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Resumen

Objetivos: El sistema RANK/RANKL/OPG estd implicado en la determinacién de la densidad mineral 6sea
(DMO) y de la microarquitectura 6sea. Nuestro estudio pretende evaluar si existen SNPs en la region
3'UTR del gen RANK asociados con fenotipos osteopordticos.

Material y métodos: Se genotiparon siete variantes genéticas en 1.098 mujeres de la cohorte BARCOS, y
se evalué su asociacion con la DMO vy las fracturas osteoporodticas. Se testd una interaccién con el SNP
1$9594738 en el gen RANKL el cual fue previamente asociado con la DMO.

Resultados: Ninguno de los SNPs se asoci6 significativamente con la DMO. El SNP rs78326403 se asocio
con fracturas de muneca/antebrazo (Modelo Log-aditivo odds ratio (OR)=3,12 [IC 95%: 1,69 ; 5,75];
p=7,16x10"), mientras que el SNP rs884205 se asocié con fracturas de columna vertebral (OR=4,05
Recesivo; [IC 95%: 1,59 ; 10,35]; p=8,24x10%). Por ultimo, se detectdé una interaccion entre el SNP
rs9594738 del RANKL y el rs78326403 del RANK sobre la prevalencia de fractura (p=0,039). El andlisis del
efecto de los genotipos compuestos rs9594738 y rs78326403 dio un aumento de la prevalencia de fractu-
ras en sujetos con un mayor namero de alelos desfavorables, siendo las OR 2,76 [IC 95%: 1,30 ; 5,81];
p=0,007) y 5,14 [IC 95%: 1,37 ; 15,67]; p=0,007) para 2 y =3 alelos desfavorables, respectivamente, en
comparacién con ninguno/1.

Conclusiones: Dos SNPs en el 3'UTR del gen RANK predisponen a la fractura osteopordtica sitio-depen-
diente. Una interaccion con el SNP rs9594738 del RANKL sugiere un efecto aditivo de la DMO vy la resis-
tencia Osea.

Palabras clave: osteoporosis, fractura, SNPs, estudios de asociacion.
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SNPs in the 3'UTR of the RANK gene determine site-dependent
osteoporotic fracture

Summary

Objectives: The RANK/RANKL/OPG system is involved in the determination of bone mineral density
(BMD) and bone microarchitecture. Our study seeks to evaluate if there are SNPs in the 3'UTR region of
the RANK gene associated with osteoporotic phenotypes.

Material and methods: Seven genetic variants in 1,098 women from the BARCOS cohort were genotyped,
and their association with BMD and osteoporotic fractures evaluated. An interaction with SNP rs9594738
in the RANKL gene which was previously associated with BMD was tested.

Results: None of the SNPs were associated significantly with BMD. SNP rs78326403 was associated with
wrist/forearm fractures (Log-additive model odds ratio (OR)=3.12 [IC 95%: 1.69 ; 5.75]; p=7.16x10"), while
SNP rs884205 was associated with fractures of the spinal column (OR=4.05 Recessive; [95% CI: 1.59 ;
10.35]; p=8.24x107%). Lastly, an interaction was detected between SNP 19594738 from RANKL and
1578326403 from RANK on the presence of fracture (p=0.039). The analysis of the effects of combined
genotypes 159594738 and 1578326403 pointed to an increase in the prevalence of fractures in subjects
with a greater number of unfavourable alleles, the ORs being 2.76 [95% CI: 1.30 ; 5.81]; p=0.007) and 5.14
[95% CI: 1.37 ; 15.67]; p=0.007) for 2 and =3 unfavourable alleles respectively, in comparison with none/1.
Conclusions: Two SNPs in 3'UTR from the RANK gene predispose to site-dependent osteoporotic fractu-
re. An interaction with SNP rs9594738 from RANKL suggests an additive effect of BMD and bone strength.

Key words: osteoporosis, fmcture, SNPs, association studies.

Introduccién

La osteoporosis es uno de los problemas mas
comunes en las mujeres postmenopausicas, con
una carga economica importante para la sociedad
occidental'?. Segun los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la osteoporosis se
diagnostica de forma no invasiva midiendo la den-
sidad mineral 6sea (DMO)’. Los traumatismos de
bajo impacto son la consecuencia inmediata de la
osteoporosis y son una causa creciente de hospi-
talizacion, de morbilidad y de mortalidad entre los
ancianos’. Sin embargo, la definicién de estas frac-
turas de bajo traumatismo como "fracturas osteo-
poréticas" puede ser enganoso, ya que muchos de
los pacientes tienen niveles de DMO considerados
normales segin los criterios de la OMS*®. Para
mejorar la identificacion de sujetos con alto riesgo
de fractura, una serie de estudios™ han propuesto
el uso clinico de varios predictores, incluyendo el
algoritmo de la OMS FRAX®'*"?  en lugar de sélo la
DMO. La identificacion de un nimero de predic-
tores independientes a la DMO (como la historia
familiar de fractura de cadera) indica que otros
factores, probablemente relacionados con la
microarquitectura u otros elementos de la resisten-
cia Osea, juegan un papel importante en la defini-
cion de fractura osteoporotica.

El sistema de senalizacion RANK/RANKL/OPG es
fundamental para el remodelado 6seo. El ligando
RANK (RANKL) es una proteina de membrana de
la célula pre-osteoblastica o secretada por osteoci-
tos que se une al receptor RANK del osteoclasto
precursor, promoviendo asi la diferenciacion vy
activacion de éste a osteoclasto maduro. El osteo-
blasto, a su vez, también segrega la proteina solu-

ble OPG, que actia de receptor senuelo e interac-
ciona con RANKL, impidiendo la unién de éste
con RANK e inhibiendo asi la osteoclastogénesis.
El equilibrio entre OPG y RANKL y la union de
este ultimo a su receptor RANK es clave en la
determinacion del estado anabdlico o catabdlico
del hueso. De esta manera, el gen TNFRSF11A
(locus 18g22.1), que codifica a RANK, tiene una
importancia especial en el remodelado 6seo, ya
que determina la diferenciacion de los osteoclas-
tos y su supervivencia?. Una alteracion en este
complejo provocaria una desregulacion del remo-
delado 6seo pudiendo ocasionar estados patologi-
cos, como seria la osteoporosis.

Estudios de asociacion de todo el genoma'” y de
analisis de interaccion de SNPs de RANK/RANKL'"
aportan evidencias de la importancia del gen
TNFRSF11A para la determinacién de la DMO vy la
incidencia de fracturas.

Cambios en la regién 3'UTR de un gen pueden
afectar a su expresion mediante la modulacion de
los sitios de unidon de microRNAs (miRNAs)Y.
Ademas, se ha demostrado que miRNAs especifi-
cos pueden regular la osteogénesis®. Por lo tanto,
nuestra hipétesis de estudio consisti6 en que
variantes genéticas en regiones 3’'UTR de genes
importantes para el metabolismo 6seo pudieran
estar asociadas a fenotipos osteopordticos.

El objetivo fue identificar SNPs en el 3'UTR del
gen RANK como posibles variantes funcionales
genéticas que puedan afectar al riesgo de fractura.
Por otro lado se estudié una posible interaccion
entre los SNPs asociados a fractura dentro del
3'UTR del gen de RANK con el SNP 1s9594738 del
gen RANKL (previamente asociado con la DMO)™.
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Materiales y métodos

Caracteristicas de la coborte BARCOS

Todos los pacientes de la cohorte son mujeres postme-
nopdusicas que asistieron a la consulta externa de
una visita inicial a causa de la menopausia en la
Unidad de Metabolismo Oseo del Hospital del
Mar-Parque de Salud Mar en Barcelona, Espana®#.
Las pacientes se han recogido de manera consecu-
tiva, no seleccionadas, y fueron reclutadas prospec-
tivamente, independientemente de sus valores de
DMO. Se registré la edad, el peso, la estatura, la
edad de la menarquia, anos desde la menopausia
en el momento de la densitometria, meses de lac-
tancia materna y los antecedentes de fracturas pre-
vias (Tabla 1). Se excluyeron las mujeres con
enfermedades metabdlicas o endocrinas, insufi-
ciencia renal cronica, enfermedad hepdtica croni-
ca, cancer (excepto cancer de piel superficiaD),
enfermedad de Paget del hueso, sindrome de mala
absorcion o con tratamiento de reemplazo hormo-
nal, agentes antirresortivos o anabodlicos, corticos-
teroides orales, farmacos antiepilépticos, litio,
heparina o warfarina, asi como aquéllas que decli-
naron la invitacién a participar y no dieron su con-
sentimiento informado. Ademds, los sujetos con
una historia de menopausia temprana (<40 anos de
edad) fueron excluidos de este anilisis. Las mues-
tras de sangre y el consentimiento informado por
escrito se obtuvieron de acuerdo con los reglamen-
tos de la Comisién del Hospital del Mar de
Investigacion Genética en Humanos.

