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|. PRESENTACION:

La presente Tesis Doctoral se ha estructurado siguiendo la Normativa
Interna de la Universitat Autonoma de Barcelona para la presentacion de la
Tesis Doctoral como compendio de publicaciones, aprobada por la Comision de

Doctorado de dicha Universidad en el afio 2009.

Esta tesis esta formada por una serie de trabajos que pertenecen a una
misma linea de investigacion dirigida al estudio de la base genética de la
osteoporosis en familias con genealogia extendida. Los resultados obtenidos
se han recogido en 2 articulos publicados en revistas de difusion internacional:

- Heritability of Bone Mineral Density in a Multivariate Family-Based
Study.” Nerea Hernandez-de Sosa ', Georgios Athanasiadis?, Jorge Malouf®,
Ana Laiz', Ana Marin', Silvia Herrera®, Jordi Farrerons', Jose Manuel Soria” ,
Jordi Casademont’. 'Departament of Internal Medicine, Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau, Barcelona, Univérsitat Autbnoma de Barcelona. Spain.
’Departament of Genomics of Complex Diseases, Research Institute, Hospital
de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, Spain. Calcified Tissue International,
2014. Vol 94(6):590-596. (FI: 3.272)

- Genetic Contribution on Femoral Neck Bone Geometry to the Risk of
Developing Osteoporosis. A Family-Based Study. Nerea Hernandez-de Sosa *,
Georgios Athanasiadis?, Jorge Malouf!, Ana Laiz!, Ana Marin®, Silvia Herrera®,
Jordi Farrerons®, Jose Manuel Soria® , Jordi Casademont. *Departament of
Internal Medicine, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, Univérsitat
Auténoma de Barcelona. Spain. “Departament of Genomics of Complex
Diseases, Research Institute, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona,
Spain. PLoS ONE. 2016. Vol 11(5): e0154833. (FI: 3.234)
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lll. ABREVIATURAS Y ACRONIMOS:

ADN: acido desoxiribonucleico.

ARN: 4cido ribonucleico.

BR: bukling ratio (tasa de pandeo).

cm: centimetros.

CSA: cross-sectional area (area de la seccion transversal).
CSMI: cross-sectional moment of inertia (momento de inercia de la seccidn
transversal).

CT: cortical Thickness (grosor cortical).

DMO: densidad mineral 6sea.

DS: desviacion estandar.

DXA: absorciometria de doble energia.

FNGPs: Parametros geométricos del cuello femoral.

FS: Femoral Shaft (diafisis femoral).

GAO: Genetic analysis Osteoporosis proyect (Proyecto de Analisis Genético en
Osteoporosis).

GENOMOS: Genetic markers for Osteoporosis.

GWAS: estudio de asociacion a gran escala.

g/cm? gramos por centimetro cuadrado.

HAL: Hip axis lenght (longitud del eje de la cadera).

HSA: Hip Structural Analisis.

H?% heredabilidad.

IBD: identidad por descendencia.

IMC: indice de masa corporal.

ISCD: International Society for Clinical Densitometry.

IT: intertrocantérea.

L: columna vertebral lumbar.

LOD: log of the odds score (logaritmo de odds).

mg: miligramos.

miRNA: micro de acido ribonucleico (acido ribonucleico monocatenario).
mm: milimetros.

n: numero de individuos.

NN: Narrow neck (cuello femoral).



NSA: Neck-shaft angle (angulo del eje del cuello).

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

Pe: correlacién ambiental.

Pa: correlacion genética.

Pp: correlacion fenotipica.

Propositus: individuo afecto.

PTH: Hormona paratiroidea.

QTC: tomografia cuantitativa computacional.

QUS: ultrasonidos cuantitativos.

RANKL: Ligando del receptor activador del factor nuclear B-Kappa.
TDT: Test de desequilibrio de la transmision.

THS: Terapia Hormonal Sustitutiva.

S: Shaft (diafisis).

SERMSs: Moduladores selectivos de los receptores de estrogenos.
SNPs: polimorfismo de un cambio puntual de un solo nucleétido.
Ul: Unidades Internacionales.

W: neck width (ancho del cuello femoral).

Z: section modulus (médulo de seccidn).
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1. INTRODUCCION:
1.1. LA OSTEOPOROSIS:

1.1.1. DEFINICION:

La osteoporosis es una enfermedad generalizada del esqueleto que esta
caracterizada por una baja masa 6sea y alteraciones en su microarquitectura.

Ello conlleva fragilidad 6sea e incremento de riesgo de fractura, sobre todo de
cadera, vertebras y mufieca [Kanis, 1997] (Figura 1).

Figura 1. Arquitectura tridimensional del hueso trabecular. a) hueso
normal. b) hueso osteoporaotico.

La osteoporosis aparece por una alteracion del remodelado 6seo
caracterizado por un recambio 6seo mayor y un balance Gseo total negativo
[Janssens, 2002]. La masa 6sea es la cantidad de hueso que presenta una
persona en un determinado momento y varia en el transcurso de su vida. Esta
determinada por el desarrollo de su masa 6ésea maxima (pico de masa 0sea)

gue suele alcanzarse entre los 25 y los 35 afios. El pico de masa Osea varia
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entre sexos, entre personas del mismo sexo y una vez alcanza el pico, la masa
O0sea empieza a disminuir de manera asintomatica. En los primeros afios tras la
menopausia disminuye considerablemente debido a la disminucion de los
estrogenos. Cuando la masa 0Osea llega a un definido umbral de fractura, el

riesgo de padecer fractura por fragilidad aumenta considerablemente (Figura 2).

Figura 2.Evolucion masa 6sea a lo largo de la vida.
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Existen mudltiples estudios que demuestran la importancia de la
contribucion genética en la variacion de la masa 6sea y en el desarrollo del pico
masa Osea [Styrkarsdottir, 2007]. Pero los factores ambientales como la
actividad fisica, estilo de vida y la ingesta de calcio también parece que afectan
a la densidad 6sea de forma significativa [Berard, 1997; Simkin, 1987; Kiel,
1996].

1.1.1.1. DENSIDAD MINERAL OSEA:
El valor de la densidad mineral 6sea (DMO) sirve para estimar la

cantidad 6sea y se expresa en gramos por centimetro cuadrado (g/cm?). La

cuantificacion de la DMO se puede realizar con diversas técnicas
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densitométricas indoloras y no invasivas. La mas utilizada es la absorciometria
de doble energia de rayos X (DXA). Esta técnica consiste en un haz de
radiacion de baja energia que disminuye al interaccionar con la materia que
atraviesa. Se puede realizar la medicion de la DMO de cuerpo entero o
diversas localizaciones como la femoral, mufieca y lumbar entre las vértebras
lumbares L1 a L4. Otras técnicas de medicion son la tomografia computarizada
cuantitativa (QTC) y los ultrasonidos cuantitativos (QUS).

En la actualidad, la DMO es la que pronostica el riesgo de fractura
osteopordtica en la practica clinica. Los estudios dejan entrever que la
reduccion de una desviacién estandar (DS) de la masa 6sea en la columna
vertebral, la cadera o la mufieca, estd asociada aproximadamente a una

duplicacion del riesgo de fractura.

1.1.1.2. PARAMETROS GEOMETRICOS DEL CUELLO FEMORAL:

Los parametros geométricos del cuello femoral (FNGPs) son medidas de
las propiedades estructurales 6seas femorales. Entre ellas destacan la forma,
el tamafio y el angulo. Se han descrito como predictores de riesgo de fractura
independiente, tal como ocurre con la DMO [Melton, 2005].

Figura 3 . ParAmetros geométricos del cuello femoral. Rasgos estructurales: AB
es la longitud del eje de la cadera (Hip Axis length: HAL), ACD es el angulo del
eje del cuello femoral (Femoral neck-shaft angle: NSA), EF es la distancia del
cuello femoral (Narrow Neck: NN), HG es la distancia intertrocantérea
(Intertrochanteric: IT) y 1J es la distancia de la diéfisis femoral (Femoral Shaft:
FS).
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El método considerado de referencia para la medicién de los parametros
histomorfométricos del fémur proximal es la biopsia 6sea. Por razones obvias,
la biopsia 6sea no se puede utilizar de forma rutinaria en la préactica clinica
diaria, por lo que se han desarrollado métodos alternativos. Los mejores
métodos para la determinacion de los FNGPs de manera no invasiva requieren
tecnologias de imagen y analisis complejos basados en la tomografia
computacional cuantitativa y analisis de elementos finitos. Son técnicas que
requieren altas dosis de radiacion y son muy costosas [Danielson, 2013;
Keaveny, 2008]. Actualmente, mediante la DXA, se puede realizar la medicion
de estos parametros y los analisis, también complejos, se ven facilitados
mediante un programa denominado Hip Structural Andlisis (Figura 4 y 5).
Debido a la realizacion del analisis en dos dimensiones la resolucion de las
dimensiones estructurales suele ser menor [Beck, 2006]. Pero se considera un
método aceptable para la medicidon de la resistencia y propiedades geométricas
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de la cadera en la practica clinica diaria, debido a las ventajas que representa
un coste y radiacion bajos comparado con la tomografia computacional
cuantitativa [Genant, 1996; Kalender, 1992].

Figura 4. Imagen de cadera obtenida de un escaner HOLOGIC DXA. Se
describen las diferentes regiones femorales analizadas a través de elementos
finitos: cuello femoral (region NN), intertrocantérea (region IT) y diafisis (region
S). A la izquierda se muestran perfiles de masa 0Osea tipicos usados en las

mediciones de propiedades geométricas.
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1Versions of the Hip Structural Analysis (HSA) Program (BMD and Structural Geometry
Methodology) As Used to Create NHANES Il Dataset Octobert 29, 2002 Thomas J. Beck, ScD
Johns Hopkins University, School of Medicine The Russell H. Morgan Department of Radiology

and Radiological Sciences 601 North Caroline Street Baltimore, MD 21287-0849
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Figura 5. Los perfiles de masa Osea cortical y trabecular de las medidas
de las propiedades geométricas utilizadas de cada region del programa HSA.
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1.1.2. DIAGNOSTICO DE LA OSTEOPOROSIS:

Para la medicion de la DMO, la International Society for Clinical
Densitometry (ISCD) aconseja determinar la masa Osea de la columna
vertebral (L1-L4) ademas de la masa Osea de la cadera (cuello femoral, cadera
total y troncanter) [Hamdy, 2002].

La Organizacion Mundial de Ila Salud (OMS), mediante la
estandarizacion de los valores de densidad mineral Osea, definio en el afo

1994 las siguientes categorias de diagnostico de la osteoporosis (Tabla 1):
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-  BAJA MASA OSEA/OSTEOPENIA: disminucion ligera de la DMO, entre
-1 y -2.5 desviaciones estandar (DS) (T-score) respecto la densidad
mineral 6sea media de la poblacién de adultos jovenes del mismo sexo.

- OSTEOPOROSIS: disminucion de la DMO de mas de -2.5 DS (T-score)
respecto la DMO media de la poblacion del mismo sexo, adulta y sana o
de -1DS respecto a DMO media de la poblacion del mismo sexo y edad
(Z-score).

- OSTEOPOROSIS ESTABLECIDA: estado de un individuo que, ademas

de padecer osteoporosis, ha sufrido una o0 mas fracturas osteoporaticas.

