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RESUMEN

La Heteroplasia Osea Progresiva (HOP) es una enfermedad genética ultra rara autosémica
dominante que produce formacién de hueso extraesquelético a partir de tejido mesodérmico
como son piel y musculo. La alteracion genética caracteristica de HOP es una mutacion
heterocigota inactivante localizada en el complejo GNAS, uno de los mas complicados del
cuerpo humano. El gen codifica para la proteina G-stimulatory protein of adenyl cyclase
(Gsalpha). No existe ningln tratamiento efectivo ni preventivo para esta enfermedad y la
alternativa para mejorar la calidad de vida pasa por la amputacién quirargica de los miembros
afectados y escision de las lesiones bien delimitadas.

Este trabajo presenta el Unico caso reportado en el mundo de HOP en dos gemelas univitelinas
idénticas, que presentan la misma mutacion de novo en heterocigosis en el gen GNAS, ex6n 7
con delecidn en 4 pares de bases (pb) (GACT; GNAS1 n565-568; 20¢13); sin embargo, mientras
una de ellas permanece asintomatica, la otra sufre una forma inusualmente rapida e
incapacitante de la enfermedad desde su infancia.

El objetivo general de este trabajo se centra en la caracterizacion de la enfermedad mediante un
abordaje “-O0mico” traslacional, inmunoldgico y celular y la evaluacion de terapias
farmacoldgicas. Los avances que aporte este trabajo podrian ampliar el entendimiento de la
enfermedad y de patologias relacionadas con mutaciones en GNAS (Distrofia Hereditaria de
Albright, pseudohipoparatiroidismo, osteoma primario de cutis, etc.).
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“No estudio para saber mas,
sino para ignorar menos”’
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1.1 Heteroplasia Osea Progresiva (HOP)

La heteroplasia 6sea progresiva (HOP), se define como una enfermedad ultra rara de tipo
autosémica dominante caracterizada por la formacion de hueso extra esquelético Ilamado
osificacion heterotdpica (OH). Las osificaciones se forman en el tejido cutaneo, principalmente
en dermis y en grasa subcutanea. Tiene una progresion gradual a tejidos mas profundos como
el masculo y la fascia. Se presenta en la infancia, sin embargo, hay casos reportados donde la
enfermedad aparece por primera vez en una edad adulta temprana [1].

En la HOP, el grado de morbilidad depende de la localizacion y extension de las OH, en
algunos casos la enfermedad resulta en una discapacidad severa. Existe un retardo en el
crecimiento, que puede asociarse con una restriccion del movimiento de las extremidades
provocada por anquilosis de la articulacion y dolor en los huesos [2,3].

Debido a la naturaleza extremadamente rara de la HOP, se tiene informacién muy limitada
sobre el pronéstico en la enfermedad.

El primer caso documentado de HOP fue en 1948, en ese entonces denominado
simplemente como OH [4]. Posteriormente se emplearon diferentes nombres, entre ellos:
osteoma progresivo cutaneo, osteoma cutaneo hereditario, osificacion dérmica limitada,
osificacion heterotdpica intermembranosa limitada y displasia osteodérmica. Fue en 1994 que
Kaplan y sus colaboradores usaron el término “heteroplasia Osea progresiva” para dar
uniformidad a la nomenclatura del trastorno y asi distinguirla de sindromes asociados a OH
como son la osteodistrofia hereditaria de Albright (AHO) y la Fibrodisplasia Osificante
Progresiva (FOP) [5].

1.1.1 Heteroplasia Osea Progresiva, una enfermedad ultra rara

Las enfermedades raras estan definidas como padecimientos que tienen una prevalencia en
el rango de 40 a 50 casos por cada 100,000 habitantes [6]. En Europa, se consideran en esta
categoria, aquellas con prevalencia menor o igual a 5 pacientes por cada 10,000 habitantes [7].
En una subcategoria se encuentran las enfermedades ultra raras [8], definidas asi por tener una
prevalencia aproximada de 1 caso por cada 2,000,000 de habitantes [9].

La principal caracteristica de las enfermedades ultra raras es que son heterogéneas, en su
mayoria de tipo crénico y potencialmente mortales. El reto a nivel de investigacion es mayor
comparado con las enfermedades comunes [10]. Son reconocidas como un problema de salud
importante y un objetivo claro en las politicas de la Union Europea [11-14]. Su estudio se basa
principalmente en la investigacion basica y en una adaptacién de la investigacion clinica debido
a su complejidad intrinseca [15]. Los principales obstaculos de su investigacion son la
inadecuada aplicacién de metodologias, ya que requieren una adaptacién de los analisis a
poblaciones pequefias y clinicamente heterogéneas, sin embargo, al igual que en las
enfermedades comunes la estadistica y la probabilidad son leyes que deben ser aplicadas
adecuadamente para obtener evidencias cientificas validas que den soporte a los estudios
clinicos [16-19]. Otro de estos obstaculos es la escasez de financiacion [20]. Existen barreras
claras, como son: i) la dificultad para identificar a los pacientes, debido a la falta de
conocimiento sobre dichas enfermedades, a la complejidad en la definiciéon de signos y
sintomas, asi como los recursos para realizar un correcto diagnostico; ii) el registro de los
pacientes; y finalmente, iii) su seguimiento [21]. Estas barreras son las principales causas de la
incomprensién que existe de la historia natural de las enfermedades raras, a lo que hay que
sumar la dispersion geografica de los casos que dificulta el disefio de ensayos clinicos
adecuados [11].

Una herramienta fundamental en el estudio de las enfermedades raras es la gendémica, la
cual ha permitido la secuenciacién del genoma completo o la secuenciaciéon completa de
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exomas, lo cual ayuda a establecer asociaciones entre cambios en el genoma (mutaciones) y
muchas de las enfermedades raras. Se estima que cada cigoto tiene aproximadamente de 70 a
80 mutaciones en su genoma, lo que representa una pequefia posibilidad de padecer una
enfermedad rara o ultra rara. Eso dependerd de la posicién donde se localicen dichas mutaciones
[22-24].

Se sabe que gran parte de las enfermedades ultra raras son causadas por mutaciones de
novo, es decir, no hereditarias, que se localizan en zonas codificantes a proteinas
funcionalmente importantes [23]. De esta manera, la investigacion de éstos padecimientos se
realiza estudiando numerosas familias [25,26] en el caso de que la enfermedad este asociada a
rasgos de herencia dominante; o bien, a trios de paciente-padres en caso de que la enfermedad
sea espontanea [27]. La validacion de éstas asociaciones deben realizarse con estudios
funcionales in vitro e in vivo que demuestren y confirmen que las variantes genéticas tienen un
efecto [25-28] y pueden causar, empeorar o coadyuvar a la enfermedad.

La identificacion de estas variantes asociadas con la enfermedad sirve como confirmacion
de una sospecha diagndstica en una enfermedad rara. Y gracias a los avances tecnoldgicos,
como es el caso de la secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés Next-
Generation Sequencing), han permitido el incremento en la capacidad de diagndstico de
enfermedades monogénicas. Ademas de mejorar el entendimiento de la etiopatogenia [29].

1.1.2 Clasificacion de la HOP como enfermedad

1.1.2.1 Clasificacion internacional de enfermedades CIE-10

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha desarrollado un manual para la
clasificacion internacional de las enfermedades (CIE) asignandoles un cédigo Unico que
permite estandarizar la terminologia médica y facilitar la recopilacién de datos epidemiol6gicos
y de gestion sanitaria. Sirve asi, para realizar un registro, analisis, interpretacién y comparacion
de los datos de las diferentes patologias [30,31]. Este manual incluye una variedad de signos,
sintomas y los hallazgos anormales de las enfermedades.

La clasificacién vigente es la CIE-10 (décima edicion) en Espafia CIE-10-ES, aprobada en
1990 la cual se utiliza en mas de 150 paises traducida a mas de 40 idiomas y que cita méas de
20,000 articulos cientificos. La OMS realiza actualizaciones cada uno a tres afios, incluyendo
modificaciones, adaptaciones y algunas necesidades clinicas. En mayo del 2019 se present6 la
nueva edicion CIE-11 en la Asamblea Mundial de la Salud, la cual entrara en vigor en el 2022
[30,32].

HOP se clasifica, segun la CIE-10 [33] dentro del capitulo XIII que engloba las
enfermedades del sistema osteomuscular y del tejido conjuntivo. El tejido conectivo derivado
del mesodermo es el tejido mas abundante en el organismo y le provee soporte y estructura.
Entre ellos se encuentran el cartilago, hueso, ligamentos, tendones y piel, entre otros. El tejido
conectivo se divide en tres tipos mayormente: el tejido conectivo laxo o blando (que envuelve
a los 6rganos), el tejido conectivo denso (hueso y cartilago) y la sangre [34]. Dentro del capitulo
XII1 se clasifican las artropatias infecciosas; politropias inflamatorias; trastornos sistémicos del
tejido conjuntivo; dorsopatias. Asi como patologias de tipo autoinmunes con dafio tisular
persistente en articulaciones, piel, rifion, vasos sanguineos etc. Ademas de incluir trastornos de
los tejidos blandos como son; osteopatias y condropatias; y otros trastornos del sistema
osteomuscular y del tejido conjuntivo [35].

Siguiendo la cascada de clasificacion, la HOP entra dentro de la categoria M60-M79 de los
trastornos de los tejidos blandos, en donde se incluyen los trastornos de los musculos (M60-
M63) que incluyen la atrofia y distrofia muscular, miastenia gravis, disgenesia muscular y
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mioclonias [36]. Se incluye también la subcategoria M61. Calcificacién y osificacion del
musculo, comprendiendo la miositis osificante traumatica, miositis osificante progresiva,
calcificacion y osificacion paralitica del muasculo, calcificacién y osificacién de los misculos
asociadas con quemaduras. Y finalmente la categoria final M61.5 que clasifica a Otras
osificaciones del musculo que considera a la Fibrodisplasia Osificante Progresiva (FOP) y la
Heteroplasia Osea Progresiva (HOP).

1.1.2.2 Clasificacion Orphanet

Orphanet es un consorcio conformado por més de 40 paises. Fue fundada en Francia
por el INSERM (Instituto Nacional Francés de la Salud y de la Investigacion Médica) y apoyado
por subvenciones europeas desde el 2000. Dicho consorcio tiene como propdsito el acceso libre
y equitativo de informacion de alta calidad sobre enfermedades raras. Incluyen una
nomenclatura especial para estas enfermedades (c6digo ORPHA) que ayuda a su visualizacién
en los sistemas de informacién clinicos y de investigacion, mejorando asi el diagndstico,
tratamiento y atencion a los pacientes con dichas patologias. El sistema incorpora informacién
de enfermedades con los genes implicados y su clasificacion, inventario de medicamentos
huérfanos y directorios de centros de salud expertos en cada una de las enfermedades raras,
asociaciones de pacientes, laboratorios que ofrecen pruebas diagndsticas especificas para
enfermedades raras, proyectos, ensayos clinicos y registro de biobancos activos [37].

Orphanet sitda a la HOP dentro de cuatro clasificaciones: anomalias raras del desarrollo
embrionario, enfermedades genéticas raras, enfermedades dermatolégicas raras y enfermedades
Gseas raras.

Las anomalias raras del desarrollo durante la embriogénesis se definen como defectos
congénitos o anomalias estructurales de la conducta, funcionales y metabdlicas que se producen
durante la organogénesis. Son la causa principal de mortalidad infantil y tienen una incidencia
de entre el 2 — 3% de los recién nacidos. A un 15% de los casos se le atribuye como causa la
presencia de mutaciones genéticas y alteraciones cromosémicas; a los factores ambientales un
10%; la combinacion de ambas del 20-25%; embarazos gemelares del 0,5-1%; y, el mayor
porcentaje (40-60%) es por causas desconocidas [38]. Dentro de ésta clasificacion se incluyen
las malformaciones del sistema nervioso, anomalias del desarrollo de origen metabdlico,
trastorno del desarrollo sexual, trastornos raros del desarrollo del hueso, defectos raros del
desarrollo asociados al tejido conectivo, la piel y la mucosa, anomalias vasculares o0 angiomas
[37].

En cuanto a las enfermedades genéticas raras, la caracteristica principal es su complejidad
debido a una heterogeneidad genética y fenotipica [39]. Existen aproximadamente 6000
trastornos genéticos raros de los cuales un 10% estan ligados al cromosoma sexual, 32% son
autosémicos dominantes y un 45% autosémicos recesivos. EI 83% de todas las enfermedades
raras genéticas afecta la poblacion infantil [40]. En esta clasificacion se encuentran los
trastornos raros con bases genéticas relacionados con el sistema inmune, enfermedades raras de
la piel, trastornos neuroldgicos, hematologicos, hepaticos, cardiacos, de hueso entre otros [37].

Como enfermedades dermatolégicas rara, la HOP, junto con la epidermolisis bullosa (EB),
estd incluida en el grupo de enfermedades hereditarias de la piel caracterizadas por la aparicion
de ampollas; trastornos hereditarios de cornificacion como es la Ictiosis; o displasias
ectodérmicas (Eds) [41].

Las enfermedades Gseas raras, son trastornos que pueden ser congénitos, cronicos y de
origen genético y afectan cartilago, huesos y dientes. Estan categorizadas en dos grupos:
displasias esqueléticas y enfermedades metabolicas de hueso, dentro de esta Gltima categoria se
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encuentran: osteogénesis imperfecta; Acondroplasia; Fibrodisplasia-Sindrome de McCune-
Albright; y Pseudoparatiroidismo (PHP) [42].
La clasificacion de Orphanet para las enfermedades raras dseas (ORPHA:93419) incluye:

i)
i)

iD)

iv)

v)

vi)

vii)

disostosis (ORPHA:364559): trastornos que involucran defectos en la osificacion en
huesos individuales o en conjunto [43];

displasia 6sea primaria (ORPHA:364526): trastornos del cartilago y hueso, asociados
con anormalidad en el desarrollo, moldeado, mantenimiento y tamafio del esqueleto
[44,45];

enfermedad por almacenamiento lisosomal con afectacién esquelética
(ORPHA:93448): grupo de enfermedades genéticas que involucran una disfuncion en
la actividad de las hidrolasas lisosomales, comprometiendo la funcién celular en
tejidos como hueso, médula ésea o piel [46];

osteomalacia oncogénica (ORPHA:352540): insuficiencia de mineralizacion 6sea
inducida por tumor, causado por la secrecion del factor de crecimiento fibroblastico
23 (FGF-23) [47];

osteonecrosis (ORPHA:399158) o necrosis avascular, puede producirse por
traumatismos, enfermedades autoinmunes, pancreatitis, el uso de corticosteroides,
entre otros [48,49];

sindrome de Saliker (ORPHA:300493), un padecimiento que se presenta en pacientes
con enfermedad renal crénica tardia y un hiperparatiroidismo secundario, y que se
caracteriza por el desarrollo de deformidades maxilares, mandibulares y nasales asf
como de neoplasmas benignas de tejido blando oral [50];

sindrome 6seo vascular congénito (ORPHA:235832) enfermedad que causa el
aumento (angio-osteohipertrofia) o reduccion en el crecimiento de los huesos largos
(angio-osteohipotrofia) debido a una malformacién vascular congénita [51]; v,

viii)tumor éseo raro (ORPHA.68411): los sarcomas 6seos malignos primarios tienen del 5

al 10% de incidencia [52].

1.2.1.3 Otras clasificaciones
La HOP se incluye dentro del grupo de padecimientos que causan osificacion

heterotopica y como subclase de la osificacion muscular (subclase osificacion heterotdpica y
calcificacion del musculo); osificacion heterotdpica congénita asociada morfolégicamente a
metaplasia dsea (subclase osificacién heterotépica y enfermedad congénita; clasificacion
patoldgica -deposicion de calcio en tejidos sin deposicion normal de calcio) [53] (Figura 1).
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Figura 1. Relacién de la Heteroplasia Osea Progresiva con otras patologias osificantes

1.2 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LA HETEROPLASIA OSEA PROGRESIVA

Clinicamente la HOP tiene estrechas similitudes con otros trastornos que producen OH, de las
cuales tiene que ser diferenciada (Tablal) considerando: su base genética, la asociacion del
desarrollo de las osificaciones por componentes no genéticos como son heridas o artropatias,
edad en la que aparece el trastorno, neoplasias o condiciones que involucren incremento en los
niveles de calcio-fosfato [54].

Dentro del espectro de los trastornos genéticos con formacién de OH de los que hay que
diferenciar a la HOP se encuentra, el osteoma cutis primario, la AHO, el PHP, el pseudopseudo-
hipoparatoriodismo (PPHP) y la FOP [55].

El osteoma cutis se refiere a la OH en tejido subcutaneo que puede ser de tipo primario, en
zonas sin lesion precedente; secundario, de tipo metastasico, en casos con anomalias del
metabolismo paratiroideo; o distréfica, cuando la osificacién se desarrolla en una zona
lesionada o con proceso inflamatorio preexistente. Puede presentarse en placas de osificacion
cuando se acompafia de mutacion en el gen GNAS [56].

La AHO se caracteriza por i) desarrollo de osificaciones heterotépicas superficiales; ii)
corta estatura en la etapa adulta; iii) obesidad; iv) braquidactilia; v) cara redonda; vi) problemas
neuroconductuales y trastorno del desarrollo intelectual; y vii) disminucion en los niveles de
proteina Gsa (principal proteina de GNAS) [57,58].

El PHP comprende un grupo de trastornos caracterizados por resistencia del 6rgano diana
la hormona paratiroidea (PTH) y a otras hormonas como la hormona estimulante de la tiroides
(TSH) y la hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRG), dependiendo de sus
caracteristicas clinicas y moleculares se subclasifica en PHP1a, 1b y 1c [59,60] . La PHPlay
1c son clinicamente idénticas con fenotipo AHO, resistencia plurihormonal, y mutaciones de
alelo materno en el gen GNAS, diferencidndose solo en que la PHP1c mantiene la actividad
eritrocitaria de la Gsa [61]. Por otro lado la PHP1b se caracteriza por un patrén paterno-
especifico de metilacion en el transcrito A/B (materno) de GNAS, lo que conduce a la
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disminucién de la expresion de la proteina Gs-a en los tibulos proximales renales y una
resistencia a la PTH; ademas presenta hipocalcemia, hiperfosfatemia e hiperparatiroidismo
secundario sin fenotipo AHO [60,62].

La PPHP es una condicion que se presenta en pacientes con AHO pero guardando una
normalidad en la respuesta a la PTH y sin mostrar obesidad severa, lo que se atribuye a la
mutacién en GNAS en el alelo paterno [55,63].

La FOP es una enfermedad rara que se caracteriza por la formaciéon de OH en tejido
musculo esquelético y tejido conectivo blando con progresién a las articulaciones, dificultando
o imposibilitando el movimiento de las zonas afectadas (cuello, espalda, hombros, codos,
cadera, rodilla, mufiecas, tobillos y mandibula) y anquilosis o fusiéon eventual de las
articulaciones. Presenta malformaciones congénitas como dedos gordos de los pies y el dedo
gordo del pie acortado con un primer metatarsiano distal malformado, con falta o anormalidad
de la primera falange y/o articulacion interfalangica. Otras caracteristicas fenotipicas incluye
microdactilia y/o fijacion permanente del quinto dedo con una posicion doblada (clinodactilia),
osteocondromas de tibia medial proximal, malformaciones de la columna vertebral y cuello del
fémur anormalmente corto [64,65]. Los primeros episodios se presentan durante la infancia
progresando a lo largo de la vida. En la mayoria de las casos la FOP resulta de una mutacion
esporadica o de novo en el gen ACVR1 la cual afecta a la ruta biolégica de la proteina
morfogénica, fundamental en la formacién ésea en la embriogénesis y después del nacimiento
[66,67].
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Osteodistrofias hereditarias de Albright
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No-Osteodistrofias hereditarias de Albright

PHP1A

PPHP

PHP1B

Osteoma cutis

HOP

Herencia

Mutacion inactivante en
el alelo materno de
GNAS que codifica para
Gs-a

Rara vez debido a un
defecto imprinting en
GNAS

Mutacion inactivante en el
alelo paterno de GNAS que
codifica para Gs-a

Pérdida de imprinting de
metilacion GNAS maternas,
deleciones en GNAS o STX16,
inversiones de regiones GNAS;
formas autosomicas
dominantes y esporadicas

Mutacion inactivante en
el alelo paterno de GNAS
que codifica para Gs-a
(en la mayoria de los
€asos)

Excepcion: en la primera
infancia puede ser el
Unico signo de PHP1A

Mutacion inactivante en el
alelo paterno de GNAS que
codifica para Gs-a

Raramente puede ocurrir una
sindrome de superposicion
de PHP1A/POH

Caracteristicas
clave del
fenotipo
clinico

Obesidad, a menudo
grave

Obesida

Ligeramente bajo para
el peso al nacer de
inicio temprano
Apnea del suefio
Osificaciones
subcutaneas

Baja estatura en la
edad adulta.
Braquidactilia
Déficits cognitivos
comunes

No obeso

Pequeno para la edad
gestacional al nacer

Osificaciones subcutaneas

Baja estatura en la edad
adulta

Braquidactilia

Déficit cognitivo poco claro

El sobrepeso/obesidad puede
ocurrir en adultos pero mas
leve que en PHP1A

Obesidad de inicio temprano
Macrosomia al nacer

Las osificaciones subcutaneas
son muy raras.

Estatura normal de adulto

Braquidactilia leve ocasional
Sin déficits asociados

No obeso

Las osificaciones
subcutaneas son el Unico
signo

Estatura normal

Sin braquidactilia
Sin déficits asociados

No obeso, a menudo
pequeno para la edad
gestacional; delgado al nacer

Las osificaciones
heterotopicas pueden
penetrar mas profundamente
en el tejido conectivo, el
musculo y otros tejidos.
Estatura normal

Sin braquidactilia
Sin déficits asociados

Resistencias PTH Ninguna PTH Ninguna Ninguna
hormonales TSH TSH (ocasionalmente

GHRH presente, si es asi, leve)

Gonadotropinas Calcitonina

Calcitonina

Glucagdn

PHP1A, pseudohipoparatiroidismo tipo A; PPHP, pseudopseudohipoparatiroidismo; PHP1B, pseudohipoparatiroidismo tipo B; HOP, heteroplasia dsea progresiva;
PTH, hormona paratiroidea; TSH, Tirotropina; GHRH, hormona liberadora de hormona de crecimiento.
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Para diagnosticar la HOP se consideran criterios especificos como el desarrollo de OH
superficiales y profundas, no mas de dos caracteristicas propias de AHO (sin considerar la OH),
delgadez, no resistencia a la PTH, determinacién de mutacién inactivante en GNAS en el alelo
paterno, evidencia de patrones reticulares en las osificaciones, OH de tipo intramembranosa o
intramembranosa/endocondral y comienzo de la enfermedad antes del primer afio de vida
[54,55,68].

1.3 CARACTERISTICAS DE LA HETEROPLASIA OSEA PROGRESIVA

La HOP se caracteriza por ser un trastorno causado por mutaciones inactivantes en el gen GNAS
y por la cual los portadores desarrollan osificaciones heterotdpicas subcutaneas con progresion
a tejido conectivo [69].

Las mutaciones en GNAS especificas de HOP, ocurren aleatoriamente como resultado de
un cambio espontaneo (mutacion de novo) o por herencia autosémica dominante de algin de
los padres, lo que significa que una de las copias heredadas presenta la mutacion, esto es
suficiente para que se produzca la enfermedad.

1.3.1 GNAS en la Heteroplasia Osea Progresiva
El gen GNAS (Guanine Nucleotide Binding Protein Alpha Stimulating Activity Polypeptide 1)
codifica para la subunidad alfa de la proteina G estimulante (Gs-a.) la cual es esencial en la via
de transduccion de sefiales involucradas en la regulacion hormonal y el crecimiento celular [70-
72]. La unién de Gs-o a dominios transmembranales GPCrs (receptores unidos a la proteina G,
por sus siglas en inglés) estimulados por hormonas y neurotransmisores, lo que provoca la
activacion el receptor adenilato ciclasa que convierte adenosina trifosfato a adenosin
monofosfato ciclico que desempefia un papel clave en sefializaciones que regulan el desarrollo
y la homeostasis 6sea [73].

GNAS esta localizado en el brazo largo del cromosoma 20 (20913.32) y es de los genes
méas complejos del genoma humano, ya que genera diversos transcritos codificantes y no
codificantes, los cuales utilizan promotores alternativos y diferentes exones [74,75]. GNAS es
un gen enigmatico, es que la mayoria de sus productos génicos presentan un patron de expresion
alelo especifico de uno de los padres, lo que se denomina imprinting gendmico que es el factor
determinante de la variabilidad fenotipica del gen [76].

1.3.1.1 Imprinting genémico

El imprinting gendmico es un fenémeno por el cual algunos genes se expresan
monoalélicamente dependiendo de su origen parental, es decir, una de las copias esta activa y
se transcribe en proteinas, mientras que la otra esta silenciada por la presencia de una
"impronta" de marca estable, que interfiere con la regulacidn de las proteinas de unién, evitando
la transcripcidn. El silenciamiento génico ocurre mediante la adicion de grupos metilo durante
la gametogénesis, manteniéndose durante toda la embriogénesis. Independientemente de su
origen paterno o materno, algunos genes estan silenciados en las células germinales [77,78].

Algunas de las enfermedades osificantes, como HOP, PHP1 y AHO, son resultado de

mutaciones heterocigotas inactivantes en GNAS regulado por imprinting genémico. Cuando la
mutacion es heredada por el alelo materno resulta en AHO y/o PHP1, mientras que las
heredadas por el padre resultan en HOP [55,79-81]. Por otro lado, Happle et al. 2016 y 2021,
ha propuesto como causa de la HOP una pérdida de heterocigocidad en GNAS en etapas
tempranas postcigéticas, lo que se denomina como mosaicismo superpuesto bialélico
segmentario [82,83].
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La presencia de una mutacion inactivante en GNAS por si sola o por patrones de mutacion
dentro del gen, no pueden predecir la variabilidad del fenotipo, severidad o progresion de la
HOP.

1.3.1.2 Locus GNAS y sus transcritos

El locus GNAS genera diversos transcritos expresados a partir del alelo materno y/o
paterno, los cuales inician en promotores y exones (nicos, pero que comparten exones comunes
downstream (exones 2-13) del locus [54,84,85] (Figura 2).

XLa-N1

XLa-N1
Xla/ALEX XLa/ALEX
A/B A/B
GNAS-AS1 S - e
AS;5 AS-4 -3 -3 Gsa Gs-a
Alelo paterno 2 3 N1 413
Alelo materno =========l======= 'E """ EEE" """"
GNASASL  XlLa's A/B ——c —_—rr 5= Gsa

NESP55 NESP55

Figura 2. Transcritos del complejo GNAS y variantes debido al imprinting gendmico

El principal producto de GNAS, la proteina Gs-a, esta generada por el exén 1 que a pesar
de estar desmetilado en ambos alelos, sufre imprinting genémico de manera tejido-especifica,
expresandose mayoritariamente, desde el alelo materno, en tejidos como tubo proximal renal,
tiroides, glandula pituitaria y ovarios [86-88]. Su expresion bialélica se ha demostrado en
linfocitos, glandulas adrenales, adipocitos y células 6seas [89-91].

Otro de los transcritos expresados por el alelo materno es la proteina neuroendocrina
secretora (NESP55), que se genera por el promotor mas upstream de GNAS y no guarda
relacion, ni estructural, ni funcionalmente con Gs-o [92,93]. Se expresa en tejidos
neuroendocrinos, sistema nervioso central y en algunos tejidos endocrinos [94,95].

El siguiente promotor genera la expresion de la isoforma de Gs-a (XLs-a), la cual es
expresada por el alelo paterno y es estructuralmente similar a Gs-a, excepto por la presencia de
un N-terminal extra largo [96,97]. XLs-o es expresado exclusivamente del alelo paterno en
todos los tejidos, expresandose con mayor abundancia en tejidos neuroendocrinos, cerebro,
pancreas, corazon, rifiones y tejido adiposo [98-100]. Por otro lado, se ha determinado la
existencia de una variable bialelica de XLs-a expresada en células estromales [101,102]. Otras
variables identificadas son: i) XLs-a-N1 la cual se produce por la inclusién de secuencias desde
dos exones adicionales, A20 y A21, localizados inmediatamente después del exdn XL [98]; ii)
ALEX generada por un segundo ORF de los mARN de XLs-a, es mas pequefio por que usa un
codon de terminacion localizado dentro del ex6n XL[103,104].

El transcrito anti sentido y el A/B son del tipo no codificante pero similarmente a otras
moléculas no codificantes de ARN tienen un rol en la regulacion génica, en este caso en la
regulacion de GNAS [105-108].
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1.3.1.3 GNAS y la diferenciacién celular

La proteina Gs-a estd implicada en procesos de diferenciacion celular hacia linajes
osteoblasticos [109], adipogénicos [110], condrogénicos [111], miogénicos [112] y
neurogénicos [113].

En el contexto de la HOP, la mutacién en el gen GNAS causa una diferenciacion de las
células madre mesenquimales (MSCs, por sus siglas en inglés) errante, siendo que la proteina
Gs-a es capaz de mantener un balance entre osteogénesis/adipogénesis [109,110,114,115].

El proceso de diferenciacion osteogénica inicia con la determinacién del commitment de
células precursoras y diferenciacion a pre-osteoblastos para terminar con la maduracién
osteoblastica. La maduracion de osteoblastos incluye diferentes etapas identificadas por la
expresién de marcadores especificos. En la primera etapa se lleva a cabo la proliferacién celular,
expresandose colageno tipo I, receptor de factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) y
osteopontin (OPN). En una segunda etapa las células salen del ciclo celular y comienzan a
diferenciarse mientras realizan la sintesis y maduracion de la matriz extracelular con la
expresién del colageno tipo | y la fosfatasa alcalina (ALPL). Y una Gltima etapa de
mineralizacion de la matriz cuando la osteocalcina (OC) promueve los depdsitos de minerales.
En esta etapa los osteoblastos adquieren morfologia cuboidea [116-118].

El proceso de adipogénesis se caracteriza por dos etapas, la determinacidn del commitment
durante la cual, los pre-adipocitos son morfolégicamente iguales a sus precursores
mesenquimales (MSCs) con un fenotipo fibroblastico. Durante la etapa terminal de
diferenciacion, los adipocitos cambian morfol6gicamente y adquieren las funciones de sintesis
y almacenamiento de lipidos [119,120].

Durante cada etapa de la diferenciacién, se expresan diferentes marcadores y factores de
transcripcion que son indispensables en la regulacién de formacion de hueso o grasa (Figura
3, Tabla 2).

La osteogénesis y adipogénesis estan mediados principalmente por los factores de
transcripcion Runx2 y PPARy respectivamente, los cuales inician y promueven la
diferenciacion celular por la activacion de diversas rutas de sefializacion como son la ruta Wnt/
catenina, TGF-f, proteinas morfogénicas de hueso (BMP, por sus siglas en inglés), la ruta diana
de rapamicina en células de mamifero (mTOR, por sus siglas en inglés) y Hedgehog (Hh)
principalmente [116,121-124].

Runx2 activa y regula la diferenciacién osteogénica mediante la ruta Wnt, BPM y Hh,
mientras que PPARYy tiene caracteristicas anti-osteoblasticas y pro-adipogénicas, ya que es
indispensable tanto en el commitment como en las diferentes fases de la diferenciacion
adipogénica [125-127].

Se ha demostrado la implicacién de GNAS en la regulacion de la diferenciacion de las
MSCs impactando en el balance de las rutas de sefializacion implicadas en la osteogénesis y
adipogénesis [128-130].

En la HOP la inactivacion de Gs-o del alelo paterno en células estromales adipogénicas,
aumentan la diferenciaciéon osteogénica, promoviendo la osificacién intramembranosa en la
grasa subcutanea [114]. Por lo que la Gs-a es crucial en el mantenimiento del balance entre las
rutas Wnt/p catenina y Hh [130,131].
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Tabla 2. Genes implicados en la regulacion osteo-adipogénica

Entrez Simbolo del Proteina Funcion Ref.
ID gen gen
2943 DKK1 Proteina relacionada con Codifica para la familia de proteinas Dickkopf las cuales se unen al correceptor LRP6 para [132][133]
Dikkopf 1 inhibir la ruta Wnt/a-catenina. Se expresa al inicio de la diferenciacion osteogénica siendo
clave en el desarrollo desarrollo el tejido dseo
1277 COL1A1 Cadena Colageno alfa tipo | Principal constituyente de la matriz 6sea. Marcador temprano de diferenciacion osteoblastica [134][135]
860 Runx2 Factor 2 de transcripcion Runt  Principal factor de transcripcion de osteoblastos. Regula la proliferacion y el commitment de  [136], [137],
los progenitores osteoblasticos, y de los genes que codifican para proteinas de matriz 6sea [138]
650 BMP2 Proteina morfogénica 6sea 2 Induce la formacion de cartilago y hueso. Facilita la diferenciacion osteogénica induciendo la  [139], [140]
actividad de fosfatasa alcalina y promoviendo la calcificacion. Media otros marcadores
osteogénicos como OC y Col-1
3570  IL6R Receptor subunidad alfa de la  Es un regulador de la diferenciacion osteoblastica e inductor de apoptosis de células [141],[142]
interleucina 6 osteogénicas maduras
3553 IL18 Interleucina 1 beta Activador de RANK/RANKL promoviendo asi la osteoclastogénesis [143]
8313  Axin2 Axin-2 Inhibidor de la ruta de sefnalizacion Wnt, disminuyendo la expresion de B catenina [144] [145]
249 ALPL Fosfatasa alcalina asociada a la Isoenzima sintetizada por osteoblastos, reguladora de los niveles de bio fosfatos e implicada  [146], [147]
biomineralizacion en la mineralizacion 6sea
121340 SP7 Factor de transcripcion Sp7 Factor de transcripcion esencial en la osteoblastogénesis. Regula la expresion de las proteinas [148]
/Osterix de matriz extracelular involucradas en la diferenciacion osteoblastica
7040 TGF-beta Factor de crecimiento Controla la diferenciacion osteoblastica y osteoclastica [149], [150]
transformante Beta 1
64093 SMOC1 SPARC, Related Modular Llamada también Osteonectina, s un inductor de la diferenciacion osteoblastica promoviendo  [151]
Calcium-Binding 1 la expresion de otros genes involucrados en el crecimiento celular
632 BGLAP Osteocalcina Se expresa principalmente en osteoblastos en respuesta a factores de crecimiento, hormonas  [152]
0 procesos patoldgicos
4982 TNFRSF11B Miembro 11B de la superfamilia Inhibidor de la osteoclastogénesis y su actividad por la supresion del receptor ligando RANKL ~ [153]
/0OPG del receptor de TNF
8600 TNFSF11 Ligando de receptor activador  Ligando osteoblastico e inductor de la diferenciacion osteogénica [154]
/OPGL para el factor nuclear kB
50964 SOST Esclerostina Actla como inactivante de la ruta Wnt/B -catenina suprimiendo la formacion 6sea [155]
123 PLIN2 Periplin-2 Se expresa en las células progenitoras durante la diferenciacion osteoblastica, asi como en [156]
osteoblastos maduros. Ademas, regula la lipofagia y la degradacion proteosomal
3952 Leptina Leptina Promueve diferenciacion osteogénica induciendo la expresion de Cbfal, ALP, COL-l y BGLAP [157]
1035  NAMPT Nictamida Promueve diferenciacion osteoblastica y osteoclastica por activacion de NFkB y secrecion de  [158]
fosforibosiltransferasa IL-6
5468 PPARG Receptor gamma activado por  Regula la adaptacion metabdlica y el aumento de la respiracion mitocondrial eventos [159]
el proliferador de peroxisomas necesarios para una eficiente diferenciaciéon y mineralizacion de los osteoblastos
9370  ADIPOQ Adiponectina Regulador negativo del metabolismo 6seo (formacion dsea/ reabsorcion 6sea) [160][161]
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Figura 3. Biomarcadores en las diferentes etapas de la diferenciacion osteogénica

1.3.1.3.1 Rutas de sefializacion implicadas en diferenciacion adipo-osteogénica

El balance en la diferenciacion de las MSCs hacia adipocitos u osteoblastos esta
determinado por la accion de rutas de sefializacion precisas y factores de transcripcion claves
que permiten una correcta activacion y/o inhibicién de los procesos de diferenciacion. Estas
rutas estdn comprendidas por: i) TGF-B/BMP que tiene funciones en la regulacién de la
osteoblastogénesis y adipogénesis [162]; ii) Wnt/B-catenina activa osteogénesis e inhibe
adipogénesis [163,164]; iii) Hh funcionalmente pro-osteogénico y anti-adipogénico [165,166];
iv) Notch participa en la regulacion de ambos procesos de diferenciacién en conjunto con otras
rutas de sefializacion [167,168]. La ruta mTOR ha demostrado ser determinante en el linaje
celular al cual cambiardn las células madre, induciendo la diferenciacion osteobléstica y
adipogénica [125-127].

Proteinas como las FGFs y la familia de las proteinas de matriz extracelular (ECM, por sus
siglas en inglés) unidas a las integrinas, participan activamente en la regulacién del balance
adipo-osteogénico. FGFs puede activar diferentes sefializaciones (ERK1/2, MAPK, PI3K, etc)
con importante funcién en la diferenciacién de las MSC’s, mientras que las ECM-unidas a
integrinas actian como moléculas pro-adipogénicas coordinando la diferenciacion de los pre-
adipocitos [169-171].

El balance entre la osteogénesis y adipogénesis requiere de una regulacién delicada en la
que intervienen factores de transcripcion claves en ambos procesos como son Runx2 y Osterix
0 PPARYy y C/EBPs respectivamente [172] (Figura 4).
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Figura 4. Rutas de sefalizacion y factores de transcripcion implicados en la modulacion de la diferenciacion
adipo-osteogénica
OPN, osteopontina; FZD receptor Frizzled; Hh Hedgehog; Ptc, Pached; Smo, Smoothened.
Con permiso de Creative Commons [172]

1.3.1.3.2 Ruta de sefializacion TGF-R/BMP

La super familia de proteinas TGF- que comprende las proteinas BMP, las cuales
tienen actividad reguladora en la proliferacion, diferenciacion y migracion celular. Tienen,
ademés, una funcién reguladora bimodal, por un lado en el proceso de osteogénesis
participando en la condensacion de las MSCs, la diferenciacion osteoblastica, la morfogénesis
del hueso y el crecimiento de placa 6sea; y por otro lado, regulando el proceso de adipogénesis;
ambos desregulados en la HOP [150,162] (Figura 5).

La TGF-R es sintetizada y almacenada en la ECM. Su activacion depende del proceso de
reabsorcion ésea. Cuando se activa, se une a los receptores TPRI-I1 y activa la sefializacién de
la ruta candnica dependiente de Smad y la ruta no-canénica independiente de Smad, que activa
la ruta MAPK fosforilando a Runx2 y promueve su actividad transcripcional; mientras que
Smad 2/3 recluta HDAC para antagonizar la actividad de Runx2.

El complejo TGF-B-Smad promueve la proliferacién, quimiotaxis y diferenciacion de
osteoprogenitores en etapas tempranas, sin embargo, también funciona como inhibidor de la
maduracion osteoblastica, mineralizacion y transformacion a osteocitos. Tiene una
funcionalidad bimodal en la diferenciacion osteoclastica, inhibiéndola al disminuir la secrecion
del ratio RANKL/OPG y promoviéndola por su union directa a los receptores osteoclasticos
[173,174].

Por su parte, la BMP se une a receptores homomeérico de tipo 11, el cual activa la ruta de la
Smad, que se transloca al nicleo y recluta cofactores y a Runx2 para regular la expresion de
genes asociados a la ostegénesis, como son Runx2, DIx5 y OSX. El complejo BMP-Smad es un
promotor en cada etapa de la diferenciacion y maduracion osteobléstica [175].
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La activacion de la ruta TGF-R/BMP participa en la regulacion tanto de la osteogénesis
como adipogénesis, a través de la regulacion de los factores de transcripcién Runx2 y PPARYy,
que pueden ser regulados por el complejo Smad o por MAPK. La desregulacion de esos factores
de transcripcion afectan directamente el control del commitment en la diferenciacion de las
MSCs [172,176].
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Figura 5. Senalizacion de las rutas TGF-B /BMP en la diferenciacion osteogénica.
a) Efecto de la rutaTGF-B como inductor de la proliferacion y diferenciacion osteoblastica; b) Activacion de
la ruta BMP y expresion de factores pro-osteogénicos.
Con permiso de Creative Commons [150]

1.3.1.3.3 Ruta de sefializacion Wnt/R catenina

La familia de glicoproteinas ricas en cisteinas (Wnts) son proteinas secretadas por
la ECM, las cuales, a través de su union a receptores, activan sefializaciones que controlan la
expresién génica dirigida al control de la proliferacion, el commitment celular y la
diferenciacion de las MSCs. La sefializacion de Wnt actlia mediante la ruta canonica a través
de la B-catenina, y la no-canénica mediada por proteinas G, ambas implicadas en la regulacién
de la diferenciacién osteogénica y adipogénica [177,178].

La ruta mediada por R-catenina se inicia mediante la unidn de la proteina Wnt al complejo
de receptores miembros de la familia frizzled (Fzd), lipoproteinas de baja densidad (LRP5 y
LRP6) y correceptoras LRP, los cuales inhiben a la proteina citoplasmética glucdgeno sintasa
quinasa 3-8 (GSK-3). En ausencia de Wnt, 3-catenina es fosforilada por GSK-3 en el “complejo
de destruccion” mediada por Axin y APC, y finalmente es degradada. Cuando Wnt esta
presente, la B-catenina evade la fosforilacién y por lo tanto su degradacién, acumulandose en
el citoplasma. El exceso de B-catenina provoca que entre al ndcleo donde se asocia a factores
de transcripcion asociados a linfocitos T que activan la transcripcién de genes relacionados con
la proliferacion celular [179,180] (Figura 6).

La sefializacion Wnt/ B-catenina es una ruta biolégica conservada en la formacion OH. En
la OH intramembranosa, los niveles de Wnt se incrementan durante la condensacion de las
MSCs lo que inhibe la diferenciacion de los condrocitos y promueve la diferenciacion
osteoblastica. Mientras que en la osificacion endocondral, se mantienen niveles bajos de Wnt
durante la condensacion, para asegurar la diferenciacion condrogénica, y finalmente sobre-
expresarse en la periferia del cartilago donde los osteoblastos cercanos se diferenciaran
[181,182]. Por otro lado se ha observado en modelos animales que la sefializacién Wnt/ R3-
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catenina regula el balance entre la osteogénesis y la adipogénesis, ya que al activarse Wnt se
promueve la osteogénesis y en ausencia de -catenina se activa la adipogénesis [183,184].
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Figura 6. Activacion e inactivacion de la ruta Wnt/B-catenina.
La activacion de la ruta promueve la acumulacion de B-catenina resultando en proliferacion celular.
Mientras que la inactivacion de la ruta produce la degradacion proteasomal de B-catenina.
Con el permiso de Creative Common [179]

1.3.1.3.4 Ruta de sefializacion Hedgehog

La ruta de sefializacion Hh es critica en el desarrollo embrionario y fundamental
en la formacion 6sea [185]. Su activacion depende de tres proteinas funcionales altamente
expresadas y secretadas por MSCs: i) Desert Hedhehog, su expresion es exclusiva en el sistema
reproductor masculino; ii) Indian Hedgehog,

reguladora de la condrogénesis y la osificacion de ﬁfs e T T T
tipo endocondral y iii) Sonic Hedgehog, L {([®
determinante en el commitment celular, y la s
diferenciacion a osteoblastos [186-189]. i =

Las proteinas Hh secretadas se unen a 12 ) (i)
dominios transmembranales del receptor Patched _[ &
1 (PTCHL1) esta unidn inactiva al inhibidor de Hh, ]
Smoothened (SMO) cambiando su localizacion @E
subcelular. SMO es fosforilado por la proteinasa G'”i_%_’_az’ I—
K (PKA) y la caseina | (CKI) lo que resulta en la e
acumulacién de SMO en la superficie celular y la ' -
actividad de la ruta Hh [190,191] (Figura 7). La genes o PR
ruta Hh promueve la activacion del factor de Dot S
transcripcion GLI el cual tiene propiedades pro- Figura 7. Activacidén E inact;vacién de la via

Ani i i Ani Hedgehog (H

([)15:3680,21]821232]_3/ anti-adipogenicas en  MSCs Con el permigo deg E(lse\)/ier [193]

1.3.1.3.5 Ruta de sefializacion mTOR

La ruta de sefializacion PI3K/Akt/mTOR es una ruta muy conservada que
promueve la progresion del ciclo celular, la supervivencia y crecimiento celular. En el contexto
de la regulacion osteogénica, se ha observado la implicacion de mTOR en el control del
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commitment y diferenciacion de MSCs a osteoblastos [194,195] (Figura 8). mTOR esta
constituido por dos complejos multiprotéicos mMTORC1 y mTORC2, los cuales se diferencian
por su complejo regulador raptor (regulatory-associated protein to mTOR) y rictor (rapamycin-
insensitive companion of mTOR) respectivamente [196]. Por otro lado mTOR tiene funciones
regulatorias en la adipogénesis y en el almacenamiento de lipidos, ya que estd implicado en el
commitment precursor adipogénicos, diferenciacién de pre adipocitos a adipocitos maduros asi
como en la sintesis y movilizacion de los adipocitos [197].

mTORC1 promueve procesos anabdlicos como la traduccion de mARN vy la sintesis de
proteinas y lipidos, activAndose por factores extracelulares que controlan el desarrollo del tejido
6seo, como pueden ser factores de crecimiento y hormonas; mientras que situaciones de baja
energia e hipoxia funcionan como reguladores negativos de la ruta. La activacion de mTORC1
inicia con la union de los reguladores positivos a los receptores RTK/GPCR quienes activan en
cascada a PI3K/PDK1/AKkt, este Gltimo inhibe al complejo TSC1/TSC2/TBC1D7 y estos a Rheb
quien fosforila a mTORC activandolo. La inhibicién de la ruta se produce por la activacion de
AMPK por reguladores negativos [198-200].

La regulacién de mTORCL1 en la formacién de OH se produce por dos vias, por el factor
de crecimiento IGF-1 (Factor de Crecimiento Insulinico) presente en la matriz dsea y liberada
durante la absorcion 6sea, la cual estimula la diferenciacion de MSCs a osteoblastos. Y por via
mecano-sensor activando la Sirtuirl (Sirtl) en el ndcleo celular quien reprime la expresion de
esclerostina, un potente regulador negativo de la diferenciacién osteoblastica y la formacion de
hueso[201-203] S e -y

Por su parte, mTORC2 regula la ¢« ¢ OO0
proliferacion, supervivencia y metabolismo ji B B BB ESBEEEEEEEEEEEEEEE
celular mediante la fosforilacion de Akt el cual o D — § “*\\
activaa mTORC1 por inhibicién del complejo | Uoora \,)
TSC1/TSC2/TBC1D7 [204]. Ademas i || e 77 Q)'Q

e 4

MTORC?2 se identifica como un mediador de

sefiales mecénicas y bioquimicas que = %
estimulan la diferenciacion osteoblastica e @

indirectamente promueven la \ TTTTTs
osteoclastogénesis regulando la expresion de g @

mTORCl

RANKL [205]. Se ha observado que su
interaccion con la sefializacion Hedgehog
(Hh-Gli2) via mTORC2-Akt-Gli2

sobreestimula la ruta Hh y la osteogénesis Figura 8. Reguladores de la ruta de senalizacion mTOR.
[198 206] Con permiso de Creative Commons [195]

LYSOSOME

1.3.1.3.6 Ruta de sefializacion Notch

Notch es una ruta de sefializacién conservada, implicada en la osteogénesis y
adipogénesis. Esta ruta cuenta con cuatro receptores Notch (Notch1-4); y cinco ligandos, dos
Jagged/Serrate (Jagl, Jag2) y tres de la subfamilia Delta (DII1, DII3 y DIl4). Tanto los
receptores como los ligandos son proteinas transmembranales que requieren comunicacion
célula-célula para regular diferentes procesos de diferenciacion [118,207-210]

Una vez activado Notch, induce la unién proteolitica y liberacidn del dominio intracelular
de Notch (NICD, por sus siglas en inglés). NICD viaja al nlcleo, se une a una proteina de unién
al ADN vy activa factores de transcripcion de genes como HES-1 y Hey-1 resultando en la
activacion de procesos de proliferacion y diferenciacion celular [118,211,212]. Ademas, juega
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un papel importante en procesos de diferenciacidn y de segmentacion durante la embriogénesis
[213].

Por otro lado, en la osteogénesis, la ruta Notch controla el mantenimiento y la
diferenciacion de las MSCs previniendo la diferenciacion osteobléstica prematura, y por otro
lado, inhibe la diferenciacion osteoclastica, pero aumenta su maduracion y funcion [214,215].
Se ha sugerido que la ruta Notch inhibe la adipogénesis ademas de ser un regulador negativo
de la proliferacion de células endoteliales y crecimiento vascular [216-218].
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1.3.2 Osificaciones heterotdpicas

Las OH aparecen a las primeras semanas de vida como pequefias papulas en las capas
profundas de la piel (osteomas en forma de capa) con cambio en la pigmentacién de la piel
afectada y anormalmente aspera al tacto. Estas placas pueden tener proyecciones afiladas de
osificacion (espiculas), que puedes atravesar a la superficie de la piel causando irritacion e
infeccion superficial. La maduracién gradual de la osificacion desencadena su progresién a
tejidos conectivos donde se alojan células estromales con potencial osteogénico, formando
placas 6seas que eventualmente se fusionan entre ellas y también al tejido 6seo normal, dando
como resultado anquilosis y retraso del crecimiento en las zonas afectadas [219,220].

La localizacion de la OH no tiene un patrén definido, sin embargo, usualmente presentan
una distribucion dermomiotomal, predominando en la mayoria de los casos en una mitad del
cuerpo e incluso en patrones de mosaico [54,82,221,222]. Esta distribucién lateralizada sugiere
que los tejidos afectados proceden de una poblacion celular progenitora en comun de origen
mesodérmico y que se forman en linea horizontal, como son la dermis, el musculo y el hueso
[222].

Histoldgicamente la OH en la HOP se observa dentro del estroma del tejido adiposo, lo que
sugiere una diferenciacion anormal de MSCs y/o precursores celulares que dan lugar a células
osteoblasticas y adipociticas [54,69,219].
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1.3.2.1 Formacion y tipos de OH
La OH se produce por la desregulacion de dos procesos fisiolégicamente naturales

de osteogénesis (formacion de hueso), y la osificacién intramembranosa o endocondral, ambos
de origen mesodérmico en los cuales el tejido conectivo es remplazado por hueso [118,223].

Las células funcionales del proceso de osificacion son: i) células osteocondroprogenitoras,
que se refiere a MSCs que pueden diferenciarse a condrocitos, mediante la regulacion de los
factores de transcripcion SOX9, L-SOX5 y OSX6; y a osteoblastos, regulado por
Runx2/CBFAL y osterix (OSX)[224,225]. ii) osteoblastos, células de origen mesenquimal
efectoras de la formacion Osea y cruciales en la remodelacion Osea; inducen su propia
diferenciacion mediante la secrecidn de ligando RANK (RANKL), el cual se unira al receptor
RANK de los pre-osteoblastos, y previenen la diferenciacion de osteoclastos por la secrecién
de osteoprotegerinas (OPG) que se une a RANKL bloqueando la union RANK-RANKL, por lo
que el balance entre RANKL/OPG determina la actividad osteoclastica [226,227]. iii) los
osteoclastos, que son células multinucleadas derivadas de macrdfagos que realizan la funcion
de reabsorcion 6sea, llegando al hueso a través de los vasos sanguineos [228,229]. Y iv)
osteocitos, que son las células mas abundantes en el hueso. Es el principal sensor de carga
mecénica del hueso, comunicandose entre ellas mediante procesos citoplasmaticos, lo que les
permite detectar estrés y ser determinantes en el remodelamiento 6seo [230].

En pacientes con HOP se ha reportado que un 50% de las osificaciones son de tipo
intramembranosa, 20% de tipo endocondral y el 30% restante una mezcla de ambos tipos, sin
presentar en ningln caso componentes inflamatorios [54,55].

1.3.2.2 Formacién de osificacion intramembranosa.

Durante el proceso de osificacion intramembranosa las células progenitoras MSCs
proliferan y se condensan formando una pequefia zona no vascularizada, donde las células son
inducidas a diferenciarse a osteoblastos por la accion de proteinas BMP. Las BMP sobre regulan
la expresion del factor de transcripcién Runx2 y activan genes como la Osteocalcina (OC),
osteopontina (OPN), osteoprotegerina (OPG) y otras proteinas de matriz extracelular dsea
[231]. En este punto, pequefios capilares se mueven hacia la zona avascular e invaden la
condensacion cercana al nucleo de la osificacion.

Los osteoblastos secretan colageno-proteoglicano tipo | el cual se une al calcio formando
la matriz pre-6sea (osteoide) que acompafiado de una invasién vascular, produce la
mineralizacion [232-234]. Algunos osteoblastos se quedan atrapados en la ECM mineralizada
y se convierten en osteocitos, que son las células somaticas del hueso. Las matriz mineralizada
y altamente vascularizada esta rodeada de una membrana alrededor del hueso llamada periostio,
donde hay MSC:s las cuales eventualmente se convierten en osteoblastos creando asi las capas
constitutivas del hueso [235,236] (Figura 10).

1.3.2.3 Formacién de osificacién endocondral

La osificacion endocondral es un proceso complejo que involucra la
diferenciacion de las MSCs a cartilago y éste subsecuentemente es remplazado por tejido dseo.
En una primera etapa las MSCs son inducidas a condensarse y diferenciarse a células
cartilaginosas (condrocitos) por la sobre regulacion del gen SOX9 mediante la accion de
citoquinas como TGF-8 y BMP-2 [237,238]. En la zona condensada, los condrocitos son
estimulados por la proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP) para su
proliferacién continua y secrecion de colageno tipo Il que crea la matriz del cartilago.
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La proliferacién condrocitica es delimitada por la accion de citoquinas como la FGF, dando
lugar a su hipertrofia y subsecuente mineralizacion del modelo de cartilago [239,240]. En una
Gltima etapa, las células de tejido conectivo alrededor del cartilago (pericondrio) se diferencian
a osteoblastos que mineralizan y forman el hueso cortical, el cual es invadido por vasos
sanguineos y progenitores osteoblasticos y osteoclasticos que crean el centro de la osificacion
primaria, donde el cartilago erosiona y es remplazado por médula 6sea y hueso trabecular. Se
crean osificaciones secundarias en cada extremo del cartilago y el crecimiento de las
osificaciones primaras y secundarias permiten el crecimiento éseo longitudinal [241] (Figura
10).
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Aunque la diferenciacion celular en la formacién de la OH no se ha estudiado a
profundidad, estudios recientes sugieren que en éste proceso participan una gran variedad de
células que tienen potencial de cambiar su destino diferencial a células osteogénicas en
respuesta a estimulos que promueve la formacion de OH [242].

