que codifica
para la esclerostina es uno de los mas estudiados. Son varios los trabajos que
relacionan un aumento de la metilacion en este gen con una disminucion en la
expresion de esta proteina 3613 Wang et al., también coincidia con esta
correlacion en un estudio de los genes RANK y de OPG, que codifica para la
osteoprotegerina %0, Por otra parte, el grupo de Reppe ha identificado cuatro
genes cuya expresion variaria con la metilacion (MEPE, SOST, WIF1, DKK1).
Todos estos genes participarian en mecanismos de inhibicion de la formacion

Osea 101,
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Las investigaciones iniciales sobre los miARNs, han relacionado estos
modificadores epigenéticos con patologias como el cancer, el Alzheimer o
alteraciones cardiovasculares, pero en los ultimos afos se han descubierto
miARNSs que regulan el metabolismo 6seo, siendo definidos como “osteomiRs” °'.
Asi pues, trabajos previos, han relacionado estas moléculas con los procesos de
diferenciacion celular de osteoblastos y osteoclastos, asi como la posibilidad de

que afecten al desarrollo de sus funciones.

No obstante, a pesar del notable numero de miARNs descritos y
relacionados con el proceso de osteogénesis, los mecanismos exactos a travées
de los cuales estas moléculas regularian la actividad de las distintas lineas

celulares aun no se conocen en profundidad.

En las tablas 1 y 2 podemos observar una relacion de los miRNAs descritos
en la literatura que actuan en el desarrollo y funcion de los osteoblastos y

osteoclastos 91:95.161,162,
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Tabla 1. Principales miARNSs relacionados con la formacién y actividad de los osteoclastos.

OSTEOCLASTOS
AUMENTAN LA DIFERENCIACION Y/O DISMINUYEN LA DIFERENCIACION Y/O
FUNCION FUNCION
miARN Gen diana miARN Gen diana
miR-21 FASL, PDCD4 miR-7b DC-STAMP
miR-29 family SRGAP2, CD93, GPR85, miR-26a CTGF/CCN2
NFIA, CALCR, CDC42
miR-148a MAFB miR-29b C-FOS, MMP2
miR-183 HO-1 miR-31 RhoA
miR-214 PTEN miR-34a TGIF
miR-223 C/EBP-beta, IKK-alfa, NFIA, miR-124 NFATC1, RHOA, RACI
FGFR2
miR-9718 PIAS3 miR- 125a TRAF6
miR-146a TRAF6, STAT1
miR-155 MITF, SOCCS1
miR-218 NFATC1
miR-503 RANK
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Tabla 2. Principales miARNSs relacionados con la actividad y funcién de los osteoblastos.

OSTEOBLASTOS

AUMENTAN LA DIFERENCIACION Y/O FUNCION

miARN
miR-20a
miR-21
miR-27a
miR-23a-27a-
24-2 cluster
miR-29a

miR-17-29
cluster
miR-2861

Gen diana
PPAR-gamma, BAMBI, CRIMI
SPRY1, SMAD7
APC, MF2C
RUNX2

DKK1, Kremen2, sFRP2,
HDAC4, SPARC

BIM, POSTN

HDACS

DISMINUYEN LA DIFERENCIACION Y/O FUNCION

miARN
miR-23a
miR-24
miR-27a
miR-31

miR-34a

miR-100

miR-103a
miR-122
miR-133
miR-135
miR-138
miR-188
miR-204
miR-206
miR-210
miR-214
miR-637
miR-671

Gen diana
RUNX2
RUNX2
BMPRI/II

OSX, RUNX2, SATB2

JAGT, cyclin D1, CDKA4.
CDK6, E2F3, CDC25A
RUNX2

RUNX2
BMP4
RUNX2
SMADS
FAK, ERK
HDACY, RICTOR
RUNX2, TNSALP, SOST
CX43
TCF712
ATF4
0SX
BMPR2, SMAD2/3
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La existencia de wuna mala calidad o&sea resulta un hecho
fisiopatolégicamente asintomatico, hasta que ocurre el evento consecuente que
desencadena las manifestaciones clinicas de este estado, que serian las fracturas
osteoporéticas de baja energia. Estas lesiones conllevan una considerable
morbilidad y mortalidad, por lo que el desarrollo de métodos de estudio que nos
permitan mejorar el diagndstico y la prediccion de fracturas en esta patologia es

de gran importancia.

El origen de la fragilidad 6sea es multifactorial y no depende sdélo de la
cantidad de masa 0sea que es el aspecto fundamental que recoge la prueba
utilizada como golden standard actual para intentar caracterizar la osteoporosis,
la densitometria 6sea, sino que también depende de la calidad de este tejido que
estaria relacionada con la composicion 6sea y la regulacion metabdlica de la

misma.

En la actualidad, debido a las limitaciones demostradas de la densitometria
Osea, carecemos de una prueba de fiabilidad para poder caracterizar esta
patologia y predecir adecuadamente el riesgo de fractura de baja energia. La
investigacion de los mecanismos epigenéticos involucrados en la regulacién del
metabolismo dseo, pueden ser una de las claves para mejorar la compresion de
esta patologia que nos permita encontrar métodos diagndsticos mas fiables que
los utilizados hasta la actualidad, y asi poder predecir de manera mas eficaz el

riesgo de fractura.

La esclerostina, como molécula relacionada con el metabolismo éseo y la
ruta de la Wnt/beta-catenina, y su regulacién epigenética, podrian servir como
marcador de diagnostico para la determinacion de la calidad ésea, asi como los
niveles de metilacion del gen de la esclerostina. Por otra parte, mediante la

determinacion de los microRNAs circulantes en plasma, podriamos identificar
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firmas epigenéticas que nos permitiran diagnosticar la fragilidad ésea con mayor

precision que las técnicas diagndsticas convencionales.

Como se ha comentado con anterioridad, existe una posible relacion entre la
patologia relacionada con la escoliosis y la osteoporosis, y en particular nos
referimos a la escoliosis degenerativa del adulto, pudiendo agravar las fracturas
osteoporéticas la deformidad causada por esta enfermedad. Por tanto, las
determinaciones epigenéticas podrian servir de conexion entre estas dos
patologias y ayudarnos a predeterminar que pacientes podrian ser mas
susceptibles de sufrir una escoliosis degenerativa, asi como aquellos que podrian
presentar la misma agravada por fracturas de baja energia y una peor calidad
O0sea. Estos nuevos biomarcadores epigenéticos nos serian de utilidad para
intentar establecer un diagnostico precoz, plantear seguimientos y tratamientos
adecuados y podernos adelantar a un planteamiento quirurgico con una calidad
Osea deficitaria en las posibles intervenciones que puedan necesitar este tipo de

pacientes.

El objetivo de este estudio es demostrar como los niveles de esclerostina en
suero, asi como los mecanismos de regulacion epigenética, mediante la metilacion
del gen SOST podrian servir como marcadores de fragilidad 6sea y establecerse
como prueba diagnostica y predictiva de fracturas osteoporéticas con mayor
fiabilidad que la densitometria, utilizada actualmente como golden standar. Asi
pues, se intentaran analizar con el mismo fin los niveles de miARNs analizados
por técnicas de secuenciacidn masiva y que podrian estar implicados en el

metabolismo éseo.
Por tanto, los objetivos principales del estudio son:

- Determinar si existen diferencias en los niveles de esclerostina entre los
pacientes con fragilidad dsea por un lado, y con escoliosis degenerativa por
otro, respecto a la poblacion general, y entre ambos grupos.

- Determinar si existe una correlacion entre los niveles de esclerostina y
vitamina D.

- Determinar si existen diferencias en la metilacién del SOST responsable de

la produccion de la esclerostina entre los pacientes con fragilidad ésea por
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un lado, y con escoliosis degenerativa por otro, respecto a la poblacién
general, y entre ambos grupos.

Determinar si los miARNs analizados por secuenciacibn masiva son
capaces de identificar pacientes con fragilidad 6sea por un lado, y con
escoliosis degenerativa por otro, respecto a la poblacion general, y entre
ambos grupos.

Determinar si los miARNs analizados son capaces de identificar a los
pacientes con fragilidad 6sea con mayor sensibilidad y especificidad que la
densitometria considerada como golden standar.

Determinar si la densitometria ésea es una prueba valida para identificar a

los pacientes con fragilidad dsea.
Ademas de los anteriores, serian objetivos secundarios los siguientes:

Crear una coleccion de muestras de sangre y hueso de mujeres
osteoporéticas dentro del Biobanco |IS La Fe que estén disponibles para la
comunidad cientifica y contribuya a desarrollar futuros proyectos de
investigacion.

Identificar biomarcadores epigenéticos de fragilidad 6sea para determinar
moduladores epigenéticos implicados en la fisiopatologia de la
osteoporosis y la escoliosis degenerativa.

Identificar biomarcadores de deteccidon de calidad 6sea que nos permita
predecir la resistencia del tejido éseo que nos encontraremos en cada
cirugia, para asi poder elegir la técnica quirurgica mas adecuada y preparar
el material necesario con antelacion.

Mejorar el conocimiento e identificar de manera precoz los pacientes que

van a desarrollar una escoliosis degenerativa del adulto.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Tipo de estudio y metodologia

Se ha disefado un estudio descriptivo de casos y controles clinico-molecular
en el que comparamos los niveles de esclerostina y la metilacion del gen SOST
(que codifica para la esclerostina), asi como la medida de los miARNSs circulantes
en sangre en mujeres postmenopausicas con y sin fractura de baja energia, para
intentar identificar marcadores de fragilidad 6sea. Se estudiara también un tercer
grupo con pacientes con escoliosis degenerativa con la finalidad de determinar
marcadores epigenéticos basados en microARNs y establecer una relacién de

esta patologia con la osteoporosis.

3.2. Seleccion de pacientes

El ambito geografico del estudio se situa en el area de pacientes que cubre
el Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia, el cual es el centro de
referencia del Departamento de Salud Valencia La Fe, responsable de la

atencion médica de 300.000 habitantes.

El grupo de estudio seleccionado para la investigacion son mujeres entre
50 y 80 afios en etapa postmenopausica. Para confirmar este estado, todas las
pacientes deberian presentar un periodo de al menos 12 meses de amenorrea
y contar con una analitica con unos valores de hormona foliculoestimulante
(FSH) mayores de m10 U/L"83.

A partir de este punto se estableceran tres grupos de estudio:
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- Grupo 1 control: pacientes con las caracteristicas descritas y sin fractura
de baja energia que acudan a consultas o se sometan a intervenciones
programadas de caracter ortopédico. Asi pues, la informacién y captacion
para el estudio de este grupo de pacientes se llevé a cabo tanto en
consultas externas, como en la seccion de hospitalizacion en las
pacientes que fueron intervenidas. Este grupo de pacientes se siguio
prospectivamente durante 5 anos, para corroborar que no habian sufrido
una fractura de baja de energia en este periodo y poder asumir que se
trataba de pacientes a considerar con una buena calidad 6sea. La
paciente OSTEO_C3 sufrio una fractura de baja energia en fémur
proximal, por lo que fue excluida del estudio al tratarse de un evento que
podria suponer una baja calidad 6ésea no diagnosticada en el momento de
su inclusion.

- Grupo 2 casos: pacientes con las caracterisicas descritas y fractura de
baja energia ingresadas para tratamiento quirurgico de las msimas. Asi
pues, la informacién y captacién para el estudio de este grupo de
pacientes se llevo a cabo en la seccion de hospitalizacion en el momento
de la intervencion, o del ajuste del tratamiento con corsé en el caso de
las fracturas vertebrales tratadas de manera ortopédica.

- Grupo 3 escoliosis degenerativa del adulto: pacientes con las
caracterisitcas descritas diagnosticadas de escoliosis degenerativa del
adulto. Para realizar este diagndstico la paciente debia contar con un
radiografia 30 x 90 de raquis completo con una desviacion del eje coronal
mayor de 10°, y esta deformidad haberse desarrollado en la edad adulta.
La informacion y captacion de este grupo de pacientes se lleva a cabo en
consultas externas de la Unidad de Raquis durante la valoracion de las

mismas.

Como criterios de exclusion indicamos situaciones patolégicas que pueden

alterar el metabolismo 6seo :

a) Haber sufrido en los ultimos 6 meses una fractura de alta energia o
patologica, ya que alteraria los parametros del metabolismo 6seo.
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c) Patologias que alteren la funcidn esquelética: Insuficiencia renal estadio IV
o V, patologia crénica hepatica, patologia neurolégica severa, patologia
cardiovascular inestable, patologia tumoral, patologia crénica gastrointestinal,
hipo/hiperparatiroidismo, acromegalia, cushing, hipopitituarismo, EPOC severo,

alcoholismo, DM tipo |I.

d) Pacientes que tomen medicacién que pueda alterar el metabolismo éseo:
Farmacos que alteren la coagulacién, corticoides (mas de 3 meses en cualquier
momento o mas de 10 dias en el ultimo afo), terapia anticonvulsionante en el afio
anterior, hormonas tiroideas, inhibidores de la aromatasa, calcitonina,
suplementos de calcio > 1200 mg/d (ultimos 3 meses), bifosfonatos, SERM
(moduladores del los receptores de estrogenos en el ultimo afo), PTH,

teriparatida, triazodindedionas (TZD), omeprazol durante mas de 10 afos.

3.3. Recogida de datos clinicos

En la localizacién descrita segun el grupo, se entrega al paciente y los
familiares la ""Hoja de informacion al paciente’”” donde aparece todo el
contenido de la investigacidn y se resuelven las posibles dudas al respecto,
para la correcta compresion del mismo. El paciente o su representante legal
en caso necesario, firman el consentimiento informado aceptado por el
Comité Cientifico y de Etica del Instituto de Investigacién Sanitaria del
Hospital La Fe el 10 de marzo del 2016 (N° 0189).

Se le comunica al paciente que los resultados relevantes de las pruebas
realizadas se le comunicaran en visitas posteriores o se contactara

telefénicamente con el paciente en caso necesario.
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Los datos recogidos son los siguientes:
Datos clinicos

Obtenidos mediante una entrevista. exploracion al paciente y revision de

su historia clinica:

Edad

Sexo

Altura expresada en centimetros

- Peso expresado en kilogramos

- indice de masa corporal (IMC) segun la clasificaciéon de la OMS'64,
Se considerara bajo peso valores de IMC por debajo de 18.5 kg/m?,
normal entre 18.5 y 24.9 kg/m?, sobrepeso entre 25 y 29.9 kg/m?,
obesidad tipo | entre 30 y 34.9 kg/m?, obesidad tipo Il entre 35y 39.9
kg/m? y obesidad tipo Il valores mayores de 40 kg/m?.

- Localizacion de la fractura de baja energia

3.3.1. Determinacion de densitometria 6sea

Se realiza la solicitud en el momento de la entrevista inicial al paciente para
la realizacion de la técnica DEXA determinando tanto los datos del T- score como
del Z-score en la localizacion de columna lumbar y fémur proximal. Se
consideraran valores de osteoporosis aquellos menores de -2.5DS, de osteopenia
aquellos entre -1DS y -2.5 DS y valores normales los superiores a -1 DS 6.
Ademas, se agruparan las pacientes como densitometria patoldgica, si sus valores
son compatibles con osteoporosis, y densitometria no patolégica si sus valores

son normales o compatibles con osteopenia®.

La densidad mineral ésea se evalué mediante absorciometria dual por rayos
X (DXA), empleando para ello el equipo modelo Hologic Horizon W. El aparato se
calibra a diario con fantoma, no permitiendo la realizacion de pruebas hasta que

no se realiza este proceso.
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Este densitometro utiliza radiografias digitales cuantitativas para medir de
forma exacta y rapida el area en cm?, el contenido mineral 6seo (CMO) en gramos
y la DMO en gr/cm2. En nuestro estudio hicimos mediciones en columna lumbar
(vértebras L1 a L4) y fémur proximal (cuello, trocanter y triangulo de Ward). La
precision de la medida fue superior al 1% (CV = 1,0% con DMO = 1,0 gr/cm2). El
tiempo de realizacion de la prueba es de 41 segundos en columna lumbar y 60

segundos en fémur proximal.
Datos analiticos

Se extrae una muestra de sangre periférica que se envia para estudio

bioquimico al laboratorio del hospital para la determinacion de:

- CTX-I (Telopeptidos C-terminal de colageno tipo I) (valores referencia <0.70
nanogramos/mL)

- P1NP (Propéptido amino-terminal de procolageno tipo |) (valores de
referencia:27-127,60 nanogramos/mL)

- Fosfatasa alcalina (valores de referencia: 35-104 U/L)

- 25(0H) vitamina D (valores de referencia'®®: deficiencia si valores menores
de 20 ng/ml, insuficiencia si valores entre 20-29.9 ng/ml y suficiencia si
valores iguales o superiores a 30 ng/ml)

- Hormona paratiroidea (PTH) (valores de referencia 15-65 picogramos/mL)

- Hormona foliculoestimulante (FSH) (valores de referencia menopausia 12-
135 mU/mL)

Datos de laboratorio

Una muestra del contenido de sangre periférica extraido para el estudio
bioquimico se remite al Biobanco del Instituto de Investigacién Sanitaria en el
Hospital Universitario y Politécnico La Fe, para su almacenamiento y posterior

utilizacién para la determinacién de parametros epigenéticos.

En esta institucion se realiz6 la apertura de la coleccion "RAQUIS " con la
subcoleccion TOSTEOPOROSIS POSTMENOPAUSICA CON FRACTURA

PATOLOGICA”’, donde se almacenan muestras de casos control, casos con
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fractura patologica, asi como otro tipo de patologias relacionadas como la

escoliosis degenerativa.

Durante la visita inicial, al paciente se le informara sobre el procedimiento de
almacenamiento en Biobanco, con entrega y explicacion de una hoja informativa,
y el paciente, testigo o representante legal firmaran tres copias del consentimiento
informado sobre este almacenamiento, una sera para el Biobanco, otra para el

paciente y la ultima quedara en la historia clinica hospitalaria.

Asi pues, se enviaran al Biobanco 4 tubos de EDTA con sangre periférica de
cada paciente, de los cuales dos de ellos se destinaran para la obtencion de
plasmay ADN y dos para el aislamiento de PBMCs (peripheral blood mononuclear

cells/células mononucleares de sangre periférica).

Para el procesamiento del plasma, se realizara un doble centrifugado de dos
tubos de EDTA a 1800g durante 10 min a 20-25°C y 2000g durante 5 minutos a
20-25°C. Se guardaran 4 alicuotas de 500 microlitros del sobrenadante de plasma

obtenido de estas centrifugaciones a -80°C.

Al contenido restante tras la obtencion del plasma se le afadiran 10mL de
tampdn de lisis de eritrocitos. Se agitara, se dejara incubar 10 min y se centrifugara
a 1800g durante 10 minutos a 20-25°C. Tras este procedimiento se desechara el
sobrenadante y se resuspendera el pellet celular en unos 200microlitros de PBS

para la extraccion del ADN y su conservacion en dos alicuotas.

Los dos tubos de EDTA con sangre periférica restantes se utilizaran para la
obtencion de los linfocitos y las células PBMCs como hemos indicado
anteriormente. Tras la homogenizacion del contenido de los mismos, estos se
verteran en un tubo LeucosepR ®, preparado previamente y destinado a esta
finalidad. Se realizara una centrifugacion a 600g durante 15 minutos a 18°C y sin
frenos. Se aspira con cuidado el contenido celular y se vierte en un tubo tipo
FALCON R donde se anadira PBS hasta la linea de 10mL, y se homogenizara su
contenido cuidadosamente para su posterior centrifugacion a 300g durante 10
minutos a 20-25°C con frenos. Se eliminara el sobrenadante resultante y se

afiadiran 200 microlitros de PBS para la disolucion del botén celular.
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El contenido resultante de linfocitos y PBMCs se distribuira en dos criotubos
con 100 microlitos de este material en cada uno. A este contenido se le afiadira
una disolucion formada por 900 microlitros de MC y 100 microlitros de DMSO.
Estos criotubos resultantes se conservaran a -80°C en contenedor de isopropanol
durante 24h, tras este tiempo de almacenamiento se cambiaran los tubos de
suspension celular en un tanque de nitrégeno liquido para su conservacién a -
196°C.

Asi pues, siguiendo este procedimiento quedara almacenado plasma, ADN
y PBMC de cada paciente para su posterior utilizacion para esta u otras

investigaciones u otros procesos diagndsticos en los que pueda ser de utilidad.

3.3.2. Analisis de los resultados y correlaciones estadisticas

Para el analisis de los datos clinicos cuantitativos se ha realizado un analisis

descriptivo en el cual se ha calculado la media y la desviacion tipica, y el rango.

A continuacion, se analizara si hay diferencias significativas de alguna de las
variables anteriores, tanto cuantitativas como cualitativas, entre los diferentes
grupos. Para poder saber que test estadistico hay que utilizar, lo primero que se
realizara sera hacer test de normalidad para cada variable, para este analisis de
utilizé el test de Shapiro-Wilk al ser una n<50. Todas las variables (menos la
250H-VitD) se distribuyen normalmente. Por lo tanto, usaremos la t de student
para las variables cuantitativas paramétricas y para la VITD usaremos la U de
Mann Whitney. Para las variables cuantitativas usaremos la x2 o el test de Fisher.

Se consideraran diferencias estadisticamente significativas con un p valor de 0.05.
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3.4. Fase de laboratorio
3.4.1. Medidas de esclerostina

3.4.1.1. Generalidades del ensayo basado en la técnica ELISA

Para la realizacion de la medicidon de la esclerostina mediante el uso de kits
comerciales, Sclerostin (SOST) ELISA Kit (Thermo Fisher Scientific), segun las

instrucciones del fabricante.

Para este analisis se seleccionaron las siguientes muestras depositadas en
el Biobanco del IIS La Fe:

- 10 pacientes del grupo de casos: OSTEO 1, OSTEO_2, OSTEO_3,
OSTEO_4, OSTEO_5, OSTEO_6, OSTEO 7, OSTEO_8, OSTEO_9,
OSTEO_10.

- 5 pacientes del grupo de escoliosis degenerativa: OSTEO_E2, OSTEO_ES3,
OSTEO_E4, OSTEO_E5, OSTEO_ES.

- 11 pacientes del grupo de controles: OSTEO_C1, OSTEO_C2,
OSTEO_C4, OSTEO_C5, OSTEO_C7, OSTEO_C8, OSTEO_C9,
OSTEO_C10, OSTEO_C11, OSTEO_C12, OSTEO_C13.

3.4.1.2. Andlisis de los niveles mediante el inmunoensayo SOST ELISA kit

La medida de esta proteina en suero y en las biopsias 6éseas se realizara con
el Sclerostin (SOST) ELISA Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MS, USA), segun las instrucciones del fabricante. El analisis consiste en un
ensayo ELISA tipo sandwich en el que se utiliza una placa que lleva impreso el
anticuerpo primario de captura de la esclerostina a la placa (Human Sclerostin
Antibody Coated Wells), junto con un anticuerpo que reconoce otro epitopo de la
esclerostina (Human Sclerostin Biotin Conjugate) y que esta ligado a una molécula
de biotina que posteriormente es reconocida por una estreptavidina conjugada a

la peréxidasa HRP.

Brevemente, el plasma se ha de descongelar en hielo y a continuacién

proceder a la dilucién 1/5 del plasma con Assay diluent 1X.
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La preparacion de los estandares que permitiran realizar un calibrado se
realiza afiadiendo 400 pl del Assay diluent 1X al vial liofilizado para preparar una
solucion estandar de 50 ng/ml. Tras disolver el polvo mezclando suavemente, se
agregaron 100 uL de estandar SOST del vial reconstituido a un tubo con 400 uL
Assay diluent 1X para preparar una solucion estandar de 10,000 pg/mL. A
continuacion, se procede a realizar disoluciones seriadas para obtener distintas
diluciones en el calibrado consistentes en Std1 10000 pg/mL; Std2 4000 pg/mL;
Std3 1600 pg/mL; Std4 640 pg/mL; Std5 256 pg/mL; Std6 102.4 pg/mL; Std7; 40.96
pg/mL Blank 0 pg/m. Se usé el Assay diluent 1X como el estandar cero (0 pg/mL).

Por otro lado, se ha de preparar la disolucion de streptavidina-HRP mediante
la dilucion de Streptavidin-HRP 500-fold con 1X Assay Diluent.

Una vez preparadas las disoluciones se procede a anadir 100 ul de los
estandares y de las muestras en la placa ELISA y se deja a 4 °C toda la noche. Al
dia siguiente se procedio al lavado de la placa con 1X Wash Buffer, cuatro veces.
A continuacion, se anadieron 100 pl del preparado del conjugado de biotina y se
dejo en agitacion durante 1 h. Tras descartar el sobrenadante, la placa se incubo
con 100 ul de la disolucién de streptavidin-HRP y se dejo incubar por otros 45 min
a temperatura ambiente y agitacién constante. Posteriormente se descartd el
sobrenadante y se procedio al lavado por triplicado con 300 pl de 1X Wash Buffer.
Finalmente se afiadieron a la placa 100 ul de solucion de reactivo TMB y se incubd
en oscuridad por 30 min. Tras este tiempo de incubacion con el reactivo de color
se procedidé a parar la reaccidn con la Stop Solution para leer a continuacion la
absorbancia de la placa ELISA a la longitud de onda de 450 nm en un

espectrofotometro SpectraMAX Plus 384 (Medical Devices, Malmd, Sweden).

3.4.1.3. Analisis de los resultados y correlaciones estadisticas

A continuacion, se procedi6 a registrar los valores de Absorbancia a 450 nm
en el espectrofotometro SpectraMAX Plus 384 (Medical Devices, Malmo, Sweden)
y se descargaron los datos en formato Excel. Se construyd una curva de Abs (450
nm) vs. concentracion de esclerostina Std (pg/mL) y se procedié a la obtencién de

la recta mediante ajuste lineal. Los valores de absorbancia para las muestras de
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plasma de los sujetos de estudio se interpol6 en la recta de calibrado para obtener

las concentraciones correspondientes en pg/mL.

Para determinar si existian diferencias estadisticamente significativas entre
grupos se realizd un test ANOVA, considerando que existian las mismas si
presentaban un p valor menor a 0,05. El analisis estadistico de los datos se realizé
utilizando GraphPad Software v9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.).

3.4.2. Estudio de la metilacion del gen SOST mediante tecnologia Sequenom
(EpPiITYPER®)

3.4.2.1. Solicitud de muestras de ADN a biobanco. Generalidades del
procedimiento de purificacion del ADN

Se realizd una solicitud de muestras de ADN al biobanco del IIS La Fe de la
coleccion “RAQUIS™ con la subcoleccion “OSTEOPOROSIS
POSTMENOPAUSICA CON FRACTURA PATOLOGICA”. ElI ADN se
resuspendioé en tampoén TE LOW EDTA, 10mM TRIS y0,1mM EDTA-Ref. 75793
(USB®).

3.4.2.2. Generalidades del ensayo EpiTyper MassArray (Sequenom)

La tecnologia MassARRAY EpiTYPER (Sequenom, Inc.) combina la escision
especifica de bases con el analisis por espectrometria de masas mediante la
tecnologia de MALDI-TOF (Fig.7). La determinacién de la metilacion del ADN
mediante la técnica EpiTyper MassArray comienza con el tratamiento del ADN
genomico con bisulfito sédico, seguido de una amplificacién por PCR en la cual se
ha introducido una diana del promotor de la polimerasa T7. Posteriormente, este
promotor se utiliza para realizar una transcripcion in vitro a ARN sobre la cadena
reversa que produce la incorporacion del nucledtido desoxicitidina monofosfato,
dCMP. El ARN que se obtiene de la transcripcion es tratado a continuacion con
RNasa A (especifica de pirimidinas que corta la secuencia diana especificamente

en la base de uracilo (U) ya que durante la transcripcion ha incorporado dCMP en

86



Material y métodos

el ARN producto de la transcripcion. Los productos generados durante escision
con RNasa A, que contienen uno o mas sitios CpG, se denominan unidades
analiticas CpG. Estos fragmentos difieren en tamafio y en masa debido a su
composicién en nucledtidos, generando un patron de sefales para el DNA
metilado y el no metilado que es analizado y cuantificado con el sistema
MassARRAY. Las diferencias en el perfil de metilacion del ADN se deben a los
cambios en la secuencia de nucledtidos después del tratamiento con bisulfito, ya
que si la citosina no esta metilada se producira una desaminacién que dara lugar
a un U y que tras la reaccidon de PCR generara una timina (T), pero si la citosina
esta metilada (5-metilcitosina, 5-mC), el bisulfito no puede actuar y por lo tanto
esta base se mantiene como C tras la reaccion de PCR. En consecuencia, daran
diferentes masas en los fragmentos. La abundancia de cada fragmento (nivel de
sefal/ruido en el espectro) es indicativa de la cantidad de metilacién del ADN en

la secuencia analizada.

