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SUMMARY







Paget's disease of bone (EOP) is a skeletal, focal and chronic disorder of
unknown cause in which the number, size and activity of osteoclasts are
increased, and an accelerated bone remodeling occurs. The resulting bone
tissue is immature and not laminar, highly vascular, with higher volume and
lower resistance. At present, the hypothesis of synergistic actions of

environment and genetic factors is accepted to explain the origin of PDB.

Bone is a complex tissue composed of several cell types that undergo a
continuous renewal and repair process termed "bone remodeling”. Despite the
need of an adequate vascularization for bone remodeling, it is not well konwn if
the primary control of angiogenesis in the bone is intrinsic to osteoblasts,
osteoclasts or to certain populations of ECs. Although vascularization
temporally precedes bone formation, it would be possible that angiogenesis is

driven primarily by factors released by osteoblasts, osteoclasts or osteocytes.

The key factor molecules involved in angiogenesis are Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), VEGF receptor (VEGFR), Nitric Oxide (NO)
and Endothelin (ET).

VEGF plays a critical role in bone development, in disorders of bone
remodeling such as osteoporosis, and in bone repair. Some authors
hypothesize that specific vessels within the haversian system are able to

express VEGF

ET1 promotes bone formation and two studies associated ET1 levels
with PDB.

Endothelial NO Synthase (eNOS) probably represents the main NOS

isoform in the regulation of bone formation.

We consider that PDB hypervascularization expresses an alteration of
bone angiogenesis which accompanies osteoclastogenesis and the
development of the basic multicellular unit. For this reason, we have carried out
a study of different genetic variants related to the process of angiogenesis in
patients with PDB in order to identify any association with the development of

PDB or with its phenotypic expression.



We have studied 264 patients diagnosed with PDB.

125 sex-matched healthy subjects over 40 years old without previous
history of PDB were recruited as healthy controls. Genotyping of Single
Nucleotide Polymorphisms (SNP) rs699947 and rs833061 within VEGFA gene,
rs2071559 within VEGFR2 gene, rs530 in ET1 gene and rs2070744 within
eNOS gene was performed using TagMan® 5" -exonuclease allelic
discrimination assays (Applied Biosystems®).

We found that AC genotype of rs699947 and CT genotype of rs833061,
both located within VEGFA gene, were associated with skull involvement. We
also found significant association between CC genotype of rs699947 and an

older age at diagnosis.

We found statistically significant differences in genotype distribution of
variant rs 2071559 within VEGFR2 gene between PDB patients and controls.
Homozygous CC genotype and allele C were associated with an increased risk
of developing PDB. The same genotype was associated with increased risk of

developing disease complications.

The analysis of the ET1 variant rs5370 showed an association of the TT
genotype with an increased risk of developing familial PDB and with an inactive
disease at time of diagnosis.

Analysis of the eNOS variant rs2070744 showed that allele C was

associated with an active disease at diagnosis.

Our study shows for the first time that rs2071559 located within VEGFR2
gene is associated with an increased susceptibility to develop PDB and its
complications, which reinforces the importance of the involvement of vascular

factors in the development of the disease.

Furthermore, rs3070 in ET1 gene is related to the development of familial
PDB in our cohort, supporting a genetic predisposition to the disease.



Finally, there is an association of rs699947 and rs833061 within VEGFA
gene, rs2071559 in VEGFR2 gene, rs5370 in ET1 gene and rs2070744 within
eNOS gene with the PDB phenotype, in relation to the involvement of certain
bones and the natural history of this disease, so, we assume that certain
features of the disease may also have a genetic basis related to changes that

affect angiogenesis.
It is an important step forward towards the understanding of this disease.

Further studies are needed to learn about the specific mechanisms that

links the gene modifications with the disease.
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INTRODUCCION







Introduccién

1 Enfermedad Osea de Paget.

La enfermedad Osea de Paget (EOP) es un trastorno esquelético,
cronico y focal, de causa desconocida, que se suele diagnosticar a partir de los
60 afios. El numero, tamafio y actividad de los osteoclastos estan aumentados,
y se produce un remodelado 0seo acelerado. El tejido 6seo resultante es
inmaduro y no laminar, muy vascularizado, aumentado de volumen y con

resistencia disminuida (Ralston et al. 2012).

1.1 Resefa historica.

Puede que la EOP exista desde que los primeros vertebrados poblaban
la tierra. Recientemente se han descrito las alteraciones éseas caracteristicas
de la EOP en una vértebra de Dysalotosaurus lettowvorbecki, un dinosaurio de
la era jurasica, lo que hipotéticamente situaria los origenes de la enfermedad

en 150 millones de afios (Witzmann et al. 2011).

El primer caso descrito, un varén de 46 afios con deformidad de tibia
izquierda, se publico en 1876 por Sir James Paget quien consideré que se
trataba de un problema 6seo inflamatorio y lo denominé “osteitis deformans”
(figura 1). Con el paso de los afios desarroll6 deformidad craneal, sordera vy,
finalmente, un osteosarcoma en el radio izquierdo a causa del cual fallecié a los
68 afios (Paget 1876). Afos después, Paget presentdé 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 extremidades inferiores, la pelvis y el craneo. Los huesos se agrandan y se
hacen mas maleables, y aquellos que soportan peso llegan a curvarse de

forma antinatural’(Paget 1882).
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Fig.1. Primer paciente diagnosticado de osteitis deformante. Tomado de Paget 1876.

1.2 Epidemiologia.

Actualmente, la EOP es la enfermedad metabdlica ésea mas frecuente
tras la osteoporosis. Suele diagnosticarse por encima de los 60 afios, y es rara
por debajo de los 40, predominando ligeramente en los varones (Davie et al.
1999).

Tiene una distribucion geogréfica irregular y ha sido descrita en casi
todos los lugares del planeta (Cooper et al. 1999; Corral-Gudino et al. 2013). Es
una enfermedad que afecta principalmente a pacientes de ascendencia
britanica. Asi, la enfermedad es frecuente (en torno al 4 %) en Inglaterra (van
Staa et al. 2002), areas de Australia, Nueva Zelanda (Reasbeck et al. 1983) o
Norteamérica (Guyer et al. 1980) y rara (menos del 1 %o) en Africa (Dahniya

1987), Asia o la peninsula escandinava.

En Espafa la prevalencia esta en torno a 1,2 % de la poblacién mayor
de 55 afios. Resultados previos de nuestro grupo demostraron una prevalencia
del 1,7% en la provincia de Salamanca (Del Pino et al. 1986; Del Pino-Montes
et al. 2009).

Ademas de la peculiar distribucion de la enfermedad entre los distintos
paises, en de cada uno de ellos existen diferencias marcadas entre regiones
vecinas, pues existen regiones donde se produce una acumulacion significativa
de casos (focos de alta prevalencia). El foco mas conocido es el de Lancashire,
con una prevalencia en la poblacion mayor de 55 afos del 7% (Barker et al.
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1980). En Espafa son varios los focos de alta prevalencia descritos: Sierra de
La Cabrera-Madrid 6,4% (Morales et al. 1990) o Vitigudino-Salamanca 5,7%
(Miron-Canelo et al. 1997).

En algunos de los focos espafioles se han postulado diversos factores
epidemioldgicos (consumo de aguas no tratadas, consumo de carne de bovidos
no controlada sanitariamente, contacto con perros) como posibles
contribuyentes a la alta frecuencia de casos. Estos podrian ser origen y fuente
de un hipotético factor exdgeno necesario para el desarrollo de la enfermedad.
Por otra parte, es caracteristico en los focos espafioles un cierto aislamiento
geografico y una notable endogamia, lo que, junto a la alta incidencia de casos
familiares en dichas zonas, apoya la presencia de un componente hereditario

en la génesis de la enfermedad.

Diversos estudios sugieren que la prevalencia y la gravedad de la EOP
estan disminuyendo en la mayor parte de las regiones estudiadas. Su
frecuencia parece estar disminuyendo en las regiones conocidas de alta
prevalencia, pero no ocurre lo mismo en todas las zonas analizadas. Se han
propuesto algunos motivos posibles, como cambios de los patrones
migratorios, mejoria de la alimentacion, estilo de vida sedentario o disminucion

de las infecciones (Corral-Gudino et al. 2013).

1.3 Etiologia.

A lo largo de los afios se han expuesto multiples hipotesis para tratar de
explicar el origen de la EOP. Las causas no son bien conocidas y existen
algunas controversias. Se considera actualmente una enfermedad multifactorial

con participacion de factores ambientales y genéticos.
1.3.1 Factores ambientales.

Su distribucion irregular y los cambios en su incidencia apoyan la

participacion de factores ambientales.

La hipotesis de una infeccidn virica persistente surgié al observar en los

osteoclastos inclusiones intracelulares similares a las nucleocapsides de los
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paramyxovirus (Rebel et al. 1974; Rebel et al. 1980). Sin embargo, a lo largo de
los afios, la validez de esta teoria ha sido puesta en duda por multiples equipos
de investigadores (Helfrich et al. 2000), ya que estas formaciones intracelulares
podrian ser el resultado de una alteracion en la autofagia (Hocking et al. 2010;
Del Pino-Montes et al. 2007). También se han relacionado con otros factores,
como dietas pobres en calcio y déficit de vitamina D en la infancia, consumo de
carne de vacuno no controlada en la infancia (Morales et al. 1988) o consumo
de aguas no purificadas (Miron-Canelo et al. 1997), contacto con perros
durante la infancia o juventud (Holdaway et al. 1990), excesiva carga mecanica

sobre el esqueleto, y diversos toxicos ambientales (Lever 2002).
1.3.2 Factores genéticos.

Desde que en 1904 se publicara el primer caso familiar de EOP,
multiples estudios han sugerido la presencia de un componente hereditario en

la etiopatogenia de la enfermedad.

Existe una fuerte tendencia a la agregacion familiar que varia segun las
fuentes entre el 15 y el 30% (Seton et al. 2003; Tan et al. 2014). El riesgo
relativo de padecer la enfermedad es 7 veces superior entre los familiares de
pacientes con la enfermedad (Siris et al. 1991). El patron de herencia es
autosémico dominante con alta penetrancia y mecanismo multifactorial, que no

puede justificarse por una sola mutacion genética.

El gen que ha mostrado mayor susceptibilidad es el Sequestosoma-1
(SQSTM1) (Albagha et al. 2013; Layfield et al. 2004), localizado en el brazo
largo del cromosoma 5 (5g35), que codifica la proteina p62. En ella confluyen
las vias de sefalizacion de los receptores de interleucina 1 (IL-1), factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa) y ligando del receptor activador del factor nuclear
Kappa B (NF-kB) (RANKL) (Geetha et al. 2002) (figura 2). Se han identificado
diversas mutaciones, hasta en el 50 % de casos familiares y en el 15 % de los
esporadicos, localizadas en el dominio de unién a ubiquitina (UBA) (Layfield et
al. 2004; Michou et al. 2006; Ralston et al. 2012). Ademas, se ha conseguido
un modelo murino de EOP por manipulacién genética (Daroszewska et al.
2011).
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Nuclear Membrane

Fig.2. Funciones de la proteina p62 en los osteoclastos. Tomado de Ralston et al 2012.

Variaciones en la proteina p62 causan un desacoplamiento en la
activacion de la ruta NF-kB que se traduce en un gran incremento de la
osteoclastogénesis, base patogénica del desarrollo de la EOP (figura 3)
(Hocking et al. 2004).
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z ¥

Fig.3. Mecanismo de activacion de los osteoclastos en pacientes
con mutaciéon del SQSTM1. Tomado de Ralston et al 2012.

Otros genes candidatos para el desarrollo de EOP son: el factor
estimulante de colonias 1 (CSF1), que codifica el factor estimulante de las
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colonias de macréfagos (M-CSF); el TNSRSF11A, que codifica el receptor
activador del factor nuclear Kappa B (RANK); el OPTN que codifica la
optineurina (OPTN) y el TM7SF4 que codifica la proteina transmembrana
especifica de célula dendritica (DC-STAMP) (Albagha et al. 2010). Ademas de
éstos, recientemente, nuestro grupo de investigacion también ha relacionado
distintitos genes implicados en el proceso de la autofagia como candidatos para
desarrollar la enfermedad: ATG16L1, ATG5 y ATG10 (Usategui-Martin et al.
2015).

1.3.3 Modelo integrado.

Ninguna de las dos teorias anteriormente expuesta puede explicar por si
sola la patogénesis de la EOP. Por este motivo, en la actualidad se acepta la
hipétesis que considera la EOP como el resultado de la actuacion sinérgica de
factores ambientales y genéticos. En una edad temprana, los precursores
osteoclasticos podrian ser sensibilizados por un factor ambiental adin no
conocido. El condicionamiento genético explicaria la susceptibilidad individual
para acabar desarrollando o no la enfermedad afios después (Reddy 2004;
Vallet et al. 2015).

1.4 Patogénesis.

Tres moléculas participan en la diferenciacion, proliferacién y activacion
osteoclastica: RANK, codificado por el gen del receptor de la superfamilia del
TNF-11A (TNFRSF11A), RANKL, codificado por el gen TNFSF11, vy
osteoprotegerina (OPG), codificada por el gen TNFRSF11B.

En la EOP los osteoclastos tienen una sensibilidad aumentada para
RANKL, con el resultado de un aumento de la activacién de los osteoclastos. El
recambio 6seo estd acelerado, con un aumento exagerado de la resorcion
O0sea, seguido de una rapida formacion ésea “‘compensadora” de la misma
intensidad. El resultado es un hueso inmaduro, desorganizado y no laminar,
con numerosas lineas de cementacion en “mosaico” que alterna el tejido
cortical con secciones irregulares de patron trabecular (“woven bone”). La

mineralizacion es normal. Los huesos afectados estan aumentados de tamafo
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y son menos compactos, mas vascularizados y susceptibles a la fractura o la
deformacion. Con el paso del tiempo, la hipercelularidad disminuye y
permanece un hueso escleroso, poco activo. A esta Ultima fase se la denomina
Paget “quemado” o agotado. En la evolucion de cada lesién 6sea se distinguen
tres etapas: la osteolitica con predominio osteoclastico, la mixta, en la que
coinciden lesiones liticas y escleroticas, y la tercera fase con predominio de la
esclerosis. Las etapas evolutivas de la enfermedad pueden verse al mismo

tiempo en distintas zonas enfermas de un mismo sujeto (Del Pino et al. 2014).

1.5 Manifestaciones clinicas.

La enfermedad tiene una larga fase asintoméatica y hasta un 70% de los
pacientes con EOP no refieren ningun tipo de sintomatologia a lo largo de la

evolucion (Tiegs et al. 2000).

Las manifestaciones clinicas propias de la EOP son el dolor y la
deformidad 6sea, a las que se suman las provocadas por las complicaciones
(Tan et al. 2014). Las localizaciones afectadas con mas frecuencia son la pelvis
(58-80%), la columna (40%), los fémures (32%), el craneo (20-30%) y la tibia
(16-20%). En segundo orden se encuentran las escépulas (5%), las claviculas
(4%), las costillas (4%) y los huesos de la cara (Guma et al. 2002). En
ocasiones se limita a un solo hueso (enfermedad monostética), aunque con
frecuencia suelen afectarse varios huesos no contiguos (enfermedad
poliostotica) (Bolland et al. 2013). Durante la evolucion no suelen aparecer
lesiones distintas a las diagnosticadas inicialmente.

El dolor es, probablemente, el sintoma mas frecuente. El dolor de origen
0seo se describe como sordo, profundo, poco localizable, de predominio
nocturno y que aumenta con la carga. Suele coincidir con un aumento de la
actividad de la enfermedad. Se atribuye a la deformidad periostica, al aumento
de la vascularizaciéon y a las microfracturas. Mucho mas frecuente es el dolor
secundario a complicaciones, especialmente por atrapamiento neurolégico o

deformidades articulares (Vasireddy et al. 2003).
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Las deformidades esqueléticas son mas evidentes en los huesos largos,
el craneo y las claviculas. Los huesos largos se incurvan (incurvacion anterior
de la tibia y anterolateral del fémur) por el aumento del volumen y maleabilidad
oseos (figuras 4 y 5). El crecimiento del tamafio y las deformidades craneales y
faciales pueden transformar la fisonomia del paciente (Del Pino-Montes et al.
2009).

Fig.4. Deformidad clinicay radioldgica del radio en paciente con EOP.

|

Fig.5. Tibia “en sable” en paciente con EOP.
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El aumento de la vascularizacibn 6sea puede acompafiarse de un
incremento del calor local, mas apreciable en los huesos superficiales como la
tibia (Altman 1980).

1.6 Complicaciones.

Se han descrito diversas complicaciones: artropatia degenerativa,
neuroldgicas, fracturas, alteraciones cardiacas, trastornos metabdlicos y

tumores 0seos (Seton 2013).
1.6.1 Artropatia secundaria por vecindad.

Es causa de dolores mecanicos. Cuando la lesion asienta en la
proximidad de una articulacibn modifica el hueso subcondral y altera la
congruencia articular. La coxopatia y la artropatia de rodilla son las mas

frecuentes (Hadjipaviou et al. 1986).
1.6.2 Fracturas.

Son frecuentes las fracturas patoldgicas o trauméticas (figura 6),

especialmente las fracturas femorales y tibiales (Melton et al. 2000).
1.6.3 Complicaciones neuroldgicas.

Se deben a una compresion directa de estructuras neuroldgicas o a
insuficiencia vascular secundarias al crecimiento 6seo y a fenémenos de robo

vascular por la hipervascularizacion 6sea, respectivamente (Bone 2006).

La sordera, de predominio neurosensorial, es muy frecuente cuando se
afecta la base del crdaneo (hueso temporal) (Monsell et al. 1995). Mas
raramente pueden encontrarse alteraciones visuales, neuralgia del trigémino o
pardlisis facial por la compresion de otros pares craneales (Eretto et al. 1984).
Una complicacion excepcional es la paraplejia y la hidrocefalia como
consecuencia de una platibasia adquirida con invaginacion de la apofisis

odontoides en el agujero occipital (Douglas et al. 1981). El sistema nervioso

11
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intrarraquideo puede afectarse por compresion medular o radicular y por

isquemia (McCloskey 2002).
1.6.4 Afectacion bucodental.

La localizacion mandibular es causa de maloclusion e hipercementosis.

La extraccion dentaria puede ser muy dificultosa (Ralston 2013).
1.6.5 Complicaciones cardiovasculares.

Es rara la insuficiencia cardiaca congestiva de elevado gasto, que se
atribuye a “robo” parcial del volumen sanguineo circulante por aumento de la
red vascular en las zonas afectas, que actuarian como fistulas. La cuarta parte
de los pacientes tienen estenosis adrtica por calcificacion valvular. También
son frecuentes los bloqueos completos o incompletos del sistema de

conduccion (Ralston 2013).
1.6.6 Alteraciones del metabolismo del fosforo y del calcio.

La gran actividad metabdlica 6sea puede condicionar hipercalcemia e
hipercalciuria en pacientes inmovilizados. La prevalencia de hiperparatiroidismo
en la EOP es mayor que en la poblacion general, y debe sospecharse en

pacientes ambulatorios con hipercalcemia (Ralston 2013).
1.6.7 Tumores 0seo0s.

La transformacion tumoral del hueso pagético, especialmente a
osteosarcoma, es una complicacion rara que aparece en menos del 0,5 % de
los pacientes. Tiene un mal prondstico por la frecuente extension local y

desarrollo de metéastasis pulmonares (Hansen et al. 2006).

1.7 Diagnostico.

En la mayoria de los casos (75%) el diagnéstico de EOP es casual,
sugerido por el hallazgo, en analisis que fueron realizados por motivos distintos
al estudio del metabolismo 6seo, de niveles elevados de fosfatasa alcalina (FA)

en ausencia de patologia hepatica, o bien por la presencia de cambios

12
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radiograficos sugerentes en radiografias practicadas por otros problemas
médicos (Guma et al. 2002).

1.7.1 Marcadores de recambio 6seo (MRO).

La elevacion de los MRO reflejan las modificaciones del metabolismo
0seo. La FA total y la isoenzima 6sea de la FA (marcadores de la formacion
Osea), el fragmento aminoterminal del propéptido del colageno | (PINP) y el
telopéptido aminoterminal (marcadores de resorcion 0sea), se encuentran
elevados en las fases de actividad metabdlica de forma proporcional, lo que da
idea del acoplamiento entre los procesos de formacion y resorcion. El resto de
los parametros metabdlicos 6seos son normales en los enfermos con EOP,
salvo en pacientes inmovilizados con enfermedad extensa (la desaparicion del
estimulo de la carga desajusta el acoplamiento entre formacién y resorcién a
favor de esta ultima), o coexistencia de hiperparatiroidismo primario. Debido a
su amplia disponibilidad, su baja variabilidad y su bajo precio, la FA total es el
mejor marcador de uso clinico para la EOP. El PINP es mas especifico y puede
ser util como prueba de segunda linea cuando la FA es normal o esta
levemente elevada, o cuando existe elevacion de otras enzimas hepaticas y se
sospecha EOP activa (Bolland et al. 2013; Selby et al. 2002).

