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RESUMEN 

Las displasias esqueléticas (DiE), son un grupo heterogéneo de enfermedades con 

una incidencia poco frecuente y diversas manifestaciones clínicas, que están 

asociadas a múltiples genes y que pueden presentar fenotipos de alta o baja masa 

ósea. El diagnóstico preciso de las DiE es difícil desde el punto de vista clínico y 

genético. Los avances de los últimos años en técnicas de secuenciación y 

procesamiento de datos así como los estudios GWAS, nos han dado luces sobre 

las bases genéticas que pueden estar regulando la fisiología ósea en contextos 

patológicos como el de las DiE. Sin embargo, la información obtenida mediante NGS 

o GWAS, debe ser validada funcionalmente. En esta tesis doctoral utilizamos 

aproximaciones genómicas mediante WES y panel de genes para analizar las bases 

genéticas que subyacen a trastornos esqueléticos con baja masa ósea como la 

osteoporosis posmenopáusica (OP), o casos de displasia esquelética familiar; y 

estudios funcionales in silico e in vitro para evaluar las implicaciones de variantes 

genéticas raras asociadas a trastornos esqueléticos con alta masa ósea y de otras 

patologías con fenotipo óseo como la enfermedad de Gaucher tipo 1 (EG1). 

En cuanto a los análisis de trastornos esqueléticos con baja masa ósea, el estudio 

realizado mediante panel de genes en una selección truncada de casos de la 

cohorte BARCOS con valores de DMO extremos, nos permitió identificar variantes 

en 6 genes (TCIRG1, COL1A2, SEC24D, LRP4, ANO5 y LMNA), una de ellas 

patogénica en heterocigosis en el gen COL1A2 p.(Gly751Ser). Además, mediante 

análisis WES identificamos una variante missense p.(Arg296Pro) en el gen PORCN 

en un paciente de 29 años con una displasia esquelética sin diagnosticar, asociada 

con LBM y fracturas por fragilidad en su infancia y adolescencia. Análisis adicionales 

a partir de la DMO de este paciente y revisión posterior de literatura, nos llevaron a 

sugerir que la hipoplasia dérmica focal (FDH), causada principalmente por variantes 

genéticas en este gen, es probablemente una causa monogénica poco reconocida 

de LBM debida a una señalización defectuosa de la vía de Wnt. 

Respecto de los trastornos esqueléticos con alta masa ósea, estudiamos 

funcionalmente las variantes en SEM4AD, TBX18, PTCH1, PTK7, y ADGRE5 



 
 

 
 

identificadas previamente mediante WES, en un caso familiar de displasia ósea 

esclerosante caracterizado por lesiones óseas lucentes y HBM, logrando determinar 

que ninguna de las variantes afectó la estructura conformacional de la proteína ni 

comprometió la estabilidad proteica. Además, los estudios in vitro de la variante 

p.Arg349Gln en TBX18 nos permitieron observar que no afectaba su actividad 

transcripcional, y los ensayos de diferenciación de osteoblastos realizados para 

validar funcionalmente la variante p.Val212Met en SEMA4D no nos permitieron 

obtener resultados concluyentes. 

Finalmente, la generación y caracterización de modelos celulares osteoblástico y 

osteoclástico para estudiar el fenotipo óseo de la EG1, nos permitió sugerir que 

quizá haya un defecto osteoclástico intrínseco en la EG1, lo cual podría implicar que 

los osteoclastos serían los principales impulsores de la patología ósea, junto con la 

alteración de la comunicación entre osteoblastos y osteoclastos.        

Palabras clave: Variantes genéticas, displasias esqueléticas, alta masa ósea, baja 

masa ósea, Enfermedad de Gaucher.    

    

 

  



 
 

 
 

RESUM 

Les displàsies esquelètiques (DiE) són un grup heterogeni de malalties amb una 

incidència poc freqüent i diverses manifestacions clíniques, que estan associades a 

múltiples gens i que poden presentar fenotips d'alta o baixa massa òssia. El 

diagnòstic precís de les DiE és difícil des del punt de vista clínic i genètic. Els 

avenços dels darrers anys en tècniques de seqüenciació i processament de dades 

així com els estudis GWAS, ens han donat llums sobre les bases genètiques que 

poden estar regulant la fisiologia òssia en contextos patològics com el de les DiE. 

Tot i això, la informació obtinguda mitjançant NGS o GWAS, ha de ser validada 

funcionalment. En aquesta tesi doctoral utilitzem aproximacions genòmiques 

mitjançant WES i panell de gens per analitzar les bases genètiques subjacents a 

trastorns esquelètics amb baixa massa òssia com l'osteoporosi postmenopàusica 

(OP), o casos de displàsia esquelètica familiar; i estudis funcionals in silico i in vitro 

per avaluar les implicacions de variants genètiques rares associades a trastorns 

esquelètics amb alta massa òssia i d'altres patologies amb fenotip ossi com la 

malaltia de Gaucher tipus 1 (MG1).   

Quant a les anàlisis de trastorns esquelètics amb baixa massa òssia, l'estudi 

realitzat mitjançant panell de gens en una selecció truncada de casos de la cohort 

BARCOS amb valors de DMO extrems, ens va permetre identificar variants en 6 

gens (TCIRG1, COL1A2, SEC24D, LRP4, ANO5 i LMNA), una d'elles patogènica 

en heterocigosi al gen COL1A2 p.(Gly751Ser). A més, mitjançant anàlisi WES 

identifiquem una variant missense p.(Arg296Pro) al gen PORCN en un pacient de 

29 anys amb una displàsia esquelètica sense diagnosticar, associada amb LBM i 

fractures per fragilitat en la seva infància i adolescència. Anàlisis addicionals a partir 

de la DMO d'aquest pacient i revisió posterior de literatura ens van portar a suggerir 

que la hipoplàsia dèrmica focal (FDH), causada principalment per variants 

genètiques en aquest gen, és probablement una causa monogènica poc 

reconeguda de LBM deguda a una senyalització defectuosa de la via de Wnt. 

Respecte dels trastorns esquelètics amb alta massa òssia, estudiem funcionalment 

les variants en SEM4AD, TBX18, PTCH1, PTK7, i ADGRE5 identificades 



 
 

 
 

prèviament mitjançant WES, en un cas familiar de displàsia òssia esclerosant 

caracteritzat per lesions òssies lluents i HBM, aconseguint determinar que la de la 

va comprometre l'estabilitat proteica. A més, els estudis in vitro de la variant 

p.Arg349Gln a TBX18 ens van permetre observar que no afectava la seva activitat 

transcripcional, i els assajos de diferenciació d'osteoblasts realitzats per validar 

funcionalment la variant p.Val212Met a SEMA4D no ens van permetre obtenir 

resultats concloents. 

Finalment, la generació i caracterització de models cel·lulars osteoblàstic i 

osteoclàstic per estudiar el fenotip ossi de l'EG1, ens va permetre suggerir que 

potser hi hagi un defecte osteoclàstic intrínsec a l'EG1, la qual cosa podria implicar 

que els osteoclasts serien els principals impulsors de la patologia òssia, juntament 

amb l'alteració de la comunicació entre osteoblasts i osteoclasts. 

Paraules clau: Variants genètiques, displàsies esquelètiques, alta massa òssia, 

baixa massa òssia, Malaltia de Gaucher. 

 

 

  



 
 

 
 

ABSTRACT 

Skeletal dysplasias (SD) are a heterogeneous group of rare diseases with diverse 

clinical manifestations, which are associated with multiple genes and can present 

phenotypes of high or low bone mass. Accurate diagnosis of SD is difficult from both 

a clinical and genetic point of view. Advances in sequencing and data processing 

techniques in recent years, as well as GWAS studies, have shed light on the genetic 

basis that may be regulating bone physiology in pathological contexts such as SDs. 

However, information obtained through NGS or GWAS must be functionally 

validated. In this doctoral thesis, we use genomic approaches through WES and 

gene panels to analyse the genetic bases underlying skeletal disorders with low 

bone mass, such as postmenopausal osteoporosis (OP) or cases of familial skeletal 

dysplasia. and in silico and in vitro functional studies to evaluate the implications of 

rare genetic variants associated with skeletal disorders with high bone mass and 

other pathologies with bone phenotype such as Gaucher disease type 1 (GD1). 

Regarding the analysis of skeletal disorders with low bone mass, the study 

conducted using a gene panel on a truncated selection of cases from the BARCOS 

cohort with extreme BMD values allowed us to identify variants in six genes 

(TCIRG1, COL1A2, SEC24D, LRP4, ANO5, and LMNA), one of which was 

pathogenic in heterozygosity in the COL1A2 p.(Gly751Ser) gene. Furthermore, 

through WES analysis, we identified a missense variant p.(Arg296Pro) in the 

PORCN gene in a 29-year-old patient with undiagnosed skeletal dysplasia 

associated with LBM and fragility fractures in childhood and adolescence. Additional 

analysis based on this patient's BMD and subsequent review of the literature led us 

to suggest that focal dermal hypoplasia (FDH), caused mainly by genetic variants in 

this gene, is probably an under-recognised monogenic cause of LBM due to 

defective Wnt signalling.  

With regard to skeletal disorders with high bone mass, we functionally studied the 

variants in SEM4AD, TBX18, PTCH1, PTK7, and ADGRE5 previously identified by 

WES, in a familial case of sclerosing bone dysplasia characterised by lucent bone 

lesions and HBM, determining that none of the variants affected the conformational 



 
 

 
 

structure of the protein or compromised protein stability. Furthermore, in vitro studies 

of the p.Arg349Gln variant in TBX18 allowed us to observe that it did not affect its 

transcriptional activity, and osteoblast differentiation assays performed to 

functionally validate the p.Val212Met variant in SEMA4D did not allow us to obtain 

conclusive results. 

Finally, the generation and characterisation of osteoblastic and osteoclastic cell 

models to study the bone phenotype of GD1 allowed us to suggest that there may 

be an intrinsic osteoclastic defect in GD1, which could imply that osteoclasts are the 

main drivers of bone pathology, together with impaired communication between 

osteoblasts and osteoclasts.          

Keywords: Genetic variants, skeletal dysplasias, high bone mass, low bone mass, 

Gaucher disease. 
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GFP: Green fluorescent protein 

gnomAD: Genome Aggregation database 

GoF: Gain-of-function 

GPCR: G protein-coupled receptors 

GWAS: Genome wide association studies 

HBM: High bone mass 

HGVS: Human Genome Variation Society 

HR-pQCT: High-resolution peripheral quantitative computed tomography 

IFITM5: Interferon induced transmembrane protein 5 

IFMRS: International Federation of Musculoskeletal Societies 

IGF-1: Insulin-like growth factor 1 

IL-1β: Interleucina-1β 

IL-6: Interleucina 6 

IMC: Índice de masa corporal 

IMI: Impact microindentation 

iPSC: Induced pluripotent stem cells 

IS: Idiopathic scoliosis 

KDELR2: KDEL endoplasmic reticulum protein retention receptor 2 

KIF5B: Kinesin family member 5B 

KRM: Kremen receptor 

LBM: Low Bone Mass 

LGR: Leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled receptors 

LGR4: Leucine rich repeat containing G protein-coupled receptor 4 

LMNA: Lamin A/C 

LoF: Loss-of-function 

LRP4/5: Low-density lipoprotein receptor related protein 4/5 



 
 

 
 

LS: Lumbar spine 

LSD: Lysosomal storage disease 

MAF: Minor allele frequency 

MAPK: Mitogen-activated protein kinase 

MBTPS2: Membrane bound transcription factor peptidase, site 2 

MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1 

M-CSF: Macrophage colony stimulating factor 

MEC: Matriz extracellular 

MELAS: Mitocondrial encephalopathy lactic acidosis and stroke like episodes 

MEPE: Matrix extracellular phosphoglycoprotein 

MESD: Mesoderm development LRP chaperone 

MIOP: Malignant infantile osteopetrosis 

MITF: Microphthalmia-associated transcription factor 

MMP-9: Matrix metalloproteinase-9 

MSC: Mesenchymal stem cell 

MSC: Mesenchymal stromal cells 

MT1-MMP: Membrane type 1-matrix metalloprotease 

MZ: Monozygotic twins 

NFATc1: Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1 

NGS: Next generation sequencing 

NO: Nitric oxide synthase 

NTX: Telopéptido N-terminal 

OCN: Osteocalcin 

OI: Osteogenesis imperfecta 

OP: Osteoporosis 

OPG: Osteoprotegerin 

OPN: Osteopontin 



 
 

 
 

OPPG: Osteoporosis-pseudoglioma síndrome 

OPTA2: Autosomal dominant osteopetrosis-2 

P1CP: Procollagen type 1 C-terminal propeptide 

P1NP: Procollagen type 1 N-terminal propeptide 

P3H1: Prolyl 3-hydroxylase 1 

PC-1: Polycystin-1 

PDGFR: Platelet derived growth factor receptor 

PGE2: Genes encoding receptors for Prostaglandin E2 

PGI2: Prostacyclin  

PHEX: Phosphate regulating endopeptidase X-linked  

PHLDB1: Pleckstrin homology-like domain family B member 1 

Pi: Inorganic phosphate 

PLOD2: Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 

PLS3: Plastin 3 

PORCN: Protein-serine O-palmitoleoyltransferase porcupine 

PPi: Inorganic pyrophosphate 

PPIB: Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 

PTCH1: Patched 1 

PTH: Parathyroid hormone 

PTH1R: Parathyroid hormone receptor 1 

PTHrP: Parathyroid hormone-related protein 

PTK7: Protein tyrosine kinase 7  

PU.1: Transcription factor PU.1 

PYD: Piridinolina 

QCT: Quantitative computed tomography 

QUS: Quantitative ultrasound 

RAC1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 



 
 

 
 

RANK: Receptor activator for nuclear factor κ B 

RANKL: Receptor activator for nuclear factor κ B ligand 

REMS: Radiofrequency Echographic Multi Spectrometry 

RM: Resonancia magnética 

ROR1/2: Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 or 2 

RUNX2: Runt related transcription factor 2 

S1P: Sphingosine 1-phosphate 

SDF-1: Stromal-derived factor-1 

SEC24D: SEC24 homolog D, COPII coat complex component 

SEMA3A: Semaphorin 3A 

SEMA4D: Semaphorin 4D 

SERMs: Selective estrogen receptor modulators 

SERPINF1: Serpin family F member 1 

SERPINH1: Serpin family H member 1 

SFRP4: Secreted frizzled related protein 4 

SGMS2: Sphingomyelin synthase 2 

SIRT1: sirtuin 1  

SMAD9: SMAD family member 9 

SNP: Single nucleotide polymorphism 

SNV: Single nucleotide variant 

SNX10: Sorting nexin 10 

SOST: Sclerostin 

SP7: Sp7 transcription factor, Osterix 

SPARC: Secreted protein acidic and cysteine rich 

TAPT1: Transmembrane anterior posterior transformation protein 1 homolog 

TBX18: T-box transcription factor 18 

TBXAS1: Thromboxane A synthase 1 



 
 

 
 

TCIRG1: T cell immune regulator 1, ATPase H+ transporting V0 subunit a3 

TENT5A: terminal nucleotidyltransferase 5ª 

TGFβ: Transforming Growth Factor β 

TMEM38B: Transmembrane protein 38B 

TNFRSF11A (gene synonym of RANK): TNF receptor superfamily member 11a 

TNFRSF11B (gene synonym of OPG): TNF receptor superfamily member 11b 

TNF-α: Tumor necrosis factor α 

TRACP5b: Tartrate resistant acid phosphatase 5b 

TRAP: Tartrate-resistant acid phosphatase 

TS: Targeted sequencing 

V-ATPasa: Vacuolar-type H+-ATPase 

VDR: Vitamin D receptor 

VEGF: Vascular endothelial growth factor 

VEGFR2: Vascular endothelial growth factor receptor 2 

VUS: Variants of uncertain significance 

WES: Whole exome sequencing 

WGS: Whole genome sequencing 

WNT: Wingless-type mouse mammary tumor virus integration site 

XLH: X-linked hypophosphataemia 

XLR: X-linked recessive 

YSM: Years since menopause 

ZBTB40: Zinc finger and BTB domain containing 40 

Nota aclaratoria: Dada la importancia de algunos biomarcadores en el contexto 

de esta tesis doctoral, utilizaremos la abreviatura y el nombre completo de algunos 

de ellos en algunas ocasiones. 
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1. EL TEJIDO ÓSEO  

 

1.1 Generalidades del sistema esquelético 

El esqueleto adulto humano consta de un total de 213 huesos distribuidos en tres 

grandes estructuras: el esqueleto apendicular que incluye las extremidades 

superiores e inferiores, y las cinturas escapular (hombros) y pélvica; el esqueleto 

axial que constituye el eje central del cuerpo y está compuesto por los huesos del 

cráneo, la columna vertebral y la caja toráxica (costillas y esternón); y los osículos 

auditivos integrados por el martillo, el yunque y el estribo que se encuentran en el 

oído medio y participan en la función auditiva (1). El hueso, uno de los principales 

componentes del esqueleto adulto humano, es un tejido conjuntivo mineralizado, 

dinámico, altamente especializado, rígido y con una gran resistencia tanto a la 

tracción como a la compresión.   

Los huesos cumplen diversas funciones: proporcionan soporte estructural para el 

resto del cuerpo, permiten el movimiento y la locomoción al proporcionar palancas 

para los músculos, protegen los órganos y estructuras internas vitales, proporcionan 

mantenimiento de la homeostasis mineral y del equilibrio ácido-base, sirven como 

depósito de factores de crecimiento y citoquinas, y proporcionan el entorno para la 

hematopoyesis dentro de los espacios de la médula ósea (2,3). 

1.2 Estructura ósea y tipos de hueso 

A nivel estructural, el hueso se forma normalmente en un patrón laminar, en el que 

las fibrillas de colágeno se disponen en orientaciones alternas, confiriéndole 

resistencia y dureza.  

En cuanto a la forma y el tamaño, los huesos suelen agruparse en cuatro categorías. 

En la primera categoría se encuentran los huesos largos que se caracterizan por 

tener una longitud mayor que su grosor y su anchura. Se componen de un eje hueco, 

o diáfisis; metáfisis acampanadas ensanchadas, en forma de cono; y epífisis 

redondeadas por encima de los cartílagos de crecimiento (Figura 1).  
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Figura 1.  Representación esquemática de la histología de huesos largos. A. Estructura e 

histología de huesos largos. Tomada y adaptada de (4). B. Esquema tridimensional de 

hueso cortical de la diáfisis de un hueso largo. C. Esquema tridimensional de hueso 

trabecular de la epífisis de un hueso largo. Imágenes creadas con Servier Medical Art. 

La epífisis y la diáfisis se unen a través de la metáfisis, que contiene el cartílago de 

crecimiento y una capa de cartílago hialino en un hueso en crecimiento o una línea 

epifisaria de tejido óseo en la edad adulta temprana (5). Estos huesos se forman 

mediante una combinación de tejido óseo endocondral y membranoso. Dentro de 

ellos encontramos clavículas, húmeros, radios, cúbitos, metacarpianos, fémures, 
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tibias, peronés, metatarsianos y falanges (Figura 1A). La segunda categoría está 

conformada por los huesos cortos que presentan un tamaño similar en sus tres 

dimensiones (grosor, anchura y longitud) y que incluyen los huesos carpianos y 

tarsianos, las rótulas y los huesos sesamoideos. En la tercera categoría están los 

huesos planos formados por membranas óseas. Presentan una forma fina y ancha, 

protegen órganos internos como el cerebro e incluyen los huesos del cráneo, la 

mandíbula, las escápulas, el esternón y las costillas. Finalmente, a la cuarta 

categoría pertenecen los huesos irregulares los cuales, como su nombre lo indica, 

poseen una forma irregular. Estos incluyen huesos como las vértebras, el sacro, el 

coxis y el hueso hioides (2,6).      

De acuerdo con la histología, el tejido óseo puede clasificarse en hueso cortical o 

compacto y trabecular o esponjoso (Figuras 1B y 1C). El hueso cortical es denso, 

duro, con baja porosidad y está calcificado en su mayor parte. Tiene una baja tasa 

de recambio y es responsable de la actividad mecánica. Está formado por capas 

concéntricas de laminillas óseas (osteones) con forma cilíndrica, que se nutren de 

los conductos de Havers y de Volkmann que contienen los vasos sanguíneos. Se 

localiza principalmente en la diáfisis de los huesos largos y en la parte externa de 

todos los huesos (Figura 1B). El hueso trabecular tiene una matriz ósea porosa y 

una alta tasa de recambio. También está formado por osteones llamados paquetes 

que tienen forma semilunar y también están compuestos por láminas concéntricas. 

Es responsable de las funciones metabólicas y alberga matriz ósea roja. 

Principalmente constituye la epífisis de los huesos largos y el interior de los huesos 

planos (Figura 1C). El hueso cortical tiene una superficie externa perióstica y una 

superficie interna endoóstica. La actividad de la superficie perióstica es importante 

para el crecimiento aposicional (aumento de grosor) y la reparación de fracturas. La 

formación ósea suele superar la reabsorción ósea en la superficie perióstica, por lo 

que normalmente los huesos aumentan de diámetro con el envejecimiento. La 

superficie endosteal tiene mayor actividad de remodelación que la superficie 

perióstica, probablemente como resultado de una mayor tensión biomecánica o una 
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mayor exposición a citoquinas del compartimento de médula ósea adyacente. La 

reabsorción ósea suele superar a la formación ósea en la superficie endosteal, por 

lo que el espacio medular normalmente se expande con el envejecimiento. El tejido 

óseo adulto está compuesto por un 80% de hueso cortical y un 20% de hueso 

trabecular, aunque esta proporción puede variar en función de la localización dentro 

del cuerpo (2,7). 

1.3 Componentes del hueso 

El tejido óseo está formado por células derivadas del mesénquima y una matriz 

extracelular (MEC) producida por estas células. La matriz extracelular comprende 

aproximadamente el 90% del volumen óseo, mientras que las células y los vasos 

sanguíneos el 10% restante. 

1.3.1 Matriz extracelular (MEC) 

El hueso está compuesto por sales inorgánicas y matriz orgánica. La matriz orgánica 

se compone de proteínas colágenas (85%-90%), principalmente de colágeno de tipo 

I, con trazas de colágenos de tipo III y V y FACIT (fibril-associated collagens with 

interrupted triple helices) en ciertas fases de la formación ósea que pueden ayudar 

a determinar el diámetro de las fibrillas de colágeno. Los colágenos FACIT son 

miembros de la familia de colágenos asociados a fibrillas con hélices triples 

interrumpidas, un grupo de colágenos no fibrilares que sirven como puentes 

moleculares importantes para la organización y estabilidad de las matrices 

extracelulares. Los miembros de esta familia incluyen los colágenos IX, XII, XIV, 

XIX, XX y XXI. Además, la matriz orgánica también está compuesta por proteínas 

no colágenas (10%-15%) como fosfatasa alcalina (ALP), osteocalcina (OCN), 

osteonectina, osteopontina (OPN), fibronectina y sialoproteína ósea II (BSPII), 

proteínas morfogenéticas óseas (BMP) y factores de crecimiento como el TGFβ.   

La fracción inorgánica o mineral representa la mayor parte de la MEC, y está 

formada principalmente por iones de fosfato y calcio; sin embargo, también están 

presentes cantidades significativas de bicarbonato, sodio, potasio, citrato, 
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magnesio, carbonato, fluorita, zinc, bario y estroncio. Los iones de calcio y fosfato 

se nuclean para formar los cristales de hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(OH)2). Junto con 

el colágeno, las proteínas de la matriz no colágena forman un andamiaje para la 

deposición de hidroxiapatita y dicha asociación es responsable de la rigidez y 

resistencia típicas del tejido óseo.  

La matriz ósea no sólo proporciona un soporte mecánico para las células óseas, 

sino que también desempeña un papel clave en la regulación del comportamiento 

celular que mantiene la homeostasis de la remodelación ósea y la capacidad de 

cicatrización de heridas. De hecho, se ha sugerido que otros factores, incluidos los 

cambios en las proteínas de la matriz ósea y sus modificaciones, son de crucial 

importancia para la comprensión y predicción de las fracturas óseas (2,8,9). 

1.3.2 Tipos de células óseas 

La población de células óseas consta de dos linajes distintos: el linaje osteogénico 

(que incluye células estromales, preosteoblastos, osteoblastos, osteocitos y células 

de revestimiento óseo) y el linaje osteoclástico representado por los osteoclastos y 

osteomorfos (un destino celular alternativo para los osteoclastos maduros, en el que 

se dividen en células hijas llamadas osteomorfos (10)). El mantenimiento de la 

estructura ósea normal depende de la interacción intercelular que se produce entre 

estas células óseas. Para efectos del alcance de esta tesis nos centraremos en los 

osteoblastos dentro del linaje osteogénico y en los osteoclastos dentro del linaje 

osteoclástico.  

1.3.2.1 La formación ósea: los osteoblastos y los 

biomarcadores osteoblásticos  

Los osteoblastos son derivados de células madre mesenquimales (MSC) y 

especializados en producir y depositar la matriz ósea colágena, regulando la 

mineralización de dicha matriz mediante la producción de proteínas no colágenas 

adicionales. Son células cuboidales que se localizan a lo largo de la superficie ósea; 
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representan entre el 4% y el 6% del total de células del hueso y son ampliamente 

conocidos por su papel fundamental en la formación ósea (11,12).  

La médula ósea contiene una pequeña población de MSC capaces de dar lugar a 

hueso, cartílago, grasa o tejido conectivo fibroso, distintas de la población de células 

madre hematopoyéticas que da lugar a los linajes de células sanguíneas. La 

diferenciación de las MSC al linaje osteoblástico requiere la activación de la vía 

canónica Wnt/β-catenina, la cual es fundamental para una correcta consecución de 

masa ósea. La vía de señalización Wnt (wingless-type mouse mammary tumor virus 

integration site) es, por tanto, una de las vías clave implicadas en la diferenciación 

y maduración de los osteoblastos. Las proteínas Wnt son una familia de al menos 

19 glicoproteínas secretadas que intervienen en muchas funciones celulares, las 

cuales se unen a receptores de la familia frizzled (FZD) que son receptores de 

proteína G transmembrana que señalizan a través de proteínas dishevelled o a 

través de proteínas G heterotriméricas. Además, hay un conjunto de correceptores 

que también intervienen en la vía, dentro de los cuales están LRP4, 5 y 6, de la 

familia LRP; ROR1/2 que pertenecen a la familia Ror de receptores tirosina-

quinasas; KRM1/2 de la familia de receptores Kremen que muestran alta afinidad 

por DKK1 y DKK2; y los receptores LGR 4, 5 y 6 que pertenecen a la superfamilia 

de receptores acoplados a proteínas G (GPCR) (2,12,13). 

La vía canónica de Wnt comienza con la formación de un complejo heterotrimérico 

formado por un receptor FZD, un ligando Wnt y un correceptor LRP. Esta unión da 

lugar a la estabilización y translocación de β-catenina al núcleo, donde activa la 

transcripción de genes diana, fundamentales para la diferenciación osteoblástica y 

la formación del hueso, tales como RUNX2. Cuando la vía no está activa, un 

complejo proteico fosforila y secuestra la β-catenina en el citoplasma para su 

posterior degradación en el proteasoma (Figura 2) (13,14).   
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Figura 2. Esquema de la vía de Wnt en osteoblastos. A. Activación de la vía canónica Wnt/β 

catenina por la unión de Wnt al receptor FRZ y correceptores LRP5/6. B. La activación de 

la vía Wnt se inhibe mediante diferentes moléculas que actúan sobre los correceptores 

LRP5/6 (DKK1 y SOST) o sobre el ligando (WNT). Tomada y adaptada de (12).  

 

La diferenciación de los osteoblastos es un proceso que se da en varias etapas en 

las cuales estas células desempeñan tres funciones principales que determinan la 

estructura del esqueleto: (A) producción de matriz ósea (osteoide), (B) regulación 

de la mineralización del osteoide mediante la producción de proteínas no colágenas, 

y (C) apoyo en la formación de osteoclastos (Figura 3). Además, las células del 

linaje osteoblástico producen factores paracrinos, como las citocinas de la familia 

IL-6, la PTHrP y moléculas dependientes del contacto, como EphrinB2, que regulan 

su propia diferenciación y actividad. 

El proceso de diferenciación osteoblástico está controlado por la expresión de una 

serie de factores de transcripción. Los factores RUNX2 y Osterix (SP7) son 

absolutamente esenciales para la diferenciación a pre-osteoblastos. Otros factores 

de transcripción como el ATF4, la proteína activadora 1 (AP-1) y las proteínas 

C/EBPβ y C/EBPδ promueven la transición a osteoblastos productores de matriz. 

RUNX2, también conocido como Cbfa1, es el marcador más temprano de la 

osteogénesis y desempeña un papel crucial en la diferenciación de los osteoblastos. 

De hecho, los ratones KO para Runx2 carecen de osteoblastos y presentan una 
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ausencia casi total de tejido óseo mineralizado. Además, RUNX2 regula Osterix y 

puede regular al alza otros genes relacionados con los osteoblastos, como COL1A1 

(collagen type I alpha 1 chain), ALP, BSP y OCN (11,15–18). 

De los pre-osteoblastos se da paso a la formación de osteoblastos maduros 

formadores de matriz, con su morfología cuboidal característica y localizados en 

grupos con un amplio contacto célula-célula. Los osteoblastos maduros presentan 

además abundante retículo endoplásmico, en consonancia con su función principal 

como fábricas de producción de colágeno de tipo I, principal componente de la 

matriz osteoide. Asimismo, expresan una serie de proteínas no colágenas, entre las 

que se encuentran proteínas como ALP, OCN, OPN y osteonectina, implicadas en 

la regulación de la incorporación de mineral a la matriz osteoide, y receptores como 

IL-6 y PTH1R (este último, receptor de la PTH y de la PTHrP) (Figura 3) (11,19). 

En el proceso de producción y mineralización de la matriz ósea, los osteoblastos 

maduros de la superficie ósea depositan matriz recién formada, conocida como 

osteoide, compuesta en gran parte por colágeno de tipo I dispuesto en una triple 

hélice. Tras la deposición de colágeno, la matriz se mineraliza progresivamente 

gracias a la acumulación de cristales de hidroxiapatita (bioapatita). Este proceso de 

mineralización tiene dos fases. En los primeros 5 a 10 días, el osteoide experimenta 

una rápida mineralización primaria; después, a lo largo de semanas, meses e 

incluso años, se produce la mineralización secundaria, durante la cual los cristales 

de bioapatita crecen y acumulan carbonato en las regiones más maduras del hueso, 

y se compactan las fibras de colágeno, probablemente por el impedimento estérico 

causado por la presencia de los cristales en crecimiento.  

La mineralización es un proceso bien controlado y regulado por osteoblastos y 

osteocitos. Los osteocitos, derivados de osteoblastos terminalmente diferenciados, 

permanecen incrustados en un pequeño espacio de matriz ósea mineralizada. A 

través de sus extensos procesos dendríticos y su red de canales de comunicación 

llena de fluidos, perciben y responden a la tensión mecánica y a los microdaños que 

sufre el hueso. Ambos tipos de células expresan proteínas como OCN, MEPE, PC-

1 y DMP-1 que inhiben la mineralización. Además, los osteoblastos regulan la 
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mineralización controlando los niveles de fosfato inorgánico a través de la enzima 

ALP. La nucleación de la hidroxiapatita depende de la relación entre el fosfato 

inorgánico (Pi), que favorece la mineralización, y el pirofosfato inorgánico (PPi), que 

la inhibe. La ALP regula positivamente este equilibrio hidrolizando el PPi para formar 

el Pi necesario para la nucleación de cristales de hidroxiapatita. Por ello, la 

insuficiencia de ALP conduce a una mineralización deficiente, como ocurre en la 

hipofosfatasia (11,20). 

Una vez finalizada la síntesis de matriz osteoide, los osteoblastos maduros tienen 

tres posibles destinos: a) permanecer en la superficie del hueso como células de 

revestimiento óseo (bone lining cells) metabólicamente menos activas; b) sufrir 

apoptosis; c) quedar atrapados en la matriz y, a medida que el osteoide se 

mineraliza, diferenciarse en osteocitos (Figura 3). 

 

Figura 3. Etapas del linaje osteoblástico. El linaje osteoblástico surge de progenitores 

mesenquimales pluripotentes, capaces de diferenciarse en adipocitos, en condrocitos o en 

osteoblastos. El compromiso con el linaje de los osteoblastos viene determinado por la 

expresión de factores de transcripción como RUNX2 y osterix. Una vez que los osteoblastos 

maduran, depositan una matriz rica en colágeno de tipo I (osteoide) como plantilla para la 

deposición mineral de bioapatita y expresan fosfatasa alcalina (ALP), osteopontina y 

osteocalcina (OCN), proteínas que regulan la mineralización ósea. A continuación, los 

osteoblastos sufren uno de los tres destinos siguientes: (1) apoptosis, (2) permanecen en 

la superficie ósea como células de revestimiento óseo, o (3) se incrustan en su matriz ósea 

colagenosa como «osteocitos-osteoides», que luego se convierten en osteocitos 

terminalmente diferenciados. Los osteocitos también regulan la mineralización de la matriz 

ósea mediante la expresión de DMP-1, MEPE y esclerostina. Las células de revestimiento 
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óseo parecen ser capaces de reactivarse para convertirse en osteoblastos activos o 

precursores de osteoblastos. Tomada y adaptada de (11) 

Las células del linaje osteoblástico también controlan la diferenciación de los 

osteoclastos, que son las células responsables de la resorción ósea, de tres formas 

principales:  

a) Produciendo RANKL (receptor activator for nuclear factor κ B ligand) y 

osteoprotegerina (OPG) en respuesta a agentes paracrinos y endocrinos: 

factores endocrinos como la PTH y la 1,25-dihidroxivitamina D, estimulan la 

formación de osteoclastos de forma indirecta, actuando sobre las células del 

linaje osteoblástico para estimular la expresión de RANKL y M-CSF 

(macrophage colony stimulating factor), dos moléculas reguladoras 

necesarias para la osteoclastogénesis. Es la interacción del RANKL con su 

receptor RANK, expresado en la superficie celular de los precursores de 

osteoclastos hematopoyéticos mononucleares, lo que desencadena la 

formación de osteoclastos. Las células osteoblásticas también expresan la 

proteína soluble OPG, la cual bloquea la interacción de RANKL y RANK. Así, 

mediante la modulación de la expresión de RANKL y OPG, los osteoblastos 

pueden regular con precisión la formación de osteoclastos (11,21,22). 

b) Liberando quimioatrayentes que atraen a los precursores de los osteoclastos 

a la superficie ósea: a través de este mecanismo, quimiocinas como  SDF-

1/CXCL12; quimiocinas-ligando CCL3, CCL5, CCL7; CXCL1 y MCP-1, cuya 

expresión en las células osteoblásticas es estimulada por factores 

osteoclastogénicos como IL-1β, TNF-α y PTHrP, los osteoblastos regulan la 

diferenciación osteoclástica mediante el control del movimiento de los 

precursores de osteoclastos entre sí (permitiendo la fusión) y hacia la 

superficie ósea (permitiendo la adhesión) (11,23,24). 

c) Preparando la superficie ósea para la fijación de los osteoclastos, mediante 

el depósito de proteínas no colágenas como la osteopontina y la BSP, con 

las cuales interactúa el osteoclasto multinucleado adhieriéndose a la matriz 

(11).  
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1.3.2.2 La resorción ósea: los osteoclastos y los marcadores 

osteoclásticos 

Los osteoclastos son células hematopoyéticas altamente especializadas que se 

encuentran en la superficie ósea y la reabsorben. Comparten su linaje mieloide con 

los macrófagos y, al igual que estos, están especializados funcionalmente para la 

«digestión». Sin embargo, a diferencia de los macrófagos, los osteoclastos no 

fagocitan, sino que ejercen su función digestiva fuera de la célula mediante un 

proceso denominado exocitosis lisosomal, en el que el lisosoma se fusiona con la 

membrana plasmática y libera su contenido en el espacio extracelular. Otra 

característica distintiva de los osteoclastos es que son multinucleares y se forman 

a partir de la fusión de precursores mononucleares (25,26). 

Los osteoclastos se desarrollan a partir de precursores mieloides inmaduros. El 

proceso de osteoclastogénesis inicia cuando precursores osteoclásticos son 

estimulados por M-CSF, regulando al alza la expresión de RANK; luego, bajo la 

estimulación de M-CSF y RANKL, forman inicialmente osteoclastos mononucleares 

que se fusionan en células multinucleadas. Los osteoclastos multinucleados se 

polarizan y adhieren al hueso y se convierten funcionalmente en reabsorbentes 

óseos mediante la secreción de metaloproteinasas, ácido y catepsina K (Figura 4A) 

(27).  

En detalle, el primer factor que interviene en la osteoclastogénesis es el M-CSF, el 

cual se une a su receptor (CSF-1R) presente en los precursores de los osteoclastos, 

lo que estimula su proliferación e inhibe su apoptosis. RANKL es otro factor crucial 

para la osteoclastogénesis y es expresado por osteoblastos, osteocitos y células 

estromales. A través de la unión a su receptor RANK en los precursores de 

osteoclastos, induce la formación osteoclástica. Otro factor importante es la OPG, 

que es producido por una amplia gama de células, incluidos los osteoblastos, las 

células estromales y los fibroblastos gingivales y periodontales, el cual, mediante su 

unión a RANKL, impide la interacción RANK/RANKL y, en consecuencia, inhibe la 

osteoclastogénesis, con lo cual, el sistema RANKL/RANK/OPG es un mediador 

clave en dicho proceso. La interacción RANKL/RANK también promueve la 
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expresión de otros factores que favorecen la osteoclastogénesis, tales como 

NFATc1 y DC-STAMP. Al interactuar con los factores de transcripción PU.1, cFos y 

MITF, NFATc1 regula genes específicos de los osteoclastos, como ACP5 (o TRAP, 

tartrate-resistant acid phosphatase) y CTSK (catepsina K), que son cruciales para 

la actividad osteoclástica. Bajo la influencia de la interacción RANKL/RANK, 

NFATc1 también induce la expresión de DC-STAMP, que es fundamental para la 

fusión de precursores de osteoclastos (Figura 4B).  

La fusión de precursores osteoclásticos comprende varios pasos distintivos. En 

primer lugar, los precursores adquieren un estado de fusión competente inducido 

por M-CSF y RANKL. A continuación, la quimiotaxis de los macrófagos acerca a las 

células entre sí, mediada por la unión de CCL2 a su receptor. Luego, la adhesión 

célula-célula está mediada en parte por la cadherina E y las integrinas, y los 

subsiguientes reordenamientos del citoesqueleto están regulados por RAC1, que a 

su vez está regulada por MT1-MMP, lo que da lugar a la organización del 

citoesqueleto de actina dentro de los podosomas. Por último, la fusión de 

membranas, y por tanto la formación de osteoclastos maduros por fusión célula-

célula, está mediada por la proteína DC-STAMP, que actúa como regulador maestro 

del proceso de fusión. Además, la regulación negativa de las tetraspaninas CD9 y 

CD81 es necesaria para la fusión de membranas. El CD44 también puede mediar 

la fusión de membranas a través de su interacción con la MT1-MMP (Figura 4B) 

(28–30). 

La polarización de los osteoclastos durante la resorción ósea implica la 

reordenación del citoesqueleto de actina, en el que se forma un anillo de F-actina 

que comprende una densa zona continua de podosoma altamente dinámico, dando 

lugar a una región de membrana con invaginaciones que se convierte en un borde 

plegado. Es importante mencionar que estos dominios sólo se forman cuando los 

osteoclastos están en contacto con la MEC mineralizada, en un proceso en el que 

los podosomas osteoclásticos se adhieren a la superficie ósea, mediados por la 

𝛼v𝛽3-integrina y CD44. El borde plegado es un dominio de membrana formado por 

microvellosidades, que está aislado del tejido circundante por una región llamada 
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zona de sellado. Esta zona de sellado está formada por un anillo de actina y otras 

proteínas, como actina, talina, vinculina, paxilina, tensina y proteínas asociadas a 

actina como 𝛼-actinina, fimbrina, gelsolina y dinamina. La 𝛼v𝛽3-integrina se une a 

la matriz ósea no colágena que contiene BSPII, osteopontina y vitronectina, 

estableciendo un sellado periférico que delimita la región central, donde se localiza 

el borde plegado. En el borde plegado hay una V-ATPasa, que ayuda a acidificar la 

laguna de resorción y, por tanto, permiten la disolución de los cristales de 

hidroxiapatita. En esta región, protones y enzimas como TRAP, CTSK y MMP-9 se 

transportan a un compartimento denominado laguna de Howship que conduce a la 

degradación ósea. A continuación, los productos de esta degradación se endocitan 

a través del borde plegado y pasan al dominio secretor funcional de la membrana 

plasmática (31–33). 
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Figura 4. Esquemas de los procesos de osteoclastogénesis y de fusión de osteoclastos. A. 

La osteoclastogénesis es el proceso que va desde la diferenciación de células precursoras 

hematopoyéticas hasta la formación de osteoclastos maduros. La maduración ocurre en el 

hueso a partir de células mononucleares de sangre periférica. El M-CSF y el RANKL son 

esenciales para la osteoclastogénesis, y su acción se da durante el compromiso y 

maduración del linaje osteoclástico. La OPG puede unirse y neutralizar RANKL y puede 

regular negativamente tanto la osteoclastogénesis como la activación de los osteoclastos 

maduros. Tomado y adaptado de (10,34). B. Representación esquemática de la fusión 

celular de precursores osteoclásticos. Tomado y adaptado de (25). 
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1.4 Desarrollo óseo 

La osteogénesis es el proceso de formación ósea. Este proceso comienza entre la 

sexta y la séptima semana de desarrollo embrionario y continúa hasta 

aproximadamente los veinticinco años, aunque varía ligeramente según la persona. 

El desarrollo del esqueleto se da a partir de tres derivados: las células de la cresta 

neural craneal, los somitas y el mesodermo de la placa lateral. Las células de la 

cresta neural craneal forman los huesos planos del cráneo, la clavícula y los huesos 

craneales (excluyendo una porción de los huesos temporal y occipital). Los somitas 

forman el resto del esqueleto axial. El mesodermo de la placa lateral forma los 

huesos largos (35). 

Existen dos tipos de osteogénesis: osificación endocondral e intramembranosa. En 

la osificación endocondral, las células mesenquimales indiferenciadas se 

condensan en sitios que eventualmente serán ocupados por elementos 

esqueléticos. Poco después, las células dentro de estas condensaciones se 

diferencian a lo largo de la vía condrocítica, expresando colágeno tipo IIb (que es el 

transcrito del gen COL2A1, específico de los condrocitos), colágeno tipo IX, XI y 

otros genes de la matriz. Estos condrocitos experimentan una etapa adicional de 

diferenciación que resulta en hipertrofia, caracterizada por la expresión de colágeno 

tipo X y una disminución en la expresión de colágeno tipo IIb. Los condrocitos 

hipertróficos se rodean gradualmente de una matriz extracelular calcificada, lo que 

favorece la invasión de vasos sanguíneos provenientes de la periferia de los 

elementos esqueléticos o pericondrio. Este último evento está controlado, al menos 

en parte, por VEGF y metaloproteinasas como MMP9. Tras la invasión vascular, los 

condrocitos hipertróficos mueren por apoptosis y los osteoblastos, que también se 

originan a partir de precursores mesenquimales, se diferencian y comienzan a 

depositar MEC. Los condrocitos quedarán restringidos a una zona estrecha, 

llamada placa de crecimiento, que junto con los osteoblastos dirigirán el crecimiento 

longitudinal del hueso. Algunas áreas del esqueleto, como el cartílago costocondral 

de las costillas, nunca experimentan osificación y contienen únicamente condrocitos 

no hipertróficos (36–38). 



 

18 
 

 INTRODUCCIÓN 

La osificación intramembranosa, por su parte, es un proceso que implica la 

conversión directa del mesénquima en hueso. Comienza cuando las células 

mesenquimales derivadas de la cresta neural se diferencian en osteoblastos. Los 

osteoblastos se agrupan y forman un centro de osificación. Los osteoblastos 

comienzan a secretar osteoide y, tras la fijación del calcio, se endurece la matriz y 

se da el atrapamiento de los osteoblastos. Este atrapamiento da como resultado la 

transformación de osteoblastos en osteocitos. A medida que los osteoblastos 

continúan secretando osteoide, este rodea los vasos sanguíneos y forma hueso 

trabecular y esponjoso. Estos vasos eventualmente formarán la médula ósea roja. 

Las células mesenquimales en la superficie del hueso forman una membrana 

llamada periostio. Las células en la superficie interna del periostio se diferencian en 

osteoblastos y secretan osteoide en paralelo al de la matriz existente, formando así 

capas. Estas capas se denominan colectivamente hueso compacto/cortical (39–41). 

1.5 Remodelado óseo 

El ciclo de remodelación ósea tiene lugar dentro de las cavidades óseas que 

necesitan ser remodeladas (Figura 5). En estas cavidades se forman estructuras 

anatómicas temporales llamadas unidades multicelulares básicas (BMUs), 

compuestas por un grupo de osteoclastos y de osteoblastos asociados a los vasos 

sanguíneos y a la inervación periférica. Se ha sugerido que las BMUs están cubierta 

por un dosel de células (posiblemente células del revestimiento óseo) que forman 

el compartimento de remodelación ósea (BRC). El BRC parece estar conectado a 

las células del revestimiento óseo en la superficie del hueso, que a su vez se 

comunican con los osteocitos dentro de la matriz ósea. El ciclo de remodelación 

ósea comienza con una fase de iniciación, que consiste en la resorción ósea por los 

osteoclastos, seguida de una fase de formación ósea por los osteoblastos. Entre 

estas dos fases hay una fase de transición (o reversión). El ciclo se completa 

mediante acciones coordinadas de los osteocitos y las células del revestimiento 

óseo (42,43). 
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Figura 5. Ciclo de remodelación ósea. El recambio óseo sigue una secuencia de eventos 

que incluye la activación, el reclutamiento de osteoclastos (Ocl) para iniciar la resorción, la 

degradación y eliminación ósea, la reversión y la formación de hueso nuevo por los 

osteoblastos (Ob). Tras esta fase, se produce un período de reposo. LC: célula de 

revestimiento óseo; Oc: osteocito. Adaptada y tomada de (42). 

El proceso consta entonces de tres fases: 

a. Iniciación: En primer lugar, la detección de una señal iniciadora de 

remodelación (tensión mecánica directa u hormonas) provoca el 

reclutamiento y la activación de los precursores de osteoclastos circulantes. 

A continuación, se eliminan las células de revestimiento óseo de la superficie 

para permitir que los precursores osteoclásticos se unan a la matriz ósea. 

Múltiples células mononucleares se fusionan para formar preosteoclastos 

multinucleados que se unen a la matriz, formando la fosa de resorción en la 

que, posteriormente, osteoclastos maduros cumplirán su función de 

resorción. En esta fase, factores osteoclastogénicos como RANKL y M-CSF 

desempeñan un papel fundamental. Asimismo, proteínas como las 

semaforinas –familia de glicoproteínas que no solo están unidas a la 

membrana, sino que también existen como formas solubles– regulan esta 

fase inicial. En efecto, durante el ciclo de remodelación ósea, los osteoclastos 

inhiben la formación ósea mediante la expresión de SEMA4D, para iniciar la 

resorción ósea, mientras que los osteoblastos expresan SEMA3A, que 
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suprime la resorción ósea, antes de la formación del hueso (Tabla 1) 

(31,44,45). 

Tabla 1. Factores derivados de osteoblastos y su efecto sobre los osteoclastos 

Factor derivado de 

Osteoblastos 

Nombre Modo de acción Influencia sobre los 

osteoclastos 

EFNB2 Efrina B2 Unida a 

membrana 

Inhibe la 

osteoclastogénesis 

FASL o APO-1 o 

CD95 

FAS ligando Unido a 

membrana 

Induce apoptosis de 

osteoclastos 

SEMA3A Semaforina 3A Unida a 

membrana 

Inhibe la 

osteoclastogénesis 

inducida por RANKL 

M-CSF Macrophage 

Colony-Stimulating 

Factor 

Secretado Promueve la 

proliferación y 

supervivencia de los 

precursores 

osteoclásticos 

RANKL Receptor activator 

for nuclear factor κ 

B ligand 

Unido a 

membrana y 

secretado  

Promueve la 

diferenciación y 

activación de 

osteoclastos 

OPG Osteoprotegerina Secretada Inhibe la 

osteoclastogénesis 

WNT5A Proteína Wnt-5a Secretada Promueve la 

osteoclastogénesis 

WNT16 Proteína Wnt-16 Secretada Inhibe la 

osteoclastogénesis 

Tomada y adaptada de (46) 

b. Transición: Durante la fase de transición, un período crítico para el 

acoplamiento, los osteoclastos estimulan la diferenciación de los precursores 

osteoblásticos, activando la formación de hueso en las lagunas de resorción 

ósea. Mientras se activa la formación ósea, la resorción osteoclástica se 

detiene y los osteoclastos experimentan apoptosis inducida por la alta 
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liberación de calcio extracelular del hueso durante la resorción. La carga 

mecánica estimula a los osteocitos a producir factores que ejercen una 

acción anabólica sobre el hueso, como PGE2, PGI2 e IGF-1. Otro factor 

importante que interviene en esta fase es la efrina B2, una molécula unida a 

la membrana expresada en osteoclastos maduros, que se une a la efrina B4, 

presente en la membrana plasmática de los osteoblastos. La unión efrina 

B2/efrina B4 transduce señales bidireccionales que promueven la 

diferenciación osteoblástica, mientras que la señalización inversa (efrina 

B4/efrina B2) inhibe la osteoclastogénesis (Tabla 2) (31,47). 

c. Terminación: Una vez que comienza la formación ósea, esta se produce 

lentamente y dura mucho más (unos cuatro meses) que la resorción (unas 

tres semanas). Los osteocitos producen esclerostina (codificada por SOST), 

que suprime la formación ósea osteoblástica mediada por la vía Wnt/β-

catenina, lo que hace a los osteoblastos inactivos. Durante la formación ósea 

en la fase de terminación, la diferenciación osteoclástica se suprime, 

probablemente a través de la OPG producida por los osteoblastos. 50-70% 

de los osteoblastos entran en apoptosis, o se convierten en osteocitos o 

células de revestimiento. El resultado final del proceso de remodelación ósea 

es la producción de un nuevo osteón (48).  

Tabla 2. Factores derivados de osteoclastos y su efecto sobre los osteoblastos 

Factor derivado de 
osteoclastos 

Nombre  Modo de acción Influencia sobre 
los osteoblastos 

EPHB4 Efrina B4 Unida a membrana Promueve la 
osteoblastogénesis y 
suprime la apoptosis 

de osteoblastos 
S1P Esfingosina 1 

fosfato 
Secretada Promueve migración 

y supervivencia de 
osteoblastos 

SEMA4D Semaforina 4D Secretada Suprime la 
osteoblastogénesis 

CTHRC1 Collagen Triple 
Helix Repeat 
Containing 1 

Secretada Recluta células 
estromales e induce 
osteoblastogénesis 

C3 Complement 
Component C 

Secretado Promueve la 
osteoblastogénesis 



 

22 
 

 INTRODUCCIÓN 

WNT10B Proteína Wnt-10 Secretada Promueve la 
osteoblastogénesis 

RANK Vesicular Receptor activator 
for nuclear factor κ 

B 

Secretada Promueve la 
osteoblastogénesis 

Tomada y adaptada de (46) 

1.6 Mecanotransducción ósea 

El tejido óseo tiene la capacidad de adaptarse a fuerzas mecánicas como la 

compresión, la tensión y la gravedad. La carga mecánica es un importante regulador 

de la masa ósea. Por lo tanto, el esqueleto puede ajustarse a la carga modificando 

su masa, forma y microarquitectura, y esta respuesta difiere según la magnitud de 

la tensión impuesta. La mecanotransducción ósea comprende vías de señalización 

intracelular que se activan en respuesta a fuerzas mecánicas externas y que, en 

última instancia, dan lugar a la formación o resorción óseas. Actualmente, tanto las 

consideraciones teóricas como la evidencia experimental apoyan el papel del 

osteocito como la principal célula mecanosensible en el hueso.  

Dentro del tejido óseo, la carga mecánica provoca un movimiento de fluidos desde 

regiones de alta presión a regiones de baja presión, donde los osteocitos son 

estimulados por ese movimiento de fluidos, afectando así la matriz de 

proteoglicanos en la superficie de estas células y en sus prolongaciones celulares. 

Esto deforma la membrana celular, lo que a su vez activa varios mecanorreceptores 

tales como canales iónicos, integrinas y GPCR. Otros receptores, como VEGFR2, 

receptores de estrógeno y receptores Notch, también podrían desempeñar un papel 

en este sentido. La activación de los mecanorreceptores propaga la respuesta a 

través de varios eventos de señalización secundaria, incluido el aumento de Ca i
2+ y 

ATP, la activación de la vía COX-PGE2, así como las vías NO, Wnt/β-catenina y 

MAPK/ERK, que eventualmente afectan la transcripción de genes diana que 

conducen a respuestas anabólicas óseas (49–52).  

2. Trastornos esqueléticos y su base genética 

Los trastornos genéticos son una clase de enfermedades causadas por un cambio 

en la secuencia del ADN que produce una función molecular anormal, y pueden 
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clasificarse en monogénicos o poligénicos. Los trastornos monogénicos están 

causados mayoritariamente por alelos de baja frecuencia y alta penetrancia que 

afectan a un único gen y suelen seguir una herencia mendeliana, aunque también 

pueden estar influidos por modificadores genéticos o ambientales. Por otro lado, los 

trastornos poligénicos están causados por los efectos aditivos de muchas variantes 

de susceptibilidad con pequeños efectos individuales, y están muy influidos por 

factores ambientales.  

Los trastornos genéticos que afectan al sistema esquelético surgen a causa de 

alteraciones en los procesos de desarrollo, crecimiento y homeostasis del hueso. 

En las últimas décadas, la aplicación de la tecnología de secuenciación masiva al 

campo de los trastornos esqueléticos ha impulsado el descubrimiento del defecto 

genético subyacente de muchas de estas enfermedades. También ha dado lugar a 

la delimitación de nuevas entidades clínicas y a la identificación de genes y vías que 

anteriormente no se habían asociado con trastornos esqueléticos. Estos avances 

han llevado a una actualización de la nosología y clasificación de dichos trastornos, 

según la cual existen actualmente 461 enfermedades diferentes que se clasifican 

en 42 grupos según sus fenotipos clínicos, radiográficos y/o moleculares. Además, 

vale la pena destacar que se han encontrado variantes patógenas que afectan a 

437 genes diferentes en 425/461 (92 %) de estos trastornos (53,54). Entre tales 

trastornos, podemos encontrar tanto enfermedades monogénicas, como la 

osteogénesis imperfecta (OI) (OMIM 166200), como enfermedades poligénicas, 

como la osteoporosis (OP) (OMIM 166710). 

En esta sección desarrollaremos las principales características etiológicas y 

genéticas de cuatro trastornos esqueléticos. Específicamente, abordaremos la 

osteoporosis (OP), como uno de los trastornos más comunes; la osteogénesis 

imperfecta (OI); la hipoplasia dérmica focal (FDH) (OMIM 305600) y trastornos con 

alta masa ósea (HBM). Al final hablaremos de la Enfermedad de Gaucher tipo I 

(GD1) (OMIM 230800) como una entidad, dentro de un amplio grupo de 

enfermedades que, sin ser clasificadas como trastornos esqueléticos, pueden 

cursar con afectación ósea. 
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2.1 La densidad mineral ósea (DMO)  

Uno de los parámetros más utilizados para medir el estado del hueso y, por tanto, 

para el diagnóstico de muchos trastornos esqueléticos, es el rasgo cuantitativo de 

la DMO. La DMO es usada como una medida de la masa ósea y se determina 

normalmente mediante DXA (dual-energy x-ray absorptiometry), una técnica de 

imagen ósea que implica dosis bajas de radiación ionizante y que proporciona 

evaluaciones precisas y exactas de la DMO en zonas clínicamente relevantes, como 

la columna lumbar, el fémur proximal y el radio distal (55,56). Múltiples estudios han 

mostrado que una baja densidad ósea en las zonas axiales y apendiculares predice 

futuras fracturas osteoporóticas (57–60). Además, instituciones como la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), promueven el uso de la DMO como 

indicador cuantitativo de la salud ósea (61).  

La DMO, al igual que la resistencia a la fractura, es un índice compuesto que 

depende del tamaño, la forma y la composición del hueso. Se distribuye 

normalmente en la población, con dos pequeños grupos en los extremos con valores 

de DMO muy altos (HBM) o muy bajos (LBM) (Figura 6A). El valor de la DMO se 

expresa en gramos de mineral por centímetro cuadrado (g/cm2) y, a partir de este, 

se calcula la relación con la media de la población en términos de desviaciones 

estándar. Para este cálculo se pueden utilizar dos tipos de puntuación: T-score y Z-

score. La T-score compara la DMO del paciente con el valor máximo medio de masa 

ósea en adultos del mismo sexo y población. El valor T-score se expresa como el 

número de desviaciones estándar (DE) con respecto al valor de dicho pico. Del 

mismo modo, la Z-score se expresa como el número de DE respecto a un valor de 

referencia, pero esta vez este valor es la DMO media de adultos del mismo sexo, 

población y edad (62,63).   
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Figura 6. A. Distribución de la DMO en mujeres jóvenes sanas de entre 30 y 40 años. Dado 

que la distribución de la densidad ósea es normal, el 15 % de la población tiene T-score de 

-1 o inferior y el 0.6 % de la población tiene una T-score inferior a -2.5. B. Aumento anual 

de la DMO en L2-L4 durante la pubertad en mujeres y hombres. La alta tasa de acumulación 

ósea se mantiene entre los 11 y los 14 años en las niñas y entre los 13 y los 17 años en los 

niños. Tomado y adaptado de (63,64).  

En las adolescentes, el aumento de la DMO disminuye rápidamente tras la 

menarquia, de modo que se detiene prácticamente dos años después de la 

menarquia.  En los adolescentes, el aumento de la DMO, que es especialmente 

elevado entre los 13 y los 17 años, disminuye notablemente a partir de entonces, 

aunque sigue siendo significativo entre los 17 y los 20 años (Figura 6B). La DMO 

comienza a disminuir a principios de la tercera década de vida en ambos sexos, en 

todas las razas y en cualquier zona geográfica del mundo (64–67). 

La DMO es un buen marcador del estado óseo, explicando entre el 50 y el 70% de 

la variación de la resistencia ósea y es un buen predictor del riesgo de fracturas. Sin 

embargo, sólo nos da información sobre la cantidad de tejido y no sobre la calidad 

ósea. Para caracterizar plenamente los componentes básicos de la resistencia ósea 

(composición, microarquitectura, tamaño y forma) se están desarrollando diversas 

técnicas de imagen, como la resonancia magnética (RM), la tomografía 

computarizada cuantitativa (QCT), la QCT periférica de alta resolución (HR-pQCT), 

la ecografía cuantitativa (QUS), la multiespectrometría ecográfica por 

radiofrecuencia (REMS), la microindentación, la radiogrametría digital y otras 
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técnicas radiográficas. Asimismo, es posible cuantificar los marcadores bioquímicos 

del remodelado óseo (Tabla 3) para determinar la estructura y la resistencia del 

hueso. Estos marcadores son muy útiles para evaluar la velocidad de pérdida ósea, 

el riesgo de fractura y comprobar el funcionamiento de la terapia. Con todo, su uso 

clínico sigue siendo limitado y es necesario seguir investigando para ampliar el 

conocimiento sobre su utilidad diagnóstica. 

Tabla 3. Lista de biomarcadores del remodelado óseo útiles para examinar el estado del 

tejido óseo 

Biomarcadores óseos Muestra requerida 

Biomarcadores de formación ósea 
P1NP/P1CP Suero/Plasma EDTA 
ALP específica de hueso Suero 
OCN Suero/Plasma Heparina de litio 
Biomarcadores de resorción ósea 
TRAcP5b Suero 
DPD/PYD Orina/Suero 
NTX/CTX  Orina/Suero/Plasma 
Hidroxiprolina (aminoácido del colágeno) Orina 
Hidroxilisina (aminoácido del colágeno) Orina 
BSP Suero 
CTSK Suero 
OPG Suero/Plasma EDTA/Plasma Heparina de 

litio 
RANKL Suero 

P1NP: procollagen type 1 N-terminal propeptide; P1CP: procollagen type 1 C-terminal 

propeptide; ALP: fosfatasa alcalina específica de hueso; OCN: osteocalcina; TRACP5b: 

tartrate resistant acid phosphatase 5b; DPD: Deoxipiridinolina; PYD: Piridinolina; NTX: 

Telopéptido N-terminal; CTX: Telopéptido C-terminal; BSP: Bone sialoprotein; CTSK: 

catepsina K; OPG: osteoprotegerina; RANKL: receptor activator for nuclear factor k B ligand. 

Tomada y adaptada de (68)     

2.2 Heredabilidad de la DMO 

El porcentaje de contribución genética de un carácter se expresa mediante el cálculo 

de la heredabilidad. Las estimaciones de heredabilidad distinguen entre los factores 

genéticos aditivos y no aditivos (como la epistasis: interacción entre alelos en 

diferentes loci) y factores ambientales como el entorno prenatal o el estado 

socioeconómico (69–71). 
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Existen dos definiciones diferentes de heredabilidad: Heredabilidad en sentido 

estricto (h2) que se refiere únicamente al componente genético aditivo y representa 

el grado en que los genes transmitidos por los padres determinan el fenotipo de sus 

hijos (72); y heredabilidad en sentido amplio (H2) que es la relación entre la varianza 

genética total y la varianza fenotípica total. Esta heredabilidad explica la cantidad 

de variación fenotípica atribuible a la genética, incluyendo las interacciones 

epistáticas y los efectos dominantes (69,70). Para los estudios de heredabilidad se 

utilizan tres fuentes principales de datos: gemelos monocigóticos (MZ) y dicigóticos 

(DZ), estudios de adopción y estudios familiares (72–75). 

Como hemos dicho, la DMO es el parámetro óseo utilizado para determinar el 

estado del hueso y el riesgo de fractura. Es un rasgo con una heredabilidad 

estimada del 50-85%, que varía en función de la etnia, el sexo y la localización 

esquelética estudiada, posiblemente reflejando diferentes contribuciones de las 

influencias genéticas y ambientales. Así, por ejemplo, los varones tienden a tener 

mayores niveles de heredabilidad que las mujeres. En cuanto a la localización del 

esqueleto, la DMO de la columna vertebral presenta una mayor heredabilidad que 

la DMO femoral, pero el mayor grado de heredabilidad de la DMO se encuentra en 

el cráneo (h2>95%) (76–81). 

Asimismo, se ha demostrado que otros parámetros óseos son altamente 

heredables, como la geometría ósea (h2=50-60%) (82); la microarquitectura ósea 

predicha por HR-pQCT (h2=22-64%) (83) y algunos biomarcadores de remodelado 

óseo, tales como PTH (h2=54-65%), 1,25-hidroxivitamina D (h2=53-74%), BAP 

(bone-specific alkaline phosphatase) (h2=67-80%), OCN (h2=14-44%), entre otros 

(84).  

2.3 La Osteoporosis: Definición y epidemiología 

La OP es un trastorno sistémico del metabolismo óseo que se caracteriza por una 

disminución del contenido mineral, una alteración de la microestructura del hueso, 

una disminución de la resistencia y un aumento de la fragilidad ósea, y una mayor 

susceptibilidad a las fracturas. La OP puede considerarse como un desequilibrio 

patológico de los procesos de remodelación ósea, en el que la resorción ósea 
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predomina sobre la formación ósea, dando lugar a un balance óseo total negativo 

(Figura 7). Su aparición está asociada con la edad avanzada y es más frecuente 

entre las personas mayores y las mujeres posmenopáusicas (85,86). 

La OP es una patología silenciosa, sin síntomas ni evidencia hasta que se produce 

una fractura. El diagnóstico de la OP se realiza a través de los valores de la DMO y 

de los casos de fractura en la edad adulta en ausencia de traumatismos importantes. 

 

Figura 7. La osteoporosis. (A) Las fracturas por fragilidad suelen afectar a la muñeca, las 

vértebras y la cadera. (B) La microtomografía computarizada muestra un marcado 

adelgazamiento trabecular del hueso osteoporótico en comparación con el hueso normal. 

(C) Vistas microscópicas de osteoclastos que reabsorben hueso y osteoblastos que forman 

hueso: (1) osteoclasto con su morfología distintiva; (2) tinción con TRAP de osteoclastos 

multinucleados; (3) múltiples osteoblastos (flechas blancas) en la matriz mineralizada; (4) 

tinción con fosfatasa alcalina de osteoblastos. Tomado y adaptado de (85)  

 

Un grupo de trabajo de la OMS desarrolló una categorización de la DMO basada en 

los T-scores (Figura 8), clasificándolos de la siguiente manera: 

a. Normal: cuando el T-score de la DMO es superior a -1 DE. 

b. Osteopenia: cuando el T-score de la DMO se sitúa entre -1 y -2.5 DE. 
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c. Osteoporosis: Cuando el valor de T-score de la DMO es inferior a -2.5 DE, y 

el Z-score de la DMO es inferior a -1 DE.  

d. Osteoporosis grave o establecida: Cuando la presencia de fracturas se 

añade al criterio de osteoporosis (61,87). 

En mujeres premenopáusicas, hombres menores de 50 años y niños, la Sociedad 

Internacional de Densitometría Clínica (ISCD por sus siglas en inglés) recomienda 

que, en lugar de T-socre, se utilicen Z-score ajustados por etnia o raza, y se 

consideren puntuaciones Z ≤‐2.0 como baja densidad mineral ósea para la edad 

cronológica o por debajo del rango esperado para la edad y aquéllas >‐2.0 como 

dentro del rango esperado para la edad (88).  

 

Figura 8. Variación en la DMO de las mujeres a diferentes edades. En las mujeres de edad 

avanzada, la baja densidad ósea puede deberse a que solo alcanzan un pico de masa ósea 

bajo (mostrado en morado), a una mayor pérdida ósea como resultado de una menopausia 

precoz (mostrado en azul) o a una tasa de pérdida ósea posmenopáusica superior a la 

media («pérdida rápida», mostrada en verde). La OMS ha definido la osteopenia como una 

T-score de densidad ósea entre −1,0 y −2,5, y la osteoporosis como una T-score <−2,5. La 

línea negra corresponde a la DMO de una persona sana Tomado y adaptado de (56).  
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Además de estas técnicas, para poder iniciar una terapia farmacológica, el 

diagnóstico debe complementarse con pruebas de laboratorio (análisis de sangre u 

orina) que excluyan causas secundarias de OP.  

Como hemos dicho, las fracturas «osteoporóticas» son una de las primeras señales 

evidentes de la osteoporosis. Estas, también conocidas como «fracturas de bajo 

impacto» o «fracturas por fragilidad», son fracturas resultantes de un impacto 

equivalente a una caída inferior o igual a la altura de pie. Estas fracturas se producen 

normalmente en localizaciones esqueléticas importantes como las vértebras 

(columna vertebral), la parte proximal del fémur (cadera), la parte distal del 

antebrazo (muñeca) o el hombro (89). Las fracturas osteoporóticas suelen provocar 

un rápido deterioro del estado de salud y una disminución de la calidad de vida, 

asociándolas incluso con altas tasas de mortalidad en comparación con controles 

de la misma edad y sexo. En particular, las fracturas de cadera provocan un exceso 

de mortalidad del 37 % y del 17 % en hombres y mujeres, respectivamente (90–92). 

Además, las fracturas osteoporóticas suponen también una sobrecarga económica 

para los sistemas de salud, razones todas que han llevado a desarrollar 

calculadoras de riesgo de fractura basándose en la evaluación del riesgo absoluto, 

tras tener en cuenta los factores de riesgo clínicos y/o la DMO (87). Algunas de las 

características clínicas que se tienen en cuenta son la edad, el sexo, el origen 

étnico, las fracturas previas, el índice de masa corporal (IMC), los antecedentes 

familiares de fracturas, el uso de glucocorticoides orales, la artritis reumatoide y las 

causas secundarias de OP, como el consumo de tabaco y alcohol. Las herramientas 

más usadas para realizar el cálculo de riesgo de fractura son: la herramienta FRAX 

(fracture risk assessment tool); el algoritmo QFracture y la herramienta Garvan (93–

95). 

La OP se clasifica en dos categorías generales: OP primaria y OP secundaria. Las 

OP primarias constituyen el grupo más amplio e incluyen los casos de OP en los 

cuales no se identifican otras enfermedades que la justifiquen directamente (96). 

Dentro de esta categoría encontramos: 



 

31 
 

 INTRODUCCIÓN 

a. OP idiopática juvenil: se considera un trastorno esquelético raro, que se inicia 

entre los 8 y 14 años y cursa con una aparición brusca de dolor óseo y de 

fracturas con mínimos traumatismos. 

b. La OP idiopática del adulto joven: se presenta en varones jóvenes y en 

mujeres premenopáusicas y se manifiesta mediante disminuciones en la 

DMO del hueso trabecular y episodios de fracturas recidivantes (reaparición 

de la fractura algún tiempo después de padecida). 

c. OP posmenopáusica tipo I: se da en un subgrupo de mujeres 

posmenopáusicas de 50 a 75 años, caracterizada por una pérdida abrupta y 

acelerada de hueso trabecular causada por una alta tasa de resorción ósea, 

con fracturas de los cuerpos vertebrales y la porción distal como 

complicaciones frecuentes.  

d. OP senil tipo II: se da en hombres y mujeres mayores de 70 años causada 

principalmente por una disminución de la función de los osteoblastos. 

Algunos otros factores etiopatogénicos observados son: sedentarismo, 

inmovilización por largos períodos, menor absorción intestinal de calcio, 

déficit de vitamina D e hiperparatiroidismo secundario. Dado que se afecta 

tanto el hueso cortical como el trabecular, son frecuentes las fracturas de 

cuello femoral y de pelvis.  

En la categoría de las OP secundarias encontramos todos aquellos casos de OP 

que son una consecuencia o manifestación acompañante de otras enfermedades o 

de su tratamiento. Algunas causas secundarias de OP son enfermedades 

endocrinológicas (por ejemplo, estados hipogonadales, patologías endocrinas, 

diabetes), enfermedades gastrointestinales, trastornos genéticos (por ejemplo, 

hipofosfatasia), trastornos hematológicos (por ejemplo, leucemias), enfermedades 

reumáticas (por ejemplo, artritis reumatoide), trasplante de órganos, fármacos (por 

ejemplo, anticoagulantes) y enfermedades nefríticas. Pueden provocar un 

desarrollo deficiente de la masa ósea o acelerar y potenciar su pérdida (97). Además 

de estos factores, recientemente se está estudiando el papel que tiene la microbiota 

intestinal en el desarrollo de patologías óseas. En efecto, la microbiota intestinal 

alterada afecta al equilibrio de la remodelación ósea dando lugar a una mayor tasa 
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de resorción en comparación con la formación ósea, lo que en última instancia 

provoca una reducción de la DMO (98).  

La OP es una enfermedad compleja determinada tanto por factores genéticos como 

por factores ambientales y por la interacción de ambos. Gracias a diferentes 

estudios epidemiológicos, se han identificado numerosos marcadores y factores de 

riesgo que conllevan una mayor probabilidad de desarrollar osteoporosis. Algunos 

con mayor peso específico son: más de 10 años de menopausia, antecedentes de 

fractura previa, antecedentes familiares de osteoporosis (factores genéticos) y 

edad. 

Se estima que la OP afecta a 200 millones de mujeres en todo el mundo y afecta de 

manera desproporcionada a los adultos mayores. Se prevé que la prevalencia de la 

osteoporosis pueda aumentar aún más, ya que se espera que la población de 

adultos mayores de 65 años se duplique entre 2010 y 2040, por lo que siguen siendo 

necesarios estudios que apunten a mejorar la salud ósea de las personas y que 

ofrezcan opciones terapéuticas adecuadas para el manejo de la enfermedad. La 

incidencia de la osteoporosis varía según las zonas geográficas. En Europa, por 

ejemplo, 27.6 millones de personas padecen osteoporosis, con más de 3.5 millones 

de fracturas al año (99,100). Además, una media del 71 % de las mujeres europeas 

mayores con alto riesgo de fractura no reciben una evaluación y un tratamiento 

adecuados para mejorar su salud ósea (101,102). Se estima que cada año se 

producen 37 millones de fracturas en personas mayores de 55 años en todo el 

mundo (103). Una de cada dos mujeres y uno de cada cinco hombres mayores de 

50 años sufrirán una fractura por estrés a lo largo de su vida (104). 

2.3.1 Heredabilidad de los rasgos de la osteoporosis 

Además de la DMO, la fractura osteoporótica también tiene una heredabilidad 

considerable, estimada en un 54-85%. Las fracturas son un fenotipo muy complejo, 

debido principalmente a que la mayoría de ellas se deben a una caída, y el riesgo 

de caída es un carácter complejo con una contribución ambiental muy elevada. Por 

lo tanto, la heredabilidad de la fractura disminuye con la edad, ya que el componente 

ambiental aumenta. 
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Otros determinantes de la resistencia ósea, como la porosidad, el grosor cortical, la 

morfología del hueso trabecular y las propiedades intrínsecas indicativas de la 

calidad del tejido óseo, también contribuyen a la predisposición genética de las 

fracturas osteoporóticas, pero han sido menos estudiados y requieren muestras más 

grandes debido a su alto componente poligénico (105,106). 

2.3.2 Manejo y perspectivas terapéuticas 

Antes de hablar de tratamiento de la OP, debemos decir que la forma más eficaz 

para lograr reducir su impacto es la prevención. Una dieta equilibrada rica en calcio 

y vitamina D, hacer ejercicio físico, así como evitar el consumo de alcohol y el 

tabaquismo, puede aumentar el pico de DMO y disminuir la tasa de pérdida ósea 

(107,108). 

Los tratamientos de la OP con aproximaciones farmacológicas pueden dividirse en 

dos: aquellos que usan fármacos que ayudan a disminuir la tasa de resorción ósea 

(antirresortivos) y los que usan fármacos promueven la mineralización (anabólicos). 

Se considera que son más efectivos los primeros que los segundos. Los 

tratamientos antirresortivos son aquellos que bloquean la resorción llevada a cabo 

por los osteoclastos. En este grupo se encuentran los bifosfonatos (BPs), el 

denosumab (anticuerpo monoclonal contra RANKL), el ranelato de estroncio, la 

terapia estrogénica sustitutiva (ERT) y los SERMs (selective estrogen receptor 

modulators). En cuanto a los tratamientos anabólicos, estos estimulan la formación 

ósea llevada a cabo por los osteoblastos. Entre ellos se encuentran los derivados 

de la PTH (teriparatida, abaloparatida) y el Romosozumab (anticuerpo monoclonal 

contra la esclerostina). Además, estos tratamientos se complementan con vitamina 

D y calcio. Hay que señalar que no todos los tratamientos reducen el riesgo de 

fractura en todos los sitios del esqueleto óseo, por lo tanto, la elección del 

tratamiento debe tener en cuenta la localización de la fractura, las 

contraindicaciones y los efectos secundarios (109,110).  

Además de estos, otros tratamientos dirigidos contra las proteínas del metabolismo 

óseo se encuentran en distintas fases preclínicas. Uno de ellos es el odanacatib, un 

fármaco que inhibe la CTSK, una colagenasa específica de los osteoclastos y que 
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es responsable de la disolución de los componentes orgánicos de la laguna de 

resorción. Otros fármacos como los antagonistas de la αvβ3-integrina, inhibidores 

de los canales de cloro, análogos de la vitamina D, anticuerpo anti-DKK1, así como 

estrategias con nanomedicinas, también están siendo desarrollados (111).  

2.3.2.1 La cohorte BARCOS y la trayectoria de nuestro grupo en 

la investigación de la osteoporosis 

Nuestro grupo de investigación básica colabora desde hace tiempo con el equipo 

de medicina interna del Hospital del Mar en el estudio de la base genética de la OP 

y de otras patologías relacionadas con el metabolismo óseo. De esta colaboración 

nace la cohorte BARCOS, una cohorte poblacional de mujeres posmenopáusicas 

del área de Barcelona con la cual hemos participado en consorcios europeos como 

GENOMOS (Genetic Markers for Osteoporosis), creado en el año 2003 con el fin de 

analizar el efecto de 14 variantes polimórficas situadas en genes como COL1A1 y 

TGFβ1 en una muestra formada por más de 20 mil individuos.          

Como hemos dicho, la cohorte BARCOS está formada por españolas 

posmenopáusicas que acudieron a la visita inicial en la consulta externa de la 

Unidad de Menopausia del Hospital del Mar de Barcelona. Las pacientes fueron 

reclutadas prospectivamente, de forma consecutiva y no seleccionada, e incluidas 

independientemente de sus valores de DMO. Los criterios de exclusión del estudio 

fueron: diagnóstico previo de enfermedad ósea de Paget u osteomalacia, trastorno 

metabólico o endocrino, estar ya recibiendo tratamiento, como terapia hormonal 

sustitutiva. También se excluyó a las mujeres que habían tenido la menopausia 

antes de los 35 años. Los datos registrados fueron la edad, el número de años desde 

la menopausia (ysm) para las mediciones de DMO en la columna lumbar y el cuello 

femoral, la altura y el peso (112,113). Se dispone de ADN de todas las participantes, 

con el que se han llevado a cabo múltiples estudios de asociación de variantes 

genéticas comunes con la DMO, así como estudios para identificar variantes 

genéticas raras asociadas con fenotipos óseos (112–136). 
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2.4 Osteogénesis imperfecta 

La osteogénesis imperfecta (OI) es un trastorno sistémico del tejido conectivo 

caracterizado por una baja masa ósea y fragilidad ósea que causa una morbilidad 

significativa debido al dolor, la inmovilidad, las deformidades esqueléticas y el déficit 

de crecimiento. La disminución de la resistencia ósea provoca fracturas por 

traumatismos leves o fracturas en lugares atípicos (como el olécranon (prominencia 

del codo) y las fracturas por compresión vertebral). Dado que la producción de 

colágeno tipo I en diversos tejidos se ve afectada, las personas que padecen OI 

también pueden tener manifestaciones extraesqueléticas que incluyen anomalías 

dentales, esclerótica azul grisácea, pérdida auditiva, hipermovilidad articular, 

debilidad muscular y, más raramente, complicaciones cardiovasculares y 

pulmonares debido al componente inflamatorio y de compromiso inmune con el que 

puede cursar la enfermedad, según se ha propuesto recientemente. La 

identificación de variantes en genes relacionados con la OI en individuos levemente 

afectados o aparentemente asintomáticos respalda la existencia de un espectro 

clínico más amplio que abarca desde una baja masa ósea y osteoporosis de 

aparición temprana hasta una OI progresivamente deformante y letal en el periodo 

perinatal. El diagnóstico de la OI suele hacerse atendiendo a las características 

clínicas del paciente, a través de imágenes diagnósticas tales como ecografía y 

resonancia magnética y mediante pruebas moleculares y bioquímicas (137–139). 

La OI tiene una incidencia 1/15.000-20.000 nacidos vivos (140). Los patrones de 

herencia de la OI incluyen formas autosómicas dominantes (AD) y recesivas (AR), 

así como una forma recesiva ligada al cromosoma X. La mayoría de los casos de 

OI (80-85 % en los países occidentales; alrededor del 60 % en países con una alta 

incidencia de consanguinidad) se deben a defectos estructurales o cuantitativos en 

los genes del colágeno tipo I, COL1A1 y COL1A2, que codifican las cadenas α1(I) 

y α2(I) del colágeno tipo I, respectivamente. Sin embargo, actualmente se entiende 

que la OI es un trastorno relacionado con el colágeno, gracias al descubrimiento de 

tipos de OI causados por defectos en genes diferentes cuyos productos proteicos 

interactúan con el colágeno para el plegamiento, la modificación postraduccional, el 

procesamiento y el tráfico de proteínas, así como defectos en genes que afectan 
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principalmente a la mineralización ósea y la diferenciación de los osteoblastos 

(141,142). 

La OI se clasifica en cinco grupos de acuerdo con sus características clínicas que 

varían en gravedad, desde leves hasta letales: 

a. OI tipo I (OMIM 166200): relacionada con una deficiencia cuantitativa de 

colágeno estructuralmente normal. Es la forma más leve, caracterizada por 

una esclerótica azulada, pero sin deformidades óseas. Los genes implicados 

en este grupo son COL1A1, COL1A2 y PHLDB1. La OI asociada con este 

último gen presenta un patrón de herencia AR, las demás de este grupo 

tienen herencia AD. Vale la pena decir que las mutaciones más frecuentes 

que afectan a los genes COL1A1 y COL1A2 son sustituciones de un solo 

nucleótido que reemplazan residuos de glicina o defectos de exon splicing. 

La porción de triple hélice de cualquiera de las cadenas de colágeno contiene 

338 repeticiones ininterrumpidas del triplete GlyXaaYaa, donde Gly es 

glicina, Xaa es a menudo prolina y Yaa es a menudo hidroxiprolina. La 

presencia de glicina es un requisito previo para el plegamiento correcto de 

las tres cadenas en una triple hélice de colágeno. El colágeno mutante que 

sufre sustituciones de residuos de glicina, se retiene parcialmente en el 

interior de las células y, tras su secreción, se ensambla en fibrillas 

desorganizadas, lo que altera la mineralización. Por otra parte, las 

mutaciones truncantes provocan la degradación del ARNm mediada por 

secuencias nonsense y los consiguientes defectos cuantitativos (una 

reducción de aproximadamente el 50 %) de colágenos que, por lo demás, 

serían normales (143,144). Las mutaciones que reducen la síntesis de 

colágeno tipo I normal al 50 % (mutaciones truncantes) suelen dar lugar a 

una OI tipo I leve. Las mutaciones que afectan a la estructura de las cadenas 

de procolágeno (sustituciones de residuos de glicina o defectos de exon 

splicing) probablemente tienen consecuencias fenotípicas más perjudiciales 

(OI tipos II, III y IV) (144).  
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b. OI tipo II (OMIM 166210): es extremadamente grave y letal durante el periodo 

perinatal. Los genes asociados con este grupo son COL1A1 con un patrón 

de herencia AD, COL1A2 presentando un patrón de herencia AD o AR según 

la variante; CRTAP, P3H1, PPIB y TAPT1, con un modo de herencia AR. 

c. OI tipo III (OMIM 259420): la forma más grave observada en pacientes que 

sobreviven al período neonatal. Comprende deformidades progresivas 

graves y una estatura extremadamente baja. Los genes aquí relacionados 

son COL1A1 y COL1A2 con herencias AD o AR según la variante; 

SERPINF1, CRTAP, P3H1, PPIB, SERPINH1, FKBP10, SP7, BMP1, 

TMEM38B, WNT1, CREB3L1, SPARC, TENT5A, MESD, KDELR2, 

CCDC134, PLOD2 y SEC24D con un modo de herencia AR, y finalmente 

MBTPS2 con un patrón de herencia recesivo ligado a X (XLR). 

d. OI tipo IV (OMIM 166220): cursa con deformidades óseas leves a 

moderadas, baja estatura y esclerótica normal. Los genes asociados con este 

tipo son COL1A1 y COL1A2 con herencia AD, CRTAP, PPIB, SP7, PLOD2, 

FKBP10 y KIF5B presentando herencia AR, y el gen MBTPS2 con un modo 

de herencia XLR. 

e. OI tipo V (OMIM 610967): caracterizada por la calcificación de la membrana 

interósea y es diferente de los otros cuatro tipos, tanto radiológicamente 

como fenotípicamente. El gen aquí implicado es IFITM5 con un patrón de 

herencia AD.  

La OI requiere un manejo terapéutico interdisciplinar que incluye rehabilitación, 

ortopedia, farmacología y psicología. En cuanto a los tratamientos farmacológicos 

más usados se encuentra el uso de bisfosfonatos que son análogos sintéticos del 

pirofosfato que se une al hueso e inhiben la resorción ósea, permitiendo aumentar 

la DMO (137–139,141,142,145–150). 

2.5 Hipoplasia dérmica focal  

La hipoplasia dérmica focal (FDH por sus siglas en inglés) es un trastorno displásico 

congénito poco frecuente que afecta a los tejidos de origen ectodérmico y 

mesodérmico. También se conoce como síndrome de Goltz, descrito por primera 
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vez en 1962 (151). Se desconoce su prevalencia y solo se han descrito entre 300 y 

400 casos en la literatura. Es una enfermedad ligada al cromosoma X con una 

penetrancia variable en las mujeres afectadas debido a la inactivación del 

cromosoma X. En los hombres, la incidencia es mucho menor (aproximadamente el 

10 % de los individuos afectados) y, en la gran mayoría de los casos, es 

consecuencia de una mutación somática (152). El gen PORCN es el único conocido 

que causa esta enfermedad. PORCN, situado en Xp11.23, codifica para el 

homólogo humano del porcupine de Drosophila melanogaster (153,154). 

Es un trastorno multisistémico caracterizado por anomalías dermatológicas, 

esqueléticas, oculares, urinarias, gastrointestinales, neurológicas y bucales. La piel 

y el esqueleto son las zonas más comúnmente afectadas. Dentro de los hallazgos 

esqueléticos más comunes se encuentran: malformación de las extremidades 

(sindactilia, oligodactilia, mano/pie hendido, camptodactilia) y osteopatía estriada. 

Ocasionalmente también se pueden presentar anomalías costovertebrales como 

escoliosis, costillas fusionadas, costillas bífidas, apéndice caudal, así como 

hendidura esternal y displasia fibrosa ósea (154). Además, algunos estudios 

sugieren que, dependiendo de la mutación, podría también afectarse la DMO 

(155,156).  

Las mutaciones en el gen PORCN se identificaron por primera vez en pacientes con 

FDH en 2007 (157). El espectro de mutaciones reportadas va desde mutaciones 

intragénicas, pasando por microdeleciones, hasta grandes deleciones que eliminan 

el gen, abarcando genes vecinos (Figuras 9A y 9B). 

La FDH, al ser un trastorno multisistémico con manifestaciones clínicas variables, 

puede conducir a un diagnóstico tardío o erróneo. Una evaluación exhaustiva del 

paciente puede ayudar a realizar un diagnóstico preciso. No existe un estándar de 

referencia para el diagnóstico de esta enfermedad; sin embargo, la literatura sugiere 

tener en cuenta varios aspectos para un diagnóstico acertado: hallazgos típicos de 

anomalías cutáneas o una mutación del gen PORCN, además del hallazgo de 

anomalías del sistema esquelético, anomalías oculares y anomalías orales 

(154,158–164). 
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Figura 9. Mapa genético de distribución de mutaciones en el gen PORCN. A. Mutaciones 

puntuales. Las cajas representan los exones (sin escala). Las áreas sombreadas en ex 2 y 

15 son la región no traducida. Las mutaciones por debajo del genograma representan 

mutaciones intrónicas que afectan a los sitios de splicing y se muestran como cambios a 

nivel del ADNc. Las mutaciones por encima del genograma representan mutaciones 

exónicas y se muestran como cambios a nivel proteico. Un * indica las mutaciones descritas 

en revisiones; # indica mutaciones recurrentes; § indica diferentes cambios nucleotídicos, 

que conducen al mismo efecto sobre la proteína; -• indica mutación missense; -◊ indica 

mutaciones nonssense y frameshift. B. Representación gráfica de la distribución y el 

alcance de las deleciones (línea azul continua) de PORCN y genes vecinos en Xp11.23. 

Las líneas discontinuas indican que los puntos de ruptura de la deleción no se han 

confirmado. Las líneas punteadas indican una deleción que se extiende más allá del área 

representada. Tomada y adapatada de (161). 
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2.6 Alteraciones con alta masa ósea 

Varios trastornos genéticos raros con efectos esqueléticos, denominados 

colectivamente osteopetrosis y displasias óseas esclerosantes, están asociados 

con un aumento generalizado de la DMO. De los 461 trastornos genéticos del 

esqueleto descritos actualmente, 45 son clasificados como alteraciones con alta 

masa ósea (54). Estos trastornos pueden dividirse en tres grupos, a saber:  

a. Aquellos en los que se suprime la resorción ósea. En este grupo se 

encuentran patologías como las osteopetrosis o la picnodisostosis (OMIM 

265800). Las osteopetrosis son enfermedades genéticas raras que se 

caracterizan por una reducción de la resorción ósea osteoclástica. La 

remodelación ósea defectuosa provoca esclerosis esquelética y huesos 

anormalmente densos y, por lo tanto, frágiles. En cambio, la picnodisostosis 

está causada por una degradación enzimática defectuosa de la matriz ósea 

orgánica, debido a mutaciones autosómicas recesivas en el gen CTSK (165–

167). Las osteopetrosis se clasifican según su gravedad clínica, incluyendo 

formas neonatales o infantiles graves que tienen el peor pronóstico, y formas 

más leves que causan la osteopetrosis de aparición tardía tipo 2 (OPTA2) 

(OMIM 166600) generadas por variantes del gen CLCN7 (54,165,168). 

b. Aquellos en los que se potencia la formación ósea. En este grupo se incluyen 

diferentes patologías de crecimiento excesivo de los huesos causadas por 

una activación de la vía Wnt/β-catenina. Un ejemplo de estas patologías es 

la esclerosteosis (OMIM 269500), causada por variantes de pérdida de 

función (LoF) en el gen SOST, generando una reducción de la inhibición de 

la vía de Wnt y, por tanto, un excesivo crecimiento óseo (169,170). Otro 

ejemplo de trastornos dentro de este grupo es la enfermedad de Van Buchem 

(OMIM 239100), una displasia ósea autosómica recesiva caracterizada por 

un aumento simétrico del grosor de los huesos, lo que da lugar a un aumento 

de la densidad cortical ósea. Se cree que una deleción de 52 kb situada 

aproximadamente 35 kb corriente abajo de SOST es responsable del 

fenotipo más leve de esta enfermedad (165,171,172). 
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c. Aquellos en los que se altera el equilibrio entre la formación y la resorción 

óseas. Un trastorno que pertenece a este grupo es la displasia 

hematodiafisaria de Ghosal (OMIM 231095), un síndrome autosómico 

recesivo poco frecuente que se caracteriza por un aumento de la densidad 

ósea con afectación predominante de la diáfisis y anemia regenerativa 

sensible a los corticosteroides. Este trastorno se ha asociado a la pérdida de 

función del gen TBXAS1, el cual regula la expresión de RANKL y OPG, 

asociadas con este trastorno (165,173,174). 

Además de los trastornos que implican alta masa ósea, se considera también la 

existencia de un fenotipo HBM no patológico. Los estudios epidemiológicos sobre 

la HBM son escasos y los umbrales de definición son variables. De hecho, la 

ausencia de un límite superior para definir la DMO «normal» conlleva el riesgo de 

que las personas con una causa patológica de DMO elevada pasen desapercibidas 

y sean etiquetadas como «normales» (175,176). Dada esta variabilidad en los 

umbrales, para efectos de esta tesis doctoral hemos usado la definición de Little et 

al. 2002 (177), en la que se define la HBM por la obtención de un valor superior a 4 

en la suma de los Z-scores de la zona lumbar (LS, lumbar spine) y del cuello del 

fémur (FN, femoral neck). Aunque el cálculo de la prevalencia del rasgo supone un 

reto, se ha estimado en un 0.2-1% (178,179). 

En cuanto a la causa genética, el fenotipo HBM puede ser monogénico o poligénico. 

Entre los HBM monogénicos destacan las mutaciones de ganancia de función (GoF) 

en los co-receptores de la vía Wnt/β-catenina LRP5 y LRP6. Estas mutaciones 

producen una pérdida de afinidad por los inhibidores extracelulares DKK1 y 

esclerostina, impidiendo así la internalización de LRP5/6. Además de las 

mutaciones en genes canónicos de la vía Wnt/β-catenina, se han encontrado otras 

mutaciones en otros genes que pueden causar este fenotipo, tales como SMAD9 

cuyas variantes hacen que pierda su función represora sobre la activación del 

receptor BMP y sobre la cascada de señalización subsecuente, reduciendo la 

actividad de los osteoblastos; ANKH cuyas variantes GoF generan displasia 

craneometafisaria (OMIM123000); entre otros (ver Figura 10). En cuanto a los HBM 
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poligénicos, surgen de portadores de alelos protectores de las variantes asociadas 

a la DMO. En este sentido, se han realizado estudios de asociación de genoma 

completo (GWAS) en cohortes con DMO extrema que han permitido identificar 

variantes comunes asociadas al fenotipo (más adelante hablaremos brevemente de 

estos estudios) (165,180–185).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Resumen gráfico de los genes conocidos actualmente que albergan variantes 

patógenas causantes de HBM. Los genes están clasificados según su función en los 

principales tipos de células óseas (o la ausencia de ella). Además, aparecen subdivididos 

por el proceso biológico y/o vía de señalización asociada, dando como resultado 10 grupos 

de genes HBM (numerados). HBM = High bone mass. Tomada y adaptada de (181). 
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2.7 Otras patologías que tienen afectaciones óseas: La 

enfermedad de Gaucher 

Dentro del espectro de trastornos esqueléticos, también podemos encontrar 

patologías que, sin estar incluidas dentro de la última edición de la Nosología y 

Clasificación de los trastornos genéticos del esqueleto (54), presentan afectaciones 

óseas como parte del cuadro clínico de la enfermedad. Tal es el caso de la 

enfermedad de Gaucher (EG), clasificada como una enfermedad de depósito 

lisosomal (LSD), dentro del grupo de las esfingolipidosis (186).  

2.7.1 Definición y clasificación de la enfermedad de Gaucher 

La EG es una glicoesfingolipidosis y es la LSD con más incidencia. Está causada 

por mutaciones en el gen GBA1 que codifica para la enzima glucocerebrosidasa o 

β-glucosidasa ácida (GBA1 o GCase); tales mutaciones generan pérdida de función 

de la enzima, lo que conlleva a una acumulación progresiva del sustrato 

glucosilceramida (GlcCer) en los lisosomas de los macrófagos (formando las 

llamadas células Gaucher). Las principales manifestaciones clínicas de la 

enfermedad son hepatoesplenomegalia, anemia, problemas óseos y en algunos 

casos afectación neuronopática (187).  

La incidencia de la EG es de 1 caso por cada 40.000-60.000 nacidos vivos en la 

población general; sin embargo, puede darse en 1-800 nacimientos dentro de la 

población Judía Ashkenazí (188). Para los Judíos Ashkenazíes, la EG no sería una 

patología rara; sin embargo, los datos epidemiológicos de esta enfermedad en una 

etnia pueden no ser representativos de otras etnias. Un metaanálisis realizado por 

Wanh Meimei en 2023 informó de una prevalencia mundial de la EG de 1.5 casos 

por cada 100.000 nacidos vivos (189). En España hay alrededor de 500 casos 

diagnosticados (0.001% de la población) y se calcula que se producen 

aproximadamente 20 nuevos casos por año. En la Península Ibérica la mutación 

N370S (p.N409S según la nomenclatura de la Human Genome Variation Society 

(HGVS)) es la más prevalente, con una frecuencia del 46.3% en población española 
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y del 63% en población portuguesa. La segunda mutación más frecuente es la 

L444P (p.L483P según la HGVS) (18.5 y 25.7%, respectivamente) (190–192). 

Los síntomas asociados con la EG se deben a la acumulación progresiva de células 

Gaucher en diversos órganos (Figura 11). Por lo tanto, la EG es un trastorno 

multisistémico que se manifiesta a cualquier edad, dependiendo del subtipo de la 

enfermedad. Se pueden distinguir tres formas clínicas básicas de la EG, 

dependiendo del grado de afectación neurológica; sin embargo, hoy en día se 

considera que las diferentes formas de la EG reflejan más bien un continuo que va 

desde la aparición temprana hasta la aparición tardía de la enfermedad y desde las 

formas graves con síntomas neurológicos hasta las formas leves con 

manifestaciones exclusivamente viscerales (187). La EG-1 (OMIM 230800) es la 

forma más frecuente y representa el 94 % de todos los casos. Es una forma no 

neuronopática presentando un desarrollo crónico. Los órganos que se ven 

afectados con mayor frecuencia son el bazo, el hígado, la médula ósea y los huesos 

y, en casos graves, también los pulmones y los riñones. La hepatoesplenomegalia 

y las complicaciones hematológicas, como la anemia y la trombocitopenia con 

hemorragias, son frecuentes en la EG-1 no tratada (193). 
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Figura 11. Esquema de la fisiopatología de la EG. A. El aumento de glucosilceramida se 

organiza en estructuras fibrilares que se acumulan principalmente en los macrófagos de 

tipo 2. Estas células tienen un aspecto citoplasmático específico similar al «papel arrugado» 

y se denominan células de Gaucher, produciendo moléculas como quitotriosidasas. B. Las 

células de Gaucher se infiltran en la médula ósea, el bazo y el hígado y se considera que 

son las principales responsables de las características clínicas de la enfermedad de 

Gaucher. CCL18 (C-C motif chemokine ligand 18), Liso-Gb1 (glucosilesfingosina). Tomada 

y adaptada de (193). 

 

La EG neuronopática aguda (EG-2) (OMIM 230900) se manifiesta en la primera 

infancia, el deterioro neurológico progresa rápidamente y la muerte suele producirse 

antes de los 2 años de edad. La EG neuronopática subaguda (EG-3) (OMIM 

231000) presenta una afectación neurológica más lenta y suele aparecer en la 

adolescencia (187,194,195). La tabla 4 detalla un poco más estos tres subtipos de 

la EG.  

Tabla 4. Clasificación de la EG 

Tipos Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 

Prevalencia 90-95% <5% <5% 
Edad de 
presentación 

Infancia/Adultez Primeros años de vida Infancia 

Expectativa de 
supervivencia 
(años) 

Edades de 6-80 Edades de 2-3 Edades 30-40 

Presentación 
clínica 

El tipo 1 es variable, y 
puede ir desde formas 
asintomáticas durante 
toda la vida hasta 
formas de aparición 
temprana en la infancia. 
La presentación clínica 
incluye lo siguiente: 
Fatiga; retardo en el 
crecimiento y en el inicio 
de la pubertad; 
hepatoesplenomegalia; 
hemorragia 
mucocutánea; 
hematomas 
espontáneos; anemia; 

El tipo 2 se caracteriza 
por varios deterioros 
neurológicos tempranos 
y agudos que 
comienzan en bebés de 
3 a 6 meses de edad. La 
presentación clínica 
incluye lo siguiente: 
retardo en el 
crecimiento; hidropesía 
fetal; ictiosis congénita; 
hepatoesplenomegalia; 
dolor óseo; opistótonos, 
trastornos graves de la 
deglución; parálisis 
oculomotora 

El tipo 3 es similar al 
tipo 2, pero con una 
presentación clínica 
más lenta (crónica). 
La presentación 
clínica incluye lo 
siguiente: retardo en 
el crecimiento; 
estrabismo, parálisis 
de la mirada; 
demencia 
progresiva; 
mioclonía; opacidad 
corneal; 
convulsiones 
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crisis de dolor óseo en 
pelvis y en miembros 
inferiores; deformidad 
ósea de Erlenmeyer; 
fibrosis pulmonar; 
proteinuria y hematuria 

 
 

    Tomada y adaptada de (196)  

El diagnóstico de la EG es complejo e incluye pruebas bioquímicas para analizar 

biomarcadores en sangre tales como la quitotriosidasa, pruebas moleculares para 

detectar mutaciones en el gen GBA1, biopsias de los órganos afectados y 

determinación de la actividad enzimática GBA1. El tratamiento de esta patología 

tiene también varias aproximaciones: la terapia de reemplazo enzimático, la terapia 

de reducción de sustrato, la terapia con chaperonas farmacológicas, la terapia 

génica, el trasplante de médula ósea, la esplenectomía, entre otros (196).  

2.7.2 El gen GBA1 y la enzima glucocerebrosidasa o proteína 

GBA1 

El gen GBA1 (OMIM 606463) está localizado en el cromosoma 1 (q21-31) (197). Se 

expande en una longitud de 7.6 kb y está compuesto por 11 exones y 10 intrones. 

A 16 kb del extremo 3’ existe una estructura de 5.7 kb que se corresponde con el 

pseudogén (psGBA1) con una organización de exones e intrones idéntica al gen 

funcional y con una homología exónica del 96% (190). El pseudogén difiere del gen 

funcional, en cuanto a tamaño, debido a que posee varias deleciones 

correspondientes a secuencias de elementos Alu del gen GBA1. Además, contiene 

múltiples mutaciones puntuales, localizadas tanto en exones como en intrones 

(198,199). La presencia de este pseudogén aumenta la ocurrencia de 

reordenamientos cromosómicos en esta región, lo que hace difícil la identificación y 

caracterización de las mutaciones causales de EG en el gen estructural. La región 

cromosómica donde se localiza el gen GBA1 es una zona muy rica en genes 

funcionales, encontrándose genes como CLK2 que codifica para una quinasa 

involucrada en la regulación de la longitud del telómero, o el gen ENTREP3 (del 

inglés endosomal transmembrane epsin interactor 3) también conocido como 

FAM189B, que está implicado en la apoptosis y supresión de tumores (190). 
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La longitud del ADN codificante del gen GBA1 es de aproximadamente 2kb y 

contiene dos codones ATG que están en pauta de lectura, situados en los exones 

1 y 2. Ambos codones sirven como inicios de la traducción, produciéndose dos 

polipéptidos con péptidos señal de distinto tamaño. La proteína surgida a partir del 

primer ATG (NP_000148), ubicado al final del primer exón, contiene un péptido 

señal de 39 residuos con la mitad amino-terminal hidrofílica. En cambio, la proteína 

que se genera a partir del segundo ATG, localizado cascada abajo del primero, en 

la mitad del segundo exón, da lugar a un péptido señal hidrofóbico de 19 residuos. 

En general, se produce hasta dos y tres veces más cantidad de proteína con inicio 

en el primer ATG que en el segundo (200). Hasta la fecha se han descrito 

aproximadamente 794 variantes del gen GBA1 siendo las más comunes las 

variantes p.N409S y p.L483P, comentadas anteriormente. No todas estas variantes 

están relacionadas con la EG, también hay variantes en el gen GBA1 asociadas con 

la enfermedad de Parkinson (201). 

La hidrolasa lisosomal GBA1 necesita el péptido señal (de 19 o 39 aminoácidos) 

para el transporte a través de la membrana del retículo endoplasmático rugoso, para 

pasar al aparato de Golgi y finalmente al lisosoma. Como fruto de una modificación 

postraduccional se genera un clivaje proteolítico y el péptido señal es liberado. La 

proteína madura tiene 497 aminoácidos con un peso molecular de 56kDa, aunque 

el peso molecular de la forma glicosilada es de 65kDa (202).  

La proteína plegada tiene tres dominios, tal y como se muestra en la figura 12 A, 

con los colores magenta, verde y azul. El dominio I va desde el residuo 1 al 27 y 

desde el residuo 383 al 414, y se encuentra estructurado en tres láminas β. Contiene 

dos puentes disulfuro y el primer sitio de N-glicosilación (N19). El dominio II está 

comprendido entre los residuos 30-75 y 431-497 y se estructura en dos láminas β 

estrechamente asociadas. El dominio III va desde el residuo 63 al 381 y del 416 al 

430, contiene el sitio catalítico y se estructura en 8 α-hélices, 8 láminas β y tres 

cisteínas libres (Cys 126, 248 y 342). La proteína tiene 4 lugares de N-glicosilación 

N19, N59, N146 y N270 que corresponden a los residuos p.Asn58, p.Asn98, 
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p.Asn185 y p.Asn309, respectivamente. Los residuos catalíticos son E235 y E340 

que corresponden a los aminoácidos p.Glu274 y p.Glu379 y a los cuales se une la 

molécula de glucocerebrósido (202–204). 

 

Figura 12. A. Estructura refinada de rayos X de la β-glucosidasa ácida. El dominio I se 

muestra en magenta y contiene los dos puentes disulfuro, cuyos átomos de azufre se 

muestran como bolas verdes. El sitio de glicosilación en N19 se muestra como un modelo 

estructural de bolas. El dominio II, que es un dominio similar a la inmunoglobulina, se 

muestra en verde. El dominio catalítico (dominio III) se muestra en azul, y los residuos del 

sitio activo E235 y E340 se muestran como modelos de bolas. Las seis mutaciones más 

comunes de la β glucosidasa ácida (GCase) se muestran como bolas; las que causan 

predisposición a la enfermedad grave (tipos 2 y 3) y leve (tipo 1) se muestran en rojo y 

amarillo, respectivamente. Tomada y adaptada de (202). B. La glucocerebrosidasa es una 

β-glucosidasa que hidroliza su sustrato principal, la glucocerebrosidasa, en glucosa y 

ceramida. Un sustrato alternativo, la glucosil esfingosina, también se degrada en glucosa y 

esfingosina. Tomada y adaptada de (205).  

La β-glucocerebrosidasa es una enzima con actividad glucosilceramidasa (EC 

3.2.1.45) que escinde, por hidrólisis, el enlace β-glicosídico de la glucosilceramida 

(glucocerebrósido) generando ceramida y glucosa. También se ha demostrado que 

esta enzima puede catalizar la hidrólisis de la glucoesfingosina, para formar glucosa 

y esfingosina (Figura 12 B). Al igual que otras glicosidasas hidrolasas, el mecanismo 

de hidrólisis del glucocerebrósido por la β-glucocerebrosidasa implica la catálisis 
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ácido-base por dos residuos de ácido glutámico (E340 y E235) y se desarrolla 

mediante un mecanismo de dos pasos. En la primera etapa, E340 realiza un ataque 

nucleófilo al carbono del enlace O-glicosídico para desplazar el resto de esfingosina, 

que es protonado simultáneamente por E235 al liberarse del sitio activo. En la 

segunda etapa, la glucosa se hidroliza a partir del residuo E340 para regenerar la 

enzima activa (205).  

2.7.3 Manifestaciones óseas en la enfermedad de Gaucher 

Las afecciones musculoesqueléticas están presentes mayormente en la EG1, 

aunque también pueden presentarse en la EG tipo 3. Se ha descrito que hasta un 

90% de los pacientes Gaucher presentan algún tipo de sintomatología ósea que 

incluye un variado conjunto de manifestaciones clínicas, tales como la infiltración de 

la médula ósea por células de Gaucher, la oclusión microvascular en el hueso, el 

infarto óseo, la osteonecrosis avascular recurrente, el adelgazamiento cortical y la 

alteración de la remodelación ósea, afectaciones que conducen a lesiones 

osteolíticas y a la pérdida de DMO (196,206). En la tabla 5 se resumen las 

principales afectaciones óseas presentes en la EG.  

La fisiopatología ósea de la EG1 no está totalmente clara, aunque muchas de las 

manifestaciones óseas comentadas se pueden explicar por un desequilibrio en el 

remodelado óseo (207). Por esta razón, los biomarcadores de actividad 

osteoblástica y osteoclástica han ayudado a dilucidar mecanismos que puedan 

estar implicados en las afectaciones óseas de la EG1 (208). En un estudio de casos 

y controles bien realizado con niños y adolescentes con EG1 no tratada, las 

concentraciones séricas de OCN y de CTX fueron inferiores a las de los controles y 

tan bajas durante la infancia y la adolescencia como en la edad adulta (209). Otros 

biomarcadores en los cuales se ha visto utilidad son la glucosilesfingosina sérica 

(ya que se ha demostrado que media la disfunción osteoblástica en la EG) y la CTSK  

(210–212). 
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Tabla 5. Principales afectaciones óseas en la EG 

Manifestación 
clínica / Categoría* 

Descripción  Referencias 

Deformidad en 
matraz de 
Erlenmeyer / 
Defectos en el 
modelado y 
remodelado del 
hueso trabecular y 
cortical 

Anomalía que comienza antes de la pubertad. El 
aspecto similar a un matraz se debe al 
agrandamiento de la zona metafisaria y la 
consiguiente ausencia de la típica curva 
cóncava dimetafisaria. Se puede observar en 
muchos de los huesos tubulares o largos del 
esqueleto, ocasionalmente incluso en las 
falanges, pero no afecta a los huesos que se 
forman en las membranas. Es el resultado de la 
alteración del remodelado óseo. 

(211,213) 

Osteopenia y 
osteoporosis / 
Defectos en el 
modelado y 
remodelado del 
hueso trabecular y 
cortical 

Caracterizada por la disminución de la DMO y el 
consecuente aumento del riesgo de fracturas 

(211,214,215) 

Lesiones osteolíticas 
/ Defectos en el 
modelado y 
remodelado del 
hueso trabecular y 
cortical 

Perforaciones óseas generadas a causa de la 
destrucción del hueso, probablemente debido a 
la liberación de CTSK por osteoclastos 
activados 

(211,216) 

Infarto óseo, crisis 
óseas y osteomielitis / 
Infarto óseo medular 
y cortical 

Los infartos óseos se pueden producir por la 
alteración de la vascularización, la infiltración de 
las células Gaucher en la médula ósea y los 
posibles procesos inflamatorios adicionales, que 
pueden desencadenar en una osteomielitis 
aséptica 

(187) 

Osteonecrosis / 

Infarto óseo medular 

y cortical 

Se cree que es una consecuencia secundaria a 

la isquemia que provoca el infarto óseo crónico 

(211,217) 

Osteosclerosis / 

Infarto óseo medular y 

cortical 

Puede ocurrir a causa de un remodelado 

incorrecto después del infarto óseo, con 

engrosamiento del hueso, aumento de su 

densidad y posible disminución del espacio 

medular 

(187,211) 

*Esta categorización ha sido sugerida por Hughes y colaboradores (2019) (211). 
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Esta alteración de la remodelación ósea en la EG1 puede dar lugar a que no se 

alcance una masa ósea máxima equivalente a la de las personas sanas. Por ello, la 

determinación de la DMO mediante DXA en pacientes con EG1 puede ayudar, por 

ejemplo, a estimar el riesgo de fractura y a diagnosticar posibles complicaciones 

óseas como la osteoporosis. Un análisis de los datos del Registro Gaucher del 

International Collaborative Gaucher Group ha demostrado que una DMO baja de LS 

se asocia con un alto riesgo de fractura de columna o fémur en pacientes con EG1. 

Estos datos también indican que el 55 % de todos los pacientes registrados padecen 

osteopenia de acuerdo con la DMO que presentan (218). Aunque se ha considerado 

que el análisis de la DMO mediante DXA puede ser complicado en pacientes con 

EG1,  debido a cambios anatómicos focales y alteraciones óseas focales asociadas 

con esta enfermedad (219), se ha logrado determinar que un Z-score ≤ -1 en 

pacientes con EG1, aumenta el riesgo de fractura por fragilidad (traumatismo leve) 

en un factor de 5, lo que supone una estimación significativamente mayor que la 

que se asocia habitualmente a las fracturas osteoporóticas en los estudios 

poblacionales (220,221). Una DMO inferior al rango esperado para la edad 

cronológica (Z-score < -2,0) se produce de forma temprana en pacientes con EG1 

y puede hacerse evidente a los 5 años de edad. Por otro lado, en adultos con EG1, 

la Z-score media de la DMO lumbar es de aproximadamente -1,0, pero con una 

amplia distribución (215).  

3. Identificación de genes relacionados con patologías 

óseas 

A lo largo de los años, se han identificado muchos genes que causan o contribuyen 

al fenotipo de diferentes trastornos esqueléticos. Las enfermedades monogénicas 

suelen estar causadas por mutaciones raras con un efecto grande. Por otro lado, 

las enfermedades complejas suelen estar causadas por el efecto aditivo de 

numerosas variantes con efectos muy pequeños y que son frecuentes en la 

población general. Sin embargo, las variantes raras con efectos más importantes 

también pueden contribuir al desarrollo de enfermedades complejas. En esta 

sección vamos a comentar brevemente dos de los principales enfoques para la 
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identificación de las bases genéticas de los trastornos óseos: en primer lugar, 

abordaremos los estudios de secuenciación dirigida y, en segundo lugar, 

comentaremos los estudios de asociación del genoma completo (GWAS).  

3.1 Estudios de secuenciación dirigida 

3.1.1 Secuenciación completa del exoma (WES) 

El exoma es la parte del genoma compuesta por todos los exones, que incluyen 

regiones no traducidas del ARNm (UTR) y la secuencia codificante de los genes. El 

exoma humano consta de aproximadamente 20.000 genes y constituye solo el 1 % 

del genoma completo. Sin embargo, el 85 % de las enfermedades monogénicas 

descritas están causadas por mutaciones en el exoma (222). Por esta razón, resulta 

muy útil esta aproximación para el estudio de las bases genéticas de desórdenes 

esqueléticos. WES es una técnica de secuenciación de alto rendimiento que se 

centra en secuenciar las regiones exónicas del genoma. En esta, primero se extrae 

el ADN de las células de interés, seguido de la captura selectiva de regiones 

exónicas utilizando técnicas de hibridación, tales como sondas complementarias a 

secuencias exónicas conocidas. Una vez aislado el ADN exónico, las tecnologías 

de secuenciación de alto rendimiento generan millones de lecturas cortas de ADN, 

que luego se alinean con un genoma de referencia. Tras la secuenciación, los datos 

se analizan para identificar variantes, como cambios de un solo nucleótido (SNV), 

inserciones, deleciones y otras alteraciones genómicas que podrían ser 

significativas en un contexto patológico determinado (Figura 13) (223,224). 

En la secuenciación de nueva generación (NGS) usada en los WES, se secuencia 

un gran número de fragmentos de ADN hasta que se cubra todo el exoma. Cada 

base del exoma puede estar representada en cientos de fragmentos diferentes; por 

lo tanto, al secuenciar millones de fragmentos, cada posición del exoma se 

secuencia docenas de veces. El número de veces que se secuencia una base (o 

exón) se denomina cobertura. Una cobertura alta mejora la precisión en la 

identificación de variantes y limita la detección de falsos positivos en el análisis. Las 

variantes se identifican como diferencias de secuencia en la muestra en 

comparación con una secuencia de referencia, y se calcula una puntuación de 
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confianza para cada mutación (en parte sobre la base de la cobertura de la 

secuencia). Finalmente, cada mutación se anota con información relevante 

(frecuencia poblacional, ubicación en el gen, el tipo de variante que es y el cambio 

específico de aminoácidos y su posición en la proteína) (225). 

El objetivo del WES es identificar genes candidatos que puedan relacionarse 

causalmente con las patologías observadas en los pacientes. Existen múltiples 

estrategias para identificar genes candidatos causantes de enfermedades a partir 

de los datos de WES, dependiendo de si el objetivo es analizar una enfermedad 

rara en pacientes no emparentados, una enfermedad hereditaria en una familia, una 

enfermedad causada por una mutación de novo (nueva) o una enfermedad somática 

que se produce solo en una parte del cuerpo de un paciente.  

En el caso de enfermedades muy raras, el WES de unos pocos pacientes no 

emparentados puede ser suficiente para identificar el(los) gen(es) responsable(s) 

de la enfermedad. La aplicación de varios filtros en los análisis (tales como una 

MAF<1), así como la comparación con los resultados WES de pacientes adicionales 

con la misma enfermedad y de controles sanos, puede ayudar a reducir el número 

de genes candidatos. Por otra parte, las enfermedades genéticamente 

heterogéneas (en las cuales variantes en múltiples genes pueden causar el mismo 

trastorno) pueden abordarse mediante estudios WES de familias. Así, la 

identificación de genes candidatos causantes de una patología puede hacerse 

mediante el análisis WES de los miembros afectados de una familia, partiendo de 

la hipótesis de que han heredado la(s) misma(s) variante(s) causante(s) de la 

enfermedad de un antepasado común. Los estudios de familia también pueden 

ayudar a identificar variantes de novo comparando los resultados WES de padres 

nos afectados con los de hijos afectados, por ejemplo (225).  

En el campo del hueso, esta técnica ha sido muy útil para el estudio de patologías 

(226). Por ejemplo, Shamriz y colaboradores utilizaron con éxito la secuenciación 

WES en seis pacientes con osteopetrosis infantil maligna (MIOP), identificando 

variantes en cuatro genes relacionados con esta patología: CLCN7 (una variante en 

homocigosis), TCIRG1 (dos variantes, una en heterocigosis y la otra en 
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homocigosis), SNX10 (una variante en homocigosis) y TNFRSF11A (una variante 

en homocigosis) (227). Con todo, algunas veces el WES no es conclusivo y pueden 

encontrarse variantes en diversos genes sin la posibilidad de identificar cuál o 

cuáles de ellos son los responsables de la patología en cuestión. Tal es el caso, por 

ejemplo, de un estudio de WES que hicimos en nuestro grupo de investigación para 

un caso familiar de displasia ósea esclerosante caracterizada por HBM y lesiones 

óseas lucentes, en el que logramos identificar mutaciones en genes implicados en 

la regulación de la transcripción homeobox, las funciones osteoblásticas y 

osteoclásticas, y en la vía de señalización Wnt de formación ósea, tales como 

TBX18, SEMA4D, PTCH1, ADGRE5 y PTK7 (228), sin que pudiésemos concluir 

cuáles de ellos eran los causantes del trastorno estudiado. Frente a esto último, los 

estudios funcionales para validar las variantes genéticas identificadas, es un 

complemento necesario para tener resultados concluyentes.  

3.1.2 Estudios mediante panel de genes 

Los paneles de secuenciación dirigida (TS) se centran en un grupo concreto de 

regiones genómicas y tienen menos carga de datos en cuanto al nivel de 

bioinformática o demanda computacional, lo cual simplifica la interpretación de los 

datos con una excelente profundidad de cobertura (229–233). El proceso de 

secuenciación de regiones específicas incluye el diseño de conjuntos específicos 

de sondas/cebadores para enriquecer las regiones de interés utilizando métodos de 

hibridación o amplificación. La captura por hibridación utiliza sondas de 

oligonucleótidos biotinilados para capturar las regiones de interés, mientras que la 

amplificación utiliza PCR para el enriquecimiento de las regiones objetivo (Figura 

13). Los paneles TS se centran entonces en un número seleccionado de genes de 

interés para la investigación, el diagnóstico, el pronóstico y la supervisión del 

tratamiento de patologías humanas (233). 
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Figura 13. Diagrama de los pasos generales que se hacen en un experimento de NGS con 

captura por hibridación. En primer lugar, se realiza la extracción y el aislamiento de ácidos 

nucleicos en muestras de diferentes tipos (sangre, células, tejidos). A continuación, se 

prepara la biblioteca, que incluye la fragmentación, la reparación de extremos y la adición 

de adaptadores a los fragmentos de ácidos nucleicos. El enriquecimiento de la región de 

interés es fundamental al realizar la secuenciación dirigida para enriquecer los genes de 

diana. Para la secuenciación, la elección correcta de la plataforma, así como el número de 

muestras por ciclo, la longitud de lectura deseada, el nivel de cobertura del ensayo y el uso 

de lecturas paired-end o simples, son factores críticos que influyen los resultados. Por 

último, se aplican métodos de análisis bioinformático que incluyen el alineamiento, la 

identificación de variantes y los análisis terciarios, para su posterior interpretación y 

aplicación. Tomada y adaptada de (233). 

En la investigación de fenotipos óseos, los paneles TS han sido muy usados, sobre 

todo para la identificación de variantes genéticas raras relacionadas con trastornos 

esqueléticos (234). Un ejemplo de ellos es el trabajo realizado por Harrington y 

colaboradores en 2021, quienes utilizaron un panel de genes asociados con OI y 

con el metabolismo óseo, en una cohorte de 87 niños con un alto índice de fracturas 

de huesos largos y vertebrales, encontrando variantes patogénicas en los genes 

COL1A1 o COL1A2 en el 69% de los niños que presentaban características 

extraesqueléticas de OI. Además, en niños sin características extraesqueléticas, 14 

de 70 (20%) presentaron variantes patogénicas, de las cuales 7 eran variantes en 

COL1A1, y las 7 variantes restantes en genes relacionados con la función o la 

señalización osteoblástica (PLS3, SP7, LRP5, WNT1) (235). En otro estudio 

realizado por Zhao y colaboradores en 2023, haciendo uso de un panel TS, en una 

muestra de tres pacientes adultos con fenotipo HBM y/o con engrosamiento óseo. 

En este estudio, los tres casos presentaron nuevas mutaciones missense en el gen 

LRP5: una mutación en el exón 3 (c.586 T > G, p.Trp196Gly) del primer paciente y 
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una mutación en el exón 20 (c.4240C > A, p.Arg1414Ser) de los otros dos pacientes. 

El panel TS incluyó 14 genes conocidos asociados a OI y 708 genes más 

relacionados con otros trastornos óseos, como el raquitismo congénito, 

enfermedades del cartílago y la osteosclerosis, comprendiendo un total de 9712 

exones (236). Estos y otros trabajos realizados en el campo del hueso (237–239) 

respaldan la utilidad de las aproximaciones usando paneles TS para ampliar la 

comprensión que tenemos acerca de los trastornos esqueléticos.  

3.2 Estudios de asociación de genoma completo (GWAS) 

Los estudios de asociación han sido una herramienta poderosa para identificar 

genes implicados en enfermedades complejas. Tales estudios consisten en 

establecer una asociación entre la frecuencia genética o alélica de una variante y el 

fenotipo estudiado. Estos se distinguen en función de si el fenotipo estudiado es 

categórico (como la fractura, por ejemplo) o cuantitativo (como la DMO). En el primer 

tipo, se lleva a cabo un estudio de asociación de casos y controles, en el que se 

comparan las frecuencias genotípicas o alélicas de una variante entre los dos 

grupos. En el caso de los rasgos cuantitativos, se utilizan modelos de regresión 

linear o mixta. En los estudios de asociación, el tamaño de la muestra, la 

estandarización del fenotipado y el genotipado, y la población elegida son factores 

muy importantes (240).  

Dentro de los estudios de asociación, destacan los estudios del genoma completo 

o GWAS. Los GWAS permiten buscar variantes genéticas comunes, conocidas 

como polimorfismos de un solo nucleótido (SNP), que están asociadas con rasgos 

complejos como la DMO y el riesgo de fractura (241,242). Debido al número de 

pruebas estadísticas y correcciones realizadas en estos estudios, y al pequeño 

efecto de cada variante en enfermedades complejas, se necesitan cohortes muy 

grandes para obtener resultados significativos. Esto se ha conseguido con los meta-

análisis GWAS, en los que se reúnen diferentes estudios con el objetivo de 

aumentar el tamaño de la muestra. El aumento de la potencia estadística permite 

estimar el efecto de las variantes genéticas individuales con mayor precisión. Sin 

embargo, las muestras grandes no necesariamente dan lugar a más variantes 
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asociadas, ya que cuando se aumenta el tamaño de la muestra, también aumenta 

la heterogeneidad de la misma, lo que da lugar a la pérdida de asociaciones 

específicas de la población (243). 

En el campo de la DMO y la osteoporosis, por ejemplo, se han realizado más de 50 

GWAS y meta-análisis, identificando más de 500 genes asociados con diferentes 

fenotipos óseos. El primer estudio GWAS que utilizó diferentes parámetros óseos 

como fenotipos (a saber, FN-DMO (DMO del cuello femoral), LS-DMO (DMO de 

columna), TR-DMO (DMO trocantérica)), y riesgo de fractura, se publicó en 2007 

(244). En este estudio, se genotiparon alrededor de 71.000 SNP autosómicos en 

1.141 individuos y, aunque se encontró cierta significación nominal, ninguno superó 

las correcciones de pruebas múltiples. Al año siguiente, dos estudios simultáneos 

identificaron genes como TNFRSF11B, LRP5, ESR1, RANKL, ZBTB40, con 

variantes asociadas a una significación genómica (p < 5x10-8) para la DMO 

(245,246). El primer meta-análisis importante fue publicado en 2009 por el consorcio 

GEFOS (GEnetic Factors for OSteoporosis) e incluyó 19.195 muestras e identificó 

13 nuevos loci asociados con DMO (247).  

A pesar de todos estos enfoques, muchos genes que se han asociado 

experimentalmente con hueso no han mostrado significación genómica en estudios 

con seres humanos. Esto indica que la técnica aún debe perfeccionarse, incluyendo 

una mejora en los métodos de adquisición de datos, en la homogeneidad de las 

cohortes y teniendo en cuenta las variantes raras. El quinto artículo relacionado con 

esta tesis doctoral (ver anexos), que además nos ha servido como trabajo previo 

para la selección de los genes estudiados en el primer capítulo, permite tener una 

visión más detallada de los GWAS, así como de los meta-análisis que se han 

realizado en el campo del hueso.  

Como lo hemos dicho, dado que los GWAS solo incluyen variantes comunes, las 

variantes raras están poco cubiertas. Las tecnologías de secuenciación de última 

generación pueden ser útiles para identificar estas variantes raras. Con todo, para 

disponer de la potencia estadística suficiente para identificar estas variantes raras, 

se requieren estudios con muestras de gran tamaño. La secuenciación del genoma 
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completo (WGS), es una técnica que se ha usado para estudios que buscan 

identificar variantes raras, ya que es capaz de generar un conjunto completo de 

variantes en secuencias de ADN en lugar de basarse en los patrones de 

desequilibrio de ligamiento para los marcadores (248). Para lograr un buen 

rendimiento con esta aproximación es necesario hacer WGS a gran escala. El WGS 

tiene como objetivo evaluar el papel de la variación genética de baja frecuencia 

(MAF 1-5 %) y rara (MAF 1 %).  

En el campo del hueso, el primer trabajo en el que se usó WGS en parte de la 

cohorte para realizar un estudio de asociación con la DMO fue realizado por 

Styrkarsdottir y colaboradores en 2013, en una población de 2.200 islandeses con 

baja DMO (en el resto de la cohorte, es decir, 2.731 individuos con baja DMO y 

69.034 controles basados en la población, el análisis se hizo por imputación). En 

este se identificó una variante rara nonsense (c.376C > T) en el gen LGR4, asociada 

a una baja DMO y a un alto riesgo de fracturas (249). Otro estudio que incorporó 

imputación de datos obtenidos por WGS y WES identificó dos nuevas variantes no 

codificantes de baja frecuencia asociadas con la DMO cerca de los genes EN1 y 

WNT16 en un total de 53.236 sujetos. En dicho estudio se descubrió que el SNP 

(2q14.2, rs11692564[T], MAF = 1,7 %) cerca de EN1 tenía un efecto mayor que las 

variantes comunes de la DMO de columna lumbar previamente descritas, y también 

se asoció con un bajo riesgo de fractura (125). Asimismo, el otro SNP de este 

estudio (rs148771817[T], MAF = 1,1 %), cercano a WNT16 también mostró una 

asociación significativa con la DMO (250,251). 

Otra alternativa frente a la falta de cobertura de variantes raras que presentan los 

GWAS, son los métodos estadísticos de agregación de variantes. Las pruebas de 

agregación agrupan múltiples variantes raras dentro de una región genética (por 

ejemplo, un gen, un conjunto de genes o loci genómicos) para comprobar su 

asociación. Varios estudios que han utilizado estos métodos han identificado con 

éxito variantes raras asociadas a rasgos y han permitido comprender mejor el 

mecanismo subyacente de la enfermedad (252,253). Los métodos de agregació 

exploran la relación entre un rasgo y numerosas variantes dentro de una región 
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genómica, lo cual puede mejorar la potencia estadística y, por lo tanto, la 

interpretabilidad biológica. En este enfoque, numerosas variantes genéticas se 

combinan dentro de un único puntaje de agregación. Este puntaje de agregación se 

utiliza posteriormente para las asociaciones de rasgos, en lugar de evaluar cada 

marcador por separado. En esta aproximación se aplica una prueba estadística 

univariante a los datos consolidados dentro de una cohorte, lo que aumenta las 

señales obtenidas y la potencia del estudio. El modelo estadístico general en el que 

se basan la mayoría de las pruebas de agregación asume que n individuos se han 

sometido a secuenciación para una región genética concreta (por ejemplo, genes, 

WES, WGS, vías) que contiene p variantes (254).  

Dentro de los métodos estadísticos que existen para las pruebas de agregación de 

variantes encontramos: el Burden test, que agrega variantes en puntuaciones 

genéticas y tiene mucha potencia cuando una gran proporción de variantes son 

causales y los efectos van en la misma dirección; los Burden test adaptativos, que 

utilizan ponderaciones o umbrales adaptables a los datos y son más robustos que 

los Burden test permitiendo mejorar la interpretación de resultados; las pruebas de 

componentes de varianza, que permiten analizar la varianza residual de efectos 

genéticos y son potentes en estudios de variantes que aumentan el rasgo así como 

de variantes que lo disminuyen, o de una pequeña fracción de variantes causales; 

los Omnibus tests, que combinan los Burden test con las pruebas de componentes 

de varianza y son más robustos con respecto al porcentaje de variantes causales y 

la presencia de variantes que aumentan y disminuyen los rasgos; además tienen 

mayor potencia cuando una proporción muy pequeña de variantes son causales 

(255,256).  

4. Estudios funcionales 

Una vez identificada una mutación putativa que causa o contribuye a la enfermedad, 

es necesario corroborar el hallazgo mediante estudios funcionales. En las 

enfermedades monogénicas, los estudios funcionales son más sencillos, ya que el 

efecto de la variante es mayor. Sin embargo, en enfermedades complejas como la 

osteoporosis, el efecto de una sola variante es menos evidente y se requieren 
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aproximaciones robustas para dilucidar los mecanismos genéticos que subyacen a 

ella. En esta última sección abordaremos, de manera general, los estudios 

funcionales que se realizaron durante el desarrollo de esta tesis.  

4.1 Aproximaciones in silico 

Las herramientas in silico nos permiten evaluar el posible efecto de variantes 

genéticