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7. Caracterizacién de una nueva mutacién en el exon 6 del gen SQSTM1
en pacientes con enfermedad dsea de Paget
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1 Unidad de Medicina Molecular, Departamento de Medicina, Universidad de
Salamanca; 2 Servicio de Reumatologia, Hospital Clinico Universitario de
Salamanca; 3 Instituto de Investigacion Biomédica de Salamanca (IBSAL)

Introduccién: El gen del sequestosomal (SQSTM1) se traduce en
una proteina de 62kDa a la cual se la denomina proteina p62. La
proteina p62 induce la proliferacion celular a través de la activa-
cién de la ruta NF-kB, proceso fundamental en la maduracion de
los osteoclastos y, por tanto, en la resorcion y remodelado 6seos.
La enfermedad 6sea de Paget (EOP) es un trastorno focal del
hueso que afecta de forma segmentaria al esqueleto. La alteracion
principal reside en los osteoclastos que aumenta en ndmero,
tamano y actividad. Como resultado, se produce un hueso de
estructura abigarrada y andrquica que altera las propiedades
mecdnicas.

Se ha descrito una fuerte tendencia a la agregacion familiar (15-
40%). Su herencia tiene un patrén autosémico dominante con alta
penetrancia y un mecanismo multifactorial que no puede justifi-
carse por una sola mutacion genética. El gen candidato mas plau-
sible es el gen SQSTM1.

Objetivo: Estudio molecular del gen Sgstml en pacientes con
enfermedad 6sea de paget familiar.

Material y métodos: Extraccion de DNA de sangre periférica.
Anilisis molecular del gen sqstm1 mediante per de exones 6, 7'y
8. Secuenciacion automdtica en ABI 3000. Andlisis I silico
mediante los programas bioinformiticos sift, polyphen y pmut.
Estudio poblacional mediante dHPLC (Denaturing High Presure
Liquid Chromatography).

Resultados y discusion: Se estudiaron 21 familias, todas ellas
con pacientes con diagnéstico probado de EOP. Se realizé el estu-
dio de los exones 6, 7 y 8 del gen SQSTM1 en el DNA genémico
del paciente mediante PCR y posterior secuenciacion automatica
con Big DyeTerminators en el analizador genético ABI 3000.
Nuestros resultados muestran que 8 de las 21 familias estudiadas
(38.09%) eran portadoras de una mutacion en el gen SQSTM1. En
tres de las ocho familias aparece la mutacion p.E273D, no descri-
ta en la bibliografia hasta el momento. La mutaciéon pE273D estd
localizada en el exén 6 del gen SQSTM1 y en el primer dominio
PEST de la proteina p62.

Como los estudios “in silico” la clasifican como mutacion patogé-
nica, realizamos un estudio poblacional en 100 alelos de indivi-
duos sanos mediante dHPLC (Denaturing High Pressure Liquid
Chromatography). En ninguno de los controles se encontré dicha
mutacion.

Conclusiones:En el gen SQSTM1 se han descrito 20 mutaciones
exonicas localizadas en los exones 6, 7 y 8 relacionadas con la
aparicion de EOP en los pacientes portadores. Nosotros aporta-
mos una nueva mutacion no descrita hasta ahora, p.E273D.

8. Importancia de FGF23 y PTH en la regulacién de la via de Wnt y sus
inhibidores
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Introduccion: En el hiperparatiroidismo secundario (HPTs) hay
incremento del remodelado 6seo y reduccion de formacion ésea. En
un estudio previo con ratas con HPTs observamos que el incremen-
to de PTH y FGF23 se asocié con aumento significativo de la expre-
sion de genes relacionados con recambio 6seo y con inhibicion de
la via de Wnt, cambios compatibles con lo observado en pacientes.
Objetivo: El objetivo del presente trabajo fue evaluar in vitro el
efecto de PTH y FGF23 sobre la expresion de genes y proteinas
relacionados con el recambio 6seo y la via de Wnt.

Material y métodos: Se cultivaron osteoblastos UMR106 con 10-
7 M de PTH 1-34 y/o FGF23 (1000 ng/mL) y Klotho (5 6 50

ng/mL). Tras 48 horas, se extrajo ARN y proteinas para su andlisis.
Resultados: El cultivo conjunto con PTH y FGF23 aument6 sig-
nificativamente la expresion de genes relacionados con el recam-
bio 6seo (Osteocalcina, Runx2 y Catepsina K) asi como de los
inhibidores de la via de Wnt (Sfrp1, Sfrp4 y Dkk1). Ese aumento
se observo también a nivel de proteina con un incremento de la
relacion pp-catenina/p-catenina. El cultivo independiente con
varias concentraciones de FGF23 y de Klotho mostré resultados
similares. Por el contrario, el cultivo con PTH mostré resultados
similares en relacion con el recambio 6seo (aumentd la expre-
sion génica de Osteocalcina, Runx2 y Catepsina K), pero opues-
tos en relacion a los inhibidores de la via de Wnt, observando
una reduccion significativa de ARN y proteina que guardé rela-
cion con el descenso significativo de pp-catenina/p-catenina.
Conclusiones: Nuestros resultados indican que la inactivacion
de la via de Wnt y la sobreexpresion de Sfrpl y Dkk1 observada
en el sHPT, se deberia al incremento de FGF23 y no de PTH.
Estos resultados sugieren otro nuevo papel del FGF23 involu-
crandolo en procesos de regulacion de la via Wnt.

9. La chaperona de histonas, HIRA, regula la masa 6sea

Romdn-Garcia P, Sharan K; Raphel L, Mouse Genetics Project, Yadav VK

Systems Biology of Bone, Wellcome Trust Sanger Institute, Cambridge (United
Kingdom)

Introduccion: Las delecciones en heterocigosis de la region cro-
mosomica 22q11.2 (cominmente conocidas como sindrome de
DiGeorge) afectan a aproximadamente uno de cada 3.000 naci-
mientos. Se pierde una region de al menos 20 genes y se han
asociado muchas caracteristicas clinicas con esta deleccion; sin
embargo, el gen o genes responsables de los efectos sobre el
metabolismo 6seo son atn desconocidos.

Objetivo: El objetivo de este estudio es identificar el gen o genes
responsables de las perturbaciones en el metabolismo 6seo en el
sindrome de DiGeorge.

Material y métodos: Métodos: Se utilizo siRNA para causar el
silenciamiento de los genes implicados en la deleccion 22q11 y
se midio el efecto de dicho silenciamiento en la proliferacion y
diferenciacion en células osteoblasticas OB6. La expresion géni-
ca se midi6 mediante RT-qPCR. La proliferacion se midi6 como
la sintesis de ADN (incorporacién de BrdU) y la diferenciacion
como actividad de la fosfatasa alcalina. Los niveles de
Osteocalcina y CTx séricos se midieron mediante ELISA en suero
de raton. El desarrollo 6seo en etapas embrionarias se evalué
usando preparaciones esqueléticas "whole mount” a los 18,5 dias
de desarrollo embrionario. La histologia del hueso se realizé en

ratones de 8 semanas de edad, utilizando secciones descalcifica-
das e inclusion en metil-metacrilato. El sistema de analisis de
Osteomeasure se utilizé para histomorfometria dinamica.
Resultados: Los 20 genes implicados en la delecion 22q11 fueron
silenciados con éxito en células osteobldsticas OB6. De esos 20 genes
silenciados, solo se encontré que el silenciamiento de Hira, un gen
que codifica para una chaperona de histonas con el mismo nombre,
mostro un efecto negativo tanto en la proliferacién de osteoblastos
(-25,5%) como en la diferenciacion (-30,2%) en comparacion con
células control. Se encontré que los ratones homocigotos para HIRA
eran letales durante el desarrollo embrionario, pero no se detecté
ninglin defecto en la formacion de hueso durante dicho desarrollo.
Ratones heterocigotos de 8 semanas mostraron una masa 6sea signi-
ficativamente baja comparados con sus controles wildtype de la
misma camada: 34% menos de volumen de hueso/volumen total,
con menor nimero de osteoblastos. La osteocalcina sérica era signi-
ficativamente inferior, pero sin cambios en CTX en suero, lo que con-
firma una formacion 6sea defectuosa. Los osteoblastos primarios de
calvaria proveniente de ratones heterocigotos mostraron una dismi-
nucion significativa en la proliferacion, diferenciacion y mineraliza-
cién en comparacion con los osteoblastos de WT, lo que sugiere un
efecto especifico de HIRA en los osteoblastos.

Conclusiones: Es este estudio sugiere que HIRA, una chapero-
na de histonas, tiene un papel importante en las alteraciones del
metabolismo 6seo en el contexto del sindrome de DiGeorge de
una manera especifica en el tipo celular osteoblastico.
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10. Asociacion de WNT16 y BCL9 con el fenotipo de la coxartrosis
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Introduccion: En las articulaciones artrésicas existe una destruc-
cion del cartilago articular y una respuesta del hueso subcondral
a esta lesion. En funcion de esta respuesta 6sea, se ha clasifica-
do la artrosis en hipertréfica o atrofica, segin existan o no gran-
des osteofitos. Los mecanismos patogénicos que determinan la
evolucion hacia cada uno de estos tipos de artrosis son descono-
cidos.

Objetivo: Dado el papel de la via Wnt en la homeostasis 6sea,
nos planteamos analizar si los polimorfismos de esta via Wnt
estan asociados con el patrén radiologico de la coxartrosis.
Material y métodos: Se estudiaron 236 pacientes con coxartro-
sis grave que iban a ser sometidos a artroplastia. Se clasificaron
las lesiones como atroficas o hipertroficas siguiendo los criterios
de Kellgren Lawrence. Se aislo ADN de sangre periférica y se ana-
lizaron 72 SNPs de los genes WNT1, WNT10A, WNT16, FZD5,
DVL2, TCF7L1, BCL9, SFRP1 y SFRP4.

Resultados: Al comparar los casos con artrosis atrofica e hiper-

trofica, encontramos diferencias significativas en las frecuencias
genotipicas de los SNPs de WNT16 rs2908004 (P=0,0412) y
1s2707466 (p=0,0163). En este Gltimo caso existia una interaccion
significativa con el sexo (p=0,02) y en el andlisis estratificado la
relacion se mantenia s6lo en hombres (OR 3,5; P=0,0004). En
BCL9 fueron los SNPs rs10900382 (p=0,0079), 1s2353525
(p=0,0075) y 1s3737843 (p=0,0062) los que presentaron diferen-
cias estadisticamente significativas entre ambas formas de artrosis.
Este Gltimo SNP mostraba una interaccion significativa con el sexo
(p=0,0004) y al estratificar la asociacién Gnicamente se mantenia
en las mujeres (OR 4,2; p=0,0001)

Conclusiones: Algunos polimorfismos de los genes WNT16 y
BCL9 pueden contribuir a determinar la respuesta 6sea periarticu-
lar y por tanto, la evolucion hacia formas atréficas o hipertroficas
de la artrosis de cadera.

Discusién: Ultimamente varios estudios han encontrado asocia-
cion entre diferentes alelos del gen WNT16 y la densidad mineral
6sea en muneca, cadera y columna lumbar. Recientemente, nues-
tro grupo ha encontrado asociacion entre los SNPs rs2908004 y
15270746 de WNT16 y la masa 6sea y su distribucion espacial en
la cadera. Cabe pensar que ello pudiera contribuir a la diferente
respuesta del hueso a la lesion del cartilago en la coxartrosis. En
estudios previos, hemos observado que algunos polimorfismos
del gen BCL9 se relacionan con el riesgo de artrosis. Los resulta-
dos actuales apoyan esa relacion.

11. Denosumab: un tratamiento innovador y eficaz para el granuloma
reparativo mandibular de células gigantes

Quesada Gomez JM, Dean Ferrer A, Alamillos ¥, Ruiz Masera JJ, Navarro Valverde C,
Bravo E Seoane C
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Hospital Universitario Reina Sofia, RETICEF, Cordoba

Introduccion: El granuloma reparativo de células gigantes
(GRCG) es una lesion expansiva y destructiva de la mandibula,
positivo para los marcadores de osteoclastos, que afecta a ninos
y adultos jovenes, con predileccion femenina lesiones de rapido
crecimiento, a pesar de su apariencia histologica inocente, tiene
un comportamiento agresivo, dramdtico, imitando una lesion
maligna. El tratamiento convencional consiste en la enucleacion
quirdrgica y curetaje, con una tasa de recurrencia del 15-20%. El
tratamiento quirtirgico es agresivo, precisando incluso reseccion
mandibular "en bloque". El tratamiento médico (inyecciones intra-
lesionales de esteroides, subcutianea (sc) de calcitonina, o interfe-
rén alfa) tiene una eficacia limitada. Contrarrestar la activacion de
los osteoclastos en GRCG para inhibir el posible papel fisiopato-
l6gico de RANKL podria ser una herramienta terapéutica. El deno-
sumab es un anticuerpo monoclonal totalmente humano que se
une e inhibe RANKL, evitando la activacion de la via RANK, que

ha demostrado su potencial terapéutico y seguridad ademas de en
osteoporosis en el tratamiento del tumor de células gigantes del
hueso.

Objetivo: Describir el uso terapéutico de denosumab (Prolia®) en
dos pacientes jovenes con GRCG recurrente de la mandibula (20
y 21 anos).

Material y métodos: Después del fracaso de la reseccion del
GRCG e inyecciones de esteroides intra-lesionales. Uso compasi-
vo de denosumab fue aprobado por el Comité de Etica del
Hospital Reina Sofia, y administrado en una dosis de 60 mg sc
cada tres meses y 1.000 mg de calcio y 1.000 UI de vitamina D
todos los dias.

Resultados: Poco después de iniciar el tratamiento, ambos pacien-
tes se recuperaron del dolor y la tumefaccion mandibular desapa-
recié. Después de un ano de tratamiento sin efectos secundarios,
tanto la ortopantomografia y la tomografia computarizada mostra-
ron regresion la regresién completa del tumor, con recalcificacion
adecuada en ambos pacientes. La perforacion de cortical mandi-
bular desaparecio y fue totalmente cubierta por hueso nuevo.
Conclusiones: El denosumab podria representar una opcion de
tratamiento médico para pacientes con GRCG evitando la destruc-
cion y dramdtica desfiguracion de la mandibula, incluso sin nece-
sidad de cirugia.

12. Efectos de PTH(1-84) frente a ranelato de estroncio en la masa y
arquitectura femoral y vertebral en un modelo experimental de osteo-
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Introduccion: Aunque el ranelato de estroncio (StR) y la PTH(1-
84) se han mostrado eficaces en el tratamiento de osteoporosis
(OP) del vardn, sus efectos sobre la microarquitectura 0sea no
han sido estudiados en detalle.

Objetivos: Evaluar comparativamente la accion sobre la arqui-
tectura 6sea lumbar y femoral de distintas dosis de PTH(1-84) y
StR en un modelo experimental de OP masculina.

Material y métodos: Se dividieron 60 ratas Sprague-Dawley
macho de 6 meses en 6 grupos: SHAM (intervencion simulada);
OQX (orquidectomizadas); PTH50 (OQX tratados con PTH 50
ug/kg/dia VO); PTH10 (OQX con PTH 10 ug/kg/dia VO); STR600
(OQX con ranelato 600 mg/kg/dia SC); y SrR250 (OQX con rane-
lato 250 mg/kg/dia SC). Los tratamientos comenzaron a los 6
meses de la cirugia y duraron 3 meses. Se extrajeron el fémur
derecho y la vértebra L5 para su andlisis estructural y de densi-
dad mineral 6sea (DMO) con micro-CT.

Resultados: El hueso trabecular muestra un claro deterioro en el

grupo OQX con respecto al SHAM, tanto en fémur como en vérte-
bra, que se frena parcialmente con la dosis baja de PTH(1-84) y de
manera mucho mds clara con la alta. Esta mejoria proviene princi-
palmente de un engrosamiento de las trabéculas existentes con poca
formacion de trabéculas nuevas. Por el contrario, ninguna de las
dosis empleadas de SrR ha mostrado mejoria con respecto al grupo
OQX. Algo similar ocurre con la DMO trabecular. Los grupos trata-
dos con StR presentan valores cercanos al grupo OQX, mientras que
los grupos tratados con PTH(1-84) se muestran cercanos al SHAM.
En la estructura cortical, la OQX también provoca una pérdida de
grosor y volumen. Ambas dosis de PTH(1-84) mejoran los para-
metros estructurales corticales con respecto a OQX, especialmen-
te la dosis alta, pero no ocurre lo mismo con el StR, que mues-
tra valores similares al grupo OQX. Sin embargo, los tratamien-
tos con SrR muestran un llamativo aumento de la DMO cortical
con respecto al grupo OQX e incluso al grupo SHAM.
Conclusiones: La OQX causa un grave empeoramiento de la
microestructura y de la DMO. Las dosis utilizadas de StR han teni-
do un efecto practicamente inapreciable sobre la estructura osea,
aunque han producido un gran aumento de la DMO cortical. Por
otro lado, las dosis de PTH(1-84), y en especial la de 50 ng, han
conseguido mantener pardmetros estructurales y DMO muy simi-
lares al grupo SHAM. Son necesarios ensayos biomecdnicos para
estimar los cambios en la resistencia 6sea total inducidos por
ambos regimenes terapéuticos.

Agradecimientos: Este trabajo ba sido financiado parcialmente
por la Axencia Galega de Innovacion, Xunta de Galicia
(10CSAOO4E).