1.7.2 Radiologia simple.

La radiologia simple suele ser la base del diagnéstico (figura 6 y 7), ya
gue sus caracteristicas son facilmente reconocibles (tabla 1). Las imagenes
varian segun la fase evolutiva y el tipo de hueso (tabla 2). Es dificil encontrar
pacientes en la primera fase y lo habitual es hacerlo en fases mas avanzadas.
La lesidn no suele afectar al hueso en toda su extension y el limite entre las
zonas sana y enferma aparece como una imagen litica (“en forma de V” en la
diafisis de los huesos largos). La tomografia computadorizada y la resonancia
magnética no suelen aportar mas datos que la radiologia simple, aunque
pueden ser (tiles en algunos pacientes con complicaciones como estenosis del

canal medular o degeneracién sarcomatosa (Del Pino et al. 2014).

13
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Tabla.l. Imagenes caracteristicas en la radiografia de la EOP.

e Engrosamiento del diploe e imagenes algodonosas en craneo
e Veértebras en marco

e Engrosamiento trabecular de las vértebras

e Vértebras hiperdensas (vértebra de marfil)

e Engrosamiento de la linea iliopectinea (iliopubiana) en pelvis
e Engrosamiento rama isquiopubiana en pelvis

e Protusion acetabular

¢ Incurvaciones y fracturas en forma de fisuras corticales en huesos largos

Tabla.2. Evolucién de la lesion radioldgica en la EOP.

e Fase precoz: principalmente litica

o Imagen “V” invertida en huesos largos
o “Osteoporosis circunscripta” en craneo (frontal y/o occipital)

e Fase mixta: lesiones liticas y esclerosas

o Engrosamiento cortical (formacion subperidstica)
o Pérdida de la diferenciacion entre la cortical y la medular
o Acentuacion (engrosamiento o rarefaccion) de las trabéculas
o Osteolisis en diéfisis y esclerosis en metéfisis
o Aumento del tamafio del hueso
e Fase tardia
o Engrosamiento de huesos largos
o Aumento del tamafio de los huesos (formacién subperidstica)
o Fracturas de estrés transversales en huesos largos
o Esclerosis
= Aumento de densidad uniforme

= Areal mixtas de esclerosis y radiotransparencia

14
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Fig.6. Afectacion de tibia en paciente con EOP.

Fig.7. Vértebra en marco en paciente con EOP.
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1.7.3 Gammagrafia 6sea.

La gammagrafia 6ésea con bisfosfonatos (BSF) marcados con tecnecio-
99 ofrece imagenes de aumento de captacion (3-5 veces la del hueso normal)
en zonas de incremento de la vascularizacién y actividad osteoblastica (figura
8). Aungue poco especifica, tiene una gran sensibilidad para detectar lesiones,

incluso las muy precoces aun no visibles en la radiografia (Selby et al. 2002).

Fig.8. Gammagrafia 6sea en paciente con EOPy

afectacion de fémur, pelvis y columna lumbar

1.7.4 Biopsia.

La biopsia 6sea no suele ser necesaria para el diagnostico, aunque
puede ser util para el diagndstico diferencial con los tumores. Los hallazgos
mAas caracteristicos son la presencia de trabéculas andémalas, 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
(figura 9) (Seitz et al. 2009).

16
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Fig.9. Biopsia 0sea de paciente con EOP de larga evolucion. OB: osteoblasto. OC:
osteoclasto. W: hueso anémalo (“woven”9. L: hueso laminar normal. MF: fibrosis de

medula 6sea). Tomado de Vallet et al 2015.

1.8 Tratamiento.

Los objetivos terapéuticos son limitar la progresion y las complicaciones,

asi como controlar las manifestaciones clinicas.
1.8.1 Indicaciones.

Las guias de préctica clinica (Devogelaer et al. 2008; Ralston 2013; Siris
et al. 2006; Takata et al. 2006; Lojo et al. 2012) coinciden en sefalar como
indicacién absoluta el tratamiento de los pacientes sintoméaticos, con dolor 6seo
primario y con enfermedad metabdlicamente activa, insuficiencia cardiaca,
fisuras corticales, las fracturas completas, la hipercalcemia, y como prevencion
del sangrado local en los pacientes que van a ser sometidos a cirugia del

hueso afectado.

Algunos autores consideran indicado el tratamiento de pacientes en fase
precoz para prevenir el desarrollo de la enfermedad, ya que los BSFs revierten
las lesiones liticas y mejoran la histologia 6sea. Ademas, podrian limitar el
desarrollo de deformidades 6seas en huesos largos que soportan peso y en

huesos faciales. Aunque no hay estudios que lo confirmen, en pacientes con
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enfermedad activa podria prevenirse la aparicion o la progresion de diversas
complicaciones como la artropatia por lesiones en la vecindad articular, la

sordera o la compresion neuroldgica (especialmente la intrarraquidea).

Se asume que en los pacientes mas jovenes, menores de 60 afos, la
progresion de la enfermedad puede desarrollar complicaciones a largo plazo, y
el tratamiento podria evitar su aparicion. En este sentido, algunas guias
proponen iniciar tratamiento cuando la FA total supere el doble del nivel
superior de la normalidad. Habitualmente se evalla la actividad de la
enfermedad mediante la FA sérica, aunque Renier y colaboradores afirman que
esto no seria totalmente correcto (Renier et al. 1984), ya que, si no se tiene en
cuenta la extension de la enfermedad, se puede subestimar enormemente la

actividad de la misma en las formas monostadticas.

En el horizonte terapéutico de cualquier enfermedad se postula la
posibilidad de un tratamiento preventivo. En el caso de la EOP se ha propuesto
si el tratamiento con BSFs en fases preclinicas podria eliminar los osteoclastos
pagéticos y evitar el desarrollo de la enfermedad. Esto podria ser interesante
especialmente en los sujetos con mayor riesgo, como son los hijos SQSTM1
positivos de padres con EOP. Esta en desarrollo un ensayo clinico con &acido
zoledrénico (ZOL), el estudio ZiPP (Zoledronate in the Prevention of Paget’s
disease; ISRCTN11611770), cuyos resultados pueden aclararnos esta

posibilidad.
1.8.2 Farmacos.

El tratamiento especifico esta dirigido a suprimir la actividad

osteoclastica en las lesiones pagéticas.

Los BSFs tienen una accion antirresortiva intensa y prologada. Debe
asociarse calcio (1.000-1.500 mg/dia) y vitamina D (800 Ul/dia) para evitar la
hipocalcemia y el déficit de vitamina D, que pueden conducir a trastornos de la
mineralizacién. En la tabla 3 se muestran los BSFs usados en la EOP (Ralston
2013). El farmaco de primera elecciébn es el ZOL, debido a su eficacia,
comodidad y seguridad (Reid et al. 2005; Reid et al. 2011).
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La calcitonina ha dejado de estar indicada porque sus escasos

beneficios no compensan los riesgos de su utilizacion.

Se han comunicado buenos resultados en algunas experiencias aisladas
con otro antirresortivo potente como denosumab, pero no esta autorizado para

esta indicacion (Schwarz et al. 2012).

El tratamiento sintomatico con analgésicos, anti-inflamatorios no
esteroideos y farmacos coadyuvantes, se utiliza en los pacientes con escasa 0
moderada actividad. Ademas, la rehabilitacion y las ayudas para la marcha,

mejoran la calidad de vida del paciente.

Tabla.3. BSFs usados en el tratamiento de la EOP.

Etidronato’t 400mg/dia durante 3-6 Diarrea, nauseas, dolor
meses abdominal
. 400mg/dia durante 3 Diarrea, nauseas,
Via oral Tiludronatot meses dispepsia
; 30mg/dia durante 2 . . .
Risedronatota meses Dispepsia, esofagitis
Alendronatot§ 40mg/dn|]25d:srante 6 Dispepsia, esofagitis
. 30-60mg/dia durante 3 | Sindrome pseudo-gripal,
. SEmCEnE e dias hipocalcemia
Via intravenosa Sind d inal
ZOL§B 5mg, infusion Gnica N r%’;ﬁfjﬁgm?ég”pa'

* Practicamente no se utiliza

1 Contraindicado si la tasa de filtracion glomerular es menor de 30 ml/minuto por 1,73 m2 de

superficie corporal total

a 60-70 % buena repuesta medida por MRO

I No tiene indicacion en los paises europeos

§ Contraindicado si la tasa de filtracion glomerular es menor de 35 ml/minuto por 1,73

B 90 % normalizacion MRO

1.8.3 Cirugia.

En caso de fractura, deformidad o artropatia pagética, puede estar

indicada la cirugia. En relacion con las fracturas limitadas a la cortical, algunos
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autores recomiendan la consolidacion con un clavo, para asi evitar la fractura

completa (Parvizi et al. 2006).
1.8.4 Evaluacion de la eficacia.

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 conveniencia de seguir la respuesta terapéutica a
través de los MRO, siendo la FA total suficiente en la mayor parte de los casos.
Aunque el ideal es su normalizacién, 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 (Vallet et al. 2015; Reid et al. 2011).

No se recomienda repetir el tratamiento antes de los 6 meses del
tratamiento previo. La principal indicacion es la reaparicion de los sintomas.
También es aconsejable cuando aparezca una nueva lesion radiolégica litica.
Algunas guias proponen tratar nuevamente cuando se observe una
reactivacion con un aumento de la FA total 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

normalizacion (Ralston et al. 2008).

20



Introduccién

2 Remodelado 6seo y angiogénesis.

2.1 Fisiopatologia del remodelado 6seo.

El hueso es un tejido complejo compuesto de varios tipos de células que
se someten a un proceso continuo de renovacion y reparacion denominado
“remodelado 6seo". Este recambio ocurre a la vez en distintas regiones del
esqueleto, presentando distintos grados de actividad y desarrollo en cada una
de ellas (Sims et al. 2014).

Los dos tipos principales de células responsables del remodelado 6seo
son los osteoclastos, que resorben el hueso, y los osteoblastos, que forman
matriz 0sea nueva (figura 10). Ambos procesos estan interrelacionados

ocurriendo de forma secuencial (Riancho et al. 2011).

( X X X X L )

T

[ ] L] .. L e ..
D& & o0
° @ * e® @ «* e’ @
Reposo: Resorcion: Formacion:
Cels. de revestimiento Osteoclastos Osteoblastos

Fig.10. Esquema del remodelado 6seo. Tomado de Riancho et al 2011.

Los osteoclastos son células de origen hematopoyético, que derivan de
la fusién de precursores mononucleares de la estirpe granulo monocitica (CFU-
GM: Unidades Formadoras de Colonias Granulo Monociticas), que derivan a su
vez de células madre hematopoyéticas (CMH). La diferenciacion, activacion y
supervivencia de los osteoclastos son reguladas en respuesta a la expresion

coordinada de distintas moléculas reguladoras incluyendo la proteina c-Fos,
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RANK, M-CSF, RANKL y OPG (figura 11). (Tanaka et al. 1993; Teitelbaum
2000).

OC maduro
OC multi- activo
CMH cPOC nucleado
Diferenciacion Fusion oo Maduracién
YO
)
M-CSF/c-Fms RANKL Gestes
PU-1 TRAF-6 Integrina 3
MITF c-Fos clC-7
Bel-2 NF-kB Atpé6i
NFATc1 CatK
FCRy CAll
DAP12
DC-STAMP
Gab2
Atp6v0d2

Fig.11. Proceso de diferenciacion, fusiéon y maduracién

del osteoclasto. Tomado de Arboleya et al 2013.

Los osteoclastos son células macrofagicas, multinucleadas y altamente
especializadas, capaces de hidrolizar la matriz del hueso, tanto la parte
inorganica (hidroxiapatita), como la organica (coldgeno y otras proteinas). El
mecanismo que da lugar a la activacion local de los osteoclastos no es bien
conocido. Se ha propuesto que, bien las células precursoras de los
osteoclastos, bien otras células presentes en el tejido 6seo (osteoblastos,
osteocitos, células del sistema inmune), reconocerian un cambio en la
superficie 6sea por su envejecimiento y la necesidad de un recambio, lo cual
daria lugar al envio de sefales que activarian a los osteoclastos (Sims et al.
2008).

RANK es expresado en los osteoclastos y sus precursores. Es miembro
de la superfamilia de receptores de TNF. RANKL es producido por los
osteocitos, células T activadas, osteoblastos y células estromales de la médula

O0sea hematopoyética. La union RANKL-RANK promueve la diferenciacién de
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osteoclastos y favorece su supervivencia mediante la activacion de la via del
NFkB (Theill et al. 2002).

OPG, un tercer miembro de la familia de los receptores de TNF, también
interviene en el desarrollo de los osteoclastos. OPG es un receptor proteico
soluble que compite con RANK, actuando como un receptor sefiuelo en su
unién con RANKL. La relacién entre los niveles de OPG y RANKL es critica
para la regulacion la actividad de los osteoclastos, controlando la activacion de
RANK en los osteoclastos. Tanto RANKL como OPG son secretados por
osteoblastos, osteocitos y células estromales, y sus niveles estan regulados por

multiples factores sistémicos y locales (figura 12) (Hofbauer et al., 2000).

Otros factores locales bien conocidos que regulan la osteoclastogénesis
y la activacion de los osteoclastos son IL-1, IL-6, IL-4, IL-18, interferon (IFN) (3,
IFNa, TNF y factor transformante B (TGFB), entre otros. Ademas, existen
distintos factores sistémicos que regulan la osteoclastogénesis y la activacion
de los osteoclastos como la hormona paratiroidea (PTH), la vitamina D, la
calcitonina, los estrégenos y andrégenos, los glucocorticoides, y las hormonas
tiroideas (figura 12) (Datta et al. 2008).

Corticoides RANKL =--=-- &
Vitamina D .
PTH x 1
PTHrP v ]
B Lo+
v

Fig.12. Efectos de los factores hormonales sobre
RANKL y OPG. Tomado de Riancho et al 2011.
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Los osteoblastos, por otro lado, son células de origen mesenquimal, que
se diferencian a partir de células estromales de la médula 6sea en respuesta a
la activacion del factor de transcripcion CBFAL (figura 13) (Harada et al. 2003).

Condrocitos
Mioblastos

/ 7\.\\‘] Adipocitos
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mesenquimal Osteoprogenltoras /

Preosteoblastos
Osteoblastos Apoptosis
Runx2 Runx2
FGF Osx Runx2
EVM:D Wnt VOVSX
n nt (

NFATcH \
MITF FGF Ca—
SATB2 NFATcH : o
BAPX1 ATF4 Células del linning

Fig.13. Proceso de diferenciacién de los osteoblastos. Tomado de Arboleya et al 2013.

Durante el ciclo de remodelado 06seo, el hueso viejo o dafado es
eliminado por los osteoclastos, que secretan acidos y enzimas proteoliticas,
como la catepsina k, en la superficie del hueso. Posteriormente, los
osteoclastos migran fuera de la zona del hueso que ha sido sometido a la
resorcibn y se eliminan por apoptosis. Ellos son reemplazados por los
osteoblastos, que establecen nueva matriz 6sea en forma de matriz osteoide
no mineralizada. Mas tarde, el osteoide se calcifica para formar hueso maduro.
Durante la formacién de hueso, algunos osteoblastos quedan incrustados
dentro de la matriz 6sea y se diferencian a osteocitos. Los osteocitos estan
interconectados entre si y con las células sobre las superficies del hueso a
través de una serie de largos procesos citoplasméaticos. Se cree que los
osteocitos actan como sensores de tension mecanica en el esqueleto,

respondiendo a estos cambios (Sims et al. 2014).

La hipétesis actual apoya el papel de los osteocitos en el control del

remodelado 0seo a través de la esclerostina (SOST) y OPG de origen
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osteocitico. Ademas, la apoptosis de los osteocitos en una determinada region
Osea se acompafiaria de un aumento de RANKL y la consiguiente activacion de
la osteoclastogénesis (figura 14) (Bonewald 2011; Kogianni et al. 2007).

—
e e
Nutrients, hormones, =
-
and growth factors .~

/ Howship's
/ lacunae

/
/
Bone-lining ,’
cells % Osteoblast

Osteoclast

Bone

Fig.14. Interaccidn entre osteocitos, osteoclastos y osteoblastos

durante el remodelado 6seo. Tomado de Niedzwiedzki et al 2015.

El remodelado 6seo estd regulado por varias hormonas sistémicas,
como ya se ha comentado, sin embargo, el que exista una cronologia diferente
dentro de un mismo sistema permite suponer que la secuencia de eventos
celulares que conforma el proceso de remodelado estd controlada
principalmente por los factores locales que forma el microambiente éseo, como
oxido nitrico (NO), prostaglandinas, factores de crecimiento y citoquinas (Sims
et al. 2014).
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2.2 Acoplamiento entre la angiogénesis y el metabolismo

0seo.

Los vasos sanguineos y las células Oseas deben estar firmemente
acoplados para asegurar una estrecha proximidad fisica durante los cambios
fisiolégicos en el remodelado 6seo y durante la reparacion del hueso después

de una lesion o de un tratamiento quirargico (Carano et al. 2003).

La morfogénesis vascular es un elemento esencial en el proceso de
modelado necesario para el desarrollo de los huesos y la reparacion del
esqueleto post-natal, con los vasos sanguineos sirviendo como plantilla
estructural en torno al cual se lleva a cabo el desarrollo del hueso. La
vascularizacién no sélo es esencial para el aporte de oxigeno y nutrientes al
hueso, sino que también juega un papel vital en la comunicacion entre células
madre &seas, progenitores osteogénicos, osteoblastos, osteoclastos y
osteocitos (Brandi et al. 2006; Gerber et al. 1999).

Los huesos planos se desarrollan por osificacion intramembranosa,
mientras que los huesos largos lo hacen por osificacion endocondral. La
osificacion intramembranosa resulta de la diferenciacion de los precursores
mesenquimales en osteoblastos, mientras que la osificacion endocondral
comienza durante la embriogénesis cuando las células mesenquimales se

diferencian en condrocitos (Mackie et al. 2008).

Asi, el hueso cortical es modelado alrededor del sistema Haversiano,
con un vaso sanguineo sirviendo de eje, mientras que el hueso trabecular es
modelado alrededor de las estructuras vasculares que se infiltran en las
columnas vacias que quedan después de la apoptosis de los condrocitos
durante la formacion endocondral del hueso. En el hueso adulto, el espacio
medular estd dispuesto alrededor de los sinusoides vasculares, que sirven
como un nicho en el que las células madre osteogénicas y hematopoyéticas
residen como una unidad basica asociada a la remodelacion 0sea (figuras 15y
16) (Sacchetti et al. 2007).
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Fig.15. Esquema de la unidad de remodelado en el

hueso cortical. Tomado de Sims et al 2014.
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Fig.16. Esquema de la unidad de remodelado en el
hueso trabecular. Tomado de Sims et al 2014.

Estas observaciones sugieren una codependencia reciproca entre los
tejidos vascular y esquelético, en el que cada tejido proporciona sefiales
morfogenéticas o sefiales ambientales que son cruciales para el desarrollo del

otro. Ademas, estudios recientes han mostrado que la morfogénesis vascular y
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esquelética son interdependientes unos de otros (Dilling et al. 2010; Eshkar-
Oren et al. 2009).

En estudios de desarrollo, se encontraron precursores osteogénicos
asociados intimamente con la invasién de los vasos sanguineos (“pericyte-like”)
durante la formacién endocondral del hueso embriolégico y en la curacion del
hueso tras fracturas, identificando la participacion especifica de los precursores
de osteoblastos en el acoplamiento vascular y osteogénico, fundamental para
el desarrollo del hueso endocondral y la reparacion, destacando la importancia
de los factores derivados de los osteoblastos en el acoplamiento de las

actividades de formacién de hueso con la vascularizacion (Maes et al. 2010).

En humanos, la curacion de fracturas se ve comprometida en gran
medida en situaciones de mala cobertura muscular o en dafios a la
musculatura debido a un trauma del lecho vascular del musculo. En estudios
experimentales, el desarrollo de isquemia del miembro inferior conduce a un
retraso en la curacion de fracturas, mientras que la insuficiencia vascular
asociada al envejecimiento de los animales se ha asociado con una reparacion
disminuida de fracturas (Lu et al. 2007; Lu et al. 2008).

En relacion con el proceso de remodelado éseo, predominante en el
hueso maduro, a diferencia del modelado Gseo, se inicia con la activacion de
los osteoclastos. En este sentido, se ha demostrado la importancia del
endotelio en la ontogenia y el reclutamiento de osteoclastos in vitro, ya que la
adhesién de precursores de osteoclastos a las células endoteliales induce su
diferenciacion en elementos mas maduros y su agrupacién para formar

grandes células multinucleadas (Formigli et al. 1995).