Determinacion de la DMO y de la fractura

Se utiliz6 el densitometro de energia dual de rayos
X, DXA (QDR 4500 SL, Hologic, Waltham, MA,
EE.UU.) para medir la DMO (g/cm?) en columna
lumbar (LS) L2-14 y en cuello del fémur (FN). La
técnica tiene un coeficiente de variacion (CV) de
1,0% para la medicion de LS y 1,65% para la de
FN. Se registraron las fracturas vertebrales y no
vertebrales clinicas. Las fracturas no vertebrales se
validaron mediante los registros médicos, y las de
columna vertebral mediante radiografias si habia
antecedentes de diagndstico de fractura vertebral,
pérdida de altura, o dolor de espalda. Se definie-
ron como fracturas osteoporéticas aquéllas que se
producian después de los 45 anos y debido a un
traumatismo de bajo impacto. Las fracturas de
cara, dedos de manos y pies, y del craneo fueron
excluidas. Las fracturas vertebrales se definieron
de acuerdo con los criterios semicuantitativos de
Genant et al.®.

Extraccion de ADN

Se obtuvieron los buffy coats a partir de 3 ml de
sangre recogida en tubos de EDTA y se almacena-
ron a -20 °C. El ADN genomico se obtuvo a partir
de leucocitos mediante un procedimiento de sal-
ting-out* o por Autopure LS (Qiagen), una esta-
cion de trabajo robotizada para la purificacion
automatizada de ADN genémico, en los laborato-
rios de Servicios de Apoyo de Laboratorio
Biomédico, IMIM, Barcelona (Espana), y almace-
nado a -20 °C.

Seleccion de los SNPs y genotipado

Se utilizaron las bases de datos del Ensembl
(www.ensembl.org) y del Entrez SNP (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) para seleccio-
nar SNPs del 3'UTR del gen RANK. Sélo se inclu-
yeron los SNPs con una MAF >0,01.

El genotipado de los polimorfismos se realizé en
Kbioscience (Herts, Inglaterra) utilizando el siste-
ma de Kaspar v4.0 y el algoritmo Kraken alelo.
Para el control de calidad, se genotiparon 959
muestras para el SNP 159594738 (alrededor de 11%
del genotipado total) utilizando el Sistema de
SNPlex (Applied Biosystem) de la plataforma
CEGEN (Barcelona, Espana). Habia 99,8% de con-
cordancia entre los resultados de las dos técnicas.

Metodos estadisticos

El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se calcu-
16 mediante la prueba de Chi-cuadrado, y el valor
p se calcul6 con la calculadora de la Universidad
de Tufts online (Http://www.tufts.edu/ ~%
mcourt01l/Documents/Court 20lab% 20 -% 20cal-
culator.xls 20HW%).

Para evaluar la asociacion de los SNPs genotipa-
dos con la DMO vy las fracturas se utilizaron mode-
los ajustados de regresion lineal y logistica, res-
pectivamente. Los factores de confusion conside-
rados para el ajuste fueron el indice de masa cor-
poral AMC)* y la edad para la asociacion con frac-
tura; y la edad de la menarquia, anos desde la
menopausia en el momento de la densitometria,
los meses de lactancia materna y el IMC* para la
DMO. Con la hipdtesis de que el efecto sobre el
fenotipo fractura de las diferentes variantes gené-
ticas de RANK puede variar en funcion de la
arquitectura 6sea, se estudio el efecto de los SNPs
tanto en los sitios de fractura predominantemente
trabecular (columna vertebral) como en los sitios
con mas hueso cortical (mufieca/antebrazo).
Aparte, se testaron interacciones entre el rs9594738
del gen RANKL y los SNPs asociados a fractura del
RANK al introducir términos multiplicativos en la
ecuacion de regresion.