NON-METHYLATED GENOMIC DNA METHYLATED GENOMIC DNA

Genomic DNA —CGa=(G—{G=a——CG——alG—a —C(Ga—CG—CG=a G CG—a
—— G =G =G = e G e T G e | e —— G =Gl Gl= = G (= T G = [
Bisulfite-converted
forward strand —UGa=UG—UG=g—UG——alG—a —CGa=CG—CG CG: CG:
PCR d ~ — ~
. - —TGa=TG—TG-a—TG—aTG—a —({Ga—-{G—(CG=a——CG—alG—a
In vitro transcription @ G
—ACt—=AC—A(C~-t—AC—tA(—{— —Glt =-G(—GC(~t—G(—tG(—1—
RNA ——ACu—AC—AC=-u——AC ——uAC—u — GC U= G GC=u—— GC——uGC—u
#1 u—AC—AC— #1 u=-GC—GC-
RNA fragments after
uracil-specific cleavage #2 u—AC #2  u—GcC
#3 uAC— #3 uGC—
MALDI-TOF MA analysis =
produces signal pattern pairs @
indicating non-methylated (red) g +16 +32 +16
and methylated DNA (blue) £
#3

e

Figura 7. Analisis de la metilacién por escision especifica de bases y espectrometria de
masas MALDI-TOF. EI ADN gendmico es tratado con bisulfito y amplificado por PCR
utilizando cebadores que incluyen la secuencia promotora T7. El tratamiento con la
fosfatasa SAP neutraliza los nucleétidos no incorporados. El producto de PCR es
transcrito y escindido especificamente en las bases U por la RNasa A. Los fragmentos
resultantes son analizados por espectrometria de masas MALDI-TOF para calcular su
grado de metilacién (%) (http://www.sequenom.com).
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3.4.2.3. Disefio de amplicones para el estudio de metilacion

Los cebadores utilizados se disefiaron con el software SEQUENOM ®
EpiDesigner BETA (www.epidesigner.com). Los cebadores reversos tienen
incorporada la secuencia del promotor de Ila polimerasa T7 [5
CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCT-37] y los cebadores directos una
secuencia de 10 nucledtidos para equilibrar la PCR [AGGAAGAGAG]. Estos

cebadores son independientes del estado de metilacion del ADN a analizar (Fig.
8).

100 F| @ Covered m—a Forveard strandd primer
@ Mot covered || =—= Reverse strand primer
n SD -

S B0

&40—
oo b

1 VT T

[ - I #28

I 1 1 1 1 1 1
] 200 400 BO0 &00 1000 1200

Figura 8. Disefios de los cebadores obtenidos con el software epidesigner para la regiéon
de estudio del gen de la esclerostina (SOST) Los cebadores seleccionados fueron los

correspondientes a los cebadores 17 y 28 que son los que mas informacién dieron sobre
los sitios CpG de la cadena reversa.
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Para el gen SOST se amplificaron las regiones SOST-17 y SOST-28. Los
cebadores utilizados, el tamafio de las regiones amplificadas y los sitios CpG que

comprenden se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Cebadores, tamafio de las regiones amplificadas y sitios CpG para la
amplificacion de las regiones SOST-17 y SOST-18.

17 LEFT PRIMER 292 25 5882 36 T AAATGTTTGTAATTTAGGGTAGGGG
RIGHT FRIMER 1 2B 6008 25 4 AAAAAATCTTATCCAACTTTCTTAACCA
PRODUCT Size: 292, Mo of CpG's : 10, Coverage : 9

28 LEFT PRIMER 1262 30 &7.36 27 4 GGTATAAGTGTGGTTTAAATTATAAGAAGA
RIGHT PRIMER 916 25 6014 36 5 TCTCCAAAAACTTTTACCCCTAAAC
PRODUCT Size: 347, Noof CpG's : B, Coverage : 7

3.4.2.4. Tratamiento de las muestras con Bisulfito
Para este analisis se seleccionaron las siguientes muestras depositadas en
el Biobanco del IIS La Fe:

- 10 pacientes del grupo de casos: OSTEO_1, OSTEO_2, OSTEO_3,
OSTEO_4, OSTEO_5, OSTEO_6, OSTEO_7, OSTEO_8, OSTEQO_J9,
OSTEQO_10.

- 5 pacientes del grupo de escoliosis degenerativa: OSTEO_E2, OSTEO_ES3,
OSTEO_E4, OSTEO_E5, OSTEO_ES®.

- 11 pacientes del grupo de controles: OSTEO_C1, OSTEO_C2,
OSTEO_C4, OSTEO_C5, OSTEO_C7, OSTEO_C8, OSTEO_C9,
OSTEO_C10, OSTEO_C11, OSTEO_C12, OSTEO_C13.

El analisis se inici6é tratando 500 ng de ADN genomico purificado de los

leucocitos con bisulfito sdédico, utilizando EZ DNA Methylation Kit (Zymo

Research), segun las instrucciones del fabricante.
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3.4.2.5. Amplificacién por PCR y transcripcion in vitro

La reaccion de amplificacion por PCR se realizé en placas de 96 pocillos,
con un volumen final en cada uno de 15 pl conteniendo 20 ng de ADN modificado
con bisulfito, 1 X FastStart PCR Master (Roche) y 0,4 uM de cada cebador. Las
condiciones de los ciclos de PCR fueron las siguientes: 1 ciclo de
desnaturalizacion (95°C durante 10 min), 5 ciclos de amplificacién (95°C durante
10 s, temperatura de apareamiento de cebadores 1 durante 30 s y 72°C durante
2 min); 35 ciclos adicionales de amplificacién (95°C durante 10 s, temperatura de
apareamiento de cebadores 2 durante 30 s, y 72°C durante 1 min 30s) y 1 ciclo
de extensidn final (72°C durante 7 min). Para la region WDR3-1, la temperatura
de apareamiento de cebadores 1 fue 54°C y la temperatura de apareamiento de
cebadores 2, 58°C. Para las regiones WDR3-2 y TBX15-1 las temperaturas de
apareamiento de cebadores 1 y 2 fueron 58°C y 62°C, respectivamente. Para
reducir la variabilidad de la cuantificacion de la metilacion debida a la PCR %6 se
realizaron dos réplicas de amplificacion para cada una de las muestras. La
amplificacion fue comprobada en gel de agarosa 1% utilizando la tincion GelRed™
(Biotium).

El producto de la PCR es a continuacién fue sometido a una reaccion de
desfosforilacion. Para ello, se agregaron 2 ul de la enzima SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase) cada 5 ul del producto de amplificaciéon para desfosforilar los dNTPs
no incorporados durante la reaccién de PCR. En este proceso, las muestras se

incubaron a 37°C durante 20 min, seguidos de 5 min a 85°C.

Tras la reaccion de desfosforilacion, se procedid a la reaccion de
transcripcion in vitro y escision con RNasa A. Para ello, se prepard una mezcla de
producto de transcripcion/RNasa A para una placa de 384 pocillos con un volumen
final de 5 pl por pocillo. La mezcla de reaccidon contiene 0,64X de buffer de
polimerasa T7; 3,14 mM de DTT; 22 unidades de polimerasa T7 y 0,09 mg/ml de
RNasa A. En una nueva placa se colocaron 2 pl de las muestras PCR/SAP y se
agregaron 5 ul de la mezcla transcripcion/RNasa A, se centrifugé la placa de PCR

durante 1 min y a continuacién se incub6 a 37°C durante 3 h.
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Tras el proceso de incubacion se procedié al acondicionamiento de las muestras
para el analisis con el MassArray. Se agregaron 20 ul de H20 libre de RNasa a
cada pocillo de la placa de 384 y 6 mg de resina de limpieza Clean Resin. A
continuacion, se dejo la placa en rotacion durante 10 min y se centrifugd 5 min a
3200 x g.

3.4.2.6. Analisis de la metilaciéon con EpiITYPER MassArray®

Con el sistema nanodispensador MassARRAY® Nanodispenser se
transfirieron 10 nl de los productos de reaccion en el bioarray SpectroCHIP®. El
espectro de las reacciones de escision es captado por el sistema MALDI-TOF
MassARRAY®. A continuacion, los resultados son analizados con el software
EpiTYPER y volcados a una tabla Excel mostrando para cada CpG analizada un
porcentaje de metilacion, con una precisién en el cambio de grado de metilacion

de hasta un 5%.

3.4.2.7. Analisis estadistico de los resultados de metilacién del gen SOST

En primer lugar se realizé un analisis de correlacion de Spearman para
identificar si en entre las CpGs dentro de un mismo existia una relacion esto es,
comprobamos si existia una correlacién positiva (si aumenta la metilacion de una
CpG, aumenta también la metilacion de alguna otra CpG dentro del mismo
amplicén) o negativa (la disminucion del nivel de metilacion de una CpG se

correlaciona con el aumento de otra CpG dentro del mismo amplicon).

Para establecer si existe una diferencia estadisticamente significativa en el
grado de metilacion de los CpGs o grupos de CpGs analizados en cada amplicon
del gen SOST, realizamos los tests ANOVA, Kruskal-Wallis, Kruskal-Wallis con
ajuste posthoc de Neyemeni y Kruskal-Wallis con ajuste posthoc de Dunn con los
p-valores ajustados mediante Bonferroni. El analisis estadistico de los datos se
realizé utilizando GraphPad Software v9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
EE.UU.).
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3.4.3. Estudio de expresién diferencial de miARNS por secuenciaciéon masiva
smallRNA-seq

3.4.4. Obtencion de los miARNs de plasma de pacientes.

3.4.4.1. Generalidades del procedimiento de purificacion de miARNs

Para la obtencion de los miARNs de plasma de pacientes y controles se utilizd
el “miRNAeasy serum/plasma kit” de Qiagen (Qiagen, Thermofisher, CA, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron un total de 400 pL de
plasma para la extraccion, obteniendo un volumen de elucion de 25 yL de miARN

con agua libre de ARNasa.

La cantidad de miARNSs totales purificados del plasma se evalué mediante el
sistema NanoDrop One (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) y la calidad
mediante la microfluidica Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, EEUU).

3.4.4.2. Construccion de librerias de secuenciacion
La tecnologia NGS permite la secuenciacion de millones de fragmentos de
ADN basandose en la amplificacion y lectura en paralelo de millones de

secuencias.

La secuenciacion de los miARN se realiz6 mediante los protocolos de

lllumina y en la la Unidad Central de Investigacion de Medicina (UCIM).

Se utilizaron un total de 12 muestras para la secuenciacion, consistentes
en muestras de sujetos control (n = 4, OSTEO_C1, OSTEO_C2, OSTEO _C8 y
OSTEO_ C13), pacientes con osteoporosis (n = 4, OSTEO_1, OSTEO_2,
OSTEO_9 y OSTEO_10) y pacientes con escoliosis degenerativa (n = 4,
OSTEO_E2, OSTEO_E3, OSTEO_E4 y OSTEO_ES®).

Para generar las librerias se utilizaran los kits “TruSeq™ Small RNA Sample
Prep Kit” (lllumina), que permiten la secuenciacion multiplexada con la
introduccién de 48 indices unicos. La preparacién de las muestras se realizé segun
las indicaciones del fabricante, junto con un paso extra que consistia en la

purificaran de las regiones de los miRNAs de las librerias mediante el sistema
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Pippin (purificacion por tamafos en gel). Este paso permitié concentrar la cantidad
disponible de miARN. Para ello, se utilizaron geles sin bromuro y seleccionando
tamanos entre 140 y 170 bp, lo que permite la eliminacién de los primer-dimer y la
secuenciacion de ARNs pequefios que no son microRNAs. Se realiz6 una
secuenciacion de 50 bp de tipo single-end, en el secuenciador NextSeq 550
(Nlumina, EE.UU.).

3.4.4.3. Estudio bioinformatico de la expresion de los miARNs obtenidos por
secuenciacion masiva NGS

En primer lugar, se realizé un control de calidad de los datos en crudo obtenidos
tras el procedimiento de secuenciacion. Este control de calidad permitié evaluar
posibles contaminaciones por rARN (ARN ribosomal), evaluar la necesidad de
eliminar bases que tenian baja calidad e incluso la identificacion de los

adaptadores usados durante el proceso de secuenciacion.

Tras este primer analisis se eliminaron los adaptadores y en caso de ser
necesario se hizo un filtrado de las secuencias por tamafio y calidad.
Posteriormente se realizé un nuevo control de calidad, con el fin de comprobar que
las acciones anteriores, no hubiesen provocado una pérdida significativa de la
calidad y no se hubiese introducido un sesgo en el procedimiento de analisis
bioinformatico. Los programas utilizados en este preprocesamiento de las
muestras, eliminacién de los adaptadores y analisis de la calidad fueron FastQC
(http//bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) y Cutadapt
(http://cutadapt.readthedocs.org/en/stable/) 167168,

Aquellas lecturas que superaron los criterios de calidad impuestos, fueron
alineadas frente al genoma humano de referencia GRCh38 tomada del UCSC
(University of California Santa Cruz) mediante el paquete Subread. A continuacion,
se cuantificaron las lecturas correspondientes a miARNs maduros mediante el
paquete RSubread con la ayuda de la base de datos del miRBase v21, obteniendo
como resultado una tabla con tantas filas como miARNs maduros, y tantas
columnas como muestras. Tomando esta matriz de datos como referencia, se
realizaron los estudios de expresion diferencial de los microARNs. Se compararon

cada uno de los tres grupos de forma independiente, que eran los grupos
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osteoporosis (OSTEQO), escoliosis degenerativa (OSTEO_E) y grupo control
(OSTEO_C). Para el analisis estadistico, dada la distribucibn no normal y
caracteristica de la expresion de miRNA y el experimento de conteo de reads entre
grupos experimentales (distribucion binomial negativa), para el analisis de
expresion diferencial entre los grupos se uso el paquetee DESeq (Bioconductor),
que usa un modelo binomial negativo para diferenciar entre la varianza de las

réplicas y varianza entre experimentos '°.

3.4.4.4. Andlisis de sobrerrepresentacion ORA y enriquecimiento de rutas
biolégicas KEGG implicadas en la fisiopatologia de la osteoporosis y la
escoliosis degenerativa

Para la identificacion de rutas moleculares relevantes en el contexto de la
fisiopatologia de la osteoporosis y escoliosis degenerativa, se realizé un analisis
de sobrerrepresentacion génica (ORA) utilizando los genes diana de los 19
MiARNs expresados diferencialmente. Un analisis ORA se basa en encontrar
rutas moleculares en las que un conjunto de genes que participan en estas rutas
moleculares se ven alterados por el efecto de los miARNs que se han incluido en
el analisis. Para ello, se ha utilizado el paquete de analisis bioinformatico

denominado clusterProfiler en R y se ha empleado un p valor de 0.05.

Paralelamente, a partir de los resultados obtenidos, se seleccionaron los
mMiARNs en base a las rutas relacionadas con mecanismos fisiologicos vy
fisiopatolégicos (KEGG o Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) relacionadas con la fisiopatologia de la osteoporosis y escoliosis

degenerativa.

Se emple6 la herramienta DIANA TOOLS para este fin
(http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/index.php?r=site/index).Finalmente, se seleccionaron

aquellas rutas biologicas KEGG que se encontraron enriquecidas.

Desde el enfoque tomado para el presente proyecto de investigacion,
primero se utilizd DIANA-microT-CDS, al que se accede desde el servidor web
DIANA v5.0 (143). Esta herramienta muestra si el gen diana también es predicho

por miRanda o TargetScan, o si fue previamente validado experimentalmente en
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TarBase v7.0, mediante la utilizacion de los siguientes parametros
predeterminados: interacciones experimentadas con apoyo de DIANA TarBase
v.7.0, un umbral de valor p de 0.001 y un umbral microT de 0.8. Para reducir el
numero de objetivos de miRNA falsos positivos, se aplicd una correccion de tasa
de descubrimiento falso [False Detection Ratio (FDR)] para seleccionar las rutas
KEGG. El algoritmo utilizado en este analisis consistié en una prueba exacta de
Fisher de una cola. Ademas, se llevo a cabo un analisis de sobrerrepresentacion
(ORA) de los genes diana de los miARNs con expresion diferencial. El analisis
ORA se basa en encontrar rutas en un conjunto de genes atendiendo al numero
de genes del conjunto que estan involucrados en las rutas, en comparacion con el
ratio de genes involucrados en estas rutas en el total de genes del organismo.
Para ello, se utilizd el paquete clusterProfiler en R y se ha empleado un p valor de
corte de 0.05.

3.4.5. Analisis de validacion de los miARNs por RT-qPCR.

Se analizaron los niveles de miARNs circulantes en plasma utilizando una
cohorte de validacién en pacientes con fractura de baja energia (n=27), pacientes
con escoliosis degenerativa (n=9) y un grupo control (n=30) mediante la técnica
de PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR).

3.4.5.1. Generalidades del ensayo de RT-qPCR

Para el analisis de los miARNs relacionados con el metabolismo éseo y
especificamente en la escoliosis se utilizd la técnica de PCR cuantitativa a tiempo
real (RT-qPCR) con el uso de ensayos TagMan® small RNA assays en un equipo
HT7900 Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems).

El método de cuantificacion de los miARNs por RT-gPCR mediante la

tecnologia “stem loop” implica dos pasos (Fig. 9):

1) la retrotranscripcion del miARN a cADN: usando sondas especificas tipo

horquilla (“stem loop”) que se unen al extremo 3" del miARN y la enzima
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transcriptasa reversa que retrotranscribe el miARN a una copia de ADN

complementario (ADNCc).

2) la amplificacion de este cADN: por qPCR con unos cebadores (primers

Forward y Reverse) y una sonda especifica del miARN estudio 70 (Figura x).

La tecnologia “stem loop” permite la union especifica de los cebadores al
mMiARN y evita uniones no especificas a otros ARNs no diana, por lo que el método

aporta una mayor especificidad.

miARN

3
—

RT primer

™~

Forward primer
T PT

——— ,
4IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LN @ sonda TaaMan ¥ Floverse primet

ADNc

Figura 9. Esquema representativo de una reaccion de RT-gPCR basado en la quimica
basada en “stem-loop” para la retrotranscripcion de los miARNSs. Tras la retrotranscripcién
del miARN especifico y su conversiéon a cADN, es posible realizar una reaccion de PCR
usando un par de cebadores especificos (reverse and forward) y una sonda TagMan para
cuantificar de forma relativa la expresién de un miARN especifico.

3.4.5.2. Procedimiento experimental de analisis de expresion por RT-qPCR

El ARN se sometié a un paso de transcripcion inversa usando la tecnologia
del steem loop de Life Technologies para obtener ADNc. Se utilizé el kit TagMan
miRNA Reverse Transcription kit, miRNA-specific stem-loop primers (Part No.
4366597, Applied Biosystems, Inc.; actualmente ThermoFisher Scientific, Nueva
York, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante utilizando 100 ng de input
de ARN en 20 pL de volumen final de reaccion de RT (Tabla 4).

Las condiciones de la retrotranscripcion comprendian una etapa de incubacion

inicial a 16°C durante 30 minutos, para permitir el anillamiento de los cebadores;
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seguido por una etapa a 42°C durante 30 minutos, para producir la sintesis de

ADNCc; y una etapa final de 95°C durante 5 minutos para una inactivacion final.

Tabla 4. Diferentes componentes utilizados y sus cantidades en la retrotranscripcién de
los miARN a ADNCc.

COMPONENTES RT-PCR CONCENTRACION VOLUMEN (10 uL)

Pool de cebadores (5x) 0.2x 0,4 (de cada primer)
Mix de dNTP 100 mM 2mM 0.2

Buffer RT 10x 1x 1

Transcriptasa Reversa 50 | 100 U 2

U pL

H.O v.s.p 10 uL Vv

Inhibidor RNAasa 20 U pL | 0.25 0.125

Muestra ARN 100 ng V

Una vez obtenido el ADNc, se procedié a analizar la expresién génica por
medio de la gPCR utilizando un sistema ABI Prism 7900HT Fast Real-Time PCR
(ThermoFisher Scientific, Nueva York, EE.UU.). Para el analisis de expresion
génica se utilizaron cebadores especificos para humano de cada gen de interés,
los miARNSs analizados se muestran en la tabla 5 (ThermoFisher Scientific, Nueva
York, EE.UU.) ademas del uso de un gen de referencia endoégena se utilizé el hsa-
miR-191-5p.
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Tabla 5. miARNs seleccionados para la validacion de miARNSs circulantes en grupo de
pacientes con fractura de baja energia, y en el grupo de pacientes con escoliosis
degenerativa.

NOMBRE NUMERO DE | TagMan Small
DE miARN SECUENCIA MADURA ACCESO RNA Assays
hsa-miR-

Tosan | UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG | MIMAT0000421 002245
hsa'”;'g'ggb' CACCCGUAGAACCGACCUUGCG | MIMAT0000132 000436
hfggj’;';' AGGGGCUGGCUUUCCUCUGGUG | MIMAT0004611 002104
hg";‘érg';' AUGACCUAUGAAUUGACAGAC | MIMAT0000272 000518
hsa-miR-

Torbn | CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG | MIMATO000440 002299

Las condiciones de la RTg-PCR fueron: Un primer paso de 95°C durante 10
minutos, para la activacion de la Tag-Polimerasa; seguido por 45 ciclos a 95°C
durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto. Cada muestra se analizé por

triplicado, y la cuantificacion relativa de los genes se calcul6 por el método 2-AACH.

Tabla 6. Compuestos y cantidades utilizadas en la medicién de la expresion génica por
PCR en tiempo real.

COMPONENTES gPCR CANTIDAD (pL)

TagMan Small RNA assays (20x) 0.5
TagMan UniversalMaster Mix 2x 5
H2O 3.5
Muestra de la RT-PCR 1
Volumen Final 10
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3.4.5.3. Analisis de los resultados y correlaciones estadisticas

Todos los ensayos se realizaron con triplicados técnicos de cada una de las
muestras de interés. Los resultados, representan la media + desviacion estandar
(SD) de todas las réplicas. La prueba U de Mann-Whitney se aplicoé para evaluar
la significacion estadistica al comparar los resultados obtenidos para los diferentes
grupos. Los valores de p se representan de la siguiente forma: **** p-valor <
0.0001, *** p-valor < 0,001, ** p-valor < 0.01 o * p-valor < 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos. Las barras de error dentro de los graficos son
representativas de la desviacion estandar de las muestras replicadas. El analisis
estadistico de los datos se realiz6 utilizando GraphPad Software v9.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EE.UU.).
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4. RESULTADOS

4.1. Analisis de las medidas de esclerostina y la metilacion del gen
SOST

4.1.1. Descripcion de la muestra.

En este apartado se analizaron 10 pacientes con fractura de baja energia, 5

pacientes con escoliosis degenerativa y 11 controles.

4.1.2. Descripcion clinica.

La edad media de los pacientes del grupo de casos con fractura de baja
energia fue de 64.40+6.93 anos (rango 57-79 afos), en el grupo de escoliosis
degenerativa la edad media fue de 66.20+7.5 afios (rango 58-76 afios) y en
controles de 64.64+5.22 afos (rango 56-72 afos). No existieron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos.

Respecto al IMC la media fue de 22.65+4.24 (rango 20.58-32.66) en el grupo
de casos, 27.27+4.61 (rango 24.61-35.42) en el grupo de escoliosis degenerativa
y 27.51+£3.56 (rango 22.22-32.87). En el grupo de casos, 5 pacientes fueron
clasificados como IMC normales, 3 como sobrepeso y 2 como obesidad tipo |. En
el grupo de escoliosis degenerativa, 2 pacientes fueron clasificados como IMC
normales, 2 como pacientes con sobrepeso y 1 paciente con obesidad tipo Il. En
el grupo de controles, 3 pacientes fueron clasificados como IMC normales, 4 como
sobrepeso y 4 como obesidad tipo | y en un paciente no se analizé este dato. No

se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

En el grupo de casos, 5 pacientes presentaron fractura vertebral, 4 fractura
de radio distal y en un paciente fractura de fémur proximal.

En cuanto a la presencia de diabetes mellitus tipo 2 como patologia asociada,

s6lo aparecio en dos casos del grupo control.
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Las caracteristicas clinicas descritas se reflejan en la tabla 7.

Tabla 7. Datos clinicos sobre la edad, antropométricos, de localizacion de la fractura y el
diagnoéstico de DM2 en los pacientes estudiados.

CASOS ESCOLIOSIS DEGENERATIVA CONTROLES
N=10 MEDIA RANGO | N=5 MEDIA RANGO N=11 MEDIA RANGO
(DE) (DE) (DE)
e 10 64,4 22 5 66,20 18 11 63,64 16
(6,93) | (57-79) (7,50) (58-76) (5,22) (56-72)
ANTROPOMETRIA
10 25,65 12,08 5 27,27 10,81 10 27,51 10,65
IMC (kg/m?) (4,24) | (20,58- (4,61) (24,61- (3,56) (22,22—
32,66) 35,42) 32,87)
CLASIFICACION
IMC
BAJO PESO 0 0 0
NORMAL 5 2 3
SOBREPESO 3 2 4
OBESIDAD TIPO | 2 0 3
OBESIDAD TIPO Il 0 1 0
OBESIDAD TIPO 0 0 0
1]
NA 0 0 1
LOCALIZACION
DE LA FRACTURA
VERTEBRAL
RADIO DISTAL 4
FEMUR 1
PROXIMAL
DM2
] 0 0
NO 10

4.1.3. Descripcion de los datos analiticos sobre parametros del metabolismo

oseo.

La media de los valores de beta-CTX en el grupo de casos fueron de
0.51£0.20 ng/ml (rango 0.16-0.70 ng/ml), en el grupo de escoliosis degenerativa
de 0.28+0.20 ng/ml (rango 0.70-0.52 ng/ml) y en el grupo control de 0.24+0.16
ng/ml (rango 0.07-0.50ng/ml). Se encontraron diferencias estadisticamente
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significativas con valores mas altos para los valores de beta-CTX en el grupo de
casos respecto al grupo control con una p=0.004, y en el grupo de escoliosis
degenerativa respecto al grupo control con valores mas altos en el primer grupo

con una p=0.007.

La media de los valores de P1NP en el grupo de casos fue de 65.94+25.31
ng/ml (rango 28.40-114.30 ng/ml), en el grupo de escoliosis degenerativa de
71£23.46 ng/ml (rango 40.50-95.70 ng/ml) y en el grupo control de 44.38+15.21
ng/ml (rango 20.20-70.50 ng/ml). Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de casos y el grupo de controles y entre el grupo de
escoliosis degenerativa y el de controles, con valores mas altos en el primer grupo

en los dos casos y una p=0.033 y p=0.019, respectivamente.

La media de los valores de FA en el grupo de casos fue de 82.14+35.96 U/L
(rango 51-151 U/L), en el grupo de escoliosis degenerativa de 83.60£19.09 U/L
(rango 60-103 U/L) y en el grupo control de 79.00£22.01 U/L (rango 51-114 U/L).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

La media de los valores de 250H-vitamina D en el grupo de casos fueron de
23.08+4.37 ng/ml (rango 15.20-28.50 ng/ml), en el grupo de escoliosis
degenerativa de 24.34+13.07 ng/ml (rango 60-103 ng/ml) y en el grupo control de
26.23+4.42 ng/ml (rango 20.50-33.20ng/ml). Segun la clasificacién de la American
Society of Endocrinology'®®, en el grupo de casos, en 7 pacientes se establecieron
los niveles de 250H-vitamina D como valores insuficientes y en 3 pacientes como
valores deficientes. En el grupo de escoliosis degenerativa, los valores de 250H-
vitamina D de 2 pacientes se clasificaron como insuficientes y en tres de ellos
como deficientes. En el grupo control, los valores de 3 pacientes se clasificaron
como suficientes, los de 7 pacientes como insuficientes y en un caso no pudo ser
analizado. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos.