1.3.2.4 Factores asociados a la formacion de OH
La inflamacién y la hipoxia son importantes alteraciones del microambiente que
pueden estimular el desarrollo de OH. Cuando existe una lesién o trauma, se desencadena una
inflamacién sistémica que resulta en el incremento de citoquinas proinflamatorias como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, por sus siglas en inglés), interleucinas (IL-1p, y IL-6)
y la citoquina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1, por sus siglas en inglés) las cuales
pueden causar una activacion anormal de las MSCs en tejidos blandos diferenciandose con
destino celular (commitment) fibroblastico hacia células osteogénicas, iniciando la formacién
de OH. Por otro lado, células asociadas a inflamacién como son los macréfagos y mastocitos
se acumulan en las zonas lesionadas y promueven la OH [243,244].
Después de una lesién o trauma, el estado de hipoxia del tejido puede iniciar la formacién
de OH mediante la activacion de factores inducibles de hipoxia, los cuales incrementan la
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produccién de citoquinas pro angiogénicas como el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF, por sus siglas en inglés) lo cual facilita la formacion de hueso heterotdpico
[219,245,246]. Se ha sugerido la inhibicion de los factores inducibles de hipoxia como terapia
frente a la OH [247].

1.3.2.5 Interaccién osteo-inmune en la formacion de OH

La osteoinmunidad se refiere a la relacion existente entre el sistema inmunitario y
el metabolismo 6seo y su intervencidn en la reparacién de tejidos y cicatrizacion [248]. Ademas,
se ha determinado su contribucién en el desarrollo de OH mediante la funcién de tres
componentes inmunoldgicos: el sistema complemento, los macrofagos y los mastocitos [249].

El sistema complemento es una ruta de sefializacion que tiene como funcién la
opsonizacion de patégenos mediante la sobre-regulacién de citoquinas y quimiocinas que
producen la quimiotaxis de macrofagos y neutréfilos [250]. Recientemente se ha descrito en la
reparacién y regeneracion de tejido 6seo, ya que los factores C3a y Cba modulan la
osteoclastogénesis y la respuesta de los osteoblastos a la inflamacion [251,252]. Los precursores
de macrdfagos activan la osteoclastogénesis en respuesta a citoquinas, como el ligando receptor
activador nuclear kappa (RANKL, por sus siglas en inglés), por otro lado los macréfagos
producen BMP2 activando sefiales osteo-inductivas y secretan diversas citoquinas inductoras
de OH como la IL6, 1I-10, la proteina MCP-1 [253,254].

Los mastocitos son células hematopoyéticas que residen en tejidos vascularizados y estan
involucrados en procesos de reparacion de tejidos, cicatrizacidn, fibrogénesis y angiogénesis, y
en la formacion de OH [255,256]. La inmunidad adaptativa también ha demostrado promover
la formacién de OH ya que la ausencia de linfocitos T y B atentan la respuesta osteogénica
[257-259]

El TNF-a, el TGF-B, Interferon gamma, MCP-1 y la IL-6 son productos inmunol4gicos
que promueven la osteogénesis y mineralizacién mediante la induccién de BMP2 [260,261].

1.4 TRATAMIENTOS
Se han dirigido terapias farmacolégicas a rutas de sefializacion, factores de transcripcion y
mediadores inmunoldgicos involucrados en la formacidn de OH como medidas profilacticas.

Se ha observado que el uso de anti-inflmatorios no esteroideos (AINES) como la
indometacina previenen la formacion de OH mediante la inhibicion de la ciclooxigenasa (COX)
quien produce la disminucion de prostaglandinas que son fuertes inductores de la formacion
Osea [262].

Los bifosfonatos son compuestos inorganicos resistentes a la actividad enzimatica y que
tienen la capacidad de inhibir precipitados de fosfatos de calcio previniendo la formacion de
OH mediante el arresto de la mineralizacion del osteoide [263].

El uso de glucocorticoides disminuye la actividad ostegoénica incrementando la expresion
de antagonistas de la ruta de sefializacion Wnt/B-catenina como es la esclerostina y la proteina
1 relacionada con Dickkopf 1 ( DKKZ1,por sus siglas en inglés) [264].

La radioterapia inhibe la osteogénesis y previene tanto la reparacion como el crecimiento
anormal del tejido 6seo. Se ha demostrado la prevencion de las OH en un 83 % de veces que se
aplico ciclos de radioterapia antes de procedimientos quirdrgicos y un 17 % de las veces en las
que se aplic6 después de las cirugias. Ademas se ha recomendado la administracion combinada
de AINEs y radioterapia para obtener mayor efectividad frente a la formacion de hueso
heterotopico [265].

Algunos inhibidores como i) rampamicina que inhibe la ruta de sefializacion mTOR [266];
i) Vismodegib inhibidor de la ruta Hh [267]; iii) Esclerostina (SOST) proteina inhibidora de la
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ruta Wnt [268]; se han sugerido como nuevas dianas terapéuticas frente a enfermedades
osificantes como es la HOP [269].

1.5 PROGRESION Y PRONOSTICO DE HOP
Siendo una enfermedad ultra rara la informacién del prondéstico es muy limitada.

La progresion de la enfermedad es muy variable entre los pacientes que la presentan, puede
ir desde una evolucién extremadamente lenta 0 casi estacionaria a una progresion severa y
rapida. En la mayoria de los casos reportados se ha descrito una progresién gradual que se ve
frenada en la etapa adulta en donde la generalmente disminuye [54].

1.6 BUSQUEDA DE BIOMARCADORES

Los estudios “6micos” implican el uso de distintos enfoques de una misma condicion,
generalmente se refiere al uso de la genémica, epigenémica, transcriptémica y proteémica; que,
con los avances de la biologia computacional, ofrecen la posibilidad de generar, analizar e
interpretar una enorme cantidad de datos y aplicarlos en @mbitos clinicos como el diagnéstico
0 el desarrollo de terapias dirigidas.

Los estudios “Omicos” se han utilizado para la busqueda de biomarcadores de
enfermedades, que tienen el potencial de ser valiosos desde el punto de vista médico en todas
las etapas del proceso de la enfermedad, desde el diagnéstico, la identificacion de los subtipos
de la enfermedad y el prondstico hasta el ajuste terapéutico.

Ademas, la posibilidad de hacer un analisis multi-6mico integrado aumenta adn mas el
rendimiento del diagndstico y puede ayudar a explicar la heterogeneidad genotipica y fenotipica
de una enfermedad [270]

1.6.1 Epigenética.

La epigenética se refiere a todos los cambios heredados en la expresion de genes que
no estan codificados en la secuencia de ADN y forman un mecanismo, por el cual, los eventos
ambientales pueden codificarse y modificar las respuestas celulares futuras. Los mecanismos
epigenéticos tienen efectos represores/inhibidores y permisivos sobre la expresion génicay, por
lo tanto, desempefian un papel clave en la diferenciacién celular, activando/reprimiendo
diferentes conjuntos de genes. Los patrones epigenéticos difieren entre los individuos y
cambian con el tiempo, influenciados por factores ambientales intrauterinos y posnatales, asf
como la nutricion, las toxinas o las drogas y las enfermedades [271,272].

La discordancia fenotipica entre gemelos monocoriénicos se ha atribuido a los cambios
epigenéticos. La condicién gemelar monocori6nica ocurre durante el inicio del desarrollo
embrionario, siendo también el momento con mayor reprogramacion epigenética.
Inmediatamente después de la fertilizacién y antes de implantarse, el embrién sufre ciclos de
desmetilacion global del ADN, seguido de una metilacién de novo mientras las células
pluripotentes determinan su commitment celular [273,274]. Se ha reportado que gemelos
monocoridénicos mantienen una estabilidad en los patrones de metilacion de ADN en tejidos
adultos somaticos, dichas marcas epigenéticas se localizan en genes involucrados en el
commitment y adhesion celular, asi como en la ruta Wnt. Dichas marcas epigenéticas no se
encontraron en genes sujetos a imprinting, a pesar de la relacion existente entre la condicion
gemelar monocorionica y los sindromes de imprinting [275].

Uno de los mecanismos epigenéticos mas estudiados es la metilacion del ADN, un
fendmeno que involucra la adicion de un grupo metilo (CHs) al carbono 5 de una citosina que
da como resultado 5-metilcitosina (5-mC). Si bien la metilacion puede ocurrir en varias regiones
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del genoma afectando la expresion génica, la presencia de una CpG en la regién promotora
puede afectar la expresion del gen resultando en la represion de su expresion [276,277].

1.6.2 Transcriptomica

El transcriptoma colecta toda la informacién génica que se esta expresando en las
células y tejidos bajo ciertas condiciones biolégicas. Nos permite entender la plasticidad del
genoma, asi como el funcionamiento y regulacién de los genes siendo clave en la regulacién de
los procesos bioldgicos y determinante en las enfermedades [98].

Los andlisis transcriptdmicos han revelado que méas del 93% del genoma humano se
transcribe en ARN, solo el 2% en mARN y el resto consiste en ncARN (no codificante) [99].

Los miARN son un tipo de ncARN que regulan la expresién génica post-trancripcional y
que tienen la capacidad de inhibir la expresién génica, inhibiendo o degradando a los mARN.
Su capacidad regulatoria puede ser combinada ya que un solo miARN puede regular diversos
genes y un solo gen puede ser diana de multiples miARNs [100], por lo que su identificacion
en un contexto patolégico contribuiria a su prevencién, diagnéstico pronostico y posible
tratamiento [101].

Los miARN son moléculas que ejercen un rol regulatorio en diversos procesos bioldgicos.
Se han identificados diversos miARNs involucrados en la regulacién del commitment y
diferenciacion de las MSCs, como son: i) miR-211 identificado en Runx2 suprime la
osteogénesis y promueve la adipogénesis [278]; ii) miR-637 regula positivamente la
adipogénesis inhibiendo la osteogénesis por su localizacion en el gen Osterix [279]; iii) miR-
27b suprime a PPARy y C/EBPa. teniendo efecto anti-adipogénico [280]; iv) se ha sugerido la
regulacion negativa del miR-21 en la ruta TGF-3, ya que se ha observado la sobre expresion de
éste miARN después de la adipogénesis teniendo asi un rol negativo en la osteogénesis [281];
v)miR-30 regula negativamente a BMP-2 e induce la diferenciacion osteogénica mediante sus
dianas Smad1 y Runx2 [282,283]; vi) miR-322 aumenta la respuesta de BMP por su diana Tog
[284] y vii) miR-140 regula positivamente a BMP y promueve la condrogénesis [285].

Otros miARNs han demostrado tener un efecto paralelo en la adipo-osteogénesis, por
ejemplo, miR335 se presenta disminuido durante la osteogénesis sin embargo su
sobreexpresion inhibe tanto la adipogénesis como la osteogénesis por su localizacion en Runx2
[286,287].

1.6.3 Protedmica

La protedmica es una herramienta incluida dentro de las “omicas” dedicada a la
identificacion de las moléculas funcionales (proteinas), su localizacién, su interaccion con otras
proteinas y sus modificaciones en determinadas condiciones bioldgicas.

El analisis de proteinas en fluidos como suero sanguineo, orina e incluso lagrimas, permite
el descubrimiento de biomarcadores, ademas el mapeo del perfil proteico y sus interacciones
en el contexto patoldgico, lo cual facilita el desarrollo de terapias dirigidas [288-290].

A pesar de ser una herramienta reciente a comparacion de la gendmica o transcriptémica,
el desarrollo en tecnologias de identificacion y cuantificacion de proteinas (espectrometria de
masas, MS) ha aumentado la sensibilidad y el rendimiento en la identificacion de proteinas,
incluso las de menor abundancia, utilizando variedad de muestras y tejidos. Asi mismo la
implementacion de ésta tecnologia posibilita mejorar el diagnéstico, pronéstico y seguimiento
de las enfermedades incluso las de naturaleza rara [291-293].
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La Heteroplasia Osea Progresiva (HOP) fue descrita por primera vez en 1994. Segun los datos
recopilados por distintas organizaciones dedicadas al estudio de las enfermedades raras, en los
primeros 10 afios se describieron Gnicamente 40 casos en el mundo. En el afio 2020 se
reportaron un total de 50 pacientes diagnosticados con HOP. Se trata, por lo tanto, de una
enfermedad ultra-rara y como tal, existe informacion limitada a cerca de su fisiopatologia que
permita entender, tratar o controlar la enfermedad. La investigacién en este tipo de
enfermedades se centra en obtener la mayor informacion posible de los mecanismos biolégicos
que intervienen en, no solo las causas, sino en la evolucién y progresién de la enfermedad. En
segundo lugar, la investigacion de las enfermedades raras busca utilizar parte de este
conocimiento adquirido para identificar posibles estrategias de tratamiento, enfocandose
principalmente en las pruebas preclinicas. Y el fin tltimo, busca llegar a la traslacién de este
conocimiento a la atencién del paciente.

Este estudio busca sentar las bases clinicas, moleculares y celulares de este caso clinico
que pone de manifiesto una evolucién clinica totalmente discordante, que implica a una paciente
con un progreso dramatico de la enfermedad con graves secuelas y en progresivo deterioro,
frente a su hermana gemela que presenta un patron practicamente asintomatico, y siendo ambas
portadoras de la misma mutacion en el gen GNAS.

El objetivo principal de este proyecto es el estudio integral mico, inmunolégico y celular
de la HOP en un caso internacionalmente Gnico del que no existen antecedentes en la literatura
cientificay que involucra a dos hermanas gemelas con fenotipo discordante para la enfermedad.

Los objetivos especificos son:

1 Presentacion del caso clinico. Descripcion de un caso Unico de gemelas idénticas con
diagnéstico genético de HOP y desarrollo clinico discordante, asi como la presentacion
del esquema de terapias farmacoldgicas aplicadas en el caso de la gemela con el fenotipo
mas extremo.

2 Estudio inmunolégico. Busqueda de mecanismos subyacentes relacionados con la
regulacion inmunolégica en el contexto de la osificacion (osteoinmunidad) que predigan
el curso de la enfermedad.

3 Estudio epigendmico. Analisis de los posibles mecanismos de regulaciéon génica
mediante el estudio de las diferencias en el patron de metilacién, que puedan intervenir
tanto en el desarrollo de la enfermedad como en la manifestacion del fenotipo
diferencial que presentan ambas gemelas.

4 Estudio transcriptomico. Analisis del perfil de expresién génica para la bisqueda de
genes candidatos y rutas metabdlicas diana que puedan estar interviniendo en la
formacion de hueso ectopico o aquellos que puedan explicar el fenotipo desigual entre
las hermanas gemelas.

5 Estudio protedmico. Identificacion de proteinas asociadas a HOP y proteinas que
puedan explicar las diferencias fenotipicas entre las hermanas gemelas que puedan
servir como posibles marcadores de expresion protedmica aberrante. El perfil
protedmico nos brinda una informacion valiosa sobre las proteinas expresadas
diferencialmente durante la enfermedad que podrian utilizarse como marcadores
diagnésticos o incluso posibles dianas terapéuticas.

6 Caracterizacion celular. Desarrollo de cultivos primarios a partir de tejidos de la
paciente con HOP grave que nos proporcionara una herramienta fundamental para el
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estudio y comprension de los procesos de diferenciacion celular que subyacen a la forma
grave de la patologia, asi como el andlisis de vias de sefializacion asociadas a HOP. El
aislamiento, cultivo y criopreservacion de estas células permitira realizar estudios
transcriptémicos in vitro durante la diferenciacion celular, asi como evaluar los cambios
en dicha diferenciacion durante su induccién con diferentes tratamientos
farmacolégicos y/o factores solubles. Asimismo, se estudiaran las distintas isoformas
de GNAS en cultivos primarios de diferentes tejidos sanos, afectados y de controles,
mediante estudios morfoldgicos y técnicas protedmicas semicuantitativas.
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3.1 CONSIDERACIONES ETICAS
Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo con
cédigo de registro: 2019/325 (ANEXO 1).

El estudio se llevo a cabo de acuerdo con las Normas Tripartitas Armonizadas de la
Conferencia Internacional sobre armonizacion de requisitos técnicos para el registro de
productos farmacéuticos para uso humano (ICH, por sus siglas en inglés) para la Buena Practica
Clinica, con las regulaciones nacionales vigentes y con los principios éticos establecidos en la
Declaracion de Helsinki.

Se garantizd la confidencialidad de los datos de los sujetos participantes en el estudio,
asegurandose el cumplimiento de la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de
Datos de Caracter Personal y garantia de los derechos digitales y del Reglamento 2016/679 del
Parlamento Europeo (UE) y del Consejo, de 27 de abril de 2016, de Proteccion de Datos
(Reglamento General de Proteccion de Datos; RGPD).

Se obtuvo el consentimiento informado de los padres/tutores legales antes de realizar
cualquier procedimiento relacionado con el estudio. Los padres/tutores legales recibieron del
equipo investigador informacién sobre todos los aspectos relevantes del estudio para decidir si
accedian a participar en el mismo o no, ofreciendo suficiente tiempo para leer la hoja de
informacién y la oportunidad de formular cualquier pregunta que les pudiera surgir. En los
formularios se hacia indicacion también a que cuando los pacientes tuvieran edad suficiente
(menor maduro) como para entender los objetivos y procedimientos del estudio, asi como
capacidad para decidir si querian participar en él o no, se obtendria el asentimiento informado
del sujeto participante.

El tratamiento y manejo de las muestras bioldgicas obtenidas en el contexto del presente
estudio se llevo a cabo de acuerdo con la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica
y el Real Decreto 1716/2011, por el que se establecen los requisitos basicos de autorizaciéon y
funcionamiento de los biobancos con fines de investigacion biomédica y del tratamiento de las
muestras bioldgicas de origen humano, y se regula el funcionamiento y organizacién del
Registro Nacional de Biobancos para investigacion biomédica.

3.2 SEGUIMIENTO CLINICO DE LAS PACIENTES CON HOP

3.2.1 Diagnéstico genético para HOP”

El diagndstico genético para HOP se realiz6 en la Fundacién Publica Galega de Medicina
Xendmica, mediante tecnologia de secuenciacién, por el método de Sanger para la deteccion
de mutaciones en el gen GNAS. Ademas, nuestro grupo de investigacion corrobor6 la
gemelaridad monocigética de las pacientes mediante analisis masivo de polimorfismos de un
solo nucledtido (SNP, por sus siglas en inglés) utilizando el chip de Applied Biosystems Axiom
Spain Biobank Array, (Thermo Fisher Scientific) que incluye 715.195 SNPs del genoma
completo de las gemelas. Usamos el sistema de anélisis genético Multi-Channel MC Instrument
(GeneTitan) para genotipar muestras de sangre y saliva de ambas pacientes, y una muestra de
placa ésea de la Pacientel.

Para inferir relaciones de parentesco basadas en la evidencia del genoma, seguimos los
procedimientos descritos previamente por nuestro grupo [294,295], el genotipado se llevé a
cabo en el nodo de Santiago de Compostela del Centro Nacional de Genotipado (CeGen). Se
utilizaron 10 perfiles de genoma espariol aleatorios obtenidos del Proyecto 1000 genomas (I1BS-

* Justicia-Grande AJ, Gomez-Rial J, Rivero-Calle I, Pischedda S, Curras-Tuala MJ, Gémez-Carballa A, et al. Case Report:
Two Monochorionic Twins With a Critically Different Course of Progressive Osseus Heteroplasia. Front Pediatr 2021;9:508.
https://doi.org/10.3389/FPED.2021.662669/
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1000G) (codificados con el prefijo “HG”) como muestras de referencia para el calculo de
identidad por decendencia (IBD, por sus siglas en inglés).

3.2.2 Evaluacion analitica de la progresion de la enfermedad”

Se analizaron los marcadores 6seos en sangre periférica de ambas gemelas como parte de
la evaluacion inicial y, cuando los pediatras de nuestra consulta consideraron pertinente, en los
seguimientos realizados a la Pacientel. Las muestras fueron enviadas y procesadas como parte
del servicio asistencial del Complejo Hospitalario Universitario de Santiago (CHUS).

3.2.3 Analisis de marcadores de osteoinmunidad mediante ELISA multiplex

Para la medicion simultinea de los marcadores séricos de osteoinmunidad y de recambio
6seo se utilizo la tecnologia Luminex xMAP que utiliza paneles de inmunoensayos con perlas
magnéticas MILLIPLEX MAP (Millipore). Se analizaron muestras de las pacientes con HOP
(Pacientel y 2) y en suero de pacientes controles sin HOP.

El panel de marcadores de osteoinmunidad incluyé siete citoquinas: i) proteina
quimioatrayente de monocitos (MCP.1/CCL2); ii) proteina inflamatoria de macréfagos
(MIP.1/CCLA4); iii) factor de crecimiento derivado de plaquetas AA (PDGF.AA); iv) factor de
crecimiento derivado de plaquetas BB (PDGF.BB); v) factor de crecimiento transformante alfa
(TGF-a); vi) proteina 10 inducible por interferon gama (IP.10/CXCL10); y vii) ligando 5 de
quimiocina (RANTES/CCLY5).

El panel de marcadores de recambio 6seo (BTMs, por sus siglas en inglés) incluyé 13
citoquinas: i) hormona adrenocorticotrépica (ACTHA); ii) dickkopf-1 (DKK-1); iii) factor de
crecimiento 23 (FGF-23); iv) IL-1pB; v) IL-6; vi) insulina; vii) leptina; viii) osteocalcina (OC);
iX) osteopontina (OPN); X) osteoprotegerina (OPG); xi) PTH; xii) esclerostina (SOST); v, Xiii)
TNF-a.

La cuantificacion de las citoquinas se realizé en placas de 96 pocillos donde se agregaron
25 pl de los sueros de los pacientes HOP y controles sin HOP. Se adicionaron 25 pl de mezcla
de perlas magnéticas embebidas con los anticuerpos de captura especificos. Se incubaron
overnight a 4 °C. Se realiz6 un lavado a la placa y se adicionaron 50 pl de una mezcla de
anticuerpos biotinilados de deteccion. Se incubd durante una hora a temperatura ambiente. Se
adicionaron 25 pl de una solucion de estreptavidina-ficoeritrina incubadndose 30 minutos a
temperatura ambiente. Se realizé un lavado y las perlas se resuspendieron en 100 pl de PBS
(buffer fosfato salino, por sus siglas en inglés; Sigma Aldrich). La fluorescencia se midi6
utilizando la plataforma Luminex-200 Instrument System (Invitrogen). Los datos de
fluorescencia se normalizaron mediante una curva estandar utilizando el software Xponent 3.1
(Luminex).

Se ha considerado el contraste de Wilcoxon para evaluar la existencia de diferencias entre
los distintos perfiles séricos de citoquinas del grupo HOP (promediado las pacientes) contra el
grupo control utilizando los datos normalizados. El nivel de significancia se fijo a 0,05. Los
analisis estadisticos se llevaron a cabo usando el software R [296].

* Justicia-Grande AJ, Gomez-Rial J, Rivero-Calle I, Pischedda S, Curras-Tuala MJ, Gémez-Carballa A, et al. Case Report:
Two Monochorionic Twins With a Critically Different Course of Progressive Osseus Heteroplasia. Front Pediatr 2021;9:508.
https://doi.org/10.3389/FPED.2021.662669/
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3.2.4 Disefio del protocolo farmacolégico”

Debido a la rapida progresion de la enfermedad y el riesgo de incapacidad permanente de
la Pacientel, se hizo una revisién bibliografica de opciones terapéuticas y se disefié un
protocolo de tratamiento, en el cual se consideraban las evidencias del tratamiento en procesos
de osificacion heterotdpica contra la severidad de los posibles efectos adversos y el impacto de
la progresion de la enfermedad en las actividades normales de la paciente (Figura 11). Las
intervenciones fueron aplicadas exclusivamente a la Pacientel siendo la mas gravemente
afectada, ya que la Paciente2 permaneci6 sin progresion de la enfermedad.

En un primer paso, se administrd la hormona factor de crecimiento similar a la insulina
humana recombinante-1 (rhIGF-1, por sus siglas en inglés) para regular los niveles
persistentemente bajos que presentd desde su nacimiento la Pacientel. Y el uso de
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) para el alivio del dolor relacionado con la
sintomatologia.

Todos los tratamientos incluidos en nuestro protocolo fueron aprobados como
medicamentos de uso compasivo por todos los servicios médicos implicados en la atencién de
la Pacientel, (Pediatria, Neonatologia, Endocrinologia, Gastroenterologia, Neurologia, Cirugia
Pediatrica, Dermatologia, Unidad de Pacientes Crénicos, Traumatologia, Rehabilitacion y
Fisioterapia, Farmacia y Laboratorio).

Se realizaron extracciones de sangre antes, durante y a la finalizacion del tratamiento vy,
siempre que fuera necesario se realizaron exéresis de placas de osificacion. Se almacenaron los
tejidos mesenquimatosos osificados y circundantes para analisis moleculares y establecimiento
de cultivos celulares.

* Justicia-Grande AJ, Gomez-Rial J, Rivero-Calle I, Pischedda S, Curras-Tuala MJ, Gémez-Carballa A, et al. Case Report:
Two Monochorionic Twins With a Critically Different Course of Progressive Osseus Heteroplasia. Front Pediatr 2021;9:508.
https://doi.org/10.3389/FPED.2021.662669/
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Figura 11. Diagrama de flujo original de opciones terapéuticas después de la administracion de IGF-1 para la Paciente1 [352]. Con permiso de: Creative Commons
Attribution License.
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3.2.5 Evaluacion del efecto del protocolo farmacol6gico sobre la enfermedad

El éxito del protocolo farmacoldgico se evalu6 midiendo los niveles de los BTMs:
propéptido N-terminal del coldgeno tipo I (PINP, por sus siglas en inglés) y telopéptido-C
terminal tipo I o B-Crosslaps (CTX), para ello se realizaron extracciones de muestras sanguineas
antes de iniciar un nuevo tratamiento, quincenalmente durante la terapia y después de retirarla.
Los brotes de la enfermedad se definieron como periodos de astenia y dolor muscular que se
prolong6 durante cinco dias 0 mas acompafiado de evidencia en la progresion y/o formacion de
osificaciones.

3.2.6 Evaluacion del Everolimus como tratamiento para HOP

La Pacientel se tratd con Everolimus como opcion de tratamiento compasivo debido a la
progresion severa de la enfermedad.

Durante el tratamiento se realizd una cuantificaciéon de los BTMs y los marcadores
relacionados con el metabolismo 6seo. Las mediciones se realizaron en suero de la paciente en
diferentes puntos temporales durante la administracion del Everolimus: a los 2, 4, 9, 16, 30, 44,
93, 100, 114, 143, 199, 212, 233 y 254 dias después del comienzo del tratamiento.

El analisis cuantitativo de los BTMs se realizd en el Servicio de Inmunologia del CHUS
utilizando el sistema de analisis de inmunoensayo automatizado ADVIA Centaur XPT
(SIEMENS Healthineers), un método de alta especificidad y afinidad en la deteccion de
anticuerpos dianas.

Se estudiaron los BTMs: fosfatasa alcalina (ALP, por sus silgas en inglés), CTX y PINP;
asi como el control periédico de los niveles de Everolimus en sangre.

Los datos se analizaron utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson para evaluar el
efecto del tratamiento Everolimus sobre los diferentes marcadores. El nivel de significancia
considerado fue 0,05 y se utilizo la correccion de Bonferroni para el ajuste de comparaciones
maltiples. Los analisis se realizaron con el software estadistico R [296].

3.3 OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA LOS ESTUDIOS OMICOS Y CELULARES

La coleccién de muestras que se analizaron en este trabajo incluye sangre y varios tejidos
solidos. La sangre fue obtenida en consultas de revision, en el caso de los controles; y en
consultas de seguimiento de la enfermedad y/o prequirlrgicas, para las pacientes con HOP en
diferentes etapas de la enfermedad.

En los tejidos analizados se incluyeron: i) osificaciones heterotdpicas de diferentes zonas
afectadas de la gemela con progresién severa (Pacientel); ii) tejido sano (piel, hueso y grasa)
obtenido de la amputacién del miembro inferior més afectado de la misma paciente; iii) piel de
controles sin HOP obtenidas de circuncisiones programadas; Y, iv) hueso de controles sin HOP,
obtenidas de amputaciones de extremidades inferiores por infeccién o lesiones irreparables que
no incluyen osificaciones heterotopicas ni enfermedades dseas.

Se recopilaron los datos clinicos como son sintomas, imagenes de lesiones, osificaciones,
secuelas de la progresion de la enfermedad, tratamientos médicos y/o quirdrgicos.

Las muestras se recolectaron y almacenaron dependiendo del tipo de analisis que se
realizaria con cada una de ellas (Tabla 3). Estas muestras forman parte de la coleccion privada
de muestras biologicas “Linea de Investigacion e Inmunizaciéon en Pediatria” (cédigo de
registro nacional de biobancos: C.0003280) cuyo responsable clinico es el Dr. Federico
Martinén Torres, codirector del presente proyecto de tesis. Para la seleccién de controles se
considerd el background poblacional. Tras el andlisis de las muestras, y siempre que los
padres/tutores legales (participante, si aplica) hubieran accedido a ello en el documento de
consentimiento informado, las muestras remanentes se conservaran durante 20 afios.
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Tabla 3. Coleccion de muestras analizadas

Tipo de muestra  Coleccién Analisis Almacenamiento
Sangre Tubo BD Vacutainer con Epigenética Congelacion -80 °C
anticoagulante EDTA
Tubo BD PAXgene Transcriptomica: Congelacion -80 °C
- RNAseq
- n-Counter
Tubo BD Vacutainer SST Protedmica Centrifugacion 2000
geles separados Osteoinmunidad rfc/10min
Ensayos Funcionales in vitro  Congelacion -80 °C
Tejidos RNAlater Transcriptomica Congelacion -80 °C
Sin preservantes Epigenética Congelacion -80 °C
Medio de cultivo DMEM Cultivos primarios Procesamiento inmediato

3.4 ANALISIS EPIGENETICOS DE HOP A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA
Los anélisis epigenéticos se realizaron en la plataforma de apoyo comln de Epigenética del
Instituto de Investigacién Sanitaria de Santiago de Compostela (IDIS). Los andlisis
epigenéticos permitieron determinar patrones individuales que pudieran ser esenciales en
procesos como la diferenciacion celular embrionaria, la inactivacion del cromosoma X y la
impronta genética dependiente del origen parental, posible elemento clave en la determinacion
de los fenotipos en la HOP [297].

En este trabajo se realizaron anlisis epigenémicos utilizando muestras de sangre periférica
de las pacientes con HOP y de controles sanos (Tabla 3).

3.4.1 Extraccién y cuantificacion de ADN

La obtencién de ADN gendémico a partir de muestras de sangre completa (Tabla 3) se
realiz6 mediante aislamiento y purificacién utilizando columnas de silice (Ql1Aamp DNA mini
kit, QIAGEN) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Todos los ADN aislados y
purificados se cuantificaron utilizando el espectrofotometro NanoDrop ONE Microvolume
(Thermo Scientific).

3.4.2 Estudio de asociacion del epigenoma completo

El analisis del estado global de metilacién del ADN en pacientes con HOP se realizd
mediante el estudio de asociacion del epigenoma completo (EWAS, por sus siglas en inglés) en
muestras de sangre periférica de las pacientes con HOP.

Se utilizé el microarray Infinium MethylationEPIC BeadChip (Illumina) el cual incluye
mas de 850.000 sitios CpG que cubren regiones gendémicas reguladoras, potenciadores que
abarcan sitios de unidn de factores de transcripcién y regiones de cromatina abierta [298].

Para estudiar la metilacion que existia en los sitios CpG en todo el genoma se someti6 al
ADN gendmico a un tratamiento con bisulfitos, provocando que los residuos de las citosinas
no metiladas en los sitios CpG se desaminaron a uracilos, mientras que las citosinas metiladas
se quedaron intactas. Se realiz6 una amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) y los uracilos se amplificaron como timinas y las citosinas
metiladas quedaron como citosinas. El producto de la amplificacién de la PCR se hibrid6 con
el Illumina Infinium Methylation BeadChip (Illumina). Se realizé una extensién y tincion de los
BeadChip. Y finalmente, el sistema iScan (Ilumina) midio la intensidad de la sefial e hizo una
captura por matrices con la cuantificacion del porcentaje de metilacién que hubo en cada sitio
CpG.
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3.4.3 Analisis de datos EWAS

Los datos crudos de metilacion (archivos /.idat) se analizan utilizando el paquete de R Minfi
[299]. Los valores de metilacion de cada sitio del genoma se registraron como valor Beta o
valores M; este valor se estimé a partir de la relacion de intensidad de sefial metilada sobre la
sefial total (metilada y no metilada) de cada posicién gendémica. Un valor g = 0 corresponderia
a una muestra que todas las copias del sitio CpG estan sin metilar; y un valor B = 1
corresponderia a una muestra en la que todas las copias del sitio CpG estan metiladas. El valor
M corresponde a un modelo Logit del valor B.

Se realizé un control de calidad que consiste en: i) filtrado de muestras y sondas; ii)
correccion del background; iii) ajuste del bias de tipo |y tipo Il; iv) correccion del efecto de
lote; y v) correccién por composicion celular.

Una vez superado el control de calidad, los datos fueron normalizados y se identificaron
las posiciones diferencialmente metiladas (DMP, por sus siglas en inglés) utilizando el paquete
limma [300], se aplicé un modelo lineal ajustado por edad y composicion celular. Los DMP
obtenidos fueron filtrados por umbral de significancia (P-valor <0,05 corregido por método de
Benjamini-Hochberg).

Se identificaron las regiones diferencialmente metiladas en las que mdltiples citosinas
cercanas presentaron el mismo patrén de metilacion.

La visualizacion global de los patrones de metilacion entre pacientes con POH y controles
se realiz6 mediante el andlisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés)
utilizando los paquetes FactoMineR [301] y factoextra [302]. De esta forma se comprobaron
los patrones de metilacion diferenciales entre muestras y se identificaron posibles valores
atipicos.

La evaluacién de la relevancia funcional de las regiones y DMP se realiz6 mediante el
andlisis de enriquecimiento en términos GO, utilizando el paquete methylGSA [303]. Este
analisis permitié asignar a los genes patrones de metilacion ajustando por el nimero de CpG en
lugar de por la longitud del gen.

3.5 ANALISIS TRANSCRIPTOMICOS DE HOP MEDIANTE TECNOLOGIA N-COUNTER

El anélisis transcritpémico con tecnologia n-Counter se realiz6 en nuestra Unidad de Deteccidn
Molecular Digital Directa (Nanostring), una plataforma de apoyo comudn del IDIS. La
tecnologia patentada de deteccion molecular digital directa que Nanostring utiliza en su sistema
n-Counter multiplex (expresion de hasta 800 genes simultaneamente), mide solamente la
cantidad real de moléculas diana presentes en la muestra. Es una tecnologia Unica de alta
precision, sensibilidad y reproducibilidad. Los niveles de precision y sensibilidad se mantienen
incluso con niveles bajos de expresion. Todo esto lo consigue sin necesidad de llevar a cabo
ninguna reaccién enzimatica previa (no requiere PCR, ni PCR con transcriptasa inversa [RT-
PCRY]), lo cual reduce al minimo la probabilidad de aparicion de un falso positivo y de sesgos
en nuestros resultados.

Al no requerir enzimas, el sistema puede trabajar con una gran variedad de tipos y calidades
de muestras, siendo posible incluso obtener resultados 6ptimos donde el material de partida esta
muy degradado. Esta tecnologia es capaz de trabajar con lisados celulares crudos, facilitando el
manejo de las muestras y ahorrando pasos de laboratorio a la hora de trabajar con RNA.

Se utilizaron, tanto paneles comerciales, como disefiados a medida. En estos Gltimos se
incluyeron 23 genes implicados en rutas relacionadas con el metabolismo 6seo y la
diferenciacion celular (Tabla 4). Los paneles comerciales utilizados fueron el PanCancer 10
360 Panel (nanoString), que incluye 770 genes involucrados en vias de sefializacién Notch,
Whnt, Hh, modificacion de cromatina, regulacion transcripcional, control al dafio de ADN, TGF-
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B, MAPK, STAT, PI3K, RAS, ciclo celular y apoptosis; y el panel de miARNs Human v3 miRNA
Assay (nanoString) para la cuantificacion de expresion de 827 miARNS.

Tabla 4. Panel a disefo n-Counter de genes asociados al metabolismo 6seo y lipidico

Customer Name HUGO Gene Probe NSID Tot Isoforms # Hit  # Not Hit
ADIPOQ ADIPOQ NM_004797.2:790 2 2 0
ALAS1 ALAS1 NM_000688.4:395 8 8 0
ALPL ALPL XM_005245818.1:563 7 8 0
AXIN2 AXIN2 XM_017025194.1:1001 7 8 0
BGLAP BGLAP NM_199173.6:12 1 0 0
BMP2 BMP2 NM_001200.4:334 1 0 0
COL1A1 COL1A1 NM_000088.3:5210 4 4 0
CPEB4 CPEB4 NM_030627.2:1870 8 6 2
DKK1 DKK1 NM_012242.4:32 1 0 0
IL1B IL1B NM_000576.2:840 2 2 0
IL6R IL6R NM_000565.2:993 10 10 0
LEP LEP NM_000230.2:1875 2 2 0
NAMPT NAMPT NM_005746.2:290 1 1 0
PLIN2 PLIN2 NM_001122.3:418 3 3 0
PPARG PPARG XM_024453604.1:517 10 11 0
RUNX2 RUNX2 NM_004348.3:1850 6 4 2
SGPP1 SGPP1 NM_030791.3:1060 2 2 0
SMOC1 SMOC1 NM_001034852.1:1990 4 4 0
SOST SOST NM_025237.3:0 1 0 0
SP7 SP7 NM_001173467.1:1510 4 4 0
TNFRSF11B TNFRSF11B NM_002546.4:0 1 0 0
TNFSF11 TNFSF11 NM_003701.2:490 5 5 0
WNT3A WNT3A NM_033131.2:698 2 2 0

3.5.1 Preparacion de muestras para su andlisis con n-Counter

Las muestras utilizadas en el andlisis de expresion génica con la tecnologia n-Counter
fueron: i) cultivos celulares (inmortalizados y primarios); ii) explantes de tejidos (piel, hueso y
osificacion heterot6pica) y iii) sangre periférica recogida en tubo PAXgene.

Dado que la tecnologia n-Counter es capaz de medir expresion génica directamente en
lisados celulares sin necesidad de llevar a cabo una extraccion de ARN, las células de los
cultivos se lisaron utilizando agentes caotrdpicos. Para ello, fue necesario obtener primero la
suspension celular de los cultivos (ver apartado 3.8.1) y cuantificar el nimero de células totales
vivas (ver apartado 3.8.2 y 3.8.3). Se transfirieron entonces 15.000 células en suspension a un
tubo de 1,5 ml; se centrifugaron a 1.500 rpm (revoluciones por minuto) durante 8 minutos a 4
°C. Se elimin6 el sobrenadante y se adicion6 1 pl de solucion 1:100 de R-mercaptoetanol (Bio-
Rad) en buffer RLT (Qiagen), esta solucion ayuda a la inactivacion de ARNasas. Se
homogenizé la mezcla en un vortex por 1 minuto, se centrifugd y el sobrenadante fue
almacenado a -80 °C hasta su uso.

En el caso de los tejidos, se realiz6 un primer paso de homogenizacion del tejido mediante
fuerza mecanica y un subsecuente lisado. Los tejidos utilizados para andlisis de expresion
génica se almacenaron en fragmentos <0,5 cm y sumergidos en una solucion estabilizadora de
ARN (RNAlater™, Invitrogen). Los tejidos se colocaron en solucion de lisis (Qiagen) y se
homogenizaron mecanicamente utilizando el sistema TissueLyser Il (Qiagen). La extraccion
del ARN se realiz6 con el uso de columnas de afinidad (ver apartado 3.10.1).

La extraccion de ARN de la sangre recogida en tubo Paxgene se realiz6 mediante el uso
del kit de extraccion PAXgene blood miRNA (Qiagen) siguiendo las recomendaciones del
fabricante y realizando un tratamiento con DNAsa | durante el proceso de extraccién. El control
de calidad del ARN extraido de los tejidos y de la sangre se llevd a cabo utilizando el sistema
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TapeStation 2200 (Agilent). Las muestras deben tener al menos el 50% de los fragmentos por
encima de las 200 pares de bases.

3.5.2 Hibridacion y lectura en n-Counter

La deteccion digital en la cual se basa el sistema n-Counter, utiliza un par de sondas Unicas
para cada molécula de interés, las cuales constan de una sonda reporter que porta un cédigo de
6 colores (Reporter CodeSet) en su extremo 5™, y una sonda de captura que lleva biotina en el
extremo 3° (Capture ProbeSet), que se usa
para fijar el complejo de hibridacion
(afinidad estreptavidina-biotina) al cartucho
una vez se proceda a la lectura de los
cddigos de colores de cada molécula diana
en el equipo n-Counter. Cada combinacion
de colores identifica una molécula diana de

CAPTURE PROBE REPORTER PROBE

TARGET-PROBE COMPLEX

3_3339

TARGET

forma inequivoca, pudiendo identificar un
méaximo de 800 dianas por panel (Figura
12).

La hibridacion se |llevé a cabo
mezclando i) un buffer de hibridacion con
las sondas Reporter CodeSet para crear una

Figura 12. Las sondas de captura (izquierda) se hibridan
con la secuencia de interés para formar un complejo de
doble cadena (derecha)

Imagen cortesia de NanoString Technologies

nanosString

“master mix” de la que se utilizaron 8 pl
para cada una de las muestras; ii) 1,5 pl de
muestra en el caso de lisados celulares y 5
ul (25-100 ng) para el ARN extraido de los
tejidos; iii) 2 pl de la sonda Capture
ProbeSet a cada tubo para tener un volumen
final de reaccidn de 15 pl por tubo. Una vez
tuvimos todos los componentes necesarios
para la reaccion se mezclé por inversion del
tubo, se centrifuga cuidadosamente (un spin
<1.000 rpm) y se incubo a 65 °C durante 16
horas (over night). La reacciéon finalizo
bajando la temperatura hasta 4 °C a la espera
de su lectura en el n-Counter. Las muestras de ARN fueron normalizadas para garantizar la
misma cantidad de ARN en cada muestra de cada experimento y asi reducir al minimo la
normalizacién que se aplicard a posteriori a los datos empleando los genes de referencia
incluidos en el panel.

Finalmente, las muestras hibridadas se analizaron utilizando la plataforma n-Counter
SPRINT (Figura 13). Para ello, el producto de hibridacion se llev6 a un volumen de 30-36 pl
empleando buffer de hibridacion, se adiciond al cartucho de muestras y se introdujo en el
equipo. Dentro del quipo se llevé a cabo la fijacién de los complejos de hibridacién en una
superficie de estreptavidina del cartucho; se realizd un lavado del exceso de sondas no
hibridadas; la lectura de los cédigos de colores; y, la correspondencia de cada codigo de colores
con los genes de interés.

Figura 13. Equipo n-Counter SPRINT.
Imagen cortesia de NanoString Technologies

3.5.3 Normalizacion y analisis de datos en n-Counter
Los datos crudos obtenidos del n-Counter se analizaron mediante el nSolver (Nanostring).
Con este software se llevaron a cabo los controles de calidad de los datos crudos verificando
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que los parametros técnicos recomendados por Nanostring estuvieran dentro de los rangos
adecuados como, por ejemplo, el andlisis de controles positivos y negativos, nimero de genes
detectados por encima del background o el nimero total de counts de genes housekeeping (HK)
entre otros. Las muestras que no cumplieron los parametros técnicos minimos recomendados
no se incluyeron en analisis posteriores.

El primer paso de normalizacion que se realiz6 sirvié para eliminar diferencias en las
eficiencias de las reacciones de hibridacion entre las muestras. Para ello se calcul6 la media
geométrica de los controles positivos de cada muestra, se calcul6 la media aritmética de las
medias geométricas de todas las muestras y se dividi6 a continuacion la media aritmética entre
la media geométrica de cada muestra. Con este calculo obtuvimos un factor de normalizacion
para cada muestra, que se multiplicé por los counts de todos los genes para obtener el valor de
expresion corregido. Muestras con un factor de normalizacion para los controles positivos fuera
del rango 0,3-3 se eliminaron del andlisis. EI valor del background se establecié usando un
umbral calculado por la media de las sondas negativas mas dos desviaciones estandar. Los
genes por debajo del umbral establecido fueron eliminados del analisis.

El segundo paso de normalizacion estuvo enfocado a corregir las variaciones en la cantidad
de ARN de cada muestra introducida en la reaccion de hibridacién. Para ello seleccionamos los
mejores genes HK incluidos en el panel, utilizando el algoritmo GeNorm implementado en el
paquete CrtlGene [304] del software R [296]. Este algoritmo nos permitié seleccionar no solo
los genes mas estables dentro de cada experimento, sino que también nos estimd el nimero
optimo de genes HK que eran necesarios para llevar a cabo una normalizacién éptima de los
datos. Se eliminaron del analisis los HK con una cuantificacion cruda menor a 50 counts en
alguna de las muestras del experimento. El célculo del factor de normalizacion para los genes
HK seleccionados es similar al empleado para los controles positivos. En este caso se
recomienda un minimo de 3 genes HK para una correcta normalizacién. Si el factor de
normalizacién calculado para una muestra estuviera fuera del rango 0,1-10 indicaria que los
genes HK seleccionados tienen una expresién mucho mas baja que la media para esa muestra,
con lo cual la muestra deberia ser eliminada del analisis.

El célculo del logaritmo en base dos de la magnitud de cambio (LogzFC, por sus siglas en
inglés) se realizo restando la media aritmética de logz de los counts del gen-A en la muestra de
la paciente con HOP y la media aritmética de logz de los counts del gen A en las muestras del
control. Para la representacién Heatmap se utiliz6 el paquete Complex-Heatmap [305]. Los
Scatterplots y los indices de correlacion de Pearson se usaron para representar lo valores de
LogzFC obtenidos de las comparaciones entre tejidos. Todos los gréaficos se realizaron con
software R [296].

3.5.4 Experimento de miARN en n-Counter

Para el experimento de miARNs en sangre periférica extraida de Pacientel y Paciente2
asilamos la fraccién de miARNs junto con la fraccion de ARNm, lo que nos facilité la
cuantificacion y posterior normalizacion de la cantidad de ARN que usamos para el ensayo
(100 ng totales). En el caso de los miARNS el protocolo que se empled es ligeramente diferente.
En este caso la hibridacion de las sondas reporter y capture sobre los miARNSs no fue directa,
si no que la hibridacion se llevé a cabo a través de unos oligonucleétidos puente con gran
especificidad y sensibilidad.

El ARN de control incluido en el kit de ligacién permitié monitorizar la eficacia y la
especificidad de la reaccidn de ligacién. El procedimiento para llevar a cabo el proceso de
ligacion consistio en: i) realizar una dilucién 1:500 de los controles suministrados para la
reaccion; ii) preparar una master mix mezclando 13 pl de buffer, 26 pl de la solucion de
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oligonucledtidos puente y 6,5 pl de la dilucion 1:500 de los controles preparada en el paso [i];
iil) alicuotar 3,5 pul de la master mix en cada tubo de reaccion; iv) afiadir 3 pl de la muestra de
ARN a cada tubo; v) colocar los tubos en el termociclador e iniciar el protocolo (Tabla 5); vi)
mezclar 19,5 ul de polietilglicol y 13 ul de tampoén de ligacion para preparar la master mix de
ligacion; vii) cuando el termociclador alcanzé los 48 °C, afiadir 2,5 pl de la master mix de
ligacion a cada tubo (sin apagar el termociclador) y colocar los tubos en el termociclador a 48
°C e incubar durante 5 minutos; viii) abrir el termociclador, y sin retirar los tubos del
termociclador quitar las tapas de los tubos y afiadir 1,0 pl de ligasa directamente en el fondo de
cada tubo; ix) inmediatamente después de la adicion de ligasa iniciar el protocolo de ligacién
(Tabla 5); x) retirar los tubos del termociclador y afiadir 1 pl de enzima de purificacion a cada
tubo para iniciar el Gltimo paso de purificacion; xi) afadir 40 pl de agua tratada con
dietilpirocarbonato a cada muestra y proceder con la reaccion de hibridacion.

Tabla 5. Protocolo termociclador para ensayo miARNs en n-Counter (Nanostring)

Protocolo Temperatura Tiempo
Alineamiento 94 oC 1 min

65 oC 2 min

45 oC 10 min

48 oC mantener

Tiempo total 13 min
Ligamiento 48 oC 3 min

47 oC 3 min

46 oC 3 min

45 oC 5 min

65 oC 10 min

4 0C mantener

Tiempo total 24 min
Purificacion 37 oC 1 hora

70 oC 10 min

4 0oC mantener

Tiempo total 1 hora 10 min

La reaccidn de hibridacién se realiz6 como se describe en el apartado 3.5.2.

La normalizacion de los datos obtenidos del panel de miARN se realiz6 utilizando los 100
miARN maés expresados después de eliminar el backgound (media de controles negativos méas
2 desviaciones estandar).

3.5.5 Analisis de interacciones de genes dianas de miARN

Para buscar potenciales interacciones de los miARN candidatos que se diferencian en la
Pacientel y la Paciente2 con genes, se utiliz6 el paquete miRNAtap [306] de software R [296]
y las bases de datos: i) PicTar [307]; ii) DIANA [308]; iii) TargetScan [309]; iv) MiRanda [310]
y miRDB [311].

El paquete calcula un valor de ranking agregado empleando diferentes métodos. En nuestro
caso empleamos las medias geométricas de los rankings individuales de cada base de datos
considerada, que se ha descrito como el método mas preciso y con menor nimero de falsos
positivos.

Consideramos sélo los genes diana que aparecieron en al menos tres de las cinco bases de
datos utilizadas.
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3.5.6 Analisis de enriquecimiento

Se realizd un andlisis de sobrerrepresentacion en términos, empleando la base de datos de
ontologia génica (GO, por sus siglas en inglés), para identificar los procesos biolégicos
relacionados con los genes expresados de forma diferencial en las muestras de las pacientes con
HOP vy los controles sanos, o muestras de la Pacientl vs. Paciente2 en el experimento de
MiARNS.

Para ello consideramos los genes con un LogzFC >|1,5| con respecto al control. Los anélisis
funcionales se realizaron mediante el paquete del software R [296] Clusterprofiler [312],
aplicando el método de correccion de pruebas multiples Benjamini-Hochberg considerando un
valor significativo cuando el P-valor <0,05. Utilizamos la base de datos GO como referencia
considerando un méximo de 550 genes y un minimo de 20.

En el caso del experimento de miARNs y con el fin de evitar falsos positivos, para el
analisis de enriquecimiento se seleccionaron Unicamente los miARN con valores superiores a
50 counts en alguna de las muestras analizadas, un Log2FC >|1,5| y con un valor de ranking
agregado por debajo de 100.

3.6 ESTUDIO TRANSCRIPTOMICO EXPLORATORIO EN HOP CON TECNOLOGIA RNASEQ
Las nuevas tecnologias de secuenciacién (NSG, por sus siglas en inglés) permiten el
descubrimiento y andlisis amplio de transcritos incluyendo la determinacién de variantes de
splicing y la expresion de alelos especificos [313].

En nuestro estudio se utilizé la secuenciacion RNAseq para identificar y cuantificar
secuencias de ARN determinantes en el estudio de las pacientes con HOP en muestras de sangre
periférica obtenidas a los 5 afios de la Pacientel y a los 2 afios en la Paciente2.

3.6.1 Extracciéon de ARN

La purificacién total de ARN a partir de muestras sanguineas (Tabla 3) se realizé
mediante método de extraccién por columnas de silice PAXgene Blood miRNA kit (Quiagen)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La cantidad y calidad del ARN extraido se
verificd utilizando electroforesis en un chip de Agilent Bioanalyzer Tapestation 2200
(Agilent). La calidad de ARN se determind mediante el calculo de RIN (NUmero de Integridad
del ARN, por sus siglas en inglés) el cual tiene un rango de 1 a 10 siendo este ultimo el de
mayor calidad.

3.6.2 Secuenciacion RNAseq

La medicion de expresion del ARN se realiz6 siguiendo el método estandarizado descrito
por Salas et al., 2016 [314]. La secuenciacidn de los transcritos se obtuvo mediante tres pasos
de acuerdo con las recomendaciones de Ilumina: preparacion de las librerias, amplificacion de
las muestras para generar grupos clonales, y la secuenciacion masiva. La construccion de las
librerias de secuenciacién partio del aislamiento de ARN, transcripcion a cDNA, amplificacion
mediante primers random y finalmente la ligacion de los adaptadores de la secuenciacion. La
calidad de las librerias se analizé con el sistema Bioanalyzer 2100 (High Sensitivity DNA assay)
y la cuantificacion se determiné por PCR en tiempo real utilizando el sistema LightCycler 480
(Roche). Antes de la generacion de grupos en cBot (Ilumina) se realizd un pool equimolar de
los cADN de la libreria, el cual fue secuenciado utilizando el método de extremos emparejados
(100 x 2; paired-end) utilizando el secuenciador HiSeq 2500 (llumina) y una calidad de lectura
del 85%>Q30.
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3.6.3 Analisis de datos

El post-procesado de los datos de RNAseq comenzé con un control de calidad de los datos
crudos obtenidos usando el software FastaQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) para asegurarnos de que no
existen problemas de secuenciacion que puedan afectar a los analisis subsiguientes. Después de
descartar las muestras con baja calidad, o repararlas si es posible (eliminado el extremo 3’
problematico y adaptadores) empleando el paquete Trimmomatic [315], los datos crudos pre-
procesados fueron alineados contra el genoma humano de referencia (GCh38,v.104) usando
ultrafast universal RNA-seq aligner STAR [316]. Se comprobé la calidad de los alineamientos
y se eliminaron los alineamientos secundarios y de baja calidad usando la herramienta SAMtools
[317]. Para contar el nimero de reads que mapean con cada gen (counts por gen) se uso el
archivo .bam del alineamiento filtrado y el software RSEM [318].

Debido al nimero de muestras que tuvimos (n = 2), seleccionamos un paquete que nos
permiti6 hacer una aproximacion exploratoria del anlisis de expresion diferencial basado en
un enfoque no paramétrico sin necesidad de usar réplicas (NOISeq; [319]). NOISeq pudo
simular réplicas técnicas basandose en la suposicion de que los valores de expresion (counts)
siguieron una distribucion multinomial, donde las probabilidades para cada gen en la
distribucion multinomial fueron la probabilidad de que un read mapee con ese gen. Estas
probabilidades de mapeo se aproximaron utilizando los valores de expresion en la inica muestra
de cada una de las condiciones experimentales correspondientes. Dada la profundidad de
secuenciacion (cantidad total de lecturas) de la Unica muestra disponible, el tamafio de la
simulacion fue un porcentaje de esta profundidad de secuenciacién (en nuestro caso el 20% de
los reads), permitiendo a su vez una pequefia variabilidad (seleccionamos un 2%). La
simulacion la hemos llevado a cabo generando 10 réplicas para cada una de las condiciones
analizadas (HOP asintomatica vs. HOP grave).