La fragilidad O6sea es la predisposicion a padecer fracturas tras un
traumatismo de intensidad minima, como tras caerse sobre la misma altura de
una persona. Las fracturas osteoporoticas pueden afectar cualquier parte del
esqueleto excepto el craneo, y las mas frecuentes son las del antebrazo distal
(Fractura de Colles), las de las vértebras toracicas y lumbares y las del fémur

proximal (fractura de cadera) [Kanis, 1994].

Tabla 1. DEFINICION DENSITOMETRICA DE LA OSTEOPOROSIS (OMS).

Valor de DMO* en indice T-score Categoria diagnostica

Por encima de -1 Normal

Entre -1y -2.5 Baja masa Gsea/Osteopenia
Inferior -2.5 Osteoporosis

Inferior -2.5 y con fracturas de Osteoporosis establecida (“grave”)

fragilidad

*OMS: Organizacion Mundial de la Salud; *DMO: densidad mineral 6sea; Los
valores se refieren como indice T-score, que representa el numero de
desviaciones estandar que se aparta el sujeto respecto a la media de los

valores de un grupo poblacional de adultos jovenes del mismo sexo.
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1.1.3. EPIDEMIOLOGIA:

La osteoporosis es un problema sanitario de gran importancia debido a
ser una enfermedad comun con una repercusion clinica, social y econdémica
importante [Oden, 2013]. Se estima que hay unos 200 millones de individuos
afectados en el mundo [Lin, 2004] que desarrollan 9 millones de fracturas
osteoporéticas anuales [Burge, 2007]. Un 15-30% de las mujeres y un 8% de
los hombres caucasicos mayores de 50 afos la padecen. En los casos de las
mujeres mayores de 70 afios, aumenta hasta un 50%. Un 30-50% de mujeres y
un 15-30% de hombres sufriran una fractura osteoporotica a lo largo de su vida
[Sambrook, 2006]. Se considera una enfermedad en gran medida asintomatica,
porque aproximadamente dos tercios de las fracturas vertebrales no dan
sintomas [Ray,1997; Cooper, 1992]. Para cuando una mujer sufre su primera
fractura osteoporoética, puede haber perdido ya aproximadamente entre el 20-
30% de su masa 6sea, fundamentalmente en los primeros 10 afios tras
menopausia [Riggs, 1998].

La fractura de cadera es reconocida como la fractura osteoporética mas
grave por asociarse a importante morbilidad, a una disminucién de la capacidad
funcional y hasta a un 20% de mortalidad en el primer afio [Faulkner, 2006;
Lyles, 2008].

1.1.4. FACTORES DE RIESGO:

Son las variables que favorecen la aparicion de osteoporosis e
incrementan el riesgo de padecer fracturas por fragilidad. Los estudios
epidemiologicos han examinado los factores de riesgo que estan asociados a
una masa 6sea baja y fracturas por fragilidad. En la tabla 2 se describen los
principales factores de riesgo de osteoporosis y fracturas relacionadas

definidos por la National Osteoporosis Foundation [Anonymous, 1998].
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Tabla 2.

Principales factores de riesgo de osteoporosis y fracturas relacionadas
en las mujeres posmenopausicas:

Antecedentes personales de fractura atraumatica en la edad adulta
Antecedentes de fractura por fragilidad en un familiar de primer grado
Peso corporal bajo (aproximadamente <58 Kg)

Tabaquismo actual

Uso de tratamiento con corticoesteroides orales

Factores de riesgo adicionales

Raza caucasica

Edad avanzada

Sexo femenino

Demencia

Hipoestrogenismo (menopausia precoz (<45 afios) u ovariectomia bilateral;
amenorrea premenopausica prolongada (>1afio)

Bajo consumo de calcio (durante toda la vida)

Alcoholismo

Mala vista pese a una correccion suficiente

Actividad fisica insuficiente

Mala salud/debilidad

Los factores de riesgo de fractura del fémur proximal se examinaron en el
Study of Osteoporotic Fractures, que realizé el seguimiento de 9.704 mujeres
posmenopausicas mayores de 65 afios (Tabla 3).

Los investigadores determinaron que muchos factores contribuyen de
forma independiente al riesgo de fractura. Entre ellos cabe destacar la edad,
antecedentes maternos de fractura del fémur proximal, peso corporal bajo,
estatura, mala salud, hipertiroidismo previo, mala percepcion visual de la
profundidad, taquicardia, fracturas previas, masa 0sea baja y elevacion de los
marcadores bioquimicos de recambio 0Oseo. Las fracturas preexistentes
duplican, e incluso cuadruplican, el riesgo de padecer una fractura

osteoporética [Cummings, 1995].
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Tabla 3.

Factores de riesgo de fractura del fémur proximal
Edad

Antecedentes maternos de fractura del fémur proximal
Pérdida de peso

Estatura alta a los 25 afios

Mala salud

Hipertiroidismo previo

Uso de benzodiazepinas de accion prolongada
Uso de anticonvulsivantes

Consumo actual de cafeina (190mg/dia)
Incapacidad para levantarse de una silla

Mala percepcion de la profundidad (vista)

Mala sensibilidad al contraste (vista)

Frecuencia cardiaca >80 latidos por minuto
Fractura previa a partir de los 50 afios

Caida lateral

Masa 6sea baja

indice de masa corporal bajo

Aumento de los marcadores de resorcion 6sea

Su prevalencia aumenta con la edad, y aungue muchos factores
exégenos influyen en el riesgo de la osteoporosis (dieta, actividad fisica,
farmacos y enfermedades coexistentes), uno de los mas importantes factores
de riesgo es la presencia de una historia familiar positiva. Por lo tanto, parece

existir un componente genético de gran importancia en esta enfermedad.

1.1.5. PREVENCION:

La deteccion y diagnostico precoz de la poblacién en riesgo es el mejor
método para una adecuada intervencion preventiva de la pérdida de masa 6sea
e intentar evitar las fracturas por fragilidad secundarias. La prevencion es el

mejor método para combatir la osteoporosis. En primer lugar, se trata de
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conseguir alcanzar el maximo nivel de masa 6sea de cada individuo y reducir
su pérdida al minimo a lo largo de la vida.

Para la obtenciéon del maximo pico de masa 6seo en cada persona, €s
necesaria una buena alimentacion rica en calcio y vitamina D y una adecuada
actividad fisica durante el periodo de crecimiento [Orwoll, 2001].

Para conseguir reducir la pérdida de masa 6sea a lo largo de la vida, es
necesario mantener una dieta equilibrada y rica en calcio y vitamina D, una
actividad fisica adecuada y evitar los factores de riesgo asociados mediante la
reduccion del consumo de alcohol, tabaco y cafeina, la prevencion de riesgo de
caidas, evitar farmacos que reducen la masa 6Osea y llevar a cabo un buen
control de las enfermedades concomitantes [Nguyen, 1998; Kiel, 1996; Simkin,
1987, Berard, 1997].

1.1.6. TRATAMIENTO:

Las medidas higiénico-dietéticas y farmacologicas dirigidas a adquisicion y
mantenimiento de masa 0sea, se dirigen a los pacientes con presencia de
fractura por fragilidad, osteoporosis o baja masa 6sea, con factores de riesgo
asociados, siempre segun un criterio médico e individualizado para cada

paciente.

- Medidas _higiénico-dietéticas: individualizado segun caracteristicas

personales, fisicas y patologia subyacente.

-Actividad fisica: se aconseja ejercicio aerdbico, minimo de 30-60

minutos tres veces por semana.

-Habitos téxicos: se recomienda no consumo de alcohol ni tabaco.

Reduccién de consumo de sustancias como sedantes y tranquilizantes.

-Habitos dietéticos:

- Cafeina: disminucién de consumo. Mas de 4 cafés al dia (330mg
cafeina) aumentan riesgo de fracturas.

-Calcio: segun la edad. En los adultos se aconseja consumo de 1200-
1500mg/dia. Si hay déficit dietético, debe establecerse un aporte de

suplementos orales.
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-Vitamina D: segun la edad. Generalmente se recomienda un minimo de
800 Ul/dia.

- Tratamientos antirresortivos:

Son tratamientos encaminados a enlentecer la pérdida de masa 0Osea.
Entre ellos destacan la terapia hormonal sustitutiva (THS), los moduladores
selectivos de los receptores de estrogenos (SERMSs), la calcitonina, los
bifosfonatos, los analogos monoclonales que se unen al ligando RANKL vy la
vitamina D3.

- Los SERMS o THS estan especialmente indicados para las mujeres

posmenopausicas con el objetivo de reducir la perdida de masa 6sea
secundaria al déficit estrogénico.

- La calcitonina es una hormona sintetizada por la glandula tiroides que

inhibe la actividad osteoclastica.
- La Vitamina D3 aumenta la absorcién de calcio en el intestino, lo que

favorece la mineralizacion 6sea.

- Los bifosfonatos inhiben la resorcidon y, en consecuencia, aumentan la

mineralizacion y la dureza del hueso y disminuyen el riesgo de padecer fractura
por fragilidad.

- Los analogos monoclonales que se unen al ligando RANKL en la

superficie de los osteoclastos inhiben su formacion, actividad vy

supervivencia, con la consiguiente disminucion de resorcion 6sea.

- Tratamientos anabdlicos u osteoformadores:

La hormona paratiroidea (PTH) aumenta la formacion d6sea. Tiene un
efecto dual; a concentraciones elevadas inhibe la formacion 6sea mientras que
en pequefas dosis y administrada de forma intermitente actia como un fuerte

agente anabdlico.
Aparte de los descritos, actualmente de uso habitual, existen nuevos

farmacos diana en el metabolismo 6seo en una fase mas inicial de

investigacion.
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1.2. GENETICA DE LA OSTEOPOROSIS

La osteoporosis se incluye dentro de las enfermedades de etiologia
compleja o multifactorial. Se trata de enfermedades atribuidas a la interaccion
de varios factores genéticos con factores ambientales. No siguen, por
consiguiente, un patrén de herencia mendeliano simple y su expresion
fenotipica estad, ademas, modulada por factores ambientales diversos y sus
interacciones entre si. En el caso del riesgo de osteoporosis y de fracturas por
fragilidad, tal como se ha comentado, la actividad fisica, el estilo de vida, la
ingesta de calcio y vitamina D son factores ambientales que fectan a la DMO
[Berard, 1997; Simkin, 1987; Kiel, 1996].

Durante esta Ultima década, diversos estudios han constatado que la
contribucion genética de algunos factores de riesgo de la osteoporosis, tales
como la DMO, marcadores de remodelado 6seo y propiedades estructurales y
de resistencia de la cadera, es muy intensa [Burge, 2007; Arden, 1996; Hunter,
2001; Kaprio, 1995; Nguyen, 2000; Snieder, 1998; Zintzara, 2011]. Esta
evidencia de una contribucién genética significativa también se ha descrito en
la variacién de la densidad observada en el pico masa 6sea en los jovenes
como en la variacion de la densidad en edades avanzadas [Styrkarsdottir,
2003].