La media de los valores de PTH en el grupo de casos fue de 36.24+7.13
pg/ml (rango 23.94-47.68 pg/ml), en el grupo de escoliosis degenerativa de
40.19+14.60 pg/ml (rango 20.04-54.51 pg/ml) y en el grupo control de
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32.57+£13.16pg/ml (rango 8.36-47.77pg/ml). No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos comparados.

La media de los valores de FSH en el grupo de casos fue de 60.97+17.02
mU/ml (rango 36.50-92 mU/ml), en el grupo de escoliosis degenerativa de
60.94+23.32 mU/ml (rango 32.4-95.20 mU/ml), y en el grupo control de
66.85+£19.43 mU/ml (rango 38.90-19.43 mU/ml). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos. Todas las pacientes presentaron

valores superiores a 10 mU/ml.
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Los valores descritos se reflejan en la tabla 8.

Tabla 8. Datos analiticos sobre los parametros del metabolismo 6seo analizados en
sangre periférica.

ESCOLIOSIS
CASOS CONTROLES
DEGENERATIVA

MEDIA | RANGO MEDIA | RANGO MEDIA | RANGO
(DE) (DE) 11 (DE)
BETA-CTX 10 0,51 0,60 5 0,28 0,45 10 0,24 0,43
(ng / ml) 0,20) | (0,16- (0,20) | (0,7-0,52) (0,16) (0,07—
0,76) 0,50)
PINP 10 6594 | 8590 5 71,00 55,20 10 4438 50,30
(ng / ml) (25,31) | (28,40- (23,46) | (40,50- (15.21) | (20,20-
114,3) 95,70) 70,50)
FA(U/L) 7 82,14 100 5 | 8360 43 9 79,00 63
(35,96) | (51-151) (19,09) | (60-103) (22,01) | (51-114)
25 (OH) VIT D 10 23,08 | 13,30 5 24,34 33,10 10 26,23 12,70
(ng/ml) @,37) | (15,20- (13,07) | (13,60- (4,42) (20,50-
28,50) 46,70) 33,20)
VALORES VIT
D
SUFICIENTES 0 0 3
(> O IGUAL 30)
INSUFICIENTES 7 2 7
(20 - 29,9)
DEFICIENTE 3 3 0
(>20)
NA 0 0 1
PTH (pg / ml) 10 36,24 | 2374 4 40,19 34,47 11 32,57 39,41
(7.13) | (23,94- (14,60) | (20,04- (13,16) (8,36—
47,68) 54,51) 47,77)
FSH (mU / ml) 10 60,97 | 55,50 5 60,94 61,00 11 66.85 67,10
(17,02) | (36,50— (23,32) | (34,20- (19,43) | (38,90-
92) 95,20) 106)

4.1.4. Descripcion de los datos sobre la densitometria dsea.

Los analisis de densitometria 6sea con localizacion lumbar y para el valor T-
score, fueron en el grupo de casos un valor medio de -1.97+1.89 DS (rango -5 — 2
DS), en el grupo de escoliosis degenerativa de -0.96+0.44 DS (rango -1.60 —(-
0.40) DS), y en el grupo de controles de -1.12+0.8 DS (rango -2.20 — 0.1DS). No
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existieron diferencias estadisticamente significativas para este valor entre los
grupos. Para el valor Z-score, en el grupo de casos se obtuvo un valor medio de
0.37£1.72 DS (rango -2.5 — 3.30 DS), en el grupo de escoliosis degenerativa de
0.86+0.23 DS (rango 0.5 -1.1 DS), y en el grupo de controles de 0.34+£1.36 DS
(rango -1.9 -2.1 DS). Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente

significativas para este valor entre grupos.

Analizando los resultados del valor T-score de la densitometria 6sea lumbar,
en el grupo de casos encontramos 3 pacientes clasificados como normales, 4
casos como pacientes con osteopenia y 3 casos como pacientes con osteoporosis.
En el grupo de escoliosis degenerativa encontramos 1 caso clasificado como
normal y 4 casos que fueron clasificados como osteopenia. En el grupo control
encontramos 5 casos con DMO normal y 6 clasificados como osteopenia.
Agrupando los pacientes segun DMO patoldgica y no patoldgica, en el grupo de
casos 7 pacientes presentan pruebas no patolégicas y 3 patoldgicas, en el grupo
de escoliosis degenerativa y controles todos los casos fueron clasificados como
no patoldgicos. En nuestra muestra, esta prueba presentaria una sensibilidad del
30%, con una especificidad del 100%. El valor predictivo positivo seria del 100%

y el valor predictivo negativo del 39.28%.

Los analisis de densitometria 6sea con localizacién en fémur proximal y para
el valor T-score, fueron en el grupo de casos un valor medio de -1.66+1.23 DS
(rango -4 — 0 DS), en el grupo de escoliosis degenerativa de -1.36+1.12 DS (rango
-2.2-0.40 DS), y en el grupo de controles de -0.85+0.88 DS (rango -1.8 — 0.40DS).
No existieron diferencias estadisticamente significativas para este valor entre

grupos.

Para el valor Z-score, en el grupo de casos se obtuvo un valor medio de -
0.14+0.87 DS (rango -2-1 DS), en el grupo de escoliosis degenerativa de
0.22+1.60 DS (rango -0.8 -2 DS), y en el grupo de controles de 0.451£0.85 DS
(rango -0.5 -1.90 DS). Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente

significativas para este valor entre grupos.
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Analizando los resultados del valor T-score de la densitometria 6sea en el
fémur proximal, en el grupo de casos encontramos 3 pacientes clasificados como
normales, 4 como pacientes con osteopenia y 3 como pacientes con osteoporosis.
En el grupo de escoliosis degenerativa encontramos 1 caso clasificado como
normal y 4 casos como pacientes con osteopenia. En el grupo control encontramos
3 casos con DMO normal y 8 pacientes fueron clasificados como pacientes con
osteopenia. Agrupando los pacientes segun DMO patoldgica y no patoldgica, en
el grupo de casos identificamos 7 pacientes que presentaron pruebas no
patoldégicas y 3 pacientes que presentaron pruebas patoldgicas, en el grupo de
escoliosis degenerativa y controles todos los casos fueron clasificados como no
patoldgicos. Los valores de sensibilidad fueron del 30%, con una especificidad del
100%. El valor predictivo positivo seria del 100% y el valor predictivo negativo del
39.28%.

Los datos descritos se representan en la tabla 9.

109



Carolina de la Calva Ceinos

Tabla 9. Resultados de las pruebas de densitometria 6sea.

CASOS ‘ ESCOLIOSIS DEGENERATIVA CONTROLES
N=10 MEDIA RANGO | N=5 MEDIA RANGO =11 MEDIA RANGO
(DE) (DE) (DE)
LUMBAR
T-SCORE 10 -1,97 7,00 5 -0,96 1,20 11 -1,12 2,30
(1,89) | (-5,00- (0,44) (-1,6—(-0,4)) (0,80) (-2,20-
2,00) 0,10)
Z-SCORE 10 0,37 58 5 0,86 0,60 11 0,34 4,00
(1,72) (-2,5- (0,23) (0,50-1,10) (1,36) (-1,90-
3,30) 2,10)
CLASIFICACION
DE LA OMS
NORMAL 3 1 5
OSTEOPENIA 4 4 6
OSTEOPOROSIS | 3 0 0
NA 0 0 0
DMO NO 7 5 5
PATOLOGICA
DMO 3 0 0
PATOLOGICA)
NA 0 0 0
FEMUR
PROXIMAL
T-SCORE 10 -1,66 4,00 5 1,36 2,60 11 0,85 2,20
(1,23) | (4,00~ (1,12) (-2,20-0,40) (0,88) (-1,80-
0,00) 0,40)
Z-SCORE 10 -0,14 3,00 5 0,22 2,80 11 0,45 2,40
(0,87) | (-2,00- (1,16) (-0,80-2,00) (0,85) (-0,50—
1,00) 1,90)
CLASIFICACION
DE LA OMS
NORMAL 3 1 3
OSTEOPENIA 4 4 8
OSTEOPOROSIS | 3 0 0
NA 0 0 0
DMO NO 7 5 11
PATOLOGICA
DMO 3 0 0
PATOLOGICA)
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En la tabla 10 se muestran los analisis estadisticos de los datos analizados.

Tabla 10. Andlisis estadistico de los datos clinicos recogidos.

CASOS VS ESCOLIOSIS CASOS VS
CONTROLES Ve ESCOLIOSIS
P-VALOR CONTROEES P-VALOR
P-VALOR
EDAD
IMC 0,303 0,911 0,511
CLASIFICACION 0,543 0,759 0,602
DEL IMC
DM2 0,026 0,154 0,338
BETA- CTX 0,004 0,007 0,789
PINP 0,033 0,019 0,715
FA 0,832 0,702 0,936
25 (OH) VIT D 0,126 0,678 0,781
VALORES DE 0,464 0,536 0,875
VIT D
PTH 0,443 0,352 0,499
FSH 0,472 0,604 0,998
T-SCORE 0,187 0,688 0,267
LUMBAR
Z-SCORE 0,095 0,335 0,654
LUMBAR
CLASIFICACION 0,047 0,004 0,069
DE LA OMS
LUMBAR
DMO 0,073 0,001 0,073
T-SCORE 0,961 0,416 0,544
FEMUR
Z-SCORE 0,139 0,667 0,515
FEMUR
CLASIFICACION 0,065 0,051 0,069
DE LA OMS
FEMUR

4.1.5. Medidas de esclerostina por inmunoensayo

Se midieron los niveles de esclerostina en plasma de 26 sujetos (10
pacientes de osteoporosis, 5 pacientes con escoliosis degenerativa), y 11 sujetos
sanos (pareados por edad y sexo) usando el kit ELISA Esclerostina

(Thermoscientific).

111



Carolina de la Calva Ceinos

Los valores de esclerostina en las muestras analizadas fueron de 554.00 +
66.06 pg/ml para el grupo de pacientes con osteoporosis, 685.00 £ 71.19 pg/ml
para el grupo de pacientes con escoliosis degenerativa y 602.00 £ 64.02 pg/ml

para el grupo control (Fig.10).

Los resultados obtenidos mediante este inmunoensayo indicaron una
tendencia hacia la disminucién de los niveles de esclerostina circulante en
pacientes con fractura de baja energia y un aumento en los niveles de esclerostina
en plasma de los pacientes con escoliosis degenerativa, aunque estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas entre los distintos grupos comparados,

con una p de 0.08 tras la realizacion de un test ANOVA.
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Figura 10. Niveles de esclerostina (pg/ml) en plasma de los sujetos de los tres grupos
analizados. No se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los
mismos.

4.1.6. Correlacion entre esclerostina y vitamina D.

En el grupo de casos encontramos una relacién positiva pero no esta no

resulté significativa (coeficiente de Pearson = 0.270, p = 0.451).
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En el grupo de escoliosis degenerativa tampoco encontramos una
correlacion significativa pero la relacion también fue positiva (coeficiente de
Pearson = 0.588, p = 0.297).

En el grupo de controles en cambio, aunque tampoco existe una correlacion
significativa, la correlacion resultd ser negativa (coeficiente de Pearson =-0.5, p =
0.141).

Analizando los pacienes de los tres grupos en conjunto no se encontro

correlacion (coeficiente de Pearson = 0.167, p = 0.426).

4.1.7. Estudio de la metilacion del gen SOST mediante tecnologia Sequenom
(EpiTYPER®)

Se aislé el ADN a partir de sangre total de 26 sujetos: 10 pacientes de
osteoporosis (OSTEO), 5 pacientes con escoliosis degenerativa (OSTEOE), y 11
individuos control (OSTEOC) vy, tras el tratamiento con bisulfito y su posterior
purificacién, se procedié al analisis de la metilacién de 2 amplicones especificos
del gen SOST mediante MassArray de Sequenom. Para el analisis de la metilacion
de los dos amplicones del gen SOST se disefiaron los cebadores para cubrir las
regiones comprendidas hasta -400 pb aguas arriba del punto de inicio de la
transcripcion (amplicon SOST17) y 400 pb aguas abajo del punto de inicio de la

transcripcion (amplicdbn SOST28).

El gen SOST presenta en su extremo 5’ una regién de alta densidad de sitios
CpG. Esta isla CpG tiene una longitud de 1278 bp (GCRh37;
hg19chr17:41832317-41833595) y abarca un total de 15 sitios CpG, que hemos
separado en dos amplicones para su analisis, el amplicon SOST17 y el amplicén
SOST28. En el amplicon SOST17 hay 7 sitios CpG: CpG_1.2.3, CpG_4, CpG_5,
CpG_6, CpG_7.8, CpG 9 y CpG_10. En amplicon SOST28 hay 8 sitios CpG:
CpG_1, CpG_2, CpG_3, CpG_4, CpG_5, CpG_6, CpG_7 y CpG_8.

Se procedié en primer lugar a realizar la media de las réplicas para obtener
un unico valor por paciente para cada CpG. A continuacion, se realizé un analisis

por correlaciéon de Spearman para comprobar si en los diferentes amplicones y en
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las diferentes muestras existia una relacion entre las CpGs, esto es, comprobamos
si existia una correlacion positiva (si aumenta la metilacion de una CpG, aumenta
también la metilacion de alguna otra CpG dentro del mismo amplicén) o negativa
(la disminucion del nivel de metilacién de una CpG se correlaciona con el aumento
de otra CpG dentro del mismo amplicén). El objetivo de este analisis fue encontrar
asociacioén entre los CpGs como una unica region de metilacion, también conocida
como regiones de metilacion diferencial (DMR). Las DMRs son regiones
genomicas con diferentes estados de metilaciéon para los CpGs que contienen en
una secuencia especifica del ADN y se consideran posibles regiones funcionales

involucradas en la regulacién transcripcional de genes.

Cuando se analizé la metilacion de los distintos amplicones mediante
MassArray de Sequenom y se evaluo la metilacion de estas DMRs en cada uno
de los amplicones analizados SOST17 y SOST28, se encontraron los siguientes

resultados:

- En el amplicon SOST17 no se observé ninguna correlacion entre la metilacion
de las CpGs incluidas amplicon en el grupo OSTEO. En el grupo OSTEOC
encontramos correlacion positiva entre las CpG_9-CpG_6y CpG_9-CpG_7. En
OSTEOE, encontramos correlacion positiva entre las CpG_1.2.3-CpG_6;
CpG_1.2.3-CpG_7.8 y CpG_6-CpG_7. Todos los p-valores fueron iguales o

estuvieron por debajo de 0.05

- En el amplicon SOST28 para las muestras del grupo OSTEO, encontramos
correlacion negativa entre CpG_1-CpG_7. Correlaciones positivas entre
CpG_3-CpG_4; CpG_3-CpG_5; CpG 6-CpG 7; CpG 6-CpG_8; CpG_7-
CpG_3y CpG_7-CpG_8. En OSTEOC encontramos correlacién negativa entre
CpG_4-CpG_5 y correlacion positiva entre CpG_7-CpG_8. En OSTEOE,
encontramos correlacion positiva entre CpG_2-CpG 4 y CpG_3-CpG_7
aunque en esta ultima muestra se consideraron valores significativos para los

p-valores de 0.08.
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Resultados

Asimismo, realizamos un diagrama de cajas para las CpGs individuales o
grupos de CpGs analizadas por EpiTYPER para cada amplicon estudiado para

identificar las diferencias entre los distintos grupos de muestras (Fig. 11 y Fig. 12).
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Figura 11. Diagrama de cajas representando el porcentajede metilacion de las muestras
de pacientes de osteoporosis (OSTEO), controles (OSTEOC) y de pacientes con
osteoporosis y escoliosis degenerativa (OSTEOE) para el amplicon SOST17 en los
sitios CpG A) CpG_1, CpG_2 y CpG_3; B) CpG_4; C) CpG_5; D) CpG_7, CpG_8; E)
CpG 9; F) CpG_10. * Existen diferencias estadisticamente significativas entre
OSTEOC y OSTEOE (p < 0.05).
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Figura 12. Diagrama de cajas representando el porcentajede metilacion de las muestras
de pacientes de osteoporosis (OSTEO), controles (OSTEOC) y de pacientes con
osteoporosis y escoliosis degenerativa (OSTEOE) para el amplicon SOST28 en los
sitios CpG A) CpG_1; B) CpG_2; C) CpG_4; D) CpG_5.; E) CpG_6; F) CpG_7. * Existen
diferencias estadisticamente significativas con OSTEOC (p < 0.05). # Existen
diferencias estadisticamente significativas con OSTEO (p < 0.05).

Para establecer si existe una diferencia estadisticamente significativa en el
grado de metilacion de los CpGs o grupos de CpGs analizados en cada amplicén
del gen SOST, realizamos test estadisticos ANOVA, Kruskal-Wallis, Kruskal-
Wallis con ajuste posthoc de Neyemeni y Kruskal-Wallis con ajuste posthoc de
Dunn con los p-valores ajustados mediante Bonferroni, cuyos resultados se

reflejan en la tabla 11.
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Resultados

Tabla 11. Test ANOVA, Kruskal-Wallis, Kruskal-Wallis con ajuste posthoc de
Neyemeni y Kruskal-Wallis con ajuste posthoc de Dunn con ajustados mediante

Bonferroni para valorar el grado de metilacién de los grupo CpG.

KRUSKAL-WALLIS

ANOVA solo ofrece un pvalor y no un KRUSKAL-WALLIS POSTHOC NEYEMEN! | KRUSKAL-WALLIS POSTHOC DUNN AJUSTE POR BONFERRONI

desglose de las diferentes
comparatives.

SOST17

0.02 en CpG_4
en s 0.032 en CpG_4 entre OSTEOC y OSTEOE

0.035 en CpG_1.2.3 frente a OSTEOE 0.02 en CpG_5 0.035 en CpG_4 entre OSTEOC y OSTEOE

0.032 en CpG_5 entre OSTEOC y OSTEOE

0.022 en CpG_9 frente a OSTEOE 0.04 en CpF_9 0.035 en CpG_5 entre OSTEOC y OSTEOE

.054 E EOE
0.04 en CpF_10 0.054 en CpG_9 entre OSTEO y OSTEO

SOST28

0.033 en CpG_1 frente OSTEO
0.008 en CpG_1 frente OSTEOE

gg‘g o gggi :z::z gggg gg; o Ezg—; 0.011 en CpG_1 entre OSTEO y OSTEOE 0.012 en CpG_1 entre OSTEO y OSTEOE
0.028 en CpG. 6 frente OSTEO 0.04 en ch:7 0.03 en CpG_7 entre OSTEOC y OSTEO 0.034 en CpG_7 entre OSTEOC y OSTEO

0.018 en CpG_7 frente OSTEO

Nota: OSTEOC: grupo control; OSTEO: grupo osteoporosis; OSTEOE: grupo escoliosis

degenerativa

En el amplicon SOST17, las diferencias entre OSTEOC y OSTEOE en los
sitios CpG_4 y CpG_5 aparecen como estadisticamente significativas en
Kruskal-Wallis posthoc Neyemeni y Kruskal-Wallis posthoc Dunn ajustado por
Bonferroni. CpG_9 aparece como estadisticamente significativa en ANOVA 'y en
Kruskal-Wallis  posthoc  Neyemeni entre OSTEOC y OSTEOE.

En el amplicon SOST28, las diferencias entre los grupos OSTEO vy
OSTEOE en el sitio CpG_1 y entre OSTEO y OSTEOC en el sitio CpG_7
aparecen como estadisticamente significativas en ANOVA, Kruskal-Wallis

posthoc Neyemeni y Kruskal-Wallis posthoc Dunn ajustado por Bonferroni.

Del analisis de la metilacion se sugiere que existe un sitio de regulacion de
la expresion del gen SOST en la region de -400 pb (amplicon SOST17) que
corresponde a la region del promotor del gen. Los CpGs de interés han resultado
ser el CpG_4 y el CpG_5. En estos sitios los resultados indicaron una mayor
metilacion para las pacientes con osteoporosis y con escoliosis degenerativa

frente al grupo de sujetos control.
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4.2. Expresion diferencial de los miARNs circulantes por
secuenciacion masiva entre los grupos de osteoporosis,
escoliosis degenerativa y controles

4.2.1. Descripcion de la muestra.

Para este analisis se seleccionaron 4 muestras del grupo de casos
(OSTEO_1, OSTEO_2, OSTEO_9 y OSTEO_10), 4 muestras del grupo de
pacientes con escoliosis degenerativa (OSTEO_E2, OSTEO_E3, OSTEO_E4 vy
OSTEO_E6) y 4 muestras del grupo control (OSTEO_C1, OSTEO_C2,
OSTEO_C8 y OSTEO_ C13).

4.2.2. Descripcion clinica.

La edad media de los pacientes del grupo de casos fue de 67.50+9.57 afos
(rango 57-79 anos), en el grupo de escoliosis degenerativa la edad media fue de
67.75+7.68anos (rango 58-76 afos) y en controles de 6617.12 afios (rango 56-
72 anos). No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos.

Respecto al IMC la media fue de 25.80+£5.04 (rango 20.58-32.66) en el
grupo de casos, 25.35+0.91 (rango 24.61-26.37) en el grupo de escoliosis
degenerativa y 28.02+4.38 (rango 22.22-31.56). En el grupo de casos, 2
pacientes fueron clasificados como pacientes con IMC normales, 1 como
paciente con sobrepeso y 1 como paciente con obesidad tipo |. En el grupo de
escoliosis degenerativa, 1 paciente fue clasificado como paciente con IMC
normal, 2 como pacientes con sobrepeso y 1 como paciente con obesidad tipo
II. En el grupo de controles, un paciente fue clasificado como sujeto con IMC
normal, uno como sujeto con sobrepeso y dos como sujetos con obesidad tipo |.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.
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En el grupo de casos, un paciente presento fractura vertebral, 2 pacientes
presentaron fractura de radio distal y en un paciente presenté fractura de fémur

proximal.

En cuanto a la presencia de diabetes mellitus tipo 2 como patologia

asociada, so6lo aparecio en dos casos del grupo de escoliosis degenerativa.

Las caracteristicas clinicas descritas se reflejan en la tabla 12.
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Tabla 12. Datos clinicos sobre la edad, antropométricos, de localizacién de la fractura 'y
el diagnostico de DM2 en los pacientes estudiados.

3. CASOS ESCOLIOSIS DEGENERATIVA CONTROLES

N=a | MEPA | paNGO | N=a | MEDIA RANGO N=4 | MDA RANGO
(DE) (DE) (DE)
EDAD (afios) 4 | 67,50 22 4 67,75 18 4 66,00 16
©57) | (57- (7,68) (58 — 76) (712) | (56-72)
79)
ANTROPOMETRIA
IMC (kg/m?) 4 | 2580 | 12,08 4 25,35 1,76 3 28,02 9,34
(5.04) | (20,58 - 0,91) | (24,61- (4,38) (22,22 -
32,66) 26,37) 31,56)
CLASIFICACION
IMC
BAJO PESO 0 0
NORMAL 1 1
SOBREPESO 1 2 1
OBESIDAD TIPO | | 1 0 2
OBESIDAD TIPO II 1 0
OBESIDAD TIPO 0 0 0
I
NA 0 0 0
LOCALIZACION
DE LA FRACTURA
VERTEBRAL 1
RADIO DISTAL 2
FEMUR 1
PROXIMAL
DM2
Sl 0 2
NO

4.2.3. Descripcion de los datos analiticos sobre parametros del metabolismo
0seo.

La media de los valores de beta-CTX en el grupo de casos fueron de
0.41+0.26 ng/ml (rango 0.16-0.76 ng/ml) en el grupo de escoliosis degenerativa
de 0.24+0.20 ng/ml (rango 0.07-0.52 ng/ml) y en el grupo control de 0.28+0.18
ng/ml (rango 0.07-0.48ng/ml). No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos.
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La media de los valores de P1NP en el grupo de casos fueron de
49.27+18.18 ng/ml (rango 28.40-61.70 ng/ml), en el grupo de escoliosis
degenerativa de 64.83+21.91 ng/ml (rango 40.50-91.90 ng/ml) y en el grupo
control de 42.60+22.28 ng/ml (rango 20.20-70.50 ng/ml). No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

La media de los valores de FA en el grupo de casos fue de 64.50£10.25
U/L (rango 51-75 U/L), en el grupo de escoliosis degenerativa de 79.50+19.33
U/L (rango 60-103 U/L) y en el grupo control de 77.25+23.56 U/L (rango 51-107

U/L). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

La media de los valores de 250H-vitamina D en el grupo de casos fueron
de 20.65+5.25 ng/ml (rango 15.20-27.40 ng/ml), en el grupo de escoliosis
degenerativa de los valores de 250H-vitamina D fueron de 27.03+13.40 ng/ml
(rango 17.40-46.70 ng/ml) y en el grupo control de 26.13+3.60 ng/ml (rango
23.30-31.40ng/ml). Segun la clasificacion de la American Society of
Endocrinology'®®, en el grupo de casos, dos pacientes los valores de 250H-
vitamina D se clasificaron como valores insuficientes y en dos pacientes como
valores deficientes. En el grupo de escoliosis degenerativa, el valor de un
paciente se clasifico como suficiente, uno como deficiente y los de dos como
insuficiente. En el grupo control, los valores de un paciente se clasificaron como
suficientes y los de 3 pacientes como insuficientes. No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

La media de los valores de PTH en el grupo de casos fue de 32.53+7.85
pg/ml (rango 23.94-42.96 pg/ml), en el grupo de escoliosis degenerativa los
valores de PTH fueron de 38.41+£17.35 pg/ml (rango 20.04-54.51 pg/ml) y en el
grupo control de 30.31 £16.30pg/ml (rango 8.36-43.58pg/ml). No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

La media de los valores de FSH en el grupo de casos fue de 56.95+£15.75
mU/ml (rango 40.10-78.10 mU/ml), en el grupo de escoliosis degenerativa los
valores de FSH fueron de 52.38+15.35 mU/ml (rango 34.2-66.50 mU/ml), y en el
grupo control de 64.80£23.29 mU/ml (rango 38.90-95.40 mU/ml). No se
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encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Todas

las pacientes presentaron valores de FSH superiores a 10 mU/ml.

Los valores descritOs se reflejan en la tabla 13.

Tabla 13. Datos analiticos sobre los parametros del metabolismo éseo analizados en
sangre periférica.

CASOS ESCOLIOSIS DEGENERATIVA CONTROLES

MEDIA MEDIA
N= RANGO | N=4 RANGO N= RANGO
(DE) (DE) (DE)
BETA-CTX 4 0,41 0,60 4 | 0,24 (0,20) 0,45 4 0,28 0,41
(ng / ml) (0,26) | (0,16-— (0,07 - 0,52) (0,18) (0,07 -
0,76) 0,48)
P1NP (ng / ml) 3 49,27 33,30 4 64,83 51,40 4 42,60 50,30
(18,18) | (28,40- (21,91) | (40,50- (22,28) | (20,20-
61,70) 91,90) 70,50)
FA(U/L) 4 64,50 24 4 79,50 43 4 77,25 56
(10,25) (51— (19,33) (60 — 103) (23,56) | (51-107)
75)
25 (OH) VIT D 4 20,65 12,20 4 27,03 29,30 4 26,13 8,10
(5.25) | (15,20- (13,40) | (17,40- (3,60) | (23,30-
27,40) 46,70) 31,40)
VALORES VITD
(ng/ml)
SUFICIENTES 0 1 1
(> O IGUAL 30)
INSUFICIENTES | 2 1 3
(20 - 29,9)
DEFICIENTE 2 2 0
(> 20)
NA 0 0 0
PTH (pg / ml) 4 32,53 19,02 3 38,41 34,47 4 30,31 35,22
(7.85) | (23,94- (17,35) | (20,04- (16,30) (8,36 —
42,96) 54,51) 43,58)
FSH (mU / ml) 4 56,95 38 4 52,38 32,30 4 64,80 56,50
(15,75) | (40,10~ (15,35) | (34,20- (23,29) | (38,90-
78,10) 66,50) 95,40)
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4.2.4. Descripcion de los datos sobre la densitometria sea.