NOISeq cred una distribucion de ruido de los cambios de expresion contrastando las
diferencias de FoldChange (M) y las diferencias de expresion absolutas (D) para todos los genes
en las muestras dentro de la misma condicion. Esta distribucion de referencia se utiliz entonces
para evaluar la probabilidad de que los valores M y D calculados entre dos condiciones para un
determinado gen fueron parte del ruido o representaron una verdadera expresion diferencial. Si
las probabilidades Pr(expresion diferencial)/Pr(expresion no diferencial) eran superiores a un
umbral determinado, se considerd que el rasgo se expresé diferencialmente entre condiciones.
En este caso hemos empeado como punto de corte un valor de probabilidad > 0,95. El valor de
“ranking” obtenido fue un valor estadistico resumen de M y D, y es igual a
—sign(M) x M2 + D2,

Se excluyeron los genes poco expresados utilizando el método CPM (parametro recuentos
por millon) del paquete NOISeq, eliminando asi los genes cuya suma del valor de expresion de
todas las muestras estuvo por debajo de 1 (valor seleccionado en nuestro caso). Ademas,
establecimos un umbral para el coeficiente de variacion por condicion de 100 (valor
seleccionado en nuestro caso), para eliminar genes con valores de expresion incoherente.

Como método de normalizacion de los datos de expresion empleamos la media recortada
ponderada de los valores M (TMM, por sus siglas en inglés) [320]. Es un método utilizado
habitualmente que se basa en la suposicién de que la mayoria de los genes no estuvieron
diferencialmente expresados.

El analisis de enriquecimiento de los genes diferencialmente expresados (con una
probabilidad >0,95) lo realizamos con el paquete goseq [321], que consider6 el sesgo de la
longitud de los genes presentes en el conjunto de datos. Se calcul6 una funcidn de ponderacion
de la probabilidad (PWF, por sus siglas en inglés), que puede considerarse como la probabilidad
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de que un gen se exprese de forma diferencial, basandose Unicamente en su longitud. Esta
funcion tiene un enfoque robusto, ya que se calculd directamente a partir del conjunto de datos,
corrigiendo Gnicamente el sesgo de longitud presente en nuestros datos. Para considerar el sesgo
de longitud génica en un analisis de términos GO con datos de RNAseq, a diferencia de lo que
sucede con los microarrays, no se utilizé la distribucién hipergeométrica como distribucion nula
para la pertenencia a una categoria. En nuestro caso utilizamos la distribucién de Wallenius
para aproximar la verdadera distribucion nula usando el paquete goseq [321]. Cuando se
establecio la distribucién nula, se comprob6 si cada categoria GO estuvo sobre-representada o
infra-representada en el conjunto de genes expresados diferencialmente y se utilizé el valor nulo
para calcular el P-valor de la sobre- o infra-representacion.

3.7 PROTEOMICA DIFERENCIAL DE SUEROS DE PACIENTES HOP Y CONTROLES

El andlisis protedmico es una de las aproximaciones que permite identificar biomarcadores,
ademas, aporta informacion clave para entender los procesos hiol6gicos que ocurren en la
enfermedad y posibles mecanismos de regulacion.

El estudio de enfermedades con una alta complejidad es uno de los retos a los que se
enfrentan las tecnologias de identificacion de proteinas, en este sentido, el acoplamiento de dos
métodos como son la separacion por cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC, por sus
siglas en inglés) y la identificacion y cuantificacion con el método adquisicion de ventana
secuencial de todos los espectros de iones de fragmentos tedricos y espectrometria de masas
(SWATH-MS, por sus siglas en inglés) permite un aumento en el rendimiento de las muestras
y de la cuantificacion asi como de su precision y reproducibilidad.

Los andlisis diferenciales de proteinas en sueros de pacientes con HOP y pacientes sanos,
todos con 7 afios de edad, se realizaron con tecnologia Sciex de alta resolucion TripleTOF
(tiempo de vuelo con Triple cuadripolo, por sus siglas en inglés) utilizando métodos
estandarizados para el procesado de las muestras [322] con el apoyo de la plataforma de
Protedmica del IDIS.

3.7.1 Deplecion y alquilacion de proteinas abundantes de sueros

La deplecion de las proteinas mas abundantes en el suero se realiz6 afiadiendo Ditiotreitol
(DTT, por sus siglas en inglés; 500mM, Sigma-Aldrich) a cada muestra (30 ul) y mezclando
mecanicamente. Las muestras se incubaron (aproximadamente 1h) hasta observar un
precipitado blanco y viscoso, a continuacion, se centrifug6 a 14.000 rpm durante 20 minutos.
Los sobrenadantes se transfirieron a un tubo nuevo para su alquilacion y digestién enzimatica.

3.7.2 Digestion proteica

Las muestras deplecionadas se separaron por electroforesis en gel de Poliacrilamida con
Dodecilsulfato de Sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés) al 10% de poliacrilamida. La
electroforesis se finaliz6 una vez que las muestras penetraron el gel de resolucién. Las bandas
de proteinas se visualizaron con tincién fluorescente con SYPRO Ruby (Lonza Bioscience), se
cortaron y se digirieron siguiendo el protocolo modificado de Shevchenko et al., 1996 [323],
los fragmentos de gel se redujeron en una solucién de 10mM DTT (Sigma-Aldrich), 50mM de
bicarbonato de amonio (Sigma-Aldrich ) y fueron alquiladas utilizando una mezcla de 55mM
de iodoacetamida (Sigma-Aldrich) con 50 mM de bicarbonato de sodio (bicarbonato de sodio).
Se lavaron en una solucién de 50mM de bicarbonato de sodio en 50% de metanol grado HPLC
(Sigma-Aldrich), y se deshidrataron utilizando acetonitrilo grado HPLC (Sigma-Aldrich) y un
concentrador al vacio (SpeedVac, ThermoFisher). Las muestras deshidratadas se trataron con
una solucion a 20 ng/ pl de tripsina porcina modificada (Promega) en 20mM de bicarbonato de
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amonio (Sigma-Aldrich), se incubaron a 37 °C durante 16 horas. Los péptidos se extrajeron
incubando las muestras en 40 ul de 60% de acetonitrilo (Sigma-Aldrich) en 0,5% acido formico
(Sigma-Aldrich). Los péptidos extraidos fueron mezclados entre ellos (pool), fueron
concentrados usando SpeedVac y almacenados a -20 °C hasta su uso.

3.7.3 Identificacién de proteinas por espectrometria de masas (LC/MS-MS)

Los péptidos de cada muestra obtenidos tras la digestion se separaron utilizando
cromatografia en fase reversa, realizando cada muestra por triplicado. El gradiente se creé
utilizando micro-cromatografia de liquidos (NanoLC400, Sciex; Figura 14) en fase reversa que
ademas esté acoplado a un espectrémetro de masas de alta velocidad (TripleTOF 6600, Sciex;
Figura 14) que llevé a cabo la identificacion y cuantificacion de la proteina utilizando un
método de adquisicion dependiente de datos (DDA, por sus siglas en inglés).

La cromatografia se llevo a cabo utilizando la columna analitica de silice Eksigent C18CL
150, de 0,30 mm (Sciex), y columna de trampa
YMC-TRIART C18 (YMC Technologies); -
ambas con un tamafio de particula 3um, y un poro
de 120 A, conectadas en linea. Los péptidos se
separaron utilizando un gradiente a 90 minutos
que va del 2% de fase movil-A (2% de
acetonitrilo y 0,1% de &acido férmico) a 90% de
fase movil-B (100% acetonitrilo y 0,1% de &cido
férmico) con una inyeccion de volumen de
muestra de 4 pL (~ 4 pg de proteina).

La adquisicion de datos se obtuvo mediante
el software Analyst TF del espectrometro de
masas (MS) TripleTOF (Sciex). Los criterios
para el cambio de polaridad se establecieron en:
iones mayores a 350 m/z (masa/carga) y menores
a 1.400 m/z, con un estado de carga de 2-5, una
tolerancia de masa de 250 ppm (partes por
millon) y un umbral de abundancia de més de 200
conteos.

La calibracion de los equipos se realizé cada
4 horas utilizando como calibrarte externo una X ; -
mezcla de péptidos tripticos comerciales F‘g“'a‘“c;:l'a gg”;pT"ri';TéTco(;'Zzggc(‘;‘c’?éxs)c‘ex’

PepCalMix (Sciex). Imagen cortesia de Sciex por la Plataforma de
Proteomica-IDIS

3.7.4 Analisis de datos protedmicos

Los datos fueron procesados utilizando el software ProteinPilot (Sciex) el cual usd el
algoritmo Paragon [324] para la busqueda en la base de datos y su agrupacion. La base de datos
usada como referencia fue Uniprot, especifica para humanos [325]. La tasa de falsos
descubrimientos (FDR, por sus siglas en inglés) se determiné utilizando un método de ajuste
no lineal, que mantuvo solo los resultados con 1% de FDR [324].

Las proteinas identificadas por LC-MS/MS (cromatografia liquida-espectrometria de
masas en tdndem, por sus siglas en inglés) se categorizaron y sobrerrepresentaron en términos
GO en: Procesos Bioldgicos (BP), Funciones Moleculares (MC) y Componentes Celulares
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(CC) relacionados con grupos de proteinas dentro de un conjunto de datos, ademas se realiz6
un andlisis de vias de sefializacion utilizando la base de datos Reactome [326].

Los analisis funcionales y de vias de sefializacién, se realizaron utilizando el software R
[296] con las paqueterias ClusterProfiler [312] y ReactomePA [327].

3.7.5 Cuantificacion de proteinas mediante analisis SWATH-MS

3.7.5.1 Creacidn de librerias de proteinas

La creacion de las librerias espectrales del MS/MS se realiz6 mediante el anélisis de
los péptidos por el método de coleccion de datos en t&ndem DDA, utilizando el sistema
NanoL.C400 (ver apartado 3.7.3) [328-330].

Se prepard el pool de todas las muestras por grupo de analisis y cada pool de muestras se
sometié a una separacion utilizando columnas Eksigent C18CL (ver apartado 3.7.3) con un
flujo de 5 ml por minuto, usando como solventes A: agua; y B: acetonitrilo. Un gradiente del
5% al 95% de solvente B durante 30 minutos, 5 minutos a 90% solvente B y finalmente 5
minutos a 5% de solvente B para equilibrar la columna como se describe en el apartado 3.7.3.
Se inyectaron los péptidos eluidos directamente en el equipo TripleTOF 6600, operado con
adquisicion de DDA en modo de ion positivo. La interfaz utilizada en el micro HPLC y el MS
fue una fuente micro con aplicacion de 2.600 voltaje (V).

El modo de adquisicidn consistié en un estudio de MS con escaneo de masa de 400 a 1.250
m/z, seguido de un escaneo MS/MS desde 100 a 150 m/z, con tiempo de adquisicion de 25 ms
en ambos casos. Los fragmentos individuales cargados idnicamente, se excluyeron del analisis
MS/MS.

La identificacion de péptidos y proteinas se realiz6 utilizando el software ProteinPilot (ver
apartado 3.7.4) y la base de datos Uniprot [325], especificando la alquilacion Cys con
iodoacetamida. Se consideraron solo las proteinas identificadas con un FDR del 1%, tanto para
péptidos como proteinas,

Los espectros MS/MS de los péptidos identificados se utilizaron para generar la libreria
espectral para la extraccion de los picos SWATH-MS usando el complemento MS/MSALL
(SWATH Acquisition MicroApp) para el software PeakView (Sciex). Los péptidos con un score
de confianza del 99% obtenidos con ProteinPilot, se incluyeron dentro de la libreria.

3.7.5.2 Cuantificacion relativa por adquisicion SWATH-MS

La cuantificacion de las proteinas identificadas por sus péptidos se realizo por el
método de adquisicion SWATH-MS con el equipo TripleTOF 6600. Las muestras se analizaron
por triplicado utilizando el método de adquisicidn independiente de datos en SWATH-MS, el
cual consisti6 en ciclos repetidos de escaneos de adquisicion de 100 TOF MS/MS (de 400 a
1.500 m/z, modo de alta sensibilidad y 50 ms de tiempo de adquisicidn) de superposicion entre
ellos.

La extraccion de datos de los fragmentos se realizd por PeakView usando MS/MSALE, Se
seleccionaron hasta diez péptidos por proteina y siete fragmentos por péptido en funcién de la
intensidad de la sefial, cualquier péptido compartido y modificado se excluy6 del anélisis y la
seleccion de las proteinas consider6 un FDR menor al 1%. Los tiempos de retencién de los
péptidos seleccionados para cada proteina se ajustaron utilizando péptidos de tiempo de
retencion indexado que van aumentando y eluyendo en cada muestra al final de todo el analisis.

Las areas de los picos de péptidos se obtuvieron de la suma de los picos de cada fragmento
y utilizando PeakView, se calculé un FDR vy el score para cada péptido de acuerdo con sus
componentes espectrales y cromatograficos, considerando solo los péptidos por debajo del 5%
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de FDR. La cuantificacion se llevo a cabo sumando las areas de los 10 picos y 7 fragmentos
por péptido correspondientes a cada proteina.

El andlisis de cuantificacidn relativa y normalizacién de los datos integrados se realizd
utilizando el software MarkerView (Sciex), el cual compensé las variaciones menores en los
valores de masa y tiempo de retencion, lo que garantiz6 que los compuestos idénticos en
diferentes muestras fueran comparables entre si con alta precision.

Se realizé una normalizacién global basada en la suma total de todas las areas de los picos
extraidos de todos los péptidos y sus réplicas para cada muestra, con la finalidad de controlar
la pérdida de muestra durante el procesamiento [331].

3.7.6 Analisis estadistico en protedmica

Debido a la reducida cohorte de pacientes con HOP, los analisis cualitativos se
representaron en tablas descriptivas. Para los datos cuantitativos se ha evaluado la normalidad
de los datos para cada proteina en la poblacién control utilizando la prueba de Shapiro-Wilks.
Cuando se verifico esta condicion, se realiz6 una prueba t-Student para evaluar si los
marcadores proteicos en controles eran significativamente diferentes al valor de la paciente que
corresponda (o el valor promedio de ambas). Para aquellas proteinas que no siguieron una
distribucién normal se hizo uso del contraste de Wilcoxon. Se consideraron las proteinas
significativas aquellas con un P-valor menor que 0,05 y con un cambio de expresion de Log2FC
>[1].

Los analisis comparativos de expresion proteica diferencial entre las dos pacientes con
HOP se realiz6 utilizando t-Student.

El nivel de significancia considerado fue de 0,05, ajustando los P-valores por el método
FDR para evitar resultados falsos positivos. Todos los analisis estadisticos se Ilevaron a cabo
usando el software R [296].

La exclusion de proteinas se realiz6 considerando la existencia de datos faltantes para al
menos una muestra involucrada en cada grupo de analisis.

3.8 GENERALIDADES DE LOS CULTIVOS CELULARES
En este apartado se describen los procedimientos generales aplicados, tanto para la linea celular
como para los cultivos primarios utilizados en este trabajo.

Los procedimientos se realizaron siempre dentro de cabinas de bioseguridad,
salvaguardando la esterilidad del sistema.

Los cultivos primarios utilizados en este trabajo presentaron una proliferaron en monocapa.
Fueron cultivados en medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s alto en glucosa (DMEM,
por sus siglas en inglés, que contiene afiadidos 4500mg/I de glucosa, L-glutamina, piruvato de
sodio y bicarbonato de sodio; Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de suero bovino fetal
(FBS, por sus siglas en inglés; Gibco) y 1% de antibiotico (penicilina 10.000 unidades y
estreptomicina 10mg/ml; Sigma-Aldrich).

Para el cultivo de la linea celular de osteosarcoma humano (SaOS-2, cedida por el
laboratorio de patologias musculo esqueléticas - E038/IDIS) se utilizd, medio de cultivo
DMEM/Nutrient Mixture F-12 Ham, (DMEM-F12, 3.150 mg/l de glucosa, L-glutamina,
piruvato de sodio 0,055 g/I; Sigma-Aldrich); suplementado con 5% de FBS (Gibco) y 1% de
antibiotico (penicilina/estreptomicina; Sigma-Aldrich).

Las células se mantuvieron en condiciones de cultivo, para ello fueron colocadas en una
incubadora a 37 °C con una atmosfera de 5% de CO2 y 95% de humedad. El recambio del medio
de cultivo se realiz6 cada tercer dia y al alcanzar una confluencia del 95% las células se
subcultivaron, se utilizaron en los experimentos o se prepararon para su criopreservacion.
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3.8.1 Subcultivo celular

El subcultivo de las células en monocapa involucré el rompimiento de las uniones que
tenian con la superficie donde fueron cultivadas. Para ello se utilizaron enzimas proteoliticas
como la mezcla de tripsina/EDTA.

El primer paso del subcultivo celular consistié en descartar el medio de cultivo y realizar
un lavado con PBS estéril (Sigma-Aldrich) para eliminar todos los restos del medio de cultivo.
Se afiadio tripsina/EDTA y se incubd a 37 °C, con 5% CO2 y 95% de humedad durante 15
minutos (este tiempo puede variar dependiendo del tipo celular).

Una vez que las células se desprendieron y disociaron, se inactivé la enzima adicionando
al menos el doble de volumen de medio de cultivo completo. Esta suspension celular se diluy6
en medio de cultivo completo hasta obtener la concentracion requerida para cada experimento
y fue transferida a las nuevas placas en donde se mantuvieron en las condiciones de cultivo para
su crecimiento.

3mm

3.8.2 Conteo celular

Para monitorizar el crecimiento celular, asi como para 1 2
normalizar las pruebas in vitro fue necesario partir de un
numero concreto de células para optimizar los resultados y
asegurar su reproducibilidad. El conteo celular se llevo a
cabo en un hematocitémetro, mejor conocido como camara
de Neubauer, la cual se asemeja a un portaobjetos de vidrio
con dos camaras, una a cada extremo. Cada cdmara tiene 3 4
un érea cuadriculada de nueve cuadrados con dimensiones
de 3x3 mm. La camara se cubrié con un cubreobjetos lo
que permite que exista una separacion de exactamente
0,1mm, este es el espacio suficiente que asegurd que cada
uno de los nueve cuadrados contuviera un volumen de 0,001 ml (Figura 15).

Antes de su uso, la camara debia estar limpia y completamente seca. Se coloco el
cubreobjetos sobre la cdmara y a continuacion se agregaron 10 pl de suspension celular en cada
lado de la camara, permitiendo que el liquido se extienda sobre la superficie de los cuadrantes
por capilaridad. Para su visualizacion, la cdmara se coloc6 en un microscopio invertido con un
aumento de 100X y se contaron las células localizadas en los cuatro cuadrantes que se
encuentran enumerados en la Figura 15. Se calcul6 el promedio de las células por cada
cuadrado y se multiplicé por el factor de dilucién. Si la suspension celular no fue diluida para
su conteo, el factor de dilucion fue de 10* células/ml.

Figura 15. Esquema de la cuadricula en
la cdmara de Neubauer

3.8.3 Viabilidad celular

La prueba de viabilidad celular fue una herramienta importante para la determinacion de
poblaciones celulares vivas. EI método mas comudn y rapido fue la determinacién de la
integridad de la membrana celular con el uso de colorantes como el azul de tripano, un colorante
azoico derivado de la toluidina, el cual quedd excluido de células viables pero captado y
retenido por las células muertas que tienen rotura de membrana.

Para realizar la técnica de viabilidad celular por azul de tripano se mezclaron 10 ul de la
preparacion de azul de tripano (0,4% azul de tripano en PBS) con 10 pl de la suspension celular
y se dejo incubar durante 2 minutos. Se introdujeron 10 pl de la mezcla en la camara de
Neubauer y se realiz6 el conteo celular.
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Para estimar la cantidad de células vivas, el conteo celular se hizo Unicamente de las células
sin tefiir, para su conteo final se considerd el factor de dilucion realizado con el azul de tripano.

Para el calculo de la viabilidad celular se consider6 el nimero de células viables (no
tefiidas) dividido entre el nimero total de células y el resultado fue expresado en porcentaje.

3.8.4 Criopreservacion celular

La criopreservacion permitid mantener los cultivos celulares almacenados por afios a
temperaturas por debajo de los -130 °C y aporté como ventajas la generacion de stocks de las
poblaciones celulares y la preservacion de células con finita proliferacion, asegurando su
fenotipo y evitando la inestabilidad genética o presion selectiva.

A medida que la temperatura va disminuyendo, el liquido intracelular se va cristalizando y
si no se tiene control de esto, la célula puede estallar, por lo que el uso de agentes
criopreservantes como el dimetilsulfoxido (DMSO) se emple6 para mitigar ese efecto.

El procedimiento de criopreservacion comenz6 con la preparacion del medio de
congelacidn, se prepardé medio de cultivo completo al que se le adicioné 10% DMSO (Sigma).
Se mantuvo en frio hasta su uso. Por otro lado, se obtuvo la suspensién celular siguiendo el
apartado 3.8.1; se contaron las células viables siguiendo el apartado 3.8.2 y 3.8.3; y se calculd
la cantidad de medio de congelacidn necesaria para que, con el conteo celular, pudiéramos
asegurar tener aproximadamente 1x108 células/ml al momento de la criopreservacion. La
suspension celular se centrifugd a 1.500 rpm durante 15 minutos. Al pellet obtenido se le
adicioné el medio de congelacién por goteo y se mezcld bien hasta asegurarse que el pellet se
habia disgregado y que teniamos una mezcla homogénea. Se transfirié 1ml de la suspensién a
crioviales y se colocaron en el contenedor de congelacién controlada Mr. Frosty (Thermo
Fisher) previamente refrigerado a 4 °C, se almacené a -80 °C durante 24 horas para
posteriormente transferir los crioviales al tanque de nitrégeno liquido.

3.8.5 Descongelacion

Cuando fue necesario realizar una descongelacion, se hizo en el menor tiempo posible para
evitar muerte celular, ya que el agente criopreservante es citotoxico a temperatura ambiente.

Para ello fue necesario tener todo preparado dentro de la cabina de bioseguridad y el
criovial tenia que ir directamente del tanque de nitrégeno a un bafio maria a 37 °C. Una vez que
el liquido del criovial estuvo completamente descongelado, se transfiri6 la suspension celular
descongelada a una placa, la cual contenia medio completo y se incubd en condiciones de
cultivo para su estabilizacion y proliferacion.

3.9 CULTIVOS PRIMARIOS
Los cultivos primarios utilizados para este trabajo se obtuvieron a partir de tejido procedente
de intervenciones quirdrgicas realizadas en el departamento de cirugia pediatrica del CHUS.

3.9.1 Aislamiento y cultivo primario de osteoblastos “like”

El aislamiento de células osteoblasticas se realiz6 por el método de explantes [332] a partir
de tejido éseo (hueso y osificacion). Para este procedimiento fue esencial contar con el material
de diseccion esterilizado (pinzas, férceps, tijeras, escapelo) y trabajar en condiciones de
esterilidad (cabina de bioseguridad).

Se colocaron los explantes en placas de cultivo (Figura 16a) que contenian de 5 a 10 ml
(dependiendo del tamafio) de una mezcla de PBS estéril con 1% de antibi6tico para su lavado.
Con ayuda del material de diseccion se removi6 todo el tejido blando y adyacente al tejido dseo.
Es importante remover cualquier hematie, ya que estas impedirian el crecimiento osteoblastico.
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Una vez que el explante estuvo completamente limpio (Figura 16b), se diseccion6 en
fragmentos de entre 3-5 mm de diametro (Figura 16c) y se colocaron en un tubo conico con
PBS estéril para su lavado con agitacion mecanica. En caso de ser necesario, debieron repetirse
los lavados hasta obtener fragmentos completamente limpios.

En una placa de cultivo de 100 mm de diametro se colocaron los fragmentos del tejido, se
afiadié medio completo por goteo y se dej6 incubar en condiciones de cultivo durante siete dias
manteniendo la placa completamente estatica. Una vez completado este tiempo se renovo el
medio de cultivo tres veces por semana evitando, en todo momento, que los explantes flotaran
(Figura 16d). La confluencia se alcanzé entre las semanas cuatro y seis, a continuacion, se
retiraron los fragmentos de la placa y las células se dividieron para su subcultivo y
criopreservacion como se menciona en los apartados 3.8.1 y 3.8.5. El proceso completo de
aislamiento a partir de los explantes se realiz6 hasta dos veces, para mejorar o méas posible la
cantidad de células, siguiendo el mismo procedimiento.

Los experimentos con cultivos primarios de osteoblastos “like”, en todos los casos, se
realizaron con células del primer subcultivo, para mantener la integridad fenotipica de los
mismos.

Figura 16. Secuencia de imagenes del aislamiento de células osteoblasticas a partir de una osificacion.
a) Osificacion heterotopica con tejido adyacente; b) Osificacion heterotopica limpia; c) Fragmentos de
explante; d) Fragmentos de explante en medio de cultivo

3.9.2 Aislamiento y cultivo primario de fibroblastos

Para el aislamiento de fibroblastos a partir de piel extraida quirdrgicamente, se utilizaron
dos métodos: aislamiento por explante [333] y por digestién enzimatica [334] descritos a
continuacion.

Un paso previo en cualquiera de los dos métodos consistid en un lavado de la piel extraida.
Se lav en una solucidn de etanol al 70% e inmediatamente después se sumergio en una solucién
con antibidtico al 2% (penicilina/estreptomicina; Sigma-Aldrich), para evitar contaminantes en
el aislamiento celular. Finalmente se lavaron con PBS y se continué con el protocolo de
aislamiento.

3.9.2.1 Aislamiento de Fibroblastos por método de explante

El tejido limpio se colocé en una placa de cultivo de 100mm de didmetro para su
diseccién en fragmentos (Figura 17a), los cuales debian tener un tamafio de alrededor de 4mm
(Figura 17b).

Una vez seccionado el tejido, se transfirio a una placa de seis pocillos. Para este método
fue necesario una correcta adhesion del tejido a la placa de cultivo. Los pocillos fueron tratados
con una solucién de 1% de gelatina durante 30 a 60 minutos. Finalizado el tiempo, se aspiré la
solucion de gelatina y se colocaron los explantes diseccionados; alrededor de 2 o 3 fragmentos
por pocillo. Se afiadié sobre el tejido y por goteo el medio de cultivo competo al que se le
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aumento el suplemento de FBS al 20%. Se incubaron en condiciones de cultivo y se cambid el
medio tres veces por semana.

Una vez que se alcanz6 la confluencia, las células fueron divididas para el subcultivo y
criopreservacion (apartados 3.8.1 y 3.8.5)

Figura 17. Aislamiento de fibroblastos a partir de piel por método de explante
a) Explante de piel; b) diseccion de tejido y cultivo en gelatina.

3.9.2.2 Aislamiento de Fibroblastos por método de explante

Este método consistié en una secuencia de digestiones enzimaticas a las que se
sometieron al explante de piel para procurar un aislamiento y cultivo puro de fibroblastos. La
primera digestion permiti6 la separacion de las capas de la piel en dermis y epidermis.

El tejido (Figura 18a) se cortd en fragmentos de 0,5 cm aproximadamente (Figura 18b) y
se colocaron en una placa de seis pocillos. EI nimero méaximo de fragmentos sembrados nunca
supero los diez por pacillo. Se adicioné una solucién de Dispasa® | (Sigma-Aldrich) a una
concentracion de 5 mg/ml en medio de cultivo DMEM libre de FBS. Se incub6 durante 16 horas
a4 °C. Se separd la epidermis de la dermis utilizando pinzas estériles.

En una segunda etapa de digestion, la dermis se transfirié a una placa de cultivo que
contenia una solucion de 0,2 mg/ml de colagenasa tipo I, 0,1% de tripsina (Sigma-Aldrich) en
medio de cultivo DMEM libre de FBS y se incubd toda la noche a 37 °C. El tejido se disgregd
completamente y el sobrenadante se paso por un filtro de 100 um para remover restos de tejido.
Se centrifug6 a 200 g durante 10 minutos; el pellet se resuspendié en medio de cultivo DMEM
completo; y, se transfirié a una placa de cultivo.

Se cambié el medio de cultivo cada tercer dia y al alcanzar su confluencia las células se
dividieron para su subcultivo y criopreservacion (apartados 3.8.1y 3.8.5).

Figura 18. Aislamiento de fibroblastos a partir de piel por método de digestion
enzimatica
a) explante de piel; b) separacion epidermis de la dermis
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3.9.3 Aislamiento y cultivo primario de pre-adipocitos

El aislamiento de células pre-adipociticas desde tejido graso fue un procedimiento que tenia
que realizarse dentro de las primeras 1,5 horas después de haber sido extirpado el tejido.

El primer paso consistio en realizar un lavado con
una solucién al 5% de antibiotico
(penicilina/estreptomicina; Sigma-Aldrich) en PBS para
remover tejido conectivo adyacente o hematies. El tejido
limpio se cortdé en fragmentos de aproximadamente 1
cm?. Estos se colocaron en PBS y se centrifugaron
durante 5 minutos a 1.800 rpm. Se descartd el
sobrenadante y los fragmentos lavados se transfirieron a
una placa de cultivo que contiene 5 ml de una solucién
de 0,2% de colagenasa tipo | (Sigma-Aldrich) en medio
de cultivo de dispersion (DMEM, Sigma-Aldrich; sin
FBS; y suplementado con 2% de antibidtico
penicilina/estreptomicina; Sigma-Aldrich) precalentada
a 37 °C. Se incub6 a la misma temperatura, en agitacion
continua (250 rpm), durante 60-120 minutos. La
suspension se paso a través de un filtro de 100 pm y se
afiladio6 medio DMEM (Sigma-Adrich) suplementado
con 5% de FBS (Gibco) y 2% antibidtico
(peni_cilina/estreptornicina; .Si.gma-AIdrich); con la Figura 19. Diferentes fases acuosas en el
finalidad de neutralizar la actividad de la colagenasa. Se  aislamiento de células pre-adipositicas
centrifugé a 1.800 rpm durante 10 minutos. La desde tejido graso
centrifugacidon permitié distinguir las diferentes fases
acuosas: una fina capa transparente-amarilla que correspondia a la grasa liberada; por debajo
de ésta, se observé una fase blanca que correspondia a los adipocitos maduros; una fase acuosa
que era el medio de dispersidn; y, un pellet de células de la fraccion vascular estromal del tejido
adiposo, donde se encontraban las células precursoras (Figura 19). Se descartaron las capas
superiores y el pellet se resuspendié en 10 ml de medio de dispersion. La suspension celular se
pasd a través de un filtro de 40 um y se centrifug6 a 950 rpm durante 10 minutos. Se elimind
el sobrenadante, se resuspendié el pellet en 10 ml de medio de dispersion y se centrifugd
nuevamente. Se descarto el sobrenadante, se resuspendi6 el pellet en medio de cultivo DMEM
completo (ver apartado 3.8), se transfirid la suspensidn celular a las placas y se dej6 incubar en
condiciones de cultivo (ver apartado 3.8).

Se cambi6 el medio cada tercer dia y al alcanzar su confluencia las células se dividieron
para subcultivo y criopreservacion (ver apartados 3.8.2 y 3.8.5).

Los pre-adipocitos primarios tuvieron una tasa de crecimiento dependiente del nimero de
subcultivos, una vez superado el pase 10 la tasa decay0, por lo que todos los experimentos se
realizaron utilizando los primeros pases.

3.10 ANALISIS DE EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR

3.10.1 Extraccion y cuantificacion de ARN

El método de extraccion de ARN utilizado se basé en la homogenizacion y lisis celular con
una solucion de fenol/guanidina (QIAzol, Qiagen) y su captura mediante el uso de columnas.

La primera parte de la extraccion fue la lisis celular, la cual se consiguié agregando QlIAzol
a la monocapa de células en cada pocillo, se mezcld por pipeteo y el lisado se transfirié a un
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tubo de 1,5 ml. Se incubd 5 minutos y a continuacidn se realizé la separacion de fases afiadiendo
cloroformo. Se incubd 3 minutos y se centrifugd a 4 °C a una fuerza centrifuga relativa de
14.000g durante 20 minutos. La mezcla quedé dividida en 3 frases, una fase organica (fenol-
cloroformo), una interfase (proteinas y ADN) y la fase acuosa conteniendo el ARN. La segunda
parte de la extraccion se realizé empleando columnas de membrana de silice (RNeasy Mini Kit,
Qiagen), donde el ARN fue retenido de manera especifica y los contaminantes se eliminaron
mediante lavados. EI ARN total se eluyé con agua libre de ARNasas. Se cuantificd y se
determind la calidad de ARN mediante el uso de espectrofotometria (NanoDrop ONE
Microvolume, Thermo Scientific) a una longitud de onda de 260 nm y la pureza la medimos
utilizando el indice de pureza A260/A280, que corresponde a la relacion entre la absorbancia
corregida a 260nm y la absorbancia corregida a 280nm. Consideramos una pureza aceptable
valores iguales o mayores a 1,8 en la relacion A260/A280.

3.10.2 Reaccidn en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR)

Para realizar la transcripcién inversa o retrotranscripcion, se utilizaron 8 pl de ARN total a
una concentracion de 2,5 ng/ul, al que se le afiadié 1 pl de Random Primers; dNTP Mix
(Invitrogen); y, 2 pl de agua libre de ARNasas. La mezcla se calientd a 65 °C durante 5 minutos
y se enfrié en hielo inmediatamente. Adicionamos 4 pl de 5X First-Strand Buffer (Sigma-
Aldrich), 2 pl de DTT (Sigma-Aldrich) y 1 pl de RNaseOUT (Invitrogen). Se mezclé e incubd
a 25 °C durante 2 min. Se afadié 1 pl de la enzima SuperScript Reverse Transcriptase
(Invitrogen), se mezcld e incub6 a 42 °C durante 50 minutos y se inactivo la reaccion elevando
la temperatura a 70 °C durante 15 minutos.

Una vez generado el ADN complementario (CADN), se almacen6 a -30 °C hasta su uso.

3.10.3 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) con SYBR Green

La evaluacién de la expresion de genes asociados a la diferenciacion osteogénica y
adipogénica se realizé empleando la técnica PCR cuantitativa (QPCR).

Para ello utilizamos 2,5 ng/ml de cADN al que se le agregd: la enzima iTaq Universal
SYBR Green Supermix (Bio-Rad); los primers especificos para cada gen a la concentracion
recomendada para la enzima; y, agua libre de ARNasas y ADNasas. Ademas de los primers
para los genes estudiados, se incluyé en cada ensayo el gen endégeno Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GADPH), para ser utilizado en la normalizacion de los datos de expresion.

La PCR inicié con un ciclo de desnaturalizacion inicial y activacién de la enzima a 95 °C
durante 15 segundos. 45 ciclos que incluyeron: la desnaturalizacién a 95 °C durante 15
segundos; la alineacién a 60 °C durante 30 segundos; la extensién a 95 °C durante 30 segundos;
y, una etapa final de melting curve de un ciclo a 95 °C durante 1 min. Terminados los ciclos se
continua con un ciclo a 55 °C durante 30 segundos y 95 °C durante 30 segundos.

La PCR fue realizada en el equipo QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific) donde el
producto amplificado se detectd por la emision de fluorescencia (Ct), el cual se correlaciond
con la cantidad de RNA diana expresado.

3.10.4 Andlisis de los datos obtenidos de la RT-gPCR
La cuantificacion relativa de los niveles de expresion de los genes de interés se calculd
utilizando el método comparativo AAC:t.
Cuya formula fue:
AAC; = AC; (condicién 1) — AC;(condicion 2)
En donde ACt correspondio a la formula:
AC; = C;(gen de interés) — C,(gen endb6geno)
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Y el C: correspondi6 al valor del punto en el que la curva de expresion del gen cruzé el
umbral de fluorescencia. Este umbral se establecio, de acuerdo con las especificaciones del
QuantStudio 3, en la fase exponencial de la curva de amplificacion.

El anélisis se realizé para cada muestra en triplicado, una vez normalizado frente a la
expresion del gen enddégeno. Los valores de Ct para cada reaccion se determind utilizando el
software Design and Analysis del equipo QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific).

3.11 CARACTERIZACION Y DIFERENCIACION CELULAR EN OSTEOBLASTOS “LIKE”

La caracterizacion de las células osteoblasticas obtenidas de explantes se llevo a cabo midiendo
los niveles de expresion de los genes asociados al metabolismo 6seo: i) ALPL; ii) factor de
transcripcion 2 relacionado con el dominio Runt (RUNX2); iii) el gen que produce la Proteina
secretada acida y rica en cisteinas, también llamada Osteonectina (SPARC); v, iv) el gen que
produce la fosfoproteina secretada 1, también llamada Osteopontina (SPP1). Y los genes
asociados al metabolismo lipidico: i) adiponectina (ADIPOQ); v, ii) el gen que produce la
proteina de union a acidos grasos (FABP4).

Los experimentos descritos a continuacion, se realizaron tanto en células aisladas a partir
de osificacion como de tejido control sano.

La diferenciacion osteogénica se indujo sometiendo a las células a un medio de
diferenciacion (medio osteogénico) constituido por, DMEM completo (ver apartado 3.8)
suplementado con dexametasona (Dx; Sigma-Aldrich) a una concentracion de 1 pg/ml, B-
glicerol fosfato (Sigma-Aldrich) a una concentraciéon de 5 mM y &cido ascérbico (Sigma-
Aldrich) a 50 pg/ml.

De un subcultivo de osteoblastos “like” (explante-1, pase-1) se realizd un conteo celular
(ver apartados 3.8.2 y 3.8.3) para obtener 48.000 células, las cuales se sembraron en una placa
de 24 pocillos con medio osteogénico. Cada pocillo correspondié a un time point de la
diferenciacion: i) 7 dias; ii) 14 dias; v, iii) 21 dias. EI tiempo cero, correspondié al conteo de
48.000 células de subcultivo, a las que se les extrajo el ARN directamente. Un pocillo extra se
sembrd con células en el medio de cultivo estandar como control de crecimiento no
diferenciado. Las células se incubaron en condiciones de cultivo (ver apartado 3.8), el medio
fue remplazado 3 veces por semana y al finalizar cada time point, se aspiré el medio de
diferenciacion del pocillo, se hizo un lavado con PBS (Sigma-Aldrich) estéril y se realizo la
extraccion del ARN, como se describi6 en el apartado 3.10.1.

Para determinar los niveles de expresion de genes asociados el metabolismo osteogénico y
adipogénico se realizo la retrotranscripcion del ARN (ver apartado 3.10.2) y la cuantificacion
de expresion mediante qPCR en tiempo real (ver apartado 3.10.3); para ello se utilizaron
secuencias de primers especificos para cada gen de interés (Tabla 6) y como gen de control
enddgeno se utilizé el gen GAPDH. El analisis de datos se realizd como se describe en el
apartado 3.10.3.
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Tabla 6. Secuencias de primers para qPCR SYBR green de genes de metabolismo dseo y lipidico

Metabolismo Gen Secuencia
Forward - TCTTCACATTTGGTGGATAC
ALPL Reverse - ATGGAGACATTCTCTCGTTC
Forward - AAGCTTGATGACTCTAAACC
. RUNXZ peverse - TCTGTAATCTGACTCTGTCC
OSTEOGENICO Forward - AGTATGTGTAACAGGAGGAC
SPARC Reverse - AATGTTGCTAGTGTGATTGG
Forward - GACCAAGGAAAACTCACTAC
SPP1 Reverse - CTGTTTAACTGGTATGGCAC
Forward - GGTCTTATTGGTCCTAAGGG
. ADIPOQ  peverse - GTAGAAGATCTTGGTAAAGCG
ADIPOGENICO Forward - CAAGAGCACCATAACCTTAG
FABP4 Reverse - CTCGTTTTCTCTTTATGGTGG
CONTROL Fordward - CTTTTGCGTCGCCAG
ENDOGENO GAPDH  peverse - TTGATGGCAACAATATCCAC

3.12 DETECCION DE ISOFORMAS DE GNAS MEDIANTE WESTERN BLOT

La identificacion, visualizacion y semi-cuantificacion de isoformas de la proteina Gs-a, el
principal producto del complejo GNAS, se realizé utilizando el método de Western Blot, una
técnica que permite la identificacion de proteinas especificas mediante el uso de anticuerpos.

3.12.1 Extraccion de proteinas

La extraccion de proteinas totales de los diferentes cultivos celulares se realizé utilizando
un buffer de lisis de ensayo de radioinmunoprecipitacién (RIPA; Thermo Scientific) que
permitio la extraccion de proteinas localizadas en la membrana celular y nudcleo. El buffer de
lisis se prepar6 adicionando, en dilucion 1:100, un céctel de inhibidores de fosfatasas y
proteasas (Cell Signaling Technology), que evitaron la degradacién enzimatica de las proteinas.

El proceso de extraccién comenzo retirando el medio de cultivo de las placas y se colocaron
sobre hielo. Se realiz6 un lavado con 6 ml de PBS (Sigma-Aldrich) frio para la eliminacion de
restos de FBS.

Se elimin6 el PBS y se adiciond la preparacion del buffer de lisis a cada placa (1ml por
cada ~ 5x10° células). Se incubd durante cinco minutos en hielo, agitando ocasionalmente para
asegurar la homogenizacion del buffer sobre la placa.

Se recupero el lisado celular con ayuda de un raspador de células. El lisado se colect6 en
un tubo de 1,5 ml y se centrifug6 a 14.000 g durante 15 minutos. El sobrenadante se recuperd
y se congel6 a -80 °C hasta su uso, se evitd lo mas posible exponer el extracto de proteinas a
ciclos de congelacion/descongelacion.

3.12.2 Cuantificacion de proteinas por método de Bradford

Fue necesario normalizar la cantidad de proteina que hay en los distintos lisados celulares,
para ello se realizd una cuantificacion de las proteinas totales extraidas. La cuantificacion se
llevé a cabo por el método colorimétrico de Bradford (Protein Assay; Bio-Rad) en la que se
incluy6 una curva de estandares para obtener la concentracion final.

Los estandares se prepararon utilizando albdmina de suero bovino (BSA; Sigma-Aldrich)
en concentraciones conocidas (5; 2,5; 1,25; 0,625 pg/uL). El reactivo colorimétrico se diluye
una parte del Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad) en cuatro partes de agua ultrapura, con grado
de laboratorio filtrada y purificada por 6smosis inversa (Milli-Q). Se transfirieron 200 pl de
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colorante diluido en los pocillos de una placa de 96 pozos. Se prepararon las muestras y
estandares por triplicado y se adicionaron a los pocillos correspondientes; tres pocillos se
dejaron sin muestra, Gnicamente el colorante diluido, el cual fue usado como control negativo.
Se dejé incubar durante 5 minutos y se ley6 la absorbancia a 595 nm utilizando un lector de
placas (Triad Multi Mode Microplate Reader, Dynex Technologies).

Los datos de absorbancia obtenidos de la curva estandar se graficaron. Se calcul6 la
pendiente mediante la ecuacion de la recta (y = mx + b), con el coeficiente de determinacion
R2. Se considero que la curva estaba en condiciones aceptables con R? por encima de 0,90. Las
absorbancias de las muestras se interpolaron en la curva de estandares con concentracién
conocida, se normalizaron con respecto a la absorbancia obtenida de la medicion de los pocillos
de los controles negativos y se obtuvo la concentracidn de proteina total en pg.

3.12.3 Separacion de proteinas por electroforesis SDS-PAGE

Para realizar la separacion de proteinas por electroforesis fue necesario normalizar las
muestras. Para ello, se realizan las diluciones necesarias que aseguraron que los extractos de
cada tipo celular tengan una cantidad de 10 pg de proteina. Al extracto proteico se le adiciond
una mezcla de buffer Laemmli 4X (Bio-Rad) y 10% de B-mercaptoetanol (Bio-Rad). Se mezcld
y se incub6 a 95 °C durante cinco minutos.

La separacion de las proteinas totales se realiz6 por electroforesis SDS-PAGE, utilizando
un gel prefabricado de poliacrilamida con gradiente de 4-20% Mini-PROTEAN TGX Precast
Protein Gels de 15 pocillos (Bio-Rad).

Se adicionaron las muestras y el marcador de peso molecular (Ladder Precision Plus
Protein All Blue prestained Protein Standards; Bio-Rad), el gel se coloco en el sistema de
electroforesis vertical Mini-PROTEAN (Bio-Rad) que contiene una solucién de Clorhidrato de
tris(hidroximetil)aminometano (Tris HCI) 25mM, Glicina 0,19M y Dodecilsulfato de Sodio
(SDS) 0,01%. Se conectaron los electrodos y la separacion se realizd con un voltaje = 200
voltios (V), Intensidad de corriente = 3,0 amperios (A) y una Potencia = 300 watts (W) durante
35 minutos.

3.12.4 Transferencia y bloqueo

Para realizar el inmunomarcaje de proteinas, fue necesario transferir las proteinas del gel a
una membrana. Para ello se realiz6 una electrotransferencia, mediante el sistema automatizado
Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). Se utilizé la membrana para deteccion por quimioluminiscencia
Immobilon-P de 0,45 um (Merck). La activacion de la membrana se realiz6 sumergiéndola en
metanol absoluto (PanReac, AppliChem) hasta que cambié de color opaco a transparente. Se
realiz6 un lavado con agua Milli-Q (Millipore) y posteriormente se equilibré la membrana en
una solucién de transferencia 1X (que se prepard con 200 ml de buffer de Transferencia 5X,
Bio-Rad; 600 ml de agua Milli-Q, Millipore; y 200 ml de etanol grado biologia molecular 98%,
Millipore).

Se colocaron en el sistema de transferencia: un set de filtros humedecidos con la solucion
de transferencia; la membrana activada; el gel con las proteinas separadas; y, otro set de filtros.
Se eliminaron las burbujas con un rodillo. Y la transferencia de las proteinas se realiz6
utilizando condiciones de voltaje de 25 V, intensidad de corriente de 2,5 A durante siete
minutos.

Al terminar la transferencia se realiz6 inmediatamente el bloqueo de la membrana para
evitar uniones inespecificas. Para ello, la membrana se sumergi6 en buffer 1X TTBS (Tris HCI
con 0,1% de Tween-20; Bio-Rad) al que se le adicion6 5% de leche entera en polvo, y se
mantuvo a temperatura ambiente en agitacion constante durante dos horas.
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3.12.5 Inmunodeteccién

La deteccion se llevé a cabo utilizando anticuerpos primarios especificos para la proteina
GNAS (ab283266, abcam) en una dilucién 1:1000, y para la proteina enddgena Vinculina
(ab130007, abcam) en una concentracion 2 pg/ml, ambas preparaciones se realizaron en
solucion de bloqueo. La membrana se incub6 sumergida en la preparacién de anticuerpos
primarios durante toda la noche (aproximadamente 12 horas) a 4 °C. A continuacion, se
realizaron tres lavados de cinco minutos cada uno, con soluciéon TTBS.

Se realizd una incubacion con anticuerpos secundarios, correspondientes al hospedador de
cada anticuerpo primario: Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Rabbit 1IgG (H+L) 0,8 mg/ml (Ref.
111035003, Jackson ImmunoResearch); y, Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Mouse 1gG (H+L)
0,8 mg/ml (Ref:115035003, Jackson ImmunoResearch). Ambas a una dilucién 1:2.500 en
solucion de bloqueo. Se incub6 la membrana en agitacion, a temperatura ambiente, durante una
hora. Se realizaron tres lavados de cinco minutos cada uno, con solucién TTBS.

La membrana se incub6 por tres minutos con la solucién reveladora de quimiolumiscencia
ECL (Chemoluminescent HRP substrate, Luminata Forte; Millipore) y se trasladd al equipo de
fotodocumentacion ChemiDoc MP (Bio-Rad). Las imégenes obtenidas se analizaron utilizando
el software Image Lab (Bio-Rad). La semicuantificacion de la proteina GNAS se realizé
normalizando los valores de intensidad de bits de las bandas detectadas por el Image Lab con
respecto a las bandas identificadas como control endégeno (Vinculina) utilizando las
condiciones estandares del equipo ChemiDoc.

3.13 LOCALIZACION DE LA PROTEINA GS-a. MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA
La inmunofluorescencia (IF) es un método microscépico que permitié la visualizacion de las
proteinas intracelulares y de membrana mediante la unién de anticuerpos especificos a la
proteina de estudio y su deteccién por una segunda unién de un anticuerpo marcado con un
fluordforo. La visualizacion se realizé utilizando microscopia confocal, el cual ademas permite
la cuantificacion de la proteina marcada por la medicidn de la sefial de fluorescencia.

Utilizamos la inmunofluorescencia para visualizar la proteina Gs-a en los cultivos
primarios de: i) fibroblastos de piel control (Fbcru); ii) fibroblastos de piel sana de la Pacientel
(Fbsanos); iii) fibroblastos de piel adyacente a una osificacion de la Pacientel (Fbaay); iv)
osteoblastos “like” de hueso control (Obciri); v) osteoblastos “like” de hueso sano de Pacientel
(Obsano); vi) osteoblastos “like” osificacion de Pacientel (Obosif); Vii) pre-adipocitos sanos de
Pacientel (pre-Adpsano) y Viii) pre-adipocito adyacente a una osificacion de Pacientel (pre-
Adpady).

Para poder realizar las IF fue necesario adherir las células a un cubreobjetos redondo de
cristal, por lo que estos fueron tratados con la proteina fibronectina que permiti6 unir las células
a la superficie de cristal.

3.13.1 Cultivo celular para inmunofluorescencia

Los cubreobjetos redondos fueron colocados en cada pocillo de una placa de 24 pocillos;
se radiaron con luz ultravioleta durante 15 minutos. Se realiz6 un lavado en cada pocillo con
PBS estéril, después de aspirar el PBS, fueron incubados con 300-500ul en una solucién de
fibronectina de plasma bovino (1 pg/ml, Sigma-Aldrich) en PBS, durante 60 minutos a
temperatura ambiente, asegurandonos que cada cubreobjetos qued6 en el fondo del pocillo. Se
aspiro la solucion y se sembraron 30.000 células por pocillo en DMEM completo. Se incubaron
en condiciones de cultivo durante 24 horas.
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3.13.2 Fijacion y permeabilizacion

La fijacion fue un paso de la IF que permitid la conservacion de la estructura celular. Por
otro lado, la permeabilizacién de la membrana celular permitié el marcaje de proteinas
intracelulares. Las células se lavaron dos veces con PBS frio y se fijaron afiadiendo 300ul de
paraformaldehido al 4% (Merck) en cada pocillo; se incubaron durante 15 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion, se realizaron tres lavados con PBS frio y se
permeabilizaron las células afiadiendo a cada pocillo 300ul de una solucion de Triton-X100
(Sigma-Aldrich) al 0,02% en PBS frio. Se incubaron a temperatura ambiente por 10 minutos.
Se realizaron dos lavados con PBS frio y a continuacion se llevé a cabo el inmunomarcaje.

3.13.3 Inmunomarcaje

Para el inmunomarcaje se utilizaron los anticuerpos primarios: i) anticuerpo monoclonal
recombinante de conejo Anti-GNAS (ab283266, Abcam), a una dilucién 1:2000; ii) anticuerpo
monoclonal de ratéon Anti-a-Tubulina (T6199, Sigma-Aldrich) a una dilucién 1:500. Se
utilizaron los anticuerpos secundarios: i) Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) conjugado rojo Texas
(T2762, Thermo Fisher) a una concentracion 4 pg/mL; ii) Goat anti-Mouse 1gG (H+L)
conjugado Alexa Flour® 680 (A32723, Thermo Fisher) a una concentracion de 4 pg/mL. Todos
los anticuerpos se diluyeron en alblmina de suero bovino (Sigma-Aldrich) al 2% en PBS.

Las células adheridas al portaobjetos se colocaron en una camara himeda, se adiciono el
anticuerpo primario y se incub6 durante una hora a temperatura ambiente. Se realizaron tres
lavados con PBS en agitacion con duracion de 5 minutos cada uno. Se recolocaron los
portaobjetos en la camara himeda, se adicionaron los anticuerpos secundarios y se incubaron
durante 60 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz. Se repitieron los lavados con
PBS en agitacion y se montaron los cubreobjetos sobre un portaobjetos que contenia 8ul de
medio de montaje antidecoloracién ProLong Gold con DAPI (Invitrogen), se utiliz6 DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole) un agente de union especifico al ADN para la visualizacién de
los nuicleos. Se dejaron secar durante 16 horas (over night) protegido de la luz y se almacenaron
a -20 °C, hasta su uso.

3.13.4 Andlisis de imagenes

La captura de las imagenes digitales de las inmunofluorescencias se realiz6 en la
plataforma de microscopia confocal del IDIS, utilizando el microscopio confocal Leica TCS-
SP8 (Leica Microsystems). La cuantificacion de las sefiales de fluorescencia emitidas por el
anticuerpo anti-GNAS se realiz6 utilizando el software Image J [335].

3.14 PRUEBA DE FARMACOS EN CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS

La HOP es una enfermedad “huérfana” ya que no cuenta con ningtin tratamiento para evitar su
progresion. En este proyecto se estudid el efecto de los farmacos: Everolimus, Vismodegib,
Esclerostina y una triterapia bajo patente EP19382094 del grupo de patologias musculo
esqueléticas — E038/IDIS (Rosiglitazona [Rosi], Dexametasona [Dx] e Indometacina [Indo]);
los cuales fueron seleccionados por su actividad inhibitoria sobre genes de pathways (mTOR,
Hh y Wnt) relacionados intimamente con la osificacion heterotopica.

3.14.1 Determinacion de dosis de farmacos

Los tratamientos evaluados y las dosis probadas fueron: i) Everolimus (Certican 0,26 mg,
Novartis) a dosis de 10000, 1000, 100 y 10 uM; ii) Vismodegib (Erivedge 150 mg, Roche) a
dosis de 50, 10, 5y 1 uM; iii) Esclerostina Recombinante Humana 20ug (Peprotech) a dosis de
100, 50, 10 y 5 ng.
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Se sembraron 48.000 células por pocillo en placas de 24 pocillos para cada dosis de
farmaco y por cada time point (48 y 72 horas). Se incubaron en condiciones de cultivo durante
24 horas (apartado 3.8), se eliminé el medio de cultivo de las células y se agregé medio de
cultivo nuevo al que se le adiciond la dosis de cada farmaco. Se realiz6 la extraccion del ARN
(apartado 3.10.1) a las 48 y a las 72 horas.

La cuantificacion de expresion génica se realizé mediante gRT-PCR utilizando primers
especificos para cada gen evaluado (Tabla 7) y para un gen enddgeno (GAPDH). El analisis de
datos se realizé mediante el calculo de la AACrcomo se describi6 en el apartado 3.10.4. La dosis
Optima para los ensayos de diferenciacion fue la concentracion inhibitoria de cada tratamiento
sobre la expresion de los genes involucrados en su ruta de accion.