Estas observaciones confirman que el riesgo de padecer osteoporosis
depende de la suma de los factores genéticos y ambientales. Estudios aun mas
recientes intentan cuantificar el determinante de cada uno de ellos en el
desarrollo de la osteoporosis. Parece que hasta un 60-90% de la variacion de
la DMO [Nguyen, 1998; Peacock, 2002] y un 37-62% de los parametros
geométricos del cuello femoral (FNGPs) [Demissie, 2007; Xiong, 2006; Zhao,
2010] se puede explicar por la contribucion de los factores genéticos. La
heredabilidad de la DMO depende del género, la etnia y las regiones
esqueléticas. La DMO de columna, por ejemplo, tiene un componente genético
mayor que la DMO de fémur [Nguyen, 2000].

La evidencia de la contribucién genética en la DMO y en los FNGPs ha
conducido a realizar estudios gendmicos de ligamiento [Ralston, 2010; Peacock,
2009; Xiao, 2006; Guo, 2010; Qureshi, 2001; Jiang, 2007; Moffet, 2005;
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Rivadeneira, 2004; Zheng, 2012; Duncan, 2011] y de asociacion [Richards,
2011; Xiong, 2006; Zhao, 2010; Zheng, 2012; Estrada, 2012] que han
identificado diferentes loci responsables de estos fenotipos. Ademas se ha
observado que la DMO vy la fractura osteoporética curiosamente comparten
pocos componentes genéticos en comun, lo que ha llevado a proponer que se
trate de fenotipos determinados por conjuntos diferentes de genes [Huang,
2006].

1.2.1. ESTUDIO DEL COMPONENTE GENETICO

La sistematizacion del estudio genético de una enfermedad compleja
sugiere establecer el componente genético de dicha enfermedad, analizar la
agregacion familiar, estimar la heredabilidad y analizar la segregacion. Una vez
se dispone de estos datos se procede al genotipado de una serie de
marcadores polimérficos considerados informativos y se realizan estudios de
ligamiento y de asociacion. Los estudios de ligamiento van encaminados a
identificar regiones del genoma ligadas con un rasgo (loci responsables de la
enfermedad), mientras que los de asociacién buscan las asociaciones con un
rasgo sobre un listado de regiones conocidos (tratan de encontrar la variante
asociada a la enfermedad). Finalmente se requeriran estudios funcionales

encaminados a validar los resultados que se han obtenido.

Figura 6. Planteamiento sistematico para la identificacion y

caracterizacion de los determinantes genéticos de las enfermedades complejas.
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Coeficiente de riesgo de recurrencia (l)"‘FTX.'Ste evidencia de‘ agregacion
Correlaciones [T fenotipica entre las familias? No
Si
Varianza de los componentes | | (2)¢ Existe evidencia de que una Considerar un nuevo
Heredabilidad proporcion de la varianza sea No problema posible
debida a efectos genéticos?
U si
Anélisis de segregacion } ________ (3)¢ Existe evidencia suficiente del
efecto genético que justifique
estudios costosos parasu ‘“ﬁ
identificacion? No
| Si
e S (4)¢En que lugar del genoma es
Andlisis de ligamiento f més probable identificar el gen
responsable?
Andlisis de asociacion (5)¢,Podemos ser mas precisos en
Mapeo del desequilibrio de su posicion? _
ligamiento b ¢ Existe un polymorfismo
Andlisis de haplotipos responsable?
¢ Existe un haplotipo bloqueador
identificable?
(6)¢,Qué polimorfismo afecta
Expresién del gen mRNA?
Microarrays ~ fo] ¢En que tejido se expresa el
Proteomicos mRNA? )
¢ Existe evidencia del efecto en la
proteina?

* Debido a que el analisis de segregacion no proporciona una evidencia
significativa de los principales genes implicados en la enfermedad, seria ilégico
seguir intentando identificar determinantes genéticos de la enfermedad en
estudio.

Adaptada de Burton, PR, Tobin MD, and Hopper, JL (2005). Key concepts in genetic
epidemiology. Lancet. 366 (9489):941-51.

La agregacion familiar permite establecer si existe una frecuencia mayor
de padecer un fenotipo concreto entre los parientes cercanos de un individuo
afecto, en comparacion con los parientes cercanos de un individuo no afecto
[Burton, 2005]. Los estudios de agregacion familiar indican que el riesgo
recurrente para la osteoporosis es muy elevado en parientes de primer orden,
pero que disminuye drasticamente en parientes lejanos [Brown, 2005]. El riesgo

recurrente entre hermanos para padecer osteoporosis es de 2.6 [Feg, 2005].
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Los estudios de analisis de los componentes de variacion genética
pueden incrementar su potencia estadistica mediante la utilizacién de familias
con genealogia extendida (tres o0 mas generaciones) [Blangero, 1997].

La heredabilidad corresponde a la proporcion de la varianza fenotipica
total debida a los efectos genéticos y, entendida de una forma mas restringida,
seria la proporcién de la varianza total debida s6lo a los efectos genéticos
aditivos. La heredabilidad oscila entre los valores 0 y 1. El valor 1 indicaria que
toda la varianza es debida a los efectos genéticos. El valor de la heredabilidad
es un valor relativo que depende de la edad en la que se calcula y de la
poblacién en la que se ha hecho el estudio. El calculo de la heredabilidad se
puede hacer, por ejemplo, a partir de estudios en gemelos monocigéticos o
dicigéticos o0 en grupos con parentesco de primer grado (padres e hijos o

parejas de hermanos).

La descomposicion de las correlaciones fenotipicas (p,) en los
componentes genéticos (pg) Yy ambientales (pe) es una herramienta
potencialmente valiosa, porque puede revelar relaciones ocultas entre rasgos
[Comuzzie, 1996]. La férmula que vincula las correlaciones fenotipicas,
genéticas y ambientales entre dos rasgos también tiene en cuenta la

heredabilidad para cada caracteristica:

P, = (0 +12)p, +A-10) (- F)p,

1.2.2. IDENTIFICACION DE LOS GENES CAUSANTES DE LA
OSTEOPOROSIS Y ESTUDIOS FUNCIONALES:

Las estrategias mas utilizadas para la identificacion y caracterizacion de
genes implicados en la patogénesis de enfermedades complejas como la
osteoporosis son los estudios de asociacion y estudios de analisis de
ligamiento. En todos los casos se busca evidencia de relacién entre alguna
caracteristica fenotipica de la enfermedad y una serie de marcadores genéticos

polimorficos.
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Los estudios de ligamiento se realizan con la finalidad de identificar los
loci donde se encuentran los genes implicados en la determinacion de una
enfermedad o fenotipo. Hay dos tipos de estudios de ligamiento: los
paramétricos aplicados a enfermedades monogénicas y los no parameétricos
aplicados en enfermedades complejas [Dawn Teare, 2005]. Los estudios de

ligamiento dependen del uso de individuos emparentados.

Figura 7. Loci/locus: ubicacién definida de un alelo dentro de un

cromosoma.

http://4.bp.blogspot.com

Gracias a estudios de ligamiento a lo largo del genoma se han
identificado diferentes loci ligados a fenotipos relacionados con la osteoporosis
y algunos de estos se han identificado simultaneamente en estudio
independientes [Devoto, 1998; Huang, 2006; Wilson, 2003].

Los estudios de asociaciéon son los que buscan asociacion de un determinado
fenotipo o caracter y una serie de marcadores genéticos polimorficos. Los
caracteres pueden ser cuantitativos (DMO) o cualitativos (presencia o0 ausencia
de fractura osteoporotica). En funcion del muestreo de los individuos del
estudio existen estudios de asociacion familiar y estudios de asociacion con
poblaciones no emparentadas. La prueba de desequilibrio de transmision (TDT:
Transmission Disequilibrium Test) es el método mas comun para analizar la
asociacion familiar [Laird, 2006]. En este caso la muestra consta de diversos
grupos de tres individuos formados por un hijo afecto y sus progenitores. El

TDT compara estadisticamente el nUmero de alelos transmitidos observados
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con el numero de alelos que se esperarian si se transmitieran por azar. Este
test permite detectar asociacion en presencia de ligamiento.

La selecciéon del fenotipo que se analizara es un factor importante a la
hora de disefiar el estudio de asociacion. El fenotipo puede ser de tipo
cuantitativo o cualitativo y esto marcara qué tipo de estudio estadistico se
realizara posteriormente.

La mayoria de estudios de asociacién realizados consisten en la
seleccibn de tag SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido) o SNPs
localizados en zonas funcionales de genes candidatos para la enfermedad
[Agueda, 2008; Huang, 2009; Willer, 2008]. Hoy en dia, para la deteccién de
genes candidatos, también se pueden realizar estudios sin una hipotesis
concreta llamados GWAS (estudios de asociacion a gran escala). Las
asociaciones significativas pueden ser debidas a que el polimorfismo sea el
causante del fenotipo de la enfermedad (asociacion directa) o que el
polimorfismo que analizamos esté relacionado debido al desequilibrio de
ligamiento con el causante de la enfermedad (asociacion indirecta) [Cordell,
2005]. Por este motivo cuando se detecta una asociacion entre polimorfismo y

fenotipo es aconsejable demostrar la funcionalidad de este polimorfismo.

Figura 8. Un SNP comun se puede definir como un locus donde estan
presentes dos alelos, con una frecuencia < al 1% o mas. Podrian ser unos 10

millones por todo el genoma humano. [International HapMAp Consortium, 2003]
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https://en.wikipedia.org/wiki/Human_genetic_variation

Figura 9. Single nucleotide polymorphism (SNP): Variante de ADN con
una variacion de una unica base.

http://blogdelaboratorio.com/tag/polimorfismos

Estos estudios pueden dar resultados contradictorios. Esto generalmente
se debe a la estratificacion de la muestra o falta de potencia estadistica, pero
también puede deberse a contradicciones bioldgicas. Cabe recordar que las
enfermedades multifactoriales tienen una etiologia compleja que hace que la
epistasis, las interacciones gen-ambiente, los diferentes patrones poblacionales
y el fondo genético de cada cohorte pueda influir en el resultado final de dicha
asociacion.

Los estudios de asociacion a gran escala (GWAS) son estudios
realizados con cohortes en las que se genotipan cientos de miles de SNPs, con
la finalidad de encontrar asociacion entre variantes genéticas y fenotipos de la
enfermedad que se estudia. Pero estos estudios no dan informacion sobre la

funcionalidad de los polimorfismos asociados a la enfermedad o las relaciones

30



entre genes ni como pueden cambiar estas relaciones a lo largo del tiempo en
diferentes ambientes o a lo largo de una enfermedad [Farber, 2009].

Los estudios funcionales sirven para la validacion funcional de un
polimorfismo o haplotipo asociado a un fenotipo (estudios de validacion
funcional de polimorfismo) y analizan la expresion de diversos genes o de las
proteinas que codifican (estudios funcionales gendémicos). La transcriptdmica
analiza la expresion de las proteinas y complementa la informacion de los

estudios genomicos.

1.2.3. ESTUDIOS GENETICOS CON FENOTIPOS OSTEOPOROTICOS:

Existen diversos estudios en la literatura que analizan los fenotipos
osteoporéticos a partir de analisis de familias.

Existe el consorcio Genetic Markers for Osteoporosis (GENOMOS)
creado en el 2003 donde participan diferentes centros europeos para unir
esfuerzos en la investigacion de la osteoporosis.

Se han identificado diversos genes asociados a fenotipos osteoporoéticos,
tales como COL1A1, ESR1, VDR, PDE4D y TGF-Betal, mediante estudios de
tipo caso-control [Huang, 2006; Reneland, 2005]. Por ejemplo, el estudio
realizado por Xiong et al. publicado en 2006, con datos de 405 familiares,
analizé el efecto de diversos polimorfismos repartidos en 20 genes candidatos
para la osteoporosis [Xiong, 2006] y se observé que polimorfismos situados en
los genes LRP5, CYP17, RANK, RANKL, BMP2, DBP y TNFR2 influenciaban
en la DMO. En otro estudio de ligamiento para los parametros geomeétricos
realizado en 79 pedigries, realizado por Shen et al. presentaron una posible
influencia en la geometria del Cross-sectional del cuello femoral en 4 regiones
genomicas (8924, 10926, 20p12-g12, cromosoma X)[Shen, 2005].

Algunos de los estudios importantes en interacciones genéticas han
derivado del estudio Rétterdam. Por ejemplo, Uitterlinden et al. describen, a
partir del andlisis de 1004 mujeres del estudio, que el haplotipo VDR vy el
polimorfismo COLIAL1 Sp1l interaccionan en la regulacion del riesgo de fractura.
Concluyen que quienes los presentan estan sujetas a un aumento de riesgo de

fractura de 4.4 respecto al grupo de referencia [Uitterlinden, 2001]. En otro
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analisis de la poblacion de Rotterdam a partir de 6363 sujetos, describen que
los alelos ESR1, ESR2 y IGF-1 interactian en la regulacion de la
susceptibilidad para la fractura osteoporética y también con otros fenotipos,
entre los que se incluye la DMO y algunos aspectos de la estructura del cuello
femoral [Rivadeneira, 2006].

También se han publicado diversos estudios que muestran una
asociacion significativa entre diversos alelos y la DMO mediante analisis de
GWAS. En el estudio GWAS de TwinsUK/Rotterdam [Richards, 2008], se
observd una probable asociacion entre el gen TNFRSF11B (osteoprotegerina)
y la DMO, osteoporosis, y la expresion de osteoprotegerina. Richards et al;
también observaron una asociacion entre el gen LRP5 (Proteina relacionada
con el receptor de baja densidad de lipoproteina) con la disminucién de la DMO
y aumento del riesgo de fracturas osteoporéticas, independiente al efecto de la
DMO. Un estudio de metanalisis [Rivadeneira, 2009] similar pero sin un
extenso andlisis, ha combinado el efecto de 20 alelos de riesgo para DMO
descubiertos en GEFOS, en su muestra con fenotipos de DMO vy fracturas
(Rotterdam study).

Liu et al en el 2006 realizaron una revision de los estudios funcionales
genodmicos mas relevantes que se han realizado a partir de microarrays en
relacion con fenotipos 0seos, publicados hasta final de diciembre del 2004.
Aportando una revision reciente de estudios genéticos relacionados con la
osteoporosis, para poder utilizarlo y acomodarlo a nuevos futuros proyectos de
investigacion en esta area.

En resumen, existe una evidencia fuerte de la asociacion genética de
diversos parametros densitométricos y de geométria 6sea en multiples estudios
de ligamiento, GWAS y asociacidon gendmica descritos en la literatura en la
altima década. Esta evidencia cientifica nos manifiesta la importancia de
intentar potenciar estudios futuros genéticos en esta enfermedad compleja para
entender mejor la fisiopatologia relacionada con el riesgo de fracturas por

fragilidad y el desarrollo de osteoporosis.
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2. HIPOTESIS:

2.1. HIPOTESIS GENERAL:

- La interaccion de diversos factores epidemioldgicos y genéticos condiciona la
aparicion de osteoporosis, enfermedad caracterizada por un incremento de la

fragilidad 6sea y riesgo de fractura.

- Los analisis multivariados en familias con genealogia extendida aumentan el
poder estadistico para identificar los factores responsables del incremento del

riesgo de fractura.

2.2. HIPOTESIS ESPECIFICA:

- Existe una contribucién genética significativa en los fenotipos de densidad
mineral 6sea en nuestra poblacidon de familias con genealogia extendida

reclutadas a partir de un propdsitus con osteoporosis.

- Existe una contribucién genética significativa en los parametros geométricos
estructurales y de resistencia 6sea del cuello femoral en nuestra poblacion de
familias con genealogia extendida reclutadas a partir de un propositus con

osteoporosis.
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3. OBJETIVOS:

3.1. OBJETIVOS GENERALES:
- Describir los parametros epidemiologicos, la heredabilidad y correlacion
genética de diversos fenotipos osteoporoticos en una poblacién obtenida a
partir de familias con genealogia extendida.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
- Determinar si existe heredabilidad y analizar las correlaciones genéticas entre
seis fenotipos densitométricos y cuatro fenotipos clinicos relevantes de
afectacion 0sea y presencia de fracturas.
- Determinar si existe heredabilidad y analizar las correlaciones genéticas entre

17 fenotipos estructurales y de resistencia de cadera a través del programa

HSA y tres fenotipos clinicos relevantes de afectacion 6sea.
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4. MATERIAL Y METODOS:

-Reclutamiento de la muestra:

El proyecto GAO incluye 11 familias espafiolas con genealogia
extendida. Las familias constan de al menos diez individuos vivos distribuidos
en tres 0 mas generaciones. La ventaja de las grandes genealogias es, a
ingualdad de individuos analizados, las grandes genealogias ofrecen mas
poder estadistico que las muestras individuales o de familias mas pequefias
[Blangero, 1997]. Concretamente, a traves de la simulacion post-hoc, el analisis
de poder de nuestra muestra demostré ser > 0.8 para los parametros con una
heredabilidad > 0.37, asumiendo un logaritmo of the odds score (LOD)=2, y una
heredabilidad > 0.44 asumiendo un LOD=3. Por ello obtuvimos resultados
representativos para la mayoria de los parametros cuantitativos estudiados.

Todas las familias fueron seleccionadas a través de un individuo
afectado de osteoporosis (propositus). Se utilizé la siguiente definicion de
osteoporosis: DMO de cuello femoral, cadera total o columna con una
puntuacion T-score < -2.5 o0 la existencia de al menos una fractura no
traumatica en sujetos mayores 21 afios de edad. Todos los propositus de las
11 familias cumplian el criterio de T-score < -2.5, aunque solo dos presentaban
esta puntuacion en todas las localizaciones de DMO. Tres de los 11 propositus
presentaban multiples fracturas osteoporoticas.

Se realizé una entrevista meédica a todos los participantes que tuvieron
que responder a las preguntas de un amplio cuestionario clinico-epidemiolégico
relacionado con datos considerados relevantes en el desarrollo de osteoporosis:
historia clinica de reproduccion, edad de menarquia y menopausia, toma de
farmacos que influyen en riesgo de desarrollar osteoporosis, habito tabaquico y
endlico, consumo de café, ingesta de calcio en la dieta, exposicion solar y
actividad fisica. También se registraron los antecedentes de fracturas Oseas
previas tanto traumaticas como no traumaticas y las comorbilidades potenciales
como cardiopatias y diabetes. En el Anexo 1 se encuentran las definiciones de

las variables registradas y en el Anexo 2 el cuestionario de actividad fisica.
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El Comité Etico del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona
revisé y aprobé el protocolo del estudio GAO (Anexo 3). Todos los participantes
adultos firmaron un consentimiento informado. También lo hicieron los
responsables de los participantes menores. En todo momento, el estudio se

cifio a las directivas de la Declaracion de Helsinki (Anexo 4).

- Muestra sanguinea y extraccion de ADN:

Se obtuvo una muestra de 35 ml de sangre venosa periférica de los
participantes, que se distribuy6 en tres tubos: de citrato para extracciéon de ADN,
de ARN PAXgene® (PreAnalytiX GmbH, Hombrechtikon, Suiza) para el
almacenamiento y posterior analisis de ARN y heparinizado para futuros
analisis sanguineos.

Se realizé la extraccion del ADN de las células sanguineas con un
procedimiento estandar de desplazamiento [Miller, 1988] después de separar y

almacenar el plasma para futuros ensayos bioquimicos.

- Densitometria 6sea:

Un técnico experto realizé una densitometria de la columna vertebral,
fémur y cuerpo entero a todos los participantes utilizando un sistema de
Discovery DXA con el software v2.3 APEX (Hologic, Bedford, MA, EE.UU.),
siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Dos participantes fueron excluidos del analisis densitométrico. Uno por

fracturas y otro debido a cirugia de reemplazo total de cadera bilateral.
Para el analisis de resistencia y propiedades geométricas de la cadera, se
utilizé el software de analisis estructural de la cadera (HSA: hip structural
analysis) incluido en APEX. Las exploraciones se realizaron y se revisaron por
el mismo técnico y un médico respectivamente, ambos de ellos con certificado
de la Sociedad Internacional de Densitometria Clinica.

En nuestro estudio se incluyeron 23 fenotipos densitométricos
considerados de gran relevancia clinica. Los fenotipos incluidos fueron la
densidad mineral 6sea (g/cm?) de la cadera total, &rea del trocanter, zona

intertrocantérea, cuello femoral, columna vertebral y cuerpo entero (excluida la
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cabeza); propiedades geométricas tales como la longitud del eje de la cadera
(mm) y el cuello femoral - angulo del eje del cuello femoral (grados); y varias
medidas de resistencia 6sea, como la media de grosor cortical (ACT; cm), tasa
de pandeo (BR; cm®), area de la seccién transversal (CSA; cm?), momento de
inercia de la seccién transversal (CSMI; cm?) y médulo de la seccién (Z; cm®)
del eje femoral, del cuello femoral y zona intertrocantérea. Esta serie de
medidas con su definicion y acrénimos puede verse en el Anexo 5: Hip

Structural Analysis.

- Definicién de las categorias fenotipicas:

A parte de los 23 parametros cuantitativos relacionados con la
osteoporosis, se estudiaron cuatro categorias fenotipicas con especial interés

clinico:

1. Fenotipo "Affectedl": corresponde a baja masa 6sea segun la definicion mas
comun de osteoporosis. Incluye a las personas > 21 afios de edad que
presentan una o mas de las siguientes caracteristicas:

- T-score < -2.5 (columna, cuello femoral o cadera total);

- al menos una fractura no traumatica;

- tratamiento con bisfosfonatos en la actualidad.

2. Fenotipo "Affected2": corresponde a los pacientes que han sufrido al menos

una fractura osteoporatica.

3. Fenotipo "Affected3": corresponde a un espectro mas amplio de condiciones
0seas. Incluye la presencia de una baja masa Gsea definida como osteoporosis
(Affectedl) mas individuos con osteopenia, definida ésta por personas > 21
afos de edad que presenta:

- T-score < -1 (columna, cuello femoral o cadera total).

4. Fenotipo "Affected4": es una extension de "Affected1”, con inclusion de los
individuos <21 afios de edad que presentan una o mas de las siguientes

caracteristicas:
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- Z-score < -2.5 (columna, cuello femoral o cadera total);
- al menos una fractura no traumaética;

- en tratamiento con bisfosfonatos actualmente.