Todos los andlisis fueron de dos colas y los valo-
res de p<0,05 se consideraron significativos. Los
analisis estadisticos se realizaron con SPSS para
Windows version 13.0 y la version R 2.13.2 con
haplo.stats, epicalc, SNPassoc, foreign, rms, y
packs de genética.

Resultados

Se genotiparon siete variantes genéticas del 3'UTR
del gen RANK en la cohorte BARCOS (Tabla 2).
Todos los SNPs, excepto el rs72933640, estaban en
HWE. Sin embargo, la MAF del 1572933640 en BAR-
COS era muy similar a la MAF (0.108) publicada por
el Centro Nacional de Informacion Biotecnologica
(NCBD en poblacion CEU. La MAF de todos los
SNPs genotipados fue >0,01 en nuestra poblacion.
El SNP rs78326403 y 1578459945 estaban en total
desequilibrio de ligamiento (LD) (D'=0,999;
R2=0,968). Este ultimo, al tener una menor eficien-
cia de genotipado, se eliminé del andlisis estadis-
tico.
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Tabla 1. Caracteristicas basales de la cohorte BARCOS

cion de Bonferroni (modelo
recesivo p=0,025).

Caracteristicas de las pacientes Media + DS n El andlisis de la interaccion entre

el SNP de RANKL 1s9594738,

Edad de la menopausia (afios) 48,46 + 4,06 1096 previamente asociado a la DMO,
y el rs78326403, considerando

IMC 26,16 + 3,85 1088 como variable las fracturas de
Lactancia (m: 773 + 12,7 1091 mufeca/antebrazo, produjo un
actancia (meses) ’ ? 0 resultado significativo (p=0,039).
Edad a la densitometria LS (afios) 56,04 + 8,49 1087 Teniendo en cuenta la fractura
— - de columna, no hubo interac-
Afios desde la menopausia LS 7,59 + 8,26 1091 cién entre el rs9504738 y el
DMO LS (g/Cl’l’lz) 0,853 + 0715 1092 I'5884205 (p=0,59) Tampoco se
ha encontrado ninguna interac-

Edad a la densitometria FN (afios) 57,89 + 8,03 1003 cion  significativa cuando la
N . variable de estudio era la DMO.
Afios desde la menopausia FN 9,36 + 7,91 1007 El andlisis del efecto de los
DMO FN (g/cm?) 0,683 + 0,11 1009 genotipos compuestos de los
SNPs 159594738 vy 1578326403

Edad menarquia (aios) 12,89 + 1,58 1081 apuntaba hacia el aumento de la
Fracturas: 152 (13.8%) 1098 prevalencia de fractura/s en suje-
tos con un mayor numero de

Columna 68 (44,7%) alelos desfavorables (Tabla 4).

Debido a diferencias menores o

Cadera 8 (5,3%) nulas entre portadoras de nin-
Mufieca/Antebrazo 36 (23,7%) gln o un solo alelc? desfavorable

sobre la prevalencia de fractura,

Otras 40 (26,3%) se combinaron ambas categori-

Ninguno de los SNPs estudiados se encontré asocia-
do con la DMO (datos no mostrados). Por el contra-
1io, los SNPs 1578326403 y rs884205 se asociaron sig-
nificativamente con la prevalencia de fractura en
nuestra cohorte (Figura 1 y tabla 2). Para el SNP
178326403, el modelo log-aditivo dio un valor de
p=0,053; OR=1,58 [IC 95%: 1,00 ; 2,49]. Para el SNP
1s884205, el modelo log-aditivo dio un valor de
p=0,048 con OR=1,40 [IC 95%: 1,01 ; 1,95], mientras
que el modelo recesivo producido p=4,9x107%
OR=3,28 [IC 95%: 1,51 ; 7,13). Solo el SNP rs884205
superd la correccion de Bonferroni (valor p para la
asociacion significativa: p=8,33x10?) (Figura 1). No se
detectd6 una interaccion significativa entre ellos
(p=0,87).