Tabla 7. Secuencia de primers para genes asociados a pathways implicados en la osificacion heterotdpica

Via de sefalizacion Gen Secuencia
Forward - TCGCTGAAGTCACACAGACC
mTOR mTOR Reverse - CTTTGGCATATGCTCGGCAC
Forward - AMGAGAGGAGGTTCAGATG
WNT AXIN2 Reverse - CTGAGTCTGGGAATTTTTCTTC
Forward - AGATGAATCACCAAAAAGGG
Hedgog (Hh) GLI Reverse - ATATCACCTTCCAAGGGTTC

3.14.2 Efecto de farmacos en la diferenciacién celular

Los ensayos de diferenciacion celular permitieron estudiar las diferencias de expresion
génica durante todo el proceso, en el momento justo y en el nivel adecuado. Ademas de estudiar
su relacion con vias de sefializacion (pathways) y evaluar componentes de transduccion de sefial
intracelular.

Evaluamos el efecto de diferentes fArmacos durante la diferenciacion osteoblastica en los
cultivos primarios aislados de una paciente con HOP, mediante la cuantificacién de la expresién
de genes asociados el metabolismo dseo y lipidico.

Estos ensayos de realizaron con los primeros subcultivos de los cultivos primarios de
osteoblastos “like” para salvaguardar su fenotipo y genotipo. Se utilizaron placas de 24 pocillos
donde se sembraron 48.000 células en cada pozo. El nimero de ensayos dependio de los time
points establecidos para el proceso de diferenciacion (7, 14 y 21 dias). Las células
permanecieron 24 horas en condiciones de cultivo.

Se preparé el medio de diferenciacion osteogénico con: medio de cultivo DMEM completo
(apartado 3.8) suplementado con Dx (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 100 nM, &cido
ascorbico (Sigma-Aldrich) 50 pg/ml y R-glicerol fosfato (Sigma-Aldrich) a 5 mM. Se
prepararon los farmacos en medio de diferenciacion considerando las concentraciones 6ptimas
que obtuvimos en el apartado 3.14.1. En el caso particular de la triterapia, fue cedida por el
laboratorio de patologias musculo esqueléticas — E038/IDIS, se utilizo la dosis (Rosi 2 mM, Dx
1 uM e Indo 60 uM) establecida en su patente para ensayos in vitro.

Se adicionaron los medios de cultivo suplementados con los respectivos farmacos en los
pocillos correspondientes. Se incubaron en condiciones de cultivo durante el tiempo establecido
en los time points y al cumplirse estos, se realizé la extraccion del ARN. Se prepararon las
muestras para los andlisis de expresidn génica utilizando un panel de genes disefiado a medida
para la plataforma nCounter (Nanostring; ver apartado 3.5). Los datos obtenidos de estos
experimentos fueron normalizados segln los criterios de Nanostring y ademas, con respecto al
background.
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3.15 EFECTOS DEL SUERO DE LAS PACIENTES EN LA DIFERENCIACION CELULAR

La diferenciacion celular estd determinada por sefiales extracelulares como son hormonas y
factores de crecimiento que interaccionan con los receptores celulares desencadenando una
respuesta pleiotropica.

En este trabajo se analizaron los cambios de expresion génica resultado de enfrentar las
células osteoblasticas inmortalizadas, a los sueros sanguineos tanto de las pacientes con HOP
como de controles sanos.

La linea celular de osteosarcoma humana SaOS-2 se utilizé6 como modelo para analizar el
efecto de los sueros de pacientes con HOP y pacientes sanos durante la diferenciacion
osteogénica. Los ensayos se llevaron a cabo cultivando en medio de cultivo completo DMEM
F-12 (Sigma-Aldrich, ver apartado 3.8), 58.000 células por pocillo, en una placa de 24 pocillos.
Se consideraron el nimero de células y pocillos necesarios para cada suero a probar y por cada
time point de la diferenciacion (7, 14 y 21 dias). Incubamos las células durante 24 horas en
condiciones de cultivo. Se adicioné al pocillo correspondiente, el medio de diferenciacion
celular para Sa0S-2 (DMEM-F12 (Sigma-Aldrich); &cido ascérbico (Sigma-Aldrich) al
50upg/ml; antibidtico (penicilina/estreptomicina; Sigma-Aldrich) al 1%; y, L-glutamina (Sigma-
Aldrich) al 1%) suplementado con 5% de los diferentes sueros a testear: i) suero de la Pacientel,;
ii) suero de la Paciente2; v, iii) pool de sueros de 6 controles sanos. Se incubaron en condiciones
de cultivo durante los time points establecidos para la diferenciacion y se prepararon las
muestras para los analisis de expresién génica utilizando un panel a disefio para la plataforma
n-Counter (Nanostring; ver apartado 3.5).
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4.1 CAPITULO 1. PRESENTACION DEL CASO UNICO DE GEMELAS IDENTICAS DISCORDANTES
CON DIAGNOSTICO DE HETEROPLASIA OSEA PROGRESIVA'

La consulta clinica de nuestro grupo de investigacion ha dado seguimiento desde los cuatro
hasta los 11 afios de edad (actualidad) a dos gemelas idénticas diagnosticadas con HOP. En este
capitulo se describe tanto el seguimiento clinico, analitico y farmacolégico realizado a ambas
gemelas.

4.1.1 Antecedentes personales y familiares. primeros signos clinicos de las gemelas

Las gemelas idénticas nacieron pretérmino a las 31 semanas de gestacion, sin necesidad de
procedimientos de reanimacion y sin anomalias ni deformidades en la examinacion clinica.
Después de las diez semanas de vida, una de las gemelas (Pacientel) presentd papulas
subcutaneas duras en ambas piernas. El diagndstico inicial fue necrosis de grasa subcutanea,
sin embargo, en poco tiempo aparecieron nuevas lesiones, las cuales se fusionaron en placas
6seas que progresaron a tejidos profundos que impedian su movilidad. Durante el mismo lapso,
la otra gemela (Paciente2) desarrolld tres minimas papulas subcutaneas que permanecieron
estacionarias durante varios afos.

No existen antecedentes familiares de ninguna enfermedad 6sea. La madre sufre de vitiligo,
hipotiroidismo (tratado con levotiroxina) y migrafia. El padre presentd calcificaciones
bilaterales, desarrolladas por desgarro del tendén de Aquiles. No existe consanguinidad
conocida en la familia.

Valores IBD

4.1.2 Diagnéstico genético

Ante la sospecha de una enfermedad . o X
osificante de tejidos profundos, en concreto de : T |
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exén 7, que consiste en una delecion de 4 pb HGo2238
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de la enfermedad, sugiere una mutacion de novo,
confirmando el diagndstico de HOP en ambas Figura 20. Heatmap de los valores de identidad
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pacientes fueron compatibles con una relacion de 1000 genomas (IBS-1000G) [338]. Con permiso de:
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gemelos o muestras provenientes de la misma

fuente bioldgica [336], segun la prueba de Lee [337] (Figura 20). Esta relacién fue

estadisticamente significativa (P-valor <107'® para todas las comparaciones por pares). Se

* Justicia-Grande AJ, Gomez-Rial J, Rivero-Calle I, Pischedda S, Curras-Tuala MJ, Gémez-Carballa A, et al. Case Report:
Two Monochorionic Twins With a Critically Different Course of Progressive Osseus Heteroplasia. Front Pediatr 2021;9:508.
https://doi.org/10.3389/FPED.2021.662669/
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obtuvieron valores de IBD para todas las comparaciones de un total de 715.195 SNPs. Nuestros
andlisis indican que ambas hermanas son genéticamente idénticas [338].

4.1.3 Progresion de la enfermedad”
Desde la aparicion de los primeros sintomas y el diagnéstico de las pacientes, la diferencia
en el curso clinico entre ambas gemelas ha sido evidente. La progresion acelerada de la

Figura 21. Imagenes cronoldgicas de la progresion en la Paciente 1.
ay b) Serie 6sea completa correspondiente al afno 2011, c) Radiografia computarizada de miembros inferiores
correspondiente al afio 2013, d) Tomografia computarizada de extremidades, correspondiente al ano 2014.

* Justicia-Grande AJ, Gomez-Rial J, Rivero-Calle I, Pischedda S, Curras-Tuala MJ, Gémez-Carballa A, et al. Case Report:
Two Monochorionic Twins With a Critically Different Course of Progressive Osseus Heteroplasia. Front Pediatr 2021;9:508.
https://doi.org/10.3389/FPED.2021.662669/
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enfermedad en la Pacientel, desde los primeros sintomas (Figura 21a, 21b) derivé en la
anquilosis de la pierna izquierda; calcificacion de tejidos profundos en la pierna derecha;
abdomen; region subescapular; y, tejido adiposo de ambas fosas iliacas (Figura 21c, 21d).
Mientras que la Paciente2 no mostrd progresion de la enfermedad durante los primeros afios y
en la actualidad, tan solo presenta tres placas 6seas mdviles estables en el pteridn derecho, brazo
derecho y pie izquierdo.

Durante la primera evaluacion por parte de nuestra consulta médica se realizé una
evaluacion de los marcadores 6seos séricos en ambas gemelas. Los valores del factor de
crecimiento 6seo (IGF-1, por sus siglas en inglés) se observaron alterados en la Pacientel, con
niveles inferiores con respecto al rango de la normalidad y en contraste con los marcadores de
formacion ésea BAP, PINP y OC, que se encontraron elevados. Los marcadores relacionados
con reabsorcion 6sea (3-CTX), marcadores de mineralizacion dsea (calcio, fosforo y vitamina
D), la funcién tiroidea (PTH y TSH por sus siglas en inglés) y marcadores de procesos de
autoinmunidad (autoanticuerpos) permanecieron dentro de los valores normales.

En la Paciente2 todos los marcadores analizados permanecieron dentro del rango de la
normalidad. (Tabla 8)

Tabla 8. Parametros bioquimicos y hematologicos de las Paciente1 y Paciente2

Parametros bioquimicos y hematolégicos Rango normal Paciente1 Paciente2
Factor de crecimiento insulinico 1
[IGF-1] (ng/ml) 49 - 327 39,7 56,2
Fosfatasa Alcalina Osea
[BAP] (mcg/l) 41 - 134 236 122
Propéptido amino-terminal del colageno tipo |
[PINP] (ng/ml) 277 - 824 853,6 666,7
Telopéptido beta carboxi-terminal del colageno tipo 1
[B-crosslaps o B-CTX] (ng/ml) 0,57-1,84 L 1,29
Calcio sérico 9.2-103 10,2 10,3
(mg/ml)
25hydroxi-vitamina D 12 - 54 25 271
(ng/ml)
Fosfato i6nico
(me/dl) 3,5-5,5 3,9 5
Osteocalcina 2.8 - 41 472 254
(ng/ml)
Hormona Paratiroidea

9-59 35 36
[PTH] (pg/m)
Hormona Estimulante Tiroidea
[TSH] (mIU/L) 0,35 - 5,50 1,92 2,52
Autoanticuerpos
Anticuerpos Antinucleares [ANA] Negativo Negativo
Anticuerpos Antimitocondriales [AMA] Negativo Negativo
Anticuerpos Anticitoplasma de Neutréfilo [ANCA] Negativo Negativo
Factor Reumatoide [RF] (Ul/dl) 35-60 <35 <35
Anticuerpos Anti-Smith [A-Sm] Negativo Negativo

Las lesiones osificadas aumentaron de forma acelerada en tamafio y cantidad (Figura 22).
Dichas lesiones desarrolladas en tejido subcutaneo fueron analizadas por el Servicio de
Anatomia Patoldgica del CHUS Yy clasificadas como osificaciones de tipo intramembranoso
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localizadas a nivel dérmico profundo e hipodermis separadas por tejido adiposo (Figura 23).
La formacién de osificaciones con patrones de mosaico caracteristicos de la HOP y su
progresion, se pueden apreciar en las Figuras 21, 24 y 25 obtenidas cronol6gicamente desde la
primera visita de la Pacientel a nuestra consulta, hasta la actualidad.

Figura 22. Tejido de reseccion de piel de una zona con osificacion
Se muestra la pieza con la epidermis hacia abajo y la dermis hacia arriba. La flecha muestra una
osificacion con crecimiento de epidermis hacia dermis

> 5 y %% ~ 7,
5 * &
e v S ,{1!(- -
Figura 23. Histologias con tincion hematoxilina-eosina (HE) de tejido subcutaneo osificado de Paciente1.
a) Panoramica de tejido cutaneo con extensa osificacion a nivel dérmico profundo e hipodermis, aumento
40X; b) Trabéculas 6seas de pozos variable separados por tejido adiposo, se incluye glandula sudoripara,
aumento 100X; c) Tejido 6seo maduro con mineralizacion, se observan osteocitos dentro de trabéculas,

aumento 200X; d) Osificacion integrada en musculo, rodeada de tejido adiposo, aumento 40X. Imagenes
obtenidas del servicio de Anatomia Patologdgica del CHUS por el Dr. José Ramon Antlnez Lopez
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Figura 24. Imagenes cronologicas de la progresion en la Paciente1
a y b) Tomografia computarizada (TC) del pie izquierdo, afio 2015, c) TC de extremidades, afo 2016,
d) radiografia digital del fémur, afio 2018

Figura 25. Imagenes cronoldgicas de la progresion en la Paciente1 (22 parte)
a) Tomografia computarizada (TC) de extremidades, afo 2019; b) TC completa, afio 2021
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4.1.4 Interaccién del sistema inmunitario y el metabolismo 6seo (osteoinmunidad) en
laHOP

Para evaluar y comparar el perfil osteoinmune de las pacientes con HOP y de controles sin
HOP, se cuantificaron los niveles séricos de siete citoquinas inmunolégicas involucradas en la
homeostasis 0sea. Se observo una desregulacion en un grupo de 4 citoquinas relacionadas con
osteoinmunidad en las pacientes con HOP con respecto al grupo control, sin embargo, estos
cambios no fueron estadisticamente significativos. La Pacientel mostrd niveles disminuidos de
los marcadores MCP.1 y RANTES/CCL5 (Figura 26a, 26b), mientras que en la Paciente2 se
observaron niveles incrementados de las citoquinas PDGF.AA y MIP-1 beta (Figura 26c, 26d).
No se observaron diferencias entre los perfiles de citoquinas de la Pacientel y Paciente2. El
resto de las citoquinas tuvieron niveles similares entre los grupos. (ANEXO 3).

Por otro lado, se analizaron 13 marcadores séricos relacionados con el recambio dseo.
Observamos un perfil diferencial significativo en seis de los marcadores cuando comparamos
las pacientes con HOP y los controles sin HOP. En la Pacientel observamos niveles
incrementados de OPN (P-valor = 0,048; Figura 27a) y niveles disminuidos de la citoquina
TNF-a (P-valor = 0,019; Figura 27b) comparado con los controles sin HOP. Mientras que la
Paciente2 mostré niveles séricos disminuidos de los marcadores DKK1 (P-valor = 0,008;
Figura 27c) y OC (P-valor = 0,004; Figura 27d), y niveles incrementados de Leptina (P-valor
=0,004; Figura 27e).
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Figura 26. Marcadores de osteoinmunidad en suero de pacientes con HOP vs Controles
Representacion de los niveles séricos de las citoquinas: a) Proteina quimioatrayente de monocitos
(MCP.1/CCL2); b) Ligando 5 de quimiocina (RANTES/CCL5); c) Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas
PDGF.AA; d) PDGF.BB; obtenidos mediante inmunoensayos MILLIPLEX
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Cuando comparamos los niveles de citoquinas entre la Pacientel con la Paciente2
identificamos niveles incrementados en la Pacientel de DKK1 (P-valor = 0,040; Figura 27c) y
OC (P-valor = 0,002; Figura 27d). Por otro lado, la Paciente?2 tiene niveles incrementados con
respecto a Pacientel en TNF-a (P-valor = 0,006; Figura 27h), Leptina (P-valor = 0,008; Figura
27e) e IL-6 (P-valor = 0,010; Figura 27f). En el resto de las citoquinas no se observaron
diferencias significativas (ANEXO 4).
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Figura 27. Medicion de marcadores séricos relacionados con el metabolismo 6seo
a) Osteopontina (OPN); b) Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF- a); c) Proteina dickkopf-1 (DKK1); d)
Osteocalcina (OC); e) Leptina; f) Interleucina 6; obtenidos mediante inmunoensayo MILLIPLEX

4.1.5 Protocolo de tratamiento farmacoldgico’
La répida progresion de la enfermedad en la Pacientel que evolucionaba condicionando cada
vez mas su movilidad precisé de una exhaustiva revision de posibles opciones terapéuticas
registradas para HOP y se disefid un protocolo de tratamiento exclusivo para la paciente (Tabla

9).

* Justicia-Grande AJ, Gomez-Rial J, Rivero-Calle I, Pischedda S, Curras-Tuala MJ, Gémez-Carballa A, et al. Case Report:
Two Monochorionic Twins With a Critically Different Course of Progressive Osseus Heteroplasia. Front Pediatr 2021;9:508.

https://doi.org/10.3389/FPED.2021.662669/
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Tabla 9. Resumen de las pautas terapéuticas usados en la Paciente1

Farmaco Dosis Mecanismo TD Efecto adverso Causa de discontinuacion Ref.
Mecasermina 0,04 mg/dia rhIGF-1 15 No Marcadores séricos empeorados; misma clinica.  [339,340]
(rhIGF-1)

Naproxeno 100mg AINES 40  Ulceras aftosas Ulceras aftosas [341]
Trerionina topica  0,10% Retinoide: estimulaciona 10  Erupcion roja e Crecimiento de osificacion sobre la escapula [342-344]
0,025% nivel transcripcional de la hinchada en las
expresion de Gs-a zonas aplicadas
Acitretina oral 10 mg/ dia Retinoide: estimulaciona 90 No Coalescencia de espigas 6seas en la espalda y [345]
nivel transcripcional de la progresion de la osificacion en la escapula
expresion de Gs-a izquierda, asi como aparicion de nuevas puntas
osificadas rodeando la osificacion del abdomen.
Pamidronato 2,5mg/Kg Bifosfonato: disminuye la 3 Empeoramiento de Manifestaciones de progresion de HOP [346]
liberacion de calcio, la mialgia y astenia;
bloquea la mineralizacion aparicion de fiebre
de la matriz osea. baja
Itroconazol 6,6mg/q.d Antifiingico: actia como 90 Regresion de los marcadores séricos de [347]
9,5mg/q.d potente supresor de lavia 30 formacion de hueso a niveles previos y ausencia
de senalizacion Hh en la progresion de la enfermedad
Metilprednisolona  20mg/kgq.d Hormona corticosteroide 5 Ausencia de mejora clinica en la progresion de [114,348]
Retirada gradual 180 la enfermedad a pesar de la reduccion de
marcadores 6seos después de iniciar la pauta.
Indometacina 3mg/Kg (b.i.d) AINES 180 Progresion de la enfermedad, finalizacion de [349,350]
4mg/Kg (b.i.d) tratamientos incluidos en nuestro protocolo.
Everolimus 4.5 mg/m2 /q.d Inhibidor de la via mTOR 199 Aftas bucales Progresion en el crecimiento de osificacionesy  [343,348]
5-9mg/m2 /q.d aparicion de nuevas osificaciones nuevas.
Triterapia
Pioglitazona 1 mg/Kg/q.d Inhibidor de via Wnt 1
Indometacina 75mg/q.d AINES 1 Epigastralgia
Dexametasona 0,08mg/Kg/q.d  Analogo de hormona 1
corticosteroide
Pioglitazona 45 mg/q.d 53  Mala cicatrizacion Progresion en el crecimiento de osificaciones [351]

Dexametasona

0,08mg/Kg/q.d
Retirada gradual
al 25% c/5 dias

de heridas
quirargicas

antiguas y aparicion de nuevas placas 6seas a
nivel abdominal y miembro inferior derecho.

Abreviaturas: TD: tiempo de administracion (dias); b.i.d, bis in die (dos veces al dia); q.d, quaque die (una vez al dia) [352].
Con permiso de: Creative Commons Attribution License.
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4.1.5.1 Evaluacion de la Pacientel durante el tratamiento con rhIGF-1"

La primera linea de tratamiento que se utiliz6 fue la mecasermina (rhIGF-1), se
administraron dos dosis de 0,04 mg/kg por via subcutanea diariamente durante dos semanas
para regular los niveles persistentemente bajos que presentd desde su nacimiento la Pacientel
y como nuevo enfoque terapéutico, basandonos en su papel como regulador de la
osteoclastogénesis y la reabsorcién 6sea [353].

No se observaron efectos adversos y fueron evaluados los niveles de marcadores 6seos y
pardmetros analiticos de rutina. Los valores séricos de rhIGF-1 se normalizaron (valor maximo
=196 al dia 15 de tratamiento) sin producir cambios en la progresién de la enfermedad. Los
valores del marcador de recambio dseo CTX aumentaron en un 10% (de 1,71 ng/ml a 1,87
ng/ml), mientras que los niveles del marcador de proliferacion de osteoblastos PINP
aumentaron en un 30% (de 853,6 ng/ml a 1.177 ng/ml) (Figura 28). Al no haber mejoria en los
parametros clinicos, se suspendi6 el tratamiento.

4.1.5.2 Evaluacion de la Pacientel durante el Tratamiento con retinioides”

Después de retirar el IGF-1y el naproxeno, se inici6 la aplicacidn de tretinoin tépica
0,10% en tres zonas: sobre la osificacion en la zona de la escapula derecha y dos zonas pequefias
localizadas sobre pequefias osificaciones en la pared abdominal. A pesar de proteger las zonas
del sol, la Pacientel desarrolld un exantema eritematoso y edema en las zonas expuestas al
tratamiento.

Se disminuyé la dosis del tratamiento tépico al 0,025% pero los efectos adversos
continuaron y la osificacion heterotdpica sobre la escapula aument6 de tamafio.

Dos semanas después, se cambié la administracion del tratamiento por isotretinoina oral.
Tuvo una buena tolerancia al tratamiento oral, sin registrarse efectos secundarios. Después de
un mes de tratamiento los niveles de PINP disminuyeron a 570 ng/ml y CTX hasta 1,2 ng/ml
(Figura 28). Sin embargo, tras tres meses se retird el tratamiento por no observar mejoria
clinica ni evitar/decelerar la progresion de la enfermedad, ya que en ese periodo de tiempo se
observo coalescencia de pequefias osificaciones a nivel dorsal, la osificacion de la escépula
izquierda progreso y aparecieron nuevas osificaciones alrededor de las ya formadas en la pared
abdominal.

4.1.5.3 Evaluacion de la Pacientel durante el tratamiento con bifosfonatos”

La siguiente opcidn terapéutica fue la administracion de pamidronato via intravenosa
durante 3 dias con una dosis acumulativa de 2,5 mg/kg. La administracion del tratamiento fue
mal tolerada por la Pacientel con incremento de las mialgias, astenia y aparicién de febricula.
Ademas, se observaron alteraciones hidroelectroliticas que incluian grados leves de
hipopotasemia e hipocalcemia, asi como elevacién transitoria de las enzimas hepaticas.
Después de cinco semanas de tratamiento, se observé disminucion en los niveles de PINP (227
ng/ml) y CTX (0,31 ng/ml) (Figura 28), pero con progresién en las manifestaciones de la
enfermedad, por lo que se decidio la discontinuar el tratamiento.

Se continuo el protocolo de tratamiento con la administracion de Itraconazol con una dosis
Unica diaria de 100 mg (6,6 mg/kg/dia). Después de tres meses de tratamiento y tras observar
una mantenida actividad osificante y brote de la enfermedad, la dosis se aumenté a 150 mg (9,5
mg/kg/dia). La duracion total del tratamiento con Itraconazol fue de cuatro meses, durante los
cuales los marcadores de formacion 6sea regresaron a los niveles previos al tratamiento y no se

* Justicia-Grande AJ, Gomez-Rial J, Rivero-Calle I, Pischedda S, Curras-Tuala MJ, Gémez-Carballa A, et al. Case Report:
Two Monochorionic Twins With a Critically Different Course of Progressive Osseus Heteroplasia. Front Pediatr 2021;9:508.
https://doi.org/10.3389/FPED.2021.662669/
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observo mejora clinica en la progresion de la enfermedad. En ese periodo de tiempo se realizé
exéresis de placa abdominal izquierda, debido al dolor provocado al sentarse.

4.1.5.4 Evaluacion de la Pacientel durante el tratamiento con corticoides’

La siguiente linea de tratamiento consistié en la administracion de metilprednisolona
via intravenosa durante 5 dias en dosis elevadas (20mg/kg/dia), disminuyendo posteriormente
la dosis gradualmente por un periodo de 6 meses.

Inicialmente se observo la disminucién del marcador PINP (98,1 ng/ml) siendo éste el nivel
mas bajo durante todo su seguimiento y el aumento del marcador CTX (2,1 ng/ml) (Figura 28).
En los anélisis siguientes los valores de ambos marcadores volvieron a los niveles basales
habituales. Durante ese periodo de tiempo, se realiz6 una densitometria dsea observandose una
importante osteopenia de las vértebras lumbares (-9,22 desviaciones estandar), ademéas de
presentar un brote de la enfermedad definido por la aparicion de osificacion en la zona de los
isquiotibiales derechos, por lo que no se considerd repetir la administracion del corticoide.
Debido al aumento de dolor, se sustituyd el naproxeno por indometacina un mes antes de la
interrupcidn del corticoide.

4.1.5.5 Evaluacién de la Pacientel durante el tratamiento con antiinflamatorios no
esteroideos (AINES)"

Se inicid el tratamiento con Indometacina con una dosis de 3 mg/kg/dos veces al dia.
Durante ese periodo se identificaron areas no calcificadas, pero dolorosas, y similares a
tumoraciones en los musculos de la parte posterior de la pierna; lo que sugiri6 una osificacion
de tipo endocondral caracteristica de fibrodisplasia osificante progresiva (FOP). Ademas, se
observo la progresion de algunas papulas subcutaneas a placas de osificacion con la retraccion
de la piel en el abdomen y la escapula. Esas osificaciones se convirtieron en hueso maduro seis
meses mas tarde.

Se evitaron las extracciones de sangre con la finalidad de minimizar la interferencia con
las actividades diarias de la Pacientel. En este periodo y tras 1 afio de la exéresis de la
osificacion abdominal (durante el tratamiento con ltraconazol), se observo la aparicion de
lesiones osificantes a lo largo de la cicatriz. Ademas, la Pacientel fue sometida a una cirugia
ortopédica con la finalidad de detener la anquilosis de la rodilla aun funcional.

Durante 14 meses de tratamiento con Indometacina la Pacientel present6 dos periodos de
brote y recurrencia de osificacion debajo de las zonas cicatrizales de la incisién de una exéresis
previa.

Los valores analiticos de los marcadores dseos (PINP y CTX) durante la administracion de
los distintos tratamientos a la Pacientel se representan en la Figura 28.

Durante el protocolo de tratamiento, la Pacientel present6 datos de infeccién en diversas
ocasiones, especialmente en zonas donde las espigas de osificacion desgarraron la piel (pie
izquierdo) produciendo necrosis y ulceracion de la lesion osificada. Ademas, en alguna ocasién
fue ingresada para la administracion de antibidticos intravenosos por infeccién post quirdrgica.
La analgesia ha tenido que ir aumentando con respecto al tiempo debido a la progresion de la
enfermedad.

El hipermetabolismo ha provocado la anquilosis de la pierna izquierda y la retraccion en el
miembro inferior derecho. El percentil de talla se ha ido alejando del normal para su edad con

* Justicia-Grande AJ, Gomez-Rial J, Rivero-Calle I, Pischedda S, Curras-Tuala MJ, Gémez-Carballa A, et al. Case Report:
Two Monochorionic Twins With a Critically Different Course of Progressive Osseus Heteroplasia. Front Pediatr 2021;9:508.
https://doi.org/10.3389/FPED.2021.662669/
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la progresion de la enfermedad. A pesar de tener momentos animicamente mas complicados, la
Pacientel ha mantenido una disposicion alegre.

Tras el fracaso del tratamiento con corticosteroides, los padres y el equipo médico
acordaron suspender las extracciones de sangre quincenales y seguir la evolucién en funcién de
los parametros clinicos, para reducir intervenciones y visitas al hospital, minimizando asi la
interferencia con las actividades diarias.

O Mecasermin O Oral retinoid O Methylprednisolone
O Naproxene O Pamidronate O Indometacin
O Tretinoin O ltraconazole O Methylpred.+Indomet.
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Figura 28. Cronograma de tratamientos recibidos y evolucion de la enfermedad en el Paciente1
Niveles de PINP y CTX (Beta-crosslaps) obtenidos en las 4 semanas previas al inicio de la primera
intervencion terapéutica (administracion de Mecasermina) correspondiente al inicio del segundo mes. PINP:
propéptido amino terminal del colageno tipo | [352]. Con permiso de: Creative Commons Attribution
License

La progresion de la enfermedad en la Pacientel se muestra en la Figura 29 donde se
observan osificaciones en el miembro inferior derecho, especialmente sobre la superficie medial
de la tibia, esta osificacion afecta parte del tobillo derecho y de la dermis sobre los aductores.
Se evidencia la asimetria entre los miembros inferiores (con progresion constante), asi como
anquilosis tanto de rodilla como del tobillo izquierdo.

109



MARIA JOSE CURRAS TUALA

4.1.5.6 Evaluacion de la Pacientel durante el tratamiento con Everolimus.
Dado que la Pacientel no demostré mejora con el primer protocolo establecido de
tratamientos compasivos y la enfermedad seguia progresando con complicaciones cada vez mas

Figura 29. Fotografia de las afectaciones en la Paciente1 como un fenotipo extremo de
HOP[352]. Con permiso de: Creative Commons Attribution License

incapacitantes; el grupo médico con la aceptacion de los padres optaron por la administracion
de Everolimus, un inmunosupresor con actividad inhibitoria de la via de sefializacion mTOR,
implicada en la diferenciacidon de MSCs a osteoblastos.

El Everolimus fue administrado por via oral antes de las comidas (14:00) a una dosis de
4,5 mg/m? y una dosis de mantenimiento de 5-9 mg/m? ajustando la dosis para llegar a la
concentracion dptima en sangre. El periodo de tratamiento fue de 254 dias (36 semanas) y la
continuidad del tratamiento se evalué considerando su impacto negativo en la progresion de la
enfermedad y la inexistencia de efectos terapéuticos inadecuados o efectos adversos
importantes. La estimacion de la eficacia a largo plazo del Everolimus se realizé mediante una
exhaustiva inspeccién clinica que incluia la evaluacion de la mitigacion del crecimiento de las
placas existentes o la aparicion de lesiones de nueva formacion.
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En paralelo, se administrd terapia profilactica con cotrimoxazol para sopesar el efecto
inmunomodulador del Everolimus. Se suspendié a los 33 dias una vez se demostré que no era
necesario. Se realizé un completo seguimiento clinico y bioquimico de la enfermedad durante

el periodo de administracion del
tratamiento.

En general, la Pacientel tolerd
bien el tratamiento con
Everolimus, presentando como
Unico efecto adverso Ulceras de
tipo aftas orales cuando los niveles
de Everolimus en sangre eran mas
altos.

No se observd ningln efecto
secundario reportado por la ficha
técnica del tratamiento como es
inmunosupresién, neumonitis no
infecciosa, hipersensibilidad o
insuficiencia renal, sin embargo, al
dia 28 el tratamiento fue
interrumpido como medida
preventiva (del dia 65 al dia 93)
debido a una infeccion respiratoria.

Durante el tratamiento con
Everolimus la progresion de la
enfermedad se mantuvo estable en
general, clinicamente se
observaron el desprendimiento
menor de las placas de osificacion
previas al tratamiento  con
Everolimus y la aparicion de
pequefias osificaciones nuevas. En
el dia 217 de tratamiento se realiz6
una exéresis programada de tres
placas de osificacion existentes
previas al tratamiento. El dia 233 se

¥

Figura 30. Imagenes clinicas de la progresion de la HOP en
Paciente1
(a) antes y b) después del agravamiento alrededor del dia 233 en la
ingle derecha, (b) nuevas calcificaciones ectopicas en el abdomen y
(c) escapula izquierda

observd una aceleracion en la progresion de la enfermedad con un incremento significativo de

las lesiones osificantes (Figura 30).

Los pardmetros analiticos fueron evaluados en diferentes momentos durante el tratamiento
con Everolimus. En el dia 197 se observo hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia. Se
determind la existencia de una correlacién significativa entre los niveles de Everolimus en
sangre y los niveles de glucosa (r? =0,720; P-valor =0,002) y &cido Grico (r? = -0,502, P-
valor=0,040), sin embargo, los resultados no fueron significativos al realizar el ajuste de efectos

multiples Bonferroni (ANEXO 5).
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4.1.5.6.1 Monitorizacion de marcadores 6seos durante el tratamiento con
Everolimus

Los niveles de BTMs séricos (ALP, CTX y PINP) se correlacionaron
negativamente con los niveles séricos de Everolimus, siendo que cuando los niveles del
tratamiento aumentaban, los niveles de los BTMs disminuian, y viceversa. En un breve periodo
de disminucion en los niveles séricos de Everolimus (dia 93) se observ6 un incremento en los
marcadores 6seos (Figura 31).

Se observé una correlacion significativa en los marcadores dseos CTX (r? = —0,576, P-

valor = 0,016) y PINP (r2 =—0,598, P-valor = 0,011), mientras que la correlacién con ALP no
fue estadisticamente significativa (r> = —0,268, P-valor = 0,298) (Figura 31).
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Figura 31. Seguimiento de biomarcadores de actividad de recambio 6seo (BTM) durante el tratamiento
inmunosupresor con Everolimus
ALP se expresa en pg/l; Los niveles de B-CTX, PNIP y Everolimus se miden en ng/ml. El coeficiente de
correlacion de Pearson y el correspondiente P-valor se muestran en cada comparacion

En contraste con los BTMs, los marcadores relacionados con el metabolismo 6seo
Unicamente la PTH mostré una correlacion positiva significativa (r? = 0,622, P-valor = 0,041)
con respecto a los niveles de Everolimus en sangre. Se observé una correlacion negativa entre
los marcadores de inhibicion de la via Wnt: DKK1 y SOST (r? = -0,458, P-valor = 0,157; r2 =
-0,348, P-valor= 0,294; respectivamente), sin embargo, la diferencia no fue significativa. Los
niveles de OC (r? = 0,519, P-valor = 0,102), OPG (r? = 0,179, P-valor = 0,598) y OPN (r? =
0,252, P-valor = 0,456) mostraron una correlacién positiva, pero con un nivel de significacion
por debajo del umbral nominal (Figura 32).
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Figura 32. Seguimiento de las citocinas como biomarcadores relacionados con el metabolismo 6seo durante el

tratamiento con Everolimus
Se analizaron: DKK-1, IL1-8, IL-6, Insulina, Leptina, OC, OPG, OPN, PTH, SOST y TNF-a. El coeficiente de

correlacion de Pearson y el correspondiente P-valor se muestran en cada comparacion
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4.15.7 Evaluacion de la Pacientel durante el tratamiento con una triterapia
(pioglitazona/indometacina/dexametasona)
Debido a la poca eficacia de las terapias anteriormente descritas y la progresion

acelerada de la enfermedad; se consider6 la administracién de una terapia innovadora patentada
por el Grupo de Investigacion de Patologias musculo esqueléticas (E038, IDIS) (patente nimero
EP19382094), en la cual se incluye el uso de pioglitazona/indometacina/dexametasona. Los
efectos adversos de la triterapia fueron evaluados para la administracion en la Pacientel, los
cuales no representaron un riesgo mayor a la progresion de la enfermedad por lo que se
administrd 3 dias antes de una cirugia programada para la exéresis de una de las placas de
osificacion.

La medicacion fue bien tolerada a excepcion de epigastralgia que mejor6 con tratamiento
con omeprazol. Sin embargo, el uso de corticoides (dexametasona) se cree que pudo contribuir
a una mala cicatrizacién de las heridas en el lecho quirdrgico, asi como sobreinfeccion
bacteriana asociada; y, por otro lado, la progresion de la enfermedad fue evidente, con aparicion
de nuevas placas dseas fundamentalmente en area cercana al lecho quirdrgico abdominal y en
miembro inferior derecho a nivel inguinal.

4.1.6 Procedimientos quirdrgicos

La Pacientel se ha sometido a diversos procedimientos quirargicos con fines paliativos,
antidlgicos y mejorar, en la medida de lo posible, su calidad de vida.

A continuacién, se describen en orden cronol6gico las intervenciones quirtrgicas
realizadas en la Pacientel durante la progresion de la enfermedad (Tabla 10)

Tabla 10. Procedimientos quirurgicos realizados en la Paciente1 posterior a la progresion acelerada

Afo Procedimiento
2015 Cirugia por osteomielitis del 5° dedo de pie izquierdo, fusion entre 4° y 5° dedo
2016 Exéresis de osificacion en region abdominal izquierda
Exéresis de osificacion en gliteo derecho y epifisiodesis de fémur distal derecho
2017 Exéresis de osificacion perineal preservando piel suprayacente, y de otra placa mas profunda en gluteo
derecho
Hemiepifisiodesis anterior de rodilla izquierda
Hemiepifisiodesis anterior tibia proximal derecha
2018 Exéresis de 3 placas de osificacion: 2 localizadas en linea media por encima del pubis, una de tipo
superficial y la otra en fascina. Y otra en zona axilar posterior izquierda
Exéresis de osificacion en region escapular y supra iliaca. Ademas, se obtienen y remiten diversas
muestras para estudio incluyendo calcificaciones heterotopicas subcutaneas de ambas localizaciones,
tejido adiposo y piel normal
2019 Exéresis de placas suprapubica que afecta fascia de musculos rectos y se continua en profundidad. Tras
la exéresis, se sustituye fascia por malla de matriz natural de colageno (EGIS) dejando
Exéresis de placa abdominal lateral superficial y uso de dermis artificial (Integra) para relleno dérmico
evitando adherencias fascia-piel
2020 Exéresis de placa transmural a nivel infraumbilical de aproximadamente 8cm de ancho y 5cm de
profundidad, reseccion de un segmento de 6x4cm de fascia de rectos, reseccion de placa de osificacion
superficial en region inguinal izquierda sobre placa recidivada dejando subyacente una gran placa lisa
que afecta a toda la musculatura de la pared lateral del abdomen uniéndose con el iliaco ipsilateral; y
exéresis de espicula 6sea de una placa de la pierna izquierda
Exéresis de placa lateral derecha (infiltrando musculo transverso del abdomen) y quiste de contenido
liquido de region glitea
2021 Colostomia en coldn descendente de tipo Hartmann
Amputacion transfemoral (1/3 proximal) del miembro inferior izquierdo
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4.2 CAPITULO 2. ANALISIS DEL EPIGENOMA DE LAS PACIENTES CON HOP

4.2.1 Comparacion del perfil de metilacién entre pacientes HOP y controles

El perfil de metilacion diferencial entre las pacientes con HOP y tres controles (pareados
por sexo y edad) se realizé mediante el estudio de asociacién del epigenoma completo (EWAS,
por sus siglas en inglés) con la tecnologia de microarray Infinium MethylationEPIC BeadChip
de llumina.

Se realiz6 el control de calidad y filtrado inicial de los datos crudos que consisten en mas
de 850.000 sitios CpG que se incluyen en el microarray. Se conservaron 833.480 posiciones
que fueron utilizados en los analisis downstream (bUsqueda de posiciones y regiones
diferencialmente metiladas y analisis de pathways).

De acuerdo con el analisis de deconvolucion para la estimacion de la composicion celular
entre las muestras de las pacientes con HOP y los controles, no se encontraron diferencias
significativas en los diferentes tipos celulares en la sangre. El analisis de metilacién corregido
por edad se realiz6 mediante un modelo de regresion lineal del cual se obtuvieron 2.491
posiciones (CpGs) diferencialmente metiladas con un P-valor ajustado <0,01 en las pacientes
con HOP con respecto a los controles; 56,2% de estas posiciones se encuentran hipometiladas
(1.401 CpGs) vy el resto (1.090 CpGs) hipermetiladas. Del total de posiciones, el 29.7% se
clasificaron como islas (CGI; 741); 5,1% como CpGs shelf (126); 22% shore (549); y 43,1%
como OpenSea (1.075). En cuanto al sitio en que se encuentran estas posiciones con respecto a
la estructura de los genes, cerca del 40% se encuentran localizadas en regiones intergénica; y
del resto, el 48% esta en el cuerpo; el 19,5% esta en sitios de inicio de transcripcion (TSS, por
sus siglas en inglés); 15,3% en las regiones TSS200 y TSS1500 (region de 200 y entre 200-
1500 nucled6tidos upstream del TSS, respectivamente); 14% estan en regiones UTR’s (region
no traducida, por sus siglas en inglés) de las cuales el 10% estan en 5’UTR y el 4% en 3°’UTR.

Se seleccionaron los CpGs con diferencia de metilacion del 20% (delta beta >0,2) entre
pacientes HOP y controles. De esta forma, identificamos 579 posiciones (Figura 33) asociadas
a 308 genes, de los cuales 182 posiciones estaban hipermetiladas y 397 hipometiladas en
pacientes con HOP (Figura 34).
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Figura 33. Representacion de CpGs diferenciales entre pacientes HOP y controles
a) PCA que muestra la separacion de los fenotipos (pacientes HOP y controles), b) Heatmap de las posiciones
con mayor diferencia (P-valor <0,01) de metilacion entre las pacientes con HOP y el grupo control
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Identificamos aquellas DMP, con el P-valor mas bajo, valor beta mas alto, que estuvieran
en el locus de algun gen o en sus regiones promotoras asociadas (5’UTR, TSS200 y TSS1500)
y las agrupamos dependiendo del gen en el que se encuentran. Los principales hallazgos fueron
tres posiciones shore en TSS200/TSS1500 del gen RANBP17, tres shore en TSS200 del gen
WRB, dos shore en TS1500 de ZC2HC1A,; cinco posiciones localizadas en islas en TSS200 en
NFYA/LOC221442; seis posiciones shore/OpenSea en el gen FAM83A en el Exon 1y el cuerpo
del gen; cinco posiciones shore/shelf/lslas en el cuerpo del gen DIP2C; seis posiciones
shore/shelf/lslas en el cuerpo de genes de la familia HLA, tres en el cuerpo del gen KCNQ2; y
siete posiciones OpenSea en TSS200 del gen UBE2U (Figura 35).

Los patrones hipermetilados en las pacientes HOP con respecto a los controles se
identificaron en los genes ZC2HC1A (posiciones cg03983883, ¢g21140145; Figura 35a),
KCNQ?2 (cg13023638; Figura 35b), genes HLA (cg08845336, cg15708909; Figura 35c) y
FAMB83A (cg26140120, cg26820168, cg27053337; Figura 35d). Los genes con patrones
hipometilados son NFYA, RANBP17, DIP2C, DUSP14, UBE2U, WRB (Figura 36).
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Figura 34. Volcano plot del estado de metilacion entre las pacientes con HOP vs controles
Los puntos rojos representan CpGs significativamente hipometilados y los puntos azules los CpGs
significativamente hipermetilados
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Figura 35. Representacion de las posiciones hipermetiladas en un mismo gen en las pacientes HOP (recuadro
azul) respecto a los controles
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Figura 36. Representacion de las posiciones hipometiladas en un mismo gen en las pacientes HOP con respecto a los controles




4. Resultados

4.2.2.1 Analisis de enriquecimiento en términos de ontologia génica (GO) de la
comparacion del perfil de metilacion entre las pacientes HOP y controles

El anlisis de enriquecimiento en términos GO de todas las DMP identificadas en la
comparacion de pacientes HOP y el grupo de pacientes controles se mostraron
sobrerrepresentadas predominantemente en procesos biolégicos como el desarrollo del sistema
musculoesquelético (GO:0001501) y la respuesta inmunitaria adaptativa (GO:0002460). En
cuanto a las funciones moleculares principalmente se encontraron relacionadas con la actividad
transportadora pasiva transmembranal (GO:0022803) y la actividad transportadora pasiva de
iones metal (GO:0046873). Los componentes celulares vimos una sobrerrepresentacion en su
mayor parte en la membrana del endosoma (GO:0010008) y la matriz extracelular con colageno
(G0:0062023) (Figura 37).
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Figura 37. Sobre-representacion en términos GO de las posiciones diferencialmente metiladas entre las
pacientes con HOP y los controles
Se presentan las categorizaciones GO significativas (P-valor <0,05) de las posiciones diferencialmente
metiladas en todo el genoma comparando a las pacientes con HOP y los controles

Seleccionamos el grupo de DMP que se encuentran localizadas exclusivamente en regiones
promotoras y las analizamos realizando el enriquecimiento en términos GO. Hubo una
sobrerrepresentacion en los procesos bioldgicos de la generacion de metabolitos precursores y
de energia (GO:0006091), la regulacién del transporte intracelular (GO:0032386), entre otros.
Las funciones moleculares principales que se identificaron fue la actividad reguladora del
trifosfato de nucleésido (GO:006059), la actividad GTPasa (GO:0003924) y la funcion del
activador de la transcripcion de union al ADN (G0O:0001216) (Figura 38).

119



MARIA JOSE CURRAS TUALA

nucleoside-triphosphatase regulator activity

GTPase regulator activity

DNA-binding transcription activator activity

GTPase activator activity

DNA-binding transcription activator activity, RNA polymerase ll-specific
generation of precursor metabolites and energy

regulation of intracellular transport

electron transport chain P valor ajustado

0.05
I 0.04
0.03

0.02
0.01

import into nucleus

protein import into nucleus

regulation of tube size

oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of donors
phagocytic vesicle

mitotic cell cycle checkpoint signaling
electron transfer activity

axis specification

phagocytic vesicle membrane

integral component of presynaptic membrane
response to cadmium ion

establishment of protein localization to plasma membrane

o

100 200 300
Tamafio

IS
o
=]

Figura 38. Sobre-representacion de CpGs diferencialmente metiladas en zonas promotoras, entre las pacientes
con HOP y controles
Se presentan las categorizaciones GO significativas (P-valor <0,05)

4.2.2 Comparacidn del perfil de metilacién entre pacientes HOP

Se analizaron los perfiles de metilacion entre las pacientes con HOP con el fin de identificar
diferencias que permitan explicar la disparidad fenotipica de la enfermedad entre ellas.

En una primera aproximacién se utilizé un modelo de regresion lineal corregido por la
edad. Se encontraron 19.689 DMP con un P-valor <0,05 y 1.832 posiciones con P-valor <0,01;
de estas Ultimas, 1.148 posiciones (62,7%) estaban hipometiladas y 684 (37,3%) hipermetiladas
en la Pacientel con respecto a la Paciente2. La proporcion alta de posiciones hipometiladas en
la Pacientel se mantiene constante en las Islas, en las regiones shore, shelf y en las OpenSea.
En cuanto a su localizacién en los genes, la hipometilacion esta presente en el cuerpo del gen,
en las regiones UTR y en los sitios de inicio de transcripcion (TSS155, TSS200).

El analisis de las posiciones con mayor diferencia en los patrones de metilacion identifico
58 DMP entre las pacientes con HOP (Figura 39; ANEXO 6), de las cuales 43 se encuentran
hipermetiladas en la Pacientel (Figura 40). De las 58 CpGs, la mayoria se clasifica como Islas
y se encuentra tanto en el cuerpo del gen, como en regiones promotoras. Estas posiciones estan
localizadas en los cromosomas 1, 2, 10, 15 y 16 principalmente (Figura 41).

La posicion con mayor diferencia en hipometilacién en la Pacientel se encuentra en el gen
CHTFS8 (factor de fidelidad de transmision cromosémica 18), mientras que la CpG con mayor
diferencia en hipermetilacion esta en una isla en el cuerpo del gen MGRN1 (Mahogunin).

El andlisis de enriquecimientos en términos GO de las DMP metiladas entre la Pacientel y
Paciente2 en todo el genoma, se observaron sobrerrepresentadas mayoritariamente en procesos
biolégicos como rutas de sefializacion del receptor acoplado a la proteina G (GO:0007186) y
procesos metabdlicos celulares de lipidos (GO:0044255); en funciones moleculares de
actividad del receptor de sefializacién transmembranal (GO:0004888) y actividad transferasa
(GO:0016746) (Figura 42).

120



&
~ =

Dim2 (8.6%)

0
Dimf1 (74.5%)

4. Resultados

b) PACIENTE1
! [ PACIENTE2
2 04 o8 o8 ’
" £ Fﬁ
——
-
Fenotipos E —
PACIENTE1 e
o PACIENTE2 L»‘f

Figura 39. Representacion de CpGs diferencialmente metiladas entre pacientes HOP
a) PCA que muestra la separacion de la Paciente1 y la Paciente2, b) Heatmap de las posiciones con
mayor diferencia de metilacion entre las pacientes con HOP (P-valor <0,01)
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Figura 40. Volcano plot del estado de metilacion entre las pacientes con HOP
Las posiciones con un P-valor ajustado <0,01 y cumpliendo: delta B >0,1 o delta B <-0,1 se
representa en color azul y rojo respectivamente
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Figura 41. Manhattan plot con la representacion de las posiciones diferencialmente metiladas entre la
Paciente1 comparada con la Paciente 2
Los puntos azules representan los patrones diferencialmente metilados (DMP) con un delta 8 >0,10
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Figura 42. Sobrerrepresentacion de CpGs diferencialmente metiladas en todas las

posiciones del genoma en la Paciente1 con respecto a la Paciente2
Se presentan las categorizaciones GO significativas (P-valor <0,05)
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El anélisis del perfil de metilacion en el gen GNAS entre las pacientes con HOP frente a
controles, no determind ninguna posicion significativa con P-valor corregido por FDR. Sin
embrago, considerando un umbral de significancia de P-valor sin ajustar <0,05, fue posible
identificar dos posiciones localizadas en la misma region del gen y clasificadas como Islas. La
comparacion entre las pacientes con HOP y los controles revel6 un patron de metilacion muy
parecido entre los controles y la Paciente2, comparado con la Pacientel. La Figura 43 muestra
el grado de metilacion de las posiciones con un patrén distinto, en donde encontramos que la
cg03264550 esta hipometilada en la Pacientel, en comparacion con controles sanos (P-valor =
0,002) y Paciente2 (P-valor = 0,03); mientras que, la posicion cg10748817 esta hipermetilada
en la Pacientel, que en los controles (P-valor = 0,005) y su hermana gemela (P-valor = 0,008).
La localizacion de las posiciones resulta en la codificacion de diferentes productos de
transcripcion asociados al gen (ANEXO 7).
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Figura 43. Representacion de las posiciones diferencialmente metiladas en la Paciente1, la Paciente2 y
Controles en el gen GNAS
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4.3 CAPITULO 3. PERFIL TRANSCRIPTOMICO DIFERENCIAL ENTRE TEJIDOS DE PACIENTE CON
HOP Y TEJIDOS CONTROL; Y DE SANGRE PERIFERICA ENTRE LA PACIENTEL Y LA PACIENTEZ2

4.3.1 Comparacion de patrones de expresion génica de muestras de osificacion de la
Pacientel con tejido 6seo normal de paciente control sano

Se estudiaron los patrones de expresion diferencial en 2 muestras de osificacion de la
Pacientel (obtenidas de la zona abdominal y escapular) y de hueso obtenido de tibia de un
individuo sano, para asi poder detectar genes o procesos biolégicos con expresion alterada
involucrados en el metabolismo éseo del tejido sano.

Las osificaciones, abdominal y escapular, mostraron valores similares de expresion génica
y estas a su vez presentaron un patrén diferencial de expresién con respecto al control (Figura
44a). Existe una alta correlacion entre los valores Log2FC de ambas osificaciones (r2 = 0,82, p-
valor = 2,2x1019) utilizando el hueso de control como referencia (Figura 44b; ANEXO 8),
apuntando a ese comportamiento similar de ambas osificaciones.

Cuando comparamos los niveles de expresidn entre el tejido control y las osificaciones en
la zona abdominal (OHand) y escapular (OHesc) encontramos varios genes sobre-expresados
(LogzFC > 4). Entre los que se encuentran: i) el gen COMP (Log2FC = 6,6 y 6,4, en OHaba y
OHesc, respectivamente) que codifica para la proteina oligomérica de la matriz del cartilago; ii)
MMP7 (Log2FC = 5,6 y 5 en en OHand Y OHesc, respectivamente), que produce la proteina de
matriz metalopeptidasa 7 involucrada en la degradacion de algunos componentes de la matriz
extracelular y iii) PPARGC1A (Logz2FC = 5,3 y 4,4, en OHaba Y OHesc, respectivamente), que
codifica el coactivador del receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador de peroxisomas,
implicado en la regulacion de la energia celular y en el metabolismo de los carbohidratos y
lipidos. También identificamos genes altamente infra-expresados (Log2FC < 4) como el gen
BMP5 Log2FC = -4,74 y -5,82, en OHand y OHesc, respectivamente), que codifica para la
proteina morfogénica 5, relacionada al desarrollo de tejido 6seo y cartilago; y el gen EYAL
(Log2FC = -4,03 y -5,11, en OHand Y OHesc, respectivamente), coactivador transcripcional de
fosfatasa 1, que participa en procesos de reparacion del DNA.

Cabe destacar que, a pesar de esta similitud entre los patrones de expresion de ambas
osificaciones, encontramos genes que mostraron una expresion diferencial entre las
osificaciones OHabd Y OHesc, que fueron FOS, MMP9, PLA2G2A, SFRP2, SOCS3 y THBS4, de
los cuales PLA2G2A, SFRP2 y THBS4 mostraron un comportamiento aditivo de menor
expresion en el tejido control y mayor expresion en la OHand € incluso aun mayor en la OHesc.
Sin embargo, los genes MMP9 y SOCS3 mostraron una tendencia opuesta en los valores de
LogzFC en ambas muestras problema con respecto al control. (Figura 44c).

Debido a la similitud existente entre las osificaciones (OHabd Y OHesc), las comparaciones
de ambas frente al hueso control identificaron los mismos genes con expresion génica alterada
(LogzFC >|1,5]); por lo que el andlisis de enriquecimiento posterior fue llevado a cabo
empleando dichos genes comunes y separandolos en dos grupos, los genes sobre-expresados y
los genes infra-expresados frente al control sano. La ruta que mostr6 una diferencia mas
significativa en el grupo de genes sobre-expresados fue la ruta del TGF-68 (P-valor ajustado =
1,88x1077), el cual incluye a una familia de citoquinas involucradas en la homeostasis del tejido
conectivo y sistema esquelético, ademas de considerarse critico en el proceso de osteogénesis
(Figura 45; ANEXO 9). Se identificé ademas una desregulacién significativa de otras rutas
relacionadas con el metabolismo 6seo como es: i) la ruta Wnt, con sobre-expresion en los genes
DKK2, EGFR, FZD7, SFRP1, SFRP2 y SOX9 (P-valor ajustado = 0,0005) e infra-expresion de
los genes Notch, HHEX, LEF1 y FZD8 (P-valor ajustado = 0,001); y ii) la ruta de las proteinas
morfogénicas éseas (BMP) sobre-regulada por los niveles de expresion de los genes COMP,
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SFRP2, SFRP1, SOX9, TGFB3 (P-valor ajustado = 0,0005) e infra-regulada por los genes
NOTCHL1, BMP8A, LEF1y BMP5 (P-valor ajustado = 0,002).

En el contexto de la regulaciéon de procesos del desarrollo 6seo, biomineralizacion
formacion de osificacion y diferenciacion osteogénica, se observaron diferencias entre los
tejidos afectados de la Pacientel con respecto al control. Observando sobreexpresion de los
genes COMP y SOX9 involucrados en el desarrollo y diferenciacién condrogénica, asi como en
el proceso de osificacion endocondral. Se observd un desequilibrio en la expresion génica
involucrada en procesos de proliferacion de células epiteliales, identificando sobreexpresion en
los genes CDKN2B, EGFR, FZD7, IGF1, SFN, SFRP1, SFRP2, SOX9 con un p-valor ajustado
= 3,6x10%, e infra-expresion en los genes BMP5, DLL4, FLT1, NOTCH1, PGF, TLR4 y
VEGFC, P-valor ajustado = 1,5x10°%.

Otros procesos en los que se observo una sobre-regulacion de genes en las muestras de las
placas OHanesc fueron aquellos relacionados con el destino o commitment de las MSCs a
precursores osteoblasticos y adipociticos, ambos implicados en trastornos de remodelacion 6sea
[189] (sobre-expresidn de los genes FZD7, SFRP2 y SOX9; P-valor ajustado = 0,003); y en
procesos implicados en la regulacién del ciclo celular, y mas especificamente en la transicion
de la fase G1/S (p-valor ajustado = 0,002) (Figura 45).
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Figura 44.Analisis de expresion génica diferencial de osificacion de Paciente1 y hueso control

a) Heatmap y perfil de expresion génica de osificacion escapular y abdominal de la Paciente1 y de hueso
control. Se representan los genes con un Log,FC|>1,5| entre las muestras.

b) Correlacion de los valores Log,;FC obtenidos de las comparaciones independientes entre las osificaciones
y el hueso control. Los genes anotados corresponden a los genes con un valor Log,FC|>2| obtenidos de cualquiera
de las comparaciones.

c) Se representan los genes con mayor expresion diferencial entre la osificacion escapular y la abdominal
(Log,FC > |1,5]). La expresion normalizada de los genes se representa en los graficos de barras, mientras que
los valores de Log,FC entre las muestras de la Paciente1 y el control se muestra en el grafico de burbujas.
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Figura 45. Representacion de los genes involucrados significativamente en rutas biologicas detectadas en el analisis de sobre representacion en clisteres

Los términos GO (Gene Ontology), fueron colapsados en categorias generales
en el metabolismo 6seo, b) rutas relacionadas con el desarrollo 6seo y c)

para después estratificarlos con respecto a su funcion en a) rutas de sefalizacion implicadas
rutas de sefalizacion relacionadas con la piel. Los valores de significancia se refieren a
Log2FC|>1,51.
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4.3.2 Patrones de expresion génica en la piel de la Pacientel comparado con la piel del
paciente control

Se realiz6 el andlisis comparativo de expresion génica en piel obtenida de dos zonas
diferentes de la Pacientel (rodilla y gliteo) y piel de un control sano. Tras el analisis
exploratorio inicial identificamos un patron de expresion diferencial entre las muestras de la
Pacientel con respecto a la piel del paciente control (Figura 46a), observamos una pobre
correlacion entre los valores Logz2FC de comparaciones independientes entre las muestras de
piel de la Pacientel y el control (r = 0,28; Figura 46b).

Las diferencias de expresién més destacadas (LogzFC >|1,5]), se observaron en la piel
obtenida de la rodilla, la cual se localizaba adherida a la osificacion, con un total de 57 genes
sobre-expresados y 22 infra-expresados con respecto al control. Por el contrario, la piel obtenida
de la zona del gliteo mostré solo dos genes sobre-expresados y diez infra-expresados, con un
perfil de expresion muy similar al de la piel control (ANEXO 10).

Los genes con niveles méas altos de expresion en la piel de la rodilla fueron: i) factor de
transcripcion ZBTB16 (Logz2FC = 4,53); ii) SFRP4 (LogzFC = 4,44); iii) FGF2 (LogzFC = 4,4);
iv) DDIT4 (Log2FC = 4,44); v) PIK3R1 (LogzFC = 4,44) y vi) LIFR (Log2FC = 4,44). Los
genes que mostraron niveles mayores de infra-expresion en la muestra de la piel de rodilla
fueron los genes SFN (Log2FC = -4,21) y IL20RB (Logz2FC = -3). Comparativamente, la piel
obtenida del glateo no mostro niveles tan diferentes de expresion con respecto al control, siendo
los que mostraron cambios mas significativos los genes COL2A1 (LogzFC = 2,43) y PRKAR2B
(LogzFC =2,02) ambos sobre-expresados y los genes COMP (LogzFC = -3,10) y FOS (Log2FC
=-2,78) infra-expresados.

Los genes con diferencias de expresidn mas significativas entre las dos muestras de piel de
la Pacientel mostraron niveles de sobre-expresion en la piel de la rodilla e infra-expresion en
la piel del gliteo con respecto a la piel control. Esas diferencias estaban representadas por los
genes IBSP, MMP9, COL1A1, COL3A1y COL1A2, todos involucrados en la organizacién de
la matriz extracelulary en el desarrollo tanto del tejido epidérmico como del tejido 6seo (Figura
46¢).

Por otro lado, los genes que mostraron cambios de expresion significativos con respecto al
control con un comportamiento similar en ambas muestras de la Pacientel fueron el gen de la
proteina de choque térmico (HSPB1, Log2FC = -1,51 en rodilla y -1,5 en gliteo; infra-
expresada) implicada en la diferenciacién de diferentes tipos celulares; el gen de una proteina
quinasa dependiente de AMPc (PRKAR2B, Log2FC = 2,0 en rodilla y Logz2FC = 3,8 en gluteo,
sobre-expresada) involucrada en la homeostasis del tejido adiposo; y del factor de transcripcion
ZBTB16 (Log2FC= 4,5 en rodilla y Log2FC = 1,5 en glateo; sobre-expresada) implicado en la
progresion del ciclo celular y desarrollo de tejidos diferenciados (ANEXO 10). Todos estos
genes juegan un papel principal o secundario en alguno de los procesos implicados en el
metabolismo dseo.

El anlisis de enriquecimiento en términos GO de los genes con mayor cambio de expresién
(Log2FC >|1,5]) en la piel de la rodilla comparada con la piel control, mostr6 una
sobrerregulacién significativa en los procesos relacionados con la respuesta a factores de
crecimiento; la ruta de sefializacion MAPK, BMP, Wnt, PI3K; en la proliferacién, diferenciacion
y migracion de células epiteliales; diferenciacion de condrocitos y osificacion endocondral; asi
como en el desarrollo del sistema esquelético. Asimismo, se encontraron rutas infra-reguladas
de forma significativa, siendo las mas detectables las rutas relacionadas con el commitment
celular, morfogénesis del epitelio embrionario y la diferenciacion de células de la grasa parda
(genes JAG2, Wnt16, Wnt3, Wnt4, BMP7, PRDM1, CEBPA Y PIM1; ANEXO 11). Sin embargo,
en la piel del gliteo se observaron infra-regulados significativamente los procesos relacionados
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con el desarrollo del sistema esquelético; la diferenciacion de osteoblastos; la osificacion; la
diferenciacion de condrocitos y osificacién endocondral; y los procesos relacionados con
remodelacién désea y mineralizacion (genes COL1A1, COMP, IBSP, MMP9, COL1A2,
COL3A1; Figura 45; ANEXO 12).
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Figura 46. Analisis de expresion diferencial entre piel de Paciente1 y piel control

a) Heatmap y analisis de patrones de expresion génica en piel de rodilla y gliteo, asi como de piel control.
Se representan los genes con un valor Log,FC|>1.5| entre las muestras.

b) Grafico de la correlacion de los valores Log,FC obtenidos de las comparaciones independientes entre piel
de rodilla, piel de gluteo de la Paciente1 y piel control. Se incluyen los genes con valores de Log,FC>|2| en
cualquiera de las comparaciones.

c) Se representan los genes con mayor diferencia en el patron de expresion (Log,FC>[1,5() entre la piel de
la rodilla y el gliteo. La expresion normalizada de los genes se representa en los graficos de barras, mientras
que los valores de Log,FC entre las muestras de la Paciente1 y el control se muestra en el grafico de burbujas.
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4.3.3 Perfil de miARN en muestra de sangre de las pacientes con HOP

Se realizé la comparacion de los perfiles de expresion de miARN en la sangre de la
Pacientel frente a la Paciente2, en donde identificamos 12 miARN con una expresion
significativamente diferente (Log2FC>|1,5 y que superaron los umbrales de expresion
definidos; ver apartado 3.5.6), diez de ellos sobre-regulados (LogzFC entre 1,51 y 2,58) y dos
infra-regulados (Logz2FC =-1,57 y -1,55) (Figura 47a).

A la hora de investigar el impacto bioldgico de estos cambios en los perfiles de miARNs
detectados, Ilevamos a cabo una prediccion de los posibles genes dianas de estos 12 miARN,
interrogando 5 bases de datos diferentes y considerando solamente los genes que aparecieron
como dianas en al menos tres bases de datos. Se detectaron un total de 2,844 genes dianas
siendo los miARNs con mayor nimero de dianas: i) hsa-miR-497-5p (n=730); ii) hsa-miR-
106b-5p (n=656); iii) hsa-miR-454-3p (n=468); iv) hsa-miR-548a-3p (n=329) y v) hsa-miR-
338-5p (n=300). Por el contrario, el miARN con menor nimero de dianas asociado fue hsa-
miR-518f-3p con solo 6 genes diana.

Los miARNSs y los genes dianas que mostraron un mayor peso en el grado de interaccion
(aquellos que tuvieran un valor de ranking agregado <30) se sometieron al analisis de
sobrerrepresentacién en términos de GO. Se incluyeron un total de 824 genes dianas. El anlisis
de enriquecimiento mostro la asociacion de solo 6 miARNSs con las categorias GO, cinco de
ellos sobre-regulados y uno infra-regulado (hs-miR-454-3p).

Los términos GO con mayor significancia se asociaron con la sobreexpresion del hsa-miR-
338-5p y la infra-expresion del hsa-miR-454-3p, ademas se detectaron otros procesos comunes
entre ambos miARNS, cada uno de ellos con diferentes genes diana implicados. Se trata de la
ruta de sefializacion TGF-beta (G0O:0071559, GO:0071560, GO:0007179) y commitment y
diferenciacion celular (GO:0045165, GO:0045446). Por otro lado, el hsa-miR-338-5p y hsa-
miR-518f-3p se asociaron a vias de diferenciacion de células adiposas (GO:0045598,
G0:0090335, GO:0090336). Los términos relacionados con la sefalizacion del factor de
crecimiento de fibroblastos (GO:0040037), osificacion (GO:0001503) y la diferenciacion de
osteoblastos (GO:0001649) se asociaron significativamente con los genes diana del hsa-miR-
338-5p.

Otros términos relevantes que se encontraron fueron los relacionados con la migracion y
motilidad celular (GO:00303336 y G0:2000146, hsa-miR-454-3p); la modificacion de las
histonas y de la cromatina (GO:1905269 y G=:0031058, hsa-miR-454-3p); y la apoptosis
(G0:0008625, hsa-miR-548a-3p).
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Figura 47. Analisis de miARNs en sangre de pacientes con HOP
a) Genes dianas de los miARNs con mayor diferencia de expresion entre la sangre de la Paciente1 y la
Paciente2, se muestran solo los genes con un rango de valor agregado <5. b) Representacion de los 30 términos
de clasificacion GO mas importantes relacionados con los genes dianas de los miARNs. c) Mapa de interaccion
del grupo de genes dianas y los procesos bioldgicos asociados a ellos.
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4.3.4 Estudio comparativo exploratorio de transcriptoma completo mediante RNAseq
de muestras de sangre de la Pacientel y la Paciente2

Realizamos el anlisis de expresion diferencial de muestras de sangre periférica
empleando las réplicas simuladas a partir de la Pacientel (identificamos como HOP-grave) y la
Paciente2 (identificadas como HOP-asintomatico), en donde obtuvimos 969 genes con una
probabilidad de >0,95 de estar diferencialmente expresados entre ambos fenotipos (los méas
representativos descritos en el ANEXO 13). De estos 969 genes, 537 mostraron sobre-expresion
en la paciente con HOP-asintomatico mientras que 432 mostraron sobre-expresion en la
paciente con HOP-grave (Figura 48). En cuanto al biotipo (ANEXO 14) de los genes
diferencialmente expresados 675 fueron genes que codifican proteinas y 157 resultaron ser Inc-
RNAs (ARNs largo no codificante, por sus siglas en inglés; Tabla 11).

Tabla 11. Genes con alta probabilidad >0,95 de estar diferencialmente expresados
entre HOP grave y HOP asintomatica

Biotipo n %

codificantes de proteinas 675  69,66%
Inc-RNA 157  16,20%
pseudogen procesado 80 8,26%
transcrito de pseudogen sin procesar 14 1,44%
IG V gen 10 1,03%
pseudogen sin procesar 8 0,83%
snoRNA 4 0,41%
TRV gen 4 0,41%
Transcrito de pseudogen procesado 3 0,31%
Pseudogen polimorfico 2 0,21%
IG C gen 2 0,21%
Transcrito de pseudogen unitario 2 0,21%
IG C pseudogen 2 0,21%
mt-rRNA 1 0,10%
Pseudogen unitario 1 0,10%
misc RNA 1 0,10%
scaRNA 1 0,10%
IG V pseudogen 1 0,10%
TEC 1 0,10%

Centrando la atencidn en los genes més importantes que diferencian un fenotipo del otro
(probabilidad >0,99) y a los que presentaron mayores valores de ranking, observamos una
sobre-expresion en HOP-asintomatico (o infra-expresion en HOP-grave) de varios genes que
codifican proteinas ribosomales (RPS27, RPL39, RPL7 y RPL17), genes que codifican
componentes de la citocromo C oxidasa involucrada en la cadena de transporte de electrones
de la mitocondria (NDUFA4 y COX7C), genes relacionados con la transcripcion (ZNF22 y
POLR2K) y genes de respuesta inmune frente a infecciones (LY96 y diferentes genes inducidos
por interferdn como IFI44L, IF144, IF127 o IFITY).
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Figura 48. Expression plot de HOP grave y HOP asintomatico
Valores de la media de los niveles de expresion obtenidos de las comparaciones entre las réplicas simuladas a
partir de la muestra de sangre periférica de la Paciente1 (HOP severe) y la Paciente2 (HOP asymp).
Los genes marcados en rosa corresponden a los genes con probabilidad de >0,95 de estar diferencialmente
expresados entre las pacientes.

Algunos de los genes diferencialmente expresados mas salientables que mostraron sobre-
expresion en HOP-grave se encontraron localizados en el cromosoma 20 (al igual que el gen
GNAS, Figura 49), mas concretamente los genes P13, MMP9, TUBB1 y MYLO9.
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Figura 49. Distribucion por cromosomas de genes con probabilidad alta (> 0,95)
de estar diferencialmente expresados entre HOP grave y HOP asintomatico
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También encontramos sobre-expresados genes relacionados con la activacion/adhesion de
plaquetas, como fueron el PF4, GP9, TREML1y MYL9 y genes implicados en la regulacion del
ciclo celular, como SPDYC (Speedy/RINGO Cell Cycle Regulator Family Member C).

Analizando en profundidad los procesos biolégicos en los que aparecieron implicados los
genes diferencialmente expresados (probabilidad >0,95) nos encontramos sobre-representacion
de varias categorias GO, entre las que podemos destacar los procesos de respuesta inmune,
inflamacion y coagulacion (Figura 50). Entre los términos sentados podemos encontrar algunos
procesos relacionados con vias de sefializacion célula-célula, diferenciacién y migracién celular
0 rutas inter-relacionadas que desempefian funciones reguladoras fundamentales en el
desarrollo del cartilago y la formacion ésea, como la via Wnt 0 MAPK (Figura 51).
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Figura 50. Sobre-representacion en términos GO de los genes con alta probabilidad (>0,95) de estar
diferencialmente expresados entre HOP grave y HOP asintomatica
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Categorias infra-representadas
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Figura 51. Infra-representacion en términos GO de los genes con alta probabilidad (>0,95) de estar
diferencialmente expresados entre HOP grave y HOP asintomatica
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4.4 CAPITULO 4. ANALISIS PROTEOMICOS EN SUEROS DE LAS PACIENTES CON HOP

Los analisis protedmicos con tecnologia LC-MS/MS permite la identificacion de todas las
proteinas contenidas en muestras complejas como son el suero y el plasma sanguineo. En este
capitulo se describen los resultados obtenidos a partir de los analisis protedmicos realizados
con tecnologia Triple TOF en el suero de las pacientes con HOP (Pacientel y Paciente?) y el
suero de pacientes sin HOP.

4.4.1 Andlisis cualitativo

Para el andlisis protedmico analizamos a la Pacientel, a la Paciente2 y a las pacientes
juntas, consideradas como grupo HOP; ademas, se incluyeron seis pacientes sin HOP como
grupo control.

Se identificaron un total de 263 proteinas en el pool de muestras analizadas, las cuales
fueron utilizadas como librerias para realizar las distintas comparaciones.

Sesenta y cuatro proteinas fueron identificadas exclusivas del grupo HOP; 47 proteinas
exclusivas el grupo control; y, 152 proteinas compartidas entre ambos grupos (Figura 52a).

Analizando el grupo HOP por separado, se identificaron 34 proteinas exclusivas de la
Pacientel, 22 exclusivas de la Paciente2 y 47 exclusivas del grupo control. Ademas,
encontramos un grupo de 13 proteinas en comun entre la Paciente2 y los controles que no
comparten con la Pacientel; 8 proteinas que comparten la Pacientel y Paciente2, pero no se
encuentran en los controles. y 12 proteinas compartidas entre la Pacientel y controles que no
se identificaron en la Paciente2 (Figura 52b, ANEXO 15).

a) b)

Figura 52. Diagrama de Venn de las proteinas identificadas en el analisis protedmico cualitativo
a) Comparacion entre grupo HOP vs. Controles.
b) Comparacion entre Paciente1, Paciente2 y Controles

Dentro de las proteinas Gnicas en la Pacientel se identificaron componentes de unién al
calcio y un regulador positivo de la via de sefializacion Wnt, implicada en la diferenciacion de
osteblastos [354]. En las proteinas exclusivas de la Paciente2 se identifico, entre otras, la
hormona adiponectina, implicada en la diferenciacion de células adipociticas [355]. Dentro de
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las proteinas comunes entre ambas pacientes se identificaron proteinas relacionadas con la
regulacion y activacion del sistema inmunolégico, con la cascada de la coagulacion y con la
transportacion de los lipidos.

4.4.1.1 Categorizacion de las proteinas en términos de ontologia génica

Las proteinas identificadas en cada grupo fueron categorizadas segun los términos GO
describiendo los procesos BP, MF y CC en los que participan. Por otra parte, se detemrinaron
las rutas bioldgicas en los que estan involucradas las proteinas de cada grupo, segln la base de
datos Reactome.

4.4.1.1.1 Andlisis GO en grupo HOP

Las proteinas del grupo HOP se sobrerreprensentaron principalemente en
procesos biolégicos involucrados con: i) la cascada de activacion protéica (GO:00723376); ii)
la activacion del sistema complemento (GO:0006956); iii) la respuesta inmune humoral
(G0:0006959); v, iv) la regulacion de la respuesta inflamataria (GO:0002673) (Figura 53a).

Como componente celular se identificé que las proteinas estan principalmente
relacionadas con: i) microparticulas de la sangre (GO:0072562); ii) trimeros de colageno
(G0:0005581); v, iii) proteinas del complejo de ataque a la membrana celular activados por la
cascada del complemento (GO:0005579) (Figura 53b).

a) '
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humoral immune response 0.000050
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regulation of acute inflammatory response 0.000100
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Figura 53. GO sobrerrepresentados en el grupo HOP (P-valor ajustado por BH <0,05)
Se muestran los diez GO con mayor sobrerrepresentacion en términos de: a) Procesos bildgicos (BP) y b)
Componentes celulares (CC). El eje de las x representa el nimero de proteinas identificadas por MS/MS
para cada categoria
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Los analisis de sobrerrepresentacion de las proteinas identificadas en el grupo
HOP en rutas bioldgicas mostraron relacion con: i) la hemostasis (R-HSA-109582),
mayoritariamente en la adhesion de plaquetas para la exposicion del colageno en la activacion
y agregacion plaquetaria y en interaccion de la superficie celular con la pared vascular (Figura
54); ii) con la transduccion de sefiales (R-HSA-162582), que se refiere a las sefiales
extracelulares que provocan un cambio en el estado y/o actividad de las células (Figura 55); v,
iii) con sefializaciones de citoquinas en el sistema inmunolégico (R-HSA-1280215; Figura 56)
[356].

Figura 54. Sobrerrepresentacion de las proteinas identificadas en el grupo HOP relacionadas con la ruta
bioldgica de la hemostasia (R-HSA-10958)
El color en la barra representa un P-valor ajustado por FDR <0,05. Analisis realizado con la herramienta
bioinformatica REACTOME [356]

'MIRO AND RHOBTB3
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Figura 55. Sobrerrepresentacion de las proteinas identificadas en el grupo HOP relacionadas con rutas
de transduccion de sefales (R-HSA-162582)
El color en la barra representa un P-valor ajustado por FDR <0,05. Analisis realizado con la herramienta
bioinformatica REACTOME [356]
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Figura 56. Sobrerrepresentacion de rutas de sefalizacion del sistema inmunoldgico mediante citoquinas
(R-HSA-1280215)
Se muestra la participacion de proteinas del grupo HOP en sefalizaciones de receptores FLT3, CSF3y
hormona de crecimiento. El color en la barra representa un P-valor ajustado por FDR <0,05. Analisis
realizado con la herramienta bioinformatica REACTOME [356]

4.4.1.1.2 Andlisis GO en grupo control

Las 47 proteinas identificadas en el grupo control se sobrerrepresentaron
principalmente en procesos de union a calmodulina (GO:0005516) y a fostadilinositol
(G0:1902936); y proteinas que forman parte de las miofibras (GO:0030016) y fibras
contractiles (GO:0043292) (Figura 57).

4.4.1.1.3 Andlisis GO entre pacientes HOP

Los analisis GO de las proteinas identificadas exclusivamente en la Pacientel y
en la Paciente2 revelaron diferencias relacionadas con la sobrerrepresentacién en términos de
BP y CC. Se observaron procesos de regulacion en el procesamiento, maduracion y activacion
de proteinas, regulacion de la respuesta inmune humoral, del sistema complemento y de la
respuesta inflamatoria relacionados Unicamente con las proteinas identificadas en la Pacientel.
Por el contrario, las proteinas exclusivas de la Paciente2 se asociaron a procesos de
reconocimiento de células apoptéticas y la activacion del complemento por la ruta de la lectina
(Figura 58a). En términos de componentes celulares, proteinas de la Paciente2 se identificaron
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Figura 57. GO sobrerrepresentados en el grupo Control (P-valor ajustado por BH <0,05)
Se muestran los diez GO con mayor sobrerrepresentacion en términos de las categorias: a) funciones
moleculares, y b) componentes celulares. El eje de las x representa el nimero de proteinas
identificadas por MS/MS para cada categoria.
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localizadas principalmente en la membrana externa celular del trimero de colageno y de
microparticulas sanguineas; en la Pacientel no se encontraron proteinas para esa anotacion
(Figura 58b). Relacionadas con funciones moleculares se observé una pequefia cantidad de
proteinas identificadas en la Pacientel como parte de la regulacion de la cinasa A; mientras que
un ndmero mayor de proteinas de la Paciente2 estan relacionadas con la union a antigenos
(Figura 58c).
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Figura 58. Comparacion de los GO de las proteinas identificadas exclusivamente en la Paciente1
(P1) vs. la Paciente2 (P2)
Se muestran los GO con mayor sobrerrepresentados para cada categoria (P-valor ajustado por BH
<0,05, representado en -log10): a) BP; b) CC; y c) MF
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Figura 59. Rutas biologicas asociadas a las proteinas exclusivas identificadas en la Paciente1 (P1) y
Paciente2 (P2)
La ratio corresponde al nimero de proteinas identificadas en cada paciente y el nimero de proteinas
totales identificadas en las rutas biologicas usando la base de datos Reactome (P-valor ajustado por BH
<0,05, representado en -log10)

Las proteinas exclusivas de ambas pacientes (Figura 59) guardan una relacion
significativa en la ruta biol6gica del complemento (R-HSA-166658; Figura 60), sin embargo,
dentro de la misma ruta bioldgica, proteinas identificadas en la Pacientel se relacionan con su
regulacién (R-HSA-977606), mientras que proteinas de la Paciente2 tienen mayor participacién
como desencadenantes y formadores de activadores del complemento (R-HSA-166663, R-
HSA-166786).
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Figura 60. Ilustracion de la ruta del sistema complemento (R-HSA-166658)
Relacionada con las proteinas identificadas en las pacientes P1y P2. Andlisis realizado con REACTOME [356]
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4.4.1.2 Proteinas presentes en el grupo control y ausentes en grupo HOP

En el andlisis protedmico destacd la identificacion de dos proteinas que se encuentran
de forma exclusiva en alguno de los grupos analizados. En el grupo control se observo la
presencia de la proteina Caveolae-associated protein 3 (codificada por el gen CAV3), la cual se
localiza en la membrana celular de los fibroblastos, células del musculo liso y adipocitos.
Dentro de sus principales funciones de CAV3 esta la interaccion y regulacion de las
subunidades alfa de la proteina G (Gs-a), ademas, es parte de la sefializacion del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR, por sus siglas en inglés) [357—-359] (Figura 61).

Known Interactions Predicted Interactions Others
©—O  from curated databases E—O  gene neighborhood &6 textmining
©—O experimentally determined | | S—  gene fusions E—8 coexpression

E—  gene cooccurrence E—8 protein homology

Figura 61. Analisis de interaccion proteina-proteina STRING, de la proteina CAV3 en la ruta
de senalizacion PDGFR
(www.string-db.org)

4.4.1.3 Proteinas presentes en el grupo HOP y ausentes en grupo control

En el grupo HOP se identifico exclusivamente la proteina Filamina-C (codificada por
el gen FLNC), la cual participa en la via de sefializacion BMP-SMAD siendo esta una de las
rutas de sefializacién mayormente conservadas en la formacién de OH [354] (Figura 62).
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Figura 62. Analisis de interaccion de proteina-proteina en la ruta de sefalizacion SMAD
Imagen obtenida de Pathcards (www.pathcard.genecards.org)

4.4.2 Andlisis cuantitativo.

El analisis protedmico cuantitativo SWATH/MS de cada grupo de estudio permitié la
identificacion de las proteinas diferencialmente expresadas mediante su blsqueda en una
libreria creada a partir de las proteinas totales identificadas en el pool de muestras incluyendo
a todos los grupos.

El andlisis de sobrerrepresentacion o enriquecimiento en términos de ontologia génica
(EGO, por sus siglas en inglés), compara las proteinas diferencialmente expresadas en cada
grupo de estudio frente a las proteinas presentes en las anotaciones de la ontologia génica (GO),
categorizandolas en relacidn con procesos bioldgicos, funciones moleculares y componentes
celulares, ademas se incluye la sobrerrepresentacion en funcién de rutas bioldgicas (Reactome).
Debido a la cohorte de estudio tan limitada en este estudio, los andlisis de sobrerrepresentacion
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incluyeron a todas las proteinas diferencialmente expresadas de cada grupo, considerando como
Unico parametro selectivo el P-valor ajustado <0,05.

4.4.2.1 ldentificacion de Proteinas Séricas Diferencialmente Expresadas en Pacientes
con HOP frente al grupo Control

Se identificaron 100 proteinas diferencialmente expresadas en cada grupo de estudio
a partir de la libreria conformada por las 124 proteinas totales identificadas en todas las muestras
en conjunto.

En el andlisis de expresion proteica diferencial entre el grupo HOP y el grupo control,
se identificaron un total de seis proteinas diferencialmente expresadas estadisticamente
significativas considerando los parametros de un P-valor ajustado por Bonferroni <0,05 y al
menos un Log2FC >1 o <-1. Dentro de las proteinas desreguladas se observaron cuatro proteinas
sobre-expresadas y dos infra-expresadas. (Figura 63).
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Figura 63. Volcano plot de las proteinas diferencialmente expresadas en
el grupo HOP frente al grupo control
(P-valor ajustado por Bonferroni <0,05 y un Log,FC >1 0 <-1)

Se inquirié la funcionalidad relacionada con las proteinas sobre-expresadas en el grupo
HOP con la respuesta inmunolégica celular y la regulacién del complemento (HV169, IGHGA4,
respectivamente); con el proceso de diferenciacion de osteoblastos (LUM) [360]; v, con la
estimulacion de proliferacion celular y transporte de hierro (TRFE). Por otra parte, las proteinas
infra-expresadas act(ian en transporte de oxigeno (HBB) y en la unién al calcio (NINL) (Tabla
12).
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Tabla 12. Proteinas diferencialmente expresadas en el grupo HOP vs el grupo Control

Codigo Codigo de P-valor

Uniprgot protgeina Nombre adjustado Log:FC
Proteinas sobre-reguladas en grupo HOP

P01742 HV169  Inmunoglubulina de cadena pesada variable 1-69 1,69x10%  2,6671

P01861 IGHG4  Inmunoglobulina de cadena pesada constante gama 4 3,20x1003 1,7103

P51884 LUM Lumican 8,00x10%  1,2036

P02787 TRFE  Serotransferrina 1,10x1092  1,0144
Proteinas infra-reguladas en grupo HOP

P68871 HBB Hemoglobina subunidad beta 4,19x10%2  -1,6594

Q9Y2I6 NINL  Proteina similar a Ninein 2,61x1002  -1,9942

4.4.2.1.1 Andlisis de sobre-representacion de proteinas en el grupo HOP frente
al grupo Control

Las proteinas diferencialmente expresadas (n=14) en el grupo HOP se separaron
por nivel de expresion en proteinas infra-expresadas (n=4) y proteinas sobre-expresadas (n=10)
y fueron funcionalmente categorizadas mediante andlisis EGO. Basado en términos de BP las
proteinas infra- y sobre-expresadas se relacionaron principalmente con el complemento, con la
respuesta inmune humoral y la respuesta a inflamacion y procesos de endocitosis. Ademas, las
proteinas sobre-expresadas estan relacionadas con procesos de degranulacion plaquetaria y
regulacion de endocitosis (Figura 64a)

En términos de MF, las proteinas infra-reguladas mostraron relacién con la unién al
oxigeno; union a antigenos; y, con actividad antioxidante y peroxidasa. Mientras que las
proteinas sobre-expresadas guardaron relacion con la actividad enzimatica (Figura 64b).

Con base en CC, las proteinas diferencialmente expresadas en el grupo HOP se
asociaron a microparticulas sanguineas principalmente, mientras que particularmente las
proteinas sobre-expresadas se relacionaron a la matriz extracelular y al lumen de vesiculas
(Figura 64c).

Las rutas mayoritariamente sobrerrepresentadas son la agregacion plaquetaria (R-
HSA-76002) que se encontré sobre-expresada en el grupo HOP y de intercambio de gases en
los eritrocitos (R-HSA-1480926) infra-expresadas (Figura 65).
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Figura 64. Analisis de enriquecimiento en términos de ontologia génica (GO) de proteinas desreguladas
en el grupo HOP.

Se muestran las categorias a) BP, b) MF y c) CC. El codigo de colores representa los niveles de
enriquecimiento: el rosa indica alto enriquecimiento y el morado bajo. Los tamanos de los puntos
representan la ratio entre las proteinas identificadas en el grupo de estudio entre las proteinas totales
de la categoria GO
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Figura 65. Sobre-representacion de las rutas bioldgicas relacionadas con las proteinas diferencialmente
expresadas en el grupo HOP
a) Proteinas infra expresadas relacionadas a la ruta de intercambio de 02/CO; por los eritrocitos y
b) La sobre-expresion de proteinas en el grupo HOP relacionada con la ruta de activacion y agregacion
plaquetaria. En amarillo se indica la proporcion de la ruta que esta representada por las proteinas desreguladas
del grupo HOP; y en color gris, la ratio de las proteinas de la ruta y las desreguladas en el grupo HOP ajustado
por FDR <0,05. Andlisis realizado con la herramienta bioinformdtica REACTOME [356]

4.4.2.2 ldentificacién de Proteinas Séricas Diferencialmente Expresadas en la
Pacientel frente al Grupo Control

En la paciente més afectada por la HOP (Pacientel), se identificaron un total de 7
proteinas desreguladas estadisticamente significativas, considerando un P-valor ajustado <0,05
y un Log2FC >1 o <-1. La sobre-expresion se observé en 3 proteinas mientras que la infra-
expresion en tan solo 4 de ellas. (Figura 66)
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Figura 66. Volcano plot de las proteinas en Paciente1 frente al grupo control

La desregulacion proteica en la Pacientel se refleja en procesos de inmunidad
adaptativa (HV169, LV657); en tanto que las proteinas sobre-expresadas forman parte del
proceso de coagulacién (KNGL1) y de la diferenciacién de osteoblastos (LUM). Mientras que
las proteinas infra-expresadas son parte fundamental en el transporte de oxigeno (HBB, HBA)
y en la unién al calcio (NINL). (Tabla 13)

Tabla 13. Proteinas diferencialmente expresadas en analisis cuantitativo de Paciente1 vs el grupo Control

Uniprat._ protsina. Nombre e, LogiFC
Proteinas sobre-reguladas en Paciente1

P01742 HV169 Inmunoglubulina de cadena pesada variable 1-69 7,82x10°% 2,3057
P01042 KNG1 Cininbgeno-1 4,04x10°2 1,0494
P51884 LUM Lumican 3,52x10°2  1,0442
Proteinas infra-reguladas en Paciente1

P01721 LV657 Inmunoglubulina lamda variable 6-57 4,76x1092 1 1231
P68871 HBB Hemoglobina subunidad beta 4,44x1002 16120
Q9Y2l16 NINL Proteina similar a Ninein 4,04x1092  _1,7081
P69905 HBA Hemoglobina subunidad alfa 4,86x1002 .2 1888
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4.4.2.2.1 Analisis de sobrerrepresentacion de proteinas en Pacientel frente grupo
Control

Los andlisis EGO se realizaron sobre las proteinas diferencialmente expresadas
(n=19) de la Pacientel con respecto al grupo control. Se observd enriquecimiento en 13
procesos bioldgicos compartido en las proteinas infra-expresadas (n=8) y sobre-expresadas
(n=11), los cuales estan relacionados mayoritariamente con endocitosis y respuesta
inflamatoria; identificamos que el proceso que tuvo un enriquecimiento exclusivo en las
proteinas sobre-expresadas fue el de degranulacién plaquetaria (Figura 67a).

En términos de funciones moleculares se observd un enriquecimiento mayoritario de
las proteinas infra-expresadas (n=6) con la union al antigeno, mientras que las proteinas sobre-
expresadas (n=10) se relacionan a la actividad enzimatica (Figura 67b).

En término de componentes celulares, las proteinas infra-expresadas (n=8) se
relacionan mayoritariamente a las microparticulas sanguineas y al lumen de vesiculas, ésta
altima compartida con las proteinas sobre-expresadas (n=11) quienes ademas se relacionan con
la matriz extracelular (Figura 67c).

Las rutas bioldgicas enriquecidas en mayor proporcién por las proteinas infra-
expresadas (n=4) son las relacionadas con el intercambio de gases por los hematies y la
eliminacidén de la hemoglobina del plasma, mismas que comparten relacion con las proteinas
sobre-expresadas (n=9) quienes ademas se relacionan con la degranulacion plaquetaria (Figura
68).
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Figura 67. Analisis de enriquecimiento en términos GO de proteinas desreguladas en la Paciente1 vs.
el grupo Control
Se muestran las categorias a) Procesos biologicos, b) funciones moleculares y c) componentes
celulares. El codigo de colores representa los niveles de enriquecimiento: el rosa indica alto
enriquecimiento y el morado bajo, P-valor ajustado por BH. El tamafo de los puntos representa la
ratio entre las proteinas identificadas en el grupo de estudio y las proteinas totales de la categoria GO
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Figura 68. Analisis de enriquecimiento de rutas metabdlicas de las proteinas diferencialmente expresadas en la
Paciente1 vs. el grupo control
El codigo de colores representa los niveles de enriquecimiento: el rosa indica alto enriquecimiento y el morado
bajo, P-valor ajustado por BH. El tamario de los puntos representa la ratio entre las proteinas identificadas en
el grupo de estudio y las proteinas totales de las rutas bioldgicas de la base de datos Reactome

4.4.2.3 ldentificacion de Proteinas Seéricas Diferencialmente Expresadas en la
Paciente2 frente al Grupo Control

Se identificaron un total de 13 proteinas desreguladas estadisticamente significativas,
considerando un P-valor ajustado <0,05 y un Log2FC >1 o <-1 en la Paciente2, la menos
afectada por la enfermedad, con respecto al grupo control. La sobre-expresién se observé en 8
proteinas mientras que la infra-expresion en 5 de ellas. (Figura 69)

La sobre-expresion proteica en la Paciente2 se identifico en proteinas con actividad en la
respuesta inmune humoral (HV169, IGHGA4); en el transporte de hierro (TRFE); en el proceso
de diferenciacion de osteoblastos (LUM); en el complemento (CFAB); en la regulacion de la
mineralizacion dsea (FETUA); en la reparacion de tejidos (AMBP) y con la cascada de
coagulacion (APOH). (Tabla 14)
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Figura 69. Volcano plot de las proteinas séricas diferencialmente expresadas en la
Paciente2 comparada con el grupo control
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Tabla 14. Proteinas diferencialmente expresadas en la Paciente2 vs el grupo Control

Codigo

Acceso P-valor
Uniprot de, Nombre ajustados LogFC
proteina

Proteinas sobre-expresadasen la Paciente2

P01742 HV169 Inmunoglubulina de cadena pesada variable 1-69 5,3x10°% 2,9558
P01861 IGHG4 Inmunoglobulina de cadena pesada constante gama 4 1,5x10°04 2,4869
P02787 TRFE Serotransferrin 1,7x1003 1,4027
P51884 LUM Lumican 2,5x10°03 1,3472
P00751 CFAB Factor de Complemento B 2,5x10°93 1,3210
P02765 FETUA Alfa-2-HS-glucoproteina 1,9x10°%4 1,2539
P02760  AMBP Precursor de la alfa-1-microglobulina (AMBP) 1,8x1003 1,1048
P02749 APOH beta-2-Glicoproteina 1 3,2x1002 1,0604
Proteinas infra-expresadas en Paciente2

P02652 APOA2 Apolipoproteina A-ll 4,9x1002  -1,0484
P69905 HBA Hemoglobina subunidad alfa 4,9x1092  -1,6131
P68871 HBB Hemoglobina subunidad beta 3,1x102  -1,7083
Q9Y2I6 NINL Proteina similar a Ninein 1,7x10°2  -2,3513
P35908 K22E Queratina tipo I, citoesquelético 2 epidermal 4,6x1002 -2 6376

4.4.2.3.1 Andlisis de sobrerrepresentacién de proteinas en Paciente2 frente
grupo Control

El analisis EGO en las proteinas diferencialmente expresadas (n=13) de la
Paciente2 en términos de procesos biolégicos mostré que las proteinas infra-expresadas (n=5)
se relacionan mayoritariamente con el transporte de aniones organicos, mientras que las
proteinas sobre-expresadas (n=8) se relacionan mayoritariamente con la regulacion de la
respuesta a estimulos y la respuesta aguda inflamatoria (Figura 70a).

Las funciones moleculares enriquecidas en las proteinas infra-expresadas (n=5),
presentan una asociacion mayoritaria a la actividad antioxidante y las proteinas sobre-
expresadas (n=7) con actividad enzimatica (Figura 70b).

La localizacién de las proteinas infra-expresadas (n=5) como componente celular
se vio enriquecida en microparticulas sanguineas y en lumen de vesiculas endociticas, mismas
que se comparten con las proteinas sobre-expresadas (n=8) que ademas se enriquecen en la
misma proporcion con la matriz extracelular (Figura 70c).

La sobrerrepresentacion de rutas bioldgicas de las proteinas infra-expresadas
(n=5) mostrd una relacion mayoritaria en el intercambio de gases en los hematies y la
eliminacion de la hemoglobina en plasma. En tanto que las proteinas sobre-expresadas (n=6) se
relacionan con mayor proporcion a rutas de activacion y degranulacion de plaquetas (Figura
71).
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Figura 70. Analisis de enriquecimiento en términos GO de proteinas desreguladas en la Paciente2 vs. el grupo
Control.
Se muestran las categorias a) Procesos bioldgicos, b) funciones moleculares y c) componentes celulares. EL
codigo de colores representa los niveles de enriquecimiento: el rosa indica alto enriquecimiento y el morado
bajo, P-valor ajustado por BH. El tamano de los puntos representa la ratio entre las proteinas identificadas en
el grupo de estudio y las proteinas totales de la categoria GO
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Figura 71. Analisis de enriquecimiento de rutas metabdlicas de las proteinas diferencialmente expresadas en la

Paciente2 vs. el grupo control

El codigo de colores representa los niveles de enriquecimiento: el rosa indica alto enriquecimiento y el morado
bajo, P-valor ajustado por BH. El tamafo de los puntos representa la ratio entre las proteinas identificadas en
el grupo de estudio y las proteinas totales de las rutas bioldgicas de la base de datos Reactome

4.4.2.4 ldentificacion de Proteinas Séricas Diferencialmente Expresadas en la

Pacientel frente a la Paciente2

Comparando los perfiles proteicos entre la Pacientel y la Paciente2, se identificaron
10 proteinas diferencialmente expresadas estadisticamente significativas, de las cuales 4

proteinas se muestran sobre-expresadas y 6 infra-expresadas. (Figura 72)

o P02763 PO274770A0B431V2
e P02849 ! .
bo1861 AOAOAQMS15
L] "
o < |
g « :
g P02746
[z e P20742
T P15169
o
2 POCOLS
A S
I
oL o
S
(o2
o
I
|
o
o |
o ' '
T T I T I T T
-3 -2 -1 0 1 2 3

log, foldchange

Figura 72. Volcano plot de las proteinas diferencialmente expresadas
entre Paciente1 y Paciente2
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Las proteinas diferencialmente expresadas participan en procesos bioldgicos en
comun, como son la inmunidad humoral y la activacion del sistema de complemento,
principalmente. Ademas, se observd sobre-expresion en proteinas con actividad enzimatica
(PZP) y de respuesta a corticoides (CBPN), en tanto que la infra-expresion se presenta en
proteinas de transporte en el torrente sanguineo (ALAGL1) y de unién a lipidos (APOE) (Tabla
15).

Tabla 15. Proteinas diferencialmente expresadas entre la Paciente1 y la Paciente2

Acceso Uniprot Cédigq de Nombre Ff-valor Log,FC
proteina ajustado

Proteinas sobre-expresadas Paciente1 vs Paciente2

P15169 CBPN Cadena catalitica de carboxipeptidasa N 2,35x10°2 2,6841
P20742 PzP Proteina de la zona del embarazo 2,20x10°02 2,2659
AOAOB4J1V2 HV226 Inmunoglobulina de cadena pesada variable 2-26 2,90x10°03 2,1487
P02747 c1QcC Complemento C1q subcomponente subunidad C 2,70x10°03 1,2749
P02746 C1QB Complemento C1q subcomponente subunidad B 1,86x1002 1,0815
AOAOAOMS15 HV349 Inmunoglobulina de cadena pesada variable 3-49 5,50x10°03 1,0440
Proteinas infra-expresadas Paciente1 vs Paciente2

P02763 A1AG1 Alfa-1-glucoproteina acida 1 2,70x10%  -1,0381
P02649 APOE Apolipoproteina E 4,51x100%  -2,3107
POCOL5 CO4B Complemento C4-B 6,30x10°03 -2,5778
P01861 IGHG4 Inmunoglobulina de cadena constante gama 4 2,35x10°2 2,6841

4.4.2.4.1 Analisis de sobrerrepresentacion de proteinas en Pacientel frente a
Paciente2

Se identificaron un total de 45 proteinas diferencialmente expresadas entre la
Pacientel y la Paciente2 las cuales fueron enriquecidas en términos GO en dos grupos
dependientes del nivel de expresion.

Se observé un enriquecimiento de las proteinas infra-expresadas (n=29) y sobre-
expresadas (n=12) en 13 anotaciones en términos de procesos biolégicos de los cuales la
respuesta inflamatoria presenta mayor proporciéon de enriquecimiento en ambos grupos de
proteinas. La sobre-expresién se identificd en mayor proporcién en procesos como la activacién
de la cascada proteica y en la regulacion de procesos inmunoldgicos (Figura 73a).

En términos de funciones moleculares las proteinas diferencialmente expresadas
muestran una relacion con la actividad enzimatica y antioxidante, siendo esta relacién
mayormente enriquecida en las proteinas sobre-expresadas (n=11). Por otro lado, las proteinas
infra-expresadas (n=26) muestran mayor proporcion de enriquecimiento con la unién a
antigenos (Figura 73b).

La relacion de las proteinas diferencialmente expresadas con componentes
celulares se vio enriquecida mayoritariamente en microparticulas sanguineas. Las proteinas
sobre-expresadas (n=12) ademas presentaron un enriquecimiento en componentes de matriz
extracelular y lumen endoplasmatico (Figura 73c).
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Figura 73. Analisis de enriquecimiento en términos GO de proteinas desreguladas en la Paciente1 vs.

Paciente2

Se muestran las categorias a) Procesos bioldgicos, b) funciones moleculares y c) componentes
celulares. El codigo de colores representa los niveles de enriquecimiento: el rosa indica alto
enriquecimiento y el morado bajo, P-valor ajustado por BH. El tamafio de los puntos representa la ratio
entre las proteinas identificadas en el grupo de estudio y las proteinas totales de la categoria GO
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El enriquecimiento con respecto a rutas bioldgicas en las proteinas infra-expresadas (n=16)
identifico principalmente rutas de degranulacion plaquetaria; de regulacién en factores de unién
al factor de crecimiento similar a la insulina (IGF, por sus siglas en inglés); y, fosforilacién
post-traduccional. En tanto que las proteinas sobre-expresadas (n=10) ademés de compartir
relacién con las rutas antes mencionadas, se asociaron a la ruta de la cascada del complemento
(Figura 74)

Post-translational protein phosphorylation -
Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) transport and uptake by Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs) 4 adiust
Platelet degranulation ) P Jo 04
Response 1o elevated platelet cytosolic Ca2+ < L ] I 0.03
Platelet activation, signaling and aggregation 0.02
HDL remodeling 001
Binding and Uptake of Ligands by Scavenger Receptors 4
Scavenging of heme from plasma -
Plasma lipoprotein remodeling 4 ProteinRatio
Plasma lipoprotein assembly, remodeling, and clearance ® o2
Initial triggering of complement { ® os
Regulation of Complement cascade - : Z‘:
Complement cascade 4 ‘
Creation of C4 and C2 activators -

downregulated upregulated
(16) (10)

Figura 74. Andlisis de enriquecimiento de rutas metabdlicas de las proteinas diferencialmente
expresadas en la Paciente1 vs. Paciente2
El codigo de colores representa los niveles de enriquecimiento: el rosa indica alto enriquecimiento y el
morado bajo, P-valor ajustado por BH. El tamafo de los puntos representa la ratio entre las proteinas
identificadas en el grupo de estudio y las proteinas totales de las rutas bioldgicas de la base de datos
Reactome
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4.5 CAPITULO 5. ESTUDIOS IN VITRO EN EL ENTORNO DE LA HETEROPLASIA OSEA
PROGRESIVA

4.5.1 Establecimiento de cultivos celulares primarios

Se establecieron los cultivos primarios a partir de tejidos (hueso, osificacion y grasa)
obtenidos tanto de controles sanos sin HOP, como de la Pacientel, mediante los métodos
estandarizados de explante y digestion enzimatica.

Obtuvimos los cultivos: i) osteoblastos “like” de hueso control (Obcti), hueso sano de
Pacientel (Obsano) y de osificacion (Obusif); ii) Fibroblastos de piel control (Fbctn), piel sana de
la Pacientel (Fbsano) Y piel adyacente a una osificacion (Fbady); iii) pre-adipocitos sanos (pre-
Adpsano) Y pre-adipocito adyacente a una osificacion (pre-Adpady).

Como se observa en la Figura 75, cada cultivo especifico mantiene la morfologia
independientemente de la zona de origen de la que provienen, se observa una morfologia propia
de células precursoras con similitudes de tejido mesenquimal el cual corresponde con su estirpe.

Figura 75. Cultivos primarios
a) Fibroblastos aislados de: i) Piel de paciente control, ii) Piel sana de la Paciente1, iii) Piel adyacente a
osificacion de Pacientet;
b) Osteoblastos “like” aislados de: i) Hueso de paciente control, ii) Hueso sano de la Paciente1, ii)
osificacion de Paciente.
c) Pre-adipocitos aislados de: i) Grasa sana de Paciente1, ii) Grasa adyacente a osificacion de Paciente1
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4.5.2 Deteccion de la proteina Gs-a en cultivos primarios

Siendo la mutacion en el gen GNAS la causa de HOP (OMIM# 166350) y debido a que el
producto principal de este gen es la proteina Gs-alfa (Gs-o) [110] se realizé un inmunomarcaje
tanto en las células controles como en las células procedentes de la Pacientel, que permitan
realizar andlisis semicuantitativos del contenido proteico de Gs-o.

En el andlisis de los resultados del Western Blot se observaron dos bandas en todas las
muestras analizadas, las cuales corresponden a la proteina Gs-a. con un peso molecular de 46
kDay a una de sus isoformas con un peso molecular de 44 kDa. Ademas, se visualiz6 la proteina
enddgena Vinculina con un peso molecular de 130 kDa, la cual se utiliz6 como control de carga
(Figura 76).

La semi cuantificacion de la proteina Gs-a y su isoforma se realizé normalizando la
intensidad de las bandas con respecto a su control de carga (Vinculina). Se observé una
diferencia de expresion relativa de la proteina Gs-a y su isoforma, siendo esta ultima la
mayormente expresada en todos los cultivos primarios.

Por otro lado, los resultados sugieren una diferencia de expresion dependiendo el origen
tisular de los cultivos primaros, siendo los fibroblastos (Fb) los que mostraron mayor expresion
de la proteina Gs-a y su isoforma comparada con los cultivos osteoblasticos y pre-adipociticos.

Ademas, la expresion de la proteina Gs-a de 46 kDa se observd disminuida en los Fbady
con respecto a los Fbsanos Y Fbctri, l0s cuales presentaron una expresion similar de la proteina.
La isoforma de 44 kDa presentd un patrén de expresion ligeramente decreciente, teniendo el
mayor nivel los Fbcw, seguido de los Fhsanos y €l nivel mas bajo se lo presentaron en los Fbady
(Figura 76a).

Los osteoblastos de cultivo primario mostraron mayor expresion de la isoforma que de la
proteina Gs-a. La expresion de la isoforma se observé incrementada en los Obctri comparado
con los osteoblastos de la Pacientel entre los cuales la mayor expresion de isoforma se observo
en los Obosit. Con respecto a la expresion de la proteina Gs-o se observo mayor expresion en
los osteoblastos de la Pacientel que en los Obcr y, entre las células de la Pacientel, la menor
expresion se observo en los Obesit (Figura 76b).

Los pre-adipocitos primarios de la Pacientel mostraron expresion similar de la proteina
Gs-a y expresion diferencial en la isoforma, siendo para esta menor la expresion de los pre-
Adpady con respecto a los pre-Adpsanes (Figura 76c).
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Figura 76. Niveles relativos de expresion de la proteina Gs-a (46 kDa) y de su isoforma (44 kDa)

En: a) fibroblastos control (Fbctr), de piel sana de Paciente(Fbsanos) ¥ de piel adyacente a osificacion de la
Paciente1 (Fbagy); b) osteoblastos “like” de control (Obct), sanos de hueso de Paciente1 (Obsanos) Yy de
osificacion de Paciente1; c) pre-adipocitos de grasa de Paciente1 (pre-Adpsano) Y de grasa adyacente a la
osificacion (pre-Adpagy). Los datos fueron normalizados con respecto a la proteina endégena Vinculina

45.3 Localizacion de la proteina Gs-a en cultivos primarios mediante
inmunofluorescencia

Realizamos un inmunomarcaje utilizando el anticuerpo anti-GNAS. Localizamos la
proteina Gs-a y una de sus isoformas en los cultivos primarios aislados de tejidos controles y
de la Pacientel. La expresion se visualizd y cuantificé por la sefial de fluorescencia emitida por
la proteina marcada.

La proteina Gs-a (y su isoforma de 44 kDa) se localizo en el citoplasma y membrana de
todas las células de cultivo primario. Observamos mayor expresion de la proteina en los
fibroblastos en comparacion con la observada en las células osteoblasticas y adipociticas.

Del grupo de fibroblastos primarios (control, sano y adyacentes), observamos la mayor
expresion de la proteina en los Fbcri, presentando una mayor intensidad de fluorescencias,
mientras que la menor intensidad la mostraron en los Fbadgy (Figura 77).

El andlisis fluorescente de las células osteoblasticas mostré intensidades similares de la
proteina Gs-a entre los Obctri Y Obosit Siendo 10s Obsanos €n 10s que se observa menor intensidad
de proteina marcada (Figura 78).
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Las células adipociticas muestran la mayor expresion de proteina marcada en las células
pre-Adipsanos cON respecto a las pre-Adipadgy las cuales presentan baja expresion (Figura 79).
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Figura 77. Localizacion y cuantificacion de la proteina Gs-a en fibroblastos
ontrol (Fbctr), fibroblastos sanos (Fbsanos) Y fibroblastos adyacentes a la osificacion (Fbeir) Imagenes
a un aumento 40X. Cuantificacion de fluorescencia realizada en software ImageJ
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Figura 78. Localizacion y cuantificacion de la proteina Gs-a en osteoblastos
control (Obctri), sanos (Obsancs) Y de osificacion (Obgsir). Imagenes a un aumento 40X.
Cuantificacion de fluorescencia realizada en software ImageJ
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Figura 79. Localizacion y cuantificacion de la proteina Gs-a en pre-adipocitos

De grasa sana (pre-Adpsano) Y adyacente a osificacion (pre-Adyosif). Imagenes a un aumento 40X.
Cuantificacion de fluorescencia realizada en software ImageJ
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4.5.4 Caracterizacion de los osteoblastos “like” primarios durante la diferenciacién

Para determinar la condicién pre-diferencial y la capacidad de diferenciacién (commitment)
de los osteoblastos “like” obtenidos de hueso control (Obctr) y osificacion (Obesi), se indujo la
diferenciacion osteogénica durante 21 dias (Figura 80) y se cuantificé la expresion de los
marcadores osteogénicos: i) ALPL; ii) proteina &cida rica en cisteinas (SPARCL); iii)
osteopontina (SPP1). Y de los marcadores adipogénicos: i) adiponectina (ADIPOQ) vy ii)
Proteina de unién a acidos grasos (FBP4).