Solo cuatro participantes menores de 21 afios fueron clasificados en
Affected4, por lo que la diferencia de individuos entre los Affectedl y Affected4
tan solo eran de cuatro individuos. Se observd que no habia diferencias
significativas entre los valores de T-score y Z-score entre las personas entre 20

y 50 afios de edad en nuestra muestra.

- Estudio de microsatélites y validacion del pedigree:

Como marcadores, se utlizaron 13 microsatélites autosomicos
seleccionados por su relevancia epidemiolégica basada en estudios previos.
Concretamente, los 13 mostraban un LOD score elevado (normalmente >3)
para parametros cuantitativos relacionados con la osteoporosis

Por cada microsatélite se realiz6 una amplificacion por PCR mediante
plantillas de ADN segun el método estandar (Promega Corporation, Madison,
WI, EE.UU). Se realizé el andlisis de PCR con el Applied Biosystems 3130
Genetic Analyzer utilizando GeneScan™ 500 LIZ ™ como estandar de tamafio
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.).

Los genotipos se determinaron utilizando el software v3.7 ™
GeneMapper® ABI Prism (Applied Biosystems).

Una vez completado el genotipado, se realizé la verificacion de las 11
genealogias en busca de incoherencias mendelianas con FBAT v2.0.3 [17:
Laird’00]. La mayoria de las inconsistencias se abordaron utilizando el re-
genotipado con los mismos microsatélites. Sin embargo, en dos casos se
descubrieron inconsistencias en mas de un marcador de microsatélite, que
requirio la exclusion de nueve participantes. El tamafio de muestra final fue de
367 individuos.

- Analisis de ligamiento:
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Se analizo la muestra mediante la replicacion de sefiales de ligamiento

descritos en la literatura con anterioridad y con el potencial de analizar nuevas
sefales de ligamiento.
Para este fin, se realizaron analisis de varianza entre dos puntos (es decir, un
rasgo - un locus) de componentes de ligamiento entre rasgos y marcadores de
microsatélites mediante un procedimiento estandar incluido en el software
v4.3.1 SOLAR [Blangero, 1997].

El analisis de ligamiento presupone la especificacion de la covarianza
genética esperada entre parientes arbitrarios como una funcidn de las
relaciones de identidad por descendencia (IBD) en un locus marcado
previamente. Lo primero que calcula son las frecuencias alelo marcador con un
método de maxima verosimilitud y luego se infiere la matriz de la IBD para cada
marcador en nuestra genealogia compleja con el método Harkov cadena Monte
Carlo. Ambos métodos estan incluidos en SOLAR. Para los dos marcadores, el
umbral de deteccidn para establecer una vinculacion/ligamiento se considera =
3. Es decir, un valor igual o superior rechaza la hipétesis nula de no vinculacion.

Para el andlisis de la replicacion, se realizé el analisis de dos puntos de
ligamiento entre cada uno de los tres fenotipos densitométricos que se midieron
en nuestra muestra (DMO del cuello femoral, de columna vertebral y
trocantérea) y el microsatélite correspondiente. Esto implica un nimero total de
11 andlisis.

Para el descubrimiento de nuevas sefiales de ligamiento, se realiz6 un
analisis de ligamiento entre cada uno de los 27 fenotipos (23 parametros
cuantitativos y cuatro fenotipos de estado) y cada uno de los 13 microsatélites
En este caso, el numero total de tests fue de 27 x 13 = 351. Las covariables
incluidas fueron la edad, edad? (que refleja un efecto no lineal de la edad), sexo,
indice de masa corporal, edad de menopausia para las mujeres post-
menopadusicas y el consumo de alcohol, asi como las interacciones de edad y
edad?® con el sexo. Estas covariables fueron seleccionadas de un conjunto
mayor de covariables en funcion de haber demostrado un efecto independiente

estadisticamente significativo en un analisis preliminar.

- Genotipado de SNPs y mapeo:
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Se desarrolld un analisis de asociacion basado en familias para la
identificacion de diversos polimorfismos de cambio puntual de nucleotido
(SNPs) independientes en las regiones genomicas que habian mostrado
vinculacion con algun rasgo de interés (es decir, que no estaban en
desequilibrio de ligamiento entre ellos segun los datos de la base de HapMap).
Los SNPs se genotiparon por PCR en tiempo real, utilizando un ensayo
estandar de genaotipificacion TagMan SNP genotyping segun protocolo de
Applied Biosystems. Las mediciones de intensidad de fluorescencia del
producto de reaccion final y la recoleccion de datos se llevaron a cabo en un
Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR System.

Las pruebas de asociacion de SNPs con un fenotipo se realizé con el
procedimiento QFAM, una prueba desarrollado para el estudio de familias e
implementado en PLINK v1.07 [Purcell, 2007]. QFAM utiliza permutaciones
para tener en cuenta la dependencia entre individuos relacionados, adoptando
el modelo intra/inter tal como es utilizado por otros [Fulker, 1999; Abecasis,
2000]. Sin embargo, en lugar de ajustar el modelo de un maximo de
probabilidad de componentes de la varianza, como lo realiza el QTDT, QFAM
primero realiza una regresién lineal simple del fenotipo en el genotipo y luego
utiliza un procedimiento especial de permutacion para corregir la estructura de

la familia.
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5. RESULTADOS:

5. 1. ARTICULO I:

Heritability of bone mineral density in a multivariate family-based study
Hernandez-de Sosa N, Athanasiadis G, Malouf J, Laiz A, Marin A, Herrera S,
Farrerons J, Soria JM, Casademont J. Calcif Tissue Int. 2014; 94(6):590-6.
Factor Impacto: 3.372.

RESUMEN:

Existe evidencia de la contribucién genética de la Densidad Mineral
Osea (DMO) y, mediante estudios de ligamiento y de asociacion de genoma, se
ha identificado a diferentes loci que la afectan. En el presente trabajo, se
estudia, concretamente, la heredabilidad y las correlaciones de seis fenotipos
de densitometria 6sea y cuatro fenotipos de masa/fractura. Para este fin,
desarrollamos un estudio basado en familias con genética de la osteoporosis al
que llamamos proyecto GAO por “Andlisis Genético de la Osteoporosis”. El
objetivo principal de nuestra investigacion fue examinar la contribucién de los
factores genéticos y ambientales en la determinaciéon de los fenotipos
relacionados con la osteoporosis. El Proyecto estudio 11 familias extensas de
Espafia. Todas las familias fueron seleccionadas a través de un individuo
afecto de osteoporosis. La DMO se midi6 mediante absorciometria dual de
rayos X. La proporcion de varianza de DMO atribuible a las covariables
significativas oscilé entre el 25% (para la DMO del cuello femoral) y el 48%
(para la DMO de cuerpo total). La gran mayoria de los fenotipos
densitométricos mostraron heredabilidad altamente significativa, que oscilaron
entre 0.252 (DMO de cuerpo total) y 0.537 (DMO del trocanter) después de
corregirse por los efectos de covarianza. Todos los fenotipos de densitometria
mostraron correlaciones genéticas altas y significativas (-0,772 a -1,000) con el
estado de baja masa Osea/condicion osteoporotica (Affected3). Nuestros
resultados proporcionan evidencia adicional sobre la heredabilidad y ayudan a
establecer en qué medida la contribucion genética influye entre la DMO vy los
fenotipos masa Osealfractura en una poblacidén espafiola. Con ello se refuerza

la importancia de la deteccién de factores de riesgo genéticos, asi como el
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conseguir un diagnostico precoz para desarrollar las mejores estrategias

terapéuticas y preventivas.

http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00223H9B52-9
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5.2. ARTICULO lII:

Genetic contribution of Femoral Neck Bone Geometry to the risk of
developing Osteoporosis. A Family-Based Study. Hernandez-de Sosa N,
Athanasiadis G, Malouf J, Laiz A, Marin A, Herrera S, Farrerons J, Soria JM,
Casademont J. PLoS ONE. 2016. Vol 11(5): e0154833. Factor impacto: 3.234

RESUMEN:

Estudios preliminares han sugerido que los parametros geométricos del
cuello femoral pueden ser factores independientes de la DMO para la de
prediccion de riesgo de fractura femoral osteopordtica. En este estudio
analizamos el papel de los factores genéticos y ambientales en las propiedades
geométricas femorales medidas en una muestra de familias espafiolas con
genealogia extendida y con presencia de fracturas por osteoporosis. Volvimos
a utilizar la cohorte del “Analisis Genético de la Osteoporosis” (GAO) con
participacion de 11 familias con un numero total de 376 individuos. Se
estudiaron tres categorias fenotipicas con particular interés clinico. Llevamos a
cabo un andlisis estructural de la cadera sobre la base de DXA mediante la
determinacién de 17 resistencias y fenotipos geométricos. Todas las
propiedades femorales presentaron una heredabilidad altamente significativa,
desde 0,252 hasta 0,586. Los factores genéticos mostraron correlaciones mas
significativas que los factores ambientales. El estado fenotipico de fractura
osteoporética (Afectted2) y, sobre todo, el estado que combina una baja masa
Osea y criterios de osteoporosis (Afectted3) tuvieron el mayor numero de
correlaciones genéticas significativas con diversas propiedades femorales. En
conclusién, nuestros resultados sugieren que el uso de un método
relativamente simple y facil basado en una exploracion densitométrica puede
proporcionar datos utiles sobre las propiedades geométricas de la cadera en la
practica clinica. Ademas, nuestros resultados proporcionan una fuerte

motivacion para estudios adicionales con la finalidad de mejorar la comprension
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de la arquitectura y el mecanismo fisiopatologico y la genética de la
osteoporosis.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC48626@8i/pone.0154833.pdf
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6. SINTESIS DE LOS RESULTADOS Y DISCUSION:

En este estudio prospectivo se ha utilizado a los miembros de 11 familias
de genealogia extendida con historia familiar de osteoporosis, con el objetivo
de examinar la contribucién genética y los factores ambientales en fenotipos
relacionados con la osteoporosis.

Se ha realizado analisis de 23 parametros cuantitativos y cuatro
fenotipos con manifestaciones clinicas secundarios a la osteoporosis (afectos),
todos ellos con alta relevancia asistencial.

De todas las covariables inicialmente introducidas en nuestro modelo, se
ha observado una relacion estadisticamente significativa con el sexo femenino,
edad, IMC y edad de menopausia con los parametros cuantitativos estudiados
(DMO y la mayoria de parametros geométricos). Se ha obtenido, mediante el
andlisis de la varianza, un rango de estimacion que oscila entre 0.25 a 0.48 de
la contribucién de estas covariables a la DMO. Estos resultados reproducen los
obtenidos previamente en la literatura [Ralston, 2010; Duncan, 2003;
Naganathan, 2002; Orwoll, 2001; Kammeres, 2003; Karasik, 2010; Yang, 2006;
Mitchell, 2003; Videman, 2007] excepto para la correlacién entre la edad y la
DMO que fue, sorprendentemente, positiva. Este hallazgo, aunque llamativo,
puede explicarse por diversas razones. La primera, es que un tercio de nuestra
muestra correspondia a menores de 30 afios (antes de alcanzar el pico de
masa 0sea) y, como es conocido, en nifios el registro de la proyeccion
densitométrica del area de la columna puede ser menor a la realidad 6sea. La
segunda, es que el 10% de la muestra era de pacientes mayores de 70 afios
en los que los cambios degenerativos de la columna vertebral pueden interferir
en la sobreestimacion de la DMO.