Los analisis de densitometria ésea con localizacién lumbar y para el valor
T-score, fueron en el grupo de casos un valor medio de -2.13£2.79 DS (rango -
5.3 - 1.5 DS), en el grupo de escoliosis degenerativa de -1.1+ (-0.36) DS (rango
-1.60 —(-0.80) DS), y en el grupo de controles de -0.9+0.57 DS (rango -1.70 — (-
0.40) DS). No existieron diferencias estadisticamente significativas para este
valor entre grupos. Para el valor Z-score, fueron en el grupo de casos un valor
medio de 1.30+£2.05 DS (rango -1.20 — 3.30 DS), en el grupo de escoliosis
degenerativa de 0.80+0.22DS (rango 0.5 -1DS), y en el grupo de controles de
1.30£1.02 DS (rango -0.5 -1.60 DS). Tampoco se encontraron diferencias

estadisticamente significativas para este valor entre grupos.

Analizando los resultados del valor T-score de la densitometria dsea
lumbar, en el grupo de casos encontramos un paciente clasificado como normal,
uno como osteopenia y 2 como osteoporosis. En el grupo de escoliosis
degenerativa encontramos 3 casos clasificados como normales y un caso como
osteopenia. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto
a esta clasificacion entre el grupo de escoliosis degenerativa y el grupo control
con un p valor de 0.028. En el grupo control encontramos 4 casos clasificados
como osteopenia. Agrupando los pacientes segun DMO patoldgica y no
patoldgica, en el grupo de casos 2 pacientes presentan pruebas no patologicas
y 2 patoldgicas, en el grupo de escoliosis degenerativa y controles todos los
casos fueron clasificados como no patolégicos. En nuestra muestra, esta prueba
presentaria una sensibilidad para la deteccion de una mala calidad d6sea del
50%, con una especificidad del 100%. El valor predictivo positivo seria del 100%

y el valor predictivo negativo del 66.66%.

Los analisis de densitometria ésea con localizacion en fémur proximal y
para el valor T-score, fueron en el grupo de casos un valor medio de -2.1£1.4 DS
(rango -3.3 — (-0.70) DS), en el grupo de escoliosis degenerativa de -1.20£1.22
DS (rango -2.2 -0.40 DS), y en el grupo de controles de -1.15+£0.74 DS (rango -
1.8 — (-0.10) DS). No existieron diferencias estadisticamente significativas para
este valor entre grupos. Para el valor Z-score, fueron en el grupo de casos un
valor medio de -0.3+0.77 DS (rango -1-0.8 DS), en el grupo de escoliosis
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degenerativa de 0.45+1.20 DS (rango -0.8 -2 DS), y en el grupo de controles de
0.451£0.81 DS (rango -0.40 -1.50 DS). Tampoco se encontraron diferencias

estadisticamente significativas para este valor entre grupos.

Analizando los resultados del valor T-score de la densitometria 6sea en
fémur proximal, en el grupo de casos encontramos un paciente clasificado como
normal, un como osteopenia y 2 como osteoporosis. En el grupo de escoliosis
degenerativa encontramos 1 caso clasificado como normal y 3 casos como
osteopenia. En el grupo control encontramos un caso con DMO normal y 3
clasificados como osteopenia. Agrupando los pacientes segun DMO patoldgica
y no patoldgica, en el grupo de casos 2 pacientes presentan pruebas no
patoldgicas y 2 patologicas, en el grupo de escoliosis degenerativa y controles
todos los casos fueron clasificados como no patologicos. Los valores de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo

coinciden con los calculados para la localizacion lumbar.

Los datos descritos se representan en la tabla 14.
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Tabla 14. Resultados de las pruebas de densitometria ésea.

3. ‘ CASOS ESCOLIOSIS DEGENERATIVA CONTROLES
N= MEDIA RANGO | N=4 MEDIA RANGO | N= MEDIA RANGO
(DE) (DE) (DE)
LUMBAR
T-SCORE 4 2,13 6,80 4 -1,10 0,80 4 -0,90 1,30
(2,79) | (-5,30 - (-0,36) | (-1,6—(- 0,57) | (-1,7-¢(
1,50) 0,8)) 0,4))
Z-SCORE 4 1,30 4,50 4 0,8 0,50 4 1,03 2,10
(2,05) | (1,20 - (0,22) (0,50 — 1) (1,02) | (-0,50 -
3,30) 1,60)
CLASIFICACION
DE LA OMS
NORMAL 1 3 0
OSTEOPENIA 1 1 4
OSTEOPOROSIS | 2 0 0
NA 0 0
DMO NO 2 4 4
PATOLOGICA
DMO 2 0 0
PATOLOGICA
NA
FEMUR
PROXIMAL
T-SCORE 10 -2,10 2,60 5 -1,20 2,60 11 -1,15 1,70
(1,14) | (-3,3- (1,22) (-2,20 - 0,74) | (-1,8 (-
(-0,7)) 0,40) 0,10))
Z-SCORE 10 0,3 1,80 5 0,45 2,80 11 0,45 1,90
(0,77) (-1- (1,20) | (-0,80-2) (0,81) | (-0,40 -
0,8) 1,50)
CLASIFICACION
DE LA OMS
NORMAL 1 1 1
OSTEOPENIA 1 3 3
OSTEOPOROSIS | 2 0 0
NA 0 0 0
DMO NO 2 4 4
PATOLOGICA
DMO 2 0 0
PATOLOGICA
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En la tabla 15 se observa el andlisis estadistico de los datos recogidos.

Tabla 15. Analisis estadistico de los datos clinicos recogidos.
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ESCOLIOSIS
CASOS VS . CASOS VS
CONTROLES ESCOLIOSIS
CONTROLES
P-VALOR P-VALOR
P-VALOR
EDAD
IMC 0,333 0,321 0,321
DM2
0,102 0,102 1
BETA - CTX 0,333 0,423 0,423
P1NP 0,321 0,333 0,321
FA 0,549 0,333 0,333
25 (OH) VIT D 0,333 0,333 0,333
VALORES DE
0,202 0,223 0,172
VIT D
PTH 0,333 0,321 0,321
FSH 0,333 0,333 0,333
T-SCORE
0,333 0,423 0,333
LUMBAR
Z-SCORE
0,333 0,333 0,333
LUMBAR
CLASIFICACION
DE LA OMS 0,285 0,028 0,223
LUMBAR
T-SCORE
- 0,238 0,238 0,423
FEMUR
Z-SCORE
- 0,238 0,333 0,328
FEMUR
CLASIFICACION
DE LA OMS 0,223 1 0,223
FEMUR
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4.3. Analisis de expresion diferencial de miARNs circulantes en
plasma

Tras el procedimiento de smallRNA-seq de miARNs circulantes en
muestras de plasma de los grupos de estudio, se procedié en primer lugar al
fitrado de miARNs con el fin de seleccionar soélo aquéllos miARNs que
alcanzaban al menos 1 conteo por millon (cpm) de lecturas. El valor de cpm
proporciona una cuantificacion relativa de las secuencias, y esta se corresponde
con el numero de lecturas de una misma secuencia por cada millon de
secuencias totales de la muestra. Para el mapeo, las lecturas fueron alineadas
con el genoma humano de referencia (ultima version GRCh38) para identificar y
cuantificar las lecturas que correspondian a miARNs maduros obtenidos de la

base de datos miRbase v21 171,

Por otra parte, el logFC es el resultado de comparar los cpm de los miARN
entre cada uno de los grupos estudiados. Por tanto, es el valor que proporciona
informacion de la expresion diferencial de cada uno de los miARNSs identificados.
Cuando el valor de logFC es positivo implica una mayor expresion del miARN en
el grupo que se esta comparando respecto al grupo que se usa como grupo de

referencia.

El analisis bioinformatico identificé un patron diferencial de expresion de
miARNs asociado a las dos patologias estudiadas cuyo perfil de expresion de
miARNs permitio clasificar de forma adecuada los distintos grupos de sujetos
incluidos en el estudio. En las figuras siguientes se presentan los heatmaps
(dendograma que agrupa simultaneamente miARNs y muestras segun su
similitud). EI heatmap agrupa por similitud de expresion de los miARNSs, y en este
caso, gracias a la firma establecida de los miARNSs, se puede separar claramente

los grupos comparados segun la expresién de una firma concreta de miARNSs.
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Color Key

{ hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-192-5p

e hsa-miR-30a-5p

hsa-miR-4732-3p

hsa-miR-122-5p

hsa-miR-199a-5p

hsa-miR-194-5p

hsa-miR-215-5p

hsa-miR-501-3p
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Figura 13. Heatmap con los niveles de expresion de los 9 miARNSs significativos a través
de las muestras de pacientes con osteoporosis (barra roja superior) y controles (barra
verde superior). Segun la seleccion de los 9 miARNs con expresién diferencial ambos
grupos quedaron separados de forma adecuada con la excepcion del OSTEOC1 cuyo
perfil se asemejé mas al grupo osteoporosis. Esta figura sirve para ilustrar que la firma
de miARNSs establecidas parece diferenciar a los pacientes con osteoporosis de los
sujetos sanos.
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I

Value

hsa-miR-150-5p

hsa-miR-122-5p

hea-miR-1992-3p

hsa-miR-125a-5p

hsa-miR-99b-5p

hsa-miR-29a-3p

hsa-miR-96-5p

hsa-miR-185-3p

OSTEQE2
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OSTEOE4
OSTEQES6
OSTEOCH
OSTEOC2
OSTEOC13
OSTEOCS

Figura 14. Heatmap con los niveles de expresion de los 8 miARNSs significativos a través
de las muestras de pacientes con escoliosis degenerativa (barra roja superior) y
controles (barra verde superior). Segun la seleccién de los 8 miARNs con expresion
diferencial ambos grupos quedaron separados de forma adecuada. Esta figura sirve
para ilustrar que la firma de miARNs establecidas puede diferenciar a los pacientes con
escoliosis degenerativa de los sujetos sanos.
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Color Key
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hsa-miR-125a-5p

hisa-miR-98b-5p
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hsa-miR-26b-5p

hsa-miR-30c-5p

hsa-miR-363-3p

hsa-miR-181d-5p

hsa-miR-381-3p

hsa-miR-654-3p

hsa-miR-215-5p

hsa-miR-181c-5p

hsa-miR-501-3p

hsa-miR-486-5p
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Figura 15. Heatmap con los niveles de expresion de los 13 miARNs significativos a
través de las muestras de pacientes con escoliosis degenerativa (barra roja superior) y
pacientes con osteoporosis (barra verde superior). Segun la seleccién de los 13 miARNs
con expresion diferencial ambos grupos quedaron separados de forma adecuada. Esta
figura sirve para ilustrar que la firma de miARNs establecidas puede diferenciar a los
pacientes con escoliosis degenerativa de los pacientes con osteoporosis.

Para considerar una diferencia significativa en los niveles de los miARNs
se utilizé el valor de fold change >2 (log2-fold change de 1) para considerar que
el miARN estaba sobre-regulado o sobrerrepresentado, mientras que cuando el
valor de fold change < 0.5 (log2-fold change de -1), se correspondia a una infra-
regulacion o infra-representacion de los microARNs en los plasmas de los

pacientes en comparacion con el grupo control.

El analisis bioinformatico de los resultados del experimento de smallRNA-
Seq demostrd que en el grupo de pacientes con osteoporosis se detectaron 9
miARNs desregulados, considerando un p-valor < 0.05, de ellos 7 infra-
expresados (miR-27b-3p, miR-30a-5p, miR-122-5p, miR-192-5p, miR-194-5p,
miR-199a-5p y miR-215-5p) y 2 sobre-expresados (miR-501-3p, y miR-4732-3p)
(Fig.13).
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En el grupo de pacientes con escoliosis degenerativa se identificaron
desregulados 8 miARNSs, 6 infra-expresados (miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-99b-
5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, y miR-150-5p), y 2 sobre-expresados (miR-185-
3p y miR-199a-3p) (Fig.14).

Ademas, se hallaron 13 miARNs desregulados cuando se compararon los
grupos de pacientes entre si, y de ellos 5 se sobre-expresaron en el grupo de
pacientes osteoporoticos (miR-99b-5p, miR-125a-5p, miR-501-3p, miR-486-5p,
y miR-4732-3p) y 8 en el grupo que padecian escoliosis degenerativa (miR-26b-
5p, miR-30c-5p, miR-181c-5p, miR-181d-5p, miR-215-5p, miR-363-3p, miR-381-
3 y miR-654-3p) (Fig.15).

Con el objetivo de contextualizar biolégicamente las firmas de miARNSs para
cada uno de los grupos se procedio a realizar un diagrama de Venn para mostrar
graficamente la agrupacién de elementos en conjuntos para cada uno de los

grupos de pacientes estudiados (Fig.16).

30a-5p 192-5p
194-5p
199a-5p

501-3p
4732-3p

26b-5p 30c-5p 181c-5p
181d-5p

osteoporosis vs escoliosis degenerativa

Figura 16. Expresion diferencial de miARNSs en el grupo de pacientes con osteoporosis
y escoliosis degenerativa respecto al grupo control y comparados entre si. miARNs
relacionados con remodelacion ésea u osteoporosis (rojo), miRs relacionados con otras
patologias ¢seas (verde)'”?, miARNSs relacionados con otras patologias (azul), miARNs
no asociados a patologia en la literatura (negro).
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El diagrama de Venn nos indicé que los miARNs miR-27b-3p, miR-30a-5p,
miR-192-5p, miR-194-5p y miR-199a-5p estaban desregulados en el grupo de
pacientes con osteoporosis respecto a los controles. También se detectd en
estos pacientes la desregulacién de miR-215-5p, miR-501-3p y miR-4732-3p, el
primero infrarrepresentado y los otros 2 sobrerrepresentados, cuando se
compararon respecto a los controles y respecto al grupo de pacientes con
escoliosis  degenerativa.  Interesantemente, el miR-122-5p estuvo
infrarrepresentado en ambos grupos de pacientes, lo que indica que aunque fue
el mejor para diferenciar los pacientes con algun tipo de patologia 6sea respecto
a los controles, este miRNA carece de valor diferencial entre los dos grupos de
pacientes (i.e. grupo de pacientes con osteoporosis y grupo de pacientes con
escoliosis degenerativa), ya que sus niveles en muestra de plasma no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos tipos de pacientes en el

analisis de expresion diferencial por la técnica de smallRNA-seq.

Por su parte miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-150-5p, miR-185-3p y miR-199a-
3p se detectaron desregulados en el grupo de pacientes con escoliosis
degenerativa en relacion con los controles; miR-99b-5p y miR-125a-5p lo

estuvieron ademas respecto al grupo de pacientes con osteoporosis.

A la lista de miARNs desregulados en el grupo de pacientes con
osteoporosis respecto al grupo de pacientes con escoliosis degenerativa se
suman: miR-26b-5p, miR-30c-5p, miR-181c-5p, miR-181d-5p, miR-363-3p, miR-
381-3p, miR-486-5p y miR-654-3p.

4.3.1. Estudio funcional de los miARNSs identificados en nuestro estudio
miRNA-seq
Algunos de los miARNs detectados en este estudio coinciden o pertenecen
a familias que han sido asociadas previamente al metabolismo 6seo y han sido
propuestos como biomarcadores de osteoporosis (sefalados en rojo y verde en
el diagrama de Venn, figura 16) 7375, Sin embargo, hay algunos miARNs que
han sido asociados a procesos patologicos relacionadas con el metabolismo

0seo como el miR-501-3p y miR-181d-5p, que se han relacionado con la
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proliferacion de células y metastasis en osteosarcoma o con procesos asociados
a la diferenciacién osteogénica de células madre humanas via Runx2176.177
respectivamente (sefalados en azul en el diagrama de Venn, figura 16) o no han
sido previamente asociados a ninguna patologia en la literatura (como el miR-

4732-3p, negro en el diagrama de Venn, figura 16).

El analisis del conjunto de los miARNs desregulados en este trabajo con la
ayuda del programa DIANA-mirPath v3.0, y del algoritmo de la KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomas), detectoé que los 9 miARNs desregulados
en el grupo de pacientes con osteoporosis participan en hasta 58 rutas de
sefalizacion. Muchas de ellas estan asociadas a procesos de malignizacion
aunque también se han identificado varias de las vias relacionadas con la
biologia 6sea. Estas rutas en las que participan los 9 miARNs desregulados en

el grupo de pacientes con osteoporosis se citan a continuacion en la tabla 16.

Tabla 16. Rutas de sefializacion en las que participan los miARNs desregulados en el
grupo de pacientes con osteoporosis y el nUmero de genes que regulan.

Ne DE GENES N2 DE miARNs QUE
RUTA DE SENALIZACION P VALOR REGULADOS PARTICIPAN EN LA NOMBRE DE LOS miARNs QUE PARTICIPAN EN LA RUTA
RUTA
TGF-p 6.46.07 48 5 miR-27b-3p, miR-30a-5p, mer-122-§p, miR-192-5p, miR-194-5p, miR-199a-5p,
miR-501-3p
. miR-27b-3p, miR-30a-5p, miRr-122-5p, miR-192-5p, miR-194-5p, miR-199a-5p,
Hippo T.74e07 3 8 MiR-501-3p, MR-4732-3
miR-27b-3p, miR-30a-5p, miRr-122-5p, miR-192-5p, miR-194-5p, miR-199a-5p,
PSCs 17e 06 I 8 miR-501-3p, MiR4732:3
Biosintesis de O-glicanos tipo mucina 1.5e-05 16 5 miR-27b-3p, miR-30a-5p, miRr-122-5p, miR-192-5p, y miR-199a-5
FoxO 328605 7 5 miR-27b-3p, miR-30a-5p, m|Rr-122—§p, miR-192-5p, miR-194-5p, miR-199a-5p,
miR-501-3p
Uniones adherentes 0,001 0 7 miR-27b-3p, miR-30a-5p, m|Rr-122-§p, miR-192-5p, miR-194-5p, miR-199a-5p,
miR-501-3p
) miR-27b-3p, miR-30a-5p, miR-122-5p , miR-192-5p, miR-194-5p, miR-199a-5p,
Neurrofina 0002 61 ° miR-215-5p, miR-501-3p, MiR4732-3
- miR-27b-3p, miR-30a-5p, miR-122-5p , miR-192-5p, miR-194-5p, miR-199a-5p,
Hormonas tiroideas 0.008 59 9 MIR.215-5p, mMIR.501-3p, MR4732-3
X miR-27b-3p, miR-30a-5p, miR-122-5p , miR-192-5p, miR-194-5p, miR-199a-5p,
Estrogenos 001 45 K miR-215-5p, miR-501-3p, MiR4732-3
miR-27b-3p, miR-30a-5p, miR-122-5p , miR-192-5p, miR-194-5p, miR-199a-5p,
WNT 002 63 o miR-215-5p, miR-501-3p, miR-4732-3
miR-27b-3p, miR-30a-5p, miRr-122-5p, miR-192-5p, miR-194-5p, miR-199a-5p,
HIF 002 51 8 MiR-501-3p, MR4732-3
. miR-27b-3p, miR-30a-5p, miRr-122-5p, miR-192-5p, miR-194-5p, miR-199a-5p,
Apoplosis 003 40 8 MiR-501-3p, MR4732-3
miR-27b-3p, miR-30a-5p, miR-122-5p , miR-192-5p, miR-194-5p, miR-199a-5p,
TNF 004 51 K miR-215-5p, miR-501-3p, miR4732-3

Mediante la misma estrategia se determiné que los 8 miARNSs identificados

con el estudio de miARN-seq y que aparecen desregulados en el grupo de
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pacientes con escoliosis degenerativa estan involucrados en 59 rutas. Al igual
que en los pacientes con osteoporosis también se identificaron muchas vias
asociadas a procesos tumorales y otras relacionadas con la biologia 6sea. El
nombre de las rutas moleculares, asi como el numero de genes regulados por
los miARNSs y el listado de miARNs que participan en la regulacién de la ruta se

describen en la siguiente en la tabla 17.

Tabla 17. Rutas de sefializacion en las que participan los miARNs desregulados en el

grupo de pacientes con escoliosis degenerativa y el numero de genes que regulan.

N2 DE GENES N2 DE miARNs QUE
RUTA DE SENALIZACION P VALOR REGULADOS PARTICIPAN EN LA NOMBRE DE LOS miARNs QUE PARTICIPAN EN LA RUTA
RUTA
miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-99b-5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-150-5p, miR-
TR 9.61e06 “ 8 185-3p miR-1992-3p
. miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-99b-5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-150-5p, miR-
Hippo 1.67e-09 69 8 185-3p MiR-199a-3p
miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-99b-5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-150-5p, miR-
PSCs 0.001 62 8 185-3p miR-199a-3p
Biosintesis de O-glicanos 8.21e-10 19 6 miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-185-3p miR-199a-3p
miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-99b-5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-150-5p, miR-
FoxO 6.22e-06 69 8 185-3p miR-199a-3p
Uniones adherentes 167609 " s miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-99b-5p, m|R—122—5p, miR-125a-5p, miR-150-5p, miR-
185-3p miR-199a-3p
) miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-99b-5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-150-5p, miR-
Neurotrofina 0.001 58 8 185-3p miR-199a-3p
Hormonas tiroideas 0.02 52 s miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-99b-5p, m|R-122-5p, miR-125a-5p, miR-150-5p, miR-
185-3p miR-199a-3p
) miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-99b-5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-150-5p, miR-
Estrégenos 0.004 41 8 185-3p miR-199a-3p
miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-99b-5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-150-5p, miR-
WNT 001 16 8 185-3p miR-199a-3p
miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-99b-5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-150-5p, miR-
HIF 0.0008 53 8 185-3p miR-199a-3p
miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-99b-5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-150-5p, miR-
PI3K-Akt 0.003 136 8 185-3p miR-199-3p
miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-99b-5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-150-5p, miR-
mTOR 001 30 8 185-3p MiR-19%a-3p
Glicosaminoglicano queratén sulfato 0.01 7 6 miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-150-5p miR-199a-3p
Formacion de eje dorso ventral 0.01 7 6 miR-29a-3p, miR-96-5p, miR-122-5p, miR-125a-5p, miR-150-5p miR-199a-3p

Finalmente, los 13 miRs desregulados al comparar los dos grupos de

pacientes entre si (pacientes con osteoporosis y pacientes con escoliosis
degenerativa) participan en la regulacion de hasta 55 rutas moleculares KEGG,
predominando como en casos anteriores las vias de sefalizacién de procesos

tumorales y rutas relacionadas con el crecimiento y diferenciacion celular, asi
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como con el metabolismo y remodelacién 6sea. EI nombre de las rutas

moleculares asi como el numero de genes regulados por los miARNSs vy el listado

de miARNSs que participan en la regulacion de la ruta se describen a continuacion

en la tabla 18.

Tabla 18. Rutas de sefalizacién en las que participan los miARNs comparando el grupo
de pacientes con osteoporosis con el grupo de pacientes con escoliosis degenerativa,
asi como el numero de genes que regulan.

RUTA DE SENALIZACION

P VALOR

N2 DE GENES REGULADOS

N2 DE miRNAs QUE PARTICIPAN EN LA RUTA

NOMBRE DE LOS miRNAs QUE PARTICIPAN EN LA RUTA

TGF-B

0.0002

10

45

miR-125a-5p; miR-99b-5p; miR-181d-5p; miR-215-5p; miR-486-5p;
miR-26b-5p; miR-181c-5p; miR-381-3p; miR-30c-5p; miR-654-3p

Hippo

3.54e-06

12

75

miR-125a-5p; miR-99b-5p; miR-501-3p; miR-181d-5p; miR-215-5p;
miR-486-5p; miR-26b-5p; miR-363-3p; miR-181c-5p; miR-381-3p;
miR-30c-5p; miR-654-3p

PSCs

0.009

12

71

miR-125a-5p; miR-99b-5p; miR-501-3p; miR-181d-5p; miR-215-5p;
miR-486-5p; miR-26b-5p; miR-363-3p; miR-181c-5p; miR-381-3p;
miR-30c-5p; miR-654-3p

FoxO

0.002

12

74

miR-125a-5p; miR-99b-5p; miR-501-3p; miR-181d-5p; miR-215-5p;
miR-486-5p; miR-26b-5p; miR-363-3p; miR-181c-5p; miR-381-3p;
miR-30c-5p; miR-654-3p

Uniones adherentes

6.6e-07

11

51

miR-125a-5p; miR-99b-5p; miR-181d-5p; miR-215-5p; miR-486-5p;
miR-26b-5p; miR-363-3p; miR-181c-5p; miR-381-3p; miR-30c-5p;
miR-654-3p

Hormonas tiroideas

1.36e-05

13

69

miR-125a-5p; miR-99b-5p; miR-501-3p; miR-181d-5p; miR-215-5p;
miR-486-5p; miR-26b-5p; miR-363-3p; miR-181c-5p; miR-4732-3p;
miR-381-3p; miR-30c-5p; miR-654-3p

HIF

0.009

12

57

miR-125a-5p; miR-99b-5p; miR-501-3p; miR-181d-5p; miR-215-5p;
miR-486-5p; miR-26b-5p; miR-363-3p; miR-181c-5p; miR-381-3p;
miR-30c-5p; miR-654-3p

PI3K-Akt

0.04

13

155

miR-125a-5p; miR-99b-5p; miR-501-3p; miR-181d-5p; miR-215-5p;
miR-486-5p; miR-26b-5p; miR-363-3p; miR-181c-5p; miR-4732-3p;
miR-381-3p; miR-30c-5p; miR-654-3p.

mTOR

0.02

12

34

miR-125a-5p; miR-99b-5p; miR-501-3p; miR-181d-5p; miR-215-5p;
miR-486-5p; miR-26b-5p; miR-363-3p; miR-181c-5p; miR-4732-3p;
miR-381-3p; miR-30c-5p; miR-654-3p

Glicosaminoglicano
condraitin - sulfato/dermatéan
sulfato

0.0006

12

miR-125a-5p; miR-501-3p; miR-26b-5p; miR-654-3p

Formacion del eje Dorso-
ventral

0.008

19

miR-125a-5p; miR-99b-5p; miR-501-3p; miR-181d-5p; miR-26b-5p;
miR-181c-5p; miR-30c-5p; miR-654-3p

En este punto hay que senalar, que aunque el miR-122-5p no fue uno de

los miRNAs con expresion diferencial entre el grupo de pacientes con

osteoporosis y el grupo de pacientes con escoliosis degenerativa, como se

observa en la figura 16, este miRNA también aparecio enriquecido en todas las

rutas obtenidas del analisis de enriquecimiento de esta comparacion. Por lo que

el miR-122-5p debe tener un papel clave en el metabolismo éseo.
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En cualquier caso, para identificar rutas comunes entre los grupos y poder
contextualizar biolégicamente las rutas KEGG para cada uno de los grupos se
procedié a realizar un diagrama de Venn para mostrar graficamente la
agrupacion de elementos en conjuntos para cada uno de los grupos estudiados
(Fig.17).

osteoporosis vs escoliosis degenerativa

Figura 17. Diagrama de Venn donde se esquematiza el numero de rutas desreguladas
en el grupo de pacientes con osteoporosis y en el grupo de pacientes con escoliosis
degenerativa respecto a las rutas desreguladas en el grupo de controles y comparados
entre si.

Como podemos observar en el diagrama de Venn de la figura anterior,
figura 17, la elipse rosa representa las 59 rutas identificadas para el grupo de
pacientes con escoliosis degenerativa. La elipse verde representa las 58 rutas
afectadas en el grupo de pacientes con osteoporosis. Ambos grupos comparten
46 rutas, 9 de ellas relacionadas con el metabolismo 6seo. Hay 13 rutas
exclusivas para el grupo de pacientes con escoliosis degenerativa, y de forma
relevante dentro de ellas hay 5 rutas moleculares relacionadas con el sistema
osteomioarticular: 1) ruta de biosintesis de O-Glicanos, 2) ruta PI3K-Akt, 3) ruta
de mTOR, 4) ruta de glicosaminoglicano queratan sulfato y 5) ruta de formacion
de eje dorso ventral. Para los pacientes de osteoporosis se detectaron hasta 12

rutas moleculares exclusivas y dentro de éstas, 3 implicadas en procesos 0seos:
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la ruta de biosintesis de O-glicanos tipo mucina, la ruta de activacion de la

apoptosis y del factor de necrosis tumoral TNF.

Cuando se compararon los pacientes entre si, se detectaron 55 rutas
desreguladas (elipse azul), de las cuales una gran mayoria coinciden con las
rutas desreguladas cuando los pacientes se comparan con los controles (43 en
el grupo de pacientes con escoliosis degenerativa, y 40 en el grupo de pacientes
con osteoporosis). Este analisis nos revel6 las mismas rutas relacionadas con
procesos 0seos dentro de las rutas identificadas como exclusivas para el grupo
de pacientes osteoporosis (3) y el grupo de pacientes con escoliosis

degenerativa (5), respectivamente.

En la tabla 19, se indica el patrén de expresidén de cada uno de los miARNs
y los genes identificados como dianas a través de la herramienta Tarbase

(basada en datos validados experimentales).
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Tabla 19. Panel de miARNs, genes y rutas implicadas en la homeostasia ésea
desregulados en el grupo de pacientes con osteoporosis y en el grupo de pacientes con
escoliosis degenerativa (mirTarbase http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/index.php).

Osteoporosis vs control |Osteoporosis vs OED |0ED vs Control
miR Ruta Gen miR Ruta Gen miR Ruta Gen
27b-3p¢ TGF-, [TGFBRs, BMPs, [P6b-5p Hippo, BMP2, SMADs,BMPR, 29a-3p¢ Hippo, JACTV, GSK3B, SMAD,
Hippo. BMPRs, SMADs MAPK, V¥ GlycosaminTir[GSK3B, WNT, CCN2, FoxO, IAPC, CCNDs, CTNNBIP1,
PSC, FST, GSK3B, CCND1, bides, ICCND1, TGFBR, UST [TGF-R, TGFB2, TGFER,
FOX, ICTNNB1, PIK3CB, lndherens ICHST, PIK3R, LMO7, HIF-1, PIK3R3,FOX0,SMURF,
Neutrofin, WNT9, FOXO03, YAP, unction, GF1R,CCN, MAPK, AKT, PsC, HIF1A, MAPK,COL, JUN,
Tiroides, |GALNT7 FOXO, FOX, SOS, IGFR, MURF, Neurotrofin, LRP6, DKK1, B4GALT1,
Estrégeno, HIF, FOS,JUN, CPEB3 FI3K-Akt, JNOTCH, SOS
Apoptosis, ITGF-B3, Estrégeno,
WNT, Estrogéno, IWNT,
HIF, Dorso ventral mTOR,
TFN pxis tiroides
30a-5p ICXCL11,GALNT7,SMA [30c-5p ISMADs 06-5p TGFBR, CCNDs, PPP2C,
D1, BMPs, TGFBRs, v [TGFBR, CCND1,BMPs, v SIRT, IGFR, MAPK,
FST,CCND1, CTNNB1 NOTCHs, PIK3R, FOXO; IGFR,COL, HIF,
ICTGF, AKT, IGFR, ICSNK2A2, IGF1R, MAPK| | RP6
NOTCHs, PIK3CB, ICAMK2D, VEGFA, JUN,
MTOR, MAPK LRPS, NOTCHs,CEBP
EGFR
122-5p SOCS1, AKT, PIK3CD, [99b-5p; ACTG1, MTOR, IGFIR,  |99b-5p ACTG1,RHOA,
¢ MAPK, IGF1R, MTOR, T RHOA, VEGFA, CALM2, \ 4 GFR1, MTOR;VEGFA;
LRPB,WNT, CCND1, ISP1, ETV6 FGFR,IGFR1,PPP3R1,
ICTNNB1,EGFR,
NOTCH, IRAK, TGFBR,
ISMAD, IGF1R
192-5p BMP,BMPR2, APC, 125a-5p BMPs, SMAD, AXIN, 122-5p$ [TGFBR,SMAD, WNT,
ICTGF, IRAKs, SATB2, ? MWNT, CTNN, CHPF2 EMPR, SOX, SOS,
ISLC39A1, CTNNBIP1, ERBB2, FGFR1, MAPK, PIK3CD, MAPK,AKT,
FG1R, WNT VEGFA, GABARAPL1, ISMURF, RHOA,
PPP2C, CUL1, CREB, GFR,FGFR,COL, EGFR
bun, SP1
194-5p [TGBR, BMPR, AXIN, [181c/d-5p BMPR2, CTGF, 1253-5;)4 WNT, PPP2C AXIN,
ICCNDs,|IGF1R,CDKNI, ISMAF, TGFBR2, PPP2C, r ICTNNB, CTNNA,BMP,
M UUN, SOST, ATF2, v CHPF2, NOTCHs, PIK3R, SMAD,
EGFR, AKT,FOS, CREB, MAPK VEGFA FGFR,JUN,
UUN, CPEB4 JRAK1.COL,
199a-5p IGSK3B, MAFB, JUN, [215-5p ESR1. MED14, ADCY7  [150a-5p | NOTCH3, SMAD,
v ERBBZ, SMAD, IRAK, v Y VEGFA,SP1,FGFR1,
KRAS, MYC; TGFBR EMP, CDKN1B,PPP2C
215-5p KIDINS220, ESR1, 363-3p INF2, DSE, CTNNB1, 185-3p 4 ISMADs, CCND1, AKT,
¢ ICTNNBIP1, TRAF ¢ XYLT2, SLC16A10, FOXO, MAPK,
ICTNNB1, IRS2, CDKN1, VEGFA,RAF, JAK, CDK®,
ADCY7 COL, FOSL,NOTCH2
501-3p ICDK6, RHOA, GSK3B, [381-3p IGSK3B, BMPR, SMAD, [199a-3p & EMPs, TGFB, PPP2R,
T ICCND, BMP, NOTCH, ¢ [TGFBR, WNT, SOX, PIK3C, MAPKs, CDKN1,
FOXO, STAT3, BCL2, FOXO, SMURF, RHOA, MTOR, CDK6,CREB1,
IATF2, BRAF, Stat3, JUST, IGFR1, ETS, CPEB, Fos
VEGFA
47323, IWNT, PI3KCB, KCNJ9, [486-5p IACTB, SMAD, MET,
PPP1R12B y BBCs ISIRT, MAPK, RPSBKB1
501-3p $ IGSK3B, BMP, CCND2,
DSE, HIF1, NOTCH,
FOXO, CTNND1
RHOA, GABARAPLZ,
ISTAT3, ATF2
654-3p A YWHA, MED,
NOTCH,MAPK,
ICDKN1,CUL1
4732 WNT, PIK3CB,KCNJ9,
v ETV6

45';;1»;—@”/«(10 ASobreregulado

4.3.2. Descripcion individual del miR-99 y miR-122 identificados en el estudio
de miRNA-seq.

El miR-122 present6 expresion diferencial en las comparaciones entre el
grupo con osteoporosis y los controles; y entre el grupo con escoliosis

degenerativa y el grupo control, pero no entre los grupos con osteoporosis y
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escoliosis degenerativa. ElI miR-99 presentd expresién diferencial entre
escoliosis degenerativa y controles, y osteoporosis y escoliosis degenerativa. El
miR-122 debe tener un papel relevante en el metabolismo éseo. De hecho, la
interaccion de miR-122-5p con WNT1 y BMP4, impide la activacion de la via
WNT/B-catenina'”® y la diferenciacion osteoblastica, lo que sustenta su

asociacion con enfermedades del tejido conectivo '7°.

El miR-99b-5p se sobreexpreso en pacientes con osteoporosis comparado
con los que sufrian escoliosis degenerativa, estos en cambio exhibieron menos
niveles de expresion de este miARN respecto a los niveles de los controles. El
miR-99b-5p se ha descrito formando parte de una firma de miARNs en
osteosarcoma '8, Este miARN participa en las rutas TGFB, WNT, MAPK vy
AKT/mTOR™' 182 Recientemente, Ding et al., mediante un andlisis
bioinformatico en modelos de ratas ovarectomizadas en las que se indujo
osteoporosis, identificd la expresion diferencial del miR-99b-5p y como este

miARN inhibe la proliferacién de los osteoblastos '83.

4.4. Validacién de los microARNs con expresién diferencial entre
los distintos grupos de estudio

4.4.1. Descripcion de la muestra

Para este analisis se seleccionaron 27 muestras del grupo de casos
(OSTEO_1 a OSTEO_28, notese que existe un caso denominado
OSTEO_23/24), 9 muestras del grupo de pacientes con escoliosis degenerativa
(OSTEO_E1 a OSTEO_E9) y 30 muestras del grupo control (OSTEO_ C1,
OSTEO_C2, OSTEO_C4 a OSTEO_ C31).

4.4.2. Descripcion clinica

La edad media de los pacientes del grupo de casos fue de 65.56+7.82 afios
(rango 58.5 -71 afos), en el grupo de escoliosis degenerativa la edad media fue
de 63.89+7.08 afios (rango 60-66 afos) y en controles de 64.63+6.56 afos
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(rango 61.25-69.5 afos). No existieron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos.

Respecto al IMC la media fue de 24.94+4.31 (rango 21.39-27.32) en el
grupo de casos, 26.88+3.84 (rango 24.84-26.37) en el grupo de escoliosis
degenerativa y 27.84+4.6 (rango 24.77-31.53) en el grupo control. En el grupo
de casos, 1 paciente fue clasificada como bajo peso, 14 pacientes con IMC
normales, 8 como pacientes con sobrepeso y 4 como pacientes con obesidad
tipo I. En el grupo de escoliosis degenerativa, 4 pacientes fueron clasificadas
como pacientes con IMC normal, 3 como pacientes con sobrepeso y 1 como
paciente con obesidad tipo | y 1 paciente como obesidad tipo Il. En el grupo de
controles, 10 pacientes fueron clasificadas como sujeto con IMC normal, 6 como
sobrepeso y 4 como sujetos con obesidad tipo Il. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de casos y controles con un p valor
de 0.0183.

En el grupo de casos, 13 pacientes presentaron fractura vertebral, 2

pacientes presentaron fractura de radio distal y en 4 fractura de fémur proximal.

En cuanto a la presencia de diabetes mellitus tipo 2 como patologia
asociada, aparecio en 5 pacientes del grupo de casos, 1 paciente del grupo de
escoliosis degenerativa y 6 pacientes del grupo control, sin diferencias

estadisticamente significativas entre cohortes.

Las caracteristicas clinicas descritas se reflejan en la tabla 20.
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Tabla 20. Datos clinicos sobre la edad, antropométricos, de localizacion de la fractura
y el diagnéstico de DM2 en los pacientes estudiados.

ESCOLIOSIS
‘ CASOS DEGENERATIVA CONTROLES

N =27 MEDIA RANGO N=9 | MEDI RANGO | N=30 | MEDIA RANGO
(DE) A (DE) (DE)
EDAD (afios) 27 65.56 12,5 9 63.89 6 30 64.63 8.25
(7.82) (71 -58.5) (7.08) | (66—60) (6.56) (69.5 - 61.25)
ANTROPOMETRIA
IMC (kg/m?) 27 24.94 5.93 9 26.88 1.53 30 27.84 6.76
(4.31) (27.32 - (3.84) (26.37 - (4.6) (31.53-24.77)
21.39) 24.84)
CLASIFICACION 27 9 30
IMC
BAJO PESO 1 0 0
NORMAL 14 4 10
SOBREPESO 8 3 9
OBESIDAD TIPO | 4 1 6
OBESIDAD TIPO Il 0 1 4
OBESIDAD TIPO Il 0 0 0
NA 0 0 1
LOCALIZACION 27
DE LA FRACTURA
VERTEBRAL 13
RADIO DISTAL 3
FEMUR PROXIMAL 4
DM2 27 9 30
Sl 5 1 6
NO 22 8 23

4.4.3. Descripcion de los datos analiticos sobre parametros del metabolismo
0seo.

La media de los valores de beta-CTX en el grupo de casos fueron de
0.46%0.21 ng/ml (rango 0.3-0.63 ng/ml) en el grupo de escoliosis degenerativa
de 0.251£0.17 ng/ml (rango 0.14-0.41 ng/ml) y en el grupo control de 0.28+0.18
ng/ml (rango 0.14-0.4 ng/ml). Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de casos y controles con un p valor de 0.001 y entre

el grupo de casos y escoliosis degenerativa con un p valor de 0.008.

La media de los valores de P1NP en el grupo de casos fueron de
53.25+24.33 ng/ml (rango 37.28-64.5 ng/ml), en el grupo de escoliosis
degenerativa de 59.8+23.70 ng/ml (rango 40.73-76.15 ng/ml) y en el grupo
control de 43.94+17.25 ng/ml (rango 30.53-54.45 ng/ml). No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre grupos.
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La media de los valores de FA en el grupo de casos fue de 76.91£26.37
U/L (rango 62-84 U/L), en el grupo de escoliosis degenerativa de 77.44+16.43
U/L (rango 68-87 U/L) y en el grupo control de 76.04+20.60 U/L (rango 61.5-
90.25 U/L). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

grupos.

La media de los valores de 250H-vitamina D en el grupo de casos fueron
de 21.77+8.24 ng/ml (rango 17.45-25.5 ng/ml), en el grupo de escoliosis
degenerativa de los valores de 250H-vitamina D fueron de 26.84+12.36 ng/ml
(rango 17.40-37.9 ng/ml) y en el grupo control de 24.34+6.31 ng/ml (rango 20.45-
26.80 ng/ml). Segun la clasificacion de la American Society of Endocrinology'°,
en el grupo de casos, dos pacientes los valores de 250H-vitamina D se
clasificaron como valores suficientes, 15 casos como insuficientes y en 10
pacientes como valores deficientes. En el grupo de escoliosis degenerativa, en
3 pacientes se clasifico como suficiente, en 3 como insuficiente y en otros 3 como
deficiente. En el grupo control, los valores de 4 pacientes se clasificaron como
suficientes, los de 20 pacientes como insuficientes y los de 4 como deficientes.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

La media de los valores de PTH en el grupo de casos fue de 44.64+16.04
pg/ml (rango 32.21-54.6 pg/ml), en el grupo de escoliosis degenerativa los
valores de PTH fueron de 44.56+17.48 pg/ml (rango 32.3-57.61 pg/ml) y en el
grupo control de 43.6 £+22.4pg/ml (rango 28.61-47.77 pg/ml). No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

La media de los valores de FSH en el grupo de casos fue de 54.11+£6.77
mU/ml (rango 44.8-62.4 mU/ml), en el grupo de escoliosis degenerativa los
valores de FSH fueron de 52.8+24.65 mU/ml (rango 45.2-63.6 mU/ml), y en el
grupo control de 55.91+24.27 mU/ml (rango 42.6-67 mU/ml). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Todas las pacientes

presentaron valores de FSH superiores a 10 mU/ml.
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Los valores descritos se reflejan en la tabla 21.

Tabla 21. Datos analiticos sobre los parametros del metabolismo 6seo analizados en
sangre periférica.

N=27 | MEDIA | RANGO N=9 | MEDIA RANGO N=30 | MEDIA RANGO
(DE) (DE) (DE)
BETA-CTX (ng/ | 26 0.46 0.325 9 0.25 0.27 28 0.28 0.26
ml) (0.21) | (0.63-0.3) 0.17) | (0.41-0.14) (0.18) | (0.40-0.14)
PANP (ng / ml) 26 53.25 27.23 9 59.8 35.43 26 43.94 23.92
(24.33) (64.50 - (23.70) (76.15 - (17.25) (54.45 -
37.28) 40.73) 30.53)
FA(U/L) 24 76.91 22 9 7744 19 26 76.04 28.75
(26.37) | (84-62) (16.43) | (87 -68) (20.60) (90.25 —
61.50)
25 (OH) VIT D 27 21.77 8.05 9 26.84 20.50 28 24.34 6.43
(8.24) | (25.5-17.45) (12.36) (37.90 - (6.31) (26.80 -
17.40) 20.45)
VALORES VIT | 27 9 30
D
SUFICIENTES ( 2 3 4
> 0 IGUAL 30)
INSUFICIENTES 15 3 20
(20 - 29,9)
DEFICIENTE (> 10 3 4
20)
NA 0 0 2
PTH (pg / ml) 27 44.64 22.395 8 4456 | 25.31 (57.61 29 4360 | 19.16 (47.77
(16.04) (54.60 - (17.48) -32.30) (22.40) -28.61)
32.21)
FSH (mU / ml) 25 54112 | 17.6 (62.40— | 9 52.80 | 18.40 (63.60 29 55.91 24.40 (67 -
(6.77) 44.80) (24.65) - 45.20) (24.27) 42.60)

4.4.4. Descripcion de los datos sobre la densitometria dsea.

Los analisis de densitometria 6sea con localizacion lumbar y para el valor
T-score, fueron en el grupo de casos un valor medio de -1.63+3.1 DS (rango -
3.1 —(-1.3) DS), en el grupo de escoliosis degenerativa de -0.7+ 0.75 DS (rango
-1.5 —(-0.5) DS), y en el grupo de controles de -1.19+1.01 DS (rango -1.78 — (-
0.60) DS). No existieron diferencias estadisticamente significativas entre grupos.
Para el valor Z-score, fueron en el grupo de casos un valor medio de -0.17+£1.62
DS (rango -1.27 — 0.73 DS), en el grupo de escoliosis degenerativa de
1.08+0.58DS (rango 0.83 -1.08 DS), y en el grupo de controles de 0.5£1.24 DS
(rango -0.5 -1.45 DS). Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente

significativas para este valor entre grupos.
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Analizando los resultados del valor T-score de la densitometria d6sea
lumbar, en el grupo de casos encontramos 4 pacientes clasificadas como normal,
10 como osteopenia y 10 como osteoporosis. En el grupo de escoliosis
degenerativa encontramos 2 casos clasificados como normales y 4 casos como
osteopenia. En el grupo control encontramos 11 casos clasificados como
densitometria normal, 13 casos con osteopenia y dos casos con osteoporosis.
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a esta

clasificacion entre el grupo de casos y el grupo control, con un p valor de 0.01.

Agrupando los pacientes segun DMO patologica y no patoloégica en la
localizacion lumbar, en el grupo de casos 14 pacientes presentan pruebas no
patologicas y 10 patologicas, en el grupo de escoliosis degenerativa todos los
casos fueron clasificados como no patologicos. En el grupo control 24 pacientes
fueron clasificados como no patolégicos y 2 como densitometrias patologicas.
En esta cohorte, esta prueba presentaria una sensibilidad para la deteccion de
una mala calidad ésea del 41.66%, con una especificidad del 92.30%. El valor

predictivo positivo seria del 83.33% vy el valor predictivo negativo del 85.71%.

Los analisis de densitometria 6sea con localizacién en fémur proximal y
para el valor T-score, fueron en el grupo de casos un valor medio de -1.84%1.2
DS (rango -2.63 — (-1.05) DS), en el grupo de escoliosis degenerativa de -
1.56+0.96 DS (rango -2.13 — (-1.13) DS), y en el grupo de controles de -
1.19£1.01 DS (rango -1.8 — (-0.5) DS). Existieron diferencias estadisticamente
significativas para este valor entre el grupo de casos y controles con un p valor
de 0.04. Para el valor Z-score, fueron en el grupo de casos un valor medio de -
0.294£0.95 DS (rango -1.03 — 0.3 DS), en el grupo de escoliosis degenerativa de
0.24£1.02 DS (rango -0.73 — 0.8 DS), y en el grupo de controles de 0.4+0.76 DS
(rango -0.20 -1 DS). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre el grupo de casos y controles con un p valor de 0.007.

Analizando los resultados del valor T-score de la densitometria ésea en
fémur proximal, en el grupo de casos encontramos 7 pacientes clasificadas como
densitometria normal, 7 como osteopenia y 10 como osteoporosis. En el grupo
de escoliosis degenerativa encontramos 3 casos clasificado como normal y 4

casos como osteopenia y uno como osteoporosis. En el grupo control
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encontramos 10 casos con DMO normal, 14 clasificados como osteopenia y dos
como osteoporosis. Agrupando los pacientes segun DMO patologica y no
patoldgica, en el grupo de casos 14 pacientes presentan pruebas no patolégicas
y 10 patologicas, en el grupo de escoliosis degenerativa 7 casos fueron
clasificados como no patolégicos y uno como patolégico, y en el grupo de
controles 24 casos fueron clasificados como no patolégicos y dos como
patoldégicos. Los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
y valor predictivo negativo coinciden con los calculados para la localizacion

lumbar.

Los datos descritos se representan en la tabla 22.
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Tabla 14. Resultados de las pruebas de densitometria ésea.

CASOS ESCOLIOSIS DEGENERATIVA | CONTROLES
= | MEDIA RANGO N= | MEDIA RANGO N= MEDIA RANGO
27 (DE) 9 (DE) 30 (DE)
LUMBAR | 27 9 30
T-SCORE | 25 | -1.63 180(-13-(- | 6 | -0.70 055(-05—(- | 26 | -1.19(1.01) | 1.18 (-:0.6— (-
(3.10) 3.1)) (0.75) 1.05)) -1.78))
Z-SCORE | 25 | -0.167 | 2(0.73—(- 6 1.08 0.25 (1.08 - 26 | 0.50(1.24) | 1.95(1.45—
(1.62) 1.275)) (0.58) 0.83) (-0.5))
CLASIFICACION | 27 9 30
DE LA OMS
NORMAL | 4 2 11
OSTEOPENIA | 10 4 13
OSTEOPOROSIS | 10 0 2
NA | 3 3 4
DMO NO
PATOLOGICA
“DMO
PATOLOGICA
NA
FEMUR | 27 9 30
PROXIMAL
T-SCORE | 24 184 | 158(1.05- | 8 456 | 1(-1125—(- | 26 | -1.19(1.01) | 1.3(-05—(-
(1.12) (-2.63)) (0.96) 2.13)) 1.8))
Z-SCORE | 24 029 | 133(03-(- | 8 0.2 153(08—(- | 26 | 0.40(0.76) | 12(1.0—(-
0.95) | 1.03)) (1.014) 0.73)) 0.2))
CLASIFICACION | 27 9 30
DE LA OMS
NORMAL | 7 3 10
OSTEOPENIA | 7 4 14
OSTEOPOROSIS | 10 1 2
NA | 3 2 4
DMONO | 14 7 24
PATOLOGICA
“DMO | 10 1 2
PATOLOGICA
NA | 3 2 4
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En la tabla 23 se observa el andlisis estadistico de los datos recogidos.

Tabla 23. Analisis estadistico de los datos clinicos recogidos.

CASOS VS
ESCOLIOSIS
P-VALOR

CASOS VS CONTROLES ESCOLIOSIS VS

P-VALOR CONTROLES P-VALOR

EDAD 0.6336 0.9312 0.5603
IMC 0.0183 0.4355 0.2227
CLASIFICACION IMC 0.1946 0.1055 0.1693
DM2 0.8381 0.5775 0.6056
BETA - CTX 0.001885 0.8399 0.008089
P1NP 0.1181 0.09611 0.5102
FA 0.8986 0.9427 0.946
25 (OH) VIT D 0.2003 0.5892 0.2757
VALORES DE VIT D 0.1083 0.1009 0.2471
PTH 0.8412 0.7391 0.9915
FSH 0.7502 0.7414 0.8852
T-SCORE LUMBAR 0.5044 0.3405 0.1877
Z-SCORE LUMBAR 0.1098 0.1754 0.005368
CLASIFICACION DE LA OMS 0.01153 0.6668 0.1489
LUMBAR
T-SCORE FEMUR 0.03956 0.3152 0.5137
Z-SCORE FEMUR 0.007221 0.6966 0.2526
CLASIFICAC'I(')N DE LA OMS 0.03552 0.93 0.465
FEMUR

4.4.5. Resultados de validacion de miARNs por RT-qPCR.

En un primer momento, se procedio a la validacion de 4 miRNAs: 215, 185,
122 y 99, por aparecer con expresion diferencial en algunas de las
comparaciones realizadas entre los grupos de estudio evaluados por smallRNA-
seq y estar implicados en procesos relacionados con la osteoporosis y otras
patologias o0seas. Los miR-215 y miR-185 no se encontraron expresados en las
muestras a validar, por lo que finalmente sélo se analizaron el miR-122 y el miR-
99.

El miR-122 present6 expresion diferencial en las comparaciones entre el
grupo con osteoporosis y los controles; y el grupo con escoliosis degenerativa y
el grupo control, pero no entre los grupos con osteoporosis y escoliosis
degenerativa. El miR-99, presentd expresidn diferencial entre escoliosis

degenerativa y controles y osteoporosis y escoliosis degenerativa.
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4.45.1. Comparativa incluyendo todas las muestras.

Al analizar los niveles de expresiéon de miR-122 en los pacientes con
fractura osteopordtica, escoliosis degenerativa y grupo control, se observé una
tendencia a la subexpresién de valores en el grupo de pacientes con fractura
osteopordtica, respecto al grupo control y al grupo de pacientes con escoliosis
degenerativa, aunque sin encontrarse diferencias estadisticamente
significativas. La misma tendencia se encontré6 para miR-99 en el grupo de

pacientes con fractura osteoporética respecto a los otros dos grupos (Fig. 18).
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Figura 18. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en el grupo control, grupo con
fractura osteopordética y grupo con escoliosis degenerativa. No se observan diferencias
estadisticamente significativas entre grupos.

En base a estos resultados, se decidio realizar un analisis de la expresion
del miR-122 y el miR-99 en grupos de pacientes en funcion de la presencia de
DM2, del IMC y de los valores de vitamina D, ya que se trata de factores que se

ha observado en la literatura que pueden afectar a la calidad 6sea.

148



Resultados

4.45.2. Comparativas segun la presencia de DM2.

Se analizo6 la expresion de miR-122 y miR-99 en los tres grupos descritos

en funcion de la afectacion o no de los pacientes de DM2.

Al analizar la expresion de ambos miARNs en pacientes con DM2 en el
grupo de pacientes con fractura osteoporoética respecto al grupo control, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas. Tampoco se observaron
diferencias en este analisis en el grupo de pacientes que no presentaba esta
enfermedad (Fig. 19 y Fig.20).
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Figura 19. Niveles de expresiéon de miR-122 y miR-99 en pacientes con DM2. No se
observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo con fractura
osteoporatica y el grupo control.
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DM2 NO osteoporosis vs Control DM2 NO osteoporosis vs Control
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Figura 20. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes sin DM2. No se
observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo con fractura
osteoporadtica y el grupo control.

Al realizar el andlisis de expresion de miR-122 y miR-99 en los pacientes
que no presentaban DM2, comparando el grupo de pacientes con escoliosis
degenerativa respecto el grupo control, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas (Fig. 21).
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Figura 21. Niveles de expresiéon de miR-122 y miR-99 en pacientes sin DM2. No se
observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo con escoliosis
degenerativa y el grupo control.

4.45.3. Comparativas segun IMC.

Al realizar los analisis del miR-122 y miR-99 segun el IMC se evalué por un
lado el grupo de pacientes con valores de IMC normales o disminuidos, y por

otro el grupo de pacientes con valores de IMC aumentados.

Cuando se hicieron los subgrupos en funcion de si los pacientes mostraban
IMC normal o disminuido no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el grupo de pacientes con fractura osteoporaética versus el grupo
control, tanto para el miR-122 como para el miR-99 (Fig. 22). Sin embargo, para
el grupo de pacientes con un IMC aumentado, si que se observaron diferencias
estadisticamente significativas para el miR-99, encontrando una subexpresién
en el grupo con fractura osteoporotica respecto al grupo control. Estas

diferencias no se observaron para el miR-122 (Fig.23).
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NORMAL+DISMINUIDO osteoporosis vs Control NORMAL+DISMINUIDO osteoporosis vs Control
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Figura 22. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes con IMC normal o
disminuido. No se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
con fractura osteoporaética y el grupo control.
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Figura 23. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes con IMC aumentado.
Se observan diferencias estadisticamente significativas para miR-99 entre el grupo de
pacientes con fractura osteoporética y el grupo control. Las diferencias estadisticamente
significativas se determinaron mediante las pruebas U de Mann-Whitney. El valor de P
se indica mediante: *p < 0.05.
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En el grupo de pacientes con valores de IMC considerados normales o
disminuidos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
analizar el grupo de pacientes con escoliosis degenerativa en comparacion con
el grupo control para ninguno de los miARNs estudiados. Tampoco se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al realizar estos analisis

en el grupo de pacientes con valores de IMC aumentados (Fig. 24 y Fig. 25).
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Figura 24. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes con IMC normal o
disminuido. No se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
con escoliosis degenerativa y el grupo control.
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Figura 25. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes con IMC aumentado.
No se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo con escoliosis
degenerativa y el grupo control.
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4.45.4. Comparativas segun los niveles de vitamina D.

Al realizar los analisis del miR-122 y miR-99 segun los niveles de vitamina
D, se evalué por un lado el grupo de pacientes con valores normales o
insuficientes, y por otro, el grupo de pacientes con valores establecidos como

deficientes.

En el grupo de pacientes con valores de vitamina D normales o
insuficientes, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
grupo de pacientes con fractura osteoporética versus el grupo control, ni para el
miR-122, ni para el miR-99 (Fig. 26). Tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas para el grupo de pacientes con valores de
vitamina D clasificados como deficientes, sin embargo, si se observé una
tendencia a la subexpresiéon del miR-122 en el grupo de pacientes con fractura

osteopordtica (Fig. 27).
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Figura 26. Niveles de expresion de miR-122 y miR-99 en pacientes con niveles de
vitamina D normales o insuficientes. No se observan diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo con fractura osteoporotica y el grupo control.
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DEFICIENCIA osteoporosis vs Control DEFICIENCIA osteoporosis vs Control
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Figura 27. Niveles de expresién de miR-122 y miR-99 en pacientes con niveles de
vitamina D deficientes. No se observan diferencias estadisticamente significativas entre
el grupo con fractura osteopordética y el grupo control.
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Figura 28. Niveles de expresiéon de miR-122 y miR-99 en pacientes con niveles de
vitamina D normales o insuficientes. No se observan diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo con escoliosis degenerativa y el grupo control.
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Al analizar los pacientes con valores de vitamina normales o insuficientes,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion del
miR-122 y del miR-99 al comparar los grupos de con escoliosis degenerativa
versus los grupos control (Fig. 28). Tampoco se observaron diferencias en el
grupo de pacientes con valores de vitamina D clasificados como deficientes (Fig.
29).
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Figura 29. Niveles de expresiéon de miR-122 y miR-99 en pacientes con niveles de
vitamina D deficientes. No se observan diferencias estadisticamente significativas entre
el grupo con escoliosis degenerativa y el grupo control.

4.455. Curva ROC de miR-99 en los pacientes con IMC aumentado y su
comparativa con la densitometria 6sea
Al encontrar en el grupo de pacientes con un IMC aumentado diferencias
estadisticamente significativas en los niveles circulantes en plasma del miR-99,
observando una subexpresion en el grupo con fractura osteoporética respecto al
grupo control, se decidio la elaboracién de una curva ROC para evaluar la
capacidad discriminativa del miR-99 para identificar a los pacientes con una mala

calidad d6sea.
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El area bajo la curva en esta determinacién fue de 0.65 con un error
estandar de 0.06 y un intervalo de confianza de 95% de 0.53 a 0.77 (p
valor=0.02). Por lo tanto, a pesar de presentar un p valor significativo, segun el

area debajo de la curva descrita clasificariamos el test como regular'®(Fig.30).
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Figura 30. Curva ROC para el miR-99 en pacientes con IMC aumentado para
discriminar entre pacientes de grupo de casos, y pacientes del grupo control.

Al presentar en las cohortes analizadas en este estudio la densitometria
Osea unos valores de sensibilidad bajos, con un rango entre 0 y 50%, con unos
valores de especificidad altos con un rango entre 92.3 y 100%. Decidimos
seleccionar un cut-off value > 0.4870 con una sensibilidad del 84.44% y una
especificidad del 23.53%, buscando aumentar la sensibilidad para ser capaces

de identificar a los individuos enfermos (Tabla 24).
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Tabla 24. Valores de sensibilidad y especificidad segun los diferentes cut-off values para
evaluar la capacidad discriminativa de los valores de miR-99 en plasma entre el grupo

de pacientes con fractura patologica y el grupo control.

158

Cutoff | Sensibilidad% 95% CI Especificidad% 95% CI
>0.2170 97,78 88,43% to 99,89% 0 0,000% to 10,15%
> 0.2825 95,56 85,17% t0 99,21% 0 0,000% to 10,15%
> 0.3250 93,33 82,14% to 97,71% 0 0,000% to 10,15%
> 0.3460 91,11 79,27% to 96,49% 0 0,000% to 10,15%
> 0.3600 88,89 76,50% to 95,16% 0 0,000% to 10,15%
> 0.3765 88,89 76,50% to 95,16% 2,941 0,1509% to 14,92%
> 0.3880 88,89 76,50% to 95,16% 5,882 1,045% to 19,09%
> 0.3995 88,89 76,50% to 95,16% 8,824 3,047% to 22,96%
> 0.4120 88,89 76,50% to 95,16% 11,76 4,671% to 26,62%
> 0.4270 88,89 76,50% to 95,16% 14,71 6,449% to 30,13%
> 0.4420 86,67 73,82% to 93,74% 14,71 6,449% to 30,13%
> 0.4525 84,44 71,22% to 92,25% 14,71 6,449% to 30,13%
> 0.4630 84,44 71,22% to 92,25% 17,65 8,349% to 33,51%
> 0.4765 84,44 71,22% to 92,25% 20,59 10,35% to 36,80%
> 0.4870 84,44 71,22% to 92,25% 23,53 12,44% to 40,00%
> 0.4925 82,22 68,67% to 90,71% 23,53 12,44% to 40,00%
> 0.4975 82,22 68,67% to 90,71% 26,47 14,60% to 43,12%
> 0.5055 82,22 68,67% to 90,71% 29,41 16,83% to 46,17%
> 0.5270 82,22 68,67% to 90,71% 32,35 19,13% to 49,16%
> 0.5445 82,22 68,67% to 90,71% 35,29 21,49% to 52,09%
> 0.5550 80 66,18% to 89,10% 35,29 21,49% to 52,09%
> 0.5690 80 66,18% to 89,10% 38,24 23,90% to 54,96%
> 0.5885 77,78 63,73% to 87,46% 38,24 23,90% to 54,96%
> 0.6200 77,78 63,73% to 87,46% 44,12 28,88% to 60,55%
> 0.6490 75,56 61,33% to 85,76% 44,12 28,88% to 60,55%
> 0.6610 75,56 61,33% to 85,76% 47,06 31,45% to 63,26%
> 0.6655 73,33 58,96% to 84,04% 47,06 31,45% to 63,26%
> 0.6800 73,33 58,96% to 84,04% 50 34,07% to 65,93%
> 0.7000 71,11 56,63% to 82,27% 50 34,07% to 65,93%
>0.7165 71,11 56,63% to 82,27% 52,94 36,74% to 68,55%
> 0.7260 71,11 56,63% to 82,27% 55,88 39,45% to 71,12%
>0.7300 68,89 54,34% to 80,47% 55,88 39,45% to 71,12%
> 0.7355 66,67 52,07% to 78,64% 55,88 39,45% to 71,12%
> 0.7580 64,44 49,84% to 76,78% 55,88 39,45% to 71,12%
> 0.8065 64,44 49,84% to 76,78% 58,82 42,22% to 73,63%
>0.8415 62,22 47,63% to 74,89% 58,82 42,22% to 73,63%




Resultados

> 0.8695 60 45,45% to 72,98% 58,82 42,22% to 73,63%
> 0.8995 60 45,45% to 72,98% 61,76 45,04% to 76,10%
>0.9125 60 45,45% to 72,98% 64,71 47,91% to 78,51%
> 0.9290 60 45,45% to 72,98% 67,65 50,84% to 80,87%
> 0.9630 57,78 43,30% to 71,03% 67,65 50,84% to 80,87%
> 0.9885 57,78 43,30% to 71,03% 70,59 53,83% to 83,17%
>0.9985 55,56 41,18% to 69,06% 70,59 53,83% to 83,17%
> 1.031 55,56 41,18% to 69,06% 73,53 56,88% to 85,40%
> 1.062 55,56 41,18% to 69,06% 76,47 60,00% to 87,56%
>1.072 53,33 39,08% to 67,06% 76,47 60,00% to 87,56%
> 1.081 51,11 37,00% to 65,04% 76,47 60,00% to 87,56%
>1.103 51,11 37,00% to 65,04% 79,41 63,20% to 89,65%
>1.126 51,11 37,00% to 65,04% 82,35 66,49% to 91,65%
>1.139 48,89 34,96% to 63,00% 85,29 69,87% to 93,55%
> 1.148 46,67 32,94% to0 60,92% 85,29 69,87% to 93,55%
> 1.165 44,44 30,94% to 58,82% 85,29 69,87% to 93,55%
>1.194 42,22 28,97% to 56,70% 85,29 69,87% to 93,55%
> 1.230 40 27,02% to 54,55% 85,29 69,87% to 93,55%
> 1.267 37,78 25,11% to 52,37% 85,29 69,87% to 93,55%
> 1.285 35,56 23,22% to 50,16% 85,29 69,87% to 93,55%
>1.310 35,56 23,22% to 50,16% 88,24 73,38% to 95,33%
> 1.351 33,33 21,36% to 47,93% 88,24 73,38% to 95,33%
> 1.378 31,11 19,53% to 45,66% 88,24 73,38% to 95,33%
> 1.407 28,89 17,73% to 43,37% 88,24 73,38% to 95,33%
> 1.436 26,67 15,96% to 41,04% 88,24 73,38% to 95,33%
> 1.558 24,44 14,24% to 38,67% 88,24 73,38% to 95,33%
> 1.686 22,22 12,54% to 36,27% 88,24 73,38% to 95,33%
> 1.789 20 10,90% to 33,82% 88,24 73,38% to 95,33%
>1.912 17,78 9,294% to 31,33% 88,24 73,38% to 95,33%
> 1.980 17,78 9,294% to 31,33% 91,18 77,04% to 96,95%
>2.051 17,78 9,294% to 31,33% 94,12 80,91% to 98,95%
>2.088 17,78 9,294% to 31,33% 97,06 85,08% to 99,85%
>2.128 15,56 7,745% to 28,78% 97,06 85,08% to 99,85%
>2.243 13,33 6,257% to 26,18% 97,06 85,08% to 99,85%
> 2.366 11,11 4,840% to 23,50% 97,06 85,08% to 99,85%
> 2.421 8,889 3,511% to 20,73% 97,06 85,08% to 99,85%
>2.745 6,667 2,293% to 17,86% 97,06 85,08% to 99,85%
> 3.288 4,444 0,7897% to 14,83% 97,06 85,08% to 99,85%
> 3.551 2,222 0,1140% to 11,57% 97,06 85,08% to 99,85%
> 3.648 0 0,000% to 7,865% 97,06 85,08% to 99,85%
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Aplicando este valor de corte a nuestra muestra de pacientes con IMC
elevado, calculamos la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo tanto del miR-99 a estudio, como de los valores de
densitometria con valor T-score tanto en lumbar como en fémur proximal (Tabla
25).

Tabla 25. Valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo para la cohorte de pacientes de validacién con IMC aumentado
segun el miR-99 y la densitometria 6sea en localizacion lumbar y fémur proximal.

SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD | VALOR PREDICTIVO POSITIVO | VALOR PREDICTIVO NEGATIVO ‘

miR-99 83.34% 11.76% 40% 50%
DMO LUMBAR 0 100% 0 62.77%
DMO FEMUR PROX 20% 94.1% 66.66% 66.66%
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5.DISCUSION

4.5. Datos analiticos y valores de densitometria 6sea.

45.1.1. Valores P1NP y beta-CTX en pacientes con fractura por fragilidad y
grupo control

Los valores de P1NP y beta-CTX, son considerados los marcadores de
recambio 6seo mas aceptados en la actualidad. El primero se considera un
marcador de formacién y el segundo de reabsorcion 6ésea, ambos han mostrado
un aumento en sus valores en sangre periférica tras un episodio de fractura®®.
En esta tesis, al comparar los valores medios de las variables analiticas
determinadas en sangre periférica entre el grupo control y el grupo con fractura
patologica, se encontraron diferencias estadisticamente significativas tanto en
los valores de beta-CTX, como en los de P1NP siendo los valores mas altos en
el grupo fracturado (beta-CTX 0.51£0.2 vs 0.24+0.16 ng/ml, P1NP: 65.94+25.31
vs 44.38+15.21 ng/ml) en la cohorte de pacientes analizada para el estudio de
los niveles de esclerostina y la metilacién del gen SOST. Este aumento de beta-
CTX entre el grupo de fractura y el control se repite en la cohorte de validacion
que incluye un mayor numero de pacientes. Estos resultados coinciden con la
bibliografia publicada sobre el tema'8-'8, En la cohorte en la que se realizaron
los estudios secuenciacion masiva de microARNs no se observd esta relacion
probablemente por el bajo numero de pacientes incluidos en esta parte del

estudio.

Si comparamos los datos del grupo control con los resultados del estudio
de cohortes de Camargo et al., en el que estos autores trataban de determinar
valores de referencia para estos dos parametros en mujeres postmenopausicas
espafnolas, encontramos cifras comparables en cuanto a las medias de ambos
parametros (beta-CTX: 0.24+£0.16 vs 0.38+0.19 ng/ml, PAINP: 44.38+15.21 vs
47.7£19.9 ng/ml)'8. Si se observan los valores de los rangos tanto de este

estudio, como de los resultados obtenidos por Camargo et al., observamos una
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importante dispersion en los datos. Esto puede ser debido a la dificultad descrita
en la literatura para estandarizar la toma de muestras y la interpretacion de los
resultados, debido a la importante variabilidad que existe tanto en la recogida y
el procesamiento de la sangre periférica, como en las variables relacionadas con
la situacion del pacientes, como su patologia de base, su situacion hormonal, la

época del afo y la localizaciéon geografica 64.

En cuanto a la utilizacién de estos parametros como predictores de fractura,
existe una relacion significativa aunque modesta en la literatura actual 265,
aunque con la importante variabilidad de estos parametros, que puede hacer que
sea dificil llegar a conclusiones de calidad cientifica que nos permitan utilizarlos
en la practica clinica habitual. Ademas, son marcadores que se han descrito que
aumentan tras una rotura 6sea y no marcadores predictivos de rotura. En nuestro
estudio no hemos podido determinar el papel de estos marcadores como
predictores de fractura ya que se trata de un estudio observacional no
prospectivo y, por tanto, nuestro grupo de casos ya estaban diagnosticados con

una fractura de baja energia.

45.1.2. Valores P1NP y beta-CTX en pacientes con escoliosis degenerativa
y grupo control

En nuestro estudio encontramos valores mas altos tanto de PANP como de
beta-CTX en el grupo de escoliosis degenerativa respecto al grupo control con
diferencias estadisticamente significativas (beta-CTX 0.28+0.20 vs 0.24+0.16
ng/ml, P1INP: 71+23.46 vs 44.381£15.21 ng/ml) en la cohorte de pacientes para
el estudio de los niveles de esclerostina y la metilacion del gen SOST. Sin
embargo, esta relacion no se observa en el resto de cohortes, identificandose
unicamente un aumento de valores en el grupo fracturado respecto al grupo con
escoliosis degenerativa en la cohorte de validacion. No existen en la literatura
trabajos que estudien los valores de marcadores del recambio 6seo en pacientes
con escoliosis degenerativa, sin embargo, si que encontramos algunos estudios
sobre estos valores en escoliosis idiopatica del adolescente. El grupo de Zhang
et al. en un estudio prospectivo, describieron una relacién entre el aumento de

estos valores y el riesgo de progresion de la curva’®. Seran necesarios futuros
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estudios prospectivos para determinar si esta relacion también aparece en los

pacientes con escoliosis degenerativa del adulto.

45.1.3. Densitometria 6sea

En nuestro estudio, analizando los T-scores en las densitometrias 6seas
de localizacién lumbar y fémur proximal, en las tres cohortes analizadas, la
prueba presentd una sensibilidad menor o igual al 50%, con una especificidad
en torno al 100% en todos los grupos. El valor predictivo positivo estaria por
encima del 80% en las tres cohortes y el valor predictivo negativo del 39.28% en
la cohorte de estudio de los niveles de esclerostina y metilacion del gen SOST,
aumentando hasta el 85.71% en la cohorte de validacion. Es decir, entre los
casos con fractura de baja energia, la prueba sélo fue capaz de identificar menos
del 50% de los casos, sin embargo, su especificidad resultd estar en torno al
100%, es decir, la mayoria de los controles tuvieron resultados negativos. Si
analizamos los resultados de los valores predictivos en nuestro estudio, cuando
tenemos una prueba positiva podemos asegurar que nos encontramos con un
caso, pero ante un resultado negativo no podemos confirmar que se trate de un

sujeto sano.

Stone et al. reportan que usando la definicién estandar de osteoporosis (T-
score menor e igual a -2,5 DS) en su estudio en el que analizan 9.704 mujeres
durante mas de 8 anos, soélo podrian atribuir un 28% de las fracturas de cadera
y un 21 % de las fracturas vertebrales a la definicion clasica de osteoporosis. En
este mismo estudio, ampliando los limites de la densitometria ésea a la definicion
de osteopenia (T-score menos o igual a -1.5 DS), sélo explicaria del 12 al 53%
de las fracturas si nos basamos en las densitometrias dseas realizadas en la
cadera y entre el 6 y el 51% de las mismas si nos basamos en las realizadas en
raquis lumbar 4'. En el estudio de Lin et al. analizan 93 fracturas vertebrales
tratadas mediante vertebroplastia percutanea, en 61 de esos pacientes no se
produce un fendmeno de pérdida de altura tras el tratamiento y el rango de
valores de T-score en fémur proximal en este grupo son de entre -2.1y -0.3, es
decir, ninguno de los pacientes presentaba valores compatibles con osteoporosis

190 Otros autores también reportaron resultados similares, con una capacidad
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de prediccion menor del 50% 4?43, reflejando los problemas de esta prueba para

predecir que individuos sufriran una fractura de baja energia 4.

Por lo tanto, lo que se refleja en nuestro estudio y en la literatura es que,
al presentar una baja sensibilidad para la determinacion de fracturas de baja
energia, no es adecuado recomendar su realizacion como meétodo de cribado

para intentar identificar en la poblacion general pacientes con mala calidad ésea.

4.6. Niveles y regulacion de la esclerostina en los pacientes con
osteoporosis y con escoliosis degenerativa.

Aunque la literatura reciente no ha aclarado cuales deberian ser los niveles
de esclerostina en las pacientes con osteoporosis, los niveles de esclerostina
deberian estar aumentados en los pacientes con mala calidad 6sea, ya que
mediante la inhibicicion de via de la Wnt/beta-catenina disminuiria la formacion
osea'?!. Ademas, segun el trabajo de Drake et al. los niveles de esclerostina en
sangre periférica tendrian correspondencia con los encontrados a nivel 6seo 91,

por lo que podrian servir como marcadores de fragilidad.

En este trabajo de tesis doctoral se ha observado una tendencia a la
disminucidén de los niveles de esclerostina circulante en plasma en el grupo con
fractura de baja energia, aunque sin diferencias estadisticamente significativas

para un p valor de 0.05.

Son pocos los trabajos en la literatura donde se comparan los niveles de
esclerostina en suero en los pacientes con fractura de baja energia respecto a
un grupo control, ya que la mayoria de los trabajos sobre este tema, clasifican al
paciente osteoporotico como aquel con una densitometria patoldgica, a pesar de
que como se muestra en nuestro estudio, esta no es capaz de caracterizar a los
pacientes de nuestro grupo de casos. Ardawi et al. realizaron un estudio con 569
pacientes en el que si que encontraron valores elevados de esclerostina en los
pacientes con fractura osteoporética respecto al grupo control con una media
de 77.7 +/- 12.3 pmol/L en el grupo de casos comparada con una media de 50.1
+/- 13.1 pmol/L en el grupo control ', Sin embargo, el grupo de Lim et al. con

103 mujeres postmenopausicas estudiadas, encontré niveles mas bajos en el

166



Discusion

grupo con fractura de baja energia '°°. Por otra parte, los grupos de Arasu et al,
Garnero et al. y Dovjak et al, no encontraron diferencias estadisticamente
significativas 156-1%8 (Tabla 26 y 27).
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Al comparar los valores entre los diferentes estudios cuando unificamos las
medidas de esclerostina a pg/ml, destaca la elevada dispersion de los valores
siendo poblaciones similares de mujeres de edad avanzada en todos los
trabajos. Este hecho podria deberse a la falta de homogenizacion en el momento
de extraccion de la muestra sanguinea, o a los diferentes kits utilizados en cada
uno de los trabajos que se han publicado hasta el momento. Por lo tanto, en este
sentido la literatura cientifica no parece aclarar los valores esperables de
esclerostina en suero para pacientes osteoporoticas con fractura de baja
energia. Es mas, incluso en pacientes osteoporoticas tratadas con agentes
bifosfonatos como el risedronato, se ha observado un aumento en los niveles de
esclerostina sérica cuando se administré risedronato a mujeres
posmenopausicas durante 6 meses. Este hecho observado por Polyzos et al.'®?,
es remarcable puesto que el risedronato es un agente bisfosfonato oral
ampliamente utilizado para tratar la osteoporosis, con eficacia comprobada en la

prevencion de la aparicion de fracturas'3.194,

Por tanto, a pesar de que fisiopatoldgicamente deberiamos encontrar unos
niveles de esclerostina aumentados en pacientes con mala calidad ésea, no

siempre encontramos estos resultados en la literatura publicada sobre el tema
154-158

En cuanto al analisis entre el grupo control y el grupo de pacientes con
escoliosis degenerativa, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas. En la blibiografia no hay estudios similares sobre la relacién de los
niveles de esclerostina con la escoliosis degenerativa del adulto, unicamente
encontramos el trabajo de Zhang et al. en el que analizan los niveles en biopsias
Oseas de pacientes con escoliosis idiopatica del adolescente, encontrando
niveles aumentados en este grupo, y atribuyendo estos resultados a una
alteracion del metabololismo 6seo que presentan estas pacientes con

deformidades vertebrales'95.

No encontramos bibliografia similar sobre pacientes con escolisis
degenerativa del adulto, aunque la literatura mas reciente apunta a que
estimulando la secrecion de esclerostina en los osteocitos y restaurando la

funcion normal de la via de sehalizaciéon de Wnt/3-catenina se podria, en teoria,
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aumentar la resistencia 6sea y prevenir el deterioro de la deformidad escolidtica
en la escolisios idiopatica del adolescente '%. En estos pacientes se ha
encontrado la concentracion de calmodulina aumentada en los musculos
paraespinales del lado convexo y disminuidos en el cdncavo'’. La disminucion
de la calmodulina, mediante su influencia sobre los niveles de calcio y la
infraregulacion de la calcitonina, disminuirian los niveles de la esclerostina®98-200,
Un efecto similar se observa en los valores de proteina G que se encuentran
aumentados en muestras 6seas del lado de la convexidad en pacientes con
escoliosis idiopatica del adolescente, induciendo la ruta Wnt/B-catenina®®'. La
sobreactivacion de esta ruta puede favorecer alteraciones en el funcionamiento
de los musculos, el disco intervertebral y la placa de crecimiento que favorezcan
el desarrollo de deformidades vertebrales?°2-294, Seran necesarios futuros
estudios para confirmar estas hipétesis en pacientes con escoliosis degenerativa

del adulto.

Otra consideraciéon a tener en cuenta en el estudio de la esclerostina es
que, aunque mayoritariamente se produce en los osteocitos, también se puede
sintetizar en otras localizaciones como el tejido hepatico, el cardiaco o el renal
entre otros'. Esto explicaria los resultados del trabajo de Rofort et al., donde
tanto las mujeres jévenes como las mujeres de mayor edad tienen niveles
similares de ARNm de SOST en tejido 6seo, a pesar de presentar las de mayor
edad niveles mas elevados de esclerostina en sangre, lo que implica que otros
tejidos pueden ser los responsable del aumento de la secrecion de esclerostina

con la edad?%,

4.6.1.1. Niveles de esclerostina y vitamina D.

En nuestro estudio unicamente hemos observado una tendencia positiva
en el grupo de casos y de escoliosis degenerativa, y una tendencia negativa en

el grupo de controles entre los niveles de esclerostina y vitamina D.

Los estudios experimentales que han estudiado esta correlacion, no

muestran consistenecia sobre su relacion, ya que en algunos trabajos se
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describe un aumento de la expresion del gen SOST y en otros la relacidon

contraria 206207,

En estudios en pacientes en mujeres postmenopausicas los datos son
similares. La mayoria no encuentran asociacion'%7208209 excepto el trabajo de
He et al. que describen una correlacion positiva'®, y el de Ardawi et al. que

describe una correlacion negativa 2.

Otros trabajos han estudiado el efecto la suplementacion con vitamina D en
los niveles de esclerostina. El trabajo de Dawson et al. mostré una correlacion
positiva en los pacientes hombres que habian recibido tratamiento con vitamina
D, pero no en el grupo de mujeres sugiriendo que su comportamiento puede ser
diferente en funcion del sexo del paciente?'’. Sin embargo, Sankaralingam et al.
no encontro esta diferencia entre sexos y también describié esta correlacion
positiva en los pacientes que habian sido suplementados con vitamina D,
sugiriendo incluso, que un exceso en los valores de vitamina D podria conllevar
un empeoramiento de la calidad 6sea mediada por el incremento de los niveles

de esclerostina 212,

Los resultados de nuestro estudio coinciden con la mayoria de la literatura
publicada, y en el momento actual no podemos establecer una correlacion entre

los valores de esclerostina y vitamina D.

4.6.2. Metilacion gen SOST

Con el objetivo de evaluar si la alteracion en los niveles de metilacion del
gen que codifica para la esclerostina podria ser predictivo de mala calidad 6sea
o de fractura osteoporodtica, se evalué mediante MassArray Sequenom la
metilacion de este gen en ADN de sangre periférica. Los resultados en la
metilacion del gen SOST mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre los distintos grupos, aunque estas variaciones en la metilacion no

mostraron cambios porcentuales considerables (Fig. 11y 12).

Un estudio realizado por Papathanasiou et al. en condrocitos de pacientes

con osteoartritis mostro que los niveles de mRNA de SOST estaban
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incrementados en comparacion con condrocitos provenientes de pacientes
sanos. Estos autores ademas evaluaron el rol de la metilacién de ADN en la
expresion del gen SOST. Papathanasiou observo que el promotor de SOST
estaba hipermetilado en condrocitos normales e hipometilado en condrocitos de
pacientes con osteoartritis, lo cual sugiere la participacion de mecanismos

epigenéticos en la regulacion del gen SOST en osteoartritis’3,

En nuestro estudio no hemos detectado cambios por encima del 10% en la
metilacion del gen SOST, aunque si detectamos que estos cambios fueran
significativos en la metilacion de algunos CpGs. Una de las posibles causas
podria ser que en nuestro estudio se ha usado ADN obtenido de leucocitos,
mientras que en los estudios previamente mencionados trabajaron con muestras

de tejido 6seo o en condrocitos aislados de pacientes con osteoartritis.

También es importante mencionar el estudio de Delgado Calle y col. Estos
autores hallaron 2 regiones ricas en CpG en el gen SOST: regién 1, localizado
en el promotor proximal y region 2, cerca del exon 1. El gen SOST tuvo una
expresion bastante baja cuando se analizé por RT-qPCR en lineas celulares
osteoblasticas, no osteoblasticas y osteoblastos primarios en condiciones
basales. Por otro lado, el gen SOST se sobrerregul6 por el agente desmetilante
AzadC, demostrando la importancia funcional de la region -581/+30 del gen
SOST. Estos resultados sugieren que la metilacion de ADN esta implicada en la
regulacion de la expresion del gen SOST durante la transicion osteoblasto-

osteocito36.

En el estudio realizado por Reppe y col., se describié también la regulacion
epigenética del gen SOST en biopsias de hueso de mujeres postmenopausicas
134 En este mismo estudio se correlacionaron los niveles de esclerostina en
suero de mujeres postmenopausicas con la densidad mineral 6sea, la incidencia
de fracturas, y algunos parametros de remodelacion 6sea. La region del
promotor del gen SOST mostré un incremento de la metilacion de SOST en
pacientes osteoporoéticos en comparacion con los controles ajustados por edad
e indice de masa corporal. Los resultados de Reppe y col., sugieren que la
metilacion de promotor de SOST es un mecanismo compensatorio para reducir

las concentraciones de esclerostina en suero y asi reducir la sefalizacion de Wnt
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para promover la formacion de hueso'’3*. Estos resultados pueden tener relacién
con los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, donde se ha observado un
aumento de la metilacion del grupo con fragilidad 6sea respecto al grupo control
ciertas CpGs (amplicén SOST17 CpG_4 y CpG_5, asi como en la CpG_1 del
amplicén SOST 28) en el promotor del gen SOST, aunque en nuestro caso no
vimos una variacion significativa de los niveles de esclerostina medidos mediante
el kit ELISA SOST en los pacientes con fragilidad 6ésea. Como hemos indicado
en el apartado anterior, las distintas fuentes de sintesis de esclerostina pueden
ser las responsables de que no hayamos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de esta proteina en plasma de los

grupos analizados.

4.7. MicroARNs en fracturas osteoporoéticas y escoliosis
degenerativa.

Otro de los mecanismos epigenéticos que hemos explorado en esta tesis

han sido los microARNSs.

En nuestro estudio de smallRNA-seq se ha identificado el miR-122-5p como
biomarcador candidato para identificar pacientes con fragilidad 6sea, por un lado
y pacientes con escoliosis degenerativa por el otro. Ademas, el miR-99 también
se identific6 como un biomarcador candidato para identificar pacientes con
escoliosis degenerativa versus controles, y con fragilidad ésea versus escoliosis
degenerativa. No obstante, en el estudio de validacién por RT-gPCR con una
cohorte mayor de pacientes no fue posible validarlo, observandose unicamente
una tendencia a la subexpresién tanto del miR-122 como del miR-99 tanto en el
grupo de pacientes con fractura osteoporética como en el grupo con escoliosis
degenerativa, respecto al grupo control, sin observarse diferencias
estadisticamente significativas. Esta misma tendencia en el grupo con fractura
osteopordtica y con escoliosis degenerativa, podria explicarse por la relacion que
presentan las dos patologias?'®. Una de las limitaciones de nuestro estudio
podria ser el numero limitado de pacientes, sobretodo en el grupo con escoliosis

degenerativa.
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Uno de los principales problemas al revisar la literatura sobre este tema, es
la falta de homogenizacién en la metodologia, ya que numerosos articulos
clasifican a los pacientes como casos con mala calidad ésea, a aquellos que
presentan una densitometria con valores clasificados como osteoporoticos, y a
los sujetos sanos como aquellos con valores no patoldgicos en esta prueba.
Como ya hemos explicado anteriormente, este planeamiento no seria correcto
debido a las limitaciones ya descritas sobre esta prueba DMO. Otros aspectos
poco homogenizados, son la localizacion de la fractura o el momento de

extraccion de la muestra.

No obstante, varios trabajos en la literatura han comparado los perfiles de
miARNSs circulantes en pacientes con fractura osteoporética respecto a grupo
control. En el trabajo de Panach et al. describen el analisis de 8 mujeres
postmenopausicas con fractura de cadera frente a una grupo control de 5
mujeres postmenopdausicas con osteoartritis, identificando una sobreexpresion
del miR-122-5p, miR-125b-5p y miR-21-5p en el grupo de casos, sin especificar
en el trabajo el momento de extraccion de la muestra 2'4. Por otro lado, en el
estudio de Weilner et al. se analizaron 12 fracturas de cadera en mujeres
postmenopausicas, frente a 11 controles, determinando una infraregulacion de
los miR-22-3p, miR-328-3p y let-7 g-5p. En este trabajo la toma de muestras se

realiz6 en las dos semanas posteriores a la cirugia 2'°.

Otros estudios, en la metodologia de los cuales se ha considerado el grupo
de casos a los pacientes diagnosticados de osteoporosis segun los valores de la
DMO, a pesar de las limitaciones de esta prueba, han encontrado una expresion
diferencial del miR-122. Por ejemplo, en los trabajos de Al-Rawaf et al. y
Mandourah et al. en los que aparece subexpresado?'2'7. En el estudio de Garg
et al. también aparece como infraexpresado pero en este trabajo el grupo control
se trata de pacientes jovenes, y aunque no aporte datos sobre la DMO, seria
esperable que tuviese un mayor porcentaje de valores de DMO normales en el
grupo control 218 Sin embargo, en el estudio de Seeliger et al., en el cual
seleccionaron pacientes con fractura de baja energia e hicieron dos grupos en
funcién de los resultados de la DMO, el analisis de los resultados indicd que en
aquellas pacientes que tenian valores de DMO asociados a osteoporosis,
presentaban una sobreexpresion del miR-122 21°.
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Ademas, existe otro grupo de trabajos basados también en los resultados
de DMO, pero que no identifican una expresion diferencial del miR-122, sino de

otros miARNSs diferentes 220-228

Con respecto a la relacion del miR-122 con la escoliosis, el grupo de
Garcia-Giménez et al. describié una firma donde el miR-122-5p se encontraba
sobreexpresado, junto con miR-27-5p y miR-223-5p en pacientes con escoliosis
idiopatica del adolescente %. Otros trabajos han descrito relaciones de otros
miARNs con la escoliosis idiopatica del adolescente. Zhang et al. observé un
aumento del miR-145 y la B-catenina en pacientes con escoliosis idiopatica del
adolescente 9. Por otra parte, Hui et al. describié una expresion diferencial
de miR-17-5p, miR-106a-5p, miR-106b-5p, miR-16-5p, miR-93-5p, miR-15a-5p,
and miR-181b-5p, en los pacientes con esta patologia ??°. En lo referente a
trabajos donde se haya estudiado la expresion diferencial de miARNs en la
escoliosis degenerativa del adulto, Zheng et al. describieron una infraexpresion

del miR-143 en pacientes con esta patologia 2%.

Estos hallazgos deberian estar relacionados con el papel del miR-122-5p
en la regulacion de mecanismos clave del metabolismo éseo. Asi, mediante el
estudio bioinformatico realizado en esta tesis encontramos que miR-122-5p tiene
como diana al mensajero de Wnt1 bloqueando la activacion de la via Wnt / 8-
catenina. En efecto, este mecanismo de regulacion de la ruta Wnt / B-catenina
por el miR-122-5p ha sido demostrado anteriormente por Wang et al. 78, La via
de Wnt/B-catenina es la via candnica de la diferenciacion osteoblastica, en la
que la activacion de B-catenina promueve la generacion de osteoblastos a partir
de los progenitores mesenquimales, estimulando la proliferacién y diferenciacién
de osteoblastos, evitando la osteoclastogénesis y también la apoptosis
osteoblastica y osteocitica 2%'. En la sefializacién de Wnt participa la proteina C
de poliposis adenomatosa (APC), la cual facilita la interaccion entre la proteina
B-catenina y la Glicogeno sintasa quinasa 3B (GSK3B), dando como resultado

la fosforilacion de B-catenina y su degradacion por el proteasoma 232,

Ademas, los datos experimentales obtenidos por Mizuno et al., indicaron
que el miR-122 puede disminuir los niveles de BMP4 '7° un factor que también

inhibe la activaciéon de la diferenciacidén osteoblastica. Sin embargo, miR-122-5p
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también esta involucrado en la mineralizacion de las células del musculo liso
(SMC), que desempenan un papel integral en la formacién de hueso esquelético
mediante la trans-diferenciacion a los osteoblastos y por lo tanto disminuye la
actividad de los osteoclastos 233. Este doble papel del miR-122, tanto activando
como inhibiendo la diferenciacién de los osteoblastos, podria ser compensado
por el miR-27a, ya que este miRNA activa la osteogénesis mediante la induccion
de la via de senalizacion de Wnt, a través de su interaccién con APC, que lleva
a la liberacion y a la migracion de B-catenina al nucleo. Esto contribuiria a la
diferenciacion de las células madre mesenquimales en osteoblastos 234 y, a su

vez, ayudaria a aumentar la masa ésea y disminuir la fragilidad ésea 23°.

Como se ha descrito la ruta Wnt/ 3-catenina es regulada por miR-122-5p,
sin embargo, la ruta Wnt/ -catenina regula la funcion del heparan sulfato (HS)
el cual a su vez influye sobre BMP2 (Bone Morphpgenetic Protein 2). Bramono
et al., demostraron que el HS, un analogo estructural a la heparina potencia la
actividad osteogénica de BMP2. Ademas, estos autores demostraron que este
incremento de actividad osteogénica se producia junto con un aumento de la
expresion y actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) y de osteocalcina. Los
resultados de Bramono et al., demostraron que el Heparan sulfato (HS) derivado
de la médula 6sea ayuda en la formacién 6sea y sugiere su aplicacién en la
reparacion 6sea 2%. En relacion con miR-122-5p podrian realizarse estudios
comparativos de los niveles de este biomarcador y los niveles de HS y BMP2 en
pacientes para evaluar, por ejemplo, el efecto de los tratamientos aplicados en
los procesos osteodegenerativos y ver si este miARN tiene capacidad de

monitorizacion de la efectividad de las terapias enfocadas a la reparacion ésea.

El miR-99b-5p se ha asociado con varias entidades malignas 237-2% vy,
ademas se ha descrito formando parte de una firma de miARNs en osteosarcoma
capaz de predecir la respuesta a iofosfamida’®, este miARN actua en las rutas
TGFB, WNT, MAPK y AKT/mTOR'8".182 Recientemente, Ding et al., utilizando
una aproximacion bioinformatica para identificar miARNs y mARNs con
expresion diferencial en modelos de ratas ovarectomizadas en las que se indujo
osteoporosis encontraron que el miR-99b-5p inhibe la proliferacion de los
osteoblastos al bloquear el eje FGFR3 y la expresion de genes relacionados con
la osteogénesis'®.
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En cuanto a los mecanismos moleculares mediados por los miARNs
identificados, como era de esperar en correspondencia con las vias de
senalizacion identificadas, las proteinas TGF-B, sus receptores (TGFBR), las
proteinas SMAD (segundo mensajero en esta via) y las BMPs fueron los genes
que con mas frecuencia se identificaron como dianas de los mMIARNs
identificados en el analisis de enriquecimiento funcional. Este hallazgo coincide
con estudios previos que mostraron que TGF-f, junto a otros factores derivados
de la matriz 6sea tales IGF, BMPs, y FGFs son dianas susceptibles a la
regulacion epigenética dentro de las vias de sefalizacion asociados con la
modelacion y remodelacion dsea en la osteoporosis ?*°. De igual modo GSK3p
y una serie de proteinas intracelulares que forman parte de la ruta candnica de
WNT también se identificaron entre los genes regulados por los miARNs. En
particular, en la ruta de sefializacion de Wnt participa la proteina C de poliposis
adenomatosa (APC), la cual facilita la interaccidn entre la proteina 3-catenina y
la Glicégeno sintasa quinasa 3B (GSK3B), dando como resultado la fosforilacion

de B-catenina y su degradacién por la proteasoma.

Para formar correctamente tejidos y 6rganos, las células no sélo deben
integrar senales morfogénicas proporcionadas por TGF-B, WNTs y otros
factores, sino también incorporar informacion sobre el estado de las vias de
control que gobiernan el crecimiento global de las células y los tejidos, como la
via Hippo ?*'. A diferencia de las vias TGF-B y WNT que promueven la actividad
nuclear de sus respectivos mediadores, SMADs y B-catenina, la activacién de la
via Hippo sirve para desactivar las funciones nucleares de sus mediadores (TAZ
/ YAP), sin embargo, al igual que las vias TGF-B y WNT, tiene una funcién
transcripcional clave en la regulacion de las células madres y su

diferenciacién?41.242,

Otras vias desreguladas estan vinculadas con la biosintesis de los glicanos,
lo cual no es de extrafiar ya que los proteoglicanos juegan un papel importante
en la organizacion de la matriz extracelular 6sea y participan en la estructuracién
del tejido como reguladores activos de la fibrilogénesis del colageno. Los
proteoglicanos también muestran patrones selectivos de reactividad con
citoquinas y factores de crecimiento, como TGF- y OPG, por lo tanto, modulan
la disponibilidad y la actividad biologica de estas proteinas en el hueso 243, Las
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investigaciones recientes han puesto de relieve la participacion de la ruta de la
O-glicosilacion en una serie de enfermedades, incluidas las que afectan la
densidad 6sea y el metabolismo mineral sugiriendo un papel para los O-glicanos
en la regulacion de los eventos proteoliticos necesarios para la regulacidon

adecuada del fosfato y la homeostasis in vivo 244,

La desregulacion de las rutas de sefalizacion de uniones adherentes y de
PI3K también es un hallazgo concordante con investigaciones previas acerca del
papel de la molécula de adhesion celular-N-caderina en la osteogénesis a través
la ruta de sefializacién PI3K, puntualizando el papel de estas uniones y la
comunicacion entre los osteoblastos en el crecimiento del hueso y la
transcripcion de genes osteoblasticos 2*°. Se reconoce que la N-caderina
controla negativamente la proliferacién y la supervivencia de los osteoblastos por
inhibicion de la expresion del ligando WNT3a y la atenuacion de las vias WNT,
ERK y PI3K/Akt 246

La relacion de la diabetes mellitus y la fragilidad 6sea esta descrita en la
literatura, presentando estos pacientes una disminucién de la masa 6sea y un
aumento de 6 veces respecto a la poblacion general la posibilidad de sufrir una
fractura de cadera ?*’. Es por este motivo que en nuestro estudio decidimos
hacer un andlisis de la expresién del miR-122 y miR-99 en funcién de si las
pacientes presentaban o no DM tipo 2. Heilmeier et al. en 2016 presentaron un
estudio en el que se decribia el miR-550a-5p y el miR-382-3p como predictores
de fragilidad ésea en pacientes con fractura osteoporética con y sin diabetes
mellitus tipo 2 28, En el afio 2022, el mismo grupo publicd un trabajo donde se
seguia en el tiempo a 168 mujeres postmenopausicas con DM tipo 2,
diagnosticandose en 70 de estas pacientes una fractura de baja energia. Se
identificd el miR-19b-1-5p como un factor protector para el desarrollo de fracturas
de baja energia, y el miR-203a y el miR-31-5p como factores de riesgo para la
presencia de esta lesion 2*°. Otros estudios relacionaron, como hemos visto
frecuentemente en la literatura, el diagndstico de osteoporosis con los resultados
de la DMO, a pesar de las limitaciones ya descritas de este analisis, describiendo
variaciones en miR-148-3p, miR-21-5p, miR-214-3p y miR-205 2%0-252, En
nuestro estudio, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la expresion de miR-122 y miR-99entre el grupo de pacientes con fractura
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osteoporética y el grupo de pacientes con escoliosis degenerativa versus al
grupo control, cuando realizamos el analsis separando a los pacientes en funcién

de si presentaban o no DM2.

Numerosos trabajos en la literatura han buscado la relacién de los miARNs
con la obesidad y el desarrollo de fragilidad 6sea, como muestra la reciente
revision realizada por Vulf et al 2%3. En nuestro estudio observamos que en el
pacientes con un indice de masa corporal clasificado como sobrepeso o superior,
en miR-99 se encontraba infraexpresado respecto al grupo control, pudiendose
considerar este miR candidato para identificar a los pacientes con mala calidad
Osea en este grupo. No obstante, en la literatura, no existe ningun trabajo que
identifique la relacion del miR-99 para identificar la fragilidad 6sea en pacientes
con obesidad. Probablamente, la relacion del miR-99 con las rutas moleculares
descritas en las que participa este miIARN puede explicar la hipdtesis de su
relacion con la obesidad y la fragilidad 6sea 2°42%°, Ademas, en el estudio de
Heianza et al. se demostré que los cambios en la expresion circulante de miR-
99/100 en respuesta a las intervenciones en la dieta/estilo de vida se asociaron
significativamente con disminuciones en los depodsitos de grasa
visceral/ectopica, asi como con el metabolismo de la glucosa, entre pacientes
con obesidad abdominal®>®. Por otro lado, en el trabajo de Ortega et al. el miR-
99a estaban regulados positivamente en las células y depdsitos de grasa
subcutanea de los obesos en comparacion con los obtenidos de personas

delgadas 2.

En nuestra muestra de pacientes, numerosos casos presentaban valores
de vitamina D insuficientes o deficientes. Se encuentra descrito en la literatura
su relacién con el metabolismo éseo y la implicacion de miARN en sus
mecanismos de accion 2% es por eso que en nuestro estudio realizamos el
analisis de miR-122 y miR-99, en funcidn de si los pacientes presentaban valores
normales o insuficientes versus deficientes, sin encontrarse diferencias
estadisticamente significativas entre grupos. No hemos encontrado en la

literatura estudios donde se realicen analisis similares sobre la vitamina D.
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En cuanto a la capacidad discriminativa del miR-99 en las pacientes con
IMC elevado para diferenciar entre pacientes controles y aquellos con una mala
calidad 6sea, los resultados de la curva ROC determinaron el test como regular,
a pesar de presentar un p valor significativo, probablemente por el bajo numero

de casos incluido en este analisis (casos n=12, controles n=17).

A pesar de no poder ser considerado un test de calidad con el analisis
realizado en nuestro trabajo, observamos que la densitometria utilizada en la
actualidad, tanto en esa cohorte de pacientes con IMC aumentados como en el
resto de cohortes analizadas en nuestro estudio, presenta unos valores altos de
especificidad con un rango entre el 92.3% y el 100%, pero unos valores bajos en
cuanto a la sensibilidad entre un 0% y un 50%, quedando de manifiesto las
debilidades de la misma a la hora de identificar a pacientes con una mala calidad
Osea. La bibliografia sobre el tema estd de acuerdo en describir estas
limitaciones. Estudios sobre esta prueba teniendo en cuenta las variaciones en
los valores de T-score, y no la clasificacion cualitativa aceptada por la OMS 6,
son capaces de predecir el riesgo de fractura, pero esta capacidad disminuye
con la edad del paciente. Sin embargo, la prueba no es capaz de identificar los
individuos que van a sufrir una fractura de baja energia 4°44. En esta linea,
estudios de casos y controles sobre el tema, como ya se ha descrito en el
apartado de discusion de la densitometria 60sea en este trabajo, presentan
resultados similares a los descritos en nuestro trabajo, con unos valores de
sensibilidad que oscilan entre el 0 y el 40% 4143190 En cuanto a la especificidad,
es escasa la literatura con casos y controles y valoraciones cualitativas, pero en
el estudio de Langsetmo et al. presenta unos valores de 96.2% en hombres y

90.4% en mujeres, tratandose de valores altos similares a los de nuestro estudio
42

En nuestro estudio, con un cut-off value > 0.4870 conseguimos valores de
sensibilidad mayores al 80%, por lo tanto, conseguiriamos identificar a un gran
numero de pacientes con mala calidad 6sea, pero presentando como problema
un aumento de falsos positivos. Una solucion a esta cuestion podria ser la
densitometria 6sea, que al presentar tanto en nuestro estudio como en la
bibliografia una alta especificidad, podria ayudarnos a identificar a los sujetos
sanos disminuyendo los falsos positivos. Por lo tanto, la combinacién de estas
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dos pruebas podria ser de utilidad para la identificacion de pacientes con

fragilidad ésea en mujeres con un IMC elevado.

4.8. Limitaciones del estudio

-  Se trata de una muestra con un numero limitado de pacientes, sobre todo en
el grupo de escoliosis degenerativa que probablemente no nos permitan
observar diferencias en caso de existir. La reclutacion de pacientes se vio
dificultada por los exigentes criterios de exclusion al planificar no incluir
casos con patologias basales que interfiriesen en el metabolismo éseo,
siendo estas de incidencia elevada en la poblacion de mujeres

postmenopausicas a estudio.

- Latoma de muestras no se ha realizado exactamente en el mismo momento
respecto a la aparicion de la fractura en todos los pacientes, no obstante, en

todos se realiz6 en los tres dias siguientes al diagnostico.

- A pesar de los exigentes criterios de exclusién, las pacientes pueden
presentar una serie de patologias basales que podrian actuar como factores

de confusion en nuestro estudio.
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Conclusiones

En nuestro estudio no hemos identificado diferencias estadisticamente
significativas en los valores de esclerostina entre los pacientes con
fragilidad 6sea por un lado, y con escoliosis degenerativa por otro,

respecto a la poblacion general, ni tampoco entre ambos grupos.

Hemos observado una tendencia positiva entre los valores de esclerostina
y vitamina D en el grupo de pacientes con fractura por fragilidad y
escoliosis degenerativa, asi como una tendencia negativa en el grupo

control, sin ser estadisticamente significativas.

En cuanto a la metilacién del gen SOST, hemos identificado zonas en el
amplicon SOST 17 y SOST 18 con variaciones en la metilacion. Estas
variaciones en la metilacion no han mostrado su asociacion con las

variaciones en los niveles de esclerostina.

En el analisis por secuenciaciéon masiva hemos identificado el miR-122 y
el miR-99 como candidatos para la identificacibn de pacientes con

fragilidad 6sea y escoliosis degenerativa.

Se identificé una tendencia a la subexpresion del miR-122 y el miR-99
tanto en pacientes con fractura osteoporética como en pacientes con
escoliosis degenerativa respecto al grupo control sin ser estas diferencias
estadisticamente significativas. Realizando este analisis en el grupo de
pacientes con IMC diagnésticos de sobrepeso u obesidad, se ha
observado una subexpresion del miR-99 en pacientes con fractura

osteopordética.

El miR-99 permite identificar pacientes con mala calidad ésea en el
subgrupo con IMC elevado con una sensibilidad del 83.34% pero con una
especificidad del 11.7% presentando como problema un aumento de
falsos positivos. Su combinacion con la densitometria 6sea, prueba de

alta especificidad, podria ser la solucion a esta cuestion.
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7. La densitometria 6sea se trata de una prueba con una baja sensibilidad,
por lo que no es adecuado recomendar su realizacion como método de
cribado para intentar identificar en la poblacion general pacientes con

mala calidad 6sea.
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Direccion Generai, José Vicente Castell

Dra. Teresa Bas Hermida
Servicio de Cirugia Ortopédica y Trauma

Asunto: Autorizacién Inicio Estudio.

Valencia, 9 de Marzo de 2016

Adjunto le remito copia de los Informes Cientifico y Etico de Investigacion, en el que se
acuerda informar favorablemente sobre el Provecto de Investigacion titulado “REGULACION
EPIGENETICA DE LA ESCLEROSTINA Y DE LA RUTA WNT/B-CATENINA EN OSTEOPOROSIS.
IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES BASADOS EN LA METILACION DEL ADN Y LOS
MICROARNS DE FRAGILIDAD OSEA”, por usted presentado.

A la vista de los dictdmenes emitidos, dicho Proyecto, puede iniciarse y llevarse a cabo.

Atentamente,

IS La Fe | Bulevar Sur, Tome A, 72, 46026 Valencia | Tel.: (+34) 96 124 66 01 Fax. {+34) 86 124 66 20 | fundacion_lafe@gva.es | wwwi.iislafe.es
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Valencia a 9 de Marzo de 2016

El Dr. Rafael Botella Estrada, Presidente de la Comisién de Investigacién del Instituto de
Investigacion Sanitaria La Fe,

INFORMA:

Que el Proyecto de Investigacion titulado: “REGULACION EPIGENETICA DE LA ESCLEROSTINA
Y DE LA RUTA WNT/B-CATENINA EN OSTEOPORQOSIS. IDENTIFICACION DE
BIOMARCADORES BASADOS EN LA METILACION DEL ADN Y LOS MICROARNS DE
FRAGILIDAD OSEA" que presenta ia Dra. Teresa Bas Herminia del Area Clinica de Cirugia
Ortopédica y Trauma del Hospital U. i P. La Fe, contiene elementos objetivos suficientes en cuanto
a la Hipétesis, Planteamientos y Plan de Trabajo que, a juicio de esta Comisién, permiten
pronunciarse positivamente en cuanto a su viabilidad.
f.o.

v

Rafael Botella Estrada
Presidente de la Comisién de Investigacion
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DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION BIOMEDICA

Don Serafin Rodriguez Capellan, Secretario del Comité Etico de Investigacion
Biomédica del Hospital Universitario y Politécnico La Fe,

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado en su sesion de fecha 12 de enero de 2016, el Proyecto
de Investigacion titulado “REGULACION EPIGENETICA DE LA ESCLEROSTINA Y
DE LA RUTA WNT/B-CATENINA EN OSTEOPOROSIS. IDENTIFICACION DE
BIOMARCADORES BASADOS EN LA METILACION DEL ADN Y LOS MICROARNS
DE FRAGILIDAD OSEA.”, con n® de registro 2016/0080.

Que dicho proyecto se ajusta a las normativas éticas sobre investigacion biomédica
con sujetos humanos y es viable en cuanto al planteamiento cientifico, objetivos,
material y métodos, etc, descritos en la solicitud, asi como la Hoja de Informacién al
Paciente y el Consentimiento Informado.

En consecuencia, este Comité acuerda emitir INFORME FAVORABLE de dicho
Proyecto de Investigacion que sera realizado en el Hospital Universitario y Politécnico
La Fe por elfla Dr. / Dra. TERESA BAS HERMIDA del servicio de CIRUGIA
ORTOPEDICA Y TRAUMA como Investigador Principal.

Miembros del CEIB:

Presidente:
Dr. JOAN SALOM SANVALERO (Unidad de Circulacién Cerebral Experimental)

Vicepresidente:
Dr. JOSE VICENTE CERVERA ZAMORA (Hematologia)

Secretario:
D. SERAFIN RODRIGUEZ CAPELLAN (Asesor juridico)

Miembros:

Dr. SALVADOR ALINO PELLICER (Catedratico Farmacélogo Clinico)

Dr. LUIS ALMENAR BONET (Cardiologia)

Dra. ESTHER ZORIO GRIMA (Cardiologia)

Dra. BELEN BELTRAN NICLOS (Medicina Digestiva)

Dra. INMACULADA CALVO PENADES (Reumatologia Pediatrica)

Dr. JOSE VICENTE CASTELL RIPOLL {Director de Investigacion)

Dra. MARIA JOSE GOMEZ-LECHON MOLINER (Investigadora del Grupo Acreditado en
Hepatologia Experimental)

Dr. JOSE LOPEZ ALDEGUER (Enfermedades Infecciosas)

Dr. JAVIER PEMAN GARCIA (Investigador del Grupo Acreditado multidisciplinar para el estudio
de fa Infeccidén Grave)

Dr. ALFREDO PERALES MARIN {Jefe de Servicio - Obstetricia)

Dra. PILAR SAENZ GONZALEZ (Neonatologia)

Dr. MELCHOR HOYOS GARCIA ()

Dra. BEGONA POLO MIQUEL {Gastroenterologia Pediatrica)

Dr. ISIDRO VITORIA MINANA (Pediatria)

Dra. EUGENIA PAREJA IBARS (Unidad de Cirugia y Trasplante Hepatico)
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Dr. JAIME SANZ CABALLER (Investigador del Grupo Acreditado en Hematologia y
Hemoterapia)

Dra. PILAR SEPULVEDA SANCHIS (Cardiocirculatorio)

Dra. MARIA LUISA MARTINEZ TRIGUERO (Analisis Clinicos)

Dra. MARIA TORDERA BAVIERA (Farmacéutica del Hospital)

Dr. ENRIQUE VIOSCA HERRERO (Jefe de Servicio - Medicina Fisica y Rehabilitacion)

Dr. EDUARDO GARCIA-GRANERO XIMENEZ (Cirugia General y Digestivo)

Dr. RAFAEL BOTELLA ESTRADA (Dermatologia)

Dr. OSCAR DIAZ CAMBRONERQO (Anestesia y Reanimacion)

Fdo.: Don Serafin Rodriguez Capellan
Secretario del Comité Etico de Investigacion Biomédica
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*OBSERVACIONES ADICIONALES AL DICTAMEN:

Se emite INFORME FAVORABLE, pero se sugiere al investigador principal que, antes
de comenzar el estudio, realice las siguientes mejoras en la HIP:

e En la clausula tercera, deberian simplificar el lenguaje para su facil
comprensién por el paciente.
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ANEXO 2
HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE
Version de la HIP: v1. Fecha de la version: 28-12-15

Investigador Principal:
TERESA BAS HERMIDA

CENTRO: HOSPITAL UNIVERSITARIO Y POLITECNICO LA FE

Titulo del proyecto de investigacion: REGULACION EPIGENETICA DE LA ESCLEROSTINA
Y DE LA RUTA WNT/B-CATENINA EN OSTEOPOROSIS. IDENTIFICACION DE
BIOMARCADORES BASADOS EN LA METILACION DEL ADN Y LOS microARNs DE
FRAGILIDAD OSEA

1. INTRODUCCION:

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio en el que se le invita a participar.
El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Biomédica del Hospital

Universitario y Politécnico la Fe.

Nuestra intencion es tan sélo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para
que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta
hoja informativa con atencién y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir
después de la explicacion. Ademas, puede consultar con las personas que considere
oportunas.

2. PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la

relacion con su meédico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.
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3. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

La osteoporosis es un trastorno esquelético caracterizado por una alteraciéon de la

resistencia 6ésea que predispone a un mayor riesgo de fracturas.

El gold estandar actual para el diagnostico de la osteoporosis es la densitometria ésea,
pero esta técnica solo explica alrededor de un 60 % de las fracturas en los pacientes
afectados por esta patologia, por lo que resulta de gran interés el descubrimiento de
marcadores de fragilidad ésea. En algunos trabajos se describe la mayor frecuencia de
osteoporosis en la escolosis degenerativa del adulto, que en la escoliosis idiopatica del

adulto o en la poblacién general.

La esclerostina, la cual se expresa en los osteocitos, constitutuye un potente inhibidor
de la formacién dsea. Esta glicoproteina impide la funcion de los osteoblastos y su
funcidn, inhibiendo la via de la Wnt/beta- catenina, y por tanto la formacién ésea,
ademas de inducir la apoptosis de los osteoblastos. Recientemente se ha descrito la
regulacion epigenética, concretamente por fendmenos de metilacion del gen SOST.
Este afo el grupo de Reppe, ha demostrado que los niveles de esclerostina en suero
correlacionan fuertemente con el riesgo de fractura en mujeres postmenopausicas, y

ademas correlacionan con los niveles de metilacion del promotor del gen.

Es conocida la relacién entre escoliosis degenerativa y osteoporosis, y se ha visto que
la densitometria lumbar en estos pacientes carece de exactitud para el diagnéstico de
esta patologia. Por lo que se requieren nuevas técnicas de diagnostico y

monitoriazacion y nuevos biomarcadores.

En esta busqueda de biomarcadores, la epigenética esta revolucionando la biomedicina
y la medicina personalizada y de precisién, pues estos biomarcadores basados en la
metilacion del ADN, los ARNs no codificantes (i.e., microARNs) y modificaciones en las
histonas permiten hacer diagnéstico, prondstico e incluso monitorizar el efecto de las

terapias aplicadas.

Nuestro estudio pretende establecer una relacion entre los niveles de esclerostina en
suero, la metilacién del gen y la fragilidad 6sea. Ademas completaremos este estudio
con el analisis de la expresion de una firma de tres microARNs implicados en la

regulacion de la ruta Wnb/b-catenina. Para completar el estudio e identificar otras firmas
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epigenéticas asociadas a la fragilidad 6sea realizaremos un estudio de secuenciacion
de miRNAs circulantes en pacientes con fragilidad 6sea (con fractura osteoporética),
pacientes con escoliosis degenerativa del adulto, y pacientes control (pacientes
sometidos a intervencién quirdrgica por procedimientos ortopédicos) mediante

tecnologia Next Generation Sequencing.

Este estudio por lo tanto no implica cambios en la medicacion de ninguno de los
pacientes, ni una alteracién en la organizacion o programacion de sus visitas.

Durante su estancia hospitalaria se realizara una extraccion de muestra
sanguinea, asi como una densitometria, y durante el tratamiento quirurgico de
su patologia obtendremos una muestra de tejido 6seo para su analisis. Estos

procedimientos no afectaran el desarrollo de su tratamiento.

4. BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO:

Si se cumplen los objetivos de este proyecto se encontraran como beneficios:

a) Protocolos mas efectivos basados en la deteccion precisa y el perfil de
riesgo del paciente de fractura;

b) Profundizacién en el conocimiento del desarrollo de osteoporosis mediante
la correlacién y el analisis de parametros cuantificables obtenidos de
muestras de sangre (método semi-invasivo);

c) Diagndstico precoz, personalizacion y monitorizacion del tratamiento frente
a la osteoporosis;

d) Mejor caracterizacién y conocimiento de una patologia de gran prevalencia
entre los pacientes con osteoporosis como es la escoliosis degenerativa del

adulto.

También, ha de saber que los objetivos del proyecto de investigacion podrian
no cumplirse no llegando a conseguir ningun beneficio directamente

relacionado con la enfermedad.
Ha de saber que este tipo de estudio no lleva ningun riesgo asociado. El

procedimiento que se le propone no supone ningun riesgo afadido para su

salud.
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La donacién de sangre apenas tiene efectos secundarios; lo mas frecuente
es la aparicion de pequefios hematomas en la zona de puncién que
desaparecen transcurridos 1 6 2 dias.

La toma de muestra de tejido éseo durante la cirugia no alterara la evolucion
esperada de su procedimiento.

Cualquier otra informacion que desee, no dude en preguntarsela a los

meédicos especialistas y/o al personal de enfermeria que le atiende.

La donacién implica, la renuncia por parte de los donantes a cualquier
derecho de naturaleza econdmica o de otro tipo sobre los resultados que
pudieran derivarse de manera directa o indirecta de

las investigaciones que se lleven a cabo con las muestras bioldgicas.

Las muestras de los tejidos y/o sangre no seran vendidas o distribuidas a
terceros con fines comerciales pero los costes de conservacién y envio se
cubriran sobre una base sin animo de lucro.

La donacién de muestras no impedira que usted o su familia puedan hacer
uso de ellas siempre que estén disponibles, cuando por razones de salud

puedan ser necesarias.

5. TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS:

El presente proyecto de investigacion no pretende evaluar el efecto de ningun
tratamiento, sino identificar biomarcadores de progresién y predictivos de la
osteoporosis.

Es por ello, por lo que no sera sometido a ningun tratamiento experimental.
6. N° DE URGENCIA PARA PROBLEMAS DEL ESTUDIO
En caso de que desee formular preguntas acerca del estudio o dafios

relacionados con el mismo, contactar con el médico del estudio Dr. TERESA
BAS HERMIDA en el numero de teléfono 699921091.

7. CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacién y la cesion de los datos de caracter personal de todos

los sujetos participantes, se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13
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de diciembre de proteccion de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que
establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso,
modificacion, oposicion y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su médico
del estudio. Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un
codigo y solo su médico del estudio o colaboradores podran relacionar dichos datos con
usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a persona
alguna salvo excepciones, en caso de urgencia médica o requerimiento legal.

Respecto a la confidencialidad de la informacién del paciente, el responsable del
Registro de los datos en la Agencia Espafola de Proteccion de Datos, es la Conselleria

de Sanitat de la Generalitat Valenciana.

Solo se tramitaran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio, que
en ningun caso contendran informaciéon que le pueda identificar directamente, como
nombre y apellidos, iniciales, direccion, n® de la seguridad social, etc... En el caso de
que se produzca esta cesion, sera para los mismos fines del estudio descrito y
garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccién de la

legislacién vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacion personal quedara restringido al médico del estudio,
colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafola del Medicamento y Productos
Sanitarios), al Comité Etico de Investigacién Clinica y personal autorizado por el
promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del estudio,
pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacién

vigente. El acceso a su historia clinica ha de ser sélo en lo relativo al estudio.

8. COMPENSACION ECONOMICA:

El promotor del estudio es el responsable de gestionar la financiacion del mismo, por lo

que su participacion en éste no le supondra ningun gasto.

9. OTRA INFORMACION RELEVANTE:

Cualquier nueva informacion referente a los farmacos utilizados en el estudio que se

descubra durante su participaciéon y que pueda afectar a su disposicion para participar

en el estudio, le sera comunicada por su médico lo antes posible. Sin embargo, la
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naturaleza de este estudio no prevé la modificacién de ninguno de los tratamientos que

esté usted tomando en este momento.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, no se afiadira
ningun dato nuevo a la base de datos y, puede exigir la destruccion de todas las
muestras identificables previamente obtenidas para evitar la realizacion de nuevos

analisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor o los
investigadores del mismo lo consideran oportuno, ya sea por motivos de seguridad, por
cualquier acontecimiento adverso que se produzca por la mediacion en estudio o porque
consideren que usted no esta cumpliendo con los procedimientos establecidos. En
cualquiera de los casos, usted recibira una explicacion adecuada del motivo por el que

se ha decidido su retirada del estudio.

El promotor podra suspender el estudio siempre y cuando sea por alguno de los

supuestos contemplados en la legislacién vigente.

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los
procedimientos del estudio que se le han expuesto. Cuando acabe su participacion
recibira el mejor tratamiento disponible y que su médico considere el mas adecuado
para su enfermedad, pero es posible que no se le pueda seguir administrando la
medicacién objeto del presente estudio. Por lo tanto, ni el investigador, ni el promotor,

adquieren compromiso alguno de mantener dicho tratamiento fuera de este estudio.

12. DESTINO DE LAS MUESTRAS TRAS SU UTILIZACION EN ESTE
PROYECTO DEINVESTIGACION

Cuando termine este proyecto de investigacion, es posible que sobren muestras. Para

estas muestras te ofrecemos dos opciones:

a. Que sean destruidas
b. Que sean utilizadas en otros proyectos que tengan relacion con Escoliosis Idiopatica
del Adolescente. Por eso, te ofrecemos la posibilidad de que dones la muestra que sobre

al Biobanco La Fe para que pueda ser conservada y utilizada en el futuro.
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En este caso, firmaras también la hoja del consentimiento especifico para Biobancos y
tus muestras podran ser utilizadas en proyectos de investigacion que estén autorizados

por un Comité de Etica y por un Comité Cientifico.

Tus datos personales y de salud seran tratados con confidencialidad de acuerdo a la

Ley.

Podras solicitar en cualquier momento la modificacion o la cancelaciéon de tus datos

mediante un correo electronico dirigido al Biobanco La Fe (biobanco lafe@iislafe.es)

Siempre que tu estés de acuerdo, las muestras seguiran almacenadas en el Biobanco

La Fe hasta que se agoten.

En el caso de que se cerrase el Biobanco La Fe la informacion sobre el destino de tus
muestras estara a tu disposicidon en el Registro Nacional de Biobancos para
Investigacién Biomédica para que puedas decir si estas de acuerdo o no con el fin

previsto para las mismas.

243


mailto:biobanco_lafe@iislafe.es




Anexos

ANEXO 3

MODELO DE CONSENTIMIENTO DEL REPRESENTANTE LEGAL

Titulo del estudio: REGULACION EPIGENETICA DE LA ESCLEROSTINA Y DE LA RUTA
WNT/B-CATENINA EN OSTEOPOROSIS. IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES BASADOS
EN LA METILACION DEL ADN Y LOS microARNs DE FRAGILIDAD OSEA

Yo, (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con: (nombre del Investigador)
Comprendo que la participacion de (nombre del participante) €S voluntaria.
Comprendo que (nombre del participante) puede retirarse del estudio:

1° Cuando quiera
2° Sin tener que dar explicaciones.
3° Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

En mi presencia se ha dado a (nombre del participante), toda la informacién pertinente
adaptada a su nivel de entendimiento y esta de acuerdo en participar.

Y presto mi conformidad con que (nombre del participante) participe en el estudio.
Firma del Representante Firma del Investigador
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
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MODELO DE CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

Titulo del estudio: REGULACION EPIGENETICA DE LA ESCLEROSTINA Y DE LA RUTA
WNT/B-CATENINA EN OSTEOPOROSIS. IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES BASADOS
EN LA METILACION DEL ADN Y LOS microARNs DE FRAGILIDAD OSEA

YO, (nombre y apellidos).

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con: (nombre del Investigador)

Comprendo que mi participacién es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.
Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.
Una vez que termine la investigacion:

Quiero que se destruya la muestra sobrante .

Quiero que la muestra sobrante se guarde en el Biobanco La Fe [1*
No quiero que mis muestras se utilicen

Nombre representante legal:
Relacién con el paciente:

Firma del Participante Firma del Investigador
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
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MODELO DE CONSENTIMIENTO ORAL ANTE TESTIGOS

Titulo del estudio: REGULACION EPIGENETICA DE LA ESCLEROSTINA Y DE LA
RUTA  WNT/B-CATENINA EN OSTEOPOROSIS. IDENTIFICACION DE
BIOMARCADORES BASADOS EN LA METILACION DEL ADN Y LOS microARNs DE
FRAGILIDAD OSEA

Yo, (nombre y apellidos),
He recibido la hoja de informacion sobre el estudio.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He sido informado por: (nombre del investigador)
Declaro bajo mi responsabilidad que: (nombre del participante del estudio)
Comprende que su participacion es voluntaria.
Comprende que puede retirarse del estudio:
1° Cuando quiera
2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Y ha expresado libremente su conformidad para participar en el estudio.

Firma del testigo Firma del Investigador
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
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COLECCION UNIDAD DE RAQUIS (CIRUGIA ORTOPEDICA Y TRAUMATOLOGIA) Pigina 1de 1
SUBCOLECCION: OSTEOPOROSIS POSTMENOPAUSICA (CIE-10: M80.0)
*NOMBRE:
ETIQUETA PACIENTE *g:;C
*FECHA NACIMIENTO:
*SANGRE (EDTA) [ N°tubos......... Fecha y hora extraccion:..............ccoocoiiiininn.
TIPO DE MUESTRA QUE
SE ENVIA *SANGRE (CPT) 0 N° tubos......... Fecha y hora extraccion:
*TEJIDO OSEO [ N° muestras.........
PRETRATAMIENTOS Y

CONDICIONES DE

Condiciones: refrigerada [
CONSERVACION POR EL GRUPO  Fecha

(en caso de ser necesario y previo envio

congelada [
al Biobanco)

T2 ambiente [
Hora

¢Durante cuanto tiempo ha estado refrigerada/congelada/T? ambiente?

CONSENTIMIENTO BIOBANCO ADJUNTO: [1 si [J NO (Nota: el Cl debera enviarse previo uso de las muestras)

i *Osteoporosis postmenopausica con fractura patolégica (CIE-10: M80.0)
DIAGNOSTICO /

SOSPECHA DIAGNOSTICA

*Control osteoporosis postmenopadusica (CIE-10: Z276.3) [J

O
*Otros (1 CIE-10: ......ccevvneen. Descripcion

OBSERVACIONES/INCIDENCIAS

Nota: referencia tubos CPT (BD Vacutainer®, 362782)

TELEFONO CONTACTO RBLE. ENVIO: Dra. De la Calva (661260744)
DATOS RECEPCION (A completar por el personal del Biobanco La Fe)

FECHA RECEPCION MUESTRA HORA RECEPCION MUESTRA

OBSERVACIONES

TELEFONOS ENVIO MUESTRAS

Laboratorio Biobanco: 246680 — 246679 - 485643

AENOR
BIOBANCO LA FE - Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe (IIS-LA FE) - TORRE A - SOTANO E a mluNet g
Avda. de Fernando Abril Martorell, 106. C.P.: 46026. Valencia (Espafia). - Tifs.: 96 1246681 - 626.49.40.32 e
(Exts.: 246681 / 485606) - biobanco_lafe@iislafe.es - http://www.iislafe.es/biobanco-la-fe.aspx T

ER-0033/2016
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION VOLUNTARIA DE MUESTRAS
BIOLOGICAS PARA INVESTIGACION AL BIOBANCO LA FE

1.- DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

El procedimiento que se propone consiste en donar voluntariamente muestra/s

biologica/s de sangre, tejidos, heces, orina, fluidos bioldégicos u otros tipos siguiendo los
procedimientos de obtencion establecidos en el centro asistencial. Si la obtencion de un tipo de
muestra llevara asociado un procedimiento invasivo, el donante o su representado/a deberia
igualmente consentir el citado procedimiento a través del documento proporcionado por el

centro.

La/s muestra/s bioldgica/s seran gestionadas y conservadas en el Biobanco La Fe,

como biobanco publico autorizado para la gestion _de muestras biologicas con fines de

investigacion biomédica segun la legislacion vigente. Dichas muestras biolégicas podran ser
utilizadas en proyectos de investigaciéon biomédica los cuales hayan sido previamente
aprobados por comités externos, de ética y cientifico, a los que esta adscrito el Biobanco. Las
muestras estaran gestionadas por el Biobanco La Fe hasta el fin de las existencias si no existe

una revocacion del presente consentimiento.

2.- OBJETIVO

La finalidad del Biobanco La Fe es gestionar la recogida, el procesamiento y la

conservacion de muestras biolégicas humanas para su uso posterior en proyectos de
investigacién biomédica o para completar pruebas diagndsticas. Los resultados de dichos

proyectos de investigacion pueden derivar en el descubrimiento de nuevos métodos para el

mejor diagnoéstico, prondstico y tratamiento de las enfermedades y/o disfunciones.

3.- CONDICIONES DE LA DONACION

Ni ud. ni su representado/a recibirdn ninguna compensacién _econdmica ni otros

beneficios materiales por donar sus muestras. Sin embargo, si las investigaciones realizadas
tuvieran éxito podrian ayudar en el futuro a pacientes con enfermedades o disfunciones. Sus

muestras o las de su representado/a no_seran vendidas ni distribuidas a terceros con fines

comerciales, pero los costes de obtencién, conservacion y envio del material se repercutiran,
sin animo de lucro, a quienes las utilicen segun lo establecido en la legislacion vigente.
La donacion de muestras no impedira que ud., su representado/a o su familia puedan

hacer uso de ellas, siempre que estén disponibles, cuando asi lo requieran y cuyo uso final

esté justificado de manera clinica o terapéutica. Debe saber que el uso diagnéstico de la
muestra donada tendra prioridad y que el Biobanco La Fe garantizard la existencia de

remanente de muestras para este fin.

BIOBANCO LA FE - Hospital Universitari i Politecnic La Fe - Instituto de Investigacion Sanitaria (IIS-LA FE)
Avda. de Fernando Abril Martorell, 106. C.P.: 46026. Valencia (Espafia)
biobanco_lafe@iislafe.es - http://www.iislafe.es/biobanco-la-fe.aspx
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En caso de producirse un eventual cierre del Biobanco o revocacién de la autorizacion

para su constitucién y funcionamiento, la informacién sobre el destino de las muestras para

investigacion biomédica estara disponible en el Registro Nacional de Biobancos o en el

registro de la autoridad publica que ostente la competencia en ese momento para que pueda

manifestar su conformidad o disconformidad en relacién al destino previsto de las mismas.

4.- CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU REALIZACION

Podria darse la circunstancia de ser de nuevo contactado/a con el fin de recabar

nueva informacion sobre su situacién o la de su representado/a o de tomar una nueva muestra
gue pudiera ser interesante en el desarrollo de la investigacion biomédica. En este caso
volverd a ser informado/a y tendrd la libertad de aceptar o de rechazar dicha participacion.

Por tal motivo, es importante que comunique al Servicio de Admision del Hospital Universitari i
Politecnic La Fe o del centro del cual procede los futuros cambios de direccién v teléfonos

de contacto, siendo ésta la Ginica via de contacto con ud., su representado/a o su familia.

Es posible que se obtenga informacion relativa a su salud o a la de su representado/a
derivada del desarrollo de los proyectos de investigacion biomédica y, en particular, datos

genéticos con relevancia clinica. En este sentido, puede solicitar la informacidn relativa a su

salud o a la de su representado/a derivada del estudio de las muestras donadas. Para

ejercer este derecho, puede dirigirse a la Direccién Cientifica del Biobanco La Fe realizando la
solicitud pertinente a través de escrito dirigido.

La informacion que se obtenga puede ser relevante también para sus familiares. Es

decisién suya y/o de su representado/a informarles a fin de, si ellos/as lo desean, puedan ser
estudiados/as y valorar asi sus opciones de salud futuras. Cuando esta informacién, a criterio
médico, sea necesaria para evitar un grave perjuicio en la salud de sus familiares bioldgicos,

previa consulta al comité de ética asistencial, seran informados/as de ello.

5.- DERECHO DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

La decisiéon de donar sus muestras es totalmente voluntaria. Ud. o su representado/a

pueden negarse a donarlas e incluso puede revocar su consentimiento en cualquier

momento, sin tener que dar ninguna explicacién y sin que ello tenga ninguna repercusion en la
atencién médica que recibe en el centro.

Si se revoca el consentimiento que ahora se presta, le pediremos la opcién de
destruir las muestras o guardarlas sin identidad. Esta accién tendra efecto solo en la parte

de las muestras donadas al Biobanco La Fe. No se destruiran las muestras o la informacién

clinica necesarias para el tratamiento y solucién de su enfermedad y/o disfuncion.

252 BIOBANCO LA FE — Hospital Universitari i Politécnic La Fe - Instituto de Investigacién Sanitaria (IIS-LA FE)
Avda. de Fernando Abril Martorell, 106. C.P.: 46026. Valencia (Espafia)
biobanco_lafe@iislafe.es - http://www.iislafe.es/biobanco-la-fe.aspx
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6.- RIESGOS

El procedimiento propuesto no supone ningun riesgo afadido para su salud. En el

caso de donaciones de sangre apenas tiene efectos secundarios; lo méas frecuente es la
aparicion de pequefios hematomas en las zonas de puncion que desaparecen transcurridos 1 6
2 dias.

7.- PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD

En cumplimiento de la Ley Organica 15/1999, LOPD, le informamos que:

Sus datos de caracter personal se recogen en los ficheros “Informacion clinico-
asistencial”, “Organizacién y gestion de la actividad sanitaria”, “Prescripcion y dispensacion
farmacéutica”, “Epidemiologia”, “Investigacion clinica sanitaria y farmacolégica” y que estos
ficheros han sido publicados v registrados en la Agencia Espafiola de Proteccion de

Datos, siendo el responsable de éstos la Conselleria de Sanidad Universal y Salud Publica.

La finalidad de la captacion y tratamiento de sus datos es la asistencia sanitaria, la
prescripcion y dispensacion farmacéutica, la gestion y control de los procesos asistenciales y
sanitarios, la investigacion epidemiolédgica, la dotacién de Biobancos y los proyectos de

investigacion clinica sanitaria o farmacoldgica.

Para el ejercicio de sus derechos de Acceso, Rectificacion, Cancelacién vy

Oposicién (ARCO) se puede dirigir a las Oficinas de Atencidén e Informacion al Paciente de

este Hospital (SAIP), a los registros de entrada de la Conselleria de Sanidad Universal y Salud

Publica, asi como a los servicios territoriales de la misma.

En caso de cesion a terceros de muestras y/o de informacién derivada del estudio, se

eliminara cualquier dato que pueda revelar su identidad personal.

Este Hospital trata de manera absolutamente confidencial sus datos de caracter

personal y solo para las finalidades indicadas y le informa que implementa las medidas de
seguridad necesarias para garantizar la seguridad y confidencialidad de sus datos.

BIOBANCO LA FE - Hospital Universitari i Politécnic La Fe - Instituto de Investigacion Sanitaria (IIS-LA FE)
Avda. de Fernando Abril Martorell, 106. C.P.: 46026. Valencia (Espafia)
biobanco_lafe@iislafe.es - http://www.iislafe.es/biobanco-la-fe.aspx
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EJEMPLAR PARA EL DONANTE

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO — HOJA DE FIRMAS

DD (o [T aflos de edad, con n° DNI

................ aflos de edad, con n° DNI

....................................................... Y NP SIP..ccoooiiiviiii i, €0 calidad de representante (en
caso de incapacidad)

DECLARO QUE:

= He leido la informacioén que se me ha entregado.

= He sido informado por el profesional de salud abajo firmante sobre la donacién de muestras al
Biobanco La Fe.

= He comprendido las explicaciones facilitadas habiendo sido éstas proporcionadas en un
lenguaje claro y sencillo.

= He podido realizar observaciones y me han sido aclaradas todas las dudas planteadas.

= He comprendido que la donacién de muestras es voluntaria y puedo revocar mi
consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones y sin que esto
repercuta en mis cuidados médicos.

= Libre y voluntariamente acepto la realizacion de la donacién voluntaria de las muestras
biolégicas obtenidas en el trascurso del procedimiento quirtrgico, diagndstico o terapéutico.

= Que puedo incluir restricciones sobre el uso de las mismas:

CONSIENTO QUE:

Que el Hospital u otros centros de investigacién, publicos o privados, utilicen mis datos y las
muestras donadas en las condiciones establecidas en la hoja de informacién y de acuerdo a la
legislacion vigente.

DONANTE PROFESIONAL DE SALUD
FAO.: D/D2. ..o Fdo.: D./D?
N° colegiado...............
En.....ooooo e, F- IO de ...l de 20...........

254 BIOBANCO LA FE - Hospital Universitari i Politécnic La Fe - Instituto de Investigacion Sanitaria (I1S-LA FE)
Avda. de Fernando Abril Martorell, 106. C.P.: 46026. Valencia (Espafia)
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EJEMPLAR PARA EL BIOBANCO LA FE

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO — HOJA DE FIRMAS

DD (o [T aflos de edad, con n° DNI
....................................................... Y NOSIP .

DD (o [T aflos de edad, con n° DNI
....................................................... Y NP SIP......ooovieiviiiiiiiiesieeeeeee, €0 calidad de representante (en

caso de incapacidad)

DECLARO QUE:

= He leido la informacién que se me ha entregado.

= He sido informado por el profesional de salud abajo firmante sobre la donacién de muestras al
Biobanco La Fe.

= He comprendido las explicaciones facilitadas habiendo sido éstas proporcionadas en un
lenguaje claro y sencillo.

= He podido realizar observaciones y me han sido aclaradas todas las dudas planteadas.

= He comprendido que la donacibn de muestras es voluntaria y puedo revocar mi
consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones y sin que esto
repercuta en mis cuidados médicos.

= Libre y voluntariamente acepto la realizacién de la donacién voluntaria de las muestras
bioldgicas obtenidas en el trascurso del procedimiento quirargico, diagnéstico o terapéutico.

= Que puedo incluir restricciones sobre el uso de las mismas:

CONSIENTO QUE:

Que el Hospital u otros centros de investigacion, publicos o privados, utilicen mis datos y las
muestras donadas en las condiciones establecidas en la hoja de informacion y de acuerdo a la
legislacion vigente.

DONANTE PROFESIONAL DE SALUD

FAO.: DD Fdo.: D./D?
N° colegiado...............

BIOBANCO LA FE - Hospital Universitari i Politécnic La Fe - Instituto de Investigacion Sanitaria (IIS-LA FE) 255
Avda. de Fernando Abril Martorell, 106. C.P.: 46026. Valencia (Espafa)
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EJEMPLAR PARA EL CENTRO

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO — HOJA DE FIRMAS

D./D2. ... —————— de................ afios de edad, con n° DNI
....................................................... Y NOSIPoi e

[ 20 LN (o [T afios de edad, con n° DNI
....................................................... Y NP SIP....ccoiciiviiiiiiiiiieieeeeeeens, €0 calidad de representante (en

caso de incapacidad)

DECLARO QUE:

= He leido la informacién que se me ha entregado.

= He sido informado por el profesional de salud abajo firmante sobre la donacién de muestras al
Biobanco La Fe.

= He comprendido las explicaciones facilitadas habiendo sido éstas proporcionadas en un
lenguaje claro y sencillo.

= He podido realizar observaciones y me han sido aclaradas todas las dudas planteadas.

= He comprendido que la donacibn de muestras es voluntaria y puedo revocar mi
consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones y sin que esto
repercuta en mis cuidados médicos.

= Libre y voluntariamente acepto la realizacion de la donacién voluntaria de las muestras
biolégicas obtenidas en el trascurso del procedimiento quirdrgico, diagnéstico o terapéutico.

= Que puedo incluir restricciones sobre el uso de las mismas:

CONSIENTO QUE:

Que el Hospital u otros centros de investigacion, publicos o privados, utilicen mis datos y las
muestras donadas en las condiciones establecidas en la hoja de informacion y de acuerdo a la
legislacion vigente.

DONANTE PROFESIONAL DE SALUD
FAO.: DD FAO.: D./D? ...t
N° colegiado...............
Eneoooeiiiii, e - I, (o [, de 20...........
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Revoco el consentimiento prestado en fecha....................... de.ooiiii s de 20.....yno
deseo proseguir la donacion voluntaria que doy con esta fecha por finalizada.
DONANTE PROFESIONAL DE SALUD
FAO.: DDt FAO.: D/D? oo
N° colegiado..............
Eneooveeiiiiin. B, P I, de

Avda. de Fernando Abril Martorell, 106. C.P.: 46026. Valencia (Espafia)
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