48 horas 7 dias 14 dias 21 dias

Osteoblastos
“like” control

Osteoblastos
“like” osificacion PRSI

Figura 80. Morfologia de los osteoblastos de cultivo primario de hueso control y de osificacion durante
la diferenciacion osteogénica
Imagenes obtenidas con microscopio invertido y aumento de 10X.

Los marcadores osteogénicos y adipogénicos se observaron diferencialmente expresados
entre los osteoblastos de osificacion (Obesir) y los osteoblastos control (Obctr). Los niveles de
expresién se normalizaron con respecto a los niveles de expresion del dia 1 durante la
diferenciacion de los Obctr.

Los niveles de expresion de RUNX2 y SPACR1 durante la diferenciacion de los Obcir se
observan disminuidos durante el dia 7, incrementados al dia 14 y alcanzando los niveles de
expresion cercanos a los iniciales en el dia 21. SPP1 u Osteopontina, aumenta ligeramente sus
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niveles de expresion durante los primeros 7 dias y disminuye progresivamente al dia 14 hasta
su valor més bajo, al final de la diferenciacion. EI marcador ALPL muestra los niveles de
expresion mas altos durante el dia 7 de la diferenciacién, disminuyendo al dia 14 y manteniendo
esos niveles hasta el dia 21 (Figura 81a).

Durante la diferenciacién de los Obesit, encontramos niveles de expresion disminuidos del
marcador RUNX2 durante los dias 1 y 21 y aumentados a los 7 y 14 dias. La expresién de
SPARCL se observé ligeramente disminuida al inicio de la diferenciacién, su maximo nivel de
expresion ocurre durante el dia 7, y tiene una disminucion progresiva a los 14 y 21 dias. La
diferencia en la expresion del marcador SPP1 mostr6 los niveles mas altos al dia 7 de la
diferenciacion, disminuyendo progresivamente hasta el dia 21, expresando los mismos niveles
que en los Obcir. ALPL se expres6 aumentado al dia 7 disminuyendo ligeramente al dia 14y 21
(Figura 81b).

En cuanto a los marcadores adipogénicos en los Obcr, ADIPOQ se observa inhibido al dia
7'y 21, incrementando sus niveles al dia 14 de la diferenciacion. Niveles bajos de expresion del
marcador FBP4 se identificaron durante el dia 7, y aln mas bajos en el resto de las etapas. En
la diferenciacion de los Ohesit ADIPOQ tiene niveles de expresion més bajos durante todas las
etapas, mientras que los niveles més altos de expresion observados en los Obsit fueron del
marcador FBP4 al dia 1 de la diferenciacion, disminuyendo progresivamente al dia 21 (Figura
82).
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Figura 81. Expresion cuantitativa mediante gqPCR de biomarcadores osteogénicos durante la diferenciacion
Niveles de expresion de los marcadores osteogénicos RUNX2 (azul), SPACR1 (cian), SPP1(rosa) y ALPL (morado)
durante la diferenciacion en osteoblastos “like” a) de hueso control y b) de osificacion de la Paciente1.
Los datos de expresion de cada gen se normalizaron con respecto a la expresion del gen enddgeno GAPDH.
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Figura 82. Expresion de marcadores adipogénicos durante la diferenciacion osteogénica
Niveles de expresion de a) Adiponectina (ADIPOQ) y b) Proteina de union de acidos grasos (FBP4) en
osteoblastos “like” de hueso control y osificacion. Se representan los datos normalizados con respecto al gen
endogeno GAPH

4.5.5 Ensayos farmacologicos en cultivos primarios de paciente con HOP

El uso de modelos celulares para el estudio de las enfermedades permite identificar dianas
terapéuticas y evaluar su eficacia. En este trabajo se realizaron distintos ensayos in vitro de
eficacia farmacologica con osteoblastos “like” obtenidos de osificacion de la Pacientel
dirigidas a rutas de sefializacién conservada en la HOP.

4.5.5.1 Determinacion de dosis farmacologicas experimentales en osteoblastos “like”

de cultivo primario

Las dosis inhibitorias de cada una de las terapias administradas a los osteoblastos
primarios fueron determinadas midiendo la expresién diferencial de genes involucrados en las
rutas mTOR (mTOR), Wnt (AXIN2), Hedhog (Hh) (GLI1) entre las células tratadas y las no
tratadas a las 72 horas de tratamiento.

De las dosis probadas del inmunosupresor Everolimus los niveles mas bajos de
expresion de mTOR se observaron con la dosis de 100nM (Figura 83a), la disminucion
observada a una dosis de 10.000 nM se relaciona con la muerte celular y no por el efecto
inhibitorio de mMTOR sobre la expresién de mTOR. La diminucion en los niveles de expresion
de GLI1 se observaron a una dosis de 5 nM del antineopléasico Vismodegib (Figura 83b).
Mientras que los osteoblastos tratados con 100 ng/ml de la proteina Esclerostina mostraron la
mayor disminucion en la expresién de AXIN2 (Figura 83c).
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Figura 83. Expresion relativa de genes de rutas conservadas en la HOP bajo induccion terapéutica
a) Expresion relativa de mTOR en osteoblastos tratados con diferentes dosis de Everolimus, b) Expresion
relativa de GLI1 durante el tratamiento con Vismodegib. c)Expresion relativa de AXIN2 durante el tratamiento
con Esclerostina. Las cuantificaciones se realizaron a las 48 y 72 horas post-tratamiento. Datos normalizados
con respecto al gen endégeno HMGB1. Se muestra la media con la desviacion estandar. A la derecha de cada
grafico se observa la estructura molecular de cada tratamiento.
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4.5.5.2 Efecto farmacoldgico en osteoblastos “like” durante la diferenciacion
osteogénica

Se observaron los cambios morfologicos en los osteoblastos “like” durante la
diferenciacion osteogénica en presencia de los tratamientos y con respecto a los no tratados.

Todas las células muestran morfologia similar durante la primera etapa de la
diferenciacion del dia 1 al 7, se observan formacion de redes celulares y en los osteoblastos
tratados se evidencia muerte celular durante los dias 14 y 21 comparado con los no tratados en
los que se observa una proliferacién mayor (Figura 84).

48 horas 7 dias 14 dia

No tratadas

Everolimus
[100 nM]

Esclerostina
[100 ng/mi]

Vismodegib
[5nM]

Triterapia
(Rosi2mM, &
Dx 1pM, Indo |
60uM)

Figura 84. Representacion morfologica de osteoblastos “like” tratados con los diferentes farmacos
durante los dias 1, 7, 14y 21 de induccion a la diferenciacion osteogénica.

4.5.5.3 Niveles de expresion de marcadores osteogénicos durante el proceso de
diferenciacion en respuesta al tratamiento

En el anélisis se incluyeron 23 transcritos involucrados tanto en las etapas de la
diferenciacion osteogénica como en rutas de sefializacion conservadas en la HOP. Obtuvimos
una cuantificacion de los niveles de expresion por encima del background para 18 de ellos. El
aumento o disminucion en los niveles de expresion de los transcritos analizados se considero
relevante para valores de LogzFC> |1]. Los transcritos sin diferencia en los niveles de expresion
se muestran en el ANEXO 16.
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4.5.5.3.1 Efecto de Everolimus durante la diferenciacion osteogénica

Durante el dia 7 de la diferenciacion osteogénica con el tratamiento Everolimus,
observamos un aumento en la expresion de DKK1 con un log2FC=1,98 con respecto a las células
no tratadas (Figura 85a) y de OPG con un log2FC=1,46 (Figura 85b). Al dia 14 observamos
una disminucion de la expresion de IL6R con un logzFC= -2,67 que, posteriormente durante la
maduracion de los osteoblastos al dia 21, la expresion de IL6R se ve de nuevo incrementada
con un log2FC=1. Sin embargo, se observo una disminucion de la expresién del gen SMOC1
frente a las células no tratadas a los 21 dias (log2FC= -1) (Figura 85d).

Desde el inicio de la diferenciacion observamos una disminucion de la expresion de

Lepina con respecto a la expresion en las células no tratadas, mostrando valores de logz2FC= -
2,46, al dia 7 los niveles mas bajos de expresidn con un log2FC= -3,43 y un log2FC= - 3 el dia
14 (Figura 85e).

4.5.5.3.2 Efecto de Vismodegib durante la diferenciacién osteogénica

El tratamiento Vismodegib alter6 los niveles de expresién al inicio de la
diferenciacion con niveles aumentados del marcador i) COL1AL con valor de Log2FC=1,36
disminuyendo los niveles al dia 14 y 21 con valores de Log2FC=-1,06 y -2,86 respectivamente;
ii) IL6R con un LogzFC= 1,55 disminuyendo drésticamente al dia 14 con un LogzFC=-2,55,
para finalmente aumentar en la etapa de maduracion osteogénica con un Log.FC=1.51 (Figura
85¢) ; iii) SMOC1 con niveles incrementados al dia 1 y al dia 14 con valores de Log2FC= 1,49
y 1,53 respectivamente (Figura 85d); iv) OPG mostré un aumento de al dia 1 con Log2FC=
1,51 disminuyendo draméaticamente al dia 14 con un LogzFC= -3,10 (Figura 85b) ; v) ALPL
disminuida al dia 14 con un Log2FC= -2,03 y un incremento en la expresion (LogzFC=1,01) al
dia 21 de la diferenciacion (Figura 85g); vi) AXIN2 infra-expresado con un Log2FC=-1,74 al
dia 14 y LogzFC = 1,33 al dia 21 de la diferenciacién (Figura 85h), vii) OPG con niveles
aumentados durante los dias 1 y diminuidos al dia 14 con valores de Log2FC= 1,51 y -3,10
respectivamente( Figura 85b); viii) NAMPT con una disminucidn de la expresién al dia 14 con
un Logz2FC=-1,27 (Figura 85i) y ix) RUNX2 también mostr6 una disminucion en la expresion
al dia 14 con un Log2FC=-1,65 con respecto a la diferenciacién sin tratamientos (Figura 85j).

La expresion de Leptina se observo alterada durante casi todo el proceso de
diferenciacion con Vismodegib, al dia 1 los niveles de expresion se observaron incrementados
con un Log2FC= 2,20 veces, al dia 14 la expresiéon disminuy6 notable con un Log2FC= -3,4
veces finalizando el proceso al dia 21 con niveles incrementados con un Log2FC= 1,23 veces
con respecto a la diferenciacion sin tratamiento (Figura 85e).

4.5.5.3.3 Efecto de Esclerostina durante la diferenciacién osteogénica

Durante la diferenciacion osteogénica con el tratamiento Esclerostina,
observamos alteraciones en la expresion de los marcadores a partir del dia 14, mostrando
niveles disminuidos de i) DKK1 con un log 2FC= -1,12 veces (Figura 85a) y ii) Leptina con
un LogzFC=-3,27 veces menos que en la diferenciacion sin tratamiento (Figura 85¢). Durante
la etapa de maduracion osteoblastica (dia 21) la expresion de Leptina se mantuvo disminuida
con Logz2FC=-1,03 (Figura 85¢); durante la misma etapa, el marcador COL1A mostré niveles
disminuidos con Log2FC= -1,53 (Figura 85f), mientras que la expresion de NAMPT, IL6R,
SMOC y OPG se observaron incrementadas con un Log:FC= 2,52; 1,15; 1,25 y 1,30
respectivamente (Figura 85i, 85c, 85d, 85b). Todos ellos comparados contra la diferenciacion
sin tratamiento.
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4.5.5.3.4 Efecto de una Triterapia (Rosiglitazona, Dexametasona e Indometacina)
durante la diferenciacion osteogénica

La triterapia mostré tener un efecto sobre la diferenciacién osteogénica
induciendo un cambio en la expresion de los marcadores: i) NAMPT aumentado con un
Log2FC=1,33 al dia 1 y manteniendose en los mismos niveles hasta el dia 7 pero disminuyendo
al dia 14 con un Log2FC= -1,34 Figura 85i); iii) PPARG incrementado con un Log2FC=1,36 y
1,17 durante los dias 1 al 7 de la diferenciacion , disminuyendo al dia 14 con un Log2FC= -1,04
Figura 85l); iv) los niveles de SMOC1 se observaron incrementados al dia 1 con un logFC=
1,66 y para el dia 21 se observé dsminuido con un Log2FC= -1,24 veces (Figura 85d) v) PLIN2
mostrd niveles aumentados durante los dias 1, 7 y 21 con valores de Log2FC= 2,02; 2,32 y 2,06
respectivamente Figura 85k); vi) ALPL aumentada con un Log2FC= 2,11 al dia 7 de la
diferenciacion y con un Log2FC= 2,03 veces al dia 21 (Figura 85g); v) OPG se observo
incrementada al dia 7 con un Log:FC= 1,39 disminuyendo durante la siguiente etapa de
diferenciacion (dial4) con un Log2FC= -2,05 Figura 85b); vii) la expresion de PLIN2 esta
incrementada desde el dia 7 al dia 21 de la diferenciacién con un Log2FC= 1,51, 1,21y 2,12
veces, respectivamente (Figura 85Kk); viii) RUNX2 se observé disminuido en el dia 14 con un
LogzFC=-1,45 comparado con las células diferenciadas no tratadas( Figura 85j); ix) ADIPOQ
mostré niveles de expresién notablemente incrementados desde el dia 7 hasta el dia 21 con
valores de Log:FC= 7,22; 6,52 y 6,71 respectivamente, siendo el marcador con mayor la
expresion observada (Figura 85m).

Tanto DKK1 como LEP sufrieron cambios durante toda la diferenciacion con la
triterapia. DKK1 mostr6 un incremento moderado de la expresion durante los dias 1y 7 con un
valor de log2FC= 1,18 y 1,35, disminuyendo al dia 14 (log2FC= -2,04) para terminar
incrementando de nuevo sus niveles en la maduracién celular (log2FC= 1,86; Figura 85a);
mientras que LEP inicid el proceso de diferenciacién mostrando valores de expresién mas bajos
que en las células no tratadas (log2FC=-1,02) para aumentar sus valores de expresién durante
los dias 7, 14 y 21 con valores de log2FC= 2,16; 1,70; 4,16 respectivamente (Figura 85e).
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Figura 85. Analisis de expresion de marcadores osteogénicos durante la diferenciacion en respuesta a distintos tratamientos
Expresion de los marcadores: a) DKK1; b) OPG/TNFRSF11B; c) IL6R; d) SMCC1; e) LEP; f) COL1A1; g) ALPL; h) AXIN2; i) NAMPT; j) RUNX2; k) PLIN2; ) PPARG; m)
ADIPOQ; en respuesta a Everolimus [100nM] (cian), Vismodegib [5nM] (rosa), Esclerostina [100nM] (morado) y triterapia [Rosi 2mM, Dx 1 pM e Indo 60 pM] (azul).
Datos obtenidos con tecnologia n-Counter (Nanostring).
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4.5.6 Ensayos funcionales del uso de sueros de pacientes con HOP y controles durante
la diferenciacion celular

El suero sanguineo es la mayor representacion del estado fisiologico del organismo ya que
contiene los productos metabolicos celulares y es la muestra primaria para el diagnostico y/o
prondstico de enfermedades. Sabiendo esto, evaluamos el efecto de los sueros de las pacientes
con HOP con diferente progresién de la enfermedad (Sueroe1 y Suerorz) y de controles
(Sueroctris) en un modelo celular de diferenciacion osteoblastica (linea celular SaOS-2)
mediante la cuantificacion en la expresion de marcadores osteogénicos y de rutas de
sefializacion conservadas en la enfermedad.

Se obtuvieron cuantificaciones apropiadas para 16 de los 20 transcritos incluidos en el
estudio. El cambio en los niveles de expresion se considerd relevante con un log2FC >[1], los
transcritos que no superaron este umbral se describen en el ANEXO 17.

Los cambios en los niveles de expresion de los marcadores se observaron en etapas tardias
(dia 14 y 21) de la diferenciacion osteogénica en el modelo celular SaOS-2.

Al dia 14 de la diferenciacion se observé un descenso en los niveles de expresién de los
marcadores: i) PLIN2 con un LogFC= -1,07 en SaOS-2 con Suerop2 comparada con las
enriquecidas con Suerociis (Figura 86a) y ii) DKK1 con un LogzFC= -1,01 en SaOS-2 con
Suerop1 comparada con las enriquecidas con Suerorz (Figura 86b).

Durante la maduracion osteoblastica (dia21), se observé un aumento en los niveles de
expresion de los marcadores: i) TNFSF11 o RANKL con un Logz2FC=1,03 (Figura 86c¢); PLIN2
con un Log2FC= 1,39 en células enriquecidas con Suerop1 con respecto a las enriquecidas con
Sueropz2y con un Log2FC= 1,14 con respecto a las enriquecidas con Suerociris (Figura 86a). En
la misma etapa de diferenciacion se observaron niveles disminuidos de expresion del marcador
SOST con un Logz2FC= -1,38 en células enriquecidas con Suerop1 comparada con el Sueropz
(Figura 86d).
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Figura 86. Analisis de expresion de marcadores osteogénicos
Cambios de expresion de los marcadores: a) Perilipin2 (PLIN2); b) Inhibidor 1 de la via de sefalizacion
de Dickkopf, Wnt (DKK1); c) ligando de receptor activador para el factor nuclear k L (RANKL); y, d)
Esclerostina (SOST) entre osteoblastos Sa0S-2 tratados con suero de las pacientes con HOP y el suero
de controles. Expresion cuantificada con el uso de la tecnologia n-Counter.
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Del mismo modo, se determiné la actividad de
formacion yosea calculando la ratio entre la
expresién de OPG y RANKL, e identificamos un
incremento de 11y 10 veces el valor de OPG con
respecto a RANKL al dia 14 de la diferenciacién
con el suero de la Pacientel y 2 respectivamente.
Por otro lado, la diferenciacion con el suero de la
Pacientel mostrd un incremento constante de la
expresion de OPG con respecto al RANKL hasta
el dia 14. Durante la etapa de maduracion
osteogénica (dia 21), OPG se disminuyd su
expresion 2,8 veces con respecto al RANKL
(Figura 87).

172

15+ _
Pacientel

Paciente 2
104

5

counts normalizadas
Ratio OPG/RANKL

T T T T
dia1 dia7 dia14 dia21
Dias de diferenciacion

Figura 87. Representacion de la relacion entre
marcadores OPG y RANKL en la diferenciacion de
osteoblastos Sa0S-2 tratados con suero de las
pacientes con HOP



5. DISCUSION
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En este trabajo presentamos la evolucion clinica dramaticamente discordante del Gnico caso de
gemelas idénticas diagnosticadas con HOP portadoras de la misma mutacion en el gen GNAS
[361]. Se han descrito progresiones dispares de la enfermedad entre miembros de la misma
familia [362,363], pero nunca, el caso de gemelas monocoridnicas genéticamente idénticas. En
este caso, la Pacientel presenta un fenotipo extremo severo, mientras que la Paciente2
permanece casi asintomatica, y aunque se conoce el patron de mutacion especifico en GNAS
para el desarrollo de HOP y la forma en la que se presentan las lesiones osificantes, hasta ahora
no es posible predecir la progresién de la enfermedad.

HOP es una entidad compleja, ya que guarda similitud con otras enfermedades osificantes
con mutaciones en GNAS como son OC, AHO y PPHP, con las que, ademés, puede
superponerse. El criterio diagnéstico diferencial de HOP frente al resto de los sindromes
osificantes, es que la progresion de las osificaciones se desarrolla desde tejido superficial al
profundo; a nivel histolégico se caracterizan por ser predominantemente de tipo
intramembranosas [69,220,221,363-365] pudiéndose observar en algunos casos islas de
osificaciones endocondrales [55,350,366,367]. Estas caracteristicas se observaron en la
Pacientel, quien muestra aparentemente osificaciones de tipo “mixto” dependiendo de su
localizacion. De hecho, en biopsia de piel, el reporte anatomopatolégico determina
osificaciones intramembranosas; mientras que los andlisis de expresién génica realizado en piel
de dos zonas distintas revelaron rutas biolégicas activas de osificacion endocondral
(G0:0001958; GO:0002062). Esto sugiere que el microambiente alrededor de la zona donde se
desarrolla la osificacion puede influenciar la plasticidad celular, el commitment o destino celular
y la diferenciacién de las MSCs, procesos ademas condicionados en la HOP por la mutacién en
el gen GNAS [130,368-370].

La osteoinmunidad en el contexto de las enfermedades osificantes juega un papel
determinante, ya que la unién de citoquinas y factores de crecimiento a las células
osteoblasticas, dan lugar al circuito autocrino y paracrino involucrado en la remodelacion 6sea
[371]. Una desregulacion de las citoquinas MCP-1, MIP-1, RANTES y PDGF-AA observadas
en las pacientes con HOP con respecto al control, pueden condicionar un desequilibrio entre la
formacion y reabsorcion 6sea. Los niveles reducidos que encontramos de las citoquinas MCP-
1 y RANTES en la Pacientel con respecto a los controles sanos, sugieren un déficit en la
formacion y diferenciacién osteoclastica, dado que MCP-1 participa en la diferenciacion, fusion
y supervivencia de los osteoclastos [372], y es capaz de revertir la actividad supresora de GM-
CSF en la formacion de osteoclastos. En contraste, RANTES es capaz de recuperar la formacion
de células multinucleadas, pero sin la capacidad de reabsorber hueso, siendo ademas un potente
promotor de la formacion de osteoclastos [373]. Elevados niveles de calcio estimulan la
secrecion de RANTES por los osteoclastos lo que a su vez induce quimiotaxis de los
osteoblastos, sugiriendo asi tener una actividad autocrina/paracrina [374,375]. La citoquina
PDGF-AA promueve la proliferacion y migracion de las MSCs , asi como su diferenciacion a
osteoblastos mediante la activacion de la via BMP-Smad [376,377], ejerciendo una sobre-
regulacion en los niveles de expresion de Runx2, Osterix y Atf4, principales reguladores
transcripcionales de la osteoblastogénesis, sin afectar su diferenciacion a condrocitos y
adipocitos [378,379]. El aumento de la PDGF-AA observado en las gemelas con HOP
demuestra la participacion de esta citoquina en el commtiment celular de las MSCs hacia su
diferenciacion osteogénica. Otra citoquina de tipo proinflamatorio con efectos en la reabsorcién
Osea es la MIP-1 beta, la cual ademds actlia como inhibidor de la funcion osteobléstica,
alterando la mineralizacion de la matriz ésea y suprimiendo la osteocalcina; ademas de infra-
regular al factor de transcripcion osteogénico Osterix, inhibiendo la formacién de hueso.
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Entre las gemelas observamos diferencias en los niveles séricos de estas citoquinas.
Mientras que la Pacientel presenta un desequilibrio en los factores que participan en la
regulacion de la homeostasis 0sea, la Paciente2 a pesar de tener niveles aumentados del
inmunoregulador estimulante de la osteoblastogénesis (PDGF-AA), presenta niveles normales
de las citoquinas reguladoras de osteoclastogénesis (MCP-1 y RANTES. Estos hallazgos
sugieren que la Paciente2 tiene una reabsorcion 6sea correcta que puede mantener controlada
la osteablastogénesis.

Observamos niveles dispares de otros marcadores séricos involucrados en el metabolismo
y hemostasis 6sea entre las gemelas. Las proteinas de matriz dsea (OPN y OC) reflejan la
actividad osteoblastica, ya que son producidas por osteoblastos maduros durante la osteogénesis
y la mineralizacién dsea [380]. La OPN actlla como regulador local osteoblastico e induce la
migracion, diferenciacion y activacion de osteoclastos; se ha sugerido como predictor de
enfermedades dseas [381-383]. Por su parte la OC se ha descrito como el mejor marcador de
maduracion osteogénica; promotor de la biomineralizacion [384]; un regulador positivo de
otros marcadores osteogénicos como RUNX2, ALPL, osteonectina y COL1; y regulador
negativo de Osterix [385]. Por otro lado, la secrecion de OC puede tener una funcién como
hormona analoga a leptina o adiponectina [386]. Otras citoquinas proinflamatorias como el
TNF-a y la IL-6 en presencia de RANKL, aumentan la osteoclastogénesis dirigida por la ruta
NF-Kp promoviendo la reabsorcion dsea [387]. TNF-a suprime la expresion de activadores de
la osteoblastogénesis (IGF-1, osterix y RUNX2)[388] e induce la producciéon de DKK1 y
esclerostina (SOST), dos potentes inhibidores de la ruta Wnt, la cual controla la diferenciacion
osteoblastica y osteoclastica [389,390]. La leptina es una adipoquina que induce la adipogénesis
y activa citoquinas proinflamatorias como la TNF-a y la IL-6, asociada con una reduccion en
la densidad 6sea mineralizada, que participa en la reabsorciéon 6sea e inhibicion de la
proliferacién osteoblastica mediante receptores adrenérgicos en los osteoblastos [391,392].

La medicion de estos marcadores en las gemelas nos permite evaluar de manera indirecta
el metabolismo 6seo y adipogénico condicionado por la mutacién en GNAS. Observamos un
perfil sérico que refleja un incremento en la produccidn osteobléstica con la elevacién en la
expresion de osteocalcina y una reabsorcion 6sea limitada por los niveles bajos de TNF-a en la
Pacientel. Mientras que en la Paciente2 parece haber una compensaciéon de los fendmenos
osteoblasticos por el aumento en los niveles de moléculas con actividad osteoclastica (IL6) y
de inhibicién osteoblastica por promocion adipogénica (leptina). Ademas, la Paciente2 muestra
una actividad de maduracion osteoblastica inferior a la de la Pacientel.

“Al tratarse de una enfermedad ultra-rara, las opciones de tratamiento para HOP son
limitadas, por lo que, durante el curso clinico de la Pacientel, fue necesario desarrollar un
protocolo terapéutico, debido a la rapida progresion de la enfermedad. Esta misma condicion
ha impedido hasta el momento, determinar una correlacion entre el tipo de mutacidn, el curso
clinico o los hallazgos analiticos con la progresion de la enfermedad. Sin embargo, la medicién
sérica de los BTMs permitid hacer un seguimiento de la enfermedad ya que los BTMs reflejan
la actividad osteogénica. Fragmentos del colégeno tipo I, que es la proteina mas abundante en
el hueso, se utilizan para determinar la actividad catabdlica y anabdlica del hueso. CTX o B-
crosslaps es un telopéptido que se libera del colageno tipo | durante la reabsorcién osteoclastica
reflejando actividad de reabsorcion 6sea. Por otro lado, PINP es un marcador de secrecion de
colageno por los osteoblastos y refleja la actividad anabdlica del hueso [393-395]. En la

* Justicia-Grande AJ, Gomez-Rial J, Rivero-Calle I, Pischedda S, Curras-Tuala MJ, Gémez-Carballa A, et al. Case Report:
Two Monochorionic Twins With a Critically Different Course of Progressive Osseus Heteroplasia. Front Pediatr 2021;9:508.
https://doi.org/10.3389/FPED.2021.662669/
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Pacientel observamos un desequilibrio importante entre dichos marcadores, y aunque no fue
posible correlacionarlos con la actividad de la enfermedad, fueron utilizados en el seguimiento
de los tratamientos.

“La primera linea de tratamiento consistié en la administracion de rhIGF-1 por su papel
como regulador en el metabolismo 6seo [339,340,396] y también como potente regulador de
osteoclastos y reabsorcién dsea [340]. Como respuesta al tratamiento se detectd un aumento del
10% en los marcadores de osteoclastogénesis y del 30% en la osteoblastogénesis; un efecto
similar a lo observado en otras patologias e incluso en pacientes sanos después de la
administracion de la hormona [397,398]. Por otro lado, los niveles bajos de la hormona IGF-1
observados en la Pacientel, parecen ser resultado de la alteracion en las rutas bioldgicas
conservadas en HOP y no una causa o pieza clave en la enfermedad. Es posible que la
administracion subcutanea de IGF-1 no tenga efecto sobre la formacién 6sea o que se requieran
dosis muy altas para observar una respuesta, ademas del hecho de que esta hormona acttia con
mayor eficacia en la etapa de maduracion 6sea [398]. Los niveles bajos de IGF-1 también
pueden deberse a una alteracion de la secrecién de la hormona de crecimiento (GH), sin
embargo, la Pacientel mostr6 niveles normales para su edad, al igual que para la proteina de
union a IGF-1 (IGFBP-3) [399]. Aunque las mutaciones en GNAS en el alelo materno, derivan
en una resistencia a la hormona GHRH y, por lo tanto, en niveles bajos de IGF-1, la mayoria
de los casos de HOP, al igual que en el caso de las gemelas, esta causada por la mutacion
inactivante de GNAS en el alelo paterno. Ademas, segun el alelo alterado, se desarrollan
fenotipos diferentes de la HOP, por ejemplo, un fenotipo delgado si la mutacion esta presente
en el alelo paterno, y con obesidad cuando esta en el alelo materno. Ademas, los niveles bajos
de IGF-1 se observan en estados de desnutricion, lo que sugiere que la continuada formacién
6sea en la HOP podria tener un impacto sobre el gasto energético [399]. La Pacientel no fue
sometida a pruebas de estimulacion de la GH, ya que no cumplia los criterios para su
realizacion. El seguimiento clinico y analitico realizado por nuestro grupo médico sugirié la
ausencia de hipopituitarismo concomitante en la Pacientel [399].

“Después de la rhIGF-1, se administraron terapias previamente descritas como beneficiosas
en enfermedades osificantes. El acido retinoico se propuso por su potencial para incrementar la
produccién de la proteina Gs-a por procedente del alelo normal [342]. Se ha reportado el uso
de un receptor selectivo del acido retinoico como inhibicion de la formacion de hueso ectopico
[343,344]; de hecho, se ha propuesto el uso de los antagonistas del receptor y del &cido retinoico
como tratamiento para la FOP, ya que inhiben la osificacion de tipo endocondral [400], la cual
podria estar presente hasta en el 50% de las lesiones en pacientes con HOP [55]. La
administracion de retinoides topicos y sistémicos en la Pacientel no consiguieron detener la
progresion de la enfermedad, lo que podria explicarse por una presencia mayoritaria de lesiones
de tipo intramembranosa.

“La siguiente linea de tratamiento fue el uso de bifosfonatos, capaces de bloquear la
mineralizacion de la matriz 6sea. A pesar de observar una disminucién de los marcadores de
remodelacion 6sea después de la administracion intravenosa de pamidronato, la Pacientel
presentd la formacién de nuevas lesiones y progresion de las osificaciones antiguas. La
administracion continuada de pamidronato estd relacionada con la “congelacion” del
metabolismo éseo, disminuyendo la formacién y reabsorcion ésea [346], sin embargo, el
tratamiento tiene muy baja efectividad contra la formacién activa de osificaciones
[348,394,401]. En la Pacientel se observé que las osificaciones progresaban y la matriz 6sea
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no se veia afectada cuando el bifosfonato se suspendia. En FOP se ha descrito que el
pamidronato mejora los sintomas hasta en tres cuartas partes de los pacientes, pero las pautas
actuales de manejo de la enfermedad informan de una utilidad limitada a largo plazo, ya que
los ciclos repetidos conducen a fracturas de hueso normal, ademéas de no ofrecer proteccion
frente a futuros brotes de osificacion [402]. Debido a los efectos adversos que la Pacientel
present6 con la administracion de pamidronato, no se continué con la administracion de dosis
mas altas que permitiera evaluar el efecto a dosis acumuladas.

“La ruta de sefializacion Hh es esencial en el proceso de osificacion intramembranosa y
endocondral [403]. En los tejidos blandos normales, la proteina Gs-o inhibe la sefializacién de
Hh y restringe espacialmente la formacion de hueso al esqueleto normal. La sobre-regulacion
de Hh en ambos tipos de osificacion es necesaria para inducir OH [130]. Al mismo tiempo, la
perdida de inhibicién de Gs-o en la sefializacion de Hh pude conducir al desarrollo de
meduloblastoma [404]. El itraconazol es un antiflngico oral que actla como potente supresor
de la via de Hh. La misma dosis utilizada para el tratamiento de micosis inhibe el crecimiento
de meduloblastoma en modelos de raton con aloinjertos [347]. Hasta donde sabemaos, no existen
informes previos del uso de itraconazol en OH [402], pero teniendo en cuenta que es un farmaco
de uso frecuente en nifios inmunosuprimidos se incluyé en nuestro protocolo terapéutico.
Desafortunadamente, después de administrarlo durante cuatro meses la Pacientel desarrolld
dos nuevas placas de osificacion y una clara progresion de las mas antiguas, por lo que el
tratamiento se suspendié.

“Los corticoides son inmunomoduladores con capacidad antiinflamatoria frecuentemente
usados como primera linea de tratamiento de las primeras osificaciones en pacientes con FOP
[402,405]. Reportando una mejoria de sintomas en el 55% de los pacientes. Sin embargo, los
protocolos actuales desaconsejan el uso a largo plazo y restringen su uso a pacientes con
osificaciones que imposibilitan el movimiento; que perjudican principalmente las
articulaciones; en la prevencion de osificacion después de un trauma severo; o postquirdrgico.
Se administraron altas dosis de metilprednisolona via intravenosa durante 5 dias, seguida de
una disminucidn gradual de la dosis durante 6 meses a la Pacientel. Observamos disminucion
en los marcadores de formacion dsea, sin embargo, no hubo modificaciones visibles en la
formacidn de las osificaciones.

“Uno de los tratamientos bien establecidos en la prevencion de OH postquirdrgicas es el
uso de AINES, como la Indometacina, los cuales inhiben la produccion de prostaglandinas
evitando la diferenciacion de las MSCs [349]. Sin embargo, no hay evidencia suficiente de la
eficacia de este tratamiento para prevenir osificaciones en pacientes con FOP. En el caso de la
Pacientel, tras recibir indometacina durante 14 meses presentd dos periodos latentes de la
enfermedad y recurrencia de osificacion debajo de la cicatriz de una incisién quirurgica previa.

“Encontramos que los niveles de PINP se mantuvieron constantemente elevados excepto
en los periodos posteriores a la administracion de pamidronato y metilprednisolona.
Observamos una disminucién evidente de ambos parametros después del tratamiento con
bifosfonatos y, ademas, la disminucion de PINP se acompafié con un aumento en la resorcion
6sea cuando se administraron ciclos de metilprednisolona. En ningun caso el cambio en los
niveles de BTMs fue precedido por una recaida de la enfermedad. Cabe destacar que la IGF-1
permaneci6 baja durante dos afios posteriores a la interrupcion de su administracion.
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“La progresion de la enfermedad de la Pacientel continud, consecuencias como
hipermetabolismo, anquilosis de la pierna izquierda y retraccion de la derecha, resultaron en la
desviacién de la Pacientel de los percentiles normales de talla y peso, ademas de continuar con
la formacién de OH activa, dolor y movilidad limitada.

El protocolo terapéutico continué con la administracion de Everolimus (andlogo de
rampamicina) ya que estudios recientes se usé como tratamiento profilactico frente a la FOP,
demostrando prevenir la formacion de OH inducida por un trauma mediante el arresto de la
diferenciacion osteogénica [406-408]. Everolimus es un inmunosupresor que inhibe al
complejo mTORCL1 (ruta mTOR) implicado en la diferenciacién de MSCs a osteoblastos y que
se ha reportado que podria disminuir los sintomas de la HOP [406,409,410]. Una vez aplicado
el tratamiento se realizd6 un seguimiento exhaustivo de los marcadores bioquimicos
relacionados con el metabolismo y reabsorcion 6sea. La correlacion negativa observada entre
los BTMs (CTX y PINP) y los niveles de Everolimus en sangre de la Pacientel, se corresponde
con resultados previos que describen la reduccion en la reabsorcién ésea por inhibicion de la
via mTOR [411-413]. Por otro lado, se observo una correlacién positiva entre Everolimus y la
PTH (hormona paratiroidea), hormona asociada con la regulacién 6sea. La PTH se caracteriza
por su comportamiento paradgjico, promoviendo la reabsorcion dsea para liberar calcio idnico
a la sangre cuando se administra continuamente [414], y teniendo un fuerte efecto anabélico
que causa formacion de hueso cuando la administracion es intermitente y a bajas dosis [415].
De hecho, hoy en dia, se utiliza como Unico tratamiento contra la osteoporosis [416]. A pesar
del efecto inhibitorio descrito del Everolimus sobre la formacién de OH, se observo una
correlacion positiva de éste con los niveles de PTH séricos. Sin embargo, los niveles de calcio
permanecieron sin cambios durante el tratamiento. Esta observacién podria ser consistente con
la mutacion en GNAS, ya que la afectacién de la Gs-a puede producir una sefializacién anormal
de la PTH [417]. Se ha descrito que los pacientes con HOP tienen buen funcionamiento del
receptor de la PTH [418], lo que también se observa en las gemelas.

La via Wnt es una de las rutas de sefializacion implicadas en la actividad anabdlica del
hueso, y su sobre-activacion se ha asociado al desarrollo de osteopetrosis [150,419]. Por lo que
la inhibicién de la ruta Wnt/B-catenina se ha propuesto como un tratamiento potencial para la
OH [130]. Por otro lado, se sabe que algunos efectos anabdlicos de la PTH estan regulados por
la ruta Wnt [419]. Nosotros observamos una correlacién negativa (pero no estadisticamente
significativa) entre los niveles séricos de los inhibidores de Wnt, DKK-1 y SOST vy el
tratamiento con Everolimus [420-422].

Durante la administracion de Everolimus a la Pacientel, se observé una correlacion de los
niveles de glucosa con las concentraciones séricas de Everolimus. mTOR es una quinasa que
se encuentra conformada por dos complejos proteicos diferentes: mTORC1, implicada en la
regulacién de varios procesos celulares relacionados con el crecimiento y la diferenciacion
celular, y mTORC2 que participa en la cascada de sefializacion de la insulina. Se ha visto que
la rampamicina, otro inhibidor de la mTOR, se une al receptor FKBP12 para inhibir
directamente a mTORCL1 [423]. En segundo lugar, la exposicién crdnica a la rampamicina
inhibe el ensamblaje de mTORC2, lo que puede asociarse a complicaciones metabélicas,
incluida la intolerancia a la glucosa. También se describieron perfiles lipidicos anormales con
la administracion de inhibidores de mTORCL, ya que éste regula la sintesis de lipidos
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principalmente mediante el factor de transcripcion de unién a elementos reguladores de
esteroles (SREBF1) un mecanismo que ain no se comprende por completo [424].

En general la Pacientel tolerd adecuadamente el tratamiento con Everolimus, siendo éste
el tratamiento con la administracién méas prolongada de todo nuestro protocolo terapéutico. Se
observo un efecto moderado en los marcadores de recambio dseo, y un aumento no significativo
de la osteocalcina que es el principal factor pro osteoblastico. Este hallazgo podria sugerir que
el tejido 6seo en la Pacientel intenta compensar la actividad osteoblastica, sin embargo, el
tratamiento no consiguidé modificar el curso clinico de la enfermedad, por lo que finalmente se
suspendio el tratamiento.

Como ultimo recurso terapéutico se incluy6 una terapia innovadora y no agresiva patentada
por el grupo de patologias musculoesqueléticas de nuestro Instituto de Investigacion Sanitaria
(IDIS), disefiada para la prevencion de OH en tejidos blandos. Esta triterapia se basa en el uso
combinado de una tiazolidinedona (rosiglitasona y/o pioglitasona), que es un antidiabético que
activa al receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR-y) que en el
contexto 6seo controla la diferenciacién de células mesenquimales y hematopoyéticas [425],
con corticoides (dexametasona) y/o antinflamatorios preferiblemente no esteroideos AINES
(indometacina), los cuales muestran efecto sinérgico en la prevencion de la OH. Las mejorias
con esta terapia se esperaban entre el dia 14 y el 21 de tratamiento. La triterapia fue administrada
a la Pacientel tres dias antes de someterse a una cirugia de extraccion de una placa de
osificacion, continuando el tratamiento en modo de biterapia, con dexametasona y pioglitazona
durante 55 dias, tiempo en el cual no se observd mejoria en la progresion de la enfermedad,
sino que se observd crecimiento de las placas antiguas y la formacién de nuevas en la misma
zona de exéreis, por lo que fue interrumpido. Considerando que es un tratamiento
principalmente dirigido a osificaciones endocondrales, las cuales estan presentes solo en una
proporcién de las lesiones en HOP; aunado a la suspension de la triterapia y la adaptacion a
biterapia; no fue posible evaluar el efecto real en la Pacientel.

La cirugia fue una necesidad en el plan de tratamiento de la Pacientel, a pesar de que uno
de los riesgos de la exéresis de OH en los pacientes con HOP es la reincidencia de las lesiones
[2,220,348,426]. Bajo el consentimiento de los padres y por peticién de la Pacientel, se han
llevado a cabo procedimientos quirdrgicos para retirar las osificaciones cuando éstas le
impedian mantener una buena calidad de vida, siendo hasta el momento, la Unica alternativa
ante la dramatica progresion de la enfermedad.

Sin tener estudios precedentes, éste trabajo recoge los primeros datos epigenéticos
reportados en pacientes con HOP. Las gemelas mostraron tener un perfil de metilacién
diferencial significativo entre ellas y los controles (todas nifias) ponderando el andlisis por edad.
Observamos que las CpGs significativas con mayor diferencia en la metilacion se encontraban
en genes involucrados en el desarrollo del sistema musculo esquelético y en la respuesta
inmunitaria adaptativa, procesos desregulados en la HOP [427]. Hemos observado que las
regiones dentro de un mismo gen, que se caracterizan por la presencia de multiples posiciones
metiladas, mostraron patrones de metilacion similares en las pacientes con HOP, lo que sugiere
una posible remodelacion epigenética de estos locus. La mayoria de estas posiciones
presentaron niveles de metilacién mas bajos en las pacientes que en los controles, sugiriendo
un aumento en la expresion de los genes asociados a estas posiciones.

Se identificaron tres posiciones diferencialmente metiladas en el gen DUSP14 también
conocido como MKP6, que es una fosfatasa involucrada en la ruta MAPK y que tiene
importantes funciones en la regulacion de procesos celulares como la proliferacién y
diferenciacion celular, respuesta inflamatoria y apoptosis [428]. Se ha descrito que DUSP14
modula negativamente la formacion de osteoclastos mitigando el desarrollo de osteoporosis
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[429]. Los bajos niveles de metilacién de DUSP14 que supondria un aumento de expresion,
podrian sugerir una disminucion de la reabsorcion 6sea en las pacientes con HOP frente a los
controles. Se identificaron cinco posiciones en el gen NFYA (subunidad alfa del factor de
transcripcion nuclear y) que es un potente regulador de la auto-renovacion y diferenciacion
celular por la activacion de la ruta Notch1 [430] y que ademas puede interactuar con otras rutas
como la Wnt o BMP en células osteogénicas y regular asi el desarrollo del tejido esquelético
[431]. La hipometilacion de NFYA en las pacientes con HOP podria reflejar una desregulacion
de la actividad osteogénica.

Localizamos también otras cinco posiciones hipometiladas en el gen DIP2C (Proteina 2
que interactia con el disco homologo C), uno de los genes patogénicos candidatos de la
displasia esquelética, un grupo de trastornos hereditarios generalizados del desarrollo de huesos
y cartilagos [432].

Por otro lado, el analisis del perfil de metilacion especifico realizado en GNAS mostré dos
posiciones con patrdn diferencial, ya que para el resto de las posiciones las pacientes con HOP
mostraron un perfil similar. En este caso, la Paciente2 y los controles comparten el patrén de
metilacién y se logran diferenciar del perfil de la Pacientelen estas dos posiciones; sin embargo,
estos resultados no fueron significativos cuando realizamos el ajuste por test maltiple. Las
posiciones descritas en GNAS se encuentran en una regién del gen que cubre diferentes
transcritos. Esto podria sugerir una relacion entre la expresion de cada uno de ellos y el estado
de metilacion, que, ademas, se da en diferentes lugares, ya que no ocurre siempre en las regiones
promotoras o en el sitio de inicio de la transcripcion. De hecho, se ha observado como la
metilacién que ocurre en el cuerpo del gen, es directamente proporcional a un mayor nivel de
expresion del mismo gen [433], al contrario de lo que sucede en las regiones promotoras, donde
la metilacion esta relacionada con la inhibicion o desregulacion en la expresion del gen [434].
Es necesario considerar la naturaleza tan compleja del gen GNAS y su caracteristica de
imprinting lo que provoca que los transcritos resultantes se puedan expresar a partir del alelo
materno, del paterno, o de ambos, segln el grado de metilacion que puedan tener, lo cual
desemboca en cambios de expresion y produccion proteica.

El andlisis transcriptémico en sangre permite relacionar la expresion génica con eventos
sistémicos y con la actividad celular, lo que amplia el entendimiento de las rutas y vias de
seflalizacion que se activan o inactivan durante procesos biolégicos normales y
patolégicos[435]. El estudio exploratorio de expresion génica en sangre de las pacientes con
HOP (y replicas in sillico) revel6 diferencias en la expresién génica entre las pacientes con HOP
con efecto funcional, ya que la mayoria de los genes diferencialmente expresados son
codificadores de proteinas. En la Pacientel con HOP severa, observamos una aparente sobre-
regulacion de la ruta Eph/ephrin (genes PI3, MMP9, TUBB1 y MYL9) que regula diversos
procesos del desarrollo embrionario como la segmentacion [436,437]. A partir de la
segmentacion se producen estructuras mesodérmicas (somitas), al mismo tiempo que se activan
las rutas Wnt y Notchl, las cuales tienen un papel en la regulacién del desarrollo del tejido
esquelético en la embriogénesis [213,438,439]. Ademas, la regulacion de la ruta Eph/ephrin
puede modular otras rutas determinantes en la proliferacién y diferenciacion de las MSCs, las
interacciones célula-célula, asi como en la activacion, migracién, adhesion y proliferacion de
células inmunoldgicas [440-442]. Estos resultados podrian apuntar hacia la hipdtesis de una
carga de mutacidén diferencial en la capa mesodérmica entre las gemelas, lo que produciria
diferencias en la regulacién génica desde etapas tempranas del desarrollo y que podria resultar
en el fenotipo discordante de la enfermedad.

Otras rutas posiblemente sobre-activadas en HOP con fenotipo severo son la diferenciacion
de megacariocitos y actividad plaquetaria (genes PF4, GP9, TREML1 y SPDYC) favoreciendo
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la funcién ostegénica de las células endoteliales [443] y la respuesta inmunitaria reflejando
cierta desregulacion osteoinmune [444,445]. Los genes aparentemente infra-expresados se han
relacionado con procesos poco descritos en el contexto de HOP.

Del conjunto de transcritos analizado en los diferentes tejidos (osificacion y piel) de la
Pacientel y de los controles, hallamos un patron de expresion similar entre las muestras de
osificacion; a pesar de ser obtenidas de zonas distintas, pero con diferencias frente a los perfiles
de expresion del hueso control. Esto podria sugerir que las lesiones analizadas siguen el mismo
proceso de osificacion, aparentemente endocondral ya que los genes mayormente expresados
(COMP, MMP7 y PPARGCIA) se relacionan intimamente con el desarrollo y diferenciacion de
condrocitos. COMP se expresa en los condrocitos y su papel es critico para la organizacion de
la matriz Gsea en el cartilago [446]. Se ha observado que mutaciones en COMP afectan el
desarrollo postnatal del cartilago, ademas de estar implicado en la reduccion de la
mineralizacion de masa ésea y en el desarrollo de displasias esqueléticas [447,448]. El gen
MMP7 que codifica para una metaloproteinasa altamente expresada en los condrocitos por la
activacion de la via Wnt/Bcatenina, una de las principales rutas implicadas en la osificacion
endocondral [449,450]. Se ha demostrado el papel fundamental del gen PPARGC1A (PGC-1a)
en la regulacion de la asignacion del commitment de las MSCs estromales, ya que se ha
observado que la perdida de PGC-1« produce un aumento de la adipogénesis y una disminucién
de la osteoblastogénesis reduciendo asi la capacidad de formar hueso [451,452]. Por otro lado,
la PGC-1« es un factor importante en el mantenimiento del metabolismo de los condrocitos, ya
que se ha observado que su inhibicién reduce la respiracion mitocondrial y el potencial de la
membrana de los condrocitos, haciéndolos menos resistentes al estrés [453].

Observamos un aumento en la regulacién de las rutas TGF- y BMP en las osificaciones
de la Pacientel con respecto al hueso control, esto esta en consonancia con la fuerte conexion
descrita entre dichas rutas durante la diferenciacion osteoblastica, ya que la induccién de TGF-
1 mediada por BMP-2 produce un volumen éseo cinco veces mayor que el producido por
BMP-2, mejorando asi la formacion de OH [150,454]. Otra de las rutas desreguladas en la
Pacientel es la ruta Wnt, la cual participa en la diferenciacion de las MSCs a condrocitos y
osteoblastos. Se sabe que niveles bajos de la ruta Wnt dependiente de B-catenina inducen la
expresién de SOX9 activando la diferenciacién condrogénica, mientras que niveles aumentados
de la ruta conducen a la hipertrofia de los condrocitos, que es un paso determinante en la
osificacion endocondral [455-458].

En las muestras de osificacion de la Pacientel, observamos también un aumento en la
regulacion de rutas involucradas con: i) el commitment de MSCs a osteoblastos y adipocitos,
asociada a la mutacion heterocigota en GNAS, que promueve la diferenciacién osteoblastica a
partir de MSCs derivadas de tejido adiposo [114]; ii) el ciclo celular G1/S asociada a un
aumento en la diferenciacién celular [459] y iii) la proliferacion y diferenciacion de las células
epiteliales, que participan en la formacion directa e indirectamente de la OH [460]. La
contribucion directa de esta poblacion celular se basa en la hipdtesis de un proceso de
transdiferenciacion de las células epiteliales a mesenquimales, las cuales potencialmente
podrian dar lugar a células de linaje osteogénico [460,461]. Por otro lado, se ha sugerido que
las células epiteliales pueden secretar BMP y otros factores osteogénicos que indirectamente
producirian células osteogénicas [460,462].

En cuanto al perfil de expresion de la piel obtenidas de dos zonas diferentes (gllteo y
rodilla) de la Pacientel, observamos un patrén claramente diferente. Mientras la piel de gliteo
presenta un perfil mas parecido a la piel control; la de la rodilla, presenta un aumento en la
expresién de genes asociados mayoritariamente a procesos condrogénicos y de
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transdiferenciacién de células epiteliales, un patrén de expresion similar al observado en una
osificacion.

El hecho de que pudiese suceder una transdiferenciacién celular y de que ademas hay
estudios que demuestran que un aumento en la expresion de factores de crecimiento y de
transcripcion puede activar rutas involucradas en la transformacion de condrocitos a
osteoblastos (TGF-B, Wnt, BMP, Hh), podria explicar los niveles aumentados en la expresion
de genes relacionados con la proliferacion y diferenciacion condrocitica en los tejidos
analizados de la Pacientel y la acelerada formacion de OH.

En cuanto al perfil de miARN en sangre de las pacientes, identificamos seis miARN
diferencialmente expresados entre la Pacientel y la Paciente2, de los cuales, cinco mostraron
mayor expresion en la Pacientel. Estos miARNs sobre-expresados interaccionan
principalmente con genes que intervienen en procesos como el commitment y diferenciacion
celular, adipogénesis y en la ruta TGF-B. Corroborando los hallazgos celulares y moleculares
en HOP que sugieren que la mutacion en GNAS condiciona el desbalance en el destino celular
de las MSCs a osteoblastos y adipocitos [114].

Conjuntamente hemos observado un patrén de expresion pro-condrogénico en los
diferentes tejidos de la Pacientel lo que sugiere el desarrollo “mixto” de osificaciones
endocondrales y de tipo intramembranoso.

Los cambios de expresion génica involucrados en HOPconducen a un cambio en la
composicion de las moléculas funcionales (proteoma) de la célula, y en ese sentido, los analisis
proteémicos nos han permitido determinar cambios y/o alteraciones funcionales asociados a la
fisiopatologia de la enfermedad. Ademas, las nuevas tecnologias protedmicas que se han
utilizado en el presente proyecto posibilitan la identificacion y cuantificacion de proteinas y sus
posibles cambios post-traduccionales, y todas estas moléculas pueden ser utilizadas como
posibles biomarcadores especificos de las patologias que podrian ayudar a mejorar su
diagndstico y/o pronostico. Este esfuerzo de caracterizacion del proteoma en el contexto de
HOP abre también una via importante hacia la identificacion de posibles dianas terapéuticas
[291,463]

En este trabajo reportamos el perfil protedmico diferencial observado en el suero de
pacientes con HOP y pacientes control. Las proteinas identificadas (64 exclusivas de las
pacientes HOP, 34 exclusiva de la Pacientel y 22 de la Paciente2) estan asociadas a procesos
de activacién y adhesion plaquetaria. Estos procesos fueron consistentes tanto en la
comparacion entre las gemelas con HOP y los controles, como en la comparacién entre ellas.
Estos proceso pueden contribuir a la formacién de OH ya que las plaquetas son células que han
demostrado participar en la reparacion 6sea, promoviendo la proliferacion de fibroblastos,
osteoblastos, células epiteliales y condrocitos [464,465], las cuales producen hormonas que son
fuertes inductores de la diferenciacién osteoblastica [466,467]. También se ha sugerido que
TGF-B liberada durante la agregacion plaquetaria puede promover la osteoclastogénesis [468].
Por otro lado, observamos una disminucion en la expresion de proteinas asociadas al proceso
de intercambio de gases en las pacientes con HOP comparadas con los controles. Esto podria
ser el reflejo de una insuficiencia en la disponibilidad de O: (hipoxia), resultando en la
activacion del factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1). Se sabe que la sobre-expresion de HIF-1
induce la formacién de OH mediante la regulacion de proteinas clave en la modulacién de los
procesos de osteogénesis, angiogénesis y reabsorcion ésea [469—-471]. Se ha observado ademas,
que las lesiones tempranas de FOP son altamente hipoxicas, lo que supone la activacion del
factor HIF-1a que incrementa la intensidad y duracion de la ruta canénica de sefializacion de
las proteinas morfolégicas del hueso (BMPs) induciendo la formacidn episddica de osificacion
heterotdpica endocondral [470]. A pesar de que estos hallazgos solo se han identificado en la
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FOP y no en formas genéticas de OH, consideramos relevante sugerir la participacion de esta
ruta en el caso de las pacientes con HOP, siendo el Unico reporte registrado con estos datos.

Identificamos un aumento de proteinas del sistema complemento en la Pacientel, lo que
sugiere un aumento en la actividad de esta ruta con respecto a su hermana. Estos datos coinciden
con lo observado en los marcadores de osteoinmunidad descritos anteriormente. La activacion
del sistema complemento a nivel local o sistémico, afecta el desarrollo de células dseas, su
homeostasis y comunicacién ya que proteinas como la C3a y C5a son producidas por los
osteoblastos, liberando citoquinas proinflamatorias como la IL-6 e IL8. Ademas, la produccién
de Cb5a activa factores osteoclastogénicos necesarios para el eficiente desarrollo de los
osteoclastos [251,472,473].

En la Paciente2 se observé un incremento en la activacion y agregacion plaquetaria,
sugiriendo una regulacién osteoblastica y osteoclastica mediada por la actividad bimodal de las
plaquetas en la homeostasis 6sea y en la reparacion de heridas [474]. Aun cuando la
participacion de las plaguetas en la formacion y remodelacion 6sea es un tema controvertido,
se ha sugerido que las plaquetas inducen proliferacion osteoblastica de manera dosis-
dependiente del incremento en la produccion de osteocalcina y la disminucion de OPG
controlado a su vez por la ruta TGF-p, teniendo ademas potencial de activacion de osteoclastos
a través de prostaglandinas y dependiente de RANKL [475-477]. Asi mismo, observamos otro
pardmetro de regulacion osteblastica/osteoclastica (ratio OPG/RANKL) constante en la
Pacienete2 y mostrando una ligera disminucion en la etapa de maduracién osteoblastica. Ese
cambio podria representar que en esa etapa, la Paciente2 regula la formacion osteoblastica
permitiendo la activacién de la reabsorcion dsea [478,479].

Tanto a nivel transcriptomico como proteémico, observamos concordancia de
componentes relacionados con la activacion plaquetaria. Este mecanismo tiene una implicacién
importante en la osteogénesis; por un lado, las proteinas que secretan las plaquetas durante su
activacion, estimulan la osteoblastogénesis; y una vez activadas, las plaquetas inducen la
osteoclastogénesis regulada por TGF-B, la cual tiene capacidad estimulante/inhibitoria de la
diferenciacion de osteoclastos mediada por la sefializacion de SMAD1 y SMAD3
[468,480,481]. Al haber identificado una asociacién concordante en dos enfoques 6micos
relacionados con HOP nos permiten sugerir que esta via podria estar interviniendo en el
desarrollo de la enfermedad.

Identificamos otras rutas desreguladas en las pacientes con HOP todas con impacto en el
metabolismo y hemostasis del hueso y que ademas coinciden con lo observado en los demés
estudios 6micos realizados en este trabajo. Por ejemplo, observamos un aumento en la respuesta
inmunolégica similar a lo observado en los marcadores de osteocinmunidad. Ademas, las
proteinas identificadas como exclusivas de las pacientes con HOP estan involucradas en las
vias de sefializacion mTOR, TGF-B, Notch, Wnt, MAPK, Leptina y sefializacion por receptor
de la proteina G (GPCR), todas éstas desreguladas en el perfil transcriptomico de tejidos (piel
y osificacion) que hemos presentado.

La proteina caveolin-3 (CAV3) se detectd exclusivamente en los controles, la cual ha
demostrado que tiene capacidad regulatoria sobre la ruta de sefializacion Wnt en modelos
animales [482]. La ausencia de esta proteina en las gemelas podria deberse a un fallo en el
proceso de regulacién del metabolismo dseo, lo que podria sugerir un posible papel en el
desarrollo de la HOP. Por otro lado, distinguimos la presencia de la proteina filamina C en las
gemelas con HOP y no en los controles. Hay diversos estudios que describen la participacion
de las filaminas (en especial de la FImB) en la diferenciacion condrocitica, ya que la perdida de
FImB conlleva a la acumulacion de fosfo-Smad3 que activa a RUNX2 promoviendo los
condrocitos hipertroficos, que pueden generar osteoblastos y osteocitos [483,484]. Pese a no
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tener datos de la actividad de la Filamina C en la osteogénesis, pero considerando que forma
parte de una familia de proteinas con actividad condrogénica, su hallazgo podria sugerir un
posible papel como intermediaria en el desarrollo de la OH.

Encontramos un efecto funcional de los sueros de ambas pacientes con HOP en células
osteoblasticas durante el proceso de diferenciacidn osteogénica. Los componentes séricos de la
Paciente2 impactaron negativamente la diferenciacion osteogénica, observamos disminuida la
expresion de los marcadores RANKL el cual promueve la osteoclastogénesis y regula
negativamente la osteoblastogénesis [485]; y, de PLIN2, que es una proteina altamente
expresada al inicio de la diferenciacion osteogénica por células osteo-progenitoras y al final del
proceso por los osteoblastos maduros [486]. Por otro lado, los marcadores DKK1 y SOST se
hallaron aumentados en la Paciente2, ambhos implicados directamente con la inhibicion de la
ruta Wnt, B-catenina, ruta controlada por la Gs-a. y que regula la formacién de osificacion
intramembranosa [369,487-489]. Estos hallazgos nos hacen considerar que, a pesar de que la
Paciente2 es portadora de una mutacion patogénica en GNAS con potencial para exacerbar las
rutas implicadas en la formacion ésea, lo cierto es que esta paciente parece estar regulando o
compensando el efecto de la enfermedad gracias a una actividad osteoclastica normal.

Uno de los logros de este trabajo fue el establecimiento de cultivos primarios a partir de
piel, osificacion y grasa de la Pacientel; ademas de obtener los cultivos primarios de tejidos
controles sanos de hueso y piel. Estos tejidos son los que se encuentran directamente implicados
en la HOP, por lo que estos cultivos nos permitieron observar algunas caracteristicas celulares
de la enfermedad. Las células obtenidas, osteoblastos “like”, fibroblastos y pre-adipocitos,
mostraron caracteristicas de células provenientes de MSCs, como es la capacidad de adherencia
a la superficie de cultivo, la cual esta mediada por las proyecciones del citoplasma/citoesqueleto
correspondiente a filopodio y lamelipodio que dan la morfologia alargada a este grupo de
células y permiten su migracion y comunicacion célula-célula [490]. Se observé capacidad
proliferativa para todos los cultivos primarios, sin embargo mantuvimos controlados los
subcultivos ya que son células finitas que pueden sobrevivir, dependiendo el tipo celular, 40-
50 divisiones antes de morir [491].

Parte de la complejidad que supone el estudio de la HOP como enfermedad ultra rara, es
su etiologia, ya que implica una mutacion inactivante en el gen GNAS, uno de los mas complejos
del humano, que codifica multiples transitos e isoformas. Ademas, su expresion esta regulada
por el imprinting genético, que es tejido-especifico [54,91]. Debido al splicing alternativo que
sufre su pre-mARN, Gs-a tiene una variante corta (Gsa-S) y una larga (Gsa-L) las cuales se
expresan en todos los tejidos bialélicamente y son detectados por western-blot con dos bandas
de 45y 52 kDa respectivamente. Funcionalmente son muy similares y sus pequefias diferencias
no han demostrado un efecto biolégico. Hemos identificado dos bandas de la proteina Gs-a en
todos los cultivos primarios portadores de la mutacién en GNAS y de controles, mediante el uso
de un anticuerpo de union especifica a la proteina completa. Los pesos moleculares apuntan a
que las bandas identificadas corresponden a las variantes Gsa-s y Gsa-L, expresadas
bialélicamente, determinando que la mutacidn afecta un alelo mientras el otro permanece
estable. Coincidiendo con lo reportado en la base de datos Protein Atlas, observamos la mayor
expresion de ambas variantes en los fibroblastos con respecto a los osteoblastos y pre-
adipocitos. También hemos detectado la localizacion citoplasmatica de las variantes de Gs-a
en todos nuestros cultivos primarios y su colocalizacion con la a-tubulina, que mantiene una
alta afinidad de union para modular la dindmica de los microtdbulos teniendo un impacto en la
forma y crecimiento celular [492]. A pesar de observar pequefias diferencias en la expresion de
las isoformas entre las células control, las obtenidas de tejido sano de la Pacientel y las
adyacentes a la osificacion; no fue posible realizar un analisis estadistico debido a la condicion
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finita de las células que impidio las réplicas experimentales. Ademas, hoy en dia no existen
referencias bibliogréaficas con las cuales comparar nuestros hallazgos, siendo este el primer
reporte que identifica y localiza las variantes Gsa-s y Gsa-L en células obtenidas de diferentes
tejidos de una paciente con HOP.

Una de las funciones del gen GNAS es la regulacion de la diferenciacion adipogénica, por
lo que la mutacion inactivante en el alelo paterno, propia de la HOP, resulta en una
diferenciacion errénea de los precursores multipotentes adipociticos de la capa dérmica de la
piel hacia un linaje osteogénico, formando la OH [493][494]. Demostramos la capacidad de
diferenciacion en los osteoblastos “like” observando una tendencia similar en la expresion de
los marcadores de cada etapa de la diferenciacion osteogénica entre los osteoblastos de
osificacion (Obsif) y los de hueso control (Obctr), que estd en consonancia con lo reportado en
la literatura [495].

El aumento del marcador adipogénico FBP4 en los osteoblastos “like” de osificacién nos
sugiere que esas células podrian ser precursores adipogénicos que se han redireccionado a
osteoblastos. En un contexto de transdiferenciacion de adipocitos a osteoblastos podemos
proponer dos hipétesis principales: i) la inactivacion genética de Gs-o. como sucede en la HOP,
sobre-regula la B-catenina quien actia como molécula transactivadora de células precursoras
adipogénicas/ostegénicas, y activa a su vez sefializaciones que regulan la maduracién
osteoblastica [496,497]; ii) se ha observado que en medio osteoblastico, el aumento en la
expresion de RUNX2, como observamos en los Obesir, desdiferenciaria a los adipocitos
subcutaneos promoviendo a su vez la osteoblastogénesis [498-500].

Uno de los retos que se plantean en el estudio de la HOP es identificar posibles dianas
terapéuticas que puedan ayudar a paliar los efectos de la enfermedad, sobre todo en aquellos
pacientes con un fenotipo severo de la enfermedad. En ese sentido y gracias al desarrollo de ols
cultivos primarios que hemos obtenido a partir de osificaciones de la Pacientel, evaluamos el
potencial terapéutico de moléculas dirigidas a las vias desreguladas en la HOP durante la
diferenciacion osteogénica.

Todos los tratamientos mostraron tener efecto negativo en la expresion de los marcadores
de diferenciacion osteogénica en los osteoblastos aislados de la osificacion. Observamos mayor
efecto con la adicion de Everolimus, Vismodegib y la Triterapia. No logramos ver una
inhibicion de la ruta Wnt con las dosis probadas de Esclerostina, lo que podria indicar un efecto
muy débil o nulo sobre la diferenciacion osteogénica en células primarias de osificacion.

El Everolimus ha demostrado mitigar la formacién de OH en etapas tempranas, mediante
la inhibicion de mTOR y la disminucién del factor de hipoxia (HI-1a), que es indispensable en
la proliferacion y diferenciacion de condrocitos durante la osificacion endocondral [266,501].
A pesar de observar una eficacia in vitro, en la Pacientel la administracion de Everolimus no
disminuyd la formacién de OH. Siendo que las evidencias en la eficacia de este tratamiento se
enfocan en enfermedades osificantes por traumatismo que generan lesiones endocondrales, y
sabiendo que en la HOP al menos la mitad de las lesiones son de tipo intramembranosa,
pudiéramos considerarla una explicacion plausible del poco efecto de la terapia. Otro punto
para considerar es que los modelos celulares son sistemas controlados en los que no se puede
mimetizar las interacciones que existen en los tejidos in vivo.

El Vismodegib es un inhibidor selectivo de la ruta Hedgehog (Hh) aprobado por la FDA
como tratamiento para el carcinoma basocelular y que demostré tener un gran impacto en la
homeostasis del hueso, afectando la diferenciacion osteobléstica e induciendo fracturas 6seas
no traumaticas [502]. Esta ruta es modulada negativamente por Gs-a., por lo que su inactivacién,
como sucede en la HOP, es suficiente para desarrollar OH de tipo intramembranosa [130].
Observamos disminuida la capacidad de diferenciacién en los cultivos primarios osteoblasticos
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tratados con Vismodegib por la infra-expresion de la mayoria de los marcadores analizados. A
pesar de parecer una opcion plausible como una posible terapia frente a HOP, no se ha
demostrado su seguridad en menores de 18 afos.

También observamos inhibicién de la diferenciacion osteogénica en los cultivos primarios
de osificacion después de ser tratados con la Triterapia (Rosiglitazona, Dexametasona e
Indometacina). La tiazolidinediona (Rosi) es un agonista del receptor PPAR-y y promueve la
diferenciacion adipogénica de las MSCs sobre la osteoblastogénesis, resultando en una pérdida
de masa ésea [503-508]. Los corticosteroides como la dexametasona, han demostrado tener un
impacto sobre la homeostasis dsea, induciendo la reabsorcion dsea y al mismo tiempo
disminuyendo su formacion, sugiriendo que su uso a largo plazo puede inducir osteoporosis
[509]. Ademas los corticoides inducen la produccion de la proteina Gs-o. que modula la
formacion 6sea via Hh [510,511]. Por su parte, los AINES promueven la adipogénesis
incrementando los niveles de PPARy, ademas es un tratamiento comdnmente usado en el
remodelado 6seo y reparacion de tejidos [512,513].

La combinacidon de estas tres terapias tiene un efecto sinérgico que promueve la
acumulacién intracelular de gotas de lipidos, lo que supone una infra regulacion de marcadores
6seos indicando una diferenciacion adipogénica [514]. Son tratamientos seguros que pueden
ser administrados a la poblacidn pediatrica. En nuestro caso la Pacientel no respondi6 al
tratamiento, probablemente porque se requiera un esquema de tratamiento mas prolongado.

A pesar de la existencia de otros casos familiares de HOP con mutaciones especificas de
novo en el gen GNAS, éstos solo se han descrito en un solo miembro familiar, siendo nuestro
caso, el Unico caso de HOP en gemelas. La mutacidon que presentan las gemelas se ha
determinado como una mutacion hot spot para otros sindromes del espectro osificante como el
AHO/ PHP1a, aunque en ninguna de ellas se presentan caracteristicas fenotipicas que sugieran
una superposicion de sindromes [55]. Se ha propuesto la hipétesis de que la HOP podria ser un
trastorno con mosaicismo segmental de tipo 2, lo que sugiere una pérdida de heterocigocidad
de la mutacion inactivante en GNAS durante estadios tempranos del desarrollo embrionario, sin
embargo esto contradice las observaciones clinicas y genéticas que indican que la mutacion del
gen se encuentra en el alelo paterno [82]. Otra de las vias exploratorias a tener en cuenta en la
HOP seria considerar una segunda mutacién en otro un gen que tenga una similitud con GNAS
o con las rutas de sefializacion que regula[515].

El estudio de las enfermedades raras y ultra-raras es un gran reto debido a diversas
limitaciones. Este trabajo se llevo a cabo con un ndmero limitado de muestras de las pacientes
con HOP y de controles, sobre todo en lo que respecta a los tejidos de hueso y piel.

En el caso de la Pacientel las muestras obtenidas para investigacion estaban condicionadas
por los seguimientos clinicos y las respectivas cirugias a las que se sometio la paciente. En las
primeras muestras obtenidas, el material resultaba escaso para los tipos de analisis que se
pretendian realizar. Es importante resaltar que la paciente estuvo periédicamente sometida a
tratamiento farmacolégico, lo que podria interferir con algunos de los analisis propuestos para
la caracterizacion del comportamiento de HOP en un fenotipo extremo, por lo que la extraccion
de muestra sanguinea se limitd a los periodos libres de farmacos, y en los que coincidiera con
la necesidad clinica de realizar una venopuncién para su seguimiento clinico.

El acceso a muestras sanguineas de la Paciente2 fue alin mas restringido, debido a la edad
y a su escasa sintomatologia, no era necesario realizar analiticas de control clinico.

Hemos observado que HOP es una enfermedad tejido-especifica. Una limitante a la hora
de evaluar la enfermedad a nivel tisular fue la ausencia de muestra de la Paciente2 asintomética
con la que hacer las comparaciones adecuadas con su hermana afecta. No fue posible realizar
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estudios comparativos en tejidos con muestras de la Paciente2, ya que no existia indicacién
clinica para realizar ningun procedimiento invasivo.

La informacidn sobre HOP es relativamente escasa, ademas de haberse descrito casos en
hermanos, éste es el Gnico caso existente de gemelas idénticas con la enfermedad con mutacién
de novo y que tienen una progresion discordante. De tal forma que los hallazgos encontrados
tuvieron que interpretarse con respecto a la informacién existente de enfermedades que
pertenecen al espectro de patologias que producen osificacion heterotdpica y a lo reportado en
los pocos casos de HOP que existen actualmente.

Otro de los retos desafiantes con los que nos encontramos, fue la obtencion de muestras de
controles sanos. Buscamos en todo momento, la inclusion de muestras control de pacientes de
la misma edad y sexo que las gemelas, lo cual no fue siempre posible. El acceso a tejido sano
de pacientes pediatricos se limita a intervenciones quirdrgicas programadas en las que no es
necesario realizar un estudio anatomopatoldgico de los tejidos resecados. La poca cantidad de
tejido obtenido imposibilitd su uso para todos los analisis descritos en este trabajo y tampoco
permiti6 realizar las réplicas necesarias para poder llevar a cabo métodos de comparacion
estadistica. El analisis estadistico se limit6 a ser descriptivo en varios de los estudios por la
imposibilidad de realizar un analisis comparativo, ya que, en ocasiones, (inicamente contamos
con los datos de una paciente frente a la otro.

Los cultivos primarios obtenidos de los tejidos de la Pacientel son finitos, y para preservar
el fenotipo intacto es importante mantener el subcultivo controlado, lo que a su vez acorté su
uso en experimentos y el nimero de réplicas.

A pesar de las importantes limitantes del trabajo, hemos conseguido realizar un estudio
integrativo molecular y celular nunca antes descrito en pacientes con HOP que nos ha permitido
aportar informacion caracteristica del fenotipo més extremo de la HOP y sugerir hipétesis en
relacion al desarrollo de la enfermedad. Los resultados de nuestro trabajo serviran como base
para el estudio de la HOP en el futuro, abriendo nuevas vias de investigacion en esta enfermedad
y arrojando luz sobre los mecanismos moleculares que estan actuando bajo el fenotipo de esta
enfermedad ultra-rara tan poco conocida.

188



6. CONCLUSIONES



UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO




GENERAL
Hemos realizado un estudio integral 6mico que nos permite describir, por primera vez y desde
diferentes enfoques, las caracteristicas de la Heteroplasia Osea Progresiva en gemelas idénticas
cuya progresion evolucioné como fenotipos extremos de la enfermedad. Nuestros hallazgos
destacan posibles mecanismos relacionados con el comportamiento molecular y funcional de la
enfermedad, asi como algunos relacionados con la diferencia en la progresién. Construyendo
nuevas perspectivas para el estudio de la Heteroplasia Osea Progresiva.

ESPECIFICAS

PRIMERA
Describimos el caso Unico en el mundo de Heteroplasia Osea Progresiva en gemelas
genéticamente idénticas que, a pesar de compartir la misma mutacién germinal inactivante en
el gen GNAS, presentan un curso clinico discordante. Lo que nos permite sugerir que la
mutacion per se no es un factor determinante en la evolucién clinica de la enfermedad.

SEGUNDA
Establecimos un protocolo de tratamientos compasivos administrados a la Pacientel. Ninguna
de las terapias propuestas logré mitigar los sintomas y/o progresion de la enfermedad. El
tratamiento quirdrgico ha sido, hasta el momento, la mejor opcion para aliviar las molestias y
mejorar su calidad de vida.

TERCERA
Determinamos la implicacidn de los factores osteoinmunes sobre la actividad osteogénica en
las pacientes con Heteroplasia Osea Progresiva. La Pacientel presenta un incremento en
factores asociados con actividad osteoblastica e inhibicién de los relacionados con la
reabsorcion 6sea. Por otro lado, la Paciente2 presentd un patrén que refleja una correcta
reabsorcién dsea.

CUARTA
Realizamos el primer analisis epigenético reportado en pacientes con Heteroplasia Osea
Progresiva. Reconocimos un perfil de hipometilacion en genes asociados con la absorcion 6sea
en las gemelas con respecto a los controles. Encontramos un patrén epigenético diferencial
entre las pacientes con Heteroplasia Osea Progresiva en el gen GNAS, y que implica a dos
posiciones diferencialmente metiladas en la Pacientel cuando se compara con el perfil de su
hermana y con controles sanos.

QUINTA

Identificamos diferencias en la expresion génica a nivel sistémico, realizando el primer analisis
transcriptémico reportado en gemelas con Heteroplasia Osea Progresiva. La Pacientel present6
un aumento en los niveles de expresion de genes que intervienen con el desarrollo esquelético
durante la embriogénesis, lo que sugiere que una desregulacién en la diferenciacién celular
provoca la formacion de las osificaciones heterot6picas semejante al que ocurre en etapas
tempranas del desarrollo.

Determinamos que, a nivel transcriptémico, existen diferencias en el tipo de osificacion
dependiendo de su localizacién. La osificacion subdérmica presenta un perfil de expresion que
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la podria definir como intramembranosa, mientras que la osificacion de tejido profundo tiene
un patrén endocondral.

Evidenciamos la sobre-activacion de las rutas de sefializacién implicadas en la formacion de
osificacion heterotopica, correspondiente a la Heteroplasia Osea Progresiva.

Describimos miARNSs diferencialmente expresados que intervienen en la diferenciacion de
células madre mesenquimales a células Oseas; los cuales podrian actuar como factores
regulatorios.

SEXTA
Analizamos el perfil proteémico en suero de las pacientes con Heteroplasia Osea Progresiva,
que al igual que lo observado en los perfiles transcriptomicos, identificamos en la Pacientel
proteinas que promueven la osteoblastogénesis, la cual se encuentra regulada en la Paciente2
con la presencia de proteinas que provocan la activacién osteoclastica.
Demostramos la implicacion de la actividad plaquetaria como modulador sistémico de la
homeostasis 6sea y que tiene efecto en la formacién de las osificaciones heterotopicas.
Demostramos la presencia exclusiva de la proteina Filamina-C con actividad condrogénica; y
la ausencia exclusiva de la proteinacaveolin-3 (CAV3) implicada en la regulacion de la
osteoblastogénesis; en las pacientes con Heteroplasia Osea Progresiva frente a los pacientes
controles.

SEPTIMA

Establecimos cultivos primarios de los tejidos implicados en la Heteroplasia Osea Progresiva
obtenidos de la Paciente 1y tejidos de pacientes sin Heteroplasia Osea Progresiva. Verificamos
la presencia y localizacion de la proteina Gs-o y una de sus isoformas, en los distintos cultivos.
Demostramos que estas células conservan su capacidad de diferenciacion, lo que nos permitié
observar la expresion de componentes adipogénicos al inicio de la diferenciacion osteoblastica,
evidenciando que las osificaciones de la Pacientel podrian tener un origen pre-adipogénico.
En los cultivos primarios observamos que tanto el Everolimus, Vismodegib, Esclerostina y
triterapia (Rosiglitazona, Dexametasona e Indometacina) disminuyen la capacidad de
diferenciacion de las células osteoblésticas de la Pacientel.
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Progressive osseous heteroplasia (POH; OMIM 166350) is a rare autosomal-dominant
genetic disorder in which extra-skeletal bone forms within skin and muscle tissue. POH
is one of the clinical manifestations of an inactivating mutation in the GNAS gene. GNAS
gene alterations are difficult matter to address, as GNAS alleles show genetic imprinting
and produce several transcript products, and the same mutation may lead to strikingly
different phenotypes. Also, most of the publications concerning POH patients are either
clinical depictions of a case (or a case series), descriptions of their genetic background,
or a tentative correlation of both clinical and molecular findings. Treatment for POH is
rarely addressed, and POH still lacks therapeutic options. We describe a unique case
of POH in two monochorionic twins, who presented an almost asymptomatic vs. the
severe clinical course, despite sharing the same mutation and genetic background. We
also report the results of the therapeutic interventions currently available for heterotopic
ossification in the patient with the severe course. This article not only critically supports
the assumption that the POH course is strongly influenced by factors beyond genetic
background but also remarks the lack of options for patients suffering an orphan disease,
even after testing drugs with promising in vitro results.

Key : prog i heteroplasia, POH, genetic di ionic twins

INTRODUCTION

Progressive osseous heteroplasia (POH; OMIM 166350) is a rare autosomal-dominant genetic
disorder in which extra-skeletal bone forms within skin and muscle tissue (1). Most cases of POH
are caused by heterozygous inactivating mutations of the GNAS gene on the paternal allele (2, 3).
GNAS encodes the alpha subunit of the G-stimulatory protein of adenylyl cyclase (Gsa). The scarce
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cases, the wvariability in clinical presentation, and the
unpredictable evolution hamper the study of the disease,
which in many cases leads to deformities, ankylosis, loss of
functionality, and even amputation (4, 5).

We describe for the first time the case of two monochorionic
twins suffering from POH, with almost asymptomatic vs.
severe clinical course of the disease. Our aim is 2-fold: (i)
to bring the focus on the different clinical evolution despite
patients having an identical genetic background and (ii) to
review the treatment options for severe POH and communicate
our experience.

CASE PRESENTATION

Two 4-year-old monochorionic-diamniotic twins with a
diagnosis of POH were referred to our practice for evaluation
and follow-up. Clinical evolution and analytical findings of both
siblings can be seen in Table1 and Supplementary Figure 1.
Their condition as monozygotic twins was tested by carrying
out whole-genome single nucleotide polymorphism (SNP)
genotyping (including 715.195 SNPs) of blood and saliva
samples obtained from both sisters and a sample of bone
plate from the severe affected twin. The statistical analyses
confirmed that the twins are genetically identical and also the
absence of detectable mosaicism in the tissue samples analyzed
(Supplementary Figure 2).

Due to the rapid progression of disease and risk of
permanent disability in the first twin, a review of the therapeutic
options recorded in the literature was carried out and a
subsequent treatment protocol was devised. The order of
the therapeutic choices was established weighing the existing
evidence for treatment of ectopic ossification processes against
the severity of possible side effects and the disruption caused
in normal life activities (Figure 1; Supplementary Figure 3).
As the condition of the second twin remained stationary,
interventions were only applied to the first sibling. All
treatments included were approved as compassionate drug
use by all the departments involved (Pediatrics, Neonatology,
Endocrinology, Gastroenterology, Immunology and Infectious
Diseases, Neurology, Pediatric Surgery, Dermatology, Chronic
Patients Unit, Traumatology, Rehabilitation and Physiotherapy,
Pharmacy, and Laboratory).

We chose to assess procollagen type I N-terminal peptide
(PINP) and beta-cross lap levels during protocol follow-up. For
that purpose, blood samples were drawn before starting a new
treatment, fortnightly while maintaining that therapy and after
drug withdrawal. Flare-ups were defined as periods of asthenia
and muscular complaint that extended for five or more days,
accompanied by evidence of progression of already existent
lesions or formation of new ones.

Abbreviations: FOP, Fibrodisplasia Ossificans Progressiva; Gsa, o-subunit of
the G-protein; Hh, Hedgehog; HO, Heterotopic ossification; IGF-1, Insulin-
like Growth Factor-1; NSAIDs, Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs;
PINP, procollagen type 1 N-terminal propeptide; POH- Progressive Osseous
Heteroplasia; rhIGF-1, Mecasermin (recombinant human Insulin-like Growth
Factor-1); SCI, Spinal Cord Injury.

A chronogram depicting the drugs administered to Patient
1 and their effects on the chosen serum markers can be found
in Figure 1. Table 2 resumes dosing, adverse events found, and
causes for discontinuation of the selected therapies.

Our novel IGF-1 therapeutic approach was based on its
role as an equipoise of bone metabolism (Figurel) (6-
8), it acts as a powerful regulator of osteoclastogenesis
and the reabsorptive function of osteoclasts (19). Moreover,
immunological experiments in animals genetically modified
to nullify the expression of the gene for IGF-1 showed
excessive and uncontrolled growth of bone tissue due to
osteoclastic inhibition (20). After administration of IGF-1 to
our patient, serum levels of substances thought to upregulate
osteoclasts (Beta-crosslaps) rose by 10% (1.71 pre-intervention
to 1.87ng/ml post-intervention), whereas PINP (promoting
osteoblasts) concentrations rose by 30% (from 853.6 to
1177 ng/ml). This effect is similar to the results obtained from
IGF-1 administration in both healthy subjects and patients with
other pathologies (21, 22).

In our case, decreased IGF-1 values seem to be the result of the
underlying altered molecular pathways found in POH and not a
cause or a key player. It may also be possible that subcutaneous
administration of IGF-1 has no effect on bone formation or
that higher doses are required to elicit a response. Our results
may also be influenced by the fact that IGF-1 acts in the latter
stages of bone maturation (22). Low levels of IGF-1 can also
translate to an impaired GH secretion (23). Whenever tested,
serum GH concentrations were found to be in adequate levels
for its age in our patient, and the same happened to IGFBP-3
concentrations (a protein binding IGF-1). Although maternally
derived GNAS mutations may lead to GHRH resistance and
therefore low circulating levels of GH, most cases of POH are
caused by heterozygous inactivating mutations of the GNAS gene
on the paternal allele. What is more, alterations in paternal and
maternal alleles drive to strikingly distinct phenotypes—slim in
paternally—inherited mutations (as happened to our subject),
and obesity in GNAS disturbances of maternal origin (24). We
did not test the patient’s response to provocative test for GH
secretion; reproducibility remains an issue with these tests, and
at the time of the initial assessment, the severely affected girl did
not comply with the consensus criteria proposed for them (23).
Our clinical and analytical work-up also suggested the absence
of a concomitant hypopituitarism. Lastly, lower levels of IGF-
1 can also be found in states of poor nutrition (23), and the
continued bone formation of POH may have likely had an impact
on metabolic expenses.

It has been suggested that retinoic acid increases the
production of Gsa protein from the normal allele (10). Use of
selective retinoic acid receptor agonist for inhibition of ectopic
bone formation has been reported by Shimono et al. (11, 12).
Isotretinoin, in fact, has been used for patients with fibrodisplasia
ossificans progressiva (FOP) (13). However, retinoic acid
receptor Y agonists inhibit endochondral ossification, which may
be present in up to 50% patients with POH, but the typical feature
of POH is the intramembranous ossification. Future studies with
another retinoic (palovarotene) in FOP may shed more light on
this matter (25, 26), but both courses of topical and systemic
retinoids failed in stopping disease progression in our case.
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TABLE 1 | Clinical history of both patients.

Variables Patient 1 Patient 2
Birth Pre-term—31 weeks of gestational age

No deformities at birth
Family history Mother: vitiligo, hypothyroidism, migraine

Father: bilateral calcifications after tearing of both Achilles’ tendons

No Intermarriage between parental families
Initial symptoms 10 weeks of extrauterine life

Hard subcutaneous papules in both tights

Genetic characterization
20q13), de novo mutation

Progression of the disease Progressed rapidly: Ankylosis of the left leg and

Three minimal subcutaneous spikes that
remained stationary to date

Heterozygous missense mutation in exon 7 consisting of a 4 bp deletion (GACT; GNAS n565-568;

Remained largely unaffected by the disease.

calcification of deep tissues in the right leg, her back and

No new calcifications.

the adipose tissue of both iliac fossae. At the time of their
first visit to our practice, the illness started to impair joints
of the right lower limb (the one still allowing
walking—Supplementary Figure 1) Ibuprofen (8
mg/kg/dose) was required to mitigate pain

and ical pai
Insulin Growth Factor-1 (ng/mL). 39.7
NR: 49-327 ng/mL
Growth hormone (ng/mL). NR: <5.00 1.28
Bone Alkaline Phosphatase (BAP) levels (mcg/L). NR: 236
41-134
Amino-terminal propeptide of type | collagen (PINP) 853.6
(ng/mL). NR: 277-824
Beta carboxy-terminal telopeptide of type 1 collagen 1.71
(beta-crosslaps) (ng/mL). NR: 0.57-1.84
Serum calcium (mg/dL). NR: 9.2-10.3 10.2
25hydroxy-vitamin D (ng/mL) 25
NR: 12-54
lonic phosphate (mg/dL). NR: 3.5-5.5 3.9
Osteocalcin (ng/mL) 47.2
NR: 2.8-41
Parathyroid hormone (pg/mL) 35
NR: 9-59

Tyroid stimulating hormone (TSH) (mIU/L). NR: 0.35-5.50 1.92
Autoantibodies

ANA* Negative
AMA* Negative
ANCA* Negative
RF* (NR 35-60U1/dL) <35

A-Sm* Negative

56.2

1.07
122

666.7

10.3
21

36

2.52

Negative
Negative
Negative
<35

Negative

The girls are monochorionic-diamniotic twins and therefore share the same genetic background.
ANA*, anti-nuclear antibodies; AMA*, anti-mitochondrial antibodies; ANCA*, anti-neutrophil cytoplasmic antibodies; RF*, rheumatoid factor; A-Sm*, anti-Smith antibody; NR,

normal range.

Another treatment used for ectopic bone formation is
thiazolidinediones, a class of antidiabetic drugs, which activate
the peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPAR-y)
that, in bone, controls cell differentiation of mesenchymal
and hematopoietic lineages. Thiazolidinedione use has been
linked to increased bone resorption and decrease of bone
formation (27). Thus, Gatti et al. (28) used rosiglitazone (a
thiazolidinedione) during a 14-month period in a 48-year-old

woman suffering from FOP, allowing a progressive tapering
of the corticosteroid therapy the patient was on, and a clear
improvement of joint mobility and skin softness. However,
in our case, rosiglitazone was not considered due to its
unknown security profile for children as young as our
patient. Moreover, so far, results of an open-label study
designed for further testing the effects of rosiglitazone in
FOP remain undisclosed (29). It is noteworthy that this
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FIGURE 1 | Chronogram depicting treatments received and evolution of the disease in the first twin. The graphic starts with levels of PINP and beta-crosslaps
obtained in the 4 weeks prior to the beginning of the first intervention (administration of mecasermin or rhIGF-1, which corresponds to the beginning of month II).
Levels of PINP and beta-crosslaps have been moving around the same values in the previous 12 months, where we began to measure them. After the failure of the
corticosteroid therapy, parents and the medical team agreed to stop the fortnightly blood draws and to follow evolution based on clinical parameters, to reduce
intervention and hospital visits, thus minimizing the interference with daily activities. PINP—amino-terminal propeptide of type | collagen.

therapeutic approach is currently considered still occasionally
[e.g., see the last consensus for medical management of
FOP (26)].

Biphosphonates, such as Etidronate, block the mineralization
of the bone matrix. In our patient, disease progression (measured
by the formation of new lesions and progression of older
ones) was not modified by administration of intravenous
pamidronate, despite a decrease in markers of bone remodeling.
Larger courses of Pamidronate are associated with “freezing”
of bone metabolism, decreasing bone formation, as well as
resorption (14). But for treating active flares of ectopic bone
formation, evidence of such “freezing” is feeble (16, 30,
31). Etidronate has also been used for the prevention of

heterotopic ossification (HO), and it seemed to retard osteoid
calcification, as ossification continued when bisphosphonate was
discontinued (32), because matrix formation remains unaffected
(17). Despite some authors reporting pamidronate to ameliorate
FOP symptoms in up to three quarters of their patients,
current FOP management guidelines inform of the limited
long-term utility of this approach, as repeated infusions may
lead to fractures in the normal bone and biphosphonates seem
to offer no protective effects against future flare-ups (26).
In any case, we were not able to provide further doses of
pamidronate and test the effects of a greater cumulative dosage,
as pamidronate infusion was accompanied of numerous adverse
events mimicking symptoms of active disease (asthenia, myalgia,
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TABLE 2 | Drugs used in Patient 1.

Drug Dose Mechanism AL Adverse events Cause of di:
Mecasermin 0.04 mg/day rhIGF-I 15 No Worsened serum markers; (6-8)
(rhIGF-1) same clinical
Naproxen 100mg NSAIDs 40 Aphtous ulcers Aphtous ulcers ©)
Topical Tretinoin 0.10% Retinoid: Stimulation of 10 Red, swollen rash in Ossification over the (10-12)
0.025% Gsa expression at a the chosen regions scapula grew
transcriptional level
Oral acitretin 10 mg/day 90 No Coalescence of bony spikes (13)
of the back and progression
of the plate over the left
scapula, as well as
appearance of new spikes
surrounding the abdominal
plates.
Pamidronate 2.5 mg/kg Bisphosphonate: Slows 3 Worsened myalgia and Manifestations of POH (14)
the release of calcium, asthenia and onset of progressed
blocking the low-grade fever
mineralization of the
bone matrix
Itraconazole 6.6 mg/kg/q.d. Antifungal: acts as a 90 Biochemical markers of (15)
9.5 mg/kg/a.d. potent suppressor of 30 bone formation returned to
the Hh signaling previous levels, and
pathway absence of clinical
improvement in the disease
progression
Methylprednisolone 20 mg/kg/q.d. Corticosteroid hormone 5 Absence of clinical (2, 16)
Slow tapering 180 improvement in the disease
progression, despite
reuction of markers of bone
formation after the initial
bolus.
Indomethacin 3 mg/kg/b.i.d NSAIDs 180 Currently on indomethacin. (17,18)
4 mg/kg/b.i.d

AL, administration length (days); b.i.d, bis in die (twice daily); q.d, quaque die (once a day).

pain when standing, early fatigability, etc.) lasting more than
a week.

Hedgehog (Hh) signaling is required in both endochondral
and intramembranous ossification (33). In normal soft tissues,
Gsa inhibits Hh signaling and restricts spatially the bone
formation to the normal skeleton. Hh upregulation is both
necessary and sufficient to induce HO (34). At the same time,
the loss of Gsa inhibition on Hh signaling can lead to the
development of medulloblastoma (35). Itraconazole is an orally
administered antifungal that acts as a potent suppressor of the
Hh signaling pathway. The same dosage used for treating fungal
infections inhibits the growth of medulloblastoma in mouse
allograft models (15). To the best of our knowledge, there
are no previous reports of itraconazole use in HO (26), but
being itraconazole a drug frequently used in immunosuppressed
children, it was ruled into the protocol. Disappointingly, after
four months on itraconazole, the patient presented the formation
of two new plates and the progression of older ones, and the drug
was discontinued.

Corticosteroids are drugs with immunomodulatory and anti-
inflammatory potential. Dosages of 2 mg/kg/once daily for
four days are indicated for FOP as first-line treatment at the

beginning of the flare-ups (26, 36). It is reported that up to
55% of subjects suffering from FOP experiment have some kind
of symptom improvement after its use, but current protocols
advise against its long-term use and restrict this treatment
option to flare-ups impairing mobility of major joints, to
primary prevention after severe trauma or whenever undergoing
a surgery (26). We infused a high dose of corticosteroid
(20 mg/kg of daily intravenous methylprednisolone, for five
days) followed by a slow six-month tapering period. Although
chemical parameters of bone formation dropped, laboratory
findings were not accompanied by any modification of visible
ectopic bone formation. A course of oral corticosteroids was
previously offered by Morales et al. (16) to their patient to
no benefit.

Non-steroidal ~anti-inflammatory ~drugs (NSAIDs) like
indomethacin are supposed to inhibit prostaglandin production,
avoiding mesenchymal cell differentiation. Its use in the
prevention of HO after hip arthroplasty (17) and spinal
cord injury (SCI) (32) is well-established. On the other
hand, evidence for this therapeutic approach for flare-up
prevention in FOP is lacking (26). Indomethacin has been
previously tried on another POH patient (18), but it did
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asymmetry, and tibial combing of the left leg

FIGURE 2 | Tridimensional TC of the pelvis and lower limbs, showing the evolution of ectopic calcification in the right leg, as well as the progression of ankylosis,

not stop worsening. Despite receiving indomethacin for
the last 14 months, our patient presented two flare-up
periods and recurrence of the bony plate under the surgical
incision (Figure2 and Supplementary Figure 4). Also, we
lack data on PINP and beta-crosslaps during indomethacin
administration, as regular blood tests were discontinued to avoid
further visits.

Our report is not the first one communicating the
astonishingly different clinical expression of the disease in
two siblings (37) nor within one family (38), but to the best
of our knowledge is the only one with POH affecting two
identical twins carrying the same mutation at the GNAS
gene. It was known that a specific mutation pattern within
GNAS could not predict the severity nor progression of the
disease (39-41), but until today, we have no evidence that two
patients with identical genetic backgrounds could have such a
different evolution.

Laboratory tests are therefore of limited utility in POH
patients (16, 42-49). Markers that show an increased bone
turnover have been reported by Seror et al. (30) and Hou (31). We
found a huge unbalance between PINP and beta-crosslaps, but
we could not correlate their values with disease activity. Through
most of follow-up, levels of PINP were constantly elevated,
save for the periods following administration of pamidronate
and methylprednisolone. Although a blatant decrease of both

parameters was seen after bisphosphonate infusion, and that
drop of PINP was accompanied by a rise in bone resorption
when pulses of methylprednisolone were given, in no case that
change in concentration of biochemical markers was followed by
arelapse of the disease. It is also worth noting that IGF-1 remains
low two years after discontinuation of its ectopic administration
(63 ng/ml, normal range 80-233 ng/ml).

Hypermetabolism, ankylosis of left leg, and retraction in right
inferior member have taken their toll on Patient 1, who is
progressively separating from her height and weight percentiles.
Lesions can recur after surgical removal (16, 18, 43, 50), as
happened to our patient. So far, none of our therapeutic
approaches worked. This may be due to insufficient dosage, but
the most likely reason is that the nature of POH ossification is
different from that induced by FOP and HO, together with our
unknowledge of the pathological model that drives ectopic bone
formation in POH. There have been reports of other potential
treatments, like radiation therapy (14, 51) and Imatinib (26, 52—
54), but the effects of their use in children with disseminated
ectopic bone formation would be deleterious. Using a control
group for POH patients is utopic, even for our case, who had
his genetic identical twin developing a total distinct phenotype
but remains largely unaffected. To date, diligent skin care and
physical therapies are the only recommendations we can make
(47), and sharing our experience on this blatantly ignored entity
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may help others to overcome the lack of information on in
vivo results.

CONCLUSIONS

We presented a unique case of POH in two genetically
identical patients with totally discordant clinical courses. They
confirm that another unknown molecular mechanism beyond a
GNAS mutation should be accountable for this wide phenotype
variation. We failed at finding any medication that could
ameliorate the symptoms of POH.
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Supplementary Figure 1| This AP radiographs the evident web-like pattern of
the POH. This reflects the clinical situation of the patient before starting the
different treatments. Note the affected growth of the left leg, ankylosis of left knee
and ankle, luxation of several joints of the left lower limb and foot (knee, ankle,
tarso-metatarsal, etc.), and combing, resorption, remodeling, and cortical fractures
of large bones. Also, a bony plate is visible in the dermis over the right knee.
Although palpable, at that time, it did not greatly impaired mobility of this joint.

Supplementary Figure 2 | Heatmap of identity-by-descent (IBD) values
represented as p(IBD = 2) + 0.5 x p(IBD = 1) obtained from pairwise genome
profile comparisons of the samples collected from the patients (coded as P1 and
P2 in the figure). The data indicate that both sisters are genetically identical and do
not show detectable mosaicism in the samples analyzed. IBD values for all pairs of
genetic profiles are compatible with a twin relationship or samples coming from
the same biological source (55); according to the Lee test (56), this relationship is
highly statistically significant (o-value < 10~ in all pairwise comparisons). We
used the Applied BiosystemsTM Axiom™ Spain Biobank Array to genotype blood
and saliva samples from Patient 1 and Patient 2, and a bone plate sample from
the severely affected Patient 1. IBD values for all pairwise comparisons were
obtained for a total of 715,195 SNPs. To infer kinship relations based on the
genome evidence, we followed the procedures previously described in (57, 58).
We used 10 random Spanish genome profiles obtained from The 1,000 Genomes
Project (IBS-1000G) (indicated with prefix “HG” in the figure) as reference samples
for IBD computation.

Supplementary Figure 3 | Original flowchart of therapeutic options after IGF-1
administration for Patient 1. rhIGF-1 was the first treatment provided due to the
persistent low levels detected since her birth. NSAIDs were provided for
symptomatic relief whenever necessary. Our protocol also involved the extraction
of blood samples previous to, during, and after stopping treatment, and,
whenever a plate required removal, the storage of both calcified and surrounding
mesenchymal tissue for in vitro treatment testing.

Supplementary Figure 4 | Taken before starting corticoid therapy. It shows the
progression of heterotopic bone formation in the right lower limb, especially over
the medial surface of the tibia. Calcification has affected also part of the right ankle
and the dermis over the adductors. The asymmetry between both lower limbs is
evident (it has progressed since the initial radiograph), as well as ankylosis of both
left knee and ankle. The surgical incision is the result of the removal of a bony
abdominal plate that caused pain when sitting, which coupled with the
impossibility of prolonged standing due to evident motives and impacted heavily
on the quality of life. Shortly after taking this image, the patient underwent an
orthopedic surgery for liberating the right knee, whose movements were also
limited. The right leg was the one allowing walking in the patient after total
ankylosis of the left leg.
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8. Anexos

ANEXO 3. Marcadores de osteoinmunidad en suero de pacientes con HOP vs controles
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Representacion de los niveles séricos de las citoquinas: a) (IP.10); b) Factor de crecimiento derivado de
plaquetas PDGF.BB; c) (TGF- a); obtenidos mediante inmunoensayos MILLIPLEX.
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8. Anexos

ANEXO 4. Medicion de marcadores séricos relacionados con el metabolismo 6seo en la Paciente1 vs Paciente2
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8. Anexos

ANEXO 5. Correlacion entre parametros analiticos y los niveles de Everolimus en sangre de la Paciente1

Coeficiente de

Variable correlacién de P-valor
Pearson
Leucocitos -0,218 0,400
Hematies 0,441 0,077
Hemoglobina 0,188 0,470
Hematocrito 0,144 0,580
VCM? -0,155 0,554
HCMP -0,132 0,615
CHCMe 0,106 0,686
Plaquetas -0,323 0,205
VPMI -0,165 0,526
Microciticos 0,046 0,860
Hipocrémicos 0,007 0,980
Neutrofilos -0,333 0,191
Linfocitos 0,226 0,383
Monocitos -0,113 0,665
Eosindfilos 0,223 0,389
Basofilos 0,197 0,448
LuCe -0,174 0,504
VSGf 0,400 0,112
Glucosa 0,720 0,001
Urea 0,084 0,748
Acido Grico -0,502 0,040
Creatinina 0,367 0,148
Sodio 0,187 0,473
Potasio 0,029 0,913
Bilirrubina total -0,133 0,624
AST® 0,006 0,980
ALT" 0,095 0,716
GGT' 0,038 0,915
Proteinas totales 0,406 0,106
Albumina 0,555 0,021
Calcio 0,450 0,081
Colesterol 0,432 0,095
Triglicéridos 0,418 0,095

aVolimen Corpuscular Medio; PHemoglobina
Corpuscular Media; “Concentracion de
Hemoglobina Corpuscular media; 4Volimen

Plaquetario Medio; ¢Células grandes no teiiidas,

por sus siglas en inglés; fVelocidad de
Sedimentacion Globular; sAspartato

aminotransferasa; "Alanina aminotransferasa;
iGamma-glutamil transferasa
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ANEXO 6. Posiciones diferencialmente metiladas de la Paciente1 comparada con la Paciente2

8. Anexos

Chr Posicion Nombre de la isla Isla Gen Grupo P-valor Delta Beta
cg09323788 chr16 843219 chr16:843069-843391 Isla CHTF18 Cuerpo del gen 3,38x10% -0,453
cg06749803 chr1 2360074 chr1:2359926-2360167 Isla - - 6,82x10% -0,135
¢g09296044 chr15 43477606 chr15:43477588-43477816 Isla CCNDBP1 Exon1; Cuerpo del gen; TSS1500; 5UTR 7,76x10°% -0,135
cg09218773 chri1 619014 chr11:617226-617797 S_Shore ~ MUPCDH Cuerpo del gen 6,44x10°% -0,124
cg09802223 chr11 64330428 chr11:64329520-64329825 S_Shore SLC22A11 Cuerpo del gen 2,98x10% -0,117
cg01642264 chrX 133654656 - OpenSea - - 5,89x10% -0,115
cg01166932 chr15 57698073 - OpenSea  CGNL1 5UTR 2,59x10°% -0,114
cg18379490 chr1 233243505 - OpenSea  PCNXL2 Cuerpo del gen 9,16x10% -0,112
cg05492387 chr4 99298930 - OpenSea  RAP1GDS Cuerpo del gen 1,65x10°0 -0,111
cg12572748 chr14 55739560 chr14:55737940-55738999 S_Shore FBX034 5UTR 8,52x10% -0,110
cg08678397 chr7 63016104 chr7:63016936-63017286 N_Shore - - 1,01x10°% -0,109
cg13726109 chr10 73502394 - OpenSea  CDH23 Cuerpo del gen 8,84x10% -0,107
¢g00995988 chr9 130495533 chr9:130497262-130497846 N_Shore =~ TOR2A 3'UTR; Cuerpo del gen 3,67x10% -0,106
cg15955354 chr4 125174087 - OpenSea - - 6,92x10% -0,102
cg10881311 chr2 107481444 - OpenSea  ST6GAL2 5UTR 3,88x10% -0,100
cg09374346 chr15 78835713 chr15:78832664-78833295 S_Shelf PSMA4 5'UTR; Cuerpo del gen 9,56x10% 0,100
€g23876991 chr16 87781498 - OpenSea  KLHDC4 Cuerpo del gen 5,72x10% 0,100
cg11406875 chr3 122283150 chr3:122283002-122283594 Isla PARP9 5'UTR; Exon1; TSS200 5,86x10% 0,101
cg23797252 chr10 135014804 chr10:135014703-135015402 Isla KNDC1 Cuerpo del gen 5,63x10% 0,103
cg08337959 chr11 1948933 chr11:1948915-1949188 Isla TNNT3 Cuerpo del gen 3,56x10% 0,104
cg07531569 chr8 62564004 - OpenSea  ASPH Cuerpo del gen 3,93x10% 0,104
cg04837616 chr17 75880542 chr17:75883803-75884328 N_Shelf FLJ45079 TSS1500 7,99x10% 0,105
cg16510040 chr1 40042432 chr1:40041317-40042667 Isla PABPC4 5UTR; Exon1 1,06x10°% 0,106
cg10936323 chr5 60240838 chr5:60240779-60241490 Isla NDUFAF2;ERCC8 TSS200; Exon1; 5UTR 1,06x10°% 0,107
cg15242048 chr2 233788622 chr2:233791783-233793922 N_Shelf NGEF Cuerpo del gen 9,37x10% 0,108
¢g00059399 chr5 2008272 chr5:2008187-2008428 Isla - - 3,20x10% 0,109
cg02866454 chr10 7453455 chr10:7449376-7455339 Isla SFMBT2 TSS200 4,85x10% 0,109
cg00321357 chr18 71708666 - OpenSea - - 5,36x10% 0,109
cg02269643 chr14 70701025 chr14:70700814-70701050 Isla - - 2,84x10°% 0,110
cg07081633 chr10 133449580 chr10:133449492-133449716 Isla - - 7,97x10°% 0,111
€g25362652 chré 106429769 chr6:106429111-106429772 Isla - - 6,29x10% 0,112
cg02317313 chr12 122235206 chr12:122235106-122235310 Isla LOC338799 Cuerpo del gen 2,35x10°% 0,113
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Chr Posicion Nombre de la isla Isla Gen Grupo P-valor Delta Beta
cg17152375 chrX 48660379 chrX:48659712-48660629 Isla HDAC6 TSS200 2,46x10°% 0,114
cg11164649 chr17 47297130 chr17:47296969-47297314 Isla ABI3 Cuerpo del gen 7,29x10°% 0,115
cg19980771 chré 110798022 chr6:110797297-110798201 Isla SLC22A16 TSS200 8,75x10% 0,115
cg13850847 chr9 136131739 chr9:136131001-136131831 Isla ABO Cuerpo del gen 7,99x10°% 0,120
cg05107468 chr5 88120210 - OpenSea  MEF2C TSS1500; SUTR 5,82x10% 0,120
cg13874969 chr15 26874480 chr15:26874097-26874528 Isla GABRB3 TSS200; Cuerpo del gen; 5'UTR 6,99x10% 0,120
cg00654159 chr16 32858241 chr16:32857241-32858277 Isla - - 9,77x10°% 0,121
cg06155303 chr1 29460817 chr1:29460810-29461172 Isla - - 7,68x10°% 0,122
cg12376047 chr2 63277001 chr2:63274475-63279430 Isla LOC100132215;0TX1 TSS1500; TSS200 6,32x10% 0,125
cg02886208 chr11 14281011 chr11:14280741-14281164 Isla SPON1 Cuerpo del gen 1,55x10°% 0,127
€g24671891 chrX 12601783 chrX:12601482-12601832 Isla FRMPD4 Cuerpo del gen 8,53x10% 0,128
cg23815306 chr5 891843 chr5:892522-893479 N_Shore  TRIP13;BRD9 TSS1500; Cuerpo del gen 1,29x10°% 0,131
cg15750303 chr2 18765848 chr2:18765745-18766180 Isla NT5C1B Cuerpo del gen 6,97x10% 0,131
cg12606933 chr5 157078573 chr5:157078327-157079564 Isla SOX30 Exon1 3,29x10% 0,133
cg08286799 chr16 89989483 chr16:89988830-89989746 Isla TUBB3 TSS1500 2,87x10% 0,138
cg07895437 chré 33282971 chr6:33282855-33283196 Isla ZBTB22;TAPBP Cuerpo del gen; TSS1500 7,96x10% 0,139
cg14200350 chr9 35690051 chr9:35689610-35691101 Isla TPM2 Exont; 5'UTR 3,58x10% 0,139
cg12771053 chr1 155145617 chr1:155145342-155145938 Isla TRIM46;KRTCAP2 TSS1500; Cuerpo del gen 1,04x10°% 0,139
cg14605520 chr9 139094350 chr9:139090420-139095472 Isla LHX3 Cuerpo del gen 8,24x10% 0,142
cg11839415 chr1 43814764 chr1:43814305-43815277 Isla MPL Cuerpo del gen 2,68x10% 0,142
cg14907788 chr19 2555976 chr19:2555751-2556146 Isla GNG7 5UTR 3,58x10% 0,144
cg09117448 chr16 31439393 chr16:31438891-31439682 Isla COX6A2 Cuerpo del gen 5,58x10% 0,150
€g22878388 chr2 105853796 chr2:105853493-105853797 Isla - - 1,99x10°% 0,167
cg21400344 chr1 25870172 chr1:25869893-25871042 Isla LDLRAP1 5'UTR; 1stExon 1,02x10°% 0,167
cg06864047 chr7 97839870 chr7:97839862-97840222 Isla - - 1,34x10°% 0,175
cg10505257 chr1é 4731639 chr16:4731561-4731835 Isla MGRN1 Cuerpo del gen 5,89x10% 0,189