La regresion lineal mas importante observada relaciona las propiedades
geomeétricas con el sexo del individuo, con el signo del coeficiente negativo.
Ello confirma que ser mujer contribuye negativamente al CT, CSA, CSMl y Z.
Sin embargo, como era de esperar, el BR ha tenido un coeficiente positivo,
aunque sin llegar a la significacion estadistica.

El IMC se ha comportado contrariamente al género femenino, con un

efecto significativo y positivo sobre la DMO vy las propiedades geométricas,
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pero negativo con BR. Los fenotipos afectos estan influenciados de forma
negativa pero significativa por la edad y de forma positiva por el IMC. Estos
resultados concuerdan con otros estudios previos [Mitchell, 2003]. Esta relacion
no se ha observado en el grupo Affected?2 (fractura osteoporatica). Una posible
explicacion de este resultado podria ser el tamafio de la muestra y otra, la poca
homogeneidad de la edad de los pacientes con fracturas.

El andlisis de ligamiento ha detectado sefales fuertes y significativas con
el parametro de momento de inercia de la seccidon transversal de la diéfisis
femoral; en la region cromosomica 17¢g21-23 (marcado por D17S787; LOD=
3.18), dos SNPs de COL1A1 (rs1800012 y rs1107946) y cuatro SNPs de SOST
(rs10534024, rs9902563, rs1513670 y rs4792909). El gen COL1A1 codifica la
alfa-1 de la cadena de colageno y el SOST la esclerostina. Estas sefales estan
vinculadas con el fenotipo de resistencia 0sea [Athanasiadis, 2014].

La heredabilidad estimada de los fenotipos densitométricos, geométricos
y de los fenotipos afectos ha sido claramente significativa. Con todo, nuestras
heredabilidades estimadas han sido generalmente mas bajas que las
publicadas previamente [Arden, 1996; Park, 2012]. Otra vez, esto podria ser
explicado por la aproximacion basada en la utilizacion de familias extendidas y
por la utilizacién de nifios en nuestra muestra.

Las mayores heredabilidades estimadas se han obtenido en los
fenotipos afectos (50-82%). Otros resultados destacables han sido la
heredabilidad del 63% en la DMO del cuello femoral, un 61% en la columna
vertebral y un 58% en el BR del cuello femoral.

El estudio GAO uno de los estudios familiares mas extensos realizados
en Espafia que examina la correlacion genética entre diferentes sitios de DMO,
propiedades geométricas y estados fenotipicos. Hemos observado una fuerte y
significativa correlacion genética entre las diversas localizaciones de DMO y
estados afectos, especialmente en el Affected3 (baja masa 0sea/osteopeénicos).
Podemos resaltar que la contribucion genética de la mayoria de parametros
geomeétricos del cuello femoral ha sido mayor que la contribucion ambiental,
sobre todo y particularmente en el fenotipo Affected3. Los individuos
pertenecientes a este fenotipo representan el espectro de pacientes con baja
masa 0sea, incluyendo los pacientes osteoporoticos (Affectedl) junto pacientes

con T-score < -1 en la columna, cuello femoral o fémur total. Este es el grupo
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estudiado con mayor numero de individuos (n = 213).

El BR se correlaciona positivamente con el estado afecto, de forma que
cuanto mayor es el BR, mayor es el riesgo de fractura por fragilidad, hecho ya
descrito en la literatura [Xiong, 2006; Piters, 2012; Duan, 2003]. Al contrario, los
demas parametros se correlacionan negativamente. Si observamos los demas
estados afectos, la tendencia de las correlaciones es similar pero menor, quizé
por encontrarnos con menor potencia para su detenciéon debido al menor
namero de pacientes incluidos en estos grupos (Affected1l n = 66 y Affected2 n
= 24).

La correlacion genética mas baja encontrada entre los parametros
densitométricos fue con la presencia de fractura (Affected2). Esto
probablemente refleja que las fracturas dependen menos del factor genético
que de los ambientales, como también esta reflejado en diversos estudios
[Richards, 2012; Deng, 2006]. Pero estos resultados también pueden estar
sesgados por la pequefia muestra analizada de este grupo de pacientes.
Podriamos concluir que la contribucién genética de la DMO de la variante baja
masa 0sea no parece responsable en la influencia del riesgo de fractura.

Por otro lado, entre los pardmetros geométricos destacamos que CT,
CSA y CSMI estan relacionados con la resistencia de compresion axial 6sea y
la rigidez estructural. La asociacion de los valores bajos de estos parametros
con el alto riesgo de fractura de cadera ya ha sido descrita previamente en la
literatura [Zhang, 2011; Aalborg, 2005]. Estudios de GWAS previos han puesto
de manifiesto diversas asociaciones entre propiedades CT, CSA, CSMI e
incluso BR, y parametros genéticos [Piters, 2012; Styrkardosttir, 2008; Xiong,
2006; Duan, 2003; Guo, 2010]. Por lo tanto, puede ser interesante la utilizacion
de nuestros datos para futuros estudios de GWAS.

La contribucion de los factores ambientales fue menor que la
contribucion genética tanto para los parametros densitométricos como para las
propiedades geométricas. Ello nos permite concluir que los factores
ambientales presentan menor influencia que los factores genéticos en los
estados relacionados con fragilidad 6sea.

En consecuencia, es necesario la investigacion de otros locis genéticos

que puedan influenciar en el riesgo de fractura osteoporoética independientes a
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los locis implicados en la DMO vy las propiedades geométricas [Deng, 2006;
Medina-Gomez, 2012].

Una de las ventajas de nuestro estudio es el disefio basado en el
analisis de genealogia extendida, que estima mejor las influencias genéticas
que otro tipo de estudios. Por ejemplo, los estudios en gemelos tienden a
sobreestimar la contribucién genética de los fenotipos debido a que los factores
ambientales son mas proximos entre los gemelos que entre parejas no
gemelares [Slemenda, 1991; Tse, 2009]. Al mismo tiempo, la inclusion de
muchos miembros de la misma familia hace la separacion de los efectos
genéticos y ambientales mas interesante [Naganathan, 2002].

Pero nuestro estudio, inevitablemente, no esta libre de limitaciones, la
mas importante de las cuales ha sido la presencia de un niamero pequefio de
individuos con fracturas por fragilidad (Affected2). Estos pacientes, sin duda
proporcionan la informacién mas relevante para comprender mejor los factores
responsables o contribuyentes en las fracturas osteoporéticas. Pero creemos
que es legitimo asumir que los Affected3 (baja masa 6sea) y los Affectedl
(osteoporoticos) incluyen al paciente en riesgo de desarrollar fracturas y asi,

asumirlos como etapas cruciales previas al Affected?2.

6.1. RELEVANCIA:

La utilizacion de un método relativamente simple y sencillo basado en
estudio DXA puede facilitar resultados utiles de parametros densitométricos, de
FNGPs para la practica clinica y para la investigacion.

La importante influencia genética observada entre la DMO, las
propiedades geométricas y los fenotipos afectos estudiados, nos proporcionan
una gran motivacion para intentar estrategias de estudios genéticos basados
en ligamiento y andlisis de asociacion genomica (GWAS) para intentar
comprender mejor el mecanismo fisiologico-patoldgico de la arquitectura 6seay

la genética de la osteoporosis.

La consecuencia ultima es contribuir a desarrollar nuevas estrategias

para una deteccion precoz de los factores de riesgo y optimizar el diagnostico
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precoz y las medidas preventivas y terapéuticas sobre los factores etioldgicos
involucrados en el desarrollo de la osteoporosis. En definitiva, favorecer la
implementacion de un programa de mayor coste-efectividad, con el objetivo

final de disminuir la morbimortalidad secundaria a las fracturas por fragilidad.
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7. CONCLUSIONES:

O Se ha identificado una heredabilidad significativa de los parametros
densitométricos del cuello femoral y columna vertebral y de las

propiedades de resistencia 0sea.

O Se ha observado una fuerte y significativa correlacion genética entre las
diversas localizaciones de DMO y los estados afectos, especialmente en

el estado fenotipico de baja masa 6sea/osteopenia.

O Se ha observado una correlaciéon genética mayor entre los parametros
geomeétricos y de resistencia de la cadera que con los parametros

ambientales.

O Se ha observado una fuerte y significativa correlacion genética entre los
parametros geomeétricos y resistencia 0sea de la cadera con el estado

fenotipico de baja masa Gsea/osteopenia.

O Estos resultados sugieren la existencia de una base genética comun
para los diferentes fenotipos estudiados e indican que probablemente
haya genes que influyen en mas de un fenotipo osteoporético y variantes

genéticas implicadas en diferentes mecanismos patogénicos.
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ANEXO 1. DEFINICIONES DE LAS VARIABLE REGISTRADAS:

El nivel de exposicion solar se define como la cantidad semanal de
horas de exposicion 11 a.m.-2:00 p.m.

La ingesta de calcio en la dieta se define como el nimero de vasos de
leche, porciones de yogur 0 queso que se consume semanalmente.

La actividad fisica se cuantifico a través del Cuestionario Internacional
de Actividad Fisico . La actividad fue clasificada como alta, moderada o
baja segun el score categorico. (44: IPAQ Questinonnaire’05) Anexo 3.
El habito de tabaco se evaluo como consumo activo o finalizado. El
consumo se calculd como paquetes por afio y tras haber finalizado el
consumo, se midio el tiempo sin consumo en afnos.

El habito de consumo de alcohol se definio como no consumo, bajo
consumo (menos de 30 g / dia 0 3 unidades), consumo moderado (entre
30 -40 g / d, 3-4 unidades) y consumo alto (mas de 40 g/ d 6 4
unidades).

El consumo de café se estimé como 0, 1-2, 2-4 0> 4 tazas de café al dia.
El peso se midio en kilogramos (a menos de 0,1 kg de precision), la
altura en centimetros (a menos de 0,5 cm de precision) y el indice de

masa corporal (IMC) en kg/m?.
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ANEXO 2. CUESTIONARIO DE ACTIVIDAD FiSICA.

Argentina, 2002 de Agosto

CUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ACTIVIDAD FISICA

IPAQ: FORMATO CORTO AUTOADMINISTRADO DE LOS ULTIMOS 7
DIAS

PARA SER UTILIZADO CON ADULTOS JOVENES Y DE MEDIANA EDAD(15- 69 anos)

Los cuestionarios internacionales sobre actividad fisica (IPAQ) comprenden una serie de 4 cuestionarios.
Las versiones disponibles son: largos (5 campos de actividad sobre los que se pregunta individualmente)
y cortos (4 items genéricos), para ser utilizados por via telefonica o autoadministrados. La finalidad de
estos cuestionarios es proporcionar instrumentos comunes que puedan usarse para obtener informacion
internacional comparable sobre la actividad fisica relacionada con la salud.