Por otro lado, las deficiencias en el suministro vascular o una
vascularizacién 6sea inadecuada se han relacionado con una disminucion de la
formacion O0sea y la masa 0sea. Asi, se han descrito cambios significativos en
el hueso trabecular, la hematopoyesis, y vasos de la médula 6sea en la
osteoporosis primaria y el envejecimiento, poniendo de relieve el posible papel
de un defecto de la microvasculatura en la patogénesis de la osteoporosis
(Burkhardt et al. 1987).
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Sin embargo, a pesar de la dependencia de una vascularizacion
adecuada, todavia no se ha definido si el control primario de la angiogénesis en
el hueso es intrinseca a los osteoblastos, osteoclastos o a poblaciones de
células endoteliales y, aunque la vascularizacion precede temporalmente a la
formacion de hueso, seria posible que la angiogénesis del hueso fuera
impulsada en primera instancia por factores liberados por osteoblastos,
osteoclastos u osteocitos (figuras 17 y 18) (Chim et al. 2013).
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Fig.17. Factores angiogénicos producidos en la unidad

de remodelado 6seo. Tomado de Chim et al 2013.
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Fig.18. Modelo hipotético que muestra la regulacion de la angiogénesis por

osteoblastos, osteoclastos y osteocitos. Tomado de Chim et al 2013.
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3  Principales reguladores de la angiogeénesis.

3.1 Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) vy
receptor de VEGF (VEGFR).

VEGF es un regulador clave de la angiogénesis fisiologica durante el
desarrollo embrionario, el crecimiento postnatal y la homeostasis. VEGF
potencia la proliferacion, migracion y supervivencia de células endoteliales (CE)

y promueve la permeabilidad vascular (Ferrara et al. 2003).

Aungque las CEs son el objetivo principal de VEGF, se piensa que
generalmente no expresan VEGF y que, en lugar de ello, responden al VEGF
secretado de forma paracrina (Couffinhal et al. 1997). Ademas, se especula
que la expresion en la CE tanto del receptor como del ligando podria llevar a
una retroalimentacién positiva peligrosa, causando sobreproliferaciéon, como se
observa en hemangiomas (Hamlat et al. 2005) y en la génesis tumoral (Tang et
al. 2004). Sin embargo, se ha demostrado que las CEs pueden expresar VEGF
bajo condiciones hipdxicas (Namiki et al. 1995), por lo que parece que las CEs
podrian ser sensibles a su propia produccién de VEGF, significando que las
sefiales mediadas por VEGF autocrino también podrian ser importantes para el
mantenimiento de la homeostasis vascular (Lee et al. 2007). Algunos
investigadores postulan que solo las CEs de las arterias pueden segregar
VEGEF en ciertas condiciones (dela Paz et al. 2009; Maharaj et al. 2006).

La expresion continuada de VEGF vy la activacion constitutiva de VEGFR
en practicamente todos los tejidos adultos apoyan el concepto de que VEGF es
esencial para la integridad y/o el mantenimiento de la vasculatura adulta,
jugando ademas un papel importante en una variedad de patologias (Maharaj
et al. 2007).

El miembro més estudiado de la familia, VEGFA, es uno de los
principales promotores de la angiogénesis tanto fisioldgica como patoldgica, y

pertenece a una familia de proteinas homodiméricas que consta de seis
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miembros: VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, VEGFE y el factor de

crecimiento placentario (PGF) (Cross et al. 2003; Ferrara et al. 2003).

El gen de VEGFA humano esté localizado en el cromosoma 6 y consta
de ocho exones y siete intrones. Procesamientos alternativos producen
transcripciones de mRNA que codifican al menos seis isoformas de la proteina
de 121, 145, 165, 183, 189 y 206 aminoacidos de longitud. Estas isoformas
varian en su afinidad para la union con heparina y en su afinidad con la matriz
extracelular (ECM). Las isoformas de mayor tamafio, como VEGF-206 y
VEGF-189, se unen a la heparina con gran afinidad y son, ademas, retenidas
en su practica totalidad en la ECM. La isoforma de menor tamafio, VEGF-121,
no se une a la heparina y se difunde libremente. Debido a que el dominio de
unioén a la heparina parece ser fundamental para la actividad mitética, se piensa
que la isoforma VEGF-165 representa la mejor union entre disponibilidad y

potencia biologica (Ferrara 2004; Neufeld et al. 1999).

VEGF se une a tres receptores de tirosin-kinasa muy relacionados entre
si: VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3. VEGFR1 fue el primer receptor en ser
identificado, pero su funcién no esta del todo aclarada todavia (de Vries et al.
1992). Es el de mayor afinidad de los tres. Se cree que su funcion principal
consiste en actuar durante el desarrollo embrionario como un reclamo para
retener VEGF, y asi evitar la activaciéon de VEGFR2 (Ferrara 2004). En adultos,
VEGFR3 solo es expresado por las CEs linfaticas y parece jugar un papel
importante en la lifangiogénesis (Kaipainen et al. 1995). La union del ligando
VEGF con VEGFR2 produce la dimerizacion y autofosforilaciéon del receptor,
seguida de la fosforilacion de numerosas proteinas relacionadas con la
transduccion de sefales celulares que promueven diferentes procesos tales
como la migracién celular, la proliferacion y la angiogénesis (figuras 19 y 20)
(Ferrara 2004). Los tres receptores son necesarios para el correcto desarrollo

de los mamiferos.

32



Introduccién

VEGF-B VEGF-C
PIGF VEGF-A VEGF-D

I

N
\// ‘?‘}‘V

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
Angiogenesis Angiogenesis
Lymphangiogenesis

Fig.19. Esquema de los 3 receptores de VEGF. Adaptado de Hicklin et al 2005.
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Fig.20. Acciones de VEGF sobre la célula endotelial. Tomado de Hicklin et al 2005.

VEGF, en particular VEGF-A, se produce por la mayoria de las células
parenquimatosas, y acta de una manera paracrina sobre las CEs adyacentes
para regular la sefializacion de VEGFR. Sin embargo, la evidencia emergente
demuestra que también actlia de una manera autocrina en una amplia gama de

sistemas, expresando varios tipos de células VEGFR (D'Amore 2007). De
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forma similar, algunas lineas de células tumorales expresan VEGFR (Wu et al.
2003).

3.1.1 VEGF, VEGFR Yy hueso.

Aunque, considerado como un mitdégeno especifico de las CEs, las

acciones de VEGF en el hueso adulto parecen complejas.

VEGF juega un papel critico en el desarrollo 6seo (Gerber et al. 1999;
Zelzer et al. 2005). Aungque se conoce poco acerca de su relevancia en el
hueso adulto, existen algunas evidencias acerca de su importancia en
enfermedades del remodelado 6seo como la osteoporosis, o en el proceso de
reparacion 6sea. Un estudio reciente demostré un suministro reducido de
sangre local y una reduccion de la expresion local de VEGF en la metafisis
tibial de ratones con osteoporosis inducida por ovariectomia (Ding et al. 2011).
También se ha informado de que mujeres posmenopausicas con polimorfismos
de nucledtido simple (SNP) asociados con alta o baja produccién de VEGF
tienen una mayor o menor densidad mineral 6sea (DMO) de la columna lumbar,
respectivamente (Costa et al. 2009). En cuanto a reparacion 0sea, varios
estudios han demostrado que las alteraciones en la sefalizaciéon de VEGF se
asocian con deficiencias en la formacion de hueso nuevo (Peng et al. 2005;
Street et al. 2002).

Por ultimo, el que existan vasos especificos dentro de los sistemas de
Havers del hueso adulto capaces de expresar VEGF y contribuir a los niveles
globales de VEGF en el microambiente de la médula 6sea se desconoce
actualmente, pero podria ser una posibilidad (Clarkin et al. 2013).

3.1.2 VEGF, VEGFR y osteoblastos.

Muchos de los miembros de la familia VEGF han sido identificados como
reguladores de los osteoblastos, encontrandose presentes sus receptores en la
superficie de estas células (D'Amore 2007). VEGF induce la diferenciacion de
osteoblastos cultivados y estimula la migracién quimiotactica y la proliferaciéon
de osteoblastos humanos (Deckers et al. 2000; Mayr-Wohlfart et al. 2002; Midy
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et al. 1994), sugiriéndose que VEGF puediera regular la formacion de hueso a

través de un efecto sobre los osteoblastos.

Por otro lado, estudios de cultivo celular in vitro sugieren que VEGFR2
juega un papel importante tanto en la diferenciacion como en la supervivencia

de los osteoblastos (Alonso et al. 2008).

Junto con los condrocitos (Gerber et al. 1999), las células del linaje de
los osteoblastos son consideradas como una importante fuente de VEGF
(Wang et al. 1996). Ademas, es probable que los osteocitos también
contribuyan a los niveles de VEGF en el hueso, ya que las células MLO-Y4,
similares a osteocitos, expresan VEGFR vy liberan VEGF en respuesta a ciertos
estimulos mecénicos (Cheung et al. 2011).

Existe una amplia gama de estimulos capaces de modular la produccién
de VEGF por parte de los osteoblastos, incluyendo factores hormonales,
mecanicos y ambientales, sugiriendo un papel central del osteoblasto en el
control de la angiogénesis mediada por VEGF en el hueso, al constituir,
probablemente, la fuente predominante de VEGF en el microambiente de la
meédula ésea (Clarkin 2013).

La hipoxia es uno de los inductores mas potentes de la produccion de
VEGF en el hueso. Esta puede producir un incremento de expresion de VEGFA
por parte de los osteoblastos, los cuales expresan los componentes de la via
del factor inducible por hipoxia (HIF-1) (Steinbrech et al. 2000). La
sobreexpresion de HIF-1a en osteoblastos maduros aumenta tanto la
angiogénesis como la osteogénesis, y estos procesos parecen estar acoplados
por un mecanismo que implica la accion del VEGF generado por los propios
osteoblastos (figura 21) (Wan et al. 2008; Wang et al. 2007).

35



Polimorfismos de los genes reguladores de la angiogénesis en la Enfermedad Osea de Paget

O, HIGH 0, LOW

g : BONE

Ay

VEGF

ENDOTHELIAL - o
CELLS > OSTEOBLASTS
\

OSTEOGENESIS
»GROWTH FACTORS W .

O,, NUTRIENTS x
~ (PRE-)OSTEOBLASTS S8

ANGIOGENESIS

Fig.21. Regulacion del acoplamiento entre la angiogénesis y la osteogénesis
mediada por HIF y VEGF. Tomado de Schipani et al 2009.

Los cambios en el entorno mecanico juegan también un papel
importante en la formacién de hueso, al estimular la actividad osteogénica, asi
como la produccién de VEGFA y de otros factores pro-angiogénicos por parte
de los osteoblastos (Jaasma et al. 2007; Rubin et al. 2001; Schriefer et al.
2005).

Los estrogenos también parecen ser reguladores clave de la produccién
de VEGF por los osteoblastos (Pufe et al. 2007).

Por otra parte, la influencia pro-osteogénica de la PTH parece estar
mediada, en parte, a través de un mecanismo relacionado con VEGF (Prisby et
al. 2011) .

Una amplia gama de estimulos anabdlicos también aumentan la
expresion de VEGF y su liberacion por los osteoblastos, incluyendo la
prostaglandina E1 y E2 (Harada et al. 1994), el factor de crecimiento similar a
la insulina (ILGF) (Goad et al. 1996), 1,25-dihidroxivitamina D (Schlaeppi et al.
1997), el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2) (Saadeh et al. 2000),
TGFB (Zelzer et al. 2005), proteinas morfogénicas 6seas (BMP) 2 , 4,6y 7
(Deckers et al. 2000), y proteinas osteogénicas (figura 22) (Yeh and Lee 1999).
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Fig.22. Factores que estimulan la formacién de VEGF por parte del osteoblasto

maduro y su relacién con CEs y osteoclastos. Tomado de Clarkin et al 2013.

Los osteoblastos, ademéas de ser regulados por VEGF, también son

capaces de regular la funcién de otras células y de si mismos por el VEGF que

ellos liberan. La evidencia hasta la fecha sugiere una regulacion autocrina de

VEGF por parte de los osteoblastos (figura 23), y una sefializacion paracrina a

otros tipos de células tales como las CE u osteoclastos (Clarkin et al. 2013; Liu

et al. 2014). Sobre las CEs, VEGF estimula la expresion de factores de

crecimiento y citoquinas, e inicia el proceso de angiogénesis que reclutara

nuevos pre-osteoblastos a través de los vasos sanguineos (Yang et al. 2012).
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Fig.23. Regulacion autocrina de VEGF en los osteoblastos. Tomado de Clarkin et al 2013.

Existe también evidencia de que el VEGF producido por células de linaje
osteoblastico, por un mecanismo intracelular en lugar de por sefalizacion
paracrina, ayuda a mantener la homeostasis 6sea mediante la promocion de la
diferenciacion de osteoblastos y la inhibicién de la diferenciacién de adipocitos

0seos, ya que ambos tipos celulares provienen de la misma célula madre

mesenquimal o estromal (CMM) (figura 24) (Liu el al. 2012).
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Fig.24. Diferenciacién de MSC a osteoblasto por VEGF. Tomado de Liu et al 2014.
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En relacion con lo anterior, se ha demostrado como los ratones con
deficiencia de VEGF en las células progenitoras osteoblasticas exhiben una
reduccion progresiva de la masa 6sea y un aumento de la grasa de la médula
0sea; curiosamente, estos cambios son similares a los cambios que estan

asociados con la osteoporosis dependiente de la edad (Liu et al. 2012).

No obstante, debe tenerse en cuenta que existen evidencias
contradictorias, porque los datos principales proceden de estudios “in vitro” e
‘in vivo”, en variadas situaciones experimentales, células osteoblasticas de
distintas especies y con el uso de diferentes métodos para detectar la
expresion de VEGF. Por tanto, son necesarios nuevos datos para conocer cual

es su principal papel en la osteogénesis.
3.1.3 VEGF y osteoclastos.

Los osteoclastos estan implicados en procesos mas complejos que la
resorcion del hueso, y pueden ser activados para secretar factores que actian
a través de mecanismos autocrinos y paracrinos para contribuir a otros
procesos tales como la angiogénesis. De hecho, fisicamente los osteoclastos y
los vasos sanguineos estan estrechamente asociados en cada compartimento

de remodelado 6seo.

Existe evidencia sobre el papel directo de VEGF sobre los osteoclastos a
través de VEGFR2, provocando un aumento de la osteoclastogénesis, de la
supervivencia del osteoclasto y de la actividad de resorcion (Clarkin et al. 2013;
D'Amore 2007; Liu et al. 2014).

Experimentos en cultivo celular 6seo demostraron que VEGF puede
sustituir a M-CSF y cooperar con RANKL para favorecer la osteoclastogénesis
(Niida et al. 1999). Ademas, VEGF puede mejorar directamente la resorcion
Osea osteoclastica y la supervivencia de los osteoclastos maduros a través de
VEGFR2 (Nakagawa et al. 2000; Yang et al. 2008).

También es interesante observar que las condiciones de hipoxia ejercen
una influencia positiva sobre la funcién de los osteoclastos y la resorcion de

hueso. Ademas, en los osteoclastos, RANKL es capaz de regular a través NF-
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kB la expresion de acido ribonucleico mensajero (RNAmM) de HIF1 en
condiciones de normoxiay, por consiguiente, la expresion del gen diana de
HIF-1, que es VEGFA (Trebec-Reynolds et al. 2010).

Se ha sugerido, al igual que ocurre en los osteoblastos, una potencial
regulacion autocrina de VEGF en los osteoclastos al observar que, ante
condiciones de hipoxia, la expresion de VEGF por parte de los osteoclastos
depende de su tamafio. (Trebec-Reynolds et al. 2010).

Pero, ademas del VEGF producido por los osteoclastos, la liberacion de
VEGF unido a la ECM también contribuiria a regular la funcion de otras células,
estimulando, por ejemplo, la diferenciacibn de los osteoblastos y la
angiogénesis de una manera directa (figura 25) (Cackowski et al. 2010).
También puede hacerlo de forma indirecta ya que, en las CEs humanas, VEGF
puede aumentar significativamente tanto la expresion de RNAmM como de
proteina de superficie de RANK, lo que aumenta la sensibilidad de las CEs a
RANKL y promueve la angiogénesis. Ademds, ésto podria mejorar
indirectamente la adhesion de precursores mononucleares de osteoclastos a
las CEs (Min et al. 2003).
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Fig.25. Efectos de VEGF sobre el osteoclasto y liberacion de VEGF de
la ECM por laresorcién 6sea. Tomado de Clarkin et al 2013.
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3.1.4 VEGF, VEGFR Yy EOP.

Hasta la fecha, no se han publicado estudios en los que se estudien
estas moléculas en la EOP. No obstante, es posible que juegue un papel en el

desarrollo de la lesion 0sea, ya que ésta tiene una gran vascularizacion.

3.2 Endotelina (ET).

Las ETs son una familia de péptidos con propiedades vasoactivas,
compuesta por ET1, ET2 y ET3, codificadas por tres genes distintos y que
presentan gran similitud molecular (Inoue et al. 1989).

Las ETs estan distribuidas en una gran variedad de células y tejidos,
presentando diferentes niveles de expresion y actuando como moduladores del
tono vasomotor, la proliferaciéon celular y la produccién hormonal (Giannessi et
al. 2001; Randall et al. 1989). ET1 es la isoforma predominante y la mas
estudiada de la familia. Son bien conocidas sus diversas acciones a nivel del
muasculo de la pared vascular, entre las que destacan su accién
vasoconstrictora y proliferativa sobre las células de musculo liso que promueve

la produccién de fibroblastos (figura 26) (Kawanabe et al. 2011).
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Fig.26. Efectos de ET1 en la pared vascular. Adaptado de Dupuis et al 2008.
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ET1 es sintetizada principalmente por CEs (Yanagisawa et al. 1988) v,
en menor medida, también por células del musculo liso vascular, presentando
en ambas localizaciones una excrecion paracrina. Otras localizaciones de
sintesis son las células epiteliales, las células mesangiales, las células de la
glia neuronal y células del higado (Emori et al. 1991). ET2 es producida
primariamente en el riidn y en el intestino, y también se sintetiza por la
placenta, el Utero y el miocardio (Fukunaga et al. 1991; Thomas et al. 1996).
ET3 se produce en cerebro, vias digestivas y, en menor proporcién, en

pulmones y rifidn (Kedzierski et al. 2001).
3.2.1 Endotelina 1y hueso.

La abundancia de ET1 que producen las CEs de la médula ésea y la
proximidad de estas células a los osteoclastos y osteoblastos sugieren un

papel de la ET-1 sobre el metabolismo éseo.

Hasta la fecha, los experimentos realizados in vivo apoyan la nocion
de que la ET1 promueve la formacién de hueso (Nelson et al. 1999; Tsukahara
et al. 1998; Yin et al. 2003).

3.2.2 Endotelina 1y osteoblastos.

Se ha demostrado que existen los dos tipos de receptores de ET, los
receptores Ay B, en los osteoblastos (Semler et al. 1995; Takuwa et al. 1990).
ET1 ejerce sus potentes efectos estimulantes sobre la proliferacién celular
osteoblastica principalmente a través del receptor ET-A (Kasperk et al. 1997)
y provoca aumento de proliferacion, supervivencia y diferenciacion de los
osteoblastos (Clines et al. 2011; von Schroeder et al. 2003). Ademas, el que
ET1 estimule la expresion de BMP en los osteoblastos es otra de las
posibilidades sugeridas para explicar la formacion de hueso in vivo mediada
por ET1 (Kitten et al. 2001). Por otro lado, se ha sugerido que los propios
osteoblastos podrian producir ET1 (Lam et al. 2000).

Con respecto al papel que juega ET1 sobre la produccion de VEGF por
parte de los osteoblastos, existen contradicciones entre las distintas

observaciones realizadas hasta el momento. Las diferencias metodolégicas de
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los estudios “in vitro” hacen dificil establecer cual es la relacién entre ambas
moléculas. Ademas, cabe la posibilidad de que los diferentes efectos de ET1
sean fisiolégicamente relevantes en funcion de la etapa de maduracion de los
osteoblastos (Veillette et al. 2004). En alguno de estos estudios se ha
observado que los osteoblastos que han sido estimulados con ET1 secretan

VEGF, que a su vez estimula la proliferacion de las CEs (Kozawa et al. 2000).
3.2.3 Endotelina 1y osteoclastos.

Se ha demostrado igualmente que existen los dos tipos de receptores de
ET sobre los osteoclastos (Sasaki et al. 1993). ET1 inhibe la resorcién ésea
osteoclastica y la movilidad celular por su receptor especifico en las células
osteoclasticas (Alam et al. 1992).

Se ha informado de que ET1 estimula la resorcion 6sea y disminuye la
actividad de la FA in vitro, y de que estimula la proliferacion de osteoblastos
(Takuwa et al. 1989; Tatrai et al. 1992).

3.2.4 Endotelinaly EOP.

Existen dos estudios que sugieren un papel de ET1 en la patogénesis de
la EOP.