Chr, cromosoma. Posiciones diferencialmente metiladas: (p-valor <0,01 y Delta Beta>0,10).
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ANEXO 7. Anotaciones de las tres posiciones diferencialmente metiladas significativas del gen GNAS

8. Anexos

Posicion Nombre de la isla Numero de acceso Grupo Transcrito Proteina P valor  Delta-Beta
NM_001077490 3UTR variante 2 Proteina ALEX isoforma Alex
NM_000516 TSS1500 variante 1 Proteina GNAS isoforma GNASL
NM_001077488 TSS1500 variante 6 Proteina GNAS isoforma f
chr20: NR_003259 Cuerpo del gen  variante 9 -
€g03264350 57465448 57463652-57467739  NM_001077489 TS$1500 variante 7 Proteina GNAS isoforma g 001623 -0,05828
NM_016592 3'UTR variante 4 Proteina SCG6 (secretogranina VI)
NM_080426 TSS1500 variante 3 Proteina GNAS isoforma GNASS
NM_080425 Cuerpo del gen  variante 2 Proteina GNAS isoforma XLas
NM_001077490 3UTR variante 2 Proteina ALEX isoforma Alex
NM_000516 TSS1500 variante 1 Proteina GNAS isoforma GNASL
chr20: NR_003259 Cuerpo del gen  variante 9 - )
cg10748817 57465175 57463652-57‘467739 NM_001077489 TSS1500 variante 7 Proteina GNAS isoforma g 0,01689 0,11538
NM_016592 3'UTR variante 4 Proteina SCG6 (secretogranina VI)
NM_080426 TSS1500 variante 3 Proteina GNAS isoforma GNASS
NM_080425 Cuerpo del gen  variante 2 Proteina GNAS isoforma XLas
NM_001077490 3'UTR variante 2 Proteina ALEX isoforma Alex
NM_000516 TSS1500 variante 1 Proteina GNAS isoforma GNASL
NM_001077488 TSS1500 variante 6 Proteina GNAS isoforma f
chr20: NR_003259 Cuerpo del gen  variante 9 -
€g25130%2 57465511 57463452.57467739  NM_001077489 551500 variante 7 Proteina GNAS isoforma g 0,04035  -0,00875
NM_016592 3'UTR variante 4 Proteina SCG6 (secretogranina VI)
NM_080426 TSS1500 variante 3 Proteina GNAS isoforma GNASS
NM_080425 Cuerpo del gen  variante 2 Proteina GNAS isoforma XLas

chr, cromosoma; UTR, region no traducida de los genes; TSS, Sitio de inicio de transcripcion
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8. Anexos

ANEXO 8. Correlacion entre los valores Log2FC de los genes sobre- e infra-expresados entre las
oscificaciones (abdominal y escapular) de la Paciente1

Genes Log:FC (OH Log:FC (OH Genes Log:FC (OH Log:FC (OH
sobre- abdominal  escapular vs. infra- abdominal  escapular vs.
expresados vs. Control) Control) expresados  vs. Control) Control)
CACNA2D2 1,71 1,79 BMP5 -4,74 -5,82
CALML5 3,45 2,69 BMP7 - -1,93
CDH1 4,87 3,95 BMP8A -2,12 -1,68
CDKN2B 2,30 1,98 CACNA1C -2,01 -1,83
CNTFR 1,75 1,98 CASP12 - -1,50
COL3A1 1,66 1,60 CDC25B -1,84 -
COMP 6,57 6,39 cDC7 - 1,97
DKK1 1,84 - CHAD - -1,58
DKK2 1,61 1,87 COL11A2 -1,86 -2,1
DTX1 - 1,53 DLL4 -2,04 1,67
EFNA3 - 1,80 DUSP6 -1,64 -2,19
EGFR 1,64 1,52 DUSP8 -1,57 -
ERBB2 2,44 1,50 EPOR -1,66 -
ETV1 1,93 1,50 ETS2 - -1,54
ETV4 2,13 1,92 EYA1 -4,03 -5,11
FGFR2 1,98 - FGFR3 -1,89 -1,75
FZD7 1,82 2,28 FLT1 -2,32 -1,62
HHIP - 1,53 FN1 -1,55 -
HIST1H3G 1,86 1,94 FOS - -1,71
HSPA1A 2,65 3,12 FZD8 -1,90 -2,77
IGF1 1,59 1,95 GNG4 -1,90 -1,60
IL20RA 1,66 - HHEX -2,14 -1,86
IL20RB 2,06 - HOXA11 - -1,50
INHBA 1,95 1,77 ID1 -2,26 -
ITGB6 2,80 2,01 IL2RB - -2,28
ITGB8 3,95 3,33 ITGA8 -2,30 -1,92
LAMB3 2,60 1,87 JAG2 - 1,77
LEP - 2,23 LEF1 -2,54 -2,04
LIF 1,66 - LEPR -3,19 -2,94
MAP3K13 1,55 - MAPK12 - -1,54
MMP7 5,61 5,04 NGF - -2,14
MYB 1,85 - NOG - 2,21
NR4A1 2,23 - NOS3 -3,48 -3,43
PIK3R1 - 1,73 NOTCH1 -1,63 -2,02
PLA2G2A 1,56 3,77 PCK1 -1,60 -
PPARGC1A 5,30 4,41 PDGFB - -1,74
PRKAA2 2,24 2,09 PGF -1,91 -1,53
PROM1 3,05 2,07 PIK3CD - -2,01
RELN 3,06 3,21 PLAT -3,89 -3,09
RXRG 2,08 - PRKAR1B -1,57 -
SFN 4,63 3,78 RASA4 -1,65 -2,15
SFRP1 4,38 3,41 RASGRF2 2,21 -3,29
SFRP2 3,71 5,54 SIX1 - -2,14
SHC4 2,58 2,34 SOCS2 -1,75 -1,61
SOX9 3,68 2,75 SOX17 - -1,99
TGFB3 1,57 1,62 TLR4 -2,16 -1,98
THBS4 - 3,15 TNFRSF10C -1,51 -2,59
TMPRSS2 4,82 3,93 TNN -1,98 -
WEE1 2,00 1,68 TNR - 1,64
WNT11 1,63 - VEGFC -2,34 -2,01
WIF1 -2,04 -2,53

Log,FC, Logaritmo en base dos de la magnitud de cambio; OH, osificacion heterotopica.
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ANEXO 9. Analisis de enriquecimiento de genes infra- y sobre- expresados de muestras de osificacion de la Paciente1 comparado

con tejido 6seo normal de paciente control sano

8. Anexos

Expresion  Coédigo GO Descripcion a‘;;‘gla%ro gen ID
i:lgjtrlfa-da G0:0071559  response to transforming growth factor beta 1,88x107  PPARGC1A/SFRP1/ITGB8/SOX9/HSPA1A/ITGB6/CDKN2B/COL3A1/TGFB3
G0:0001501  skeletal system development 2,07x10% COMP/SFRP2/SFRP1/ITGB8/SOX9/ITGB6/IGF1/COL3A1/TGFB3
G0:0060828 regulation of canonical Wnt signaling pathway 5,14x10% SFRP2/SFRP1/SOX9/FZD7/DKK2/EGFR
GO0:0071772  response to BMP 5,16x10% COMP/SFRP2/SFRP1/SOX9/TGFB3
G0:0043405  regulation of MAP kinase activity 2,94x10%  SFRP2/SFRP1/IGF1/TGFB3/EGFR
G0:0070371  ERK1 and ERK2 cascade 1,34x10°2  SOX9/PLA2G2A/IGF1/EGFR
GO0:0060395 SMAD protein signal transduction 3,94x10%  ITGB6/INHBA/TGFB3
GO0:0014066 regulation of phosphatidylinositol 3-kinase signaling 9,97x10%  SOX9/IGF1/EGFR
GO0:0110148  biomineralization 5,11x10% COMP/SOX9/1TGB6/IGF1/TGFB3
G0:0060350 endochondral bone morphogenesis 1,98x10%2  COMP/SOX9
G0:0002062  chondrocyte differentiation 7,00x10% COMP/SFRP2/SOX9
infra-
regulada  G0:0035924 cellular response to vascular endothelial growth factor stimulus ~ 6,08x10% PGF/NOTCH1/DLL4/FLT1/VEGFC
G0:0050678  regulation of epithelial cell proliferation 2,68x10% PGF/NOTCH1/DLL4/FLT1/TLR4/VEGFC/BMP5
G0:0050673  epithelial cell proliferation 4,67x10°*  PGF/NOTCH1/DLL4/FLT1/TLR4/VEGFC/BMP5
G0:0001935  endothelial cell proliferation 4,06x10°  PGF/DLL4/FLT1/VEGFC
G0:0045747  positive regulation of Notch signaling pathway 3,12x10%  NOTCH1/DLL4/NOS3
GO0:0071772  response to BMP 3,22x10%  NOTCH1/BMP8A/LEF1/BMP5
GO0:0010632  regulation of epithelial cell migration 1,14x10°2 NOTCH1/DLL4/VEGFC/NOS3
G0:0060070  canonical Wnt signaling pathway 1,42x10°2 NOTCH1/HHEX/LEF1/FZD8

GO, gene ontology.
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ANEXO 10. Correlacion entre los valores Log,FC de los genes en la piel (zona rodilla y gluteo) de la

Log:FC (Piel

LogzFC (Piel

Gen rodilla vs. gluteo vs.
Control) Control)
IBSP 2,81 -3,55
COMP - -3,10
FOS - -2,78
HSPA1A - -2,09
COL1A1 1,78 -2,06
COL1A2 1,81 -1,89
SOCS3 - -1,88
JUN - -1,75
MMP9 2,34 -1,62
COL3A1 2,31 -1,51
HSPB1 -1,51 -1,50
COL2A1 - 2,43
PRKAR2B 3,80 2,02
ZBTB16 4,53 -
SFRP4 4,44 -
PRKAR2B 3,80 -
FGF2 3,34 -
DDIT4 3,33 -
PIK3R1 3,24 -
LIFR 3,13 -
SPP1 2,83 -
IBSP 2,81 -
CDKN1C 2,81 -
PDGFRB 2,80 -
HHIP 2,73 -
PDGFD 2,54 -
FST 2,53 -
S0Cs2 2,44 -
FN1 2,43 -
GHR 2,41 -
MMP9 2,34 -
COL3A1 2,31 -
FGFR1 2,23 -
FGF7 2,19 -
SFRP2 2,18 -
CD14 2,17 -
LTBP1 2,17 -
GADD45A 2,16 -
COL5A2 2,15 -
PPARG 2,15 -
ACVR1C 2,10 -
COL5A1 2,08 -
SFRP1 2,08 -
CHAD 2,05 -
ANGPT1 2,02 -
NTRK2 2,01 -
ITGA9 2,00 -

Paciente1

Log.FC (Piel

8. Anexos

Log2FC (Piel

Gen rodilla vs. glateo vs.
Control) Control)
AKT3 1,97 -
ITGB3 1,97
CAPN2 1,90
LEP 1,84
COL1A2 1,81
IRAK3 1,81
COL1A1 1,78
THBS1 1,77
CREB3L1 1,77
SOCS1 1,74
TGFB3 1,72
GADD45G 1,72
BMP4 1,71
IGF1 1,69
ETV1 1,68
ABL1 1,67
MMP7 1,63
BMP8A 1,62
RRAS2 1,60
BAMBI 1,58
DUSP4 1,58
IL1R1 1,56
PRKACB 1,55
HSPB1 -1,51
IL20RA -1,56
HSPA2 -1,56
DUSP5 -1,61
JAG2 -1,61
LAMC2 -1,70
CEBPA -1,70
WNT16 -1,73
WNT3 -1,77
HIST1H3G -1,78
D1 -1,80
PRDM1 -1,81
HIST1H3B -1,83
WNT4 -2,19
LAMB4 -2,30
BMP7 -2,55
FGFR3 -2,58
CDH1 -2,63
PIM1 -2,68
CALML5 -2,87
IL20RB -3,00
SFN -4,21
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ANEXO 11. Analisis de enriquecimiento en términos GO en genes diferencialmente expresados entre piel de la rodilla de la
Paciente1 vs piel sana de paciente control

Expresion  Cédigo GO Descripcion P-valor genes
adjustado
sobre- G0:0071900 regulation of protein serine/threonine 6,59x10" PRKAR2B/FGF2/CDKN1C/PDGFRB/PDGFD/GHR/FGFR1/SFRP2/GADD45A/SFRP1/IRAK3/
regulada kinase activity THBS1/GADD45G/TGFB3/BMP4/IGF1/ABL1/DUSP4
G0:0001501 skeletal system development 9,47x10 ZBTB16/SFRP4/FGF2/HHIP/FST/MMP9/COL3A1/FGFR1/SFRP2/COL5A2/SFRP1/CHAD/LEP/
COL1A2/COL1A1/TGFB3/BMP4/IGF1/BMP8A
G0:0001503 ossification 4,78x10"3 ZBTB16/SPP1/MMP9/SFRP2/COL5A2/PPARG/SFRP1/LEP/COL1A2/COL1A1/CREB3L1/
TGFB3/BMP4/IGF1/BMP8A/RRAS2/BAMBI
G0:0043542 endothelial cell migration 3,34x1077 FGF2/FGFR1/GADD45A/PPARG/ANGPT1/AKT3/ITGB3/THBS1/BMP4/ABL1
G0:0014065 phosphatidylinositol 3-kinase signaling 2,99x10% FGF2/PIK3R1/PDGFRB/PDGFD/FN1/FGFR1/ANGPT1/NTRK2/LEP/IGF1
G0:0001649 osteoblast differentiation 5,77x10% SPP1/SFRP2/PPARG/SFRP1/COL1A1/CREB3L1/BMP4/IGF1/RRAS2/BAMBI
G0:0071772 response to BMP 5,57x10% SFRP4/FST/SFRP2/PPARG/SFRP1/TGFB3/BMP4/ABL1/BMP8A/BAMBI
G0:0030509 BMP signaling pathway 2,99x10% SFRP4/FST/SFRP2/PPARG/SFRP1/TGFB3/BMP4/ABL1/BMP8A/BAMBI
G0:0043406 positive regulation of MAP kinase activity =~ 6,99x10% FGF2/PDGFRB/PDGFD/GHR/FGFR1/GADD45A/THBS1/GADD45G/TGFB3/IGF1
G0:0010594 regulation of endothelial cell migration 7,13x10°%® FGF2/FGFR1/GADD45A/PPARG/ANGPT1/AKT3/ITGB3/THBS1/BMP4/ABL1
G0:0001958 endochondral ossification 1,17x10°%2 COL1A1/BMP4
G0:0002062 chondrocyte differentiation 1,31x10°% ZBTB16/SFRP2/BMP4
infra- G0:0045165 cell fate commitment 3,37x10% JAG2/WNT16/WNT3/PRDM1/WNT4
regulada G0:0008544 epidermis development 1,05x10°%% JAG2/LAMC2/WNT16/CALML5/SFN
G0:0016331 morphogenesis of embryonic epithelium 3,37x10% JAG2/WNT16/WNT4/BMP7
G0:0045667 regulation of osteoblast differentiation 1,85x10°%2 CEBPA/WNT4/BMP7
G0:0110148 biomineralization 2,42x10°? WNT4/BMP7/FGFR3
G0:0045444 fat cell differentiation 4,17x10% CEBPA/BMP7/PIM1
G0:0007219 Notch signaling pathway 2,95x10% JAG2/CEBPA/BMP7
G0:0031214 biomineral tissue development 2,39x10°? WNT4/BMP7/FGFR3
G0:0001837 epithelial to mesenchymal transition 2,21x10% WNT16/WNT4/BMP7
G0:0030282 bone mineralization 1,51x10°%? WNT4/BMP7/FGFR3

GO, gene ontology.
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ANEXO 12. Analisis de enriquecimiento en términos GO en genes diferencialmente expresados entre piel del gluteo de la

Paciente1 vs piel sana de paciente control

Expresién Cédigo GO Descripcion P-valor adjustado genes
Infra- G0:0071559 response to transforming growth factor beta 3,66x10%7 COL3A1/JUN/COL1A2/COL1A1/HSPA1A/FOS
regulado G0:0001503  ossification 4,91x10% MMP9/COL1A2/COL1A1/COMP/IBSP
G0:0001501 skeletal system development 9,62x10°% COL3A1/MMP9/COL1A2/COL1A1/COMP
G0:0030168 platelet activation 4,91x10% COL3A1/COL1A2/COL1A1/COMP
G0:0110148 biomineralization 4,91x10% COL1A2/COL1A1/COMP/IBSP
G0:0008637  apoptotic mitochondrial changes 5,58 x10°% MMP9/JUN/HSPA1A
G0:0060350  endochondral bone morphogenesis 4,25x10% COL1A1/COMP
GO0:0060349  bone morphogenesis 9,94x10% COL1A1/COMP
G0:0051216  cartilage development 2,80x102 COL1A1/COMP
G0:0001649  osteoblast differentiation 3,44x10®2 COL1A1/IBSP

GO, gene ontology.
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ANEXO 13. Genes diferencialmente expresados en el estudio comparativo exploratorio de transcriptoma completo mediante RNAseq entre la muestra de
sangre periférica de la Paciente1 vs Paciente2

Codigo ENSEMBL  Simbolo HGNC  Codig HOP asymp  HOP severe D prob ranking Length Chrom Biotype
ntrez mean mean

ENSG00000124102  PI3 5266 1140,94 18893,56 -4,05 17752,62 1,00 -17752,62 551 20 protein_coding
ENSG00000163737  PF4 5196 597,14 4547,64 -2,93  3950,49 0,99 -3950,49 773 4 protein_coding
ENSG00000211649  IGLV7-46 - 324,34 3432,90  -3,40 3108,56 1,00  -3108,56 385 22 IG_V_gene
ENSG00000100985  MMP9 4318 311,51 3088,12 -3,31 2776,61 1,00  -2776,61 2336 20 protein_coding
ENSG00000240671 IGKV1-8 - 251,00 2489,83 -3,31 2238,83 1,00  -2238,84 398 2 IG_V_gene
ENSG00000154146 ~ NRGN 4900 158,32 2051,68 -3,70  1893,35 1,00  -1893,36 1213 11 protein_coding
ENSG00000239839  DEFA3 1668 50,56 1871,12 -5,21 1820,57 1,00  -1820,57 494 8 protein_coding
ENSG00000158825  CDA 978 217,40 1862,77 -3,10  1645,37 0,99 -1645,38 820 1 protein_coding
ENSG00000176788 BASP1 10409 244,39 1853,17 -2,92 1608,78 0,99 -1608,78 2146 5 protein_coding
ENSG00000169704  GP9 - 122,75 1294,07 -3,40  1171,32 1,00 -1171,33 877 3 protein_coding
ENSG00000198695  MT-ND6 4541 75,46 711,51 -3,24 636,05 1,00 -636,06 525 MT  protein_coding
ENSG00000101162  TUBB1 81027 56,79 675,59 -3,57 618,80 1,00 -618,81 3321 20 protein_coding
ENSG00000229314  ORM1 5004 64,86 653,39 -3,33 588,53 1,00 -588,54 863 9 protein_coding
ENSG00000236304 - - 47,11 469,67 -3,32 422,57 1,00 -422,58 1426 11 IncRNA
ENSG00000161911 TREMLA1 340205 31,36 438,79 -3,81 407,43 1,00 -407,45 1483 6 protein_coding
ENSG00000278828  H3C10 8357 52,21 394,30 2,92 342,08 0,99 -342,09 1237 6 protein_coding
ENSG00000133048  CHI3L1 1116 26,63 334,99 -3,65 308,36 1,00 -308,38 3363 1 protein_coding
ENSG00000230257 NFE4 - 43,38 320,71 -2,89 277,33 0,99 -277,34 1072 7 IncRNA
ENSG00000101335  MYL9 10398 11,35 273,26 -4,59 261,91 1,00 -261,95 2808 20 protein_coding
ENSG00000164821  DEFA4 1669 4,40 202,66 -5,53 198,26 1,00 198,34 587 8 protein_coding
ENSG00000167434 CA4 762 23,51 195,32 -3,05 171,81 0,99 -171,84 2418 17 protein_coding
ENSG00000173825  TIGD3 220359 13,59 182,43 -3,75 168,84 1,00 -168,88 2028 11 protein_coding
ENSG00000135929  CYP27A1 1593 11,26 159,92 -3,83 148,66 1,00 -148,71 2983 2 protein_coding
ENSG00000204710  SPDYC 387778 1,74 145,25 -6,38 143,51 1,00 -143,66 991 1 protein_coding
ENSG00000232187 FTH1P7 - 14,04 148,70 -3,40 134,66 1,00 -134,70 552 13 processed_pseudogene
ENSG00000253616 - 19,55 148,53 -2,93 128,98 0,99 -129,02 881 8 IncRNA
ENSG00000111644  ACRBP - 13,76 110,68 -3,01 96,92 0,99 -96,97 2816 12 protein_coding
ENSG00000005961 ITGA2B 3674 4,54 101,10 -4,48 96,57 1,00 -96,67 5695 17 protein_coding
ENSG00000233614 DDX11L10 727856 3,50 96,66 -4,79 93,16 1,00 -93,29 1723 16 transcribed_unprocessed_pseudogene
ENSG00000167173  C150rf39 - 12,90 103,04 -3,00 90,14 0,99 -90,19 5807 15 protein_coding
ENSG00000249992  TMEM158 25907 3,31 90,76 -4,78 87,45 1,00 -87,58 1822 3 protein_coding
ENSG00000004939  SLC4A1 6521 9,58 93,78 -3,29 84,20 0,99 -84,26 5125 17 protein_coding
ENSG00000173868  PHOSPHO1 162466 10,80 91,51 -3,08 80,71 0,99 -80,77 2392 17 protein_coding
ENSG00000225936  SLC18A2-AS1 - 10,42 89,54 -3,10 79,12 0,99 -79,18 744 10 IncRNA
ENSG00000162366 ~ PDZK1IP1 10158 6,62 79,86 -3,59 73,24 1,00 -73,33 1430 1 protein_coding
ENSG00000163751 CPA3 - 0,95 59,64 -5,97 58,70 1,00 -59,00 1815 3 protein_coding
ENSG00000282416 - - 1,14 56,57 -5,64 55,44 1,00 -55,72 757 19 processed_pseudogene
ENSG00000158856 ~ DMTN 2039 7,12 60,64 -3,09 53,51 0,99 -53,60 4473 8 protein_coding
ENSG00000225972  MTND1P23 - 2,31 54,36 -4,55 52,05 1,00 -52,25 372 1 unprocessed_pseudogene
ENSG00000226564 FTH1P20 - 4,71 47,76 -3,34 43,04 0,99 -43,17 548 2 processed_pseudogene
ENSG00000224805  LINC00853 100874253 0,43 39,59 -6,52 39,16 1,00 -39,70 661 1 INncRNA
ENSG00000120885  CLU 1191 4,25 40,32 -3,25 36,07 0,99 -36,21 6285 8 protein_coding
ENSG00000103355  PRSS33 260429 4,02 39,47 -3,29 35,44 0,99 -35,60 2140 16 protein_coding
ENSG00000172232  AZU1 566 0,48 33,38 -6,11 32,90 0,99 -33,46 1782 19 protein_coding
ENSG00000262332 - - 0,43 30,73 -6,16 30,30 0,99 -30,92 542 16 IncRNA
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ENSG00000243650  RN7SL834P - 3,01 33,28 -3,47 30,26 0,99 -30,46 286 2 misc_RNA
ENSG00000256720  BTG1P1 - 1,70 30,44 -4,17 28,75 0,99 -29,05 508 12 processed_pseudogene
ENSG00000228278  ORM2 5005 1,13 29,78 -4,71 28,65 0,99 -29,03 759 9 protein_coding
ENSG00000236017 ~ ASMTL-AS1 - 2,58 31,19 -3,60 28,61 0,99 -28,83 1335 X IncRNA
ENSG00000275494 - - 1,61 28,96 -4,17 27,35 0,99 -27,66 534 16 IncRNA
ENSG00000205309  NT5M 56953 2,20 29,12 -3,73 26,92 0,99 -27,18 1961 17 protein_coding
ENSG00000272555 - - 1,89 28,76 -3,93 26,87 0,99 -27,15 455 2 IncRNA
ENSG00000206047  DEFA1 1667 0,43 26,28 -5,93 25,85 0,99 -26,52 498 8 protein_coding
ENSG00000285618 - - 0,43 25,97 -5,91 25,54 0,99 -26,22 687 5 INncRNA
ENSG00000278158 - - 0,43 25,31 -5,88 24,88 0,99 -25,57 235 21 IncRNA
ENSG00000233214 - - 1,91 26,44 -3,79 24,52 0,99 -24,81 450 19 IncRNA
ENSG00000254030 IGLC5 - 0,43 24,36 -5,82 23,93 0,99 -24,63 293 22 IG_C_pseudogene
ENSG00000207445  SNORD15B 114599 23,59 0,59 5,31 23,00 0,99 23,60 146 11 SNORNA
ENSG00000163376 ~ KBTBD8 84541 25,28 1,76 3,85 23,52 0,99 23,83 4736 3 protein_coding
ENSG00000146476 ARMT1 79624 27,19 2,11 3,69 25,08 0,99 25,35 2819 6 protein_coding
ENSG00000239002  SCARNA10 692148 26,10 0,59 5,46 25,50 0,99 26,08 330 12 SNORNA
ENSG00000272343 - - 28,35 2,45 3,53 25,90 0,99 26,14 486 8 IncRNA
ENSG00000104147  OIP5 11339 28,68 1,98 3,86 26,70 0,99 26,98 1201 15 protein_coding
ENSG00000169288  MRPL1 65008 30,68 2,19 3,81 28,49 0,99 28,74 1628 4 protein_coding
ENSG00000272917 - - 30,81 1,93 3,99 28,87 0,99 29,15 615 12 IncRNA
ENSG00000122481 RWDD3 25950 32,18 3,09 3,38 29,09 0,99 29,29 1927 1 protein_coding
ENSG00000270006  C160rf95-DT 101928659 30,07 0,59 5,66 29,47 0,99 30,01 401 16 IncRNA
ENSG00000113387  SUB1 10923 32,71 2,82 3,53 29,89 0,99 30,10 9266 5 protein_coding
ENSG00000141429  GALNT1 2589 33,94 3,48 3,29 30,46 0,99 30,63 5126 18 protein_coding
ENSG00000270062 - - 32,99 2,40 3,78 30,59 0,99 30,82 496 14 IncRNA
ENSG00000273271 - - 33,12 2,29 3,86 30,83 0,99 31,07 520 21 INcRNA
ENSG00000206838 ~ SNORAS5A 654319 32,13 0,59 5,76 31,54 0,99 32,06 134 7 SNORNA
ENSG00000256948 - - 32,33 0,59 5,76 31,74 0,99 32,26 586 12 IncRNA
ENSG00000226221 RPL26P19 - 35,39 2,72 3,70 32,67 0,99 32,88 438 5 processed_pseudogene
ENSG00000167005  NUDT21 - 36,89 3,61 3,35 33,28 0,99 33,44 5930 16 protein_coding
ENSG00000143942  CHAC2 494143 36,18 2,73 3,73 33,46 0,99 33,66 1309 2 protein_coding
ENSG00000031691 CENPQ 55166 36,60 2,05 4,16 34,55 0,99 34,80 1741 6 protein_coding
ENSG00000175324  LSM1 - 38,54 3,55 3,44 34,99 0,99 35,16 1676 8 protein_coding
ENSG00000226084 - - 35,69 0,59 5,91 35,09 1,00 35,59 555 1 processed_pseudogene
ENSG00000166266  CUL5 8065 40,29 4,53 3,15 35,76 0,99 35,90 6562 11 protein_coding
ENSG00000143933  CALM2 805 41,16 4,68 3,14 36,48 0,99 36,61 7114 2 protein_coding
ENSG00000252010 SCARNA5S 677775 37,44 0,59 5,98 36,85 1,00 37,33 276 2 scaRNA
ENSG00000243964  RPL23AP65 - 42,32 2,54 4,06 39,78 1,00 39,99 468 11 processed_pseudogene
ENSG00000111537  IFNG 3458 43,38 2,95 3,88 40,43 1,00 40,62 1211 12 protein_coding
ENSG00000163584 RPL22L1 200916 41,99 1,16 5,18 40,83 1,00 41,16 2051 3 protein_coding
ENSG00000253251 SHLD3 112441434 42,09 0,59 6,15 41,50 1,00 41,95 1739 5 protein_coding
ENSG00000164031 DNAJB14 79982 46,28 4,31 3,42 41,97 0,99 42,11 12970 4 protein_coding
ENSG00000109475 RPL34 6164 47,17 5,09 3,21 42,08 0,99 42,21 3505 4 protein_coding
ENSG00000111711 GOLT1B 51026 48,41 5,34 3,18 43,07 0,99 43,19 3789 12 protein_coding
ENSG00000165997  ARL5B 221079 48,88 5,64 3,12 43,24 0,99 43,36 7170 10 protein_coding
ENSG00000211813 TRAV34 - 46,88 0,59 6,30 46,29 1,00 46,72 349 14 TR_V_gene
ENSG00000225964  NRIR - 54,20 4,76 3,51 49,44 0,99 49,56 2749 2 IncRNA
ENSG00000179387 ELMOD2 255520 57,00 5,93 3,26 51,07 0,99 51,18 6617 4 protein_coding
ENSG00000235363  SNRPGP10 - 53,58 0,59 6,49 52,99 1,00 53,39 225 1 processed_pseudogene
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ENSG00000146247 PHIP 55023 62,37 6,47 3,27 55,91 0,99 56,00 14718 6 protein_coding
ENSG00000136522  MRPL47 57129 63,72 5,23 3,61 58,49 1,00 58,60 1365 3 protein_coding
ENSG00000132485 ZRANB2 9406 67,20 7,16 3,23 60,04 0,99 60,13 4985 1 protein_coding
ENSG00000038210  PI4K2B 55300 70,81 8,39 3,08 62,42 0,99 62,49 3685 4 protein_coding
ENSG00000214389 RPS3AP26 - 65,91 3,03 4,44 62,87 1,00 63,03 784 7 processed_pseudogene
ENSG00000169245  CXCL10 3627 66,70 1,01 6,04 65,68 1,00 65,96 1175 4 protein_coding
ENSG00000110848 CD69 969 69,64 3,78 4,20 65,86 1,00 65,99 2832 12 protein_coding
ENSG00000139163 ETNK1 55500 73,55 6,08 3,60 67,47 1,00 67,56 13301 12 protein_coding
ENSG00000166479 TMX3 54495 93,78 9,42 3,31 84,36 0,99 84,43 7447 18 protein_coding
ENSG00000150045 KLRF1 51348 95,00 8,50 3,48 86,51 1,00 86,58 1260 12 protein_coding
ENSG00000214485 RPL7P1 - 92,23 4,78 4,27 87,45 1,00 87,55 747 5 processed_pseudogene
ENSG00000126860 EVI2A 2123 115,25 11,18 3,37 104,07 1,00 104,13 3086 17 protein_coding
ENSG00000170860  LSM3 - 120,50 15,23 2,98 105,27 0,99 105,31 3359 3 protein_coding
ENSG00000133106 EPSTI 94240 123,65 15,70 2,98 107,95 0,99 107,99 4924 13 protein_coding
ENSG00000169019 ~ COMMD8 54951 119,04 8,12 3,87 110,92 1,00 110,98 1758 4 protein_coding
ENSG00000234287 - - 124,96 14,00 3,16 110,96 0,99 111,00 255 3 processed_pseudogene
ENSG00000185745 IFIT1 126,55 13,92 3,18 112,62 0,99 112,67 4614 10 protein_coding
ENSG00000244716 - - 150,51 10,72 3,81 139,80 1,00 139,85 555 1 processed_pseudogene
ENSG00000127184  COX7C 1350 163,14 17,52 3,22 145,62 0,99 145,65 1969 5 protein_coding
ENSG00000227671 INF731P - 178,22 22,58 2,98 155,64 0,99 155,66 2160 1 transcribed_unprocessed_pseudogene
ENSG00000147669 POLR2K 5440 170,38 7,82 4,45 162,56 1,00 162,62 1673 8 protein_coding
ENSG00000165949 IF127 3429 165,92 2,58 6,01 163,34 1,00 163,45 4147 14 protein_coding
ENSG00000259865 - - 206,66 23,87 3,11 182,79 0,99 182,81 1246 1 IncRNA
ENSG00000165512 INF22 - 228,09 22,06 3,37 206,03 1,00 206,06 2103 10 protein_coding
ENSG00000137965 IFl44 10561 215,08 5,25 5,36 209,83 1,00 209,90 2038 1 protein_coding
ENSG00000265681 RPL17 6139 240,68 28,15 3,10 212,53 0,99 212,55 2451 18 protein_coding
ENSG00000137970 RPL7P9 - 268,61 28,67 3,23 239,95 0,99 239,97 747 1 processed_pseudogene
ENSG00000137959 IF144L 10964 247,89 3,28 6,24 244,62 1,00 244,70 11610 1 protein_coding
ENSG00000189043 NDUFA4 - 292,87 35,75 3,03 257,12 0,99 257,14 3461 7 protein_coding
ENSG00000236439 - - 308,53 28,10 3,46 280,43 1,00 280,45 254 1 processed_pseudogene
ENSG00000147604 RPL7 6129 340,64 32,60 3,39 308,04 1,00 308,06 2700 8 protein_coding
ENSG00000154589 LY96 23643 380,52 21,28 4,16 359,24 1,00 359,26 559 8 protein_coding
ENSG00000123975  CKS2 1164 419,41 42,49 3,30 376,92 1,00 376,93 616 9 protein_coding
ENSG00000234797 RPS3AP6 - 744,19 31,42 4,57 712,76 1,00 712,78 795 15 processed_pseudogene
ENSG00000237550 - - 980,09 59,73 4,04 920,36 1,00 920,37 717 15 transcribed_processed_pseudogene
ENSG00000198918 RPL39 6170 2206,37 262,74 3,07 1943,62 0,99 1943,62 2128 X protein_coding
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8. Anexos

ANEXO 14, Clasificacion de los genes/transcritos en biotipos' (ENSEMBL)

Biotype Description

IG gene: Immunoglobulin gene that undergoes somatic recombination, annotated in collaboration with IMGT

IG C gene: Constant chain immunoglobulin gene that undergoes somatic recombination before transcription

IG D gene: Diversity chain immunoglobulin gene that undergoes somatic recombination before transcription

IG J gene: Joining chain immunoglobulin gene that undergoes somatic recombination before transcription

IG V gene: Variable chain immunoglobulin gene that undergoes somatic recombination before transcription

Nonsense A transcript with a premature stop codon considered likely to be subjected to targeted degradation. Nonsense-

Mediated Decay: Mediated Decay is predicted to be triggered where the in-frame termination codon is found more than 50bp
upstream of the final splice junction

Processed Gene/transcript that doesn't contain an open reading frame (ORF)

transcript:

Long non-coding
RNA
(IncRNA):

A non-coding gene/transcript >200bp in length

3" overlapping
NcRNA:

Transcripts where ditag and/or published experimental data strongly supports the existence of long (>200bp)
non-coding transcripts that overlap the 3'UTR of a protein-coding locus on the same strand

Antisense:

Transcripts that overlap the genomic span (i.e. exon or introns) of a protein-coding locus on the opposite
strand

Macro IncRNA:

Unspliced [ncRNAs that are several kb in size

Non coding:

Transcripts which are known from the literature to not be protein coding

Retained intron:

An alternatively spliced transcript believed to contain intronic sequence relative to other, coding, transcripts
of the same gene

Sense intronic:

A long non-coding transcript in introns of a coding gene that does not overlap any exons

Sense A long non-coding transcript that contains a coding gene in its intron on the same strand

overlapping:

lincRNA Transcripts that are long intergenic non-coding RNA locus with a length >200bp. Requires lack of coding

(long intergenic  potential and may not be conserved between species

NcRNA):

NcRNA: A non-coding gene

miRNA: A small RNA (~22bp) that silences the expression of target mRNA

miscRNA: Miscellaneous RNA. A non-coding RNA that cannot be classified

PiRNA: An RNA that interacts with piwi proteins involved in genetic silencing

rRNA: The RNA component of a ribosome

SiRNA: A small RNA (20-25bp) that silences the expression of target mRNA through the RNAi pathway

SNRNA: Small RNA molecules that are found in the cell nucleus and are involved in the processing of pre messenger
RNAs

SnoRNA: Small RNA molecules that are found in the cell nucleolus and are involved in the post-transcriptional
modification of other RNAs

tRNA: A transfer RNA, which acts as an adaptor molecule for translation of mRNA

vaultRNA: Short non coding RNA genes that form part of the vault ribonucleoprotein complex

Protein coding: Gene/transcipt that contains an open reading frame (ORF)

Pseudogene: A gene that has homology to known protein-coding genes but contain a frameshift and/or stop codon(s) which
disrupts the ORF. Thought to have arisen through duplication followed by loss of function

IG pseudogene: Inactivated immunoglobulin gene

Polymorphic Pseudogene owing to a SNP/indel but in other individuals/ haplotypes/strains the gene is translated

pseudogene:

Processed Pseudogene that lack introns and is thought to arise from reverse transcription of mRNA followed by

pseudogene: reinsertion of DNA into the genome

Transcribed Pseudogene where protein homology or genomic structure indicates a pseudogene, but the presence of locus-

pseudogene: specific transcripts indicates expression. These can be classified into 'Processed’, 'Unprocessed' and ‘Unitary’'

Translated Pseudogenes that have mass spec data suggesting that they are also translated. These can be classified into

pseudogene: ‘Processed', 'Unprocessed’

Unitary A species specific unprocessed pseudogene without a parent gene, as it has an active orthologue in another

pseudogene: species

Unprocessed Pseudogene that can contain introns since produced by gene duplication

pseudogene:

Readthrough: A readthrough transcript has exons that overlap exons from transcripts belonging to two or more different
loci (in addition to the locus to which the readthrough transcript itself belongs)

Stop codon The coding sequence contains a stop codon that is translated (as supported by experimental evidence), and

readthrough: termination occurs instead at a canonical stop codon further downstream. It is currently unknown which codon

is used to replace the translated stop codon, hence it is represented by ‘X' in the protein sequence
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Biotype Description
TEC (To be Experimentally Confirmed): Regions with EST clusters that have polyA features that could indicate the

presence of protein coding genes. These require experimental validation, either by 5' RACE or RT-PCR to
extend the transcripts, or by confirming expression of the putatively-encoded peptide with specific antibodies

TR gene: T cell receptor gene that undergoes somatic recombination, annotated in collaboration with IMGT
TR C gene: Constant chain T cell receptor gene that undergoes somatic recombination before transcription
TR D gene: Diversity chain T cell receptor gene that undergoes somatic recombination before transcription
TR J gene: Joining chain T cell receptor gene that undergoes somatic recombination before transcription

TR V gene: Variable chain T cell receptor gene that undergoes somatic recombination before transcription

L Cunningham F, Allen JE, Allen J, Alvarez-Jarreta J, Amode MR, Armean IM, et al., Ensembl 2022. Nucleic Acids Res. 2022 Jan
7; 50 (D1):D988-D995. doi: 10.1093/nar/gkab1049.
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ANEXO 15. Proteinas identificadas por analisis cualitativo de la Paciente1, Paciente2, Grupo HOP y Controles

Nombre de la Proteina Nombre UniProtID  Gen Masa  Funcion
UniProt (kDa)
Paciente 1 Inmunoglobulina de cadena pesada variable 3-23 HV323  P01764 IGHV3-23 12 Unién al antigeno
Inmunoglobulina kappa variable 1-17 KV117 P01599 IGKV1-17 12 Unién al antigeno
Receptor 2 de Rianodina RYR2 Q92736 RYR2 564 Modulacion del canal de calcio
Complemento C1q subcomponente subunidad A C10A P02745 C1QA 26 Unidn beta-amiloide
Inmunoglobulina de cadena pesada variable 1-24 HV124  AOAOC4DH33 IGHV1-24 12 Unidn a antigeno, union a receptor de inmunoglobulina
Inmunoglobulina kappa variable 6-21 KV621 AOAOC4DH24 IGKV6-21 12 Unidn a antigeno, union a receptor de inmunoglobulina
Subunidad 5 del complejo de Golgi oligomérico COG5 Q9ouP83 COG5 92 Proteina de transporte
conservado
Proteina de anclaje A-quinasa 1, mitocondrial AKAP1 Q92667 AKAP1 97 Unién a ARN
ADP-factor de ribosilacion proteina activadora de  ARFG2 ~ Q8N6H7 ARFGAP2 56 Activacion de la GTPasa
GTPasa 2
Quinasa 1B asociada a Golgi GAK1B  Q6UWH4 GASK1B 56 Membrana del aparato de Golgi
Proteina de unién 5 UL-16 ULBP5  Q6H3X3 RAET1G 37 Unién al receptor similar a la lectina de las células natual killer
HAUS augmin similar al complejo subunidad 3 HAUS3  Q68CZ6 HAUS3 69 Division celular
Proteina transmembranal 198 TM198  Q66K66 TMEM198 69 Regulacion positiva de la via de seializacién canénica-Wnt
Receptor de glutamato ionotropico, kainato 4 GRIK4 Q16099 GRIK4 107 Actividad del receptor glutamato
Cinasa de cadena ligera de miosina, muUsculo liso  MYLK Q15746 MYLK 210 Union a actina, union a calmodulina, Cinasa, Serina/Treonina-proteina
cinasa, Transferasa
Proteina del complejo de poros nucleares Nup98- NUP98  P52948 NUP98 197 Unién al mARN
Nup96
Serina proteasa 1 de lectina de union a la MASP1 P48740 MASP1 79 Unién a proteinas dependientes de calcio
manosa
Factor de transcripcion de pendiente de AMP ATF3 P18847 ATF3 20 Activadora de la transcripcion de union al ADN, especifica de la ARN
ciclico ATF-3 polimerasa Il
Plastina-2 PLSL P13796 LCP1 70 Union a actina
Cadena beta del componente C8 del co8B P07358 c8B 67 Activacion del complemento
complemento
Proteina 6 de union a GTPasa Ran RNBP6 060518 RANBP6 124 Actividad del receptor de sefalizacion de importacion nuclear
Inmunoglobulina de cadena pesada variable 2- HV70D  AOAOC4DH43 IGHV2-70D 13 Unidn a antigeno, union a receptor de inmunoglobulina
70D
Inmunoglonulina de cadena pesada variable 1- HV69D  AOAOB4J2HO IGHV1-69D 12 Unién a antigeno, union a receptor de inmunoglobulina
69D
Proteina de anclaje relacionada con nebulina NRAP Q86VF7 NRAP 197 Unidn a actina
Proteina cinasa 7 activada por mitégeno de MP2K7 014733 MAP2K7 47 Cinasa, Serina/Treonina-protein Cinasa, Transferasa, Tirosina-
doble especificidad proteina cinasa
Proteina putativa no caracterizada codificada CF155  Q9H8W2 LINCO0472 13
por LINC00472
Componente P amiloide sérico SAMP P02743 APCS 25 Unién al calcio
Receptor 4 de efrina tipo B EPHB4 P54760 EPHB4 108 Proteina de desarrollo, Receptor cinasa, Transferasa, Tirosina-
proteina cinasa
Proteina putativa no caracterizada codificada YS045 Q6ZVQ6
por FLJ42213
Proteina 11 que interactua con el receptor TRIPB Q15643 TRIP11 227 Actividad coactivadora de la transcripcion
tiroideo
Proteina 2 citosdlica de linfocitos LCP2 Q13094 LCP2 60 Senalizacion mediada por receptor de antigeno de células T.
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Nombre de la Proteina Nombre UniProtID  Gen Masa  Funcion
UniProt (kDa)
Rap guanine nucleotide exchange factor 6 RPGF6  QS8TEU7 RAPGEF6 179 Factor liberador de nucleétidos de guanina
Cadena beta de la proteina de union a C4b C4BPB  P20851 C4BPB 28 Controla la via clasica de activacion del complemento
Similar a la proteina de unién a sintaxina 5 STB5L Q9Y2K9 STXBP5L 131 Activador de GTPasa
Paciente2 Inmunooglobulina lambda variable 7-46 LV746 AOA075B619  IGLV7-46 12 Unidn a antigeno
Adiponectina ADIPO Q15848 ADIPOQ 26 Hormona
Inmunoglobulina de cadena pesada variable 3-9  HV309  P01782 IGHV3-9 13 Unidn a antigeno,union a receptor de inmunoglonulina
Aminopeptidasa N AMPN P15144 ANPEP 109 Aminopeptidasa, Proteina de desarrollo, Receptor de células huésped
para la entrada de virus, Hidrolasa, Metaloproteasa, Proteasa,
Receptor
Factor X de la couagulacion FA10 P00742 F10 54 Hidrolasa, proteasa, serina proteasa
Inmunoglobulina cadena pesada variable 3-74 HV374  AOAOB4J1X5 IGHV3-74 13 Unién a antigeno, unidn a receptor de inmunoglobulina
Inmunoglobulina cadena pesada 4-59 HV459  P01825 IGHV4-59 13 Unién a antigeno, unidn a receptor de inmunoglobulina
Inmunoglobulina cadena pesada 3-13 HV313  P01766 IGHV3-13 12 Unién a antigeno, unidn a receptor de inmunoglobulina
Inmunoglobulina cadena pesada 3-73 HV373  AOAOB4J1V6 IGHV3-73 13 Unién a antigeno, unidn a receptor de inmunoglobulina
Proteina de motivo de unién a ARN, ligadaa X2 RBMX2  Q9Y388 RBMX2 37 Union al ARN
Proteina transmembrana 2 relacionada con TMX2 Q9Y320 TMX2 34 Homeostasis redox ceular
tiorredoxina
Ornitina descarboxilasa antizima 3 OAZ3 Q9UMX2 0AZ3 27 Actividad inhibidora de la ornitina descarboxilasa
Proteina asociada y localizador de BRCA2 PALB2 Q86YC2 PALB2 131 Unidn al ADN
Subunidad catalitica PAN del complejo de PAN2) Q504Q3 PAN2 135 Exonucleasa, Hidrolasa, Nucleasa
deadenilacion PAN2-PAN3
Apolipoproteina F APOF Q13790 APOF 35 Union al colesterol
Complemento C9 del complemento Cco9 P02748 9 63 Via alternativa del complemento, muerte celular
Ficolina-2 FCN2 Q15485 FCN2 34 Unidn a antigenos, union a proteinas dependientes de calcio
Ficolina-3 FCN3 075636 FCN3 33 Uniodn a antigeno
Inmunoglobulina kappa variable 1D-16 KvD16  P01601 IGKV1D-16 13 Unidn a antigeno
Inmunoglobulina lambda similar al polipéptide 1 IGLL1 P15814 IGLL1 23 Unidn a antigeno, union a receptor de inmunoglobulina
Plastina-3 PLST P13797 PLS3 69 Unidn de filamentos de actina, union de iones de calcio
Inmunoglobulina kappa variable 3D-15 KVD15  AOA087WSY6 IGKV3D-15 12 Unidn a antigeno, union a receptor de inmunoglonulina
Comunes HOP Complemento C5 Co5 P01031 Cc5 188 Actividad de quimiocinas, actividad inhibidora de endoeptidasa, union
al receptor de sefalizacion
Inmunoglobulina kappa variable 1-6 KV106 AOAOC4DH72 IGKV1-6 12 Unidn a antigeno, union a receptor de inmunoglonulina
Inmunoglobulina de cadena pesada variable 1-8 HV108  PODPO1 IGHV1-8 13 Unidn a antigeno,union a receptor de inmunoglonulina
Inmunoglobulina kappa variable 1D-8 KVD08  AOAO087WSZO IGKV1D-8 13 Unidn a antigeno,union a receptor de inmunoglonulina
Inmunoglobulina lambda variable 2-8 KVD08  P01709 IGLV2-8 13 Unién a antigeno,union a receptor de inmunoglonulina
Inmunoglobulina de cadena pesada variable 2-26 HV226  AOAOB4J1V2 IGHV2-26 13 Unién a antigeno,union a receptor de inmunoglonulina
Inmunoglobulina lambda variable 1-36 LV136 AOAOB4J1U3  IGLV1-36 12 Unidn a antigeno,union a receptor de inmunoglonulina
Apolipoproteina C-II APOC2  P02655 APOC2 11 Actividad inhibidora de la Lipasa
Controles Immunoglobulina kappa variable 1D-39 KVD39  P04432 IGKV1D-39 11 Unién al antigeno
Immunoglobulina cadena pesada variable 3-30-3 HVC33  PODP02 IGHV3-30-3 11 Unién al antigeno
Immunoglobulina lambda variable 3-27 Lv327 P01718 IGLV3-27 10 Unién al antigeno
Immunoglobulina lambda variable 9-49 LV949 AOAOB4J1Y8  IGLV9-49 11 Respuesta inmune adaptativa
Proteina dedo de zinc que interactua con Cip1 Clz1 Q9ULV3 Clz1 10 Unidn a acido nucléico
Proteina C-reactiva CRP P02741 CRP 23 Unién al calcio
Immunoglobulina de cadena pesada constante IGHD P01880 IGHD 42 Unién al antigeno
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Nombre de la Proteina Nombre UniProtID  Gen Masa  Funcion

UniProt (kDa)
Queratina 14 del citoesqueleto tipo | K1C14 P02533 KRT14 51 Unién al filamento de queratina
Trombospondina-2 TSP2 P35442 THBS2 127 Unién al calcio
Immunoglobulina lambda variable 4-60 LV460 AOAO75B6I1  IGLV4-60 11 Respuesta inmune adaptativa
Miembro 1 de la familia 12 de transportadores de S12A1 Q13621 SLC12A1 12 Actividad del simportador de potasio:cloruro
soluto
Microtubulo-asociado a la proteina tau TAU P10636 MAPT 78 Unién a actina
Immunoglobulina lambda variable 1-40 LV140  P01703 IGLV1-40 10 Union al antigeno
Immunoglobulina de cadena pesada variable 3-66 HV366  AOAOC4DH42 IGHV3-66 10 Unién al antigeno
Immunoglobulina kappa variable 1-5 KV105  P01602 IGKV1-5 10 Union al antigeno
Fibrindgeno de cadena beta FIBB P02675 FGB 16 Unioén a chaperonas
Fructosa-bifosfato aldolasa A ALDOA  P04075 ALDOA 39 Union a actina
Aloha-enolasa ENOA P06733 ENO1 47 Union a caderina
Factor de elongacion putativo 1-similar a alfa 3 EF1A3 Q5VTEO EEF1A1P5 50 Actividad GTPasa
Proteina ribosomal 60S L8 RL8 P62917 RPL8 28 Unidn a ARN
Receptor 5 acoplado a proteina G que contiene LGR5 075473 LGR5 98 Actividad del receptor de péptido acoplado a proteina G
repeticiones ricas en leucina
Immunoglobulina kappa variable 1D-43 KVD43  AOAOB4J1Z2 IGKV1D-43 10 Respuesta inmune adaptativa
Glutamina--fructosa-6-fosfato aminotransferasa ~ GFPT2 094808 GFPT2 77 Unidn de derivados de carbohidratos
[isomerizante] 2
Immunoglobulina lambda variable 5-39 LV539 AOA0G2JS06  IGLV5-39 11 Respuesta inmune adaptativa
Immunoglobulina kappa variable 1D-12 KVD12  PO1611 IGKV1D-12 10 Unién al antigeno
Globulina fijadora de hormonas sexuales SHBG P04278 SHBG 40 Unién a androgenos
Similar al antigeno CD5 CD5L 043866 CD5L 36 Actividad del receptor depurador
Actina alfa mUsculo esquelético ACTS P68133 ACTA1 42 Unién a ADP
Subunidad 2 del complejo de pequeia elongacion ICE2 Q659A1 ICE2 11 Regulacion de pequefios ARN nucleares
Sinaptotagmina-7 SYT7 043581 SYT7 45 Unidn de fosfolipidos dependientes de calcio
Fucutina FKTN 075072 FKTN 54 Transferasa
Immunoglobulina kappa variable 6D-21 KVD21 AOAOAOMT36 IGKV6D-21 10 Respuesta inmune adaptativa
Miosina-15 MYH15  Q9Y2K3 MYH15 22 Unidn a filamento de actina
Immunoglobulina de cadena pesada variable 3-48 HV348  P01763 IGHV3-48 11 Unién al antigeno
Immunoglobulina de cadena pesada variable 3-53 HV353  P01767 IGHV3-53 10 Unién al antigeno
Obscurina OBSCN  Q5VST9 OBSCN 87 Unidn a calmodulina
Proteina similar al Ninein NINL Q9Y216 NINL 156 Uniodn al calcio
Proteina 9 del complejo regulador de la dineina  DRC9 Q9H095 1QCG 52 Unién al calcio
Porteina 17 de dedo RING RNF17  Q9BXT8 RNF17 185 Union a iones metalicos
Homdlogo de las proteinas Wnt WLS Q5T9L3 WLS 62 Unidn a proteinas Wnt
Proteina 618 de dedo de Zinc IN618  Q5T7W0 INF618 105 Union al DNA
Factor 2 de determinacion derecha-izquierda LFTY2 000292 LEFTY2 32 Acitividad de citoquina
Proteina de asociacion a Ras con dominio diluido RADIL ~ Q96JH8 RADIL 117 Unién a GTPasa
Endofilina-A3 SH3G3 Q99963 SH3GL3 39 Union a lipidos
tRNA (homdlogo de guanina (10) -N2) - TRM11  Q7Z4G4 TRMT11 53 Actividad metiltransferasa
metiltransferasa
Proteina receptora de transferrina 1 TFR1 P02786 TFRC 85 Unidn a chaperonas
Immunoglobulina lambda variable 3-9 LV39 AOAO75B6K5 IGLV3-9 10 Unién al antigeno
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8. Anexos

ANEXO 16. Analisis de expresion de marcadores osteogénicos durante la diferenciacién
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Representacion de los marcadores: a) Miembro 3 de la familia Wnt (Wnt3); b) Interleucina 1-beta (IL-1B); c)
Osteocalcina (OC); d) Receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma (PPARG); e) Proteina morfogénica
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8. Anexos

ANEXO 17. Analisis de expresion de marcadores osteogénicos en células SaOS-2 tratados con suero de pacientes
con HOP y suero de controles, usando tecnologia n-Counter
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Este trabajo presenta el unico caso reportado en el mundo de
Heteroplasia Osea Progresiva en dos gemelas univitelinas idénticas,
que presentan la misma mutacion de novo en heterocigosis en el gen
GNAS, sin embargo, mientras una de ellas permanece asintomatica,
la otra sufre una forma inusualmente rapida e incapacitante de la
enfermedad desde su infancia. El objetivo general de este trabajo se
centra en la caracterizacion de la enfermedad mediante un abordaje

6mico” traslacional, inmunoldgico y celular y la evaluacién de
terapias farmacologicas. Los avances que aporte este trabajo amplian

el entendimiento de la enfermedad y de patologias relacionadas con

mutaciones en GNAS.
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