Antecedentes de IPAQ

El desarrollo de un sistema de medicidn internacional de la actividad fisica comenzé en
Ginebra en 1998, y continué con ensayos extensivos de confiabilidad y validacion
llevados a cabo en 12 paises (14 lugares), en 6 continentes durante el 2000. Los
resultados finales sugieren que estas mediciones tienen atributos aceptables de
medicion para aplicar en muchos escenarios y en diferentes idiomas, y son adecuados
para los estudios de prevalencia basados en poblaciones nacionales sobre la
participacion en la actividad fisica.

El uso de IPAQ

Se alienta el uso de los instrumentos de IPAQ a nivel mundial para fines de monitoreo e investigacion.
Se recomienda no cambiar el orden o lenguaje de las preguntas, ya que esto afectaria las propiedades
psicométricas de los instrumentos.

Traduccién del Inglés y Adaptacién Cultural

Se apoya la traduccion del inglés para facilitar el uso mundial de IPAQ. La informacion sobre la
disponibilidad de IPAQ en diferentes lenguas puede obtenerse en www.ipag.ki.se Si se emprende una
nueva traduccién, recomendamos fuertemente el uso de los métodos de retro traduccién disponibles en
el sitio Web. De ser posible, por favor piense en hacer que su version traducida de IPAQ esté disponible
para otros como contribucion al sitio Web de IPAQ. Detalles adicionales sobre la traduccion y la
adaptacion cultural pueden descargarse desde el sitio Web.

Desarrollos Adicionales de IPAQ
La colaboracion internacional con IPAQ esta en marcha, y un Estudio Internacional

de Prevalencia de Actividad Fisica esta en progreso. Para informacion adicional vea
el sitio Web.

Mas Informacion

Informacion mas detallada sobre el proceso de IPAQ y los métodos de investigacion
utilizados para desarrollar los instrumentos de IPAQ se encuentran disponibles en
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Argentina, 2002 de Agosto

www.ipag.ki.se y en Booth, M.L (2000). Assessment of Physical Activity. An
International Perspective. Research Quarterly for Exercise and Sport, 71(2):5114-20.

Ofras presentaciones y publicaciones cientificas sobre el uso de IPAQ se resumen en
el sitio Web.

www.ipaq.ki.se
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Argentina. 2002 de Agosto

CUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ACTIVIDAD FISICA

Estamos interesados en averiguar acerca de los tipos de actividad fisica que hace la
gente en su vida cotidiana. Las preguntas se referiran al tiempo que usted destind a
estar fisicamente activo en los ultimos 7 dias. Por favor responda a cada pregunta atin
si no se considera una persona activa. Por favor, piense acerca de las actividades que
realiza en su trabajo, como parte de sus tareas en el hogar o en el jardin, moviéndose
de un lugar a otro, o en su tiempo libre para la recreacion, el ejercicio o el deporte.

Piense en todas las actividades intensas que usted realizé en los ultimos 7 dias. Las

actividades fisicas intensas se refieren a aquellas que implican un esfuerzo fisico

intenso y que lo hacen respirar mucho mas intensamente que lo normal. Piense solo en

aquellas actividades fisicas que realizé durante por lo menos 10 minutos seguidos.

1. Durante los ultimos 7 dias, ;en cuantos realizé actividades fisicas intensas tales
como levantar pesos pesados, cavar, hacer ejercicios aerobicos o andar rapido en
bicicleta?

dias por semana

Ninguna actividad fisica intensa — Vaya a la pregunta 3
2. Habitualmente, ; cuanto tiempo en total dedicd a una actividad fisica intensa en uno de esos dias?
horas por dia

minutos por dia

No sabe/No esta seguro

Piense en todas las actividades moderadas que usted realizé en los ultimos 7 dias.
Las actividades moderadas son aquellas que requieren un esfuerzo fisico moderado
que lo hace respirar algo mas intensamente que lo normal. Piense solo en aquellas
actividades fisicas que realizé durante por lo menos 10 minutos seguidos.

3. Durante los ultimos 7 dias, ;en cuantos dias hizo actividades fisicas moderadas
como transportar pesos livianos, andar en bicicleta a velocidad regular o jugar
dobles de tenis? No incluya caminar.

dias por semana

Ninguna actividad fisica moderada = == Vaya a la pregunta 5
4. Habitualmente, ;cuanto tiempo en total dedicd a una actividad fisica moderada en uno de esos
dias?
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horas por dia

minutos por dia

No sabe/No esta seguro

Piense en el tiempo que usted dedicé a caminar en los ultimos 7 dias. Esto incluye
caminar en el trabajo o en la casa, para trasladarse de un lugar a otro, o cualquier otra
caminata que usted podria hacer solamente para la recreacion, el deporte, el ejercicio o
el ocio.

5. Durante los ultimos 7 dias, ;En cuantos camind por lo menos 10 minutos
seguidos?

dias por semana

Ninguna caminata mmmp \aya a la pregunta 7
6. Habitualmente, ; cudnto tiempo en total dedico a caminar en uno de esos dias?
horas por dia

minutos por dia

No sabe/No esta seguro

La ultima pregunta es acerca del tiempo que paso usted sentado durante los dias
habiles de los ultimos 7 dias. Esto incluye el tiempo dedicado al trabajo, en la casa, en
una clase, y durante el tiempo libre. Puede incluir el tiempo que paso6 sentado ante un
escritorio, visitando amigos, leyendo, viajando en dmnibus, o sentado o recostado
mirando la television.

7. Durante los ultimos 7 dias ;cuanto tiempo pasé sentado durante un dia habil?
horas por dia

minutos por dia

No sabe/No esta seguro
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ANEXO 3. CEIC.

sant Antoni M. Claret, 167 - 08025 Barcelona
SANTA CREU 1 ?
E-raii: santpau@hsp.santpau.es

N,
P’ SANT PAU il

UNIVERSITAT AUTGNONA DE BARCELONA

COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

'TITULO: Estudio de las bases genéticas de la osteoporosis y el riesgo de fractura

ORGA-BusMQ: FUNDACION MM | IP: Dr. J. CASADEMONT | SERVICIO: MEDICINA INTERNA

CODIGO: 08/015/821

Doiia Milagros Alonse Martinez, Secretar;a del Comlte ]?.nco de Investigacién Clinica del
Hospital de la Santa Cruz y San Pabig,

CERT]FICA:

Que en su reunion de fecha 8 de Abril de 2008 este' Comité ha analizado el provecto de
investigacién de referencia para optar @ una ayuda a la Investigacion Médica 2008 de Ia
Fundacion de Investigacion Médica Mutua Madrilefia, y consndsera que se ajusta a las disposiciones

vigentes.

_Porello, ha acordado informar favorablemente sobre su realizacicn.
Y para que asi conste, firma ¢l presente en Barcelona, a 16 de Abril de<2008.

HOSPITAL DE LA
BANTA CREU 1

Milagros Alonso Martinez

HOSPITAL DE LA :
Tel. 93 291 90 00 «Fax: 93 291 94 27
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ORGMSMOi FIS IP: Dr. J CASAD_EMQNT SERVICIO: MEDICINA INTERNA

1 CODIGO: 08/028/834

Dofia Milagros Alonso Martinez, Sectetariz del Comité Ffico de Investigacion Clinica del
Hospital de In Santa Cruz'y San Pablo, . .

CERTIFICA: ]

Que oo su retnidn de fecha 29 de Abril de 2008 este Comité ha analizado el proyects de
investigacion de referencia para optar a uma ayuda de 1a Accion Estratégica en Salud, en el marco
del Plan Nacional de I+D+1 2008-2011, y considera que s ajusta a las disposiciones vigentes.

Por éllo; ha acordade informar favorablemente sobre su realizacién.

¥ para que asi conste, firma el presente en Barcelona, a 30 de Abril de 2008.

%, HOSPITAL DE LA
it SANTA CREU 1




ANEXO 4. CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Argumentos para otorgar el Consentimiento Informado.

Este documento le ayudara a decidir sobre su participacién en un proyecto de
investigacion genética sobre la osteoporosis, consistente en el estudio de familias
grandes como la suya.

. Qué es una investigacion genética basada en el estudio de familias completas?

La investigacion genética es fundamental para conocer el papel de los genes en la
salud humana y en la enfermedad. Cada proyecto genético de investigacion tiene sus
propios objetivos. El objetivo puede ser descubrir nuevos genes, averiguar como
funcionan los ya conocidos o aplicar el conocimiento sobre los genes para prevenir o
tratar la enfermedad. Los investigadores deben explicar a los participantes los
objetivos especificos del proyecto, antes de que estos decidan participar.

El objetivo fundamental de nuestro proyecto es encontrar los genes que provocan la
osteoporosis. Para enconfrar genes que causan osteoporosis es imprescindible
investigar pacientes con esta enfermedad y también personas emparentadas con ellos.
Por eso el método mas eficaz consiste en estudiar familias enteras. En el proyecto que
estamos llevando a cabo pretendemos incluir unas 25-30 familias con un total
aproximado de 400 personas.

. Qué es el consentimiento informado?

Antes del inicio del proyecto un grupo de expertos de diferentes ambitos, llamado
Comité Etico, revisé todo el disefio, métodos y criterios de inclusion de familias para
asegurar que los investigadores explican bien sus intenciones y proteger a todas las
personas que tomen parte en el mismo. Pero es muy importante que la decision de
participar sea tomada por todas y cada una de las personas afectadas. Este es el
proceso que se comoce como “‘consentimiento informado™ para que usted tome la
decision tan libremente como sea posible.

Cuando los investigadores le solicitan su consentimiento, le piden su aceptacion
voluntaria para participar en el estudio cientifico. Consentimiento informado significa
mas que meramente firmar la declaracion. Significa que usted conoce los riesgos y los
beneficios del estudio y que sabe como el estudio le puede afectar o no personalmente.
Es imprescindible que usted acepte o rechace la participacion libremente y que esta
decision no tenga ninguna consecuencia para los cuidados sobre su salud actuales o
futuros. El equipo investigador debe exponerle toda la informacion que usted necesite
para tomar su decision. Lea con atencidn cualquier documento que se le entregue para
firmar. No dude en preguntar cualquier asunto relacionado con el estudio que no haya
comprendido. Su consentimiento debe ser otorgado cuando usted conoce claramente
las implicaciones del estudio.

. Cuales son los beneficios de los estudios genéticos sobre enfermedades?

La investigacion de grupos familiares permite descubrir nuevos genes y sil mecanismo
de accion en las enfermedades humanas. El gran objetivo a medio y largo plazo es
prevenirlas y tratar mejor a los pacientes. Al participar en un estudio genético usted
contribuye al progreso de la ciencia y la medicina. No obstante, no debe esperar un
beneficio personal directo. Habitualmente, los cientificos no le daran ningun resultado

84



de sus analists, porque ellos no estan estudiando individuos aslados. Sin embargo,
dada la naturaleza de nuestra investigacion, su familia podria beneficiarse de algun
hallazgo particular, con aplicaciones en la prevencion de osteoporosis y fracturas, en
algunos familiares concretos.

. Cuales son algunos de los riesgos de participar en el estudio?

Se va a necesitar una muestra de su sangre. El riesgo que comporta la extraccion de
sangre es muy pequenio. Por otro lado, existe el riesgo teorico de que si alguien ajeno a
los investigadores obtuviera sus datos y los resultados de sus analisis, hiciera un uso
inadecuado de esta informacion. Para su tranquilidad respecto a este riesgo usted debe
saber que:

1. Sus muestras de sangre se procesaran de forma anonima, marcadas con un codigo
numeérico. La conexion entre sus datos clinicos, sus muestras de sangre y su codigo
numérico se mantendra siempre bajo secreto profesional. Los miembros del equipo
investigador deben poder conocer el codigo por si necesitaran mformacion adicional,
por st tuvieran que comunicarle un resultado concreto y para el analisis estadistico de
los resultados. Pero nadie mas aparte de los investigadores conocera su codigo secreto.
2. Al codificar sus muestras y sus datos, al menos una persona del estudio ha de
tener acceso a los ficheros que conectan su nombre con su codigo y sus muestras de
sangre. Se adoptaran medidas de seguridad para salvaguardar esta informacion, como
son habitaciones privadas y cerradas u ordenadores de acceso restringido a los
mvestigadores y bajo contraseras.

. Mis muestras seran usadas en otros proyectos de investigacion genética?

Algunas veces las muestras sobrantes de un proyecto se guardan adecuadamente (en
general son congeladas) para su posible utilizacion en proyectos cientificos ulteriores.
En este caso, los investigadores deben informarle sobre cuanto tiempo se guardarian,
quién podria usarlas y en que tipo de investigacion. A usted le corresponde autorizar o
1o este uso adicional de sus datos y su muestra. Los riesgos serian los mismos que ya
se han descrito.

De todos modos, hay que comprender que el esfuerzo que supone participar en un
proyecto y el enorme coste economico implicado se rentabiliza mucho mas si las
muestras pueden ser utilizadas en otros proyectos, siempre con el objetivo de combatir
la enfermedad. Cualesquiera que fueran los estudios futuros, es imprescindible que los
correspondientes Comités Eticos los supervisen y protejan los intereses de todos los
participantes. Pero nadie puede conocer, hoy por hoy, los riesgos ni los beneficios
exactos de estudios futuros que no han sido ni tan siquiera planificados.
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Tiulo del estudio: ESTUDIO DE LAS BASES GENETICAS DE LA OSTEOPOROSIS Y EL RIESGO DE
FRACTURA
El Servei de Medicina Tnterna y la Unitat de Bioinformatica de Malalties Complexes estan realizando un estudio
para conocer como afectan los genes al riesgo de padecer osteoporosis. Le pedimos su participacion en el estudio
porque o bien usted sufre esta patologia o bien tiene algin familiar que la ha sufiido. Nuestra intencion es
investigar familias completas v extensas con casos de osteoporosis. hasta un total de mas de 400 personas de
todas las edades. Por favor. le rogamos que lea el documento anexo titulado Argumentos para otorgar el

Consentimiento Informado.

La patologia osteopordtica provoca problemas de salud muy serios a muchas personas. Sabemos que el riesgo de
padecerla se relaciona con factores como la dieta. el gjercicio, el tabaco. el alcohol y también la constitucion
genética. El proposito principal de nuestro estudio es encontrar los genes (atin desconocidos) que influyen sobre
el riesgo de osteoporosis. Esto nos ayudara en el futuro a conocer qué personas son susceptibles y a desarrollar
medidas preventivas. Usted pertenece a una familia en la que se han diagnosticado casos de osteoporosis. Por eso

le pedimos su colaboracién.

S1 usted decide participar. le realizaremos pruebas de medicién de densidad 6sea de cadera. columna vertebral v
cuerpo entero y analisis estructural de la cadera. Estas pruebas nos ayudaran a predecir el riesgo de fractura.
Estos procedimientos no son invasivos ni dolorosos y la radiacién recibida es insignificante. Ademas. le
extraeremos alrededor de unos 50 mL de sangre de una vena del brazo. De esta muestra de sangre obtendremos
plasma, ADN y ARN para realizar mnltiples analisis. Parte de la muestra se analizara immediatamente y otra
parte se almacenara para su estudio posterior.

También le realizaremos una encuesta clinica sobre su salud. dieta. medicaciones y habitos como el consumo de
tabaco. alcohol o tratamientos. Estda usted en su derecho de no contestar a las preguntas que no crea
convenientes. Asi mismo le realizaremos algunas medidas importantes para el riesgo osteoporético como peso. y
talla. En total necesitaremos unos 5 minutos para la extraccion de sangre y mediciones y unos 15 minutos para la
entrevista clinica y 30 minutos para las pruebas de densitometria dsea. Es posible que transcurridos unos pocos

afios. le citemos de nuevo para realizar una segunda extraccion de sangre v un seguimiento de su estado de salud.

Toda la informacién relativa a su persona (datos clinicos y resultados de los analisis) serd estrictamente
confidencial. Una vez obtengamos las muestras de sangre. les asignaremos un codigo numérico. Mantendremos
los ficheros que relacionen su codigo con su nombre bajo medidas de seguridad y privacidad. Ni su nombre ni
ningtin dato que pueda sefialarle aparecerdn nunca en ninguna presentaciéon o publicaciéon de los resultados del

estudio.

Este estudio no tiene practicamente ningtn riesgo fisico para usted. excepto las minimas molestias derivadas del

pinchazo venoso para la extraccion de sangre (breve v leve dolor. hematoma superficial y muy excepcionalmente
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infeccion cutdnea). Tomaremos todas las precauciones para evitar la infeccidon. Algunas personas pueden

marearse durante la extraccion de sangre. pero esto se corrige o evita cuando se recuesta al paciente.

El tipo de informacion que obtendremos en este estudio probablemente no dird nada especifico sobre su salud
personal. La posibilidad que alguien ajeno a los investigadores hiciera un mal uso de sus resultados o datos
personales es muy pequefla. Sin embargo. para proteger su informacién, ni su nombre ni su direccidn se

guardaran junto a las muestras.

En caso de cualquier problema de salud derivado de su participacién en el estudio. nos comprometemos a

proporcionarle toda la asistencia necesaria.

El objetivo final de nuestro estudio es mejorar la salud puiblica. A veces. este tipo de investigacion puede resultar
en hallazgos que tengan valor comercial. en cuyo caso se podrian derivar patentes o licencias de explotacion. Si
esto ocurriera. los beneficios pueden revertir en los investigadores o en las organizaciones responsables del

estudio, pero usted no recibiria ningnin ingreso.

Este estudio no esta diseflado para valorar su estado personal de salud. Por esta razén. no le sera enfregado
ningin resultado de los andlisis de su muestra de sangre. Sin embargo, es posible que se le envien
comunicaciones con los resultados generales o hallazgos cientificos importantes. También serdan publicados los

resultados en revistas médicas y cientificas especializadas,

Al finalizar el estudio. nos gustaria mantener las muestras bioldgicas sobrantes para investigaciones futuras. a
menos que usted nos indique lo confrario. Las muestras se mantendran congeladas bajo el control del equipo
investigador del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. En todo caso. siempre un Comité Etico similar al que ha
revisado este proyecto v protege sus derechos, revisara y aprobara cualquier proyecto cientifico futuro que se

realice con su muestra.

{Cuales son mis derechos como participante?

Usted es libre de participar o no en el estudio. Si usted rehusa participar, mantiene completamente sus derechos
asistenciales médicos v no sufrird ningin tipo de reproche o castigo. Aunque decida participar en el estudio,
usted podra retirarse en cualquier momento y sus muestras de sangre seran destruidas y la informacion clinica
eliminada de nuestras bases de datos. Usted puede elegir que las muestras sobrantes no sean usadas en futuras
investigaciones y aun asi seguir formando parte del presente estudio. Puede usted solicitar una copia de esta

declaracion de consentimiento para sus archivos.

(A quien debo llamar si tengo preguntas o problemas relacionados con el estudio?
Para preguntas sobre el desarrollo del estudio o sus derechos de participacién en el mismo. contactar con los
Dres, Jordi Casademont o Jorge Malouf. responsables clinicos del estudio al teléfono 935565609 del Hospital de

la Santa Creu i1 Sant Pau.
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CONSENTIMIENTO Y FIRMAS

Acepto participar en el estudio. proporcionar una muestra de mi sangre y realizarme las pruebas de densidad y
analisis estructural 6sea. He tenido la oportunidad de realizar preguntas y obtener explicaciones satisfactorias
relativas al estudio. Comprendo que los resultados individuales de mis analisis no me seran entregados. Se me ha

ofrecido una copia de este documento de consentimiento.

Nombre del participante

Nombre del tutor o representante legal (en caso de menores o incapacitados)

Fecha Firma

Nombre del Investigador

Fecha Firma

He leido la parte relativa al almacenamiento de mis muestras para investigaciones futuras mas alla del

presente estudio. Mi eleccidn al respecto es:

- [] Rechazo que mis muestras se almacenen o usen para ningiin tipo de investigacién distinta a la actual.

- [] Acepto que mis muestras se almacenen y se codifiquen para investigaciones médicas futuras.

FIRMA:
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ANEXO 6.

ARTICULO IlI:

Linkage and association analyses using families identified a locus
affecting an osteoporosis-related trait. ~ Athanasiadis G, Malouf J, Hernandez-
Sosa N, Martin-Fernandez L, Catalan M, Casademont J, Soria JM. Bone. 2014;
Vol 60: 98-103. Factor Impacto: 3.82.

RESUMEN:

La osteoporosis se caracteriza por una baja masa 6sea y deterioro de la
microarquitectura del tejido 6seo, que condiciona un aumento de la fragilidad
Osea y de la susceptibilidad a las fracturas. La base genética de la osteoporosis
es compleja e implica multiples genes y factores ambientales. Se presenta un
estudio basado en familias con historia de osteoporosis — Proyecto de andlisis
genético de la osteoporosis (GAO) - para intentar descubrir variantes genéticas
que afecten a fenotipos relacionados con la osteoporosis. En el Proyecto se
incluyeron 11 familias extendidas de Espafia, seleccionadas a través de un
individuo afectado con osteoporosis (N = 367). Se realizé una densitometria de
la columna vertebral, fémur y cuerpo total a todos los participantes y se analizo
la resistencia y las propiedades geométricas de la cadera. Nuestro estudio se
centr6 en 23 fenotipos densitométricos que consideramos de gran relevancia
clinica y cuatro definiciones de baja masa Osea y presencia de factura. La
validacion del pedigri se realiz6 mediante estudio de microsatélites. Se realizo
un analisis de ligamiento para la deteccion de sefiales descritas con
anterioridad y otro con el potencial adecuado para la detencion de nuevas
sefales. El analisis de ligamiento identificé una region denominada D17S787
con una sefial fuerte y significativa con el parametro de momento de inercia de
la seccion transversal del eje femoral (CSMI; LOD = 3,18; p = 6,5 x 10-5). La
localizacion cromosomica marcada por el microsatélite D17S787 puede incluir
varios genes, con particular interés el COL1A1l y SOST, que codifica la alfa-1
de la cadena de colageno y esclerostina, respectivamente. El analisis de
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asociacion presentd un resultado significativo para rs4792909 de la region
gendmica SOST (p = 0,00248). En conclusion, nos proporciona un resultado
importante y significativo de ligamiento y asociacion entre el gen SOST y la
resistencia de la diafisis femoral. Las investigaciones futuras deberian estudiar
la relacion entre la formacion de la masa 0sea y las propiedades de resistencia

Osea.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/58328213004985
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