Un estudio comparé los niveles plasméticos de ET1 de 11 pacientes con
EOP en la fase aguda de la enfermedad frente a 10 sujetos sanos,
encontrandose niveles mas altos en los pacientes y correlacionandose
positivamente con la FA. Ademas, la presencia de mayores concentraciones de
ET1 en pacientes con EOP poliostética sugiere una relacion entre la produccion
de ET1 y la extension de la enfermedad. Los autores sugieren que esta
elevacion de ET1 podria ser el resultado de un intento por parte de los
osbeoblastos de contrarrestar la hiperactividad de los osteoclastos. Por otra
parte, estos resultados podrian explicarse por el aumento de la produccion
endotelial debido a la hipervascularizacion asociada con lesiones pageéticas,
aunqgue los pacientes estudiados no mostraban signos clinicos de aumento del

flujo sanguineo (Tarquini et al. 1998).
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En otro estudio con el mismo objetivo se encontraron valores elevados
de ET1 en 22 pacientes con EOP en comparacion con 19 controles sanos.
En un grupo de cinco pacientes con EOP, los niveles plasméticos de ET1 se
determinaron antes y después del tratamiento con pamidronato v,
reduciéndose de promedio los valores de ET1 en un 21% después de las

infusiones de pamidronato (Pirzer et al. 2005)

Estos dos estudios sugieren que los niveles de ET1 en plasma pueden
indicar actividad en la EOP e incluso usarse como nuevos marcadores de

actividad.

3.3 Oxido nitrico.

NO, una especie de gas de nitrégeno reactivo que se produce durante la
conversion del aminoécido L-arginina en L-citrulina por la enzima o6xido nitrico-
sintasa (NOS), es una molécula multifuncional de sefalizacion intracelular e

intercelular (Moncada 1992).

En el sistema cardiovascular, el NO derivado de las CEs mantiene el
tono vascular en la pared del vaso (Palmer et al. 1987), media la contractilidad
del musculo liso (Prast et al. 2001), es un factor proangiogénico, inhibe la
adhesion de leucocitos (De Caterina et al. 1995), y la agregacion plaquetaria
(Ignarro 2002; Radomski et al. 1987). En el sistema nervioso central, NO ejerce
efectos de neurotransmision (Jaffrey et al. 1995; Paakkari et al. 1995). NO
también media en la funciéon del sistema inmunologico (Wei et al. 1995),
produciéndose altos niveles tras la estimulacion de las células inmunes por
distintas citoquinas proinflamatorias para participar como un segundo
mensajero en diversos eventos inflamatorios, asi como en la defensa contra
diferentes tipos de patégenos, incluyendo bacterias y virus (Nathan et al. 1991;
Saura et al. 1999).

3.3.1 Oxido nitrico sintasa.
NOS es la enzima responsable de la produccion de NO y se conocen

tres isoformas. NOS endotelial (eNOS, NOS3) y NOS neuronal (nNOS, NOS1)
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son dos enzimas que se expresan de forma constitutiva, produciendo
constantemente bajos niveles de NO. La isoforma inducible (iNOS) permanece
inhibida hasta que ciertos estimulos inducen la expresion de la enzima vy, sélo
en ese momento, se producen altos niveles de NO (Hattori et al. 1994). Aunque
estas enzimas tienen actividad catalitica similar, el que estén codificadas por
tres genes distintos y tengan una distribucién especifica en distintos tejidos
sugiere que el NO generado por las diferentes isoformas de NOS puede tener

diferentes funciones.

La actividad de eNOS y nNOS es regulada principalmente por los
cambios en la concentracion de Ca ++ intracelular libre (Feelisch 1996). Sin
embargo, se ha demostrado que eNOS también puede ser activada tras su
fosforilacién por ciertas citoquinas a través de la via intracelular mediada por
1,4,5-trifosfato de inositol (Michell et al. 1999). Poco se sabe de los factores
que regulan la expresion de nNOS a nivel transcripcional, sin embargo si se ha
demostrado que el promotor del gen eNOS contiene varios elementos de
respuesta a estrégenos y al estrés de cizallamiento (Hayashi et al. 1995;
Uematsu et al. 1995).

La regulacion de iINOS se lleva a cabo principalmente a nivel de la
transcripcion del gen iNOS, que se activa por citoquinas pro-inflamatorias tales
como IL-1, TNF, IFNy y endotoxina, mientras que los glucocorticoides y
citoquinas anti-inflamatorias, como IL-4 , IL-10 y TGF, la inhiben. Ademas, se
piensa que la via de INOS es capaz de generar cantidades mucho mayores de
NO durante un periodo de tiempo mas prolongado que la NOS constitutiva
(Moncada 1992).

3.3.2 Expresion de NOS en el hueso.

Tanto eNOS como iINOS se expresan ampliamente en las células del
estroma de la médula 6sea, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos, mientras
gue la expresion de nNOS esta restringida a las células que recubren el hueso
(linning cells) y los osteoclastos (Fox et al. 1998; Helfrich et al. 1997; Saura et
al. 2010).
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Existe el consenso de que, en gque en condiciones fisiologicas, eNOS
probablemente representa la principal actividad de la NOS en la regulacion de
la formacion de hueso (Riancho et al. 1995).

La relevancia de iNOS esté relacionada con los procesos en los que los
estimulos proinflamatorios juegan un papel fundamental, como en el caso de la
curaciéon de las fracturas, en las que la falta de iINOS se encuentra asociada
con la alteracion de la cicatrizacion en ratones (Baldik et al. 2005).

También se ha sugerido un posible papel de nNOS en el recambio 6seo
(van't Hof et al. 2004), mas especificamente sobre la actividad de los
osteoclastos (Jung et al. 2003), a pesar de que se expresa constitutivamente a

niveles muy bajos en células éseas.

Estudios recientes apuntan a eNOS como la principal fuente de NO en la
regulacion de la resorcion Osea, siendo producido por las células
osteoprogenitoras y por los osteoblastos (Rubin et al. 2003). Sin embargo,
también se ha demostado que los osteoclastos producen NO a través de iNOS,
que es, probablemente, la isoforma mas importante en el control de la function

de los osteoclastos. (Jung et al. 2003).
3.3.3 Efectos de NO en el hueso.

Los efectos de NO sobre el remodelado 6seo se ejercen de forma
general por la activacion de mediadores locales y segundos mensajeros

presentes en las células 6seas.

Existe una clara evidencia sobre la implicacion de NO en el desarrollo
del hueso, la curacién del hueso, y la resorcién 6sea (Collin-Osdoby et al. 1995;
van't Hof et al. 2001).

Ademas, NO es un factor clave en la progresion de enfermedades 6seas

inflamatorias (Armour et al. 2001).

Por otro lado, tanto los efectos antiresortivos como los efectos
anabdlicos de los estrogenos sobre el hueso pueden estar mediados, en parte,
por el NO derivado de la via eNOS (Armour et al. 2001).
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Durante la diferenciacion de los condrocitos, la ECM del cartilago se
degrada parcialmente y es colonizada por los osteoblastos, osteoclastos, y los
vasos sanguineos, y NO se ha implicado en este proceso (Wang et al. 2004).

3.3.4 Efectos de NO en osteoblastos y osteocitos.

Estudios con osteoblastos derivados de ratones knockout del gen eNOS
confirmaron el importante papel de esta enzima en la proliferacion y
diferenciacion de osteoblastos (Afzal et al. 2004; Aguirre et al. 2001; Armour et
al. 2001).

NO parece tener efectos bifasicos sobre la actividad de los osteoblastos,
estando implicado de forma simultanea en su proliferacién y apoptosis. Esta
aparente discrepancia puede estar relacionada con la concentracién y

velocidad a la que se libera NO ( Chang et al. 2006; Damoulis et al. 1997).

Las pequefias cantidades de NO que se producen constitutivamente por
los osteoblastos, fundamentalmente por eNOS, pueden actuar como un
estimulador autocrino de crecimiento y produccion de citoquinas (Buttery et al.
1999; Riancho et al. 1995). La sintesis de NO puede ser inducida en los
osteoblastos y en los osteocitos por tension mecanica y tension de
cizallamiento, principalmente a través de eNOS, pudiendo aumentar la
ganancia de hueso al inhibir las acciones de la prostaglandinas sobre la
resorcidon Osea (Ralston et al. 1996; Zaman et al. 1999). Ademas, se ha
comprobado que los osteoblastos responden a este tipo de estimulos mediante
la activacién de HIF-1a, que va a promover la produccién de VEGFA (Wang et
al. 2004).

Sin embargo, las altas concentraciones de NO, tales como las
observadas después de la estimulacion con citoquinas pro-inflamatorias,
producidas fundamentalmente por iNOS, tienen potentes efectos inhibidores
sobre el crecimiento y la diferenciacion de osteoblastos, efectos pro-
apoptéticos (Mancini et al. 2000), y, ademas, van a favorecer la expresion de
proteasas colagenoliticas, lo que lleva a una mayor destruccién del tejido (Ho et
al. 2005; Lin et al. 2003). Todo esto suprimira la formacién de hueso, tal y como

ocurre en diferentes condiciones patologicas.
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3.3.5 Efectos de NO en osteoclastos.

NO se ha implicado en la funcion de los osteoclastos en condiciones
normales y patoldgicas (Collin-Osdoby et al. 1995).

Debido a la heterogeneidad de los métodos y los animales utilizados en
distintos estudios, el papel de las isoformas de NOS en la funcion de los
osteoclastos sigue siendo poco clara, aunque también es posible que NO
ejerza distintas acciones sobre los osteoclastos dependiendo del tiempo que

permanezca actuando sobre esas células.

Estudios en médula de ratén sugieren que NO ejerce un efecto bifasico
sobre la actividad de los osteoclastos (Ralston et al. 1995), existiendo
actualmente un consenso emergente que sugiere que NO tiene un efecto
bifasico sobre la resorcion 6ésea, produciendo la inhibicion a altas
concentraciones de NO y la estimulacién o potenciacion a concentraciones mas
bajas (Calabrese 2001; Chae et al. 1997; Collin-Osdoby et al. 2000; van't Hof et
al. 2000).

La produccién constitutiva de NO dentro de los osteoclastos es esencial
para su normal funcionamiento (Brandi et al. 1995). Las bajas concentraciones
de NO aumentan la fusién de pre-osteoclastos y la formaciéon de osteoclastos
multinucleados (Nilforoushan et al. 2009), potencian la resorcidn ésea inducida
por IL-1 (Ralston et al. 1995) y estimulan la motilidad de los osteoclastos
(Yaroslavskiy et al. 2005).

Sin embargo, las altas concentraciones de NO, producidas por la
expresion de INOS de forma autocrina en los osteoclastos en presencia de
citoquinas pro-inflamatorias, inhiben la formacion y la actividad de los
osteoclastos (Sunyer et al. 1996; Yaroslavskiy et al. 2004), en parte por la
modificacién e inhibicion de la catepsina K (Percival et al. 1999). Estas altas
concentraciones de NO también promueven la apoptosis de los progenitores de
osteoclastos (van't Hof et al. 1997) y regulan la apoptosis osteoclastica
(Kanaoka et al. 2000).
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NO provoca el desprendimiento de los osteoclastos y termina la
actividad de degradacion del hueso (Brandi et al. 1995). Los efectos de NO
sobre la supervivencia celular se observaron en los pre-osteoclastos y los

osteoclastos (van't Hof et al. 1997).

Esta claro que la exposicion continua a altas concentraciones de NO
provoca la muerte celular osteoclastica (Mentaverri et al. 2003; van't Hof et al.
1997), pero no estadn claros los efectos de NO sobre la fisiologia celular
osteoclastica en concentraciones inferiores y reversibles. De hecho, a altas
concentraciones de NO, éste inhibe la formacion de hueso y regula la apoptosis

osteoclastica (van't Hof et al. 2001; Kanaoka et al. 2000).

3.3.6 eNOSy EOP.

A pesar de lo expuesto anteriormente, no hemos encontrado ninguna
referencia sobre el posible papel de NO en la EOP. No obstante, teniendo en
cuenta la influencia de las distintas isoformas de NOS sobre las células 6seas,
es muy probable que estén de algun modo alteradas en una enfermedad en la

gue existe una intensa actividad osteoclastica.
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Hipotesis y objetivos

La EOP es una entidad clinica en la que en alguna de sus fases se
observa una intensa actividad metabdlica 6ésea, osteoclastica y osteoblastica,
acompafiada de una hipervascularizacion en el lugar de la lesidén ésea. A pesar
de la ausencia de datos sobre la relacién entre la actividad celular 6sea y la

vascularizacion en la EOP, ambos procesos deben estar relacionados.

Existe evidencia sobre la relacibn de ambos procesos en otras
situaciones Oseas tanto fisiolégicas como patolégicas. Ademés de lo ya
expuesto, pueden destacarse también el que la actividad osteoclastica sea
capaz de estimular la angiogénesis a través de la matriz-metaloproteinasa 9
(MMP9) e indirectamente al liberar VEGF de la matriz 6ésea. Por otro, una
molécula inhibidora de los osteoclastos como la OPG puede inhibir la apoptosis
de las células endoteliales y facilitar la angiogénesis (Scatena et al. 2002;

Benslimane-Ahmin et al. 2011).

Por ultimo, se ha demostrado que los BSFs tienen propiedades
antiangiogénicas in vivo e in vitro (Hamma-Kourbali et al. 2003; Wood et al.
2002). Ademas, al suprimir la expresion de MMP9 e inhibir su actividad
proteolitica, van a impedir que ésta movilice el VEGF atrapado en la ECM
(Teronen et al. 1998), por lo que, ademas de su efecto sobre los osteoclastos,
su efectividad en la EOP también podria estar mediada a través de este efecto

antiangiogénico.

A la vista de estas premisas, nuestra hipétesis de trabajo es que puede
existir una asociacién entre las distintas variantes de los genes reguladores de
la angiogénesis (eNOS, VEGFA, VEGFR2 y ET1) y la EOP. Estas diferencias
pueden ser en comparacion con la poblacion sana o, incluso, con diferentes

fenotipos de la enfermedad.

En nuestro trabajo pretendemos evaluar la relaciéon entre los SNPs de
genes que regulan la angiogénesis, potencialmente involucrados en la actividad
de la osteogéneis, en relacion con el desarrollo de EOP y con el fenotipo de la

EOP en una cohorte de pacientes de Salamanca.
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El objetivo principal concreto de este trabajo es conocer si existe relacion
entre el desarrollo de EOp, sus caracteristicas clinicas y epidemioldgicas y las
variantes genéticas de eNOS, VEGFA, VEGFR2 y ET1.
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Pacientes y Métodos

1 Pacientes y controles.

En nuestro estudio hemos incluido un total de 264 pacientes atendidos
entre enero de 1990 y enero de 2014 en la consulta de Reumatologia del
Hospital Universitario de Salamanca. La poblacion estudiada en este trabajo
proviene en su mayoria de la provincia de Salamanca y de su foco de alta

prevalencia, la Comarca de Vitigudino.

Como controles para el estudio de SNPs seleccionamos a 150 personas.

1.1 Criterios de seleccion.

Todos los pacientes tienen un diagnéstico probado de EOP. De las
distintas familias con EOP que se incluyen en nuestro estudio sélo evaluamos a
uno de sus integrantes para evitar el sesgo genotipico de los individuos de una

misma familia.

En el caso de los controles, son mayores de 40 afios, no padecen
ninguna enfermedad 6sea metabdlica ni tienen antecedentes familiares de
EOP.

Las muestras fueron obtenidas previo consentimiento informado,
siguiendo las regulaciones legales para Estudios Clinicos en Espafia y las del

Comité de Etica del Hospital Universitario de Salamanca.

1.2 Definiciones.

1.2.1 Diagnostico probado de EOP.

Se consider6 diagnostico probado de EOP a la elevacion de los
marcadores de formacion o resorcibn 6sea y una imagen gammagrafica

compatible con EOP en ausencia de otras enfermedades éseas.
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1.2.2 Definicién de enfermedad activa.

Se consider6 enfermedad activa cuando existia una elevacion de FA
total sobre el limite superior de la normalidad.

1.2.3 Definicion de enfermedad inactiva.

Se considerd enfermedad inactiva cuando los niveles de FA total fueran

iguales o inferiores al limite superior de la normalidad.
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2 Método.

2.1 Recogida de datos.

Se realizd6 un estudio retrospectivo con recogida de datos
epidemioldgicos (fecha de nacimiento, lugar de nacimiento y residencia, sexo,
namero de historia, familiares afectos de EOP y establecimiento del arbol
genealdgico), clinicos (motivo del diagndstico, afio del diagnostico, médico
diagnosticador, clinica asociada, complicaciones, tratamientos recibidos, motivo
de la indicacion del tratamiento y fecha de inicio de cada tratamiento), de
laboratorio (FA, calcio, vitamina D, marcadores de remodelado 6seo),
radiologicos, gammagraficos y resultados del estudio de polimorfismos del

acido desoxirribonucleico (DNA).

Los datos de laboratorio correspondientes a la FA se estandarizaron al
variar la técnica de laboratorio para su determinacién a lo largo del estudio.
Para ello se recogi6 el valor fijado como limite superior de la normalidad en
cada momento, determinandose el numero de veces que la FA estaba por

encima de este limite en vez de su valor real.

Para calcular el grado de extensién de la enfermedad se determiné el
indice anatomico de Renier (tabla 4), basado en el de Coutris (Renier et al.
1995), el cual da como resultado el porcentaje de afectacion sobre un el total

del esqueleto.
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Tabla.4. indice anatémico de Renier.
_ tocalizacionésea | Porcentae
Craneo y cara (mandibula) 17 (21)* (2)
Sacro 2
Coxis 4,5
Fémur 9,5 (9)
Rotula, Clavicula 0,5
Tibia 5
Radio, cubito, peroné 1
Pie 4
Escapula 2
Humero 3,5
Mano-mufieca 2
Toda la columna 8,5 (8)*
Columna cervical 1,5%*
Columna dorsal 3,7
Columna lumbar 3,3**
Costillas 5
Esternon 0,5

*Coeficientes en mujeres.

**E| porcentaje medio para una vértebra cervical es de 0,2 (0,3 para C2), 0,3 para una vértebra
toracica (de 0,25 a 0,5 segun la vértebra) y 0,65 para una vértebra lumbar (de 0,55 a 0,75
segun la vértebra).

De entre todos los huesos afectados, decidimos poner especial atencion
a la afectacion del craneo, ya que el craneo ha sido descrito como el hueso
donde la actividad pagética es mayor en el momento del diagndstico con
respecto al hueso normal en los casos de afectacion momostética (Guma et al.
2002).

2.2 Aislamiento del DNA de alto peso molecular.

2.2.1 Obtencién de muestras de sangre periférica.

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron por venopuncion, previa

firma del consentimiento informado por parte del paciente. Se recogieron 10 ml
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de sangre en tubos con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y se conservan

a 4°C hasta su procesamiento.
2.2.2 Obtencién de células mononucleadas de sangre periférica.

Las células nucleadas de la sangre se aislan mediante centrifugacion
repetida y lisis eritrocitaria con solucion hipotonica (centrifugacion de la sangre
total en 50ml de agua bidestilada (ddH20) durante 30 minutos, 1500 rpm, a
4°C). Tras la recuperacion de la interfase, las células mononucleadas se lavan
en tampon Fornace (0.25M Sacarosa; 50 mM Tris-HCL pH 7.5; 25mM KCL;
5mM MgCI2; el tampbn Fornace da la osmolaridad necesaria para no romper
los leucocitos) y se precipitan mediante centrifugacion a 580 rpm durante 20
minutos. El botdn de células nucleadas de la sangre se resuspende de nuevo

en tampodn Fornace a una concentracion estimada de 5x106 células/ml.
2.2.3 Aislamiento del DNA de alto peso molecular.

A la muestra obtenida en el paso anterior se afiade EDTA (concentracién
final 10 mM), dodecil sulfato sédico (concentracién final 1%) y proteinasa K
(Boehringer Mannheim, concentracion final 50 ug/ml). Esta mezcla se incuba
55°C durante 8-16 h.

2.2.4 Purificacion del DNA.

Tras la incubacion anterior se purificé el DNA mediante extraccion con
fenol- cloroformo/alcohol isoamilico (CIAA) (24:1 v/V), y se centrifugé durante
10 minutos a 1800 rpm. Se recuperd la fase acuosa sobrenadante superior
(contiene el DNA en solucion) evitando la interfase proteica, y se afiadio el
mismo volumen obtenido de fenol-CIAA. Posteriormente se centrifugé a 1800
rpom durante 10 minutos. Una vez recuperada de nuevo la fase acuosa, el DNA
en solucién se precipitd mediante la adicion de 2,5 volumenes de etanol
absoluto al 100% frio (-20°C). ElI DNA extraido se lavo con etanol al 70% vy, tras
una breve centrifugacion a 16600 rpm, se dejé evaporar el etanol residual y se
disolvié el DNA en tampdn TE (Tris-HCI 10mM pH 7,5; EDTA 1mM) o en agua

destilada.
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2.2.5 Cuantificacion del DNA.

La concentracion y el grado de contenido proteico de DNA se calculd
tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un
espectrofotometro automatico de DNA/RNA (ND-1000 Spectrophotometer

Nanodrop Technologies, Inc. Wilmintong, USA), siguiendo la férmula:

png de DNA/mI = (DOzg) X (factor de dilucion) x 50

DO: densidad Optica.

50 es un factor de correccion introducido, ya que la unidad de densidad optica con una luz

incidente de 260 nm es un valor de absorbancia que tiene 50 ng de ADN/ml.

El cociente DOy / DOogo se utiliza para el grado de contaminacion
proteica, considerdndose como valores adecuados un cociente entre 1.65 y 2.
Valores inferiores a los sefialados indican contaminacién por proteinas o
solventes organicos; en estos casos, se procedid a realizar una nueva
purificacion del DNA. Valores superiores indican un exceso de ARN, que se
elimina tratando la solucion de DNA con ARNasa y purificando de nuevo, segun

el método descrito anteriormente.

La muestra de DNA con una concentracién aproximada entre 1.000 y
1.500 ug/ml, se almacend en tubos Eppendorf® a -20°C, con el fin de evitar
tanto la degradacién progresiva del DNA como su posible contaminacion por

microorganismos.

2.3 Discriminacién alélica de SNP mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con sondas TAQMAN®.

En la PCR con sondas TagMan®, o sondas de hidrdlisis, los procesos de
amplificacion y deteccion se producen de manera simultanea en el mismo vial
cerrado, sin necesidad de ninguna accion posterior. Ademas, mediante
deteccién por fluorescencia se puede medir durante la amplificacion la cantidad

de DNA sintetizado en cada momento, ya que la emision de fluorescencia

62




Pacientes y Métodos

producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de DNA formado. Esto
permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccion de
amplificacion. Los termocicladores utilizados para llevar a cabo la PCR con
sondas TagMan® incorporan un lector de fluorescencia y estan disefiados para
poder medir, en cualquier momento, la fluorescencia emitida en cada uno de

los viales donde se realice la amplificacion.

Para la discriminacion alélica hemos empleado sondas especificas
marcadas con fluorocromos. Estas sondas de hibridacion especifica son
oligonucledtidos marcados con un fluorocromo donador en el extremo 5 que
emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3’ que absorbe la
fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas
donadora y aceptora deben estar espacialmente proximas. Ademas, el
espectro de emisiébn de la primera se ha de solapar con el espectro de
absorcién de la segunda. En la tabla 5 se describen los fluorocromos mas
empleados y sus espectros de excitacion y emision. En todos nuestros ensayos
de discriminacion alélica mediante PCR con sondas TagMan® los fluorocromos
empleados fueron VIC y FAM (tabla 5).

Tabla.5. Espectros de excitacién y emisién de las sondas VIC® y FAM®
VIC 528 546
FAM 492 515

Mientras la sonda esté intacta, la fluorescencia emitida por el donador es
absorbida por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacién del ADN diana,
la sonda se hibrida con su cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo
de la cadena, en su accion de sintesis, la Taq Polimerasa, que tiene actividad
5 exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5 de la sonda, produciéndose la
liberacién del fluorocromo donador. Como donador y aceptor estan, ahora,
espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero es captada por

el lector (figura 27).
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Fig.27. Mecanismo de lareaccion PCR con sondas TagMan®.

Tomado de www.appliedbiosystems.com.

El incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de
hibridacién de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcion
de fluorescencia emitida. EI empleo de estas sondas garantiza la especificidad

de la deteccion y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales.

La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en el termociclador
automatico Biosystem Step One®, siguiendo el mismo esquema para los
distintos SNPs:

a) Realizaciéon del sustrato:

Se realiza en una placa de 96 pocillos, en la que ponemos como sustrato

en cada una de ellas:

- 5 pl del compuesto comercial PCR Tagman®, que proporciona la enzima

necesaria para la amplificaciéon (polimerasa Taq).
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- 0,25 pl del compuesto comercial que contiene oligonucleotido cebador primer
“forward”, oligonucledétido cebador primer “reverse” y las sondas marcadas con

fluorocromo de VIC y FAM.
- 4,25 pl de agua destilada.

-1 ul =10 ng de ADN (concentracion = 10-20 ug/ml). Como control se rellenan

ocho celdillas de cada placa con el mismo sustrato, pero sin ADN.

b) Fases del programa:

Se colocd la placa realizada en el Biosystem Step One® en el que

nuestras muestras pasan por las siguientes fases (figura 28):
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Fig.28. Fases del programa utilizadas en el termociclador.

Tomado de www.appliedbiosystems.com.

c) Analisis:

Se realiza un analisis de la deteccién de fluoresceina que nos ofrece una
representacion grafica que muestra los resultados de la discriminacion alélica
realizada y su distribucion en nuestros tres grupos de estudio, los dos tipos de

homocigotos en los extremos y los heterocigotos en el centro (figura 29).
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[k} 13

Fig.29. Discriminacién alélica del polimorfismo -604T>C (rs2071559).

2.4 SNPs estudiados.

de ligamiento de estos polimorfismos entre las personas del grupo control.

Tabla.6.

Los SNPs estudiados se muestran en la tabla 6. No existe desequilibrio

SNPs estudiados.

VEGFA rs699947 C>A Promotor 6 C_8311602_10 >0,05
VEGFA rs833061 C>T Promotor 6 C_1647381_10 >0,05
VEGFR2 rs2071559 T>C Promotor 4 C_15869271_10 >0,05
ET1 rs5370 G>T K198N 6 C_598677_1_ >0,05
eNOS rs2070744 T>C Promotor 7 C_15903863_10 >0,05

® HWE: equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo control

2.5 Analisis estadistico.

Se realizé estadistica descriptiva determinandose

la media y la

desviacion estandar para la variables continuas y la frecuencia de aparicion en

namero total y porcentaje para las variables categoéricas, asi como su intervalo

de confianza al 95% cuando fue preciso.

66




Pacientes y Métodos

Para valorar la asociacion entre las distintas variables categoricas se

establecieron las Odds Ratios y sus intervalos de confianza al 95%.

Previo a la comparacion de los datos se comprob6 la normalidad de las
poblaciones mediante el test de Shapiro-Wilk. En caso de distribucién normal

de la poblacion se utilizé el test x*

para la comparacién de variables
categoricas, el test T de Student para comparar dos variables continuas y el
ANOVA para mas de dos variables, realizandose un contraste “a posteriori” en

caso de que el ANOVA fuera estadisticamente significativo.

En caso de presentar una distribuciéon anormal se utilizé el test 2, junto
con el test exacto de Fisher y la correccion de Yates cuando fue preciso para la
comparacion de variables categéricas, el test U de Mann-Whitney para
comparar dos variables continuas y el de Kruskall-Wallis para mas de dos

variables.
El valor critico de significacion estadistica se establecié en una p < 0,05

El andlisis fue realizado con el paquete estadistico SPSS v.18.0.
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Resultados

1 Datos clinicos y epidemiologicos.

En la tabla 7 se muestran los datos epidemioldgicos y clinicos de los

pacientes incluidos en nuestro estudio.

En nuestra cohorte se observa un ligero predominio de mujeres, siendo
la edad media del diagndstico los 67,5 afios. ElI 20% de los pacientes tenian

antecedentes familiares de EOP.

El principal motivo del diagnéstico fue la elevacion de la FA en una
analitica rutinaria, seguida por el dolor, que en muchos casos no se
correspondia con dolor 6seo propiamente dicho pero que generd la derivacion

del paciente a la consulta de Reumatologia.

Algo mas del 80% de los pacientes presentaban una enfermedad activa
en el momento del diagndstico, siendo la media del nUmero de veces que la FA

superaba el limite superior de la normalidad de 4.

Casi dos tercios de los pacientes tenian mas de una localizacion 6sea
alterada, correspondiéndose a una afectacion global media de acuerdo al
indice anatomico de extensiéon de Renier del 15,63%.

Una cuarta parte de los pacientes sufria alguna complicacién derivada

de la EOP, siendo las mas frecuentes la coxopatia y la lesién de par craneal.
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Tabla.7.

72

Datos epidemiologicos y clinicos.

Muijer 143 (54,2%)
Hombre 121 (45,8%)
Esporadico 216 (81,8%)
Familiar 48 (18,2%)
Media 67,51
DS M 11,68

Elevacion FA

151 (57,2%)

Dolor 53 (20,1%)
Hallazgo Rx 36 (13,6%)
Pérdida de audicién 3 (1,1%)
Deformidad 15 (5,7%)
Fractura 6 (2,3%)
Media 2,64
DS M 2,00
Monostotico 101 (38,3%)
Poliostético 163 (61,7%)
No 181 (68,6%)
Si 83 (31,4%)
Media 15,63
DS Media 12,03
Inactivo 50 (18,9%)
Activo 214 (81,1%)
Media 4,03
DS media 5,78
Si 67 (25,4%)
No 197 (74,6%)
Si 15 (5,7%)
No 249 (94,3%)
Si 30 (11,4%)
No 234 (88,6%)
Si 27 (10,2%)
No 237 (89,8%)




Resultados

En cuanto a la distribuciéon de los huesos afectados en nuestra serie

(figura 30), la pelvis fue la localizacién ésea mas frecuentemente afectada por
la enfermedad (50,8%) seguida de los fémures (32,6%), craneo (31,4%) y tibia

(30,0%).

83 (31,4%)

A

“t—12 (4,5%)

11 (4,2%)

S <12 (4,6%)

25 (9,4%)
25 (9,5%)

61 (23,1%)—
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71 (26,9%)
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Fig.30. Frecuencia de afectacién de los distintos huesos en nuestra cohorte de EOP.
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2  Estudio genético.

En la tabla 8 se muestra la comparacion de la distribucion de genotipos
entre los 264 casos y los 125 controles. En ella se puede apreciar como el ser
portador del genotipo CC del SNP rs2071559 del gen VEGFR2 se asocia con
mayor riesgo de padecer EOP al hacer el estudio de dominancias y el de
codominancia dominante, mientras que no se observan diferencias en el resto

de SNPs incluidos en el estudio.
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Tabla.8.

Distribucién de los genotipos entre controles y pacientes con EOP.

AA 41 (27,3%) 60 (22,7%) 0,505
AC 69 (46,0%) 123 (46,6%)
e 40 (26,7%) 81 (30,7%)
r;’g;gg AA+AC 110 (73,3%) 183 (69,3%) ]
cc 40 (26,7%) 81 (30,7%) 0,388
AA 41 (27,3%) 60 (22,7%) i
AC+CC 109 (72,7%) 204 (77,3%) 0,294
cc 41 (27,3%) 63 (23,9%) 0,639
cT 69 (46,0%) 121 (45,8%)
T 40 (26,7%) 80 (30,3%)
sl cc+CT 110 (73,3%) 184 (69,7%) i
T 40 (26,7%) 80 (30,3%) 0,433
cc 41 (27,3%) 63 (23,9%) i
CT+TT 109 (72,7%) 201 (76,1%) 0,434
T 38 (25,3%) 56 (21,2%) i
TC 82 (54,7%) 127 (48,1%) 0,845
o cc 30 (20,0%) 81 (30,7%) 0,043 (1’012'?3?30)
AN TT+CC 120 (80,0%) 183 (69,3%) i
cc 30(20,0%) 81 (30,7%) 0,019 (1,015-727, 5
T 38 (25,3%) 56 (21,2%) i
TC+CC 112 (74,7%) 208 (78,8%) 0,336
GG 80 (53,3%) 151 (57,2%) 0,303
GT 57 (38,0%) 100 (37,9%)
T 13 (8,7%) 13 (4,9%)
el GG+GT 137 (91,3%) 251 (95,1%) ;
T 13 (8,7%) 13 (4,9%) 0,131
GG 80 (53,3%) 151 (57,2%) i
GT+TT 70 (46,7%) 113 (42,8%) 0,447
T 55 (36,%) 80 (30,3%) 0,261
TC 59 (39,3%) 125 (47,3%)
cc 36 (24,0%) 59 (22,3%)
eNOS TT+TC 114 (76,0%) 205 (77,7%) ]
rs2070744
cc 36 (24,0%) 59 (22,3%) 0,701
T 55 (36,%) 80 (30,3%) ]
TC+CC 95 (63,3%) 184 (69,7%) 0,184

75




Polimorfismos de los genes reguladores de la angiogénesis en la Enfermedad Osea de Paget

En la tabla 9 se muestra la distribucion de alelos entre controles y

pacientes con EOP. Se observa que ser portador del alelo C del SNP

rs2071559 del gen VEGFR2 se asocia con mayor riesgo de padecer EOP.

Tabla.9.

No se observan diferencias en el resto de SNPs incluidos en el estudio.

Distribucién de los alelos entre controles y pacientes con EOP.

VEGEA A 151 (50,3%) 243 (46,0%) -
rs699947 C 149 (49,7%) 285 (54,0%) 0,233
VEGEA C 151 (50,3%) 247 (46,8%) -
rs833061 T 149 (49,7%) 281 (53,2%) 0,325
N — T 158 (52,7%) 239 (45,3%) -
rs2071559 C 142 (47,3%) 289 (54,7%) 0,041 ‘@ 011'-314, 78)
ET1 G 217 (72,3%) 402 (76,1%) -
rs5370 T 83 (27,7%) 126 (23,9%) 0226
eNOS T 169 (56,4%) 285 (54,0%) -
rs2070744 C 131 (43,6%) 243 (46,0%) 0,513

En la tabla 10 mostramos la comparacién de la distribucion de los

genotipos de los genes incluidos en el estudio entre pacientes con EOP

esporadico y familiar. Al hacer el analisis de dominancias y codominancia del

SNP rs5370 del gen ET1 se muestra como ser portador del genotipo TT se

asocia con mayor riesgo de desarrollar una EOP familiar.
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Tabla.10. Distribucién de los genotipos entre EOP esporadica y familiar.
AA 49 (81,7%) 11 (18,3%) 0,821
AC 99 (80,5%) 24 (19,5%)
cc 68 (84,0%) 13 (16,0%)
r;’&%g’; AA+AC 148 (80,9%) 35 (19,1%) ]
cc 68 (84,0%) 13 (16,0%) 0,550
AA 49 (81,7%) 11 (18,3%) -
AC+CC 167 (81,9%) 37 (18,1%) 0,972
ccC 52 (82,5%) 11 (17,5%) 0,587
cT 96 (79,3%) 25 (20,7%)
TT 68 (85,0%) 12 (15,0%)
r;’gfs';'gl CC+CT 148 (80,4%) 36 (19,6%) -
TT 68 (85,0%) 12 (15,0%) 0,377
ccC 52 (82,5%) 11 (17,5%) .
CT+TT 164 (81,6%) 37 (18,4%) 0,865
TT 50 (89,3%) 6 (10,7%) 0,164
TC 104 (81,9%) 23 (18,1%)
cc 62 (76,5%) 19 (23,5%)
S e TT+CC 154 (84,2%) 29 (15,8%) :
cc 62 (76,5%) 19 (23,5%) 0,139
TT 50 (89,3%) 6 (10,7%) -
TC+CC 166 (81,8%) 42 (20,2%) 0,947
GG 124 (57,1%) 27 (57,4%) -
GT 87 (40,1%) 13 (27,7%) 0,303
T 6 (2,8%) 7 (14,9%) 0,005 (11621?21)
. SEST3170 CERET 211 (97,2%) 40 (85,1%) -
TT 6 (2,8%) 7 (14,9%) 0,002 (1,9%_1159’2)
GG 124 (57,1%) 27 (57,4%) -
GT+TT 93 (42,9%) 20 (42,6%) 0,970
TT 65 (81,3%) 15 (18,8%) 0,371
TC 106 (84,8%) 19 (15,2%)
cc 45 (76,3%) 14 (23,7%)
O TT+TC 171 (83,4%) 34 (16,6%) -
rs2070744
cc 45 (76,3%) 14 (23,7%) 0,210
TT 65 (81,3%) 15 (18,8%) -
TC+CC 65 (81,3%) 15 (18,8%) 0,875
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En la tabla 11 se muestra la distribucion alélica en los pacientes con
EOP esporadica y familiar, no encontrandose diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos.

Tabla.11.

Distribucién de los alelos entre pacientes con EOP esporadica y familiar.

VEGEA A 197 (45,6%) 46 (49,7%) -
rs699947 C 235 (54,4%) 50 (52,1%) 0,681
VEGEA C 200 (46,3%) 47 (48,9%) -
rs833061 T 232 (53,7%) 49 (51,1%) 0,636
VEGER? T 204 (47,2%) 35 (36,5%) -
rs2071559 C 228 (52,8%) 61 (63,5%) 0,055
ET1 G 335 (77,2%) 67 (71,3%) -
rs5370 T 99 (22,8%) 27 (28,7%) 0,146
eNOS T 236 (54,6%) 49 (51,1%) -
rs2070744 C 196 (45,4%) 47 (48,9%) 0,535

En la tabla 12 se muestra la comparacidon de genotipos entre los
pacientes con EOP dependiendo de si se encontraban en fase activa o inactiva
en el momento del diagnostico. En ella se puede apreciar como, al hacer el
analisis por dominancias del SNP rs5370 del gen ET1, el ser portador del
genotipo TT se asocia a presentar una enfermedad inactiva en el momento del
diagnéstico. También se asoci6 de manera estadisticamente significativa al

realizar el analisis por codominancia dominante frente a los genotipos GG+GT.

Al analizar el SNP de eNOS rs2070744, los portadores del genotipo CC
presentaron una tendencia muy cercana a la significacion estadistica de
presentar una enfermedad activa en el momento del diagnéstico frente a los

portadores de los genotipos TT+TC en el analisis por codominancia dominante.

No se observan diferencias en el resto de SNPs incluidos en el estudio.
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Tabla.12.

Distribucién genotipica entre los paciente con

grado de actividad en el momento del diagnéstico.

EOP dependiendo del

AA 11 (18,3%) 49 (81,7%) 0,435
AC 20 (16,3%) 103 (83,7%)
cc 19 (23,5%) 62 (76,5%)
v AA+AC 31 (16,9%) 152 (83,1%) i
cc 19 (23,5%) 62 (76,5%) 0,213
AA 11 (18,3%) 49 (81,7%) i
AC+CC 39 (19,1%) 165 (80,9%) 0,892
cc 11 (17,5%) 52 (82,5%) 0,416
cT 20 (16,5%) 101 (83,5%)
T 19 (23,8%) 61 (76,3%)
vt cc+CT 31 (16,8%) 153 (86,2%) ;
T 19 (23,8%) 61 (76,3%) 0,585
cc 11 (17,5%) 52 (82,5%) i
CT+TT 39 (19,4%) 162 (80,6%) 0,731
T 7 (12,5%) 49 (87,5%) 0,345
TC 25 (19,7%) 102 (80,3%)
cc 18 (22,2%) 63 (77,8%)
AN TT+CC 32 (17,5%) 151 (82,5%)
cc 18 (22,2%) 63 (77,8%) 0,365
T 7 (12,5%) 49 (87,5%)
TC+CC 43 (20,7%) 165 (79,3%) 0,166
GG 25 (50,0%) 126 (58,9%) i
GT 19 (38,0%) 81 (37,9%) 0,618
T 6 (12,0%) 7 (3,3%) 0,014 (0’0(9_2037 »
el GG+GT 44 (88,0%) 207 (96,7%) ;
T 6 (12,0%) 7 (3,3%) 0,016 (o,o(;-ch, -
GG 25 (50,0%) 126 (58,9%) i
GT+TT 25 (50,0%) 88 (41,1%) 0,255
T 17 (21,3%) 63 (78,8%) 0,149
TC 27 (21,6%) 08 (78,4%)
cc 6 (10,2%) 53 (89,8%)
eNOS TT+TC 44 (21,5%) 161 (78,5%) ]
rs2070744
cc 6 (10,2%) 53 (89,8%) 0,051
T 17 (21,3%) 63 (78,8%) i
TC+CC 33 (17,9%) 151 (82,1%) 0,528
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En la tabla 13 se muestra la distribucion alélica de los pacientes EOP
dependiendo de si han sido diagnosticados en la fase activa o inactiva de la
enfermedad. Obtuvimos resultados estadisticamente significativos al estudiar el
SNP rs2070744 del gen eNOS, asociandose el ser portador del alelo C a

presentar una enfermedad activa en el momento del diagndstico.

No se observan diferencias en el resto de SNPs incluidos en el estudio.

Tabla.13. Frecuencia alélica entre pacientes con EOP activa o inactiva en el

momento del diagnéstico.

VEGEA A 42 (42,0%) 201 (46,9%) -
rs699947 C 58 (58,0%) 227 (53,1%) 0,370
VEGEA C 42 (42,0%) 205(47,9%) -
rs833061 T 58 (58,0%) 223 (52,1%) 0,287
VEGER2 T 39 (39,0%) 200 (46,7%) -
rs2071559 C 61 (61,0%) 228 (53,3%) 0,162
ET1 G 69 (69%) 333 (77,8%) -
rs5370 T 31 (31%) 95 (22,2%) 0,064
eNOS T 61 (61,0%) 224 (52,3%) -
rs2070744 C 39 (39,0%) 204 (47,7%) 0,009 (1'117’?24_ 92)

En la tabla 14 se muestra la distribucién genotipica de los SNPs

estudiados en funcion de que los pacientes con EOP tuviesen una enfermedad

monostética o poliostética. No encontramos diferencias estadisticamente

significativas al realizar el andlisis de genotipos por dominancias ni por

codominancias.
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Tabla.14. Frecuencias genotipicas entre EOP monostotica o poliostética.
AA 25 (41,7%) 35 (58,3%) 0,825
AC 46 (37,4%) 77 (62,6%)
CcC 30 (37,0%) 51 (63%)
r;’g;g’i? AA+AC 71 (38,8%) 112 (61,2%) -
CcC 30 (37,0%) 51 (63%) 0,786
AA 25 (41,7%) 35 (58,3%) -
AC+CC 76 (37,3%) 128 (62,7%) 0.537
cC 25 (39,7%) 38 (60,3%) 0,941
CT 45 (37,2%) 76 (62,8%)
TT 31 (38,8%) 49 (61,2%)
r;’gfs';'gl CC+CT 70 (38,0%) 114 (62,0%) -
TT 31 (38,8%) 49 (61,2%) 0,914
cc 25 (39,7%) 38 (60,3%) -
CT+TT 76 (37,8%) 125 (62,2%) 0,790
TT 26 (46,4%) 30 (56,6%) 0,344
TC 47 (33,0%) 80 (63,0%)
CcC 28 (34,6%) 53 (65,4%)
r;/onc;EEég TT+CC 73 (39,9%) 110 (60,1%)
CcC 28 (34,6%) 53 (65,4%) 0,412
TT 26 (46,4%) 30 (56,6%)
TC+CC 75 (36,1%) 133 (63,9%) 0,156
GG 52 (34,4%) 99 (65,6%) 0,328
GT 43 (43%) 57 (57%)
TT 6 (46,2%) 7 (53,8%)
rsES-IZ;170 CERET 95 (37,8%) 156 (62,2%) -
TT 6 (46,2%) 7 (53,8%) 0,548
GG 52 (34,4%) 99 (65,6%) -
GT+TT 49 (43,4%) 64 (56,6%) 0,140
TT 24 (30,0%) 56 (70,0%) 0,130
TC 55 (44,0%) 70 (56,0%)
CcC 22 (37,3%) 37 (62,7%)
SO TT+TC 79 (38,5%) 126 (61,5%) ]
rs2070744
cc 22 (37,3%) 37 (62,7%) 0,862
TT 24 (30,0%) 56 (70,0%) -
TC+CC 77 (41,8%) 107 (58,2%) 0,069
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En la tabla 15 se muestra la distribucion alélica entre los pacientes con

EOP monostotica vs poliostética. No hallamos diferencias estadisticamente

significativas para ninguno de los 5 SNPs estudiados.

Tabla.15.

Distribucién de los alelos entre EOP monostética o poliostética.

VEGEA A 96 (47,5%) 147 (45,1%) -
rs699947 C 106 (52,5%) 179 (54,9%) 0,586
VEGEA C 95 (47,1%) 152 (46,6%%) -
rs833061 T 107 (52,9%) 174 (53,4%%) 0,928
VEGER? T 99 (49,9%) 140 (42,9%) -
rs2071559 C 103 (50,1) 186 (57,1%) 0,174
ET1 © 147 (72,7%) 255 (78,2%) -
rs5370 T 55 (27,2%) 71 (21,8%) 0,153
eNOS T 103 (51,0%) 182 (55,8%) -
rs2070744 C 99 (49,0%) 144 (44,2%) 0,278

Al estudiar la distribucion de genotipos de acuerdo con la presencia de
afectacion craneal (tabla 16) se puede observar que el genotipo AC del SNP
rs69947 del gen VEGFA se asocia con mayor incidencia de afectacion craneal
comparado con el genotipo AA (andlisis por dominancias y por codominancia

recesiva).

Al analizar el SNP rs833061 del gen VEGFA obtuvimos diferencias
estadisticamente significativas al realizar el analisis por dominancias y por
codominancia recesiva, asociandose el genotipo CT a padecer enfermedad a

nivel de craneo.

No se observan diferencias en el resto de SNPs incluidos en el estudio.
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Tabla.16. Frecuencias genotipicas de los pacientes con o sin afectacion craneal.
AA 49 (27,1%) 11 (13,3 %) -
2,75
0, 0, !
AC 76 (42,0%) 47 (56,6%) 0,008 (1,30-5,82)
CC 56 (30,9%) 25 (30,1%) 0,095
VEGFA
15699947 AA+AC 125 (69,1%) 58 (69,9%) -
CC 56 (30,9%) 25 (30,1%) 0,893
AA 49 (27,1%) 11 (13,3 %) -
2,43
0, 0, ’
AC+CC 132 (72,9%) 72 (86,7%) 0,015 (1,19-4,96)
CcC 50 (27,6%) 13 (15,7%) -
2,27
0, 0, )
CT 76 (42,0%) 45 (54,2%) 0,024 (1,11-4,64)
TT 55 (30,4%) 25 (30,1%) 0,156
VEGFA
15833061 CC+CT 126 (69,6%) 58 (69,9%) =
TT 55 (30,4%) 25 (30,1%) 0,965
CC 50 (27,6%) 13 (15,7%) -
2,05
0, 0, !
CT+TT 131 (72,4%) 70 (84,3%) 0,037 (1,04-4.03)
TT 41 (73,2%) 15 (26,8%) 0,691
TC 86 (67,7%) 41 (32,3%)
CC 54 (66,7%) 27 (33,3%)
VEGFR2
rs2071559 TT+CC 127 (69,4%) 56 (30,6%)
CC 54 (66,7%) 27 (33,3%) 0,659
TT 41 (73,2%) 15 (26,8%)
TC+CC 140 (67,3%) 68 (32,7%) 0,398
GG 98 (64,9%) 53 (35,1%) 0,206
GT 75 (75,0%) 25 (25,0%)
TT 8 (61,5%) 5 (38,5%)
ET1
1s5370 GG+GT 173 (68,9%) 78 (31,1%) -
TT 8 (61,5%) 5 (38,5%) 0,576
GG 98 (64,9%) 53 (35,1%) -
GT+TT 83 (73,5%) 30 (26,5%) 0,139
TT 51 (63,7%) 29 (36,3%) 0,537
TC 88 (70,4%) 37 (29,6%)
CC 42 (71,2%) 17 (28,8%)
eNOS TT+TC 139 (67,8%) 66 (32,2%) -
rs2070744 o7 ke
CC 42 (71,2%) 17 (28,8%) 0,622
TT 51 (63,7%) 29 (36,3%) -
TC+CC 130 (70,7%) 54 (29,3%) 0,267
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En la tabla 17 se muestra la distribucion alélica de los pacientes con
EOP dependiendo de si tienen o no afectacion del craneo. No encontramos
diferencias estadisticamente significativas al hacer el andlisis por alelo de

ninguno de los SNPs.

Tabla.17. Distribucién alélica en los pacientes EOP con o sin afectaciéon de craneo.
| SN | Alelo | Noafectacion | Afectacion craneo | pvalor | OR(95%1C) |

VEGFA A 174 (48,1%) 69 (41,6%) .

rs699947 C 188 (51,9%) 97 (58,4%) 0,165
VEGEA C 176 (48,6%) 71 (42,8%) -

rs833061 T 186 (51,4%) 95 (57,2%) 0,212
VEGFR2 T 168 (51,5%) 71 (42,8%) -

rs2071559 C 194 (48,5%) 95 (57,2%) 0,436
ET1 G 271 (74,8%) 131 (78,9%) -

rs5370 T 91 (25,2%) 35 (21,1%) 0,253
eNOS T 190 (58,3%) 95 (57,3%) -

rs2070744 C 136 (41,7%) 71 (42,7%) 0,823

Al realizar el estudio de la distribucion de genotipos de los pacientes con
EOP dependiendo de la presencia o no de complicaciones, la tabla 18 muestra
diferencias estadisticamente significativas en la distribucién del SNP rs2071559
del gen VEGFR2, con una mayor frecuencia del genotipo TT en los pacientes
que no desarrollaron complicaciones (andlisis por dominancias) frente a los
genotipos TC y CC. Al hacer el analisis por codominancia recesiva,
encontramos diferencias estadisticamente significativas al comparar a los
pacientes con los genotipos TC + CC frente a los pacientes con el genotipo TT,

asociandose lo primero con la aparicion de complicaciones.

No se observan diferencias en el resto de SNPs incluidos en el estudio.
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Tabla.18. Distribucién por genotipos en funcién de la presencia de complicaciones.
AA 46 (76,7%) 14 (23,3%) 0,379
AC 87 (70,7%) 36 (29,3%)
cc 64 (79,0%) 17 (21,0%)
r;’g;';g AA+AC 133 (72,7%) 50 (27,3%) -
cc 64 (79,0%) 17 (21,0%) 0,275
AA 46 (76,7%) 14 (23,3%) -
AC+CC 151 (74,0%) 53 (26,0%) 0,679
cc 47 (74,6%) 16 (25,4%) 0,551
CT 87 (71,9%) 34 (28,1%)
TT 63 (78,8%) 17 (21,3%)
vt cc+CT 132 (72,8%) 50 (27,2%) ;
TT 63 (78,8%) 17 (21,3%) 0,309
cc 47 (74,6%) 16 (25,4%) s
CT+TT 150 (74,6%) 51 (25,4%) 0,997
TT 50 (25,4%) 6 (9%) -
TC 92 (46,7%) 35 (52,2%) 0,015 (1,2?2_1; 05)
3,93
p— cc 55 (27,9%) 26 (38,8 %) 0,005 (1.49.10,35)
rs2071559 TT+CC 142 (72,1%) 41 (61,2%) -
cc 55 (27,9%) 26 (38,8 %) 0,097
TT 50 (25,4%) 6 (9%) -
TC+CC 147 (74,6%) 61 (91,0%) 0,007 . A%f‘; 48)
GG 115 (76,2%) 36 (23,8%) 0,768
GT 73 (73,0%) 27 (27,0%)
T 9 (69,2%) 4 (39,8%)
el GG+GT 188 (74,9%) 63 (25,1%) ;
TT 9 (69,2%) 4 (39,8%) 0,647
GG 115 (76,2%) 36 (23,8%) -
GT+TT 82 (72,6%) 31 (27,4%) 0,507
TT 58 (72,5%) 22 (27,5%) 0,402
TC 91 (72,8%) 34 (27,2%)
cc 48 (81,4%) 11 (18,6%)
MO TT+TC 149 (72,7%) 56 (27,3%) -
rs2070744
cc 48 (81,4%) 11 (18,6%) 0,177
TT 58 (72,5%) 22 (27,5%)
TC+CC 139 (75,5%) 0,602
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En la tabla 19 se muestra la distribucion alélica de los pacientes con
EOP dependiendo de la presencia o no de complicaciones de forma global. En
ella podemos observar como existen diferencias estadisticamente significativas
al estudiar el SNP VEGFR2 rs2071559, asociandose el alelo C a la presencia
de complicaciones. No se observan diferencias en el resto de SNPs incluidos

en el estudio.

Tabla.19. Distribucién alélica en los pacientes con EOP que presentan o no

complicaciones.

VEGEA A 179 (45,4%) 64 (47,8%) -
rs699947 C 215 (54,6%) 70(52,2%) 0,640
VEGEA C 181 (45,9%) 66 (49,3%) -
rs833061 T 213 (54,1%) 68 (50,7%) 0,507
N — T 192 (48,7%) 47 (35,1%) -
rs2071559 C 202 (51,3%) 87 (64,9%) 0,006 (1,1%_72‘?’6% |
ET1 G 303 (76,9%) 99 (73,8%) s
rs5370 T 91 (23,1%) 35 (26,1%) 0,478
eNOS T 207 (52,5%) 78 (58,2%) -
rs2070744 C 187 (47,5%) 56 (41,8%) 0,255

La tabla 20 muestra la frecuencia genotipica de los pacientes con EOP
segun presenten o no fractura como complicacion de la enfermedad. No
encontramos diferencias estadisticamente significativas al realizar este analisis

en ninguno de los SNPs estudiados.
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Tabla.20. Distribucién genotipica entre los pacientes segun presenten o no fractura.
AA 55 (91,7%) 5 (8,3%) 0,601
AC 117 (95,1%) 6 (4,9%)
CC 77 (95,1%) 4 (4,9%)
VEGFA
15699947 AA+AC 172 (94%) 11 (6,0%) -
CC 77 (95,1%) 4 (4,9%) 0,728
AA 55 (91,7%) 5 (8,3%) -
AC+CC 194 (95,1%) 10 (4,9%) 0,313
CC 57 (90,5%) 6 (9,5%) 0,309
CT 116 (95,9%) 5 (4,1%)
TT 76 (95,0%) 4 (5,0%)
VEGFA 0 0
15833061 CC+CT 173 (94,0%) 11 (6,0%) -
TT 76 (95,0%) 4 (5,0%) 0,752
CC 57 (90,5%) 6 (9,5%)
CT+TT 192 (95,5%) 9 (4,5%) 0,131
TT 52 (20,9%) 4 (26,7%) -
TC 124 (49,8%) 3 (20,0%) 0,139
CC 73 (29,3%) 8 (53,3%) 0,579
VEGFR2 0 0
e TT+CC 176 (70,7%) 7 (46,7%) -
CC 73 (29,3%) 8 (53,3%) 0,059
TT 52 (20,9%) 4 (26,7%) -
TC+CC 197 (79,1%) 11 (73,3%) 0,596
GG 144 (95,4%) 7 (4,6%) 0,351
GT 92 (92,0%) 8 (8,0%)
TT 13 (100%) 0 (0,0%)
ET1
(5370 GG+GT 236 (94,0%) 15 (6,0%) -
TT 13 (100%) 0 (0,0%) 0,364
GG 144 (95,4%) 7 (4,6%) -
GT+TT 105 (92,9%) 8 (7,1%) 0,396
TT 72 (90,0%) 8 (10,0%) 0,134
TC 120 (96,0%) 5 (4,0%)
CC 57 (96,6%) 2 (3,4%)
ENOES TT+TC 192 (93,7%) 13 (6,3%)
rs2070744 ’ ’
CC 57 (96,6%) 2 (3,4%) 0,388
TT 72 (90,0%) 8 (10,0%)
TC+CC 177 (96,2%) 7 (3,8%) 0,052
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En la tabla 21 figura la distribucion de los alelos en los pacientes con
EOP en funcién de si presentan o no fractura. No se obtuvieron resultados
estadisticamente significativos al hacer las comparaciones por alelos de
ninguno de los cinco SNPs estudiados y la presencia de fractura como

complicacion de la EOP.

Tabla.21. Distribucién alélica de los pacientes con EOP con o sin fractura.
| swe | Aelo [ EOPsinfractura | EOPcon fractura [ pvalor | OR(@5%IC)
VEGFEA A 227 (45,6%) 16 (53,3%) -
rs699947 C 271 (54,4%) 14 (46,7%) 0,408
VEGEA C 230 (46,2%) 17 (56,7%) -
rs833061 T 268 (53,8%) 13 (43,3%) 0,264
VEGFR2 T 228 (45,8%) 11 (36,7%) -
rs2071559 C 270 (54,2%) 19 (63,3%) 0,332
ET1 G 380 (76,3%) 22 (73,3%) -
rs5370 T 118 (23,7%) 8 (26,7%) 0,711
eNOS T 264 (53,1%) 21 (70,0%) -
rs2070744 C 234 (46,9%) 9 (30,0%) 0,070

En la tabla 22 se muestra la distribucion genotipica entre los pacientes
con EOP dependiendo de la presencia o no de lesién de par craneal. En ella se
observan diferencias estadisticamente significativas al estudiar el SNP
VEGFR2 rs2071559, asociandose los portadores de los genotipos TCy CC a la
aparicion de lesion de par craneal frente a los portadores del genotipo TT al
hacer el andlisis de dominancias. Al realizar el analisis por codominancia
recesiva, los genotipos TC + CC se relacionan con la presencia de lesion de
par craneal frente al genotipo TT.

No se observan diferencias en el resto de SNPs incluidos en el estudio.
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Tabla.22.

Distribucién genotipica dependiendo de presencia lesion de par craneal.

AA 55 (91,7%) 5 (8,3%) 0,702
AC 108 (87,8%) 15 (12,2%)
cc 71 (87,7%) 10 (12,3%)
VEGFA
e on AA+AC 163 (89,1%) 20 (10,9%) ;
cc 71 (87,7%) 10 (12,3%) 0,738
AA 55 (91,7%) 5 (8,3%) ;
AC+CC 179 (87,7%) 25 (12,3%) 0,400
cc 58 (92,1%) 5 (7,9%) 0,617
cT 106 (87,6%) 15 (12,4%)
T 70 (87,5%) 10 (12,5%)
VEGFA
ey cc+CT 164 (89,1%) 20 (10,9%) :
T 70 (87,5%) 10 (12,5%) 0,701
cc 58 (92,1%) 5 (7,9%) :
CT+TT 176 (87,6%) 25 (12,4%) 0,326
T 55(23,5%) 1(%3,3) ;
9,0
0, 0, )
TC 109(46,6%) 18(60,0%) 0,034 (1.1668)
cc 70(29,9%) 11(36,7%) 0,042 L 08'28 o
VEGFR2 (1,0-68,9)
rs2071559 TT+CC 164 (70,1%) 19 (63,3%) -
cc 70(29,9%) 11(36,7%) 0,452
T 55(23,5%) 1(%3,3) :
8,91
0, (0] Y
TC+CC 179 (76,5%) 29 (96,7%) 0,033 Al
GG 132 (87,4%) 19 (12,6%) 0,611
GT 91 (91,0%) 9 (9,0%)
T 11 (84,6%) 2 (15,4%)
ET1
Al GG+GT 223 (88,8%) 28 (11,2%) :
T 11 (84,6%) 2 (15,4%) 0,639
GG 132 (87,4%) 19 (12,6%) i
GT+TT 102 (90,3%) 11 (9,7%) 0,471
T 74 (92,5%) 6 (7.5%) 0,299
TC 107 (85,6%) 18 (14,4%)
cc 53 (89,8%) 6 (10,2%)
ENOS TT+TC 181 (88,3%) 24 (11,7%)
r$2070744 ’ ’
cc 53 (89,8%) 6 (10,2%) 0,743
T 74 (92,5%) 6 (7,5%)
TC+CC 160 (87,0%) 24 (13,0%) 0,192

89



Polimorfismos de los genes reguladores de la angiogénesis en la Enfermedad Osea de Paget

Se obtuvieron resultados estadisticamente significativos al analizar la
distribucion alélica de los pacientes con EOP dependiendo de la presencia o no
de lesion de par craneal como complicacién de la enfermedad de tal forma que
los portadores del alelo C presentan con mas frecuencia lesion de par craneal

comparado con los portadores del alelo T (tabla 23).

Tabla.23. Frecuencias alélicas de los pacientes con EOP dependiendo de la

presencia o no de lesion de par craneal.

VEGEA A 218 (46,6%) 25 (41,7%) -
rs699947 C 250 (53,4%) 35 (58,3%) 0,472
VEGEA C 222 (47,4%) 25 (41,7%) -
rs833061 T 246 (52,6%) 35 (58,3%) 0,468
N E— T 219 (46,8%) 20 (33,3%) -
rs2071559 C 249 (58,2%) 40 (66,7%) 0,043 (1,011_’;510% |
ET1 G 355 (74,9%) 47 (78,3%) s
rs5370 T 113 (24,1%) 13 (21,7%) 0,672
eNOS T 255 (54,5%) 30 (50,0%) -
rs2070744 C 213 (45,5%) 30 (50,0%) 0,511

En la tabla 24 mostramos la distribucion genotipica de los pacientes con
EOP en funciéon de si presentan o no coxopatia como complicacion de la
enfermedad. Encontramos diferencias estadisticamente significativas al
estudiar el SNP VEGFR2 rs2071559, presentando los portadores del genotipo
TC una mayor frecuencia de coxopatia comparado con los portadores del
genotipo TT al hacer el analisis por dominancias. Al hacer el andlisis de este
mismo SNP por codominancia recesiva, obtuvimos resultados estadisticamente
significativos, presentando los portadores del genotipo TC + CC coxopatia con

mas frecuencia, comparado con los portadores del genotipo TT.
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Tabla.24. Frecuencias genotipicas dependiendo de la presencia de coxopatia.
AA 54 (90,0%) 6 (10%) 0,122
AC 106 (86,2%) 17 (13,8%)
CcC 77 (95,1%) 4 (4,9%)
r;’g;g’i? AA+AC 160 (87,4%) 23 (12,6%) -
cC 77 (95,1%) 4 (4,9%) 0,059
AA 54 (90,0%) 6 (10%) -
AC+CC 183 (89,7%) 21 (10,3%) 0,947
cC 55 (87,3%) 8 (12,7%) 0,181
CcT 106 (87,6%) 15 (12,4%)
TT 76 (95,0%) 4 (5,0%)
r;’gfs';'gl CC+CT 161 (87,5%) 23 (12,5%) -
TT 76 (95,0%) 4 (5,0%) 0,065
cc 55 (87,3%) 8 (12,7%) -
CT+TT 182 (90,5%) 19 (9,5%) 0,458
TT 55 (23,2%) 1 (3,7%) -
TC 110 (46,4%) 17 (63,0%) 0,040 (1,1(?125,5)
CcC 72 (30,4%) 9 (33,3%) 0,071
r;/onc;EEég TT+CC 165 (69,6%) 18 (66,7%) ;
CcC 72 (30,4%) 9 (33,3%) 0,753
TT 55 (23,2%) 1 (3,7%) -
TC+CC 182 (76,8%) 26 (96,3%) 0,045 (1,02?59,2)
GG 138 (91,4%) 13 (8,6%) 0,563
GT 88 (8,0%) 12 (12,0%)
TT 11 (84,6%) 2 (15,4%)
rESTS-%O CERET 226 (90,0%) 25 (10,0%) -
TT 11 (84,6%) 2 (15,4%) 0,529
GG 138 (91,4%) 13 (8,6%) -
GT+TT 99 (87,6%) 14 (12,4%) 0,316
TT 69 (86,3%) 11 (13,8%) 0,248
TC 112 (89,6%) 13 (10,4%)
CcC 56 (94,9%) 3 (5,1%)
ENOS TT+TC 181 (88,3%) 24 (11,7%)
rs2070744
cc 56 (94,9%) 3 (5,1%) 0,139
TT 69 (86,3%) 11 (13,8%)
TC+CC 168 (91,3%) 16 (8,7%) 0,213
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Al estudiar la distribucion alélica en los pacientes con EOP dependiendo
de si padecen o0 no coxopatia (tabla 25), no se obtuvieron resultados
estadisticamente significativos al hacer el estudio por alelos de ninguno de los

cinco SNPs estudiados.

Tabla.25. Frecuencia alélica dependiendo de la presencia o0 no de coxopatia.
VEGEA A 214 (45,1%) ‘ 29 (53,7%) -
rs699947 C 260 (54,9%) 25 (46,3%) 0,232
VEGEA C 216 (45,6%) 31 (57,4%) -
rs833061 T 258 (54,4%) 23 (42,6%) 0,922
VEGER?2 T 220 (46,4%) 19 (35,2%) -
rs2071559 C 254 (53,6%) 35 (64,8%) 0,119
ET1 G 364 (76,8%) 38 (70,4%) -
rs5370 T 110 (23,2%) 16 (29,6%) 0,294
eNOS T 250 (52,7%) 35 (64,8%) -
rs2070744 C 224 (47,2%) 19 (35,2%) 0,092

En la tabla 26 se muestra la distribucion genotipica segun la edad al
diagnéstico. Encontramos diferencias estadisticamente significativas al hacer el
andlisis por dominancias del SNP VEGFA rs699947, presentando los
portadores del genotipo CC una mayor edad en el momento del diagndstico

comparado con los portadores de los genotipos AA o AC.

No se observan diferencias en el resto de SNPs incluidos en el estudio.
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Tabla.26. Distribucién genotipica en funcion de la edad en el momento del

diagndstico de la enfermedad.

Jeara AA 65,9 (13,0) AAAC: p=1,0
AC 66,2 (11,2) 0,012 AA-CC: p=0,046
5699947 AC-CC: p=0,019
cc 70,7 (10,8) 1ot
Jecrn cc 65,9 (12,8) CCCT: p=1.0
cT 66,5 (11,4) 0,038 CC-TT: p=0,083
rs833061 T oo o7a
T 70,3 (10,8) -P=Y,
T 70,0 (9,8)
VEGFR2
(2071580 TC 67,2 (11,5) 0,163 -
cc 66,3 (12,9)
GG 67,4 (11,9)
ET1
(5370 GT 68,4 (11,2) 0,218 -
T 62,4 (12,4)
T 68,1 (10,3)
eNOS
2070744 TC 67,7 (11,5) 0,680 -
cc 66,4 (13,7)

® Andlisis de contrastes por Bonferroni.
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En la tabla 27 se muestra la frecuencia genotipica de los pacientes con
EOP y la media del nimero de veces que la FA supera el limite superior de la
normalidad. No se observan diferencias estadisticamente significativas al

analizar los SNPs incluidos en el estudio con esta variable.

Tabla.27. Distribucién genotipica en funcién del niamero de veces que supera FA el
limite superior de la normalidad.

AA 3,73 (3,6)
VEGFA 527
rs699947 AC 4,63 (7,1) §
cc 3,36 4,(4,8)
cc 3,86 (3,7)
VEGFA
rs833061 cT 4,51 (7,1) 0,431 .
TT 3,46 (4,5)
TT 4,56 (7,3)
VEGFR2
rs2071559 TC 4,07 (5,5) 0,640 .
cc 3,61 (5,0)
GG 3,86 (5,3)
ET1
rs5370 GT 3,84 (4,5) 0,070 .
TT 7,63 14,0)
TT 3,96 (6,4)
eNOS
rs2070744 TC 3,47 (3,9) 0,126 .
cc 5,33 (7,8)

® Andlisis de contrastes por Bonferroni.
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En la tabla 28 figura la distribucién genotipica de los pacientes con EOP
y el numero de huesos afectados en la gammagrafia ésea. No encontramos
diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los SNPs

estudiados.

Tabla.28. Frecuencias genotipicas de los pacientes con EOP y namero de huesos

afectados.

AA 2,38 (1,9)
VEGFA
rs699947 AC 2,72 (2,0) 0,508 .
cc 273 (2,1)
cc 2,54 (1,8)
VEGFA
rs833061 cT 2,70 (2,1) 0,872 .
TT 2,65 (2,1)
TT 2,27 (1,7)
VEGFR2
rs2071559 TC 2,82(2,2) 0,228 §
cc 2,64 (1,8)
GG 2,72 (1,9)
ET1
rs5370 GT 2,56 (2,1) 0,775 .
TT 2,46 (1,8)
TT 2,94 (2,1)
eNOS
rs2070744 TC 2,44 (1,9) 0,216 )
cc 2,70 (1,9)

® Andlisis de contrastes por Bonferroni.
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En la tabla 29 se muestra la distribucion genotipica de los pacientes con
EOP de acuerdo con el indice anatébmico de Renier. No se observan
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los SNPs estudiados.

Tabla.29. Frecuencias genotipicas de los pacientes con EOP e indice de Renier
VEGFA A ) AA-AC: p=0,097
AC 17,4 (13,09) 0,045 AA-CC: p=0,835
rs699947 ayediatpos
cC 15,62 (11,22) - p=0,
CC 13,51 (10,51)
VEGFA
rs833061 cn 17,31 (13,23) 0,093 ]
TT 14,75 (10,96)
T 14,07 (11,38)
VEGFR2
rs2071559 TC 16,05 (12,27) 0,554 B}
cC 16,03 (12,12)
GG 16,52 (12,48)
ik GT 14,09 (11,07) 0,268 .
rs5370 ' ' )
1T 16,89 (13,43)
TT 17,08 (12,63)
eNOS
rs2070744 Tc 14,48 (10,99) 0,305 )
CcC 16,07 (13,20)

# Andlisis de contrastes por Bonferroni.
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Discusién

La EOP es una enfermedad metabdlica relativamente frecuente, que en
Espafia afecta a algo méas del 1% de la poblacién en riesgo. Se caracteriza por
el desarrollo de lesiones 6seas localizadas en las que hay una alteracion del
metabolismo 6seo que conduce a la formacion de un hueso anomalo, no

maduro, aumentado de volumen y con una mala competencia biomecanica.

Desde el punto de vista fisiopatolégico, en el hueso pagético se produce
una activacion anémala de la osteoclastogénesis, en la que hay un
desordenado aumento de la frecuencia de activacion de las unidades
multicelulares basicas, un defecto de la polarizacion y/o una erratica
sefializacion quimiotactica del lugar de inicio de la osteolisis. Sin embargo, se
mantiene el acoplamiento entre el ostoclasto y el osteoblasto, por lo que la
formacion dsea estd acelerada y aumentada, lo que conduce a un hueso
desorganizado con pérdida de la laminizacion del colageno. La activacion
osteoclastica se acompafa de una hipervascularizacion. La lesion pagética
evoluciona en el tiempo y la mayor parte de las lesiones acaban en un hueso
esclerdtico, metabdlicamente inactivo y con escasa celularidad. Las
caracteristicas descritas mas arriba corresponden al hueso pagético activo de

las fases osteolitica y mixta (Del Pino-Montes et al. 2014).

Consideramos que esta hipervascularizacién expresa una alteracion de
la angiogénesis 6sea que acompafa a la osteoclastogénesis y al desarrollo de
la unidad multicelular basica. No conocemos datos acerca de su mecanismo y
de si esta alteracion es primaria o secundaria a la actividad osteoclastica. El
papel de la angiogénesis en la osteoclastogénesis, el desarrollo de la unidad
multicelular basica y, en definitiva, el metabolismo éseo, parece ser importante.
Por este motivo hemos planteado un estudio de diferentes variantes genéticas
relacionadas con el proceso de la angiogénesis en pacientes con EOP, con el
objetivo de conocer si pudieran existir asociaciones de algunas de ellas con la

expresion fenotipica de la EOP.

La EOP tiene una variable expresién clinica cuyos motivos no son
conocidos. Epidemiolégicamente, la enfermedad puede ser familiar o
aparentemente esporadica. El fenotipo varia en cuanto a la extension y

localizacion, la edad de comienzo y la actividad de la enfermedad. En nuestro
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Servicio tenemos experiencia en el manejo clinico de la EOP y disponemos de
los datos de una cohorte de mas de 300 pacientes seguidos en los ultimos 20

afos, que seran la poblacion de estudio de este trabajo.

Nuestro interés radica en conocer si algunas de las posibles variantes
genéticas en genes implicados en el proceso de angiogénesis tienen relacion

con el desarrollo o la expresion fenotipica de la EOP.
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1 Datos clinicos y epidemiologicos de nuestra cohorte
de EOP.

Los datos clinicos y epidemioldgicos de nuestra cohorte son similares a
los sefialados en la serie espafiola mas amplia publicada, el registro nacional
de EOP (Del Pino-Montes et al. 2009), y en otras series internacionales (Corral-
Gudino et al. 2013). Cabe destacar que en nuestro trabajo se ha descrito un
porcentaje de sujetos con EOP familiar de un 18%, que es ligeramente superior
al sefalado en esta serie, que fue del 14%. Esta diferencia puede explicarse
facilmente, ya que en nuestra serie se incluyen pacientes de un foco de alta
prevalencia de EOP, la Comarca de Vitigudino, en la que el porcentaje de

casos familiares es mayor (Miron-Canelo et al. 1997).
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2  Estudio genético.

Se considera que en el desarrollo de la EOP hay, al menos en parte, una
base genética que explica la aparicién de casos familiares. En relacién con el
genotipo de la EOP, estudios previos han asociado la EOP con distintos SNPs,
principalmente de los genes que codifican proteinas involucradas en la
activacion y resorcion osteoclastica (Albagha et al. 2013), pero también en
otros procesos como en la autofagia (Usategui-Martin et al 2015). La
angiogénesis juega un importante papel en la biologia 6sea y, de algun modo,
probablemente en el desarrollo de la lesion pagética, ya que una de las
caracteristicas de la lesibn Osea pagética es la hipervascularizacion. Sin
embargo, no hemos encontrado estudios sobre angiogénesis y sus proteinas
reguladoras en pacientes con EOP. Por tanto, deberemos discutir nuestros
hallazgos en base a la influencia de las variantes genéticas analizadas sobre el
metabolismo 06seo fisiolégico o en otras enfermedades metabdlicas Oseas

como la osteoporosis.

2.1 Gen VEGFA.

VEGF es un regulador clave de la angiogénesis fisiolégica durante el
desarrollo embrionario, el crecimiento postnatal y la homeostasis. VEGF
potencia la proliferacion, migracion y supervivencia de células endoteliales y
promueve la permeabilidad vascular (Ferrara et al. 2003). VEGF también juega
un papel critico en el desarrollo 6seo (Gerber et al. 1999; Zelzer et al. 2005) y
cada vez se conoce mAas sobre su importancia en enfermedades del
metabolismo 6seo, como la osteoporosis (Ding et al. 2011; Costa et al. 2009), y
en el proceso de reparacion 6sea (Peng et al. 2005; Street et al. 2002). VEGFA
actia sobre osteoblastos y osteoclastos promoviendo su diferenciacion y
activacion (D'Amore 2007). Es, ademas, secretado por ambos tipos de células,
sirviendo de molécula interconectora entre ellos por un mecanismo paracrino y
como molécula autoreguladora por un mecanismo autocrino (Clarkin et al.
2013; Liu et al. 2014; Trebec-Reynolds et al. 2010).

102



Discusién

Nosotros hemos estudiado dos SNPs del gen VEGFA, rs699947 y
rs833061, localizados en la zona promotora. Sin embargo, parece que ninguno
de ellos modifica la expresion transcripcional del gen, y por lo tanto no se
modifican los niveles de VEGFA (Al-Habboubi et al. 2011).

Estos SNPs del gen VEGFA se han estudiado fundamentalmente en el
ambito de la oncologia. Ambos se han asociado con un aumento del riesgo a
padecer cancer de mama (Schneider et al. 2008), y se han relacionado en
mayor o menor medida con la aparicion de distintos tumores solidos al hacer
estudios de haplotipos junto con otros SNPs de VEGFA (Jain et al. 2009). El
SNP rs699947 del gen VEGFA también se ha asociado con un aumento del
riesgo de osteosarcoma (Tie et al. 2014).

A pesar de que VEGFA es el principal candidato a ser el nexo entre la
angiogénesis y el proceso de osteogénesis, y a que uno de estos SNPs se
asocié con el desarrollo de osteosarcoma (una complicacion claramente
relacionada con la EOP), no encontramos relacion entre los SNPs rs699947 y
rs833061 del gen VEGFA y el desarrollo de EOP.

Por otro lado, hemos analizado la frecuencia de estos SNPs en relacion
a algunas caracteristicas clinicas de la EOP. Dada la variabilidad de las
mismas, consideramos que tanto la extensién esquelética de la enfermedad
como la actividad de la misma, y el modo y momento de presentacion, pueden

tener una base genética.

En este sentido, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en los parametros usados para medir la extension de la

enfermedad (indice de Renier y numero de huesos afectos).

Sin embargo, el genotipo AC del SNP rs699947 y el genotipo CT del
SNP rs833061, ambos del gen VEGFA, se asociaron con la afectacion craneal
en la enfermedad, comparado con los genotipos AA y CC respectivamente,
tanto al hacer el analisis por dominancias como al hacer el analisis por

codominancia recesiva, aunque no resulté asi al hacer el estudio por alelos.
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Este hallazgo puede ser interesante, ya que el craneo esta totalmente
constituido por huesos planos. Una posibilidad seria la de que el endotelio de
los capilares de los huesos planos, que tienen un claro predominio de hueso
trabecular, tuvieran una relacion diferente con la médula 6sea y los nichos de
células madre en la EOP, quién sabe si en relacion a la hipétesis de que dichos

capilares pudieran producir VEGF (Clarkin et al. 2013).

Ademads, esta afectacion no tiene la misma explicacion etiopatogénica
que la del resto de huesos del esqueleto, ya que el factor mecanico, que
parece jugar un papel importante en otras localizaciones (Solomon 1979), no

puede considerarse en este caso.

Por ultimo, en otra de las series mas importantes de nuestro pais, el
craneo fue el hueso donde la actividad del hueso pagético fue mayor en el
momento del diagndstico utilizando el indice fosfatdsico (Guma et al. 2002).
Que el VEGFA tuviera un tropismo especial por los osteoclastos y osteoblastos
de la médula 6sea de los huesos del craneo podria explicar la mayor actividad
pagética en estos huesos y también que el craneo sea uno de los huesos que
mas frecuentemente se ven afectados en la EOP, con un 31,4% de pacientes

con afectacion craneal en nuestra serie.

Como ya se ha comentado, la historia natural de la EOP se caracteriza
por una primera fase en la que predomina el proceso osteolitico, seguida por
una fase mixta en la que persiste la actividad osteolitica y se suma un proceso
formacién de hueso por parte de los osteoblastos. Por ultimo habra una fase de
predomino esclerdtico con escasa celularidad y que representa el estado final
de la lesion pagética. En las dos primeras fases los marcadores de
remodelado éseo van a estar elevados, considerando que la EOP se encuentra
activa durante este periodo (Del Pino-Montes et al. 2014). Es probable que en
cada fase existan diferencias igualmente marcadas en lo que a la angiogénesis
se refiere. Posiblemente exista una mayor y mas exuberante angiogénesis en

la EOP activa y una estabilizacion de ésta en la fase blastica.

La duracién de estas fases y el momento en el que se produce la

transicion de una a otra hasta llegar a la fase esclerotica podria tener

104



Discusién

igualmente una base genética, en la que los SNPs del gen VEGF y de otros
genes reguladores de la angiogénesis podrian ser importantes. En nuestro
estudio no encontramos relacion entre los SNPs del gen VEGF estudiados y el

grado de actividad de la enfermedad en el momento del diagnéstico.

Por otro lado, la EOP suele diagnosticarse en pacientes mayores de 60
afos, como ya se ha expuesto. Es posible que la edad de presentacion pueda

tener, igualmente, una base genética.

Al respecto de esto, en nuestro estudio el genotipo CC del SNP
rs699947 del gen VEGFA se asocio con una mayor edad en el momento del
diagnostico. Este SNP podria asociarse a un inicio mas tardio de la
enfermedad o a una menor expresion fenotipica de la enfermedad que pudiera
retrasar el diagnostico. Sin embargo, dada la variabilidad de las
manifestaciones clinicas y la frecuencia con la que el diagndstico se hace por
hallazgos radiolégicos o de laboratorio fortuitos, consideramos que este
hallazgo es poco consistente.

En cuanto al SNP rs833061 del gen VEGFA, el genotipo CT se asocio
con una mayor afectacion del craneo comparado con el genotipo CC al hacer el
andlisis por dominancias y el analisis por codominancia recesiva, aunque no
asi al hacer el estudio por alelos. Al igual que se coment6 anteriormente vy,
exponiendo las mismas hipotesis, este resultado habria que analizarlo

cuidadosamente.

Por ultimo, hemos observado que ambos SNPs se presentan en la
poblacion control con la misma frecuencia genotipica. Esto puede ser debido a
gue los dos SNPs estan en casi perfecto desequilibrio de ligamiento (r2=0,966)
en la poblacion general y, muy probablemente, también en nuestro grupo
control. En cuanto al grupo de pacientes con EOP, ocurre practicamente lo
mismo, lo que puede justificar que ambos SNPs se asocien con la afectacion
de craneo, por lo que podriamos deducir que estos SNPs estan también en
casi perfecto desequilibrio de ligamiento en nuestra poblacion de pacientes con
EOP.
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2.2 Gen VEGFR2.

La union del ligando VEGF con el receptor VEGFR2 produce la
dimerizacion y autofosforilacion de éste, seguida de la fosforilacion de
numerosas proteinas relacionadas con la transduccion de sefales celulares
que promueven diferentes procesos tales como la migracion celular, la
proliferacion y la angiogénesis (Ferrara 2004). Tanto los osteoblastos, los
osteoclastos, y los precursores de ambos tipos de células, expresan VEGFR2
en su superficie (D’Amore 2007), siendo éste necesario para que VEGF ejerza

sus funciones sobre ellos.

Wang y colaboradores demostraron que el genotipo CC del SNP
rs2071559 del gen VEGFR2 se asocia con un 68% de menor actividad
transcripcional de dicho gen, lo que se traduce en niveles reducidos de la
proteina VEGFR2 (Wang et al. 2007). Posteriormente, Kariz y colaboradores
demostraron que el genotipo CC de este SNP se asocia con mayores niveles
séricos de VEGFA, sugiriendo que este incremento podria ser consecuencia de
una compensacion por un déficit en la sefializacion VEGFA/VEGFR2 (Kariz et
al. 2014).

Este SNP se ha estudiado fundamentalmente en el ambito del riesgo
cardiovascular. Se ha sugerido que podria constituir un factor de riesgo para
sufrir un infarto de miocardio en poblacién caucasica con diabetes mellitus tipo
2 (Kariz et al. 2014). Sin embargo, en otros estudios se asocié con una
disminucién de la susceptibilidad a sufrir un ictus aterotrombético y con menor
recurrencia de éste (Zhang et al. 2009), y con un riesgo disminuido de tener
enfermedad coronaria (Wang et al. 2007). En estos dos ultimos estudios, los
autores sugieren que la disminucion del riesgo podria estar mediada, al menos

parcialmente, por la menor expresién de VEGFR2.

Nuestros datos muestran una asociacion entre la presencia del alelo C
del SNP rs2071559 del gen VEGFR2 y la EOP (54,7% en los pacientes con
EOP frente al 47,3% en los controles), asi como una mayor presencia del
genotipo CC al hacer el analisis por dominancias y por codominancia

dominante, por lo que los datos son bastantes congruentes.

106



Discusién

La explicacion de estos datos sugiere varias hipotesis sobre el papel de
esta variante genética a nivel 6seo y a nivel endotelial. Este SNP, que se
acompafaria de niveles mas bajos de VEGFR2, induciria de forma
compensatoria la produccién de niveles mas altos de VEGFA en estos

pacientes.

Como ya se ha comentado, una importante fuente de VEGFA es la que
se obtiene al degradar la ECM por parte de los osteoclastos, por lo que una
posible hipotesis seria la de que, ante la necesidad de mayores niveles de
VEGFA, los osteoclastos aumentaran su actividad metabdlica con el fin de
aumentar la resorcion de ECM vy liberar asi el VEGFA secuestrado en la matriz
Osea, colaborando de esta forma a aumentar los niveles de VEGFA.

Otra posible explicacion seria la de que, al aumentar la produccion de
VEGFA, estos niveles aumentados favorecerian la diferenciacion, maduracion y
actividad de los osteoclastos y osteoblastos, contribuyendo a crear un ambiente
Optimo para un mayor remodelado 6seo. Ademas, el osteoblasto y el
osteoclasto, que son capaces de retroalimentarse por un mecanismo autocrino
(no asi las CEs), aumentarian alin mas su actividad, favoreciendo el desarrollo

de la enfermedad.

Por otro lado, se considera que la fuente principal de VEGF en la médula
0sea son los osteoblastos, por lo que, ante la necesidad de mayores niveles de
VEGFA, éstos podrian aumentar en numero y supervivencia, y hacer que el
ndamero y la actividad de los octeoclastos también aumentara a través del
propio VEGFA y de otros sefializadores producidos por los osteoblastos, como
RANKL.

Por ultimo, el que existan vasos especificos dentro de los sistemas de
Havers del hueso adulto capaces de expresar VEGF y contribuir asi a los
niveles globales es una posibilidad sugerida por algunos autores (Clarkin et al.
2013). Esto podria explicar el que proliferasen mas estos vasos en la médula
Osea del hueso, para contribuir asi con la produccién de VEGF y produciendo,
COmo consecuencia, una mayor angiogénesis a nivel local y una mayor

activacion de osteoclastos y osteoblastos por el propio VEGF.
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Por otro lado, que el SNP VEGFR2 rs2071559 se haya asociado con la
aparicion de eventos vasculares cerebrales y coronarios (Kariz et al. 2014,
Zhang et al. 2009; Wang et al. 2007), los resultados de estudios previos de
nuestro grupo (Garcia-Aparicio et al. Universidad de Salamanca 2009), y los
resultados de nuestro estudio, reabren el debate sobre si la EOP es o0 no un

factor protector para que estos pacientes vivan mas tiempo.

Nuestro grupo de trabajo objetivd que los pacientes con EOP de la
cohorte estudiada tenian una supervivencia claramente mayor a la esperanza
de vida estimada para la poblacién general, y menor prevalencia de algunos
factores de riesgo cardio-vascular como diabetes mellitus, hipertension arterial
y dislipemia que el resto de la poblacion estudiada (Garcia-Aparicio et al.
Universidad de Salamanca 2009). En ese mismo trabajo, el genotipo CG del
SNP P12A del gen PPAR-G, vinculado al descenso del riesgo cardio-vascular
en varios estudios (Altshuler et al. 2000; Deeb et al. 1998; Ostgren et al. 2003;
Temelkova-Kurktschiev et al. 2004), se asocié con padecer EOP, postulando
que este SNP podria participar tanto en la patogenia de la enfermedad como
en el aumento de la supervivencia observada en estos pacientes. Estos
resultados apoyan a los de Wermers y colaboradores (Wermers et al. 2008),
que describen una mayor supervivencia en pacientes con EOP, pero van en
contra de los resultados objetivados por el trabajo de van Staa y colaboradores
(van Staa et al. 2002).

Aungue los resultados de los estudios ya comentados que relacionan el
SNP VEGFR2 rs2071559 con infarto de miocardio e ictus no son concluyentes
en relacion a la supervivencia, ya que en dos de ellos este SNP ejerce como un
factor protector y en otro como un factor de riesgo de eventos vasculares, el
que el genotipo CC se haya asociado con la EOP en nuestro trabajo nos hace
pensar que, al igual que lo referido sobre el SNP P12A del gen PPAR-G,
ademas de poder contribuir al desarrollo de la enfermedad, podria contribuir a
que estos pacientes tuvieran un mayor 0 menor niumero de eventos vasculares,

lo que conllevaria una mayor 0 menor supervivencia.
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Por lo tanto, el seguimiento de esta cohorte de pacientes con EOP a lo
largo del tiempo puede ayudar a decantar la balanza a favor o en contra de la

teoria de que los pacientes con EOP tienen una mayor supervivencia.

Por dltimo, en lo que al SNP VEGFR2 rs2071559 se refiere, nuestro
estudio mostré que el genotipo TT se asocié a tener menos complicaciones
tanto en el estudio por dominancias como por codominancia recesiva y por
alelos. Lo mismo ocurre al analizar las complicaciones de lesion de par craneal
y coxopatia por separado. Con la lesion de par craneal los resultados son muy
consistentes. Con la presencia de coxopatia la asociacion es menos clara, ya
que la diferencia se establece sélo entre el genotipo TT y el TC, y no existen
diferencias significativas al hacer el estudio por alelos. Estos datos podrian
estar en relacion con una mayor predisposicion a tener afectacion de huesos
planos (craneo y huesos de la pelvis), apoyando la hipotesis desarrollada
cuando comentamos la asociacién de los dos SNPs del gen VEGFA estudiados

con la afectacion del craneo.

Sintetizando los resultados del estudio de este SNP, el ser portador del
alelo C y genotipo CC del SNP rs2071559 del gen VEGFR2 se asocia con
padecer una EOP y con presentar complicaciones una vez que se desarrolla la
enfermedad, por lo que parece que este SNP podria estar implicado en la
patogénesis de esta enfermedad, al predisponer a ella y a hacer que ésta sea
mas sintomatica. Igualmente, podria suponer una proteccién ante eventos

cardiovasculares y que éstos pacientes vivieran mas tiempo.

2.3 Gen ET1.

ET1 es la isoforma predominante y la mas estudiada de la familia de las
ETs y actia como moduladora del tono vasomotor, la proliferacion celular y la
produccion hormonal (Giannessi et al. 2001; Randall et al. 1989).

Existen experimentos realizados in vivo que apoyan la nocion de que la
ET1 promueve la formacion de hueso (Nelson et al. 1999; Tsukahara et al.
1998; Yin et al. 2003). Ademas, dos estudios sugieren un papel importante de
ET1 en la patogénesis de la EOP (Tarquini et al. 1998; Pirzer et al. 2005).
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El SNP ET1 rs5370 supone el cambio de una G por una T en la posicion
928 (exdn 7) del gen ET1. Esto se traduce en el cambio de una lisina por un
aspartico en la posicién 198 de la proteina (LYs198Asn). Sin embargo, no esta
claro qué supone este cambio de aminoacido en la funcionalidad de esta

proteina.

Este SNP se ha asociado a hipertension arterial en pacientes con artritis
reumatoide (Panoulas et al. 2008), como factor protector de la retinopatia
diabética (Li et al. 2008) o como factor de riesgo de padecer cirrosis biliar

primaria (Mantaka et al. 2012).

De todos los SNPs estudiados, el SNP rs5790 del gen ET1 es el Gnico
que parte con cierta evidencia en lo que a su relacion con la EOP se refiere, ya
que en dos estudios se relacionaron los niveles de ET1 con la EOP y con la
actividad de ésta (Pirzer et al. 2005; Tarquini et al. 1998).

Aunque en nuestro estudio no encontramos diferencias entre los
pacientes con EOP y los controles al analizar este SNP, los datos de nuestro
trabajo muestran una asociacion entre el genotipo TT del SNP ET1 rs5370 y las
formas familiares de la enfermedad (14,9% frente al 2,8% en las esporadicas),
apoyando estos resultados la teoria genética del desarrollo de la enfermedad y
el probable papel de ET1 en el desarrollo de ésta. Sin embargo, el pequefo
tamafio de la muestra, sobre todo el escaso numero de casos familiares, hace

dificil dar validez a estos datos, pudiendo ser esta asociacion debida al azar.

Como se ha comentado, se piensa que el aumento de los niveles de ET1
en pacientes con EOP frente a controles podria deberse a la produccién de
ET1 por parte de los osteoblastos en un intento de “frenar” a los osteoclastos
(Tarquini et al. 1998). Ademas, parece que el efecto de ET1 sobre los
osteoclastos es fundamentalmente inhibidor (Alam et al. 1992). Por lo tanto,
menores niveles de ET1, o una proteina hipofuncionante, podrian dificultar la

inhibicion de los osteoclastos por parte de los osteoblastos.

De confirmarse nuestra asociacion con estudios con una mayor muestra
y extrapolando nuestros resultados con los obtenidos en los dos estudios ya

comentados, una hipétesis seria la de que este SNP podria traducirse en la
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sintesis de una proteina hipofuncionante, dificultando la inhibicion de los
osteoclastos y favorecer la progresion de la enfermedad y causar ademéas una
enfermedad mas agresiva, caracteristica de los casos de EOP familiar.

En lo que a la historia natural de la EOP se refiere, tal y como hemos
comentado ya antes, en nuestra serie, el genotipo TT de este mismo SNP se
asocio con presentar una enfermedad inactiva en el momento de ser
diagnosticado de EOP, lo que podria traducir el que este SNP estuviera
relacionado de algun modo con un fenotipo en el que la EOP se desarrollase a
una edad mas temprana o bien que se desarrollase a la misma edad que los
portadores de los otros genotipos pero que tuvieran lesiones con una fase
activa mas reducida en intensidad y/o tiempo que explicara el retraso en su
diagndéstico por menores sintomas o alteraciones de laboratorio. Sin embargo,
lo mas probable es que este resultado sea un hallazgo casual, ya que el

momento del diagndstico de la EOP suele ser fortuito.

2.4 Gen eNOS.

NO estd implicado en distintas funciones a nivel del sistema
cardiovascular (Palmer et al. 1987; Prast et al. 2001, Ignarro 2002; Radomski et
al. 1987), sistema nervioso central (Jaffrey et al. 1995; Paakkari et al. 1995) y
sistema inmunologico (Wei et al. 1995; Nathan et al. 1991; Saura et al. 1999),
entre otros. Los efectos de NO sobre el remodelado 6seo se ejercen de forma
general por la activacion de mediadores locales y segundos mensajeros
presentes en las células éseas, existiendo una clara evidencia sobre la
implicacibn de NO en el desarrollo del hueso, la curacion del hueso y la
resorcion 6sea (Collin-Osdoby et al. 1995; van't Hof et al 2001), ademas de ser
clave en la progresion de enfermedades Oseas inflamatorias (Armour et al.
2001).

eNOS se expresa ampliamente en las células del estroma de la médula
0sea, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos (Fox et al. 1998; Helfrich et al.

1997; Saura et al. 2010). Ademas, estudios recientes apuntan que eNOS
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puede ser la principal fuente de NO en la regulacion de la resorcion osea
(Rubin et al. 2003).

La variante genética que hemos estudiado, el SNP eNOS rs2070744,
esta relacionada con la expresion de NO. Al estar localizado este SNP en la
region promotora del gen eNOS, éste esta relacionado con los niveles de
MRNA vy, probablemente, de NO. Metzger y colaboradores demostraron que
variantes genéticas de eNOS combinadas dentro de un haplotipo especifico
modulan la sintesis de NO, aunque afirman que probablemente los SNPs
individuales de eNOS no tengan grandes efectos en la producciéon de NO
(Metzger et al. 2007).

Este SNP se ha estudiado fundamentalmente como marcador de riesgo
cardiovascular (Lee et al. 2006; Rossi et al. 2006), pero también se ha asociado
con enfermedades inflamatorias como psoriasis (Coto-Segura et al. 2011), o
artritis reumatoide (Melchers et al. 2006), y con algunas neoplasias, ya que se
demostré que este SNP tiene papel protector ante el cAncer de mama (Yao et
al. 2010) y, por otro lado, se asocié a la progresion de cancer de préstata
(Marangoni et al. 2008).

Al hacer el estudio de este SNP, no encontramos relacion entre éste y
padecer EOP, ni tampoco en padecer una enfermedad familiar o esporadica.
En cuanto al fenotipo de la enfermedad, en nuestro estudio hemos observado
que ser portador del alelo C del SNP rs2070744 del gen eNOS se asocia con
presentar una enfermedad activa en el momento del diagndstico, observandose
una tendencia similar cercana a la significacion estadistica en el estudio de

codominancia dominante.

Esto podria traducir una enfermedad mas sintomatica que hiciera al
paciente consultar antes a su médico, encontrdndose asi todavia en la fase
activa en el momento del diagnostico. Como ya se ha comentado previamente,
el diagnostico de la EOP suele realizarse de forma fortuita, por lo que el
momento en el que se realiza el diagnostico puede ser en la mayor parte de los

casos fruto del azar.
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Sin  embargo, quizds habria que analizar esta cuestion mas
profundamente. En nuestro estudio, tres de los SNPs estudiados se han
relacionado con el momento en el que se diagnostica la EOP. En principio
otorgamos poco valor a estos resultados por lo anteriormente comentado, pero
quizads los SNPs de estos genes implicados en la angiogénesis influyan
realmente en el fenotipo de ésa enfermedad en lo que a la fase de actividad y
edad de desarrollo de la enfermedad se refiere.

Por ultimo, en los dltimos afios se han incrementado los conocimientos
en la osteoinmunologia, mediante la que sabemos el papel que juega el
sistema inmunologico en la regulacion de la activacion del osteoclasto. Este
aspecto no es bien conocido en la EOP. EI SNP eNOS rs2070744 se ha
asociado con algunas enfermedades inflamatorias como psoriasis 0 AR.
Aungue no existe confirmacion experimental, este SNP podria, de algan modo,
facilitar un aumento de las citocinas proinflamatorias mediadoras de la lesion
de la enfermedad inflamatoria. Se conoce que este aumento de las citocinas
es, a su vez, un activador de la actividad osteoclastica y facilita la lesion
pagética O0sea. Sin embargo, dado que eNOS esta mas implicado en la
produccion de NO “fisiologica”, quizas su alteracion en el hueso en
enfermedades inflamatorias (en las que INOS es la protagonista) y, quizas
también, en la EOP, no tenga tanto protagonismo. Seria interesante estudiar,

por lo tanto, los SNPs de iNOS en un futuro.
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3 Areas de aplicacion y directrices para futuras

investigaciones

Nuestro estudio aporta datos de una posible asociacion entre la EOP y
algunas variantes de los principales genes que regulan la angiogénesis. La
EOP tiene una base genética, habiéndose descrito la participacion de diversas
variantes relacionadas principalmente con la actividad del osteoclasto. También
se conoce la importancia de la angiogénesis en la biologia Osea v,
probablemente, también la tenga en la patogenia de la EOP. Esta participacion
podria estar relacionada con algunas caracteristicas del fenotipo de la
enfermedad, especialmente relacionadas con el momento y modo de
presentacion. Estos resultados son preliminares, realizados en una cohorte

concreta, y precisan de confirmacién en otros grupos de pacientes con EOP.

Habra que profundizar en el significado biolégico de estas alteraciones.
Si se confirmara el papel de la angiogénesis en la patogenia de la EOP, sus
componentes moleculares podrian ser futuras dianas terapéuticas. En este
sentido, se ha demostrado la utilidad del tratamiento anti-VEGFA en
enfermedades oncolégicas en las que la angiogénesis juega un papel
importante. De este modo podria disponerse de una alternativa terapeutica a
los BSFs tanto en los pacientes con EOP activa como en aquellos que precisen

cirugia urgente de las lesiones 6seas.

Por otro lado, coincidiendo con lo que sugiere Albagha y colaboradores
(Albagha et al. 2013), la posibilidad de identificar a hijos o nietos de pacientes
con EOP portadores de SNPs que predisponen a EOP (posiblemente el SNP
rs2071559 del gen VEGFR2 entre ellos) podria, en un futuro, abrir las puertas a
un tratamiento “preventivo” antes de que se desarrolle la enfermedad, dada la
buena tolerancia y respuesta de ZOL. Los resultados que arroje el estudio ZIPP
, que analiza los riesgos y beneficios del uso profilactico de ZOL en pacientes
con la mutacién de SQSTM1 que no han sido diagnosticados de EOP todavia,

marcaran probablemente el camino a seguir en este apartado.

Ademas, el conocer que pacientes pueden presentar una peor respuesta

al tratamiento con BSFs segun su base genética nos ayudaria a poder
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individualizar aun mas el tratamiento de la EOP. En este sentido, estudios
previos de nuestro grupo encontraron una asociacion entre el genotipo CC del
SNP rs16944 del gen IL1B y la resistencia al tratamiento con BSFs en
pacientes con EOP (Corral-Gudino et al. 2006). Dado que los BSFs tienen
importantes propiedades antiangiogénicas (Hamma-Kourbali et al. 2002), el
andlisis a largo plazo de nuestra cohorte y la evolucion de los pacientes

tratados con ZOL podria colaborar con este proposito.

Por ultimo, habria que valorar la relacion de estos SNPs con el perfil
cardiovascular de este tipo de pacientes, a la vista de los resultados obtenidos.
Eso conllevaria el hacer un exhaustivo analisis de los factores de riesgo
cardiovascular de estos pacientes y el analisis de la morbilidad y mortalidad,

fundamentalmente por eventos vasculares.
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4 Limitaciones del estudio.

La validez y fiabilidad de estos datos pudieran estar limitadas por un
sesgo en la seleccion de la muestra. En este sentido, todos los pacientes
incluidos en el estudio proceden bien de la consulta externa de enfermedad
metabdlica Osea, bien de los ingresados en el Hospital Universitario de
Salamanca. Por ello, podria argumentarse que ésta no es una muestra
representativa del total de los pacientes, ya que incluye solo a los mas graves
que precisaron acudir a la consulta especializada y, de este modo, pudo
haberse excluido a pacientes no diagnosticados u oligosintomaticos que no

han sido referidos a atencion especializada.

Por otro lado, seria necesario replicar estos resultados en otras series de
pacientes para corroborarlos.

En cuanto a los genes estudiados, nuestro estudio se ha limitado al
estudio de los genes de VEGFA, VEGFR2, ET1 y eNOS, como principales
protagonistas en el proceso de la angiogénesis. Sin embargo, otros genes
candidatos de andlisis en este sentido serian los de INOS, VEGFR1, endoglina

y PGF, entre otros.

También seria muy interesante poder valorar mediante estudios
funcionales las consecuencias bioldgicas de estas variantes genéticas en la
EOP. Y seria mas interesante ain comprobar si existe variacion de los niveles
de estas moléculas, y en qué sentido, en las distintas fases de la enfermedad o

tras el inicio de tratamiento con ZOL.
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Conclusiones

Nuestros resultados muestran que los pacientes con EOP procedentes
de nuestra cohorte de Salamanca tienen caracteristicas epidemiologicas
y clinicas similares a las ya descritas en otras poblaciones de pacientes.

Nuestro estudio refleja por primera vez que el SNP rs2071559 del gen
VEGFR2 esta asociado con una mayor susceptibilidad a desarrollar EOP
y sus complicaciones, lo que sugiere la probable implicacién de factores

vasculares en el desarrollo de la enfermedad.

El SNP rs 3070 del gen ET1 estudiado se relaciona con el desarrollo de
EOP familiar en nuestra cohorte, o que apoya la predisposicién genética

de esta enfermedad.

Existe una asociacion entre los SNPs rs699947 y rs833061 del gen
VEGFA, rs 2071559 del gen VEGFR2 ,rs5370 del gen ET1 y rs2070744
del gen eNOS con el fenotipo de la EOP, en relacion con la afectacion
de determinados huesos y con la historia natural de esta enfermedad,
por lo que asumimos que ciertos rasgos clinicos de la enfermedad
podrian tener también una base genética relacionada con cambios que

afectan a los vasos.
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1.

120

Our results show that PDB patients from our cohort of Salamanca
present similar epidemiological characteristics as those described in
other populations.

Our study shows for the first time that variant rs2071559 in VEGFR2
gene is associated with an increased susceptibility to develop PDB and
its complications, which reinforces the importance of the involvement of

vascular factors in the development of the disease.

Rs3070 within ET1 gene is related to the development of familial PDB in

our cohort, supporting a genetic predisposition to the disease.

There is an association of rs699947 and rs833061 within VEGFA gene,
rs2071559 in VEGFR2 gene, rs5370 in ET1 gene and rs2070744 within
eNOS gene with the PDB phenotype, in relation to the involvement of
certain bones and the natural history of this disease, so, we assume that
certain features of the disease may also have a genetic basis related to
changes that affect angiogenesis.
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