A continuaciéon se analizaron ambos SNPs para su
asociacion con fracturas de columna vertebral o
mufeca/antebrazo por separado (Tabla 3). El SNP
1578326403 se asoci6 con fracturas de mufieca/ante-
brazo (modelo Log-aditivo, p=7,16x10"%; OR=3,12 [IC
95%: 1,69 ; 5,75)), pero no con fracturas vertebrales
(p=0,78, modelo log-aditivo). Por el contrario, el
SNP 15884205 estuvo asociado con las fracturas de
columna (modelo recesivo, p=8,24x10% OR=4,05
[IC 95%: 1,59 ; 10,35D, pero no con fracturas de
mufieca/antebrazo (p=0,66, modelo log-aditivo). En
este caso, ambos SNPs superaron la correccion de
Bonferroni. Después del ajuste adicional con la
DMO, ambas asociaciones siguieron siendo signifi-
cativas (Tabla 3) aunque la asociacion nominal entre
el 1s884205 y las fracturas de columna vertebral des-
pués de ajustar por la LS DMO no super6 la correc-

as. Asimismo, debido al peque-
o nuimero de pacientes con 4
alelos desfavorables (n=3), esta
categoria se fusion6é con el
grupo de 3 alelos desfavorables. En general, se rea-
liz6 la comparacion de la siguiente manera: 0/1 vs. 2
y 0/1 vs. 3 o mas alelos desfavorables. El analisis
del efecto de estos genotipos compuestos sobre la
prevalencia de fractura sugiere un efecto aditivo
con las correspondientes OR ajustadas: 2,76 [IC
95%: 1,30 ; 5,811, p=7,4x10%; y 5,14 [IC 95%: 1,37
; 15,671, p=7,5x107, para 2 y =3 alelos desfavora-
bles, respectivamente (Tabla 4).

Discusioén

El equilibrio del remodelado 6seo es, en parte,
regulado por el sistema RANK/RANKL/OPG. Es
por ello que este sistema se ha estudiado bien en
el campo de la osteoporosis. A la luz del crecien-
te interés por los miRNAs como elemento regula-
dor epigenético, este estudio se ha centrado en
SNPs, situados en el 3'UTR del gen RANK, que
pueden afectar a la union de miRNAs. Se han
genotipado 7 SNPs en esta region, resultando en
dos de ellos asociados a fractura osteoporotica.
Las bases de datos disponibles hasta la fecha ofre-
cen poca informacion, la mayor parte in silico y
basado en algoritmos, en cuanto a los sitios de
union de miRNAs en la region 3’'UTR de RANK.
Estas bases de datos, ademds, no aportan ninguna
informacion sobre las secuencias genomicas que
contienen los SNPs asociados a fractura. Por lo
tanto, no tenemos datos sobre miRNAs que pue-
dan unirse a la region que contiene los SNPs sig-
nificativos, y por ello serian necesarios estudios
funcionales para aclarar esta cuestion.
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Tabla 2. Lista de los SNPs genotipados, MAF y valores de p para la asociacion con fracturas bajo un modelo
log-aditivo (u otro modelo si estd indicado)

SNP # rs Localizacion' | Eficiencia BARCOS HWE P OR (IC 95%)

1 1578622775 18:60052935 0,95 0,012 0,73 (0,99

2 rs12455323 18:60053891 0,94 0,32 0,90 0,82

3 rs$72933640 18:60054077 0,94 0,12 0,005 0,59
) 0,053

4 rs78326403 18:60054440 0,95 0,08 0,27 0,022)° 1,83 (1,11-3,02)
fAne En DL con

5 178459945 18:60054757 0,94 0,08 0,39 1578326403

6 1s72933641 18:60054804 0,95 0,13 0,07 0,57

7 rs884205 | 18:60054857 0,94 0,19 0,32 0,048 |38 (151-7,13)
. ) ) ) (0,0049)1- ) 3’ )

': ENSEMBL website, release 66, Febrero 2012.

% Debido a la baja MAF para el 1578622775, el tnico modelo posible es el codominante. En el caso de que se
consiga un p valor mas significativo en otro modelo, éste se indica entre (). Negrita p<0,05; < codominante;

°: sobredominante; ": recesivo.

En los udltimos anos se ha profundizado en el estu-
dio de la gendmica asi como de los sucesos que
acontecen desde la expresion génica hasta la pro-
teina final, es decir, todos aquellos pasos y molé-
culas implicadas desde que un gen se expresa
dando lugar al mRNA primario hasta la proteina
funcional operativa, pasando por todo el proceso
de regulacion tanto de la transcripcion como de la
traduccion. Los microRNAs (miRNAs o miRs) for-
man parte de esta dimension en la regulacion
génica. Los miRNAs son RNAs pequenos de cade-
na sencilla (short single-stranded RNAs, ssSRNASs),
de 19-25 nucledtidos generados a partir de trans-
critos endogenos con forma de hairpin, y se
encuentran evolutivamente conservados. Su fun-
cion consiste en el silenciamiento post-transcrip-
cional de genes mediante el apareamiento a la
region 3'UTR del mRNA diana, provocando el
corte del mRNA y asi la represion de la traduccion
de dicho RNA. Un determinado miRNA puede
actuar a nivel de varios genes, asi como varios
miRNAs diferentes pueden actuar sobre el mismo
gen. Si el apareamiento entre el miRNA y el mRNA
es solo parcial, se produce una represion traduc-
cional y posterior degradacion. Si el apareamiento
entre el miRNA y el mRNA es perfecto (o casi), se
produce el corte y degradacion.

La mayoria de las dianas de los miRNAs identifica-
das estin en el 3'UTR de los RNAs mensajeros,
que incluyen factores de transcripcion, receptores
y quinasas. Los miRNAs regulan la traduccién pro-
teica y la estabilidad del mRNA y de esta manera
pueden modificar numerosas vias relacionadas
con el desarrollo y las enfermedades. Diferentes
estudios han mostrado que variantes genéticas en
las secuencias de los miRNAs asi como en sus
secuencias diana en los 3’'UTR de los genes pue-

den alterar el mecanismo de regulaciéon de la
expresion génica y en consecuencia dar lugar a
diversas patologias”. Lei et al. identificaron 3 poli-
morfismos situados en potenciales sitios de union
para 9 miRNAs en el 3'UTR del gen FGF2 que fue-
ron asociados a la DMO de cadera®*. Hemos iden-
tificado 2 SNP en regién 3'UTR del gen RANK, el
1s78326403 y el rs884205, que estdn asociados con
las fracturas osteopordticas en la cohorte BAR-
COS. En un posterior andlisis, cada SNP mostro
una asociacion mas fuerte en funcion del sitio de
fractura estudiado: el 1s78326403 se encontré aso-
ciado solamente con fracturas de muneca/antebra-
7o mientras que el 1s884205 se asocio solo con
fracturas de columna vertebral. Ademas, el ajuste
de los resultados con la correspondiente DMO
(FN-DMO para 1578326403 y LS-DMO para
rs884205) no cambio la asociacion del rs78326403,
mientras que atenud la asociacion del rs884205
con fractura. Estos hallazgos sugieren que diferen-
tes SNPs en el gen de RANK, incluso situados en
la misma region, pueden influir diferencialmente
en un determinado sitio de fractura (hueso corti-
cal vs. trabecular). Estas asociaciones con diferen-
tes tipos de fractura sugieren un mecanismo dis-
tinto de regulacion del metabolismo 6seo en hue-
sos predominantemente corticales frente a huesos
predominantemente trabeculares. Otros factores
también han mostrado la capacidad de regular
diferencialmente hueso cortical y trabecular, tales
como el eje GH-IGF-17* o las hormonas gonada-
les**. Cabe mencionar que estas hormonas regu-
lan el remodelado 6seo a través de
RANK/RANKL/OPG*¥. Por lo tanto, parece plau-
sible que las distintas sefiales hormonales puedan
efectuar su accion a través de diferentes elemen-
tos del sistema RANK/RANKL.



Figura 1. Resultados del estudio de asociacion de los SNPs genotipados con
la prevalencia de la fractura osteoporética en la cohorte BARCOS para
todos los modelos estadisticos, presentados como —log;q(valor p). En cada
una de las graficas, la linea del umbral mas bajo representa p=0,05, y la
linea mas alta representa el valor p necesario después de la correccion

Bonferroni (p=8,33x10%)
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mayor (OR=5,14) de sufrir
fractura respecto las portado-
ras de los genotipos mas
favorables.

De acuerdo con nuestros
datos, numerosos estudios

Codominante

P valor nominal
“~ Correccion Bonferroni

genéticos de asociacion han
demostrado una heredabili-
dad diferente para la DMO y
la fractura (o calidad del
B hueso)'*®. Sin embargo, es
ampliamente conocido que
estos fenotipos osteopordti-
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1 cos estan estrechamente
relacionados, y nuestros
resultados refuerzan esta
premisa. En consecuencia,
se deberian considerar tanto
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la DMO baja y otras medi-
° ciones adicionales de la cali-
dad del hueso o microarqui-
tectura para evaluar con
precision el riesgo de fractu-
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ra en el ambito clinico. Estos
hallazgos pueden ser clini-
camente relevantes en el
futuro para un enfoque mas
especifico para los diferen-

/QK“M’

tes tipos de fracturas, tanto
para comprender mejor sus
mecanismos ~ subyacentes
como para buscar estrate-
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rs12455323
1s72933640
1578326403

1s9525641

gias terapéuticas mas espe-
cificas.

Nuestro estudio tiene varias
limitaciones. La muestra dis-
ponible es relativamente
pequena (1.098 mujeres)
teniendo un ndmero limita-
do de fracturas, y esto redu-
ce el poder estadistico del

rs884205 -

Esta es la primera vez que el SNP rs78326403 se
ha asociado con fracturas; el SNP rs834205 se
habia relacionado previamente a fenotipos osteo-
pordticos™®. En un reciente meta-analisis llevado
a cabo por el consorcio GEFOS-GENOMOS", que
incluye la cohorte BARCOS, el 15884205 se asocio
con la DMO, pero no con fracturas. Esta diferen-
cia puede deberse a la heterogeneidad entre las
distintas cohortes en la evaluacion de la fractura
por parte de los diferentes grupos del consorcio.
Una replicacion futura debe clarificar la asociacion
de este SNP con el riesgo de fractura.

Por ultimo, una interaccion significativa entre el SNP
1s9594738 del RANKL, que estd asociado con la
DMO, vy el 1578326403, sugiere un efecto epistatico
entre RANK y RANKL. En concordancia con estos
resultados, en el estudio de los genotipos compues-
tos se comprobd que habia un efecto aditivo de los
alelos de los dos SNPs. De esta manera, las portado-
ras de mias alelos desfavorables tienen un riesgo

estudio y, por lo tanto,

nuestra capacidad de identi-

ficar y analizar genotipos
raros. Ademds, nuestros resultados podrian ser
especificos de la poblacion estudiada, que se limi-
ta a mujeres caucasicas postmenopausicas medite-
rraneas. Otros estudios en cohortes mas grandes
con caracteristicas diferentes podrian determinar si
las asociaciones que reportamos son replicables.
En conclusiéon, hemos identificado 2 SNP en el
3'UTR de gen RANK (1578326403 y 1s884205), que
estan asociados con las fracturas osteoporoticas.
En nuestra cohorte, cada uno de los SNPs estd
asociado con un sitio de fractura especifico.
También se ha encontrado una interaccion signifi-
cativa entre el rs78326403 y un SNP (rs9594738)
en el gen RANKL asociado con la DMO destacan-
do la importancia de la DMO vy la microarquitec-
tura como predictores genéticamente determina-
dos del riesgo de fractura.
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Tabla 3. Resultados significativos de la asociacion entre los SNPs rs884205 y rs78326403 vy el sitio de fractura

sitio n . A o95%
SNP - n | p OR | IC95% p OR o
Mufieca/ i i
1578326403 | OV 1033 34 716x10°* | 3,12 | 1,69-575 | 5,8x10%* | 3,21 | 1,74-5,94
rs884205 Columna 1.029 62 8,24x10°" | 4,05 | 1,59-10,35 0,025 3,31 | 1,24-8,82

I: Resultado tras la correccion por DMO: DMO del cuello del fémur para el rs78326403 y de la columna para
el 1s884205; " recesivo; *: log-aditivo.

Tabla 4. Andlisis del efecto de los genotipos compuestos de los SNPs 19594738 y 1s78326403: 0/1 alelos des-
favorables como grupo de referencia vs. 2 y =3 alelos desfavorables
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