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RESUMEN

La enfermedad 6sea de Paget (EOP) se caracteriza por ser un trastorno crénico y focal
del remodelado 6seo que conlleva a variaciones del tamafio, densidad y consistencia
de los huesos afectos asi como una resistencia disminuida, favoreciendo la aparicion
de complicaciones como deformidades Oseas, sordera, artropatia por vecindad y
fracturas, causando deterioro de la capacidad funcional y de la calidad de vida. La EOP
presenta una gran variabilidad en su distribucién en funcién de la edad, género, etnia 'y
area geografica, a pesar que ha sido descrita en casi todos los continentes, se ha
observado que su prevalencia y su distribucién geografica es heterogénea, con grandes
diferencias entre regiones vecinas. Recientes estudios realizados en determinadas
areas geograficas parecen denotar cambios seculares en cuanto a la prevalencia,
incidencia y gravedad al diagnostico de la EOP, mostrando una disminucion en las
dltimas décadas. En la actualidad, no disponemos de estudios realizados en regiones
de baja prevalencia que aporten informacion sobre estas tendencias y la influencia del
género en dichos cambios. La EOP se considera actualmente una enfermedad
compleja, multifactorial con participacién de forma sinérgica de factores ambientales y
genéticos. El gen que ha mostrado mayor susceptibilidad es el Sequestosoma-1
(SQSTM1), las mutaciones descritas en él no explicarian de forma completa la
patogenia de la EOP, dado que estas mutaciones no se encuentran en la mayor parte
de los pacientes. Ademas, las mutaciones del gen SQSMT1 muestran una penetrancia
incompleta, enfatizando el papel de factores ambientales y de otros genes
modificadores, en la etiologia de la enfermedad. Los candidatos mas claros son
aguellos que, al igual que el gen SQSMT1, se encuentran relacionados con la
osteoclastogénesis. El sistema RANKL/RANK/OPG constituye una via de sefializacion
clave en la determinacioén del balance del remodelado 6éseo, siendo un sistema de
comunicacion intercelular que regula especialmente la osteoclastogénesis. En la
actualidad, son escasos los estudios acerca de variaciones genéticas en los genes
TNFRSF11B (OPG) y TNFRSF11A (RANK) asociados a EOP clésica asi como la
existencia de interacciones genéticas entre ambos genes y el gen SQSMT1, que
conduzca a un incremento de riesgo de EOP e incluso que influya en el fenotipo. Por

consiguiente, y con la finalidad de investigar el patron de comportamiento clinico-
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epidemiol6gico como genético de la EOP de nuestra poblacion de baja prevalencia, nos

planteamos los siguientes objetivos.

Los objetivos se centraron en evaluar cambios en la evolucion del porcentaje de nuevos
diagnosticos de EOP durante el periodo del estudio (1970-2009) y describir en dichos
pacientes diferencias en cuanto a la severidad en el momento del diagnostico. Y
determinar la existencia de factores independientes predictivos de severidad en el
momento del diagnéstico. Asi como asi como analizar la importancia de alteraciones
moleculares en el gen SQSTM1 (p62) y la presencia de variaciones alélicas en los
genes TNFRSF11B (OPG) y TNFRSF11A (RANK), tanto en la susceptibilidad para el
desarrollo de la EOP como la influencia en su fenotipo.

Pacientes y Métodos: Estudio descriptivo ambispectivo observacional de pacientes
procedentes del Hospital del Mar-Parc de Salut Mar (Barcelona), un area de baja
prevalencia. Se incluyeron un total de 393 pacientes, diagnosticados y/o en seguimiento
durante el periodo comprendido entre enero de 1970 a diciembre de 2009. En base al
estudio molecular se llevé a cabo el genotipado de las 21 variantes polimérfica
mediante tecnologia MassARRAY®IPLEX Gold para el estudio los genes TNFRSF11B
(OPG) y TNFRSF11A (RANK), asi como se realiz6 la secuenciacion del gen SQSTM1
(p62) en una poblacién de 200 pacientes afectos de EOP y 200 controles hipernormales.
El analisis estadistico se realizO mediante paquete SPSS para Windows (v23) y el
software R version 2.15.0 para Windows.

Resultados: En el estudio destaca un descenso progresivo del porcentaje de nuevos
diagndsticos de EOP en relacion a la poblacion de referencia, entre 1994 y 2009, mas
marcado en el grupo de = de 65 afios. Asimismo, se ha constatado que los pacientes
afectos de EOP presentan una disminucion en la actividad biol6gica de la enfermedad,
una menor extensién de la enfermedad y una mayor edad de presentaciéon en el
momento del diagndstico, en funcion del afio de nacimiento y afio del diagndstico. En
contraposicion, se ha observado mayor severidad en el momento del diagndstico en los
pacientes con edades al diagnodstico de <45 afos y 275 afios. Se han identificado 5
factores independientes de mal prondstico al diagndstico, que van a favorecer peores
desenlaces, como la presencia de complicaciones durante el curso de la enfermedad.
Por lo que podemos concluir, que en el momento de diagndstico de EOP, la expresion
de la enfermedad es menos severa y acontece de forma mas tardia. Los resultados del

estudio molecular destacan la asociacién significativa entre las variantes genéticas
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rs3018362 y rs1805034 del gen TNFRSF11A y rs11573871 del gen TNFRSF11B con
el incremento de riesgo a desarrollar EOP asi como la influencia en su fenotipo.
Asimismo se observo que la presencia del alelo T en el polimorfismo rs6567274 del gen
TNFRSF11A se asoci6 con una disminucion de riesgo a desarrollar la EOP, asi como a
un fenotipo mas leve con menores complicaciones durante el curso de la enfermedad.
En el estudio molecular del gen SQSTM1 se identificaron diecisiete mutaciones en
regiones codificantes del gen, siendo siete variantes genéticas “missense” de nueva
descripcion, asociadas todas ellas a una mayor susceptibilidad en el desarrollo de la
EOP vy distribuidas en los diferentes dominios estructurales y funcionales de la proteina
p62 favoreciendo asi disfunciones en los distintos procesos de sefalizacion celular
donde interviene. Estos procesos complejos de sefalizacién celular, dependientes de la
proteina p262, como son la supervivencia celular, apoptosis, autofagia, marcaje de
proteinas y degradacion proteica a través del sistema ubiquitina-proteosoma y la
regulacién de la respuesta antioxidante se han visto implicados en la patogenia de la

enfermedad 6sea de Paget.
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ABSTRACT

Paget’'s Disease of Bone (PDB) is characterized by a chronic and focal disorder of bone
remodeling that leads to variations of the size, the density, the consistency of the
affected bones as well as to reduced resistance, favoring the appearance of
complications as bone deformities, deafness, osteoarthritis and fractures, causing
deterioration of functional capacity and the quality of life. The PDB presents a great
variability in its distribution depending on the age, gender, ethnics and geographic area,
despite being described in almost all continents, it has been observed that its
prevalence and geographic distribution is heterogeneous, with great differences
between neighbor regions. Recent studies done in certain geographic areas seem to
denote secular changes in terms of prevalence, incidence and severity of the PDB
diagnostic, showing a decrease in the last decades. Nowadays there are no studies
carried in low prevalence areas that contribute with information about these tendencies
and the influence of gender in these changes. The PDB is currently considered a
complex and multifactorial disease, in which participate synergistically ambient and
genetic factors. The gene which has shown higher susceptibility is the Sequestosome-1
(SQSTM1), the mutations described in it would not be able to explain completely the
PDB pathogenesis since these mutations are not present in most patients. Besides, the
SQSTM1 gene mutations show incomplete penetrance, emphasizing the role of ambient
factors and other modifier genes in the etiology of the disease. The clearest candidates
are those that, as SQSMT1 does, are related to osteoclastogenesis. The
RANKL/RANK/OPG system constitutes a key signaling pathway in determining the
balance of bone remodeling, being an intercellular communication system that
especially regulates osteoclastogenesis. Nowadays, there are few studies about the
genetic variations in the TNFRSF11B (OPG) and TNFRSF11A (RANK) genes
associated with classic PDB as well as the existence of genetic interactions between
both genes and the SQSMT1 gene, that lead to an increase in the risk of PDB or even
influencing the phenotype. Therefore, and to investigate the pattern of clinical-
epidemiological and genetic behavior of the PDB in our low prevalence population, we
propose the following objectives.

The objectives were focused in evaluate secular changes in the evolution of the ratio of

the new diagnosis of PDB during the study period (1970-2009) and to describe in those

45



Abstract

patients differences in terms of severity at the moment of the diagnosis and to
determinate the existence of independent predictive factors of severity in the moment of
diagnosis, as well as to analyze the importance of the molecular alterations in the
SQSTM1 (p62) gene and the presence of allelic variations in the TNFRSF11B (OPG)
and TNFRSF11A (RANK) genes both regarding the susceptibility in the development of
the PDB and its influence in the phenotype.

Patients and Methods: Descriptive observational ambispective study of patients from
Hospital del Mar-Parc de Salut Mar (Barcelona), a low prevalence area. There were
included a total of 393 patients, diagnosed and/or in the process during the period
between January 1970 to December 2009. Based on the molecular study the
genotyping of the 21 polymorphic variants was carried out through MassARRAY ®iPLEX
Gold technology to study de TNFRSF11B (OPG) and TNFRSF11A (RANK) genes as
well as performing the SQSTM1 (p62) gene sequencing in a population of 200 BDP
affected patients and 200 hypernormal controls. The statistical analysis was done
through SPSS for Windows (v23) and the R software version 2.15.0 for Windows.
Results: In the study, it is highlighted a progressive decrease of the percentage of new
diagnostics of PDB concerning the reference population, between 1994 and 2009,
pronounced in the >65 years old group. Thereby, it has been confirmed that the PDB-
affected patients show a decrease in the biological activity of the disease, a lower
extension of the disease, and a higher age of presentation at the moment of diagnosis,
depending on the year of birth and the year of diagnosis. In contrast, it has been
observed higher severity at the moment of diagnosis in patients aged between <45 and
>75 years old at diagnosis. There have been identified 5 independent factors of poor
prognosis at diagnosis that are going to favor worse outcomes, as the presence of
complications during the disease. We can conclude that at the moment of diagnosis of
PDB, the expression of the disease is less severe and happens later. The results of the
molecular study highlight the significant association between two SNPs of TNFRSF11A
gene (rs3018362 and rs1805034) and one of TNFRSF11B gene (rs11573871) with the
increase of risk of developing PDB as well as the influence in its phenotype. Thereby it
was observed that the presence of the allele T in the polymorphism rs6567274 of the
TNFRSF11A gene was associated with a decrease of the risk of developing PDB, as
well as a milder phenotype with lower complications during the course of the disease. In

the molecular study of the SQSTML1 gene, there were identified seventeen mutations in
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coding regions of the gene, being seven "missense" genetic variants of new description,
associated all of them to a higher susceptibility in the development of the PDB and
distributed in the different structural and functional domains of the p62 protein favoring
this way dysfunctions in the different cell signaling processes where it intervenes. These
complex processes of cell signaling dependent on p62 protein, like cell survival,
apoptosis, autophagy, protein marking and protein degradation through the ubiquitin-
proteasome system and the regulation of the antioxidant response, have been involved

in the pathogenesis of Paget's disease of bone.
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1. INTRODUCCION

1.1. ENFERMEDAD OSEA DE PAGET

1.1.1. Concepto y aproximacion historica

La enfermedad 6sea de Paget (EOP), es considerada la segunda enfermedad mas
frecuente que afecta al metabolismo 6seo, tras la osteoporosis. Se caracteriza por ser
un trastorno benigno, cronico y focal del remodelado 6seo con una resorcién
incrementada, secundaria a una disfuncién clonal de los precursores osteoclasticos,
seguida de una formacion osteoblastica de igual intensidad aunque desorganizada y
anarquica, que conlleva a una estructura ésea inmadura, no laminar y muy
vascularizada , que va a dar lugar a variaciones del tamafio, densidad y consistencia de
los huesos afectos asi como una resistencia disminuida, ocasionando alteraciones
biomecanicas de la misma, lo que facilita la aparicion de un hueso mas fragil,
plexiforme, susceptible a presentar diversas complicaciones como deformidades 6seas,
artropatia degenerativa por vecindad y una mayor propension a fracturas™?

La primera descripcion data de noviembre de 1876, previo al descubrimiento de los
rayos X en 1895, donde Sir James Paget presentd a la “Medical and Chirurgical
Society of London” la descripcibn de 5 casos, que en conjunto ilustraban, una
enfermedad deformante dsea de curso lento, de presentaciéon en la edad adulta y con
afectacién predominante craneal y en huesos largos localizados principalmente en
extremidades inferiores, que denomind «osteitis deformans» y la consider6 como una
enfermedad de naturaleza inflamatoria. Posteriormente, él mismo describe de forma
detallada en el “Medical and Chirurgical Transactions” (1877), el caso clinico de un
varon de 46 afios afecto de “osteitis deformans”, asi como el curso de su enfermedad y
los resultados de su autopsia®. El paciente consulto por deformidad en la tibia izquierda
a los 46 afos. Durante los 22 afios posteriores, el paciente desarrollé6 una deformidad
craneal, sordera vy, finalmente, un osteosarcoma en el radio izquierdo que le ocasiond la
muerte a los 68 afios. Unos afios después, en 1882, Sir James Paget present6 nuevos
casos describiendo la entidad como una enfermedad que “comienza en la edad media

de la vida o después y afecta con mas frecuencia a los huesos largos de las
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extremidades inferiores, la pelvis y el craneo. Los huesos se agrandan y se hacen méas

maleables, y aquellos que soportan peso llegan a curvarse de forma antinatural®.

‘(the disease) begins in the middle age or later, is very slow in progress, may continue
for many years without influence on the general health, and may give no other trouble
than those which are due to changes of shape, size and direction of diseased bones ...
The bones enlarge and soften, and those bearing weight yield and become unnaturally
curved and misshapen ... The disease is attended with pains in the affected bones,
pains widely various in severity and variously described as rheumatic, gouty or neuralgic
...The bones examined after death show the consequences of an inflammation ... The
softening is associated with enlargement and with imperfectly developed structures, and
with increased blood supply .

Figura 1. Descripcion del primer paciente diagnosticado de “Osteitis deformans”. Fotografia
realizada en 1876, seis meses previos al fallecimiento del paciente. [Adaptada de Paget J,
18771%

A pesar que ya existian informes de casos similares previos a su primera descripcion
(Wilks, 1869, Rullier, 1812, Wrany 1867, Czerny 1873), es sin duda, el primero que
proporciond un andlisis global y mas detallado de esta entidad, para la que no se ha
sugerido mejor denominacién que la de “Enfermedad Osea de Paget’. Las ultimas
observaciones de Sir James Paget acerca de esta dolencia se publicaron en 1889°.
Desde la primera descripcion de Paget se ha recopilado una gran cantidad de

informacion gracias a una intensa actividad investigadora. Sin embargo, a dia de hoy
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siguen existiendo interrogantes acerca de la etiopatogenia asi como de su prevalencia 'y
distribucién geografica, por lo que por el momento se podria considerar una historia
inacabada.

1.1.2. Epidemiologia

La EOP es un trastorno focal del metabolismo 6seo que afecta principalmente a la
poblacion adulta, suele diagnosticarse generalmente por encima de los 50 afios, siendo
un hallazgo inusual antes de los 40 afios, mostrando un ligero predominio de los
varones frente a las mujeres, segin las series®.La prevalencia estimada de la EOP
aumenta con la edad, siendo el 1-5% en individuos mayores de 55 afios,
considerandose la segunda enfermedad metabdlica 6sea mas frecuente después de la

osteoporosis®”.

1.1.2.1 Distribucion geografica

La EOP se caracteriza por presentar una gran variabilidad en su distribucion en funcién
de la edad, género, etnia y area geogréfica, mostrando un patrén irregular con grandes
diferencias entre regiones vecinas®®.

Uno de los factores de riesgo mas importantes asociado al desarrollo de la EOP es el
incremento con la edad. La EOP afecta principalmente a la poblacién adulta, suele
diagnosticarse generalmente por encima de los 55 afios, siendo un hallazgo inusual
antes de los 40 afios, en estos casos, se asocia a una enfermedad mas extensa y
severa en el momento del diagnostico®°.La prevalencia aumenta en las Ultimas
décadas de la vida, el 70% de los casos se diagnostica después de los 60 afios, y
posteriormente, se duplica con cada década que transcurre, afectando a mas de un 8%
en los varones y a un 5% de la mujeres a partir de la octava década.

En cuanto a la distribucién por género, las cifras varian segin se trate de estudios
poblacionales, en los que suele haber una mayor proporcién de varones frente a las
mujeres (3:2), o series hospitalarias cortas, en las que la frecuencia es similar en
ambos grupos'®. Esta discreta diferencia en relacion al género, se mantiene con la
edad. También se ha observado diferencias en cuanto a la distribucion esquelética de
las lesiones en relacién al género, probablemente por una diferente exposicion a los

potenciales factores ambientales que podrian determinan la localizacion de la lesion™®.
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A pesar que la EOP afecta principalmente a los caucasicos del noroeste de Europa,
también ocurre en otros grupos étnicos. La distribucion étnica es heterogénea, siendo
poco prevalente en la poblacién negra nativa de Africa, Japén y Sudeste Asiatico, con
un predomino en la raza caucasiana anglosajona™. No se han encontrado diferencias

entre la poblacion de raza negra y caucésica de Estados Unidos'"*?

, aungue es mayor
que la encontrada entre la poblacion africana de raza negra®®. Parece observarse una
tendencia a adquirir la prevalencia de las zonas donde se vive después de la primera
generacioén, lo que coincide con la tendencia a la disminucién de la prevalencia entre la
poblacion britAnica nacida en Australia respecto a la llegada del Reino Unido. Estos
datos son otro argumento para considerar que hay un factor ambiental en la etiologia
de la EOP.

A pesar que ha sido descrita en casi todos los continentes, se ha observado que su
prevalencia y distribuciébn geografica es heterogénea e irregular, con grandes
diferencias entre regiones vecinas (figura 2)°. En base a los estudios epidemiolégicos
realizados en las Ultimas tres décadas, se ha observado una alta prevalencia en las
poblaciones del noroeste de Europa, siendo mas elevada en el Reino Unido (5,4%)
(2,5% de los varones y 1,6% de las mujeres mayores de 55 afios, llegando al 7% en los

varones y al 6% en las mujeres mayores de 85 afios)'**°

asi como en regiones que
corresponde en gran medida a los patrones de migracidon europea, principalmente a
pacientes de ascendencia britanica, siendo comin en areas de Australia®, Nueva
Zelanda'® o Norteamérica (1 - 3% en los mayores de 65 afios, alcanzando el 10% en los
mayores de 80 afios)'! y rara (menos del 1 %o) en Africa *’, Japon®®, Sudeste asiatico o
en los paises escandinavos. Y muestra una prevalencia intermedia en Alemania®,
Francia®, Italia® y Espafia (1,21% en la poblacién mayor de 55 afios)*%,

En rasgos generales, en Europa, la prevalencia desciende segin pasamos del norte al
sur, a excepcion de la peninsula escandinava. Y en otros paises, como Estados Unidos,
también se han descrito diferencias en funcion de la geografia, siendo mas prevalente
en los estados del norte de la costa atlantica con una incidencia del 1,48% frente a los
del sur (0,26%), asi como una menor prevalencia en la poblacién negra o india de ese
pais™.

Los Ultimos datos acerca de la prevalencia de la EOP en Espafia®, provienen de un
estudio poblacional basado en la revision radiologica de radiografias simple de

abdomen en personas mayores de 55 afios durante el periodo comprendido entre 2006-
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2007, donde participaron 13 centros hospitalarios distribuidos en 18 areas geogréficas,
analizando un total de 4528 radiografias, identificAndose 44 casos de EOP entre los
mayores de 55 afios, lo que representa una prevalencia de un 1,0% [IC95%: 0,9-1,3]. El
dato de prevalencia fue algo inferior al habitualmente utilizado para Espafia del ~1,3%,
que se estimé en la década de los 70, en el estudio de Detheridge® (basada en una
encuesta por correo a radidlogos de varios paises europeos).

En este estudio de prevalencia de EOP, se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,004) entre regiones, a pesar de no existir un claro patrén espacial, se
detectaron cifras ligeramente inferiores en las zonas costeras, en especial en la zona
mediterranea (Andalucia 0,14% (IC 95%: 0-0,41), y cifras superiores en las zonas
interiores del pais (Castilla la Mancha y Castilla Ledn, en 2,37% (IC 95%: 0,92-3,82).
También se observaron diferencias en cuanto al género, se identific6 una prevalencia
ligeramente superior en hombres (1,16%) frente a mujeres (0,80%), sin presentar
significacion estadistica. En cuanto a la distribucién por regiones en funcién del género,
se observé que las cifras mas bajas en ambos casos se encontraron en Andalucia
0,25% (IC 95%:0,00-0,74) y 0%, en hombres y mujeres respectivamente. Mientras que
el méximo para los hombres se alcanza en Castilla la Mancha y Castilla Le6n con
4,52% (IC 95%: 1,45-7,59) y para las mujeres ocurre en Aragon, Asturias y Canarias
con una prevalencia del 2,12% (IC 95%: 0,28-3,96). También se detecté una clara
tendencia creciente y lineal de la prevalencia por grupos de edad, pasando desde el
0,08% (IC 95%: 0,00-0,25) para el grupo de edad entre los 55 y 65 afios, hasta el
2,43% (IC 95%: 1,07-3,79) para los mayores de 85 afios®.

En cuanto a los resultados de los estudios de prevalencia realizados en base a la
valoracion Unicamente de la radiografia simple de abdomen, se sugiere que
infraestiman un 20% la prevalencia de la EOP, debido a la gran variabilidad de la

212212 por este

afectacién pélvica en estos pacientes, entre 40-76%, segun las series
motivo se reestimo la prevalencia de EOP en Espafia, en funcién de la metodologia que
mostraba la existencia de un infradiagndstico en la quinta parte de los pacientes si esta
valoracion se realizaba mediante radiografia simple de abdomen, por consiguiente la
verdadera prevalencia de EOP en Espafia en mayores de 55 afios, se establecio en el
1,21% (IC 95%: 0,95-1,6%) siendo 1,5 % en hombres (IC 95%: 1-2,1%) y en mujeres

de 1% (IC 95%: 0,7-1,5%)%.
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Ademas de la peculiar distribucion de la enfermedad entre los distintos paises, en cada
uno de ellos existen diferencias marcadas entre regiones vecinas, apareciendo zonas
donde se produce una acumulacion significativa de casos, o focos de alta prevalencia ».
El foco mas conocido es la region urbana de Lancashire en Gales con una prevalencia
en la poblacion mayor de 55 afios del 8,3%, frente al 5,4% del conjunto de Gran

Bretafia**®

, N0 se ha observado la existencia de caracteristicas climaticas o geologicas
exclusivas que pudieran dar algun atisbo de explicacion en cuanto a esta distribucion
geogréfica de la EOP.

En Espafia son dos los focos de alta prevalencia descritos, son zonas geogréficas de
ambito rural con gran aislamiento geografico y marcada endogamia, como son: Sierra
de la Cabrera en la provincia de Madrid, con una prevalencia del 6,4% % (IC95%
4,8%-7,9%) y en la comarca de Vitigudino (Salamanca) con una prevalencia del 5,7%
(1C95% 4,5%-6,9%)%?*. Otro foco rural de alta prevalencia se ha descrito en Campania
y Toscana, en el sur de Italia®?®?".

En la actualidad, no se disponen de datos globales sobre la incidencia de la EOP, pero
gracias a la estimacion de la prevalencia podemos intuir un incidencia de 0,7 a 1,1 por
10.000 personas/afio en la poblacion mayor de 55 afios, aumentando de forma

progresiva y paralelamente con la edad?®,

Prevalencia Baja (<1%) Prevalencia media (1-4%) Prevalencia alta (>4%)
Paises escandinavos (0.4%) Francia (2.7%) Reino Unido(5,4%:-7%)
Afnica (0,01-0,02%) Dublin {1,7%) Nuevs Zelanda | )
Japon (0,00028%) Paises Bajos (3.6%) Austraiiz (3,55
Sudeste 3siatico Italia {Siena, Turin) {0,7-2,4%)
Alemania occidental (1,2%)
Espana {1,2%)
EEUU (1-3%)
Filadelfia (2,1%:)

Nusva York {3,5%)

Figura 2. Prevalencia de la EOP en las diferentes areas geogréficas.
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1.1.2.2 Cambios seculares

Recientes estudios sugieren que la prevalencia, incidencia y la severidad de la EOP
estan disminuyendo en la mayor parte de las regiones estudiadas, siendo mas
significativo este descenso de prevalencia e incidencia en el Reino Unido, Nueva
Zelanda y en diferentes ciudades Europeas (Austria y Dinamarca (70%), Espafia (55%),
Grecia (40%), Suecia (25%), Francia (24%)) en los ultimos 40 afios. Su frecuencia
parece estar disminuyendo de forma mas marcada en las regiones conocidas como de
alta prevalencia, pero no ocurre lo mismo en todas las zonas analizadas®??°**% En
Reino Unido, el descenso de la prevalencia fue mas marcado en el foco de Lancashire,
asimismo, en Espafia, concretamente en la regién de Vitigudino (Salamanca), foco de
alta prevalencia de esta entidad, se ha observado una disminucién de su prevalencia en
el periodo comprendido entre 1998 y 2009, no observandose esta tendencia en el resto
de la provincia de Salamanca®. En Auckland (Nueva Zelanda), la prevalencia
disminuyé un 49% entre el periodo de 96-2004 en el grupo de edad 55-59 afios, siendo
menor esta disminucién de un 4%, en el grupo de mayores de 70 afios®. Sin embargo,
en Turin, se ha observado un incremento de prevalencia (0,43-0,9%) en individuos
mayores de 75afios en las Ultimas décadas (1986-2002), sin objetivarse cambios en los
pacientes menores de 75afios®*. Asimismo se objetivd un aumento significativo de
prevalencia (0,42% en 2006 a 1,27% en 2009) en Recife, en el noreste de Brasil,
durante el periodo 2006-2009%. También se ha observado un aumento de incidencia de
6,9/100.000 persona-afio en el periodo 1950-1959 a 12,6/100.000 persona-afio en el
periodo 1960-1979 en el condado de Olmsted (Estados Unidos) con una disminucién
posterior de 5,4/100.000 persona-afio en el periodo 1990-1994%. Este registro se
caracteriza por presentar el tiempo de seguimiento mas largo publicado, donde se
estudiaron los cambios seculares durante un periodo de 44 afios, entre 1950-1994. No
obstante, en Reino Unido, con el registro mas amplio publicado, en torno a 2465
pacientes incluidos, se mostro una clara caida en la incidencia de EOP 1,1 a 0,7/10.000
personas-afio entre 1988 y 1998%,

En cuanto a la severidad en el momento del diagnostico en las ultimas décadas,
también se ha observado un descenso de la gravedad de la afeccion 6sea al
diagnostico y de las complicaciones secundarias, tanto en Nueva Zelanda®, Reino

Unido**, como en Espafia®, pero datos procedentes de Italia*® y EEUU*’, no mantienen
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esta misma tendencia, no encontrando diferencias en el nimero de localizaciones o0 en
la afectacion esquelética en funcion del afio de nacimiento. Incluso en Campania (ltalia),
se ha observado un aumento de gravedad clinica en el momento del diagndstico
durante los dltimos afios®.

Las tasas de mortalidad secundarias a la enfermedad Osea y la degeneracion
sarcomatosa, también se ha constatado una disminucién desde 1950, y publicaciones

recientes indican que esta tendencia persiste en el tiempo®3®

, por lo que estos datos
apoyarian la hipétesis de la existencia de una reduccion en la severidad de la EOP.

Las razones por las cuales se explicaria un descenso de la prevalencia, incidencia y
severidad en las Ultimas décadas, e incluso mas marcada esta reduccion en los focos
de alta prevalencia como son las regiones de Lancashire y Vitigudino, son dificiles de
entender. Se han propuesto algunos argumentos posibles, como cambios en la
estructura étnica debido a flujos migratorios procedentes de paises de baja prevalencia,
mejoria en la alimentacién con suplementacién de vitamina D, menor exposicién a
toxinas ambientales™®® y tabaquismo®, estilo de vida sedentario ocasionando menos
sobrecargas mecéanicas, menos traumatismos® y menos lesiones éseas y otro factor
medioambiental precipitante podria ser la menor exposicion a zoonosis debido a la
emigracion de las areas rurales a las urbanas y menores casos de infecciones gracias a
los programas de vacunacién poblacional®.

Una de las grandes dificultades que se enfrentan los estudios epidemiolégicos de la
EOP, es la menor frecuencia de las formas sintoméaticas en comparacion con las formas
clinicamente silenciosas. También va a depender de la metodologia utilizada para la
deteccion de los casos de EOP, por lo que la prevalencia tendra gran variabilidad. Es
decir, la utilizacion de técnicas mas sensibles como la gammagrafia 6sea, detectara
mayor namero de casos frente al uso de la radiografia simple de abdomen. Esta
variabilidad en los estudios poblacionales va a depender de la herramienta de
diagnostico utilizada, dando como resultado un sesgo de deteccién, que debe tenerse
en cuenta al interpretar los resultados del estudio. Un ejemplo de este hecho, es el
aumento en la incidencia de EOP documentado en Olmsted (Estados Unidos) entre
1960-1979 atribuido al uso de forma rutinaria de determinaciones de fosfatasa alcalina

sérica, que permitieron la deteccion de formas asintomaticas de EOP®,
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1.1.3. Clinica

1.1.3.1. Manifestaciones clinicas y complicaciones

La aparicibn de las manifestaciones clinicas va a depender de la localizacién
esquelética, de la extensién y actividad de la enfermedad, siendo la mayor parte de los
casos asintomaticos (>70%) durante el curso de la enfermedad®.

La clinica, consecuencia del elevado remodelado 6seo y del aumento de
vascularizacion del tejido 6seo afecto, puede manifestarse como dolor éseo y
deformidad Gsea, a las que se suman las acontecidas por las complicaciones como la
artropatia por vecindad, fracturas patolégicas, sordera y sintomas neurolégicos®.

Las principales localizaciones afectadas son la pelvis (58-80%), la columna (40%), el
fémur (32%), el craneo (20-30%) y la tibia (16-20%). En un segundo nivel se
encuentran la escapula (5%), la clavicula (4%), las costillas (4%) y los huesos de la
cara. Los huesos de los pies (2%) y los de las manos (< 1%) rara vez se ven
envueltos®.

En el 25 % de los casos, la enfermedad se presenta de forma monostética (afectacion
de un solo hueso), mientras que en el 75% de los pacientes aparece de forma
poliostética (afectacion de varios huesos), con una media de 3 lesiones éseas por
paciente y con una afectacion asimétrica, generalmente en huesos no contiguos®.
Durante la evolucion no suelen aparecer lesiones 6seas diferentes a las diagnosticadas
inicialmente. Aun asi existe una pequefia evidencia en la literatura, de la aparicion de
estas lesiones de forma asincronica®.

El dolor, atribuido a la distension periéstica, al aumento de la vascularizacion y a las
microfracturas, es el sintoma mas frecuente. El dolor de origen 6seo se describe como
sordo, profundo, poco localizable, de predominio nocturno y con independencia de la
carga y de los movimientos. Suele coincidir con un aumento de la actividad de la
enfermedad, mas frecuentemente durante la fase litica. Mucho mas frecuente es el
dolor secundario a complicaciones, especialmente por atrapamiento neurol6gico o
artropatia por vecindad®®. Las deformidades esqueléticas son mas evidentes en los
huesos largos, el craneo y la clavicula. Los huesos largos se incurvan por el aumento
de volumen y la maleabilidad de los huesos afectos. El aumento del tamafio éseo y las
deformidades craneofaciales pueden transformar la apariencia fisica del paciente,

ocasionandole una apariencia leonina®.
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Las complicaciones mas frecuentes derivadas de la EOP comprenden 3°42:43:44.48.49.50.

- Artropatia por vecindad secundaria a una alteracion del hueso subcondral y causa
mas frecuente de dolor. Afecta fundamentalmente a las caderas —coxopatia pagética-,
rodillas y hombros, con una incidencia para las mismas de un 47,4%, 14,8% y 8,6%,
respectivamente.

-Fracturas patoldgicas, debido a la defectuosa transmisién de las cargas, caracteristico
del hueso pagético. Las fracturas se suelen localizar en areas expuestas a mayor
presion mecanica (convexidad externa del fémur y anterior de la tibia o pelvis y en la
parte central de las vértebras).

- Complicaciones neuroldgicas secundarias a una compresion de estructuras
neurolégicas, por crecimiento 6seo (mielopatias, radiculopatias) o por insuficiencia
vascular debido a una hipervascularizacion 6sea. La afectaciébn craneal puede

desencadenar sindromes del tronco cerebral o hidrocefalia normotensiva.

-La sordera de predominio neurosensorial, es muy frecuente cuando se afecta el hueso
temporal del crAdneo. Sin embargo lo mas frecuente es que se produzca la afectacion de
los pares craneales a su paso por la base del craneo, concretamente la afectacion del
VIl par craneal, que ocurre en un 12%-50% de los pacientes, segun las series.

- La insuficiencia cardiaca congestiva de alto gasto se atribuye al “robo” parcial del
volumen sanguineo circulante por la hipervascularizacion en las zonas afectas, que
actuarian como fistulas.

- Trastornos metabdlicos como las alteraciones del metabolismo fosfo-célcico, por la
gran actividad resortiva 6sea que presentan y por las fracturas e inmovilizaciones a las
gue pueden estar sometidos estos pacientes. También se ha objetivado la presencia de
adenomas paratiroideos en el 3-6% de los pacientes, ocasionando un
hiperparatiroidismo primario con hipercalcemia secundaria. La hiperuricemia y la
presencia de artropatia gotosa, se ha documentado en estos pacientes, secundario a
un recambio elevado con un metabolismo purinico aumentado. Asimismo, también se
ha encontrado una débil asociacion positiva de la EOP con la condrocalcinosis.

- Alteraciones maxilofaciales y bucodentarias por afectacion de los huesos faciales,
maxilares y malares produciendo: un sindrome temporomandibular, una malaoclusion

dentaria, una hipercementosis con mayor pérdida de piezas dentales, un
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estrechamiento de la via aérea superior por agrandamiento del paladar, cambios en el
tono de la voz y alteraciones en la masticacion y deglucion.

- La complicacién mas temida, la degeneracion sarcomatosa del hueso pagético, siendo
mas frecuente el osteosarcoma, con una incidencia menor a 0,1%, ocurre mas
frecuentemente en los varones, con edades superiores a los 50 afios y con enfermedad
poliostética asociada. Por orden de frecuencia las zonas que méas se afectan son la
pelvis, el fémur, el himero, la tibia y el crdneo, no es frecuente la afectacion vertebral.
Tiene un mal prondstico por la frecuente extensién local y desarrollo de metastasis

pulmonares®**

, CON una supervivencia a los 5 afios de 0-10% segun las series.

1.1.3.2. Cambios seculares en la clinica al diagndéstico

A pesar de las evidencias documentadas del descenso en la prevalencia e incidencia
de la EOP, también se han detallado cambios seculares en el fenotipo de la EOP al
diagndstico. En base a una revisién sistematica de la literatura acerca de cambios en el
modo de presentacion de la EOP, donde se incluian 25 estudios procedentes de
diferentes poblaciones (Reino Unido, Brasil, China, Espaia, EEUU, Irlanda, Rusia, ltalia,
India, Nueva Zelanda, Japon)** objetivaron que el dolor 6seo fue el sintoma méas
frecuente en todos los estudios, con una frecuencia que oscilaba del 40% en
Sudamérica al 70% en la poblacion India. La afectacién monostoética al diagndstico se
presentaba en el 9% en la India frente al 50% en Japén y en Reino Unido. La presencia
de deformidad en el momento del diagnéstico se objetivo en el 16% en Japén, Reino
Unido, Sudamérica y entre el 24,3% y el 33,7% en Europa, EEUU e India. La presencia
de sordera present6 una frecuencia al diagnéstico entre 5,5% al 11,2% de la poblacion
pagética. La frecuencia de fracturas al diagndstico mostr6 una gran variabilidad segun
regiones, mostrando una frecuencia menor en Sudamérica con un 2,9% frente a un
27% en India. Al observar estas grandes diferencias de frecuencia de fracturas en las
diferentes poblaciones, se realiz6 un estudio para evaluar la existencia o no de
correlacion con las fracturas de cadera del mismo pais, no observando correlacion
entre ambas frecuencias. Unicamente existié correlacion en la India entre la frecuencia
de fracturas en la poblacién EOP y la frecuencia de fracturas de caderas en la
poblacion general (r=0,82, p=0,007 en mujeres y r=0,67, p=0,048 en hombres)*°.

En relacion al andlisis sobre tendencia secular en el modo de presentacion de la EOP

en la poblacion de descendencia europea durante tres periodos de estudio (previo al
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2000, 2000-2009, y posterior al 2010), se objetivd la presencia de dolor éseo més
frecuente (65,3%) en el ultimo periodo del estudio (2010-2014) comparado con los
previos (50,4% en 2000-2009 y 48,3% previo al 2000), siendo estadisticamente
significativo. A diferencia de la fractura al diagnéstico fue menos frecuente en el ultimo
periodo con una frecuencia del 3,8%, respecto a los previos (6,5% en 2000-2009 y
10,8% previo al 2000), mostrando significacion estadistica. No se observé un claro
patrén, en relacién a la deformidad, siendo menor en el Ultimo periodo de estudio, con
una frecuencia de 10,1% respecto a los previos (26.5% en 2000-2009 y 21,8% previo al
2000). La prevalencia de sordera fue similar en los periodos mas recientes (11,1% y
6,7%), frente al 2.4% del primer periodo, siendo estadisticamente significativo®.

La disminucién de la frecuencia de la EOP vy la disminucion de la mortalidad relacionada
con la EOP en los ultimos 40 afios se asocian con una disminucién en la gravedad
clinica de la enfermedad y con la desaparicion casi completa de su complicacién mas
grave, como es la transformacion sarcomatosa de la enfermedad pagética®’. En base a
las evidencias publicadas, existe una reduccion de la frecuencia de complicaciones
malignas en las Ultimas décadas, mostrando una mayor supervivencia a la esperada en

la poblacién general®

. Asimismo, los tumores 6seos de células gigantes, solitarios y
multifocales, que habitualmente se desarrollan en localizaciones pagéticas y en
pacientes afectos de EOP con un fenotipo grave, presentan una tendencia descendente,
incluso en el sur de ltalia, donde es particularmente coman*. En contraposicion, el
desarrollo de metastasis Oseas, principalmente de cancer de prOstata en lesiones
pagéticas, facilitado por el aumento de la vascularizacion de estas, se mantiene sin

cambios en las Ultimas décadas®’.

1.1.4. Diagnéstico

El diagndstico de la EOP es casual en el 75% de los casos y se lleva a cabo en base a
la sospecha clinica, a la elevacibn de los marcadores de remodelado 6&seo,
fundamentalmente niveles elevados de fosfatasa alcalina (FA) no explicados por otras
patologias o bien por la presencia de cambios iconograficos caracteristicos (incremento
de densidad heterogénea con areas escleréticas, desdiferenciacion corticomedular,
crecimiento 0seo y, frecuentemente, ostedlisis) de esta enfermedad*

La elevacion de los marcadores de remodelado 6seo reflejan las alteraciones del

metabolismo 6seo. La FA total (FA) y la isoenzima ésea de la FA (FA Osea), el
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propéptido aminoterminal del procoldgeno tipo | (P1NP), como marcadores de la
formacion 6sea y el telopéptido aminoterminal del colageno tipo | (NTX) y el telopéptido
carboxiterminal del colageno tipo | (CTX), como marcadores de resorcion 0sea, se
encuentran elevados en las fases de actividad metabdlica de forma proporcional, lo que
refleja el acoplamiento entre los procesos de formacion y resorcion. El resto de los
pardmetros metabolicos fosfo-calcicos son normales en los pacientes afectos de EOP,
salvo en pacientes inmovilizados, con enfermedad extensa, 0 coexistencia de
hiperparatiroidismo primario.

Debido a su amplia disponibilidad, su baja variabilidad, alta sensibilidad y su bajo coste,
la FA es el mejor marcador de uso clinico para la EOP, dado que refleja la extension de
la enfermedad y evalla la actividad de la misma, con buena correlacion respecto al
indice de Coutris® y al indice de Renier®, respectivamente. El PLNP es mas especifico
y puede ser utii como prueba de segunda linea cuando la FA es normal o esta
levemente elevada, o cuando existe elevacion de otras enzimas hepdticas 0 una
afectacion monostdtica y se sospecha EOP activa®.

A pesar de esto, en un reciente metaanalisis, proponen el PLNP como marcador de
primera linea para monitorizar la actividad de la enfermedad, por su sensibilidad y
especificidad, incluso en situaciones de enfermedad con extension limitada, respuesta a
terapia con bifosfonatos (BFs) y en la deteccion precoz en recaidas, considerando
buenas alternativas, FA, FA 6sea y CTX, en pacientes previamente no tratados o
cuando el PINP no esté disponible®.

La expresion radiologica de la EOP es el fiel reflejo de la alteracion desordenada del
metabolismo 6seo caracteristica de esta enfermedad. Los hallazgos obtenidos en la
radiologia simple y la localizacion de los mismos son habitualmente concluyentes, como
para permitir establecer la fase radiol6gica, asi como el diagnéstico de la misma.

Las alteraciones en la imagen radiolégica, suelen ser la clave esencial del diagnéstico,
ya que sus caracteristicas son facilmente reconocibles y se corresponden con tres
fases bien diferenciadas de hiperactividad celular: una primera fase litica donde
predomina la resorcidn osteoclastica, a la que le sigue otra de equilibrio entre resorcion
osteoclastica y formacion osteoblastica, llamada fase mixta, y por dltimo una de
osteoformacién osteoblastica predominante, que se define como fase esclerosa. Las

imagenes varian segin la fase evolutiva y el tipo de hueso afecto (tabla 1, figura 3)**®.
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La lesién no suele afectar al hueso en toda su extension y el limite entre la zona sana y
pagética aparece una imagen litica (en forma de “V invertida” o “V de Brailsford”), que
se corresponde con el frente de progresion de la enfermedad, caracteristica en la
diafisis de huesos largos. La tomografia axial computerizada y la resonancia magnética
no suelen aportar mas datos que la radiologia simple, aunque pueden ser Utiles en
algunos pacientes con complicaciones como estenosis del canal medular o
degeneracion sarcomatosa®.

La gammagrafia 6sea con BF marcados con tecnecio-99m (**"Tc), refleja el turnover
0seo con una elevada sensibilidad pero escasa especificidad para el diagndstico de las
diferentes enfermedades metabdlicas 6seas. Esta técnica ofrece imagenes de aumento
de captacion (3-5 veces la del hueso normal) en zonas de incremento de la
vascularizacion y actividad osteoblastica. Aunque es poco especifica, tiene una gran
sensibilidad para detectar lesiones, siendo capaz de detectar hasta 50% mas lesiones
gque la radiografia convencional, esto es debido, a la informacion funcional que aporta,
con lo que es capaz de detectar anormalidades que alun no han provocado una
alteracion morfoldgica, visible en la radiologia®*°. Y a diferencia de la informacion que
nos aporta la radiologia, esta técnica no pude discernir entre los diferentes estadios
evolutivos radiolégicos. Por lo tanto, esta técnica se emplea tanto para el diagnéstico,
para el estudio de extensiébn como para la monitorizacion terapéutica mediante la
gammagrafia cuantificada.

En la literatura se detallan unas imagenes que se corresponden a hipercaptaciones
gammagraficas con unas caracteristicas morfolégicas muy peculiares, probablemente
patognomonicas, que pueden facilitar el diagndstico pudiendo evitar morbilidad al
paciente y reducir costos socio-sanitarios. Estas imagenes gammagraficas localizadas
en la columna vertebral presentan una morfologia caracteristica en “corazén” y en
“trébol”, la primera por afectacion predominante de los pediculos y de la apdfisis
espinosa y la segunda por afectacion del cuerpo vertebral y de la apdfisis espinosa
(figura 4). Ambas imagenes corresponden a distintas fases evolutivas de un mismo
proceso en el tiempo. La sensibilidad de esta imagen gammagrafica para detectar la
EOP fue del 44% (IC95% 34,0-55,3) y su especificidad del 100 % (IC95% 98,2-100)°.
La biopsia 6sea no suele ser necesaria para el diagnéstico, aunque puede ser util para
el diagndstico diferencial con diferentes entidades como la displasia fibrosa, ostemielitis

cronica y procesos neoproliferativos. Los hallazgos mas caracteristicos son la presencia
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de trabéculas anémalas, las lineas de cementacion irregulares con la tipica imagen “en
mosaico”, el aumento de la vascularizacion y el incremento del numero y tamafio de los

osteoclastos®’.

Tabla421Sé Iméagenes radiolégicas de la EOP segun su localizacion. [Adaptada de Cundy T,
2008]**

Hallazgos radiolégicos caracteristicos

Engrosamiento cortical (formacién subperidstica)

Pérdida de la diferenciacion entre la cortical y la medular

Acentuacién (engrosamiento o rarefaccion) de las trabéculas

Osteolisis en diéfisis y esclerosis en metafisis

Aumento del tamafio de los huesos (formacion subperidstica)

Craneo

“Osteoporosis circunscripta” en craneo (frontal y/o occipital)

Imagen algodonosas “Cotton wool” (multiples aéreas radiodensas circunscritas que van confluyendo con
bordes definidos, por debajo del diploe )

Desaparicion de la tabla interna y externa
Engrosamiento del diploe

Esclerosis de la base del craneo

Huesos largos

Frente de progresion litico de la enfermedad en la diéfisis. “V invertida” o “ V de Brailsford”

Incurvaciones lateral del fémur y anterior de la tibia

Fracturas en forma de fisuras corticales en huesos largos

Fracturas de estrés transversales en huesos largos
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Pelvis

Engrosamiento trabecular en el aiillo pelviano interno (sacro e ilion)
Engrosamiento de la linea iliopectinea (iliopubiana) en pelvis

Esclerosis y aumento de la rama isquiopUbica en pelvis

Protusién acetabular con artopatia degenererativa coxofemoral sin evidencia de osteofitos

Columna vertebral

“Vértebras en marco”, con esclerosis de la cortical

Engrosamiento trabecular de las vértebras

Vértebras hiperdensas con esclerosis homogénea (“vértebra en marfil”)

Aumento del didmetro vertebral interpedicular y anteroposterior

‘. ; Frente osteolitico de

Osteoporosis progresion
circunscrita “Cotton wool” “V de Brailsford “
%

(Fase ostelitica) (Fase esclerosa) (Fase ostelitica)
il

“Vertebral en Marfil” “Vertebra en Marco” Esclerosis del c6tilo
(Fase esclerosa) (Fase mixta) (Fase esclerosa)

Figura 3. Imagenes radiolégicas de la EOP segun su localizacién y la fase evolutiva (litica, mixta,
esclerosa) del hueso afecto. Imagenes procedentes de los pacientes afectos de EOP de nuestra
serie.
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. Morfologia en Trébol 9

o n

Figura 4.Gamamgrafia ésea con Tc99m (" Tc) /SPECT 0seo, en la enfermedad 6sea de Paget.
Iméagenes procedentes de los pacientes afectos de EOP de nuestra serie®®.

99m:.

1.1.5. Tratamiento farmacolégico y quirurgico

1.1.5.1. Tratamiento farmacolégico

Los objetivos terapéuticos de la EOP son el control de las manifestaciones clinicas,
normalizacion de los marcadores de remodelado 6seo, todo ello sin alterar la
mineralizacion y con la finalidad de restituir la estructura 6sea a la normalidad, asi como
limitar la progresion de la enfermedad y prevenir las futuras complicaciones®>*°. El
tratamiento est4 recomendado en aquellos pacientes sintométicos o en pacientes
asintomaticos con enfermedad biol6gicamente activa®®®°. Esta ltima esta bajo debate,
dado que la intervencion terapéutica precoz, por el momento carece de evidencia, para la
prevencion de complicaciones.

A pesar de la existencia de controversia a la hora de establecer las indicaciones
terapéuticas. Las directrices establecidas en las guias de practica clinica estan basadas
en opiniones de expertos, consideraciones tedricas, estudios observacionales y ensayos

55,59,60,61,62

terapéuticos a corto plazo. Estas guias coinciden en sefalar como indicacién

absoluta el tratamiento de los pacientes sintomaticos, con dolor 6seo primario y con
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enfermedad metabdlicamente activa, insuficiencia cardiaca por alto gasto, sindromes
neurolégicos compresivos ,fisuras corticales, las fracturas completas, la hipercalcemia,
lesiones pagéticas en localizaciones susceptibles a complicaciones graves y como
prevencién en las hemorragias intraoperatorias en los pacientes que van a ser sometidos
a cirugia electiva sobre un hueso pagético.

Algunos autores consideran indicado el tratamiento de pacientes en fase precoz para
prevenir el desarrollo de la enfermedad, ya que los BFs revierten las lesiones liticas,
restablecen el remodelado 6seo, mejoran la histologia 6sea y el dolor pagético’™.
Ademas podrian limitar el desarrollo de deformidades éseas en huesos largos que
soportan peso y en huesos faciales, es decir prevenir o disminuir las complicaciones.
Aunque no hay estudios que lo confirmen, en pacientes con enfermedad activa podria
prevenirse la aparicién o la progresiéon de diversas complicaciones como la artropatia por
vecindad, la sordera o la compresion neurolégica, especialmente la intrarraquidea *°7°.

A dia de hoy, no existe suficiente evidencia en el tratamiento preventivo de
complicaciones en pacientes asintomaticos. En el estudio PRISM®y en su extensién a 3
afos, donde se compararon dos estrategias de tratamiento con BFs, con el objetivo de
determinar si la estrategia intensiva, en la que se trataban pacientes asintomaticos pero
con actividad bioquimica, era superior al grupo que recibié tratamiento sintomatico, en la
prevencion del desarrollo de complicaciones futuras. No se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos en cuanto al nimero de fracturas, necesidad de
procedimientos ortopédicos, pérdida de audicion ni en una mejora de la calidad de vida,
por lo que se ratifica que la indicacién terapéutica se debe focalizar en los sintomas, en
lugar de la normalizacion de los marcadores de remodelado 6seo. A pesar de los
resultados obtenidos en este estudio, se debe tener en cuenta que en el estudio existen
limitaciones en el disefio, escaso tiempo de seguimiento, asi como la no utilizacién del
acido zoledrénico entre los tratamientos del estudio, siendo este el farmaco mas potente
de los que disponemos en la actualidad.

Siguiendo en esta misma linea de estudio, conocemos que los BFs, a dia de hoy, no
pueden revertir las complicaciones una vez estas estén establecidas, por lo que se
propuso que si el tratamiento con BFs en fases preclinicas podria eliminar los
osteoclastos pagéticos y evitar asi el desarrollo de la enfermedad, antes que el dafio
estructural haya ocurrido. Esto podria ser interesante especialmente en los sujetos con

mayor riesgo, como son los hijos portadores de mutaciones en el gen SQSTM1 de
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padres afectos de EOP. Actualmente, se encuentra en desarrollo un ensayo clinico con
acido zoledronico en individuos portadores de la mutacion en el gen SQSTM1 sin
evidencia clinica ni iconogréfica de la EOP, es el estudio ZiPP (Zoledronate in the
Prevention of Paget’s disease; ISRCTN11611770), cuyos resultados podrian aclarar la
posibilidad si los BFs pueden prevenir e incluso retrasar el inicio de la enfermedad.

La base del tratamiento de la EOP es la utilizacion de agentes antirresortivos con el fin
de disminuir el elevado recambio éseo y la actividad del osteoclasto, mediante la
apoptosis de los osteoclastos maduros y el bloqueo en la diferenciacion de las células
precursoras comunes. A lo largo de los afios se han utilizado distintos farmacos, uno de
los primeros, fue la calcitonina, introducida en 1968, con capacidad de reducir la
sintomatologia y la expresién de los marcadores de remodelado éseo (MRO), pero por la
aparicion de recaidas tras el cese del farmaco, respuesta parcial, resistencia adquirida,
vida media corta y su efecto plateau aproximadamente a los 4-6 meses, fue sustituida
por la aparicion de los BFs a una utilizacién marginal™. El etidronato fue el primer BFs
que se utilizé, en 1973, pero se limitd su administraciéon por la toxicidad, a causa de las
alteraciones de la mineralizacion que ocasionaba cuando se administraba a dosis altas
durante periodos prolongados’’®. También se objetivé reactivaciones precoces de la
actividad de la enfermedad y aparicién de resistencias en algunos pacientes’. Durante
los siguientes 35 afios, los BFs fueron progresivamente incorporados en la practica
clinica, cada vez con una mayor potencia y mayor duracion del efecto.

En la actualidad los BFs son el tratamiento de eleccién, son analogos sintéticos de los
pirofosfatos inorganicos con potencia antirresortiva y actian disminuyendo el remodelado
y la resorcién 6sea, los cuales tienen gran afinidad por la hidroxiapatita y fosfato célcico.
Segun su estructura se clasifican dependiendo de si contienen un grupo amino o no: los
no nitrogenados (etidronato, clodronato o tiludronato) y los nitrogenados (pamidronato,
risedronato, alendronato o zoledronato), habiendo demostrado estos Ultimos un mejor
perfil de eficacia y de seguridad.

Los BFs comercializados en Espafia con aprobacion para su uso en la EOP son (tabla
2): pamidronato, risedronato y acido zoledrénico (aminados) y del grupo de no aminados
el etidronato y el tiludronato. Existen otros BFs que han demostrado eficacia en la EOP
pero no se han comercializado con esta indicacidbn en nuestro pais (alendronato,

ibandronato, neridronato, olpadronato y clodronato).
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En la actualidad, el farmaco de primera linea y que mas se utiliza por su eficacia,
seguridad, y facil administracion y cumplimiento terapéutico es el 4cido zoledrénico(AZ).
Debido a su estructura singular, aminobifosfonato de tercera generacion, compuesto por
2 atomos de nitrdgeno en un anillo heterociclico imidazélico, presenta una gran afinidad
a la hidroxiapatita y fosfato calcico y una potente accion inhibitoria frente a la farsenil
pirofosfato sintetasa (FPP), enzima clave en la ruta metabdlica del mevalonato,
involucrada en los procesos esenciales de formacion, funcién y supervivencia del
osteoclasto. Existe una clara correlacion entre la potencia antirresortiva y su capacidad
para inhibir a la FPP sintetasa. No muestra efectos adversos sobre la mineralizacion
O0sea, con una preservacion de la histologia 6sea normal, aumento de la densidad
mineral y la resistencia ésea.

El AZ ha demostrado en diferentes ensayos preclinicos una potencia antirresortiva
extremadamente elevada (potencia relativa inhibitoria de la resorcion metafisaria en
ratas 10.000 veces superior al etidronato y 300 veces superior al pamidronato en la
resorcién ésea in vivo), y sin evidencia de efectos adversos sobre la mineralizacion ésea
6485 Una unica infusién de 5mg de AZ, ha demostrado una excelente respuesta
terapéutica en funcion de los parametros de remodelado 6seo, con normalizacion de la
actividad a corto-medio y largo plazo, de forma mas rapida, marcada y mantenida que
otras terapias convencionales utilizadas para la EOP®®. En un ensayo clinico aleatorizado
de 6.5 afios de duracion, en una poblacion de pacientes afectos de EOP moderada-
grave con niveles de FA al menos dos veces el limite superior de la normalidad, una
Unica dosis de AZ alcanzé la respuesta terapéutica (definida como normalizacion de FA,
0 una reduccion de al menos el 75% del exceso de FA) en el 98% de los pacientes en los
primeros 6 meses del estudio®. Durante el periodo de seguimiento del estudio, se
observé menos del 1 % de los pacientes presentaron recaida (definida como un aumento
de FA del 20% de su valor previo al inicio del tratamiento) a los 6 afios y medio de la
Unica infusion endovenosa de AZ y un 12.5% de los pacientes mostraron alguna pérdida
de respuesta terapéutica’.

Uno de los efectos adversos mas comunmente descritos en los aminobifosfonatos
parenterales es el sindrome pseudogripal, por la siguiente activacion de las células T
gamma delta (y/8) por los sustratos inhibidos en la via del mevalonato, favoreciendo la
secrecion de citoquinas proinflamatorias como IL1, IL6, TNF-alfa, siendo estas

responsables de los sintomas.
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Figura 5. Acido zoledronico y la via del mevalonato.

Se han comunicado buenos resultados en algunas experiencias aisladas con otro
antirresortivo potente como el denosumab (Ac monoclonal anti-RANKL), sobretodo en
pacientes con insuficiencia renal asociada, pero por el momento, no esta autorizado
para esta indicacion®’.

Otro aspecto fundamental en el tratamiento de la EOP es la suplementacion con calcio
(1.000 mg) y vitamina D (400-800 Ul) a los pacientes que reciban tratamiento con
antirresortivos con el fin de evitar la hipocalcemia y el hiperparatiroidismo secundario.
Monitorizacién de la respuesta terapéutica

En los casos sintomaticos, el indicador de la eficacia terapéutica es el alivio de las
manifestaciones clinicas. En el resto de los casos, se acepta por la mayoria de los
autores la recomendacion de seguir la respuesta terapéutica a través de los MRO,
siendo la FA suficiente, en la mayor parte de los casos. En situaciones con afectacion
monostética con FA normal o en pacientes con hepatopatia se recomendaria la
utilizacion de marcadores mas sensibles como la FA 0sea o el PINP. En relacion al
papel de la gammagrafia ésea en la monitorizacion de la respuesta terapéutica, esta
técnica ha quedado relegada a situaciones especiales, por la radiacion a la que se
somete el paciente y por el retraso de respuesta aproximadamente de 6 a 12 meses

respecto a la respuesta con MRO.
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Aunqgue el objetivo terapéutico ideal seria la normalizacién de la FA, en los ultimos
ensayos clinicos se considera una buena respuesta terapéutica la disminucion de al
menos el 50-75 % de los valores previos al tratamiento °*"*,

No se recomienda repetir el tratamiento antes de los 6 meses del tratamiento previo,
debido a que el efecto del tratamiento con BFs aparece generalmente a los 3 0 6 meses
desde el inicio. La principal indicacion de un nuevo ciclo de tratamiento es la reaparicion
de los sintomas. También es aconsejable cuando aparezca una nueva lesién
radioldgica litica. Algunas guias proponen tratar nuevamente cuando se observe una
reactivacion con un aumento de la FA por encima del 25 % del valor superior de la
normalidad en pacientes que consiguieron la normalizacion, o del 25 % del valor
alcanzado después del tratamiento en los que no llegaron a la normalizacién.

En relacién a los intervalos de monitorizacion con MRO habra que individualizar segun

el tratamiento administrado y las caracteristicas especificas de cada paciente.

1.1.5.2. Tratamiento quirdrgico

En el caso de fractura, deformidad con dificil control del dolor o asociadas a fisuras
Oseas, artropatia pagética, neuropatias y mielopatias por atrapamiento y degeneracién
neoplasica estaria indicada la cirugia. En relacion con las fracturas limitadas a la cortical,
algunos autores recomiendan la consolidacién con un clavo, para asi evitar la fractura

completa®>°% 8,

Tabla 2. Bifosfonatos aprobados en Espafia para la EOP.

% de pacientes
Via de z Dosis 0 con POtef‘C'f} Efectos
o - Farmaco Duracién | normalizacién relativa
administracion recomendada de FA adversos
(Remisioén)
Diarrea,
ETIDRONATO 400mg/dia 6 meses 11-17% 1 nauseas, dolor
abdominal
Via oral Diarrea,
TILUDRONATO 400 mg/dia 3 meses 30-45% X 3-10 nauseas,
dispepsia
RISEDRONATO 30mg/dia 2 meses 65-80% X 1.000- | Dispepsia,
3.000 esofagitis
30mg/semana semgnas
Via PAMIDRONATO 3 53% X 100 Sindrome
intravenosa 60mg/2semanas semanas ps_,eudo-grlpgl,
hipocalcemia
ACIDO Dosis o X
ZOLEDRONICO Smg Gnica 96% >10.000

*Potencia comparada con etidronato (potencia=1)
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1.1.6. Patogenia

1.1.6.1. Remodelado 6seo

El hueso es un 6rgano de soporte, expuesto a un proceso de deterioro continuo, al igual
que ocurre con las estructuras que tienen que resistir cargas mecénicas. Pero a
diferencia de las estructuras de soporte inerte, el hueso es un 6rgano vivo, dinamico,
con capacidad para renovarse permanentemente, y mantener sus condiciones de
resistencia, siendo las unidades de remodelado éseo (URO), el sustrato funcional de
este proceso de remodelado 6seo ""87°. En este proceso intervienen un conjunto de
células de diferentes estirpes formando las URO como linfocitos, macréfagos, células
endoteliales, neuronas y osteocitos, siendo los osteoclastos y los osteoblastos, los
principales protagonistas de este proceso de remodelado 6seo, actuando de forma
sucesiva y combinada (“acoplamiento”, acoplada tanto en espacio como en tiempo,
sobre una misma superficie 6sea "*%. En estas URO, la reabsorcion siempre precede a
la formacion, inicialmente los osteoclastos reabsorben una cantidad determinada de
hueso y posteriormente los osteoblastos forman la matriz osteoide y la mineralizan para
rellenar la cavidad previamente creada, siendo los osteocitos los directores de orquesta
de este proceso, detectando y trasformando los estimulos mecanicos y hormonales en
sefiales bioquimicas para coordinar la funcion tanto del osteoblasto como del
osteoclasto, permitiendo asi el normal funcionamiento del hueso y el mantenimiento de
la masa 6sea (figura 6)”* .En el esqueleto, el remodelado 6seo tiene lugar de forma
continua, de tal manera que, en un momento determinado, hay més de un millén de
URO activas, mostrando una asimetria temporal entre la intervencion de los
osteoclastos y la de los osteoblastos®. Este recambio ocurre a la vez en distintas
regiones del esqueleto, presentando diferentes grados de actividad y desarrollo en cada
una de ellas®.

El volumen de hueso renovado por cada URO es de unos 0,025 mm3, y la tasa de
renovacion anual del esqueleto es aproximadamente un 10% (25-30% el hueso
trabecular y 3-4% el cortical)®. La vida media de cada unidad de remodelado en
humanos es de 2 a 8 meses y la mayor parte de este periodo esta ocupado por la

formacion désea. Existen en el esqueleto humano 35 millones de unidades béasicas
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multicelulares y cada afio se activan 3-4 millones, por lo que el esqueleto se renueva
totalmente cada 10 afios.

Las funciones principales del remodelado 0seo son mantener y adecuar las
propiedades biomecanicas del hueso, reparar el microdafio tisular®, asi como intervenir
en diferentes procesos biolégicos, como en la regulacién del metabolismo fosfo-calcico,
en la homeostasis del equilibrio &cido-base y en el mantenimiento de las células madre
hematopoyéticas. Por lo que podemos considerar, que este proceso de remodelado
6seo, estara influenciado por multiples factores de transcripcion y factores humorales

que actuaran de forma sistémica, paracrina y local "%,

bone marrow

canopy
- >
<
@ “bone remodeling compartment & osteoblast
osteoclast BRC precursors
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Figura 6. Unidad basica de remodelado 6seo, formada por diferentes estirpes celulares como
osteoclastos, osteoblastos y osteocitos, recubierto por células de revestimiento, y en contacto
con los capilares sanguineos (células endoteliales). Las citocinas pro o anti-osteoclastogénicas
(RANKL, CSF-M, Osteoprotegerina (OPG), Dkk-1 (Dickkopf-1), Esclerostina), sintetizadas por
las células de la unidad, para regular el remodelado 6seo. [Adaptado de Bellido, 2014]91.

1.1.6.2. Fases del remodelado 6seo

El ciclo completo de remodelado 6seo, ampliamente coordinado en tiempo y espacio,
presenta cuatro fases secuenciales: fase de activacion, fase de resorcion, fase
intermedia de reposo y fase de formacion. El tiempo necesario para que se complete un

ciclo entero de remodelado 6seo es de aproximadamente 6 meses (figura 7) &',
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1. Fase de activacion: En esta fase los osteocitos reconocen estimulos mecanicos,
hormonales y “microdafio” y liberan mediadores de membrana que activan el
reclutamento de los precursores hematopoyéticos de los osteoclastos®. El
RANKL(Ligando del receptor del activador de factor nuclear kappa B), CSF-1 o CSF-M
(factor estimulante de colonias -1) y ligandos de receptores de inmunoglobulinas,
producidos mayoritariamente por células de estirpe osteoblastica, aunque también
puede producirse por otras células como los linfocitos T y las células del estroma,
estimulan la osteoclastogenesis®®®. En esta fase, el papel de CSF-1 es esencial dado
gque activa la sintesis de factores de transcripcién necesarios para la diferenciacion a

osteoclasto (c-fos y PU.1) ¥,

2. Fase de resorcion: Es la fase de activacion de la funcion osteoclastica. Las células
estromales activadas por los osteocitos secretan CSF-1 que favorece la diferenciacion
de las células pluripotenciales a pre-osteoclastos que expresan en su membrana el
receptor RANK (Receptor del activador de factor nuclear kappa ). La union del ligando
RANKL al receptor de membrana del osteoclasto RANK® activa el reordenamiento del
citoesqueleto de actina con la polarizacion de la célula hacia su borde en cepillo y su
anclaje a la matriz 6sea, sellando su area de contacto con la matriz, para formar la

80,81

laguna de Howship , donde el osteoclasto libera los iones de hidrégeno y las

enzimas liticas lisosomales &

, responsables de la degradacion del componente
organico y mineral de la matriz 6sea®" .Los osteoclastos inhiben la diferenciacion del
osteoblasto, durante la resorcion ésea a través de la expresion de Semaforina 4D que
se une a su receptor (Plexina-B1) presente en los osteoblastos e inhibe la via del IGF-

1(factor de crecimiento insulinico tipo 1), esencial para la osteoblastogénesis®’.

3. Fase intermedia de reposo o de inversién: Finalizada la fase de resorcion 6sea,
los osteoclastos desaparecen de la laguna mediante un proceso de apoptosis.
Posteriormente, la laguna de resorcibn es ocupada por células mononucleares de

84 qgue facilitan la liberacion de factores de crecimiento

estirpe monocito/macréfago
contenidos en la matriz, fundamentalmente, como son TGF-B (factor de crecimiento
transformante-B), PDG-F (factor de crecimiento derivado de las plaquetas), IGF-1 y I
(factor de crecimiento insulinico tipo | y Il) permitiendo la diferenciacion, activacion, y

80,84,85

migracion de precursores osteoblasticos .Los factores que regulan la
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comunicacion entre osteoclasto y osteoblasto son denominados factores de

acoplamiento.

4. Fase de formacion: Los osteoblastos rellenan el area reabsorbida con matriz 6sea.
En esta fase, los factores de transcripcion RUNX2 (Factor de transcripcion relacionado
con Runt), junto con las proteinas de la via de sefializacion Wnt y las proteinas
morfogenéticas Oseas (BMP), activan la diferenciacibn osteoblastica y la
osteoformacion’®®°. Y las células de linaje osteoblastico mediante la expresién de
semaforina 3A, inhiben a los osteoclastos y por ende la suprimen la resorcion osea
% En esta fase de formacién se diferencian dos procesos, la sintesis de osteoide v,
posteriormente, su mineralizacion. Inicialmente los osteoblastos sintetizan diversas
proteinas de la matriz 6sea como la osteopontina o la osteocalcina y, posteriormente,
se depositan en sucesivas capas de osteoide. Finalmente, se inicia la mineralizacién a
través del depésito de cristales de hidroxiapatita. Los osteoblastos atrapados en la
matriz se diferencian a osteocitos con sus largas prolongaciones dendriticas, que
actuaran como sensores de futuros estimulos mecéanicos. La superficie 6sea quedara
recubierta por multitud de osteoblastos inactivos convertidos en células de
revestimiento.
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1.1.6.3. Regulacién del remodelado 6seo

La remodelacién dsea estd sometida a una regulacion por multiples factores que actdan
de forma coordinada para mantener la homeostasis 6sea, donde se incluyen los
factores de crecimiento procedentes de la matriz ésea, los moduladores sintetizados
por las células 6seas (osteoclastos, osteoblastos y sobre todo osteocitos) y los factores
sistémicos, como son los nutrientes y hormonas que alcanzan la unidad de remodelado
6seo a través de la circulacion sanguinea® "8,

Los principales reguladores sistémicos son las hormonas calciotrépicas, donde
destacan la hormona paratiroidea (PTH) , el calcitriol y la calcitonina, las hormonas
sexuales como los estrégenos y andrégenos, y otras como la insulina, la leptina, la
hormona del crecimiento (Gh), los glucocorticoides y las hormonas tiroideas. Otros
factores como el IGF-1y las citoquinas tienen efecto a nivel local y sistémico, y existen
otros factores que ejercen su principal efecto a nivel local como las prostraglandinas, el

factor de crecimiento transformante TGF- 8 y las BMPs (figura 8).

En relacion al efecto que desarrollan estos factores sistémicos en la regulacion del
remodelado 6seo, podemos diferenciarlos en dos grupos, aquellos que promueven un
efecto anabdlico, facilitando la diferenciacion de los osteoblastos como la Gh, la PTH
intermitente, calcitonina y los estrégenos y por el contrario los que inducen la apoptosis
de osteoblastos y osteocitos, y activan la osteoclastogénesis mediante el aumento de la
expresion de CSF-1 y RANKL como los glucocorticoides. Las hormonas tiroideas como
las citocinas proinflamatorias (IL-1lalfa y beta, TNFa, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-15 y IL-
17) desempeifian un papel fundamental en la regulacién tanto de la formacion como de

la resorciéon 6sea.

El efecto de estos factores como el TGF-B, el IGF-1, las BMP, el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDG-F) va a
depender si son liberados de forma sistémica, facilitando la activacion de la
osteoclastogénesis, pero en cambio si son liberados a nivel local, desde la matriz 6sea
subyacente van a inhibir la accién de los osteoclastos y activar los precursores
osteoblasticos, estimulando asi su diferenciacion y proliferacion, ejerciendo un

protagonismo importante en el acoplamiento entre osteoclastos y osteoblastos®’. Las
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prostaglandinas, los leucotrienos y el 6xido nitrico tienen una importante funcion en la
respuesta de las células déseas a estimulos mecanicos e inflamatorios. Las
prostaglandinas activan la proliferacién del osteoclasto in vivo y son inductores de la
osteoclastogénesis in vitro. Los leucotrienos activan la diferenciacién del osteoclasto
estimulando la resorcién 6sea, en cambio el 6xido nitrico inhibe la funciéon de los

osteoclastos.

Otro de los factores involucrado en la regulacion del remodelado 6seo es el estrés
mecanico, que ejerce un efecto positivo en el hueso. Parece ser que la accidon
muscular transmite al hueso una tension que es detectada por la red de osteocitos,
estos a su vez, producen mediadores como prostaglandinas, 6xido nitrico e IGF-I, que
estimulan tanto su actividad como la de los osteoblastos y originan una mayor
formacion ésea. En cambio la ausencia de presion mecanica, la falta de actividad
muscular, el reposo o la ingravidez presenta un efecto deletéreo sobre el hueso,
incrementando drasticamente el recambio y favoreciendo la destruccion ésea con un
balance 6seo negativo, y como consecuencia una disminucién de la masa 6sea. Por lo

gue la actividad fisica es imprescindible para el correcto desarrollo 6seo.

Ademas de los factores reguladores clasicos, se han descrito varias moléculas
moduladoras de la comunicacion intercelular que actian en las distintas fases del
remodelado 6seo entre las que destacan las efrinas, las semaforinas, el sistema
RANKL/RANK/OPG vy las proteinas de la via Wnt®"®°,
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Figura 8.Homeostasis 0Osea. Factores que influyen en la formacién y resorcién 6sea. Se
representan en color negro los factores fisiol6gicos y en rosa los farmacolégicos, pudiéndose
comportar como estimuladores e inhibidores tanto de la formacion como resorcién 6sea. El
impacto relativo de cada factor esta representado por el grosor de la linea. [Adapdado de
Harada and Rodan, 2003]%*.

1.1.6.4. Fisiopatologia de los osteoclastos

Una de la células mayormente implicada en la unidad de remodelado 6seo y con un
papel protagonista en la fisiopatologia de la EOP es el osteoclasto.

Los osteoclastos son las Unicas células responsables de hidrolizar la matriz ésea, tanto
la parte inorganica (hidroxiapatita) mediante las enzimas proteoliticas, como la organica
(colageno y otras proteinas) gracias a las colagenasas y las catepsinas. Son células
macrofagicas, multinucleadas (de 4 a 20 ndcleos) y altamente especializadas derivadas
de los precursores hematopoyéticos de estirpe monocito-macréfago (CFU-GM:
Unidades Formadoras de Colonias Granulo Monociticas), que a su vez, derivan de
células madre hematopoyéticas (CFU-S: Unidades Formadoras de Colonias
Esplénicas) y se sitlian en la superficie 6sea calcificada®.

El RANKL y el CSF-1, son dos citocinas esenciales en el proceso de osteoclastogenia,
y por ende, en el desarrollo, funcion y supervivencia del osteoclasto. La presencia de
ambos factores es necesaria para la maduracion del preosteoclasto y mediante la

expresion de determinados genes como TRAP (fosfatasa &cida resistente al tartrato),
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CATK (catepsina K), CTR (receptores de calcitonina) y 33 integrina, van a caracterizar
su estado de madurez ®®(figura 9A).

La activacion del osteoclasto se desarrolla en respuesta a la unién entre el receptor
RANK presente en su membrana y su ligando (RANKL). Esta unién da lugar al inicio de
la cascada intracelular que ocasionara la polarizacién de la célula, induciendo una
alteracion en su citoesqueleto de actina y la formacion de “uniones estrechas” (“tight
junction”) que rodean la zona entre la superficie del hueso y la membrana basal, la cual
se pliega multiples veces para formar el borde rugoso del osteoclastos®. A este
compartimento sellado que se establece entre el osteoclasto y el hueso se le denomina
laguna de resorcién o de Howship®!.Esta zona de la membrana contiene un alto nimero
de vacuolas cargadas de ATPasas, bombas de protones y lisosomas que contienen
enzimas proteoliticas acidas, como la anhidrasa carbdénica Il (CAll) que facilitara la
disolucion de la hidroxiapatita. Tras la disolucién de la fase mineral, el osteoclasto
activado, se inicia el proceso de resorcién de la matriz 6sea organica (figura 9B). En
esta laguna la célula segrega protones, que conducen a la activacion de TRAP,
metaloproteinasas de matriz -9 (MMP-9) y la CAT K, que son las principales enzimas
responsables de la degradacion de la matriz 6sea organica y del colageno (figura 9C)®.
Los restos degradados de la matriz 6sea, entre los que destacan los fragmentos del
colageno y proteinas no colagenas, el fosfato y el calcio solubilizado son incorporados
por endocitosis por los osteoclastos y transportados al borde opuesto de la célula,
region denominada dominio secretorio funcional, donde son liberados a la
circulacion® Este proceso de transcitosis permite al osteoclasto permanecer en
movimiento mientras continla degradando matriz ésea sin necesidad de eliminar la

region de aislamiento que esta permanentemente reorganizandose®.
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Figura 9.A.Reguladores de la diferenciacion del osteoclasto a partir de precursores
hematopoyéticos. [Adaptado de Boyle et al., 2003]81. B EIl osteoclasto activo en la resorcion.
Resorcibn  osteoclastica. Imagen de  microscopia  electronica  [Adaptado  de:
http://www.brsoc.org.uk/gallery/arnett_osteoclast.jpg, reproducida con el permiso de © Tim Arnett,
The Bone Research Society]. C. Representacion esqguematica de un osteoclasto activo
polarizado [Adaptado de Baron R., 2003]'%°

1.1.6.4.1. Vias de sefializaciéon celular. Sistema RANKL/RANK/OPG

El sistema RANKL/RANK/OPG constituye una cadena fisiologica en la determinacién
del balance del remodelado 6seo, siendo un sistema de comunicacién intercelular que
regula especialmente la osteoclastogénesis: tanto en la diferenciacibn como en la

activacion de los osteoclastos (figura 10) %% El

RANKL es una proteina
transmembrana tipo Il, miembro de la familia del factor de necrosis tumoral, que
ocasionalmente también puede estar presente en forma soluble, sintetizado
principalmente por células de estirpe osteoblastica como los osteoblastos y los
osteocitos y que al unirse a su receptor especifico, al receptor de membrana RANK,
localizado en la superficie de los precursores osteoclasticos, inicia una cascada
intracelular con el reclutamiento de TRAF6 (factor 6 asociado al receptor del factor de
necrosis tumoral), que provoca la activacion y liberacion del NF-kB (factor nuclear
kappa B) y permite su translocacion al nucleo, aumentando la expresion del factor de
transcripcion c-fos/Fra-1, activdndose la transcripcion de genes implicados en la
osteoclastogénesis 2'*°. Esta union RANK/RANKL activa la diferenciacion, maduracion
y supervivencia del osteoclasto. En consecuencia se produce un efecto favorecedor de
la resorcién Osea gracias a un aumento de la actividad osteoclastica. Ademas de la

estimulacion del precursor del osteoclasto mediante la fraccion de RANKL soluble en la
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fase inicial de la osteoclastogénesis existe una interaccion con RANKL unido a
membrana, de forma que es necesario un contacto intercelular entre el osteoblasto y el
precursor del osteoclasto. La activacion de esta via es dosis-dependiente de RANKL
8 Ademés, el RANKL, junto con el CSF-1, también resulta esencial para la
supervivencia del osteoclasto. En cambio, la OPG, otro miembro de la familia del TNF,
es un receptor proteico soluble sintetizado por las células de estirpe osteoblastica,
como los osteoblastos y los osteocitos, que actla como receptor sefiuelo, e interviene
en la contraregulacion del sistema RANK/RANKL®. Asi, la unién de OPG con RANKL
impide la union de RANK con RANKL, inhibiendo los efectos de RANK, y por ende, la
diferenciacion, activacion y supervivencia de los osteoclastos. De este modo la OPG
bloguea la resorciébn Osea, mediante la supresién de la proliferacién, activacion y
diferenciacion de los osteoclastos e induce su apoptosis inhibiendo asi la
osteoclastogénesis, por lo que es considerada como uno de los principales
mecanismos reguladores de esta via de sefializacién 8%°.

La relacién entre los niveles de OPG y RANKL y la unién de este Ultimo a su receptor
RANK es clave en la regulacion de la actividad de los osteoclastos, y por ende en la
determinacion del estado anabdlico o catabdlico del hueso. Una alteracion en dicho
sistema de sefalizacion RANKL/RANK/OPG provocaria una desregulacion del
remodelado 6seo y como consecuencia estados patolégicos que afectan principalmente
al metabolismo 6seo como en la EOP u osteoporosis entre otras.

A pesar de su clara implicacion en la homeostasis del hueso, este sistema de
sefializacién también ha sido vinculado con la osteoimmunologia, patologia vascular y
oncoldgica mamaria, probablemente debido a que la expresion de OPG y RANKL® no
proviene en su totalidad de las células de estirpe osteoblastica, dado que también se
expresan en las células del estroma, las células T activadas, las células B, los
fibroblastos, las células endoteliales, los condrocitos y las células epiteliales mamarias
899 Existen numerosos factores que influyen en la expresion y en el balance de este
equilibrio en el sistema RANKL/OPG como son los factores de crecimiento, hormonas,

citocinas y farmacos *°.

82



Introduccion

CFU-M ¢ RANKL
Activated DC \y Wi
o RN - | igew) |
V" 'e y‘] \ Activated DC
N : e
Actﬁmd (] Pre-fusion < '%ﬁ‘
T lymphocytes © 7 0%

© Multinucieated
osteoclast Activated

B lymphocytes

bone marrow stromal celis

Bone formation

2 AR

Figura 10.Sistema RANKL/RANK/OPG en la regulacion de la osteoclastogénesis inducida por
los osteoblastos, a través de la sintesis de OPG, que tras unirse a RANKL, impide la unién de
éste al receptor de la membrana de los osteoclastos RANK, e inhibe la diferenciacion
osteoclastica. [Adaptado de Ferrari-Lacraz et al,2009] %

1.1.6.5. Patogenia en la enfermedad 6sea de Paget

La EOP se caracteriza por ser un trastorno cronico y focal o multifocal del remodelado
0seo. A pesar que se han descrito anomalias en todas las fases del proceso de
remodelado 06seo, la lesiébn primaria radica en la regulacién de los osteoclastos,
mostrando una funcién de resorcion osteoclastica focal muy aumentada secundaria a
un incremento en su numero, tamafio y actividad resortiva, con un fenotipo
hipernucleado caracteristico (mas de 50 ncleos por célula)*®.

En respuesta a la resorcion 6sea excesiva, la formacion 6sea se acelera enormemente,
los estudios histomorfométricos con marcaje con tetraciclina sugieren que es de 6-7
veces mayor de lo normal®. La formacion osteoblastica rapida y compensadora, es de
igual intensidad aunque desorganizada, despolarizada y caética, dando lugar a un
patron histolégico en mosaico, de hueso laminar propio del hueso maduro, y plexiforme,
caracteristico del inmaduro, con fibrosis paratrabecular y aumento de la vascularizacion,
sin mostrar anomalias en la mineralizacion de la matriz 6sea. Esta tasa acelerada de
recambio éseo va a dar lugar una estructura 6sea inmadura, desorganizada, no laminar
y muy vascularizada, que va a condicionar variaciones del tamafo, densidad y

consistencia de los huesos afectos, ocasionando alteraciones biomecanicas del mismo,
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lo que facilita la aparicion de un hueso con menor resistencia, mas fragil y mas
susceptible a deformidades y fracturas'®.

En base a la evidencia acumulada tanto in vitro como in vivo, el recambio 6seo
acelerado focal de la EOP es causado por anomalias preferentemente, en las vias de
sefializaciobn que regulan la diferenciacion, proliferacion y funcién osteoclastica,
dependiente principalmente de las interacciones entre tres moléculas como son RANK,
codificado por el gen del receptor de la superfamilia del TNF-11A (TNFRSF11A),
RANKL, codificado por el gen TNFSF11, y osteoprotegerina (OPG), codificada por el
gen TNFRSF11B 270119,

El osteoclasto es la célula principalmente afectada en la EOP. Los osteoclastos
procedentes de las lesiones pagéticas se encuentran aumentados en nimero y tamario,
y presentan un fenotipo hipernucleado caracteristico, contienen mas de 50 nucleos, en

13 Una

contraste con osteoclastos normales, que contienen ente 3 a 20 nucleos
caracteristica diferencial de los osteoclastos pagéticos son las inclusiones nucleares,
que consisten en matrices paracristalinas que son similares a nucleocapsides de
paramixovirus (figura 11) **. Estas inclusiones nucleares no se han objetivado en otras
células de la medula 6sea de la lesién pagética ni en hueso no pagético de pacientes
afectos de EOP. A pesar de la existencia de inclusiones nucleares similares en
diferentes patologias como la oxalosis, la osteopetrosis y los tumores 6seos de células

gigantes Y

, este hallazgo no es constante en estas patologias, como lo es en la
EOP. La naturaleza de estas inclusiones intracelulares sigue siendo controvertida, ya
gue algunos grupos no han encontrado ninguna conexion entre las inclusiones
intracelulares y las nucleocapsides del sarampion'®. Ultimamente, se ha sugerido que
podrian ser agregados de proteinas resultantes de la desregulacién del sistema de
autofagia o del sistema de ubiquitina-proteasoma (UPS), siendo estas las rutas mas
relevantes de la degradacion proteica intracelular'®.

A pesar de las alteraciones morfoldgicas evidenciadas en los osteoclastos pagéticos,
también se han descrito anomalias fisiologicas en los precursores de los osteoclastos
(figura 11). En estudios in vitro de médula 6sea de paciente afectos de EOP, se han
identificado varias diferencias entre los osteoclastos de lesiones pagética y los
osteoclastos de huesos sanos. Los osteoclastos con fenotipo pagético se caracterizan
por presentar un fenotipo anormal con una hipersensibilidad a diferentes factores

osteoclastogénicos como RANKL, TNFa y la 1,25-dihidroxivitamina D. Este hecho se ha
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constatado en los cultivos obtenidos de lesiones pagéticas, donde se observa la
diferenciacién de los osteoclastos multinucleados pagéticos a concentraciones de
estos factores osteoclastogénicos de 10 a 100 veces inferiores a los niveles 6ptimos
para la diferenciacion normal del osteoclastos'%%>'%  Asimismo, los niveles de TAF-
17, un componente del complejo de transcripcion TAF,D que se une al receptor de la
vitamina D, se encuentra aumentado en los precursores de osteoclastos pagéticos,
pudiendo ser el responsable de la hipersensibilidad a 1,25-dihidroxivitamina D2,
Otras anomalias también se han observado en los osteoclastos, en los precursores de
osteoclastos y en las células del estroma de la médula ésea de pacientes afectos de
EOP, en ellos se expresan niveles elevados de factores de resorcion 6sea, como IL-6,
interferén-y y RANKL, que contribuyen a la regulacién positiva de osteoclastogénesis e

impulsan la formacién de un hueso aberrante ** '*?

, pudiendo considerarse también
epifendmenos de un elevado “turnover” 6seo®.

A pesar que la EOP se define como una enfermedad fundamentalmente de
osteoclastos, se han observado la existencia de un mayor nimero de osteoblastos en
las lesiones Oseas, sin embargo, aunque con una morfologia aparentemente normal,
presentan un incremento en la expresion génica de diferentes citocinas
osteoclastogénicas como RANKL, IL-1B, IL-6, Dickkopf-1 (inhibidor de la via de
sefializacion Wnt), contribuyendo de forma sinérgica en la estimulacion local de la
osteoclastogénesis, caracteristico de esta enfermedad, sin poder llegar a considerarlos
como un factor fisiopatolégicamente clave en la EOP%%1%,

Durante el curso de la enfermedad, la lesién pagética puede evolucionar a diferentes
fases, pudiendo coincidir en un mismo individuo distintas lesiones con diferentes
estadios evolutivos. La fase inicial de la EOP, denominada fase osteolitica, se
caracteriza por una resorcién dsea excesiva con una actividad metabdlica elevada, en
una region focal determinada, mostrando en el examen radiolégico una lesion litica.
Posteriormente, la formacion 6sea también se encuentra notablemente aumentada,
con un incremento en el nimero de osteoblastos que parecen hiperactivos pero
morfolégicamente normales, condicionando un depdsito rapido, cadtico vy
desorganizado de hueso inmaduro con una disposicién no laminar, lo que explica las
deformidades e incluso fracturas. En esta siguiente fase denominada fase mixta, existe
un equilibrio entre la resorcion osteoclastica y la formacion osteoblastica, y por ultimo,

en la etapa mas avanzada de la EOP predomina una osteoformacion osteoblastica
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principalmente, que se define como fase esclerosa, con reemplazo de la médula 6sea
por tejido vascular y fibroso y engrosamiento 6seo %%,

Este aumento de remodelado 6seo existente en la EOP, se refleja también en los
marcadores bioquimicos de remodelado éseo, con presencia de niveles elevados tanto
en los marcadores de formacion 6sea asi como en los de resorcion, objetivandose una
alta correlacion entre ambos, reflejo de la existencia de acoplamiento entre la resorcion
y la formacién 6sea™®. Por consiguiente, podemos considerar a la EOP como el
ejemplo méas exagerado de "acoplamiento" entre osteoclastos-osteoblastos con un
aumento notable tanto en la resorcion como en la formacion 6sea. Por lo tanto, esta
entidad nos va a proporcionar un paradigma clave para entender los mecanismos
moleculares que regulan tanto la formacion aberrante del osteoclasto como la actividad

de los osteoblastos inducida por el osteoclasto.

INCLUSION OSTEOCLASTO OSTEOCLASTO
NUCLEAR NORMAL PAGETICO

Osteoclasto Fenotipo “Pagéticos”

Incremento del nimero y tamafio de los osteoclastos
Incremento en el nimero de nicleos del osteoclasto
Incremento de la capacidad resortiva del osteoclasto
Mayor sensibilidad de respuesta a la 1,25-dihidroxivitamina D
Mayor sensibilidad de respuesta a RANKL y TNFa
Incremento de la expresion de TAF,-17

Incremento de la expresion de IL6, RANKL y IF-Y

Figuralél.Caracteristicas del osteoclasto con fenotipo “Pagético” [Adaptado de Deborah L. et al.
2014]

1.1.7. Etiologia

Desde hace afios el estudio de los factores implicados en la etiologia de la EOP, ha
constituido un area de investigacion muy activa, se han propuesto multiples hipétesis,
pero a dia de hoy este enigma permanece sin descifrar.

El descenso de la prevalencia y de la severidad de la enfermedad en las ultimas

décadas, junto con su naturaleza focal y una penetrancia incompleta, combinado con la
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existencia de diferentes mutaciones en el gen SQSTML1 identificadas fundamentalmente
en la EOP, denotan la presencia de interacciones complejas entre factores genéticos y
ambientales como base etiologica de esta enfermedad.

Actualmente, es considerada una enfermedad compleja, multifactorial con participacion
sinérgica entre factores ambientales y genéticos, siendo este, el modelo integrado, el
mas aceptado y plausible, dado que ni los factores ambientales ni los genéticos
explicarian por separado la etiopatogenia de la EOP. Por lo tanto, en una edad
temprana, los precursores osteoclasticos podrian ser sensibilizados por un factor
ambiental ain no conocido y el condicionamiento genético explicaria la susceptibilidad
individual para finalmente desarrollar o no la enfermedad afios después'**??. Este
factor de susceptibilidad genética explicaria ciertos rasgos epidemiolégicos como la
predisposicion a desarrollarse en determinados grupos étnicos y la fuerte tendencia a la

agregacion familiar.

1.1.7.1. Factores ambientales

La predisposicion genética juega un papel crucial en el desarrollo de la EOP, sin
embargo, algunos estudios han demostrado que los nifios cuyos padres son portadores
de mutaciones en el gen SQSTM1 no siempre desarrollan la enfermedad, o presentan
un gran retraso en la aparicibn de los sintomas, siendo estos menos severos.
Probablemente, la existencia de una penetrancia incompleta o la presencia de un
fenotipo mas leve en los descendientes, pueda ser el reflejo de una exposicién reducida
a uno o mas factores patégenos ambientales'***?*. De la misma manera, en estudio de
animales, los ratones que expresaban la mutacion SQSTM1 p.P392L mostraron un
mayor numero de osteoclastos y una pérdida progresiva de masa 0sea, pero no se
observaron cambios en osteoblastos, por lo tanto no desarrollaron lesiones Gseas
pagéticas™?®. Estos hallazgos, junto con los datos epidemioldgicos observados, como su
distribucién heterogénea, o la disminucion en la prevalencia en los ultimos afios e
incluso el descenso secular en la gravedad en el momento del diagndstico, apoyarian
la participacion de factores ambientales en el desarrollo de la enfermedad.

Son varios los factores ambientales que se han postulado como posibles factores
etiolégicos en la EOP: dietas pobres en calcio y déficit de vitamina D en la infancia,
contacto con perros durante la infancia o juventud 127 "consumo de carne de vacuno no

8

controlada en la infancia'® o consumo de aguas no purificadas®, excesiva carga
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mecéanica sobre el esqueleto y diversos toxicos ambientales’. Sin  embargo los
factores ambientales implicados con mayor frecuencia han sido los agentes infecciosos,
principalmente los virus de la familia Paramyxoviridae (virus del sarampion, virus
respiratorio sincitial, virus del moquillo canino y los virus de la parainfluenza). La
hipdtesis de una infeccion virica persistente surgié al observar en los osteoclastos
inclusiones intracelulares similares a las nucleocapsides de los paramyxovirus ***? Sin
embargo, a lo largo de los afos, la validez de esta teoria ha sido puesta en duda por
multiples equipos de investigadores, al no confirmarse los resultados e incluso no
conseguir detectar ninguna secuencia virica'®®, reforzandose la hipétesis que postula
que estas formaciones intracelulares realmente corresponden a agregados proteicos
similares a los que se observan en las enfermedades neurodegenerativas'®*, como
consecuencia de alteraciones en el proceso de autofagia®* .Sin embargo, estudio
recientes han demostrado la implicacion de las proteinas virales de los paramyxovirus
en la regulacién positiva de la IL6 e IGF-1 y en la diferenciaciéon del osteoclasto con
fenotipo pagético tanto en modelos animales como en pacientes afectos de EOP, lo que
podria sugerir un papel en el remodelado 6seo caracteristico de estos pacientes™*®*%’,
En relacion a las observaciones acerca de las alteraciones en la regulacion del proceso
de autofagia implicadas en el desarrollo de la EOP, se han descrito en estos pacientes,
diversas mutaciones en diferentes genes como SQSMT1, VCP y OPTN que codifican
proteinas implicadas en este proceso®'?*. También se ha observado en los modelos
animales portadores de mutaciones en el gen SQSMT1, una mayor expresion de
genes relacionados con la autofagia, como SQSMT1, ATG5 y LC3 *°. Asimismo, en
pacientes con EOP independientemente de presentar o no mutaciones en el gen

2141,142- Por

SQSTM1 se han detectado niveles mas elevados de la proteina p6
consiguiente, es relevante resaltar la importancia de los factores ambientales descritos
y Su asociacion sinergia con la heterogeneidad genética evidenciada en estos pacientes

como base en la etiopatogenia de esta enfermedad.

1.1.7.2. Susceptibilidad genética. Heterogeneidad genética

Desde que en 1883 se publicara el primer caso familiar de EOP, mdltiples estudios han
sugerido la presencia de un sustrato genético en la etiopatogenia de la enfermedad**®
El factor de susceptibilidad genética explicaria ciertos rasgos epidemiolégicos como la

predisposicion a desarrollarse en determinados grupos étnicos y la fuerte tendencia a la
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agregacion familiar. Aproximadamente, entre el 15y el 40% de los pacientes tienen una
historia familiar positiva **>*"*°. El riesgo relativo de desarrollar la enfermedad ha sido
estimado en 7 veces superior entre los familiares de primer grado de pacientes con la
enfermedad respecto a la poblacion general*’. El patron de herencia es autosémico
dominante con una penetrancia incompleta que aumenta con la edad, observandose
una alta penetrancia alrededor del 80% a partir de la séptima década *>***'*°, Dado
gue el mecanismo es multifactorial, no puede justificarse por una sola variante genética.
La existencia de varias familias con varios miembros afectados con un patrén
hereditario consistente con una transmisién autosémica dominante ha permitido la
realizacion de andlisis de ligamiento y estudio de gen candidato, donde se identificaron,
7 loci asociados a la susceptibilidad a desarrollar EOP clasica: 6p21.3 (PDB1
locus)™®***,  18qg21-22 (PDB2)"™*'*°5q35 (PDB3) %' 5q31 (PDB4)'*,2q36
(PDB5)*®, 10p13 (PDB6)* y 18923 (PDB7)'*°. Estas mutaciones se describen como
PDB (Paget’'s Bone Disease) seguidos de un namero, por el momento del 1 al 7, que
corresponde al orden cronoldégico de su descripcion. Desde entonces se ha
desarrollado una dinamica actividad investigadora que ha llevado a identificar varios loci
candidatos.

El gen que ha mostrado mayor asociacién es el Sequestosoma-1 (SQSTM1)%,
localizado en el brazo largo del cromosoma 5 (5g35), codifica la proteina p62 6 proteina
del sequestosomal, que juega un papel importante en la cascada de sefiales celulares
relacionadas con la osteoclastogénesis a través de la via NF-kB . Se ha observado
gue variaciones en la proteina p62 causarian un desacoplamiento en la activacién de la
via NF-kB, traduciéndose en un gran incremento de la osteoclastogénesis, base
patogénica del desarrollo de la EOP. También, se ha demostrado que mutaciones en
esta proteina, como la mutacién p.P392L, facilita el desarrollo de la EOP en modelos
murinos, al alterar el proceso de autofagia en los osteoclastos, ocasionando un gran
incremento de la osteoclastogénesis, ratificando la base etiopatogénica de la EOP*™.
En base a la literatura, se ha detallado que ser portador de mutaciones en el gen
SQSTML1 solo explicaria del 20 al 40% de los pacientes con antecedentes familiares y
entre el 5-10% de los pacientes con enfermedad esporadica*®*'®. En los Gltimos afios,
gracias a las tecnologias emergentes de secuenciacion de alto rendimiento como los
estudios de asociacion de genoma completo o0 GWAS (Genome-wide association

161,162

study) y a estudios de asociacion de gen candidato se han podido identificar
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diferentes loci de susceptibilidad, asi como genes candidatos. En el primer GWAs'®

realizado con 1250 pacientes afectos de EOP con SQSTML1 negativo y 1537 controles,
se describieron 6 variantes polimérficas o SNPs asociados a la enfermedad,
observando un riesgo a desarrollar la enfermedad de alrededor un 70% en los
pacientes portadores de dichos alelos, identificandose los siguientes genes como genes
de susceptibilidad: 1.El gen de factor estimulante de colonias 1 (CSF-1) localizado en el
cromosoma 1pl3, que codifica el factor estimulante de las colonias de macréfagos

163,164. Una

(CSF-M), involucrado en la formacion y supervivencia del osteoclasto
variante “missense” (p.L408P) en el gen CSF1 se ha detectado en un paciente con
Paget 6seo juvenil*®. 2. El gen TNSRSF11A localizado en el cromosoma 18g21.33,
que codifica el receptor activador del factor nuclear Kappa 3 (RANK), corresponde al
locus PDB?7, identificado en estudios previos en diferentes familias mediante estudios
de ligamiento genético'®. Los dos SNPs (rs2957128 y rs3018362) asociados se
encuentran en una region intergénica proxima al gen TNSRSF11A. La proteina RANK
es clave en la diferenciacion y funcién del osteoclasto mediante la activacién de la via
de sefializacion de RANK- NF-kB. En un reciente estudio de asociacion, se identificaron
dos variantes genéticas (rs1805034 (c.T575C, p.V192A en el exdn 6) y rs35211496
(c.C421T, p.H141Y, en el exdn 4) asociados a EOP, observdndose un incremento en la
severidad del fenotipo, cuando estos polimorfismos se cosegregaban con la mutacion
p.P392L del gen SQSMT1'®®. 3. el gen OPTN que codifica la optineurina (OPTN) se
localiza en el cromosoma 10p13, y el SNP rs1561570 asociado, se ha identificado en la
region intrénica de este gen, incrementando un 67% el riesgo a desarrollar la EOP,
mediante la reduccién de la expresion del gen OPTN en los portadores del alelo T,
Aparte de la importancia de este gen en el glaucoma'®’, se ha relacionado con el
proceso de autofagia™®, asi como en la inhibicién de la via de sefializacion de NF-«kB
dependiente de CYLD, actuando como regulador negativo en la diferenciacién del

170 A su vez, OPTN también favorece esta inhibicién de la diferenciacion

osteoclasto
del osteoclasto debido a su implicacion en la en via de sefalizacion INF-[3.

Un afio mas tarde, se llevd a cabo un nuevo GWAS'® incluyendo un nimero mayor de
pacientes, con un total de 2223 casos de EOP SQSMT1 negativo y 4601 controles,
donde se confirman los hallazgos previos y se identifican 4 nuevas variantes asociadas
a la EOP: 1. En el gen NUP205, localizado en el cromosoma 7933, que codifica la

proteina nucleoporina 205 kDa, se identificd la variante alélica rs 4294134 en la region
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intrénica, mostrando una fuerte asociacion con la EOP. Esta proteina nucleoporin
205KDa, se encuentra involucrada en la regulacién del transporte selectivo y
bidireccional nuclear siendo un componente del complejo de poro nuclear'’. 2. el gen
TM7SF4 localizado en el cromosoma 8g22.3 codifica la proteina transmembrana
especifica de la célula dendritica (DC-STAMP) involucrada en la multinucleacion y en la
formacion de los osteoclastos'’®. Estas variantes genéticas rs2458413 (intron) y
C1189T (p.L397F)*' incrementan la expresion de DC-STAMP  durante la
osteoclastogénesis, favoreciendo el aumento del nimero de nucleos en la célula
multinucleada, es decir, el fenotipo de osteoclastos multinucleados pagéticos **. 3. el
gen RIN 3, localizado en el cromosoma 14g32.12, que codifica las proteinas Rab y
Ras, son pequefias GTPasas involucradas en el trafico vesicular, importantes para la

funcién del osteoclasto!’.

Este gen se ha relacionado con una patologia con
caracteristicas similares a la EOP, este sindrome se conoce como IBMPFD (Miopatia
por cuerpos de inclusién, enfermedad 6sea de Paget y demencia frontotemporal) y se
caracteriza por presentar una miopatia por cuerpos de inclusibn asociada a la
enfermedad 6sea de Paget de inicio precoz y demencia frontotemporal. Este sindrome
también se ha asociado a mutaciones en el gen VCP (valosin containing protein)?’® 4.
el gen PML ( gen de la leucemia promielocitica), localizado en el cromosoma 15q 24.1,
involucrado en la via de sefializacion TGF-B, y por ende en la regulacién del
remodelado 6seo. La variante “missense” (p.Phe645Leu) del gen PML identificada en el
estudio, ha mostrado una fuerte asociacién con la EOP '**°. El gen GOLGAGA,
también ha sido localizado en el mismo loci de susceptibilidad y codifica la proteina
Golgin A6A, localizada en el aparato de Golgi, e involucrada en patologias como la
osteoporosis severa y la displasia 6sea letal’’’. Recientemente, se han identificado
distintos genes implicados en el proceso de autofagia como candidatos que
incrementan la susceptibilidad a desarrollar EOP: ATG16L1, ATG5'"®.Mientras que la
presencia de un polimorfismo (C635T, p.T212M) en el gen ATG10 se ha asociado a

una disminucién de riesgo de presentar EOP.

1.2. GEN DEL SEQUESTOSOMA1 (SQSTM1). ENFERMEDAD OSEA DE PAGET
1.2.1. Gen SQSMT1y proteina p62
En la actualidad, el modelo mas plausible que describe la etiopatogenia de la EOP es la

participacion sinérgica entre factores ambientales y genéticos. El gen que ha mostrado
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mayor susceptibilidad es el Sequestosoma-1 (SQSTM1)™®, localizado en el brazo largo
del cromosoma 5 (5035), su transcrito tiene un tamafio de 16kb distribuidos en 8
exones y codifica una proteina de 62kDa, denominada p62 O proteina del
sequestosomal (figura 12)"**8*,

La p62 es una proteina multidominio, multifuncional, intracelular, adaptadora con una
distribucion ubicua, mostrando un papel fundamental en gran variedad de funciones
celulares mediante la participacion en diferentes rutas de sefalizacién, siendo la mas
importante, la relacionada con las sefiales celulares relacionadas con la
osteoclastogénesis, ya que interviene en la transduccion de sefiales de la via NF-kB,

que es clave en la diferenciacién, funcién y supervivencia de los osteoclastos 28,

o ——Ha——a8—
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Figura 12. Estructura genética del gen SQSMTL1. La equivalencia entre los exones del SQSTM1
y los dominios de la proteina p62 se indica mediante lineas discontinuas. [Adaptado de
Sanchez-Martin P. & Komatsu M., 2018] "%

La p62, consta de 434 aminoacidos, distribuidos en diferentes dominios estructurales
gue interaccionan con proteinas vinculadas en distintas rutas de sefalizacién, siendo
necesarias para la realizaciébn de una gran variedad de funciones celulares, como su
intervencion en procesos como la supervivencia, activacion y diferenciacion del
osteoclasto mediada por la via de sefalizacion RANK-TRAF6-NF-kB, en la apoptosis
mediada por caspasas, en la degradacion proteica a través del sistema ubiquitina-
proteosoma (UPS), asi como andamio en la formacion del autofagosoma en el proceso
de autofagia y en la regulacién del estrés oxidativo inducido por la ruta Keapl/Nrf2
(figura 13)*8218,
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Figura 13. Dominios estructurales de la proteina adaptadora multifuncional p62/SQSTM1,
necesarios para su interaccién con la maquinaria autofagica y con las vias de sefializacién
implicadas en la respuesta antioxidante, apoptosis, degradacién proteica mediada por sistema
ubiguinina-proteosoma (UPS) y en la regulacion de la via de sefializacion RANK-TRAF6-NFkB
clave en la osteoclastogenesis. NES, sefial de exportacidon nuclear; NLS, sefal de localizacion
nuclear. [Adaptado de Katsuragi Y, 2015]235

La proteina p62 tiene diferentes dominios estructurales entre los que se encuentran: El
dominio N-terminal PB1 (Phox and Bem1) compuesto por 82 aminoacidos (aa. 21-103),
es responsable de la homodimerizacion de p62 o la heterodimerizacién con la proteina
homologa de p62, y ademas puede promover la interaccion con el receptor para la
autofagia BRCA1 (NBR1), pudiendo restringir la autofagia mediante la activacién de
MTOR. Como p62 es un sustrato funcional de la autofagia, los defectos en la misma
causan su acumulacion perturbando otras vias. A través de su dominio PB1, p62 puede
unirse a diferentes quinasas: PKC atipica (aPKC), ERK1, MAP2K5, MAP3K3 pudiendo
influir en el factor de transcripcion NF-kB, relacionado con la osteoclatogénesis. A
continuacion, el dominio ZZ (regién con dedos de Zinc) compuesto por 35 aminoacidos
(aa. 128-163) y el dominio TBS (TRAF6-binding domain) de 26 aminoacidos (aa. 225-
250) que interactian con RIP1 y TRAF6, respectivamente, para promover la activacion
de NF-kB a través de la formacion de complejos. Entre estos dos dominios se
encuentra la regién que interactda con la proteina Raptor, que participa en la activacion
de la quinasa metabdlica mTOR., siendo un sensor frente a la deteccion de nutrientes.
A través del dominio LIR interacciona con el C-terminal LC3B (LIR, aa. 321-345),
implicada en la formacion del autofagosoma, en el proceso de autofagia. El dominio KIR
compuesto por 13 aminoacidos (aa. 346-359) interactia con Keapl, para inducir la

translocacion nuclear del factor de transcripcion NRF2 y promover la expresion de
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genes citoprotectores, participando en la respuesta antioxidante. La proteina p62 se
une a la poliubiquitina a través de su dominio UBA carboxiterminal (aa.386-440),
facilitando la degradacion selectiva de proteinas ubiquitinadas a través de la via del
proteosoma. También se encuentran el dominio p38BS (173-182aa) que se une a la
p38 lo que facilita la activacion de la quinasa p38 MAPK (proteina quinasa activada por
mitégenos) y el dominio LB (170-220), region de unién de proteinas que contiene Lim
(Linl11, Isl-1 y Mec-3). Y dos dominios PEST (P1 (266-294aa) y P2 (345-377) contienen
28 y 32 aminoacidos respectivamente, ricos en aminoacidos prolina (P), acido
glutamico (E), serina (S) y treonina (T), son regiones hidrofébicas que facilitan la rapida
degradacién proteica. La proteina p62 también contiene dos secuencias NLS y una
secuencia NES que permiten que p62 entre y salga del nucleo. En virtud de todas estas
interacciones, p62 tiene un papel fundamental en el cancer, diferenciacion celular, la

inflamacién, el metabolismo y el crecimiento celular*®?*#,

1.2.2. Funciones de la proteina p62

La proteina p62, es una proteina adaptadora multidominio intracelular, que le permite
realizar reconocimientos, acoplamientos o interacciones proteina-proteina de forma
simultanea, lo que pone de manifiesto su papel como proteina reguladora de complejos
multiprotéicos en respuesta a diversos estimulos mas que como una mera molécula de
ensamblaje. La p62 tiene un papel fundamental en gran variedad de funciones celulares,
interviniendo en procesos complejos de sefializacién celular como la supervivencia
celular, apoptosis, marcaje de proteinas y degradacién proteica a través del sistema
ubiquitina- proteosoma y formacion del autofagosoma en la autofagia, asi como en la
regulacion de procesos de estrés oxidativo mediante las vias de sefializacion
Keapl/Nrf2!8918218 A nesar de los diferentes procesos celulares donde se encuentra
involucrada, la mayor parte de la atencién se ha centrado en aquellos que afectan a la
diferenciacion, actividad y supervivencia de los osteoclastos en relacion a su papel en

la regulacion de la via de sefializacion RANK-TRAF6-NFkB'®,

1.2.2.1. Supervivencia celular mediada por la via de sefializacion RANK-TRAF6-
NFkB
La p62 es fundamental, ya que es la proteina en la que convergen multiples sefales

celulares que activan la osteoclastogénesis a través de la ruta RANK-TRAF6-NF-kB. El
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papel mejor caracterizado de p62 es la regulacion de la via de sefalizacion RANK-
TRAF6-NF-kB en los osteoclastos, que conducen a la activacion de los diferentes
factores de transcripcion como el NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas), AP-1 (“proteina activadora 1”) y NFAT (“factor
nuclear de células T activadas”), proceso fundamental en la diferenciacion, maduracion
y supervivencia de los osteoclastos y, por lo tanto, en la resorcion 6sea (figura 14)'%.

El RANKL secretado por los osteoblastos y células estromales, se unird a su receptor
RANK, localizado en los precursores osteoclasticos'®®. Esta unién favorece que TRAF6
se una a RANK, lo que promueve que p62, a través de su dominio TBS se una a
TRAF6, unién que favorece la dimerizacion de p62 a través de su dominio PB1. La
dimerizacién de p62 se lleva a cabo gracias a la autoubiquitinacién de TRAF6 con
residuos de Lys-63 mediante uniones covalentes, mediado por su actividad E3 ligasa®®.
Tras la unién de p62 a TRAF6 favorece la adicion de mas residuos de Lys-63 a TRAF6
y la unién de la quinasa aPKC a su dominio PB1, formando un complejo terciario. Para
favorecer la liberacion del factor NF-kB y por ende su traslocacion al nicleo y el
desarrollo de sus funciones, la quinasa aPKC debe fosforilar a la subunidad IKK( de la
quinasa IKK (o también denominada NEMO),dado que el factor NF-kB en su forma
inactiva se encuentra secuestrado en el citoplasma por IkB. Una vez que IKK es
activada mediante su fosforilacion, estara en condiciones de fosforilar a IkBa. Por lo
tanto, tras la fosforilacién de |kBa, NF-kB se libera y IkBa es degradada a través del
proteosoma, debido a su cambio conformacional para ser ubiquitinizado con residuos
de Lys-48. Tras ser liberado NF-kB y activado, se transloca al nucleo donde puede
inducir la transcripcion de genes implicados en la diferenciacién o supervivencia celular
182185190193 | @ activacion del complejo TAB1-TAB2-TAK1 (TABs) gracias a la
ubiquitinizacién de TRAF6, interviene tanto en la fosforilacion de la quinasa IKK y, por
ende, en la translocacién del factor NF-kB al ndcleo ***, como en la sintesis del factor
de transcripcion AP-1, a través de la via MAPK-p38, facilitando su traslocacion al
nucleo e induciendo la transcripcion de diferentes genes implicados tanto en la
maduracién como en la activacion del osteoclasto (diferenciacion y supervivencia)'®°.

En relacion a la retroalimentacion negativa de este proceso, se inicia cuando los
osteoclastos alcanzan su madurez, siendo necesaria una sefial negativa que frene
tanto su proliferacion como su activacion. Esta regulacion negativa consiste en el

bloqueo de la activacion de la via NF-kB, proceso en el que la proteina p62 presenta
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una doble funcion; por un lado favorece la activacion de la proteina CYLD mediante la
ubiquitinizacién con residuos de Lys-63. Esta proteina CYLD es una desubiquitinasa y
tras ser activada, favorece la desubiquitinizacion de la proteina TRAF6 y con ello inhibe
la activacion de la via NF-kB vy, por lo tanto, detiene la maduracion y activacion de los
osteoclastos™" ™. Y la otra funcién de la p62 en la regulacion negativa de la ruta NF-
kB, es su autodegradacion gracias a la presencia de sus dominios PEST **’.Estos dos
dominios PEST son ricos en prolina, acido glutdmico, serina y treonina que acttan

como péptido sefial dirigiendo la degradacién de proteinas de vida media corta®®.
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Figura 14. Regulacion positiva y negativa de la via sefializacion RANK-TRAF6- SQSMT1-NF-kB
en la osteoclastogénesis. [Adaptado de Rea, S, 2013]"%'.

1.2.2.2. Degradacion de proteinas a través del sistema ubiquitina-proteosoma.

Las células mantienen un estado de renovacién permanente a través de la continua
sintesis y degradacion de todos los componentes intracelulares, incluyendo proteinas

solubles y organulos, para evitar la formacién de agregados intracelulares. Los dos
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mecanismos que regulan y mantienen el contenido son: el sistema ubiquitina
proteosoma (UPS) y la autofagia.

El sistema ubiquitina-proteosoma es la mayor via de degradacion independiente del
lisosoma (extralisosomal) (figura 15)%%°. Es un proceso muy selectivo, ya que tan solo
degrada proteinas de vida media corta, aquellas defectuosas o con un plegamiento
andémalo, o proteinas que ya han cumplido su funcion e incluyendo aproximadamente el
30% de las proteinas sintetizadas de novo. Para llevar a cabo este proceso de
degradacion proteica por este complejo proteico multicatalitico ATP-dependiente
denominado proteosoma 26S, es necesario que las proteinas sean marcadas
previamente a través de la ubiquitinacién con residuos de Lys-48%%. La ubiquitinacion
es una modificacién post-traduccional en la que una pequefia proteina de 8,5 kDa
denominada ubiquitina es unida covalentemente a una proteina®®. La ubiquitinacién es
un proceso secuencial y reversible que requiere de la accidén de 3 enzimas clasificadas
como E1 activadoras, E2 conjugadoras y E3 ligasas, finalmente, tras su activacion la
ubiquitina es unida covalentemente a un residuo de Lys-48 de una proteina especifica
mediante la accion de una E3 ubiquitin ligasa, siendo esta la responsable de catalizar la
transferencia de ubiquitina a la proteina substrato destinada a ser degradada por el
sistema UPS?®. El proteosoma 26S es un complejo multiproteico cilindrico compuesto
por una unidad central con un coeficiente de sedimentacion de 20S que se encuentra
flanqueado por dos unidades reguladoras de 19S. Si bien, la unidad central de 20S
posee la actividad proteolitica del complejo, las unidades reguladoras a sus extremos
son necesarias para el reconocimiento del sustrato a degradar, su desplegamiento y la
translocacion hacia la unidad central. Una vez que la unidad 19S reconoce el sustrato a
ser degradado, la subunidad Rpnll/Pohl escinde la cadena de poliubiquitina,
permitiendo que las subunidades de ubiquitina que formaban la cadena puedan ser
recicladas. Finalmente, el sustrato es translocado, dentro de la unidad central, es
degradado mediante sus distintas actividades proteoliticas como la actividad hidrolasa,
obteniéndose como producto la generacion de péptidos cortos y ubiquitina libre,
permitiendo su reciclaje. Una de las caracteristicas principales de la proteina p62 es su
capacidad para ubiquitinizar a otras proteinas, participando activamente en la
degradacion de proteinas a través del sistema ubiquitina-proteosoma. A través de su

dominio UBA es capaz de llevar a cabo la poliubiquitinizacién de las proteinas y a
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través de su dominio PB1, es capaz de interaccionar con la subunidad Rptl del

proteosoma 26S, favoreciendo la degradacion proteica 87201202204,
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Figura 15. Degradacién proteica a través del sistema ubiquinina-proteosoma (UPS). [Adaptado
de Zapata, C, 2015]*?°

1.2.2.3. Autofagia

La autofagia se considera un proceso catabdlico, intracelular, altamente regulado,
mediado por la accién de enzimas lisosomales, y muy conservado evolutivamente. Es
una via de degradacibn de macromoléculas (proteinas, lipidos, glucégeno vy
nucleétidos), de organulos celulares, principalmente de larga duracién y al mismo
tiempo, aclara los agregados de proteinas ubiquitinadas que aparecen durante el estrés
celular o incluso, las proteinas con plegamiento anémalo?®®.

Numerosos estudios han demostrado que la autofagia juega un papel esencial en el
desarrollo, diferenciacion, y en el mantenimiento de la homeostasis celular, definiéndolo
como un importante proceso de renovacion citosélica®®’. La autofagia es un proceso
fundamental a nivel fisiolégico, engloba varios tipos de procesos celulares como la
eliminacion de sustratos citosélicos ubiquitinados o agregados proteicos de vida media
larga, lo que permite el recambio de diversos organulos citoplasmaticos y proteinas,
constituyendo un control de calidad intracelular al tiempo que contribuye a la
homeostasis energética de la célula, permitiendo la generacién de sustratos como
aminoacidos y otras moléculas obtenidas durante la digestion del material

citoplasmatico, para la sintesis de ATP durante los episodios de carencia de nutrientes
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o de incremento del estrés oxidativo o necesidad de un aporte energético adicional®”’.
Ademas, la autofagia es un componente crucial en la respuesta a la inmunidad innata,
la eliminacién de patégenos, el transporte de moléculas enddgenas y exdgenas al
compartimiento intracelular, la modulacion de la actividad del inflamasoma, el control de
la secreciéon de citoquinas y la regulacion de la fagocitosis. Asimismo, interviene de
forma relevante en los procesos de desarrollo y diferenciaciéon de los tejidos, pudiendo
llegar a determinar la muerte celular bajo circunstancias especificas por lo que a la
autofagia también se la denomina en ocasiones “muerte celular programada de tipo II”
206. Se ha constatado que la desregulacién de esta via esta implicada en el desarrollo
de enfermedades tales como enfermedades infecciosas, procesos heoplasicos, la
obesidad, el envejecimiento y enfermedades neurodegenerativos (enfermedad de
Alzheimer, Parkinson y Huntington)?**.
Se han descrito tres mecanismos de autofagia en funcién de la forma en la que los
componentes citoplasmaticos son dirigidos al lisosoma®’, como son: 1. La autofagia
mediada por chaperonas, donde las proteinas se unen a chaperonas y se translocan al
interior del lisosoma al ser reconocidas por la proteina de membrana asociada al
lisosoma 2A (LAMP-2A) 2. La microautofagia, los componentes citoplasmaticos son
secuestrados directamente por el lisosoma. 3. la macroautofagia caracterizada por la
formacion de autofagosomas que dirigen el contenido citoplasmatico al lisosoma para
su degradacion®”’. Este Ultimo mecanismo de autofagia es el mejor caracterizado, y el
mas relacionado con la fisiopatologia de la EOP, por lo que nos centraremos en este
mecanismo de autofagia.
Durante el proceso de autofagia, se forman vesiculas lipidicas que engloban al material
que sera degradado; estas vesiculas de doble membrana reciben el nombre de
autofagosomas. Los autofagosomas se fusionan con lisosomas formando el
autofagolisosoma, donde el material originalmente encapsulado es degradado por los
enzimas lisosomales, principalmente hidrolasas®®’. Este proceso es selectivo y se
realiza principalmente a través de la proteina p62, proteina implicada en la activacion
de la autofagia (figura 16)**2. En primer lugar se produce la dimerizacion de la proteina
p62 a través de su dominio PB1, posteriormente y una vez formados los acumulos de
proteina p62, se produce la union y la ubiquitinizaciébn de las proteinas a través de su
dominio UBA, y finalmente estos acumulos de proteinas se anclan a la membrana del

autofagosoma, provocando su degradacion al unirse al lisosoma. Este anclaje se
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produce por la interaccion del dominio LIR de la proteina p62 a la proteina LC3, y esta
proteina LC3 se unir4 a la membrana del autofagosoma. Tanto la proteina p62 como la
proteina LC3 seran eliminadas en el proceso de autofagia junto con el resto de
proteinas previamente marcadas con ubiquitina®?%*3,

Existen diversas evidencias que sugieren que la EOP puede estar asociada a una
desregulacion de la macroautofagia pudiendo contribuir a la patogenia de la EOP 2%,
Una de estas evidencias proviene de la observacion que en pacientes con EOP se han
encontrado mutaciones en los genes SQSMT1, VCP y OPTN, genes que codifican
proteinas implicadas en el proceso de autofagia*. Asimismo, se ha descrito una mayor
expresion de genes relacionados con la autofagia, como SQSMT1, ATG5 y LC3 en un
modelo murino caracterizado por ser portador de la mutacion p.P392L en el gen
SQSTM1 *°. Ademaés, la p62/SQTSM-1 es una proteina muy vinculada en una gran
cantidad de vias sefializacién y se ha observado su acumulacién en células deficientes
del proceso de autofagia, o que confirma que es reconocida y degradada por este
mecanismo. Asimismo, p62/SQSMT1 tiene un dominio UBA de unidn a ubiquitina y un
dominio LIR de interaccién a la proteina LC3, por lo que las proteinas ubiquitinadas y
cuerpos de inclusion pueden ser reclutados a través de la membrana del autofagosoma
y ser degradados posteriormente por los enzimas lisosomales. Por consiguiente, en
pacientes afectos de EOP se han detectado niveles mas elevados de la proteina p62,
independientemente de si los pacientes son o no portadores de mutaciones en el gen
SQSTM1, constatando la existencia de una probable autofagia defectuosa #°'*2. Por
esta razon, la degradacion de p62 es considerada un buen marcador para cuantificar la

autofagia 2%,
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Figura 16. La proteina p62 en la eliminacion de sustratos citosélicos ubiquitinados mediante el
proceso de autofagia. La proteina p62 crea dimeros que unen y ubiquitinizan a las proteinas que
seran eliminadas; los agregados de proteinas se anclan a la membrana del autofagosoma
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mediante la interaccién entre la proteina p62 y la proteina LC3 [Adaptado de Donohue, E y col,
20141

1.2.2.4. Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo esencial para entender multiples fenémenos biolégicos,
constituye un mecanismo de muerte celular activa y programada, definido por cambios
tanto morfolégicos como bioquimicos, que participa en el desarrollo y la homeostasis de
los organismos y cuya finalidad es la eliminacion de células innecesarias 0 causantes
de un posible peligro, de una forma controlada que minimiza el dafio en su entorno. A
nivel morfolégico, destacan una serie de caracteristicas como son la reduccién de
tamafio celular, alteraciones en la membrana plasmatica y la pérdida de adhesién a las
células vecinas. Las caracteristicas bioquimicas asociadas a este proceso incluyen la
condensaciéon de la cromatina (picnosis) y la fragmentacion internucleosomal del ADN
(cariorrexis), asi como la externalizacion del fosfolipido fosfaditidilserina, reorganizacion
de componentes citoplasmaticos y el procesamiento proteolitico de sustratos
intracelulares a partir de enzimas denominadas caspasas™®’. Finalmente las células
apoptéticas seran fagocitadas por macrofagos o células adyacentes. Las caspasas son
enzimas proteoliticas, responsables de la apoptosis en todas las especies, debido a
gue sus secuencias se encuentran muy conservadas evolutivamente. Actualmente, se
conocen mas de 14 caspasas, que se pueden clasificar en dos grupos dependiendo de
su funcién dentro del proceso apoptoético, las caspasas inciadoras y efectoras. Las
caspasas iniciadoras son entre otras, la caspasa-8 y la 9 y son activadas por una
cascada de sefales ascendentes, y éstas a su vez activan a las caspasas efectoras
(caspasa 3y 7). Las caspasas se encuentran en el citoplasma en forma de proenzimas
inactivas y pueden ser activadas por distintos estimulos que pueden clasificarse segun
su origen; en la cascada generada por la via extrinseca o por los receptores de muerte
de la membrana citoplasmatica, o por el contrario, en la cascada desencadenada por

cambios en la integridad mitocondrial o via intrinseca®”*"**°

. Por lo tanto, existen
principalmente dos vias que pueden desencadenar la apoptosis en una célula: la via
intrinseca y la via extrinseca. La via intrinseca se induce intracelularmente, y puede
estar activada por el estrés celular oxidativo o por el dafio en el ADN, estos estimulos
causan una cascada de sefiales que desembocan en la mitocondria, liberandose el
citocromo-c que junto con APAF-1, (“factor 1 activador de la proteasa apoptética”),

activaran a la caspasa -9 y ésta a su vez, activa a la caspasa-3 y 7, causando la muerte
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celular™”?°, Por el contrario, la via extrinseca es activada por estimulos externos a la
célula conectando el espacio extracelular con la maquinaria apoptética. Esta via se
activa mediante el factor proapoptético TRAIL (“ligando inductor de apoptosis
relacionado con TNF”)) que se une a sus receptores especificos transmenbrana DR
(“receptores de muerte”), como DR4 y DRS localizados en la membrana plasmatica de
la célula. Tras la unién del ligando al receptor DR, se produce una trimerizacion del
receptor con proteinas intracelulares relacionadas con la muerte celular (FADD
(“dominio de muerte asociado a Fas”), RIP1 (“proteina 1 que interactia con el
receptor”), formando un complejo supramolecular denominado DISC (“complejo de
sefalizacion inductor de muerte”), que constituye la plataforma que regula la activacion
de las procaspasas 8 y 10, en caspasas iniciadoras'®’. Estas caspasas posteriormente,
inducen la activacion de las caspasas efectoras (caspasa 3, 6 y 7), y finalmente
provocan la muerte celular apoptética. La via intrinseca y la extrinseca pueden confluir,
de manera que la caspasa-8 puede ser activada por los receptores de muerte (DR) o
bien ser activada por Bid (proteina proapoptética perteneciente a la familia de BCL-2),
un potente activador de la via intrinseca. La proteina p62 lleva a cabo un papel crucial
en la ruta apoptética extrinseca: la proteina p62, a través de su dominio UBA, facilita la
agregacion y la activacion de la caspasa 8 mediante su ubiquitinizacion, permitiendo
que se activen las caspasas efectoras, pudiéndose llevar a cabo la apoptosis'®’#%°.
Ademas de las caspasas, existe otra gran familia de proteinas protagonistas en el
proceso de apoptosis. Se trata de las proteinas de la familia Bcl-2, clave en la via
intrinseca de activacion de la apoptosis. En los pacientes afectos de EOP, se ha
observado que el gen Bcl-2 (“célula B del linfoma-2”), un inhibidor de la apoptosis de la
via intrinseca, esta incrementado en las muestras de osteoclastos procedentes de EOP

en comparacion con los controles sanos®*

. Asimismo se ha observado que la apoptosis
se encuentra atenuada en los osteoclastos pagéticos en respuesta a TRAIL y a otros
factores inductores de apoptosis, asi como en respuesta a la eliminacién de los factores
de supervivencia de osteoclastos como CSF-M y RANKL?®. Esto puede explicarse
parcialmente por la expresion diferencial de genes proapoptoticos, especificamente
CASP3 (caspasa-3) y TNFRSF10A (TRAIL-R1), que estan regulados a la baja en los

osteoclastos derivados de EOP en comparacion con controles sanos®?.
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1.2.2.5. Regulacién del estrés oxidativo inducido por el sistema Keap1/Nrf2

En condiciones normales, en el organismo existe un constante equilibrio entre la
producciéon de pro-oxidantes que son generados como resultado del metabolismo
celular y los sistemas de defensa antioxidantes. La pérdida de este balance conlleva a
la aparicion de un estado denominado estrés oxidativo. Este estado se caracteriza por
un aumento en los niveles de radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ERO)
que no alcanzan a ser compensado por los sistemas antioxidantes, causando dafio y
muerte celular. Esto acontece en diferentes patologias como en la degenerativas,
metabdlicas, infecciosas, inmunes e inflamatorias. Las especies reactivas de oxigeno
se generan constantemente durante el metabolismo oxidativo celular, y juegan un papel
central en la homeostasis 6sea a través de la estimulacion de la osteoclastogénesis,
inhibicion de los osteoblastos y la induccion de la apoptosis de los osteocitos?*. RANKL
induce la produccion ERO de vida media larga que son cruciales en las Ultimas etapas
de la osteoclastogénesis y en la regulacién de la resorcion 6sea®*>?°. El principal
mecanismo de defensa celular para contrarrestar los efectos del estrés oxidativo,

1%?°, Entre los factores de

incluyendo ERO y el 6xido nitrico, es el sistema Nrf2-Keap
transcripcion que se activan por ERO destacan el NF-kB, la proteina activadora 1 (AP1)
y los factores relacionados con el factor nuclear eritroide-2 (NF-E2) conocidos como
Nrfs (“factor relacionado con el factor nuclear eritroide-2").

El factor de transcripcion Nrf2 (“factor nuclear eritroide-2”) presenta una funcion
citoprotectora principalmente, a pesar que es capaz de regular diferentes cascadas de
sefializacién de proteinas quinasas que participan en la autofagia y apoptosis, ademas
interviene en procesos de diferenciacion, proliferacion y maduracion celular, con un
impacto positivo en la regulacién de la diferenciacion osteoblastica®’. Nrf2 es uno de
los mayores guardianes celulares, siendo inducible su expresién frente al estrés
oxidativo®’.

Nrf2 presenta una distribucion ubicua y una de sus principales caracteristicas en
relacion a su actividad reside en su regulacion espacio-temporal, de manera que Nrf2
se mantendrd activo mientras dure el estimulo que promueve su activacion. Este factor
de transcripcion Nrf2, pertenece a una familia de proteinas basicas con un
caracteristico “zipper” o cierre de leucinas (bZip) en la regién C-terminal. La region
bésica de Nrf2 es la responsable de la unién al ADN, mientras que la region acidica es

|228

necesaria para la activacion transcripcional®".El factor de transcripcién Nrf2 contiene
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609 aminoécidos y se divide en 6 dominios funcionales denominados Neh 1-6. (figura
17). El dominio Neh2 regula negativamente a Nrf2 a través de su capacidad para
interactuar con la proteina Keapl.Los dominios Nehl y Neh 3 comprenden la region
Nrf2 de unién al ADN y por lo tanto, regula la expresion inducible de numerosos genes
de enzimas detoxificantes y de proteinas antioxidantes (p.e., superéxido dismutasa de
manganeso, Hemo oxigenasa-1, sulfiredoxina y NQO1), mediante su union a una
secuencia especifica del ADN conocida como ARE (“Elemento de respuesta
antioxidante")?*?*®_En condiciones normales, la actividad del factor Nrf2 se encuentra
inhibida constitutivamente debido a su unién con una proteina citoplasmica llamada
Keapl y al citoesqueleto. La interaccion de Keapl (por medio de sus dominios de
hélice B Kelch) con Nrf2 (en los motivos ETGE y DLG del dominio Neh2) es insuficiente
para mantener a Nrf2 en el citosol, por lo que Keapl forma un multicomplejo estructural
en el que comparte sus laminas-B tanto con Nrf2 como con los filamentos de actina del
citoesqueleto, confirmando que el complejo Keapl-Nrf2 se forma y se retiene en el

231232 Dicha unién fomenta la

citosol mediante interacciones con el citoesqueleto
permanente degradacion de Nrf2 mediante la via de ubiquitinacion y reconocimiento por
el proteosoma 26S, por lo que el control primario de su funcién radica principalmente en
su distribucion subcelular, mas que en la sintesis de novo. La degradacion de Nrf2 es
un evento constitutivo que no requiere ninguna modificacién post-transcripcional del
sustrato y se ha sugerido que esto puede deberse a que Keapl funciona como un
adaptador de sustratos al proteosoma.

La proteina Keap1 (“proteina 1 asociada a ECH parecida a Kelch”) estd formada por
624 amino&cidos y consta de cinco dominios, de los cuales dos se consideran como
dominios canénicos, evolutivamente muy conservado (figura 17). Keapl es una
proteina adaptadora que une a Nrf2 con la ligasa E3 tipo Cullin-3 y es esencial para la
degradacién constitutiva de Nrf2 por el proteosoma en ausencia de estimulos de estrés
celular (figura 18). Keapl suprime hasta en un 80% la translocacion nuclear de Nrf2 y
por lo tanto la actividad transcripcional de Nrf2. En cambio, en condiciones de estrés
oxidativo, o en un ambiente con estresores electréfilos o en presencia de compuestos
que tiene como diana la activacion de Nrf2, Keapl se inactiva debido a modificaciones
conformacionales, como consecuencia de la oxidacidon en ciertos residuos de cisteina
por ERO, lo que facilita su disociacién de Nrf2 y detencién de la ubiquitinacion de Nrf2 y

por ende su degradacion, lo que lleva a la activacion de Nrf2 y su translocaciéon al
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nucleo, formando heterodimeros con las pequefias proteinas Maf (Maf-muscle
aponeurotic fibrosarcoma), facilitando su interaccion con las regiones ARE del ADN y la
consecuente transcripcion de genes citoprotectores®'. Estos genes pueden codificar
para enzimas antioxidantes, enzimas de reparacion de ADN, enzimas detoxificantes,
proteinas de respuesta antiinflamatoria, entre otros, aumentando la capacidad celular
para reparar los posibles dafios. Posteriormente, cuando la célula alcanza su estado
fisiol6gico, esta sintesis cesa y se restaura la via.

En ausencia de estrés oxidativo (figura 18), Nrf2 queda secuestrado en el citosol, donde
se une a un homodimero de Keapl; Nrf2- Keapl se reprime mas por la unién a la ligasa
Cullin-3, que a su vez se une a Rbx1 (ANILLO-box proteina 1) para formar un complejo
Keapl-Cul3- Rbx1l E3 ligasa de ubiquitina que dirige a Nrf2 a su degradacion
proteosomal. Keapl contiene al menos cuatro residuos de cisteina esenciales (en las
posiciones 23, 151, 273 y 288), la oxidacion de uno de ellos (Cys151) determina la
liberacion y adaptacion de Nrf2 al estrés oxidativo??°231234,

La proteina Keapl tendria una funcion dual, por un lado ser un adaptador de la ligasa
Cullin-3 para la degradacion de Nrf2 y al mismo tiempo un sensor de estrés oxidativo.
En la via no candnica de Keapl-Nrf2, la proteina p62/SQSTM1 fosforilada en Ser349
(p-STGE) se une competitivamente a Keapl, disociando asi el factor de transcripcion
Nrf2 de Keapl (figura 18). En consecuencia, el Nrf2 estabilizado se transloca al nucleo
junto con Maf, interaccionando con las regiones ARE del ADN e induciendo la
transcripcion de genes citoprotectores®>**'. El eje p62/SQSTM1-Keapl-Nrf2 esta
vinculado a la autofagia selectiva y regulado por modificaciones postraduccionales
como la fosforilacién secuencial y la ubiquitinacién de p62/SQSTM1.

Diferentes estudios han demostrado una interaccion fisica y una relacion funcional con
Keap1®*'. SQSTM1 p62 interactta con Keapl, con los aminoacidos 347-352 de
SQSTM1/p62 constituyendo la region de interaccion a Keapl (KIR)*'?¥"?% Esta
interaccion fisica tendria lugar entre los residuos localizados entre DPSTGE de p62
(estructuralmente semejantes al motivo ETGE de Nrf2) y tres argininas del dominio
Kelch del Keap1**. El sitio de unién SQSTM1/ p62 en Keapl se superpone con el sitio
de union Nrf2 a Keapl. En este sentido, se sugiere que p62 tiene un papel en la
regulacion de Keapl y su degradacion a través de la autofagia, dependiendo de la
capacidad de reaccion celular frente a determinados estresores. Por lo tanto, SQSTM1/

p62 compite con Nrf2 por la union de Keapl, de modo que la sobreexpresion de

105



Introduccion

SQSTML1 / p62 en personas con deficiencia de autofagia conduce a la estabilizacion de
Nrf2 y la consiguiente induccion sostenida de enzimas citoprotectoras, resultando
efectos aberrantes ocasionando la aparicion de enfermedades®*. De la misma manera,
la sobreexpresion de p62 celular conlleva a una deplecién en los niveles de Keapl,
mientras que su silenciamiento restaura los niveles de la misma y disminuye los niveles
de Nrf2 a nivel proteico, con reduccion de la expresion génica dependiente de ARE,
debido a un aumento en la vida media de Keapl en ausencia de p62, por una
disminucién en su degradacion®?. Asimismo, las Gltimas publicaciones sefialan que la

244

proteina p62 fosforilada (p-p62)“™, es la verdadera responsable de la interaccion con
Keapl, al mostrar una mayor afinidad por él. Esta proteina p62 fosforilada sirve de
adaptador entre la autofagia y presencia de complejos ubiquitinados, siendo capaz de
disociar el complejo Nrf2/Keapl o bien que en condiciones de estrés promueven un
cambio conformacional de Keapl y en este momento p62 toma ventaja en el sitio de
unién vacio uniéndose a Keapl y a LC3%*.

Por otro lado, NF-kB es un factor transcripcional implicado en mdltiples procesos
celulares incluyendo apoptosis, inflamacién y supervivencia celular. NF-kB se asocia
con su inhibidor IKKB en el citoplasma y se activa por la fosforilacién de IKB por sus
respectivas quinasas (IKK), que promueven la disociacion del complejo y la
consecuente translocacion nuclear. Este factor adquiere importancia cuando se estudia
la via Nrf2/Keapl ya que muchos agentes quimiopreventivos capaces de activar a Nrf2
reprimen la actividad de NF-kB, ademas este Ultimo puede suprimir la transcripcion de
genes dependientes de ARE. Este hecho, junto a la identificacion de una regién de
unién para NF-kB en la region promotora de Nrf2, sugiere que Nrf2 podria estar
regulado por NF-kB. Ademas se ha demostrado que Keap1l tiene capacidad de unirse a
IKKB, un miembro del complejo IKK, promoviendo su ubiquitinacion y degradacion, de
tal manera que Keapl disociado juega un papel crucial en la regulacion negativa de la
via NF-KB**.

Por consiguiente, la p62 es considerada una proteina adaptadora, multidominio y
multifuncional, con capacidad de interactuar en multiples vias de sefializacion de forma
sinérgica y sincronica, favoreciendo las conexiones entre las diferentes proteinas y por
ende la regulacion de las mismas, es decir actuando como nexo de unién entre
diferentes procesos como la supervivencia, activacion y diferenciacion del osteoclasto

mediada por la via de sefalizacion RANK-TRAF6-NF-kB, en la apoptosis mediada por
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las caspasas, en la degradacion proteica a través del sistema ubiquinina-proteosoma

(UPS), asi como en el proceso de autofagia y en la regulacion del estrés oxidativo

inducido por la ruta Keap1/Nrf2 182183,

) - |-, ]
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Figura 17. Estructuras de Nrf2 y Keapl. (1) Los dominios de NRF2: Neh1-6. En el dominio Nrh2
se encuentran los sitios de union a Keapl los motivos ETGE y DLG. El motivo DLG se encuentra
en la regién hidrofébica, las letras D, L y G son los simbolos de una letra de los aminoéacidos ac.
aspartico, leucina y glicina, respectivamente; mientras que el motivo ETGE esta formado a su
vez por los aminoacidos 4c. glutamico, treonina, glicina y &c. glutdmico. En el dominio Neh2
también se encuentran siete residuos de lisina que son importantes para su ubiquitinacion y
degradacion. Los dominios Nehl y Neh 3 comprenden la region NRF2 de union al ADN. (2).Los
dominios KEAPL1. El dominio BTB es responsable de la dimerizacion de dos subunidades de
KEAP1 y de la union de la ligasa E3 tipo Cullin-3 que sirve de adaptador para unirse al
proteosoma, el dominio de repeticion de Kelch o dominio DGR provee el sitio de unién a Nrf2 y
a actina, mientras que la region intermedia o IVR contiene a los residuos de cisteina, capaces de
oxidarse y registrar el estado oxidativo de la célula Abreviaturas: CTR, la regién C-terminal; KR,
Kelch-repeticion. [Adaptada de Hayes, D.J, 2019]**°

DLGex motif ETGE motif

Degradation by the
26S proteasome DECTECR

Nucleus

Transcriptional
activation

Figur?ssl& Vias candnicas y no canonicas Keapl-Nrf2 . [Adaptado de Yoshinori Katsuragi,
2016]
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1.2.3. Proteina p62/SQSMTL1 en la enfermedad ésea de Paget

Alteraciones en la proteina p62 causan un desacoplamiento en la activacion de la ruta
RANK-TRAF6-NF-kB que se traduce en un gran incremento de la osteoclastogénesis,
base patogénica del desarrollo de la EOP**'. Una de las caracteristicas principales de la
proteina p62 es su capacidad para ubiquitinizar a otras proteinas. Este marcaje con
residuos de ubiquitina es posible gracias al dominio UBA de la proteina p62 2°*%%, La
capacidad de ubiquitinizacién de la proteina p62 serd la base para el resto de sus
funciones. La mayor parte de los pacientes portadores de mutaciones en la proteina
p62 tienen la mutacién localizada en la region C-terminal, en el dominio UBA de la
proteina p62. El dominio UBA juega un papel importante en la regulacion negativa de
la activacion de la ruta NF-kB. Mediante la ubiquitinizacién con residuos de Lys-63 es
capaz de activar a la proteina CYLD y esta proteina activada, desubiquitina a la
proteina TRAF6 y con ello frena la activacién de la ruta NF-kB vy, por ende, inhibe la
maduracién y activacion de los osteoclastos. En los pacientes portadores de
mutaciones en el dominio UBA, la proteina p62 no es capaz de activar correctamente a
la desubiquitinasa CYLD, por lo que no se produce la inhibicion de la activacion de la
ruta NF-kB, provocando una hiperestimulacion de la misma, lo que desemboca en el
desacoplamiento en la osteoclastogénesis con un incremento de la actividad

osteclastica, favoreciendo el desarrollo de la EOP (figura 19) #2187,

A) Normal B) SQSTMI1 Mutation

RANKL ' RANKL '

RANK RANK

P62 CYLD P62 5

CYLD

Signaling » Inhibited Signaling [l Activated

Figura 19. Eje RANK-TRAF6-p62-NF-kB. (A)En condiciones normales, la proteina p62
ubiquitiniza a la proteina CYLD, produciéndose el bloqueo de la osteoclastogénesis. (B)En los
pacientes portadores de mutaciones en el dominio UBA de la proteina p62 no son capaces de
activar a la proteina CYLD, ocasionando un desacoplamiento en la osteoclastogénesis, que
conlleva al desarrollo de la EOP. [Adaptado de Ralston SH, Layfield R, 2012 ]2
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La mutacion mas comun y la primera en describirse, es el cambio de dos amino&cidos,
una prolina por una leucina en el codon 392 (P392L), fue identificada tanto en los casos
familiares como en los esporadicos de diferentes poblaciones estudiadas como la
poblacion de ascendencia francocanadiense (46% de casos familiares y en el 16% de

los casos esporadicos)'®, la poblacion britanica (19% de los casos familiares y 8,9% de

247 250

los casos esporadicos)®’, asi como en diferentes poblaciones como belga®?, italiana®*
y estadounidense®?. Esta mutacién también se ha detectado de forma comun en la
poblacion china, mostrando caracteristicas clinicas y demograficas similares a la
poblacion caucasica portadora de dicha mutacién, a pesar de la baja prevalencia e
incidencia de la enfermedad en dicha poblacién asiatica®>>%*.

Posteriormente, se han identificado otras mutaciones en dicho dominio UBA, en
pacientes de distintos paises™*??*>%¢25  Aunque no podemos excluir la posibilidad de
que el dominio UBA del gen SQTSM1 constituya un “hotspot” mutacional, los
resultados de un estudio realizado en familias inglesas, australianas y neozelandesas
demuestran que la mutaciéon P392L se segrega en un haplotipo comun en la mayoria
de los casos. Esto sugiere un fuerte efecto fundador, es decir, que al menos en estas
poblaciones de origen britdnico, muchos de los pacientes pueden descender de un
ancestro comdn (mutacion fundadora en un haplotipo ancestral)?82°%2591%7,

Hasta la fecha, se han descrito 28 mutaciones en el gen SQSTML1 (figura 20), 21 de
ellas son mutaciones “missense” que ocasiona un cambio de un aminoécido y las otras
7 mutaciones conducen a una proteina truncada®®. Los pacientes afectos de EOP
portadores de mutaciones en el gen SQSTM1, muestran un fenotipo mas severo, inicio
mas precoz de la enfermedad, con mayor extension y actividad en el momento del
diagnoéstico en comparacién con la poblacion de pacientes no portadores de
mutaciones en dicho gen #*"*’. Asimismo este fenotipo tiende a ser mas grave en
pacientes portadores de mutaciones en SQSTM1 gque ocasiona una proteina truncada
que aquellas mutaciones missense®’?*’. La mayoria de los pacientes presentan una

Gnica mutacion en el gen, aunque se han identificado varios casos con mutaciones

260, 142, 261 L123

heterocigotas compuestas y homocigotas de la p.P392L™°, no observandose
més gravedad en el fenotipo respecto a los pacientes portadores de una mutacién Unica.
A pesar que la mayoria de las mutaciones se agrupan dentro del dominio UBA de la
proteina p62, hecho que conlleva la desregulacién de la ruta de sefializacion RANK-

TRAF6-NFKB, también se han identificado varias mutaciones externas al dominio UBA.
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Se han descrito cuatro mutaciones “missense” (p.D335E, p.S349T, p.P364S, p. A381V)

fuera del dominio UBA de la proteina p62 ##2°>2°6:257.265

. Estas mutaciones, como
p.S349T, localizada en el dominio KIR, también aumentan la sefalizacion de NF-kB,
pero sin presentar anomalias en la funcién de ubiquitinizacion de la proteina *’. Esto
ocurre debido a que la mutacion p.S349T altera selectivamente la interaccion
competitiva de SQSTM1-Keapl, ocasionando una disociacion de Keapl lo que conlleva
a una reduccion de la actividad de Nrf2. Esta alteracion en la funcién Nrf2 podria
producir una disminucion en la expresion de genes de citoprotectores, contribuyendo a
la apariciébn de EOP. Asimismo, la pérdida de Nrf2 in vivo afecta negativamente a la
diferenciacion de osteoblastos y por ende a la formacion de la matriz 6sea, por lo que
se ha propuesto que mutaciones en el gen SQSTM1 podrian producir alteraciones en el
remodelado éseo como se observa en pacientes con EOP debido a la existencia de
alteraciones en la actividad de Nrf2.2%*

Dado gue las mutaciones localizadas fuera del dominio UBA como p.D335E y p.P364S
estan muy proximas a la p S349T, podrian afectar del mismo modo a la actividad de
Nrf2, mediante la alteracion de la interaccion SQSTM1-Keap12°°2°7:256.265,

En relacién a otra mutacion que se ha descrito a 50 aminoacidos previos al dominio
UBA, como es la mutacion p.D335E, localizada en el dominio LIR, region de unién al
responsable de la regulacion de la autofagia, LC3. Esta mutacién podria ocasionar
alteraciones en este proceso de autofagia, caracteristico de la fisiopatologia de la
EOP?*, Otras dos mutaciones descritas fuera del dominio UBA, es la p.P364S vy la p.
A381V, la primera se identific6 en la poblacion australiana afecta de EOP, no
mostrando alteraciones en el proceso de ubiquitinizacion®’, en cambio la mutacién p.
A381V, descrita en la poblacion EOP italiana, ejerce efectos deletéreos sobre la funcion
de unién de la ubiquitina de p62'*2. A pesar de estas observaciones, en los estudios
funcionales realizados con las distintas mutaciones se han mostrado aumentos en la
sefalizacion de NF-kB comparado con los controles. Por lo que el desarrollo de la
enfermedad podria originarse de alteraciones en diferentes dominios o vias de
sefalizacién, dado la complejidad y la ubicuidad de esta proteina adaptadora
multidominio.

A pesar de las mdltiples investigaciones acerca de la etiopatogenia de la EOP llevadas
a cabo durante décadas, sobretodo basadas en estudios moleculares de mutaciones en

lineas germinales de estos pacientes, no han aportado un conocimiento completo de
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esta enfermedad compleja. El hecho de que la EOP es una enfermedad con un
comportamiento focal que muestra una distribucién asimétrica desde el diagndstico, se
planteo la hipotesis de la existencia de mutaciones sométicas en la etapa temprana del
cigoto que podrian ser responsables del mosaicismo detectado en estos pacientes. De
manera consistente, varios estudios encontraron la variante p.P392L como una
mutacion somatica del SQSTML1 en los huesos afectados de dos pacientes, pero no se

® o restringido a los monocitos ?*’. Sin embargo, otros

detecté en sangre periférica %
grupos de investigacién encontraron resultados contradictorios tanto en la deteccién de
mutaciones somdaticas de SQSTM1, como de otros genes implicados en su
etiopatogenia como es el TNFRSF11A, tanto en tejidos afectos de pacientes con EOP
asi como en distintas lineas celulares de osteosarcoma. Por lo tanto en la actualidad,
no podemos determinar si las mutaciones somaticas de SQSTM1 u otros genes
contribuyen a la naturaleza focal de esta enfermedad.

La existencia de mutaciones en el gen de SQSTM1 no parecen exclusivas de la EOP,
se han relacionado con otras enfermedades neurodegenerativas, como esclerosis
lateral amiotréfica (ELA) y la demencia frontotemporal (DFT) tanto esporadicas como

familiares7:2%9,

Estas dos entidades son enfermedades neurodegenerativas
progresivas que comparten muchos rasgos clinicos, moleculares e histoldgicos, por lo
gue se postula que pertenecen a un mismo espectro clinico-patolégico de enfermedad.
Estas dos entidades muestran una superposicion genética importante, se conocen
varios genes relacionados: SOD1, TARDBP, FUS, UBQLN2, PFN1, OPTN, VCP,
MATR3, TUBA4A y C9ORF72 *** Sin embargo, en un tercio de los casos familiares no
se conoce el gen responsable, y tampoco se conoce con detalle el proceso molecular
gue da lugar a las enfermedades esporadicas. En diferentes estudios realizados de gen
candidato y metaanalisis en varias poblaciones (Europa, Estados Unidos y Jap6n) %227,
se han descrito diferentes mutaciones localizadas en distintos dominios (PB1, LIR,
PEST1, PEST2, TBS, ZZ, UBA) del gen SQSMT1, siendo alguna de ellas patégenas.
La frecuencia de mutaciones localizadas en el gen SQSMT1 se estimé entre 2,42-
3,28% en ELA y 1,76-2,13% en DFT ?®*?° Incluso se ha identificado que las
mutaciones localizadas en el dominio UBA del gen SQSMT1 pueden llegar duplicar el
riesgo a presentar la DFT. Esto se correlaciona con hallazgos histolégicos en ambas
enfermedades. Por lo que se ha constatado que el SQSTM1 estd implicado en la

etiopatogenia de estas dos patologias neurodegenerativas como son la ELA y DFT,
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debido a que la proteina p62 desempefia un importante papel en la degradacion de
proteinas via proteosoma y a través de la autofagia’?°%*">,

La relacion existente entre EOP Y DFT se observd, en un primer momento, en el
sindrome hereditario conocido con el acrénimo de IBMPFD*?’® caracterizado por
miopatia por cuerpos de inclusién, EOP y demencia frontotemporal, causado por una
mutacion en el gen VCP localizado en el Cr 9p2lque codifica la proteina p97, una
proteina que esta implicada en el sistema de degradaciéon de la via ubiquitina-
proteosoma. La enfermedad presenta una herencia autosémica dominante, siendo la
clinica mas predominante, acaecida en el 90% de los casos, la miopatia de predominio
proximal preferentemente y asimétrica, de aparicion a una edad media de 42 afos.
Histolégicamente, revela presencia de vacuolas en anillo y lineales, depdsitos amiloides
e inclusiones tubulofilamentosas nucleares-citoplasmaticas. La aparicién de las lesiones
pagéticas con afectacion predominantemente en craneo, axial y pelvis, presentan una

penetrancia incompleta del 67%?2"

, siendo la media de inicio a los 47 afios (29-61) y por
altimo, la demencia se desarrollaria a los 54 afos (39-62a), con una penetrancia del
37%°™®, siendo la causa de muerte el fallo cardiaco o respiratorio a una edad temprana
(~58afios). Diferentes estudios demostraron que la presencia de mutaciones en el gen
VCP se asociaba a una heterogeneidad clinica importante, concluyendo que no todos
los pacientes iban a presentar los tres fenotipos completos. Estudios posteriores han
descrito mutaciones en este gen VCP en las enfermedades neurodegenerativas como

la ELAy DFT 268,269,275
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Figura 20. Mutaciones localizadas en los diferentes dominios del gen SQSMT1 en pacientes
afectos de EOP clasica. [Adaptado de Rea S. et al., 2013]"*’

1.3. SISTEMA RANKL/RANK/OPG Y ENFERMEDAD OSEA DE PAGET.

Las mutaciones descritas en el gen del SQSMT1 no explicarian de forma completa la
patogenia de la EOP, dado que estas mutaciones no se encuentran en la mayor parte
de los pacientes, tanto en familiares como en esporadicos, ya que se han descrito en el
20-40% y en el 5-10%, respectivamente, de las series estudiadas'®*®°. Ademas, las
mutaciones del gen SQSTM1 muestran una penetrancia incompleta, enfatizando el
papel de los factores ambientales y de otros genes modificadores, en la etiologia de la
enfermedad. Por lo que a dia de hoy, se continda investigando la existencia de
mutaciones en otros genes asociados a esta entidad, debido a la heterogeneidad
genética que presenta ?’*'*, Los candidatos mas claros son aquellos que, al igual que
el gen SQSMT1/p62, estan relacionados con la osteoclastogénesis. El sistema
RANKL/RANK/OPG constituye una via de sefalizacion clave en la determinacion del
balance del remodelado 6seo, siendo un sistema de comunicacion intercelular que
regula especialmente la osteoclastogénesis, tanto la diferenciacion como la activacion

de los osteoclastos® . El equilibrio entre OPG y RANKL y la unién de este dltimo a su

113



Introduccion

receptor RANK es clave en la determinacién del estado anabdlico o catabdlico del
hueso. Una alteracién en dicho sistema de sefializacion RANKL/RANK/OPG provocaria
una desregulacion del remodelado 6éseo y como consecuencia estados patolégicos que
afectan principalmente al metabolismo 6seo como en la EOP %,

La importancia del sistema RANK/RANKL/OPG como regulador fisiolégico de la
remodelacion 6sea en humanos se ha demostrado mediante la identificacion de
mutaciones en componentes de esta via en sujetos con enfermedades Oseas
hereditarias caracterizadas por un aumento del recambio éseo, con fenotipos similares
a la EOP clasica (figura 21)?®. Por lo tanto, individuos con mutaciones con pérdida de
funcién y/o deleciones que afectan al gen TNFRSF11B (OPG), conducen a un mayor
acceso de RANKL a RANK, y facilita el desarrollo de la Enfermedad de Paget Juvenil

(JPD, Juvenile Paget's disease)®" 2%

, un trastorno poco frecuente, de aparicién en la
infancia o en la nifiez con una tasa de recambio 6seo elevada, deformidad 6sea
progresiva, dolor 6seo generalizado, fracturas Oseas patoldgicas y sordera, que
recuerdan a la EOP clasica.

Otro gen involucrado en la aparicion de estos trastornos hereditarios 6seos, es el gen
TNFRSF11A, que codifica la proteina RANK, donde la presencia de una activacion
constitutiva de RANK, debido a la existencia de mutaciones de insercion en el exon 1,
favorece el desarrollo de diferentes patologias como la ostedlisis expansiva familiar
(FEO, familial expansile osteolysis), la hiperfosfatasia esquelética expansiva (ESH,
Expansile skeletal hyperphosphatasia) y la enfermedad 6sea de Paget familiar de inicio
temprano, EOP juvenil y la enfermedad panostética expansiva Osea'>*!°°283284315.316
Estas mutaciones interfieren en el procesamiento normal de la proteina RANK y
provocan la activacion de los osteoclastos a través de la activacion del NF-kB
independientemente de la estimulacion del RANKL. Estos sindromes son trastornos
graves, presentan una herencia autosémica dominante con una alta penetrancia, y se
manifiestan con sordera y pérdida de denticion en la infancia y en la adolescencia
seguida del desarrollo de lesiones osteoliticas expansivas en la edad adulta
temprana®®".

Dado que estas patologias Oseas hereditarias comparten caracteristicas clinicas,
radiolégicas e histologicas con la EOP clasica, y los genes implicados en su desarrollo
juegan un papel importante en la osteoclastogénesis a través de la ruta de sefializacion

RANK/RANKL/OPG/NF-kB, la mayor parte de la atencion investigadora en la busqueda
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de genes candidatos en relacion al desarrollo de la EOP clasica, se ha centrado en
estos genes TNFRSF11A y TNFRSF11B. A pesar de estas evidencias, en la actualidad,
no se han identificado mutaciones en los genes TNFRSF11B (OPG) y TNFRSF11A

(RANK) como causa de EOP clasica 25329027,
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Figura 21. Osteopatias hereditariassy el sistema de sefializacion RANK/RANKL/OPG/NF-kB.
[Adaptado de Whyte MP et al, 2002]*°

1.3.1. Gen TNFRSF11B y proteina OPG en la enfermedad 6sea de Paget

El gen TNFRSF11B, codifica la sintesis de la osteoprotegerina (OPG), regulador clave
en la formacion de osteoclastos y en la resorcion 6sea osteoclastica. Se encuentra
localizado en el cromosoma 8 (24.12, constituido por 5 exones que codifican un
transcrito (2345pb), a partir del cual se sintetizar& una glicoproteina de 401
aminoacidos. OPG es un miembro de la superfamilia de receptores TNF, que carece de
dominio transmenbrana por lo que es soluble y sera secretada al exterior de la célula
osteobléastica, actuando como un receptor sefiuelo soluble para RANKL al que se une
competitivamente, inhibiendo asi la osteoclastogénesis, siendo su funcion
fundamental®”?®*. La OPG previene la unién de RANKL a RANK en osteoclastos y por
ende, inhibe la diferenciacién y activaciéon de los osteoclastos®*®"?%, Reflejando este
hecho, los ratones con la sobreexpresion de OPG desarrollan osteopetrosis debido al
fallo en la formacion de osteoclastos mientras que los ratones knockout para la OPG
(OPG inactiva) desarrolla osteoporosis y fracturas, causado por un aumento del
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recambio 0seo. Numerosos estudios han demostrado la importancia de este gen en el
remodelado 6seo y su implicacion en la EOP. Estudios in vivo con modelos animales
tratados con OPG han demostrado una marcada supresion de la resorcion 6sea y un

%291 Por el contrario, la existencia de

aumento del hueso cortical y esponjoso
mutaciones en regiones codificantes del gen TNFRSF11B, ocasiona la pérdida de
funcion de dicha proteina. Dicha disfuncién de la proteina OPG se ha descrito asociado
a la Enfermedad dsea de Paget Juvenil (JPD), también conocida como Hiperfosfatasia
idiopatica o familiar, hiperfosfatasemia congénita o idiopatica, hiperfosfatasia hereditaria
o hiperostosis cortical deformante juvenil®®*?®. La forma juvenil de la enfermedad 6sea
de Paget es diferente a la del adulto. El defecto se localiza en el cromosoma 8qg24,
ocasionado por mutaciones recesivas que acontecen una pérdida de funcibn o
deleciones del gen TNFRSF11B. Como consecuencia de este defecto, la sintesis de
OPG es deficiente. Bajo condiciones normales, la OPG inhibe la diferenciacion del
osteoclasto y de esta manera la resorcion y remodelacién 6sea. Esta entidad presenta
una herencia autosémica recesiva con una prevalencia de <1 / 1.000.000 habitantes®*®,
se caracteriza por un alta tasa de recambio 6éseo con aumento de la resorcion y
formacion 6sea, resultando un aumento del hueso cortical y trabecular, asociando una
elevacion persistente de fosfatasa alcalina sérica. Se presenta en la infancia
ocasionando deformidades O6seas generalizadas y progresivas con dolor, déficit en el
desarrollo con estatura baja, aumento progresivo del perimetro craneal, deformidad de
huesos largos, dificultad en deambular, pectus carinatum (“pecho de paloma”),
debilidad muscular y pérdida temprana de la denticion. Puede observarse retinopatia y
ceguera, cllicos renales recurrentes debido a la presencia de nefrolitiasis, asi como
calcificaciones vasculares generalizadas. Como complicaciones de esta entidad se
encuentra el desarrollo de fracturas patologicas, alteraciones de la estatica con
cifoescoliosis y protrusiébn acetabular, sordera neurosensorial a consecuencia del
crecimiento anémalo de los huesos del craneo, osteoporosis y retraso en el desarrollo
motor®?82911%0 | 5 primera descripcion clinica de la JPD es realizada por Bakwin y

Eiger **, y posteriormente Whyte *%°

identifican una deleccién homocigoética de 100 kb
gue afectaba al gen TNFRSF11B en dos pacientes navajos, causando déficit de OPG
con concentraciones circulantes séricas indetectables y por ende el origen de esta
entidad JPD. Posteriormente, Cundy y colaboradores®®?, describieron una familia de

origen iraqui, en la que tres de nueve hermanos presentaban JPD, identificando una
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delecién homocig6tica de 3 pb en los pacientes afectos, probablemente por la pérdida
de un residuo de aspartato que esta altamente conservado en este gen®?. Hasta la
fecha, se han identificado diferentes mutaciones homocigotas que afectan a regiones
codificantes del gen TNFRSF11B en diferentes familias afectas de JPD (tabla
3)29°297:320:323 ' e ocasionan una deficiencia o ausencia de la OPG funcional, es decir,
la inactivacion completa de la proteina y por ende una activacion sin contraregulacion
de la sefializacion de RANK en los huesos y en otros tejidos, como el sistema
cardiovascular. En los diferentes estudios genéticos realizados, y en base a la
correlacion genotipo-fenotipo, se observé que las mutaciones que afectaban al dominio
rico en residuos de cisteina localizado en el extremo N-terminal de la proteina, causan
la interrupcién en la regién de unién al RANKL, presentando un fenotipo mas grave®®’.
En cambio, las mutaciones de insercion o delecion localizadas en el extremo C-terminal
presentaran un fenotipo leve ?’. En relacién al estudio funcional, se identificé que la
deleciéon de un residuo de arginina en el codén 162, alteraba la unibn a RANKL y
demostr6 que afectaba también a la glicosilacion de la proteina OPG causando una
acumulacion anormal de dicha proteina en el interior celular®®. Posteriormente y
analizando el efecto de estas mutaciones del gen TNFRSF11B en JPD, plantearon la
posibilidad de evaluar si variantes génicas en este locus podrian predisponer a la EOP
clasica, pero los estudios genéticos realizados no mostraron resultados positivos, es
decir, no se identificaron mutaciones asociadas, por los que fue excluido este gen como
causa de EOP clasica'®*?** #%?8" A pesar de estos hallazgos, diferentes polimorfismos
del gen TNFRSF11B 28%993%  ge han descrito asociados con la EOP clasica. Un
estudio de casos y controles de pacientes con EOP, en la poblacion belga, mostré una
asociacion entre un polimorfismo C505T localizado en el intron 2 del gen TNFRSF11B y
EOP esporadico®®®. También se ha descrito una asociacion alélica entre un marcador
de microsatélite cercano a TNFRSF11B y EOP. Posteriormente, se llevo a cabo en la
poblacion inglesa, un estudio caso-control, con 312 pacientes afectos de EOP y 378
controles, asi como un estudio genético de transmision familiar, de 66 familias con EOP
y 140 descendientes, donde se observé una asociacion significativa del polimorfismo
G1181C con la poblacion afecta de EOP. Esta variante G1181C asociada, predice un
cambio de aminoé&cido de lisina por asparagina en el codon 3 del exén 1 del gen
TNFRSF11B **. Se encontré una mayor prevalencia del alelo “G” en la posicién 1181

en los pacientes afectos de EOP esporadico y familiar en comparacion con controles
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(Odds Ratio: 1,55 (Cl95%: 1,11-2,16)), también se observo una mayor frecuencia de
transmision en los pacientes afectos dentro de las familias, sin encontrarse asociado a
la mutacion del gen SQSMTL1. Posteriormente estos hallazgos fueron confirmados en
una cohorte holandesa y otra belga, mostrando mayor significacion en la asociaciéon de
este polimorfismo con los pacientes afectos de EOP, Unicamente en la poblacion de
mujeres®®.

En los dos estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) que se han realizado
en la poblacion afecta de EOP, no evidenciaron asociaciones significativas entre

variantes génicas de este gen y la poblacion de estudio **+*%?

aunqgue no se llevd a cabo
un subandlisis en funcién del género. Por consiguiente en la actualidad, es incierta la

posible asociacion del gen TNFRSF11B con la poblacion EOP clasica.

Tabla 3. Enfermedades hereditarias del metabolismo éseo causadas por mutaciones en los
genes RANKL, RANK y OPG.

Patologia

Duplicacién 18pb en la posicién 84 Osteolisis expansiva Hughes AE et al,
(exonl) familiar (2000)***
(84dup18)
Duplicacién 27pb en la posicién 75 Paget de inicio temprano Hughes AE et al,
(ex6n 1) (2000)™*
(75dup27)
WNEREIFEVASH  Duplicacion 15pb en la posicion 84 Hiperfosfatasia Whyte MP, et al.
RANK (exo6n 1) expansiva esquelética (2002)*%
(84dup15)
Duplicacién 15pb en la posicién 87 EOP juvenil Whyte MP, et al.
(exon 1) (2014)*"®
(87dup15)
Duplicacién 12pb en la posicién 90 Panostética expansiva Schafer AL, et al.
(ex6n 1)(90dup12) 6sea (2014)%°
Delecién de aminoacidos (145-177) Osteopetrosis Sobacchi C, et al,
autosémica recesiva (2007)**
TNFRSF11 Cambio de nucledtido (596T-A) Osteopetrosis
RANKL exon 8 ambos alelos autosOmica recesiva
Deleciéon de 2 Osteopetrosis
nucleotidos828_829delCG autosémica recesiva
Delecién de 100pb (OPG inactiva) Enfermedad Paget Whyte MP, et al
juvenil (fenotipo severo) (2002)**°
Delecién de 20pb en el exon 3 Enfermedad Paget Chong B, et al
juvenil(fenotipo severo) (2002)%"
Insercién CTCG en el exén 1 Enfermedad Paget Grasemann C et al,
(proteina truncada) juvenil(fenotipo severo) (2017) 3%°
==Lz, Delecion intragénica de 250pb ~ Enfermedad Paget Naot et al, (2014) ***
OPG (exén 1) juvenil(fenotipo severo)
InsercionTT/delecionTGA (exdn 5) Enfermedad Paget Chong B, et al
juvenil(fenotipo (2002) *’
moderado) Whyte MP, et al
(2007) 3%
Janssens K et al,
(2005) 3%
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1.3.2. Gen TNFRSF11 y proteina RANKL en la enfermedad 6sea de Paget

El gen TNFRSF11 (miembro 11 de la superfamilia del ligando del factor de necrosis
tumoral) o OPG ligando es un gen de 45Kb localizado en el cromosoma 13q14. Codifica
a la proteina RANKL, una proteina transmenbrana de tipo Il, que contiene 317
amino&cidos expresada a partir de un transcrito de 2195 pb que incluye 5 exones. Se
expresa principalmente en los osteoblastos, células estromales de la medula 6sea y en
los ganglios linfaticos®®®. Esta proteina participa en la activacion de la
osteoclastogénesis por su union a RANK en los pre-osteoclastos, asi como en la
actividad del los osteoclastos y en su supervivencia. Un aumento de la produccion de
RANKL por las células de estirpe osteoblasticas conduce a la diferenciacion, activacion
y supervivencia de osteoclastos, lo que da como resultado un aumento de la resorcion
6sea. Los ratones Knockout para RANKL padecen osteopetrosis grave®®.

Las mutaciones localizadas en el gen TNFRSF11 se han asociado a la osteopetrosis
autosémica recesiva, donde se objetiva en el estudio histomorfométrico ausencia de
osteoclastos con disfuncion del remodelado 6seo. En el estudio genético se han
identificado tres mutaciones diferentes (delecién de los aminoacidos 145-177, un
cambio de nucleétidos (596T-A) en el exdn 8 en ambos alelos, deleccién de dos
nucleétidos (828 829delCG)), que causarian la pérdida de las cadenas BF, RG y BH de
RANKL, ocasionando alteraciones en la trimerizacién de esta proteina, impidiendo asi
la activacion de la osteoclastogénesis®®.

A pesar de su implicacion y su importancia en la ruta de sefializacion
RANKL/RANKL/OPG, como regulador fisiolégico del remodelado 6seo, a dia de hoy no
se han identificado mutaciones ni polimorfismos que favorezcan el desarrollo de la EOP

clasica.

1.3.3. Gen TNFRSF11A y proteina RANK en la enfermedad 6sea de Paget

El gen TNFRSF11A (Miembro 11 A de la superfamilia de receptores del factor de
necrosis tumoral. Este nombre refleja la homologia entre el gen y el dominio
extracelular del receptor del factor de necrosis tumoral), se encuentra situado en el
cromosoma 18¢g22.1 y codifica la sintesis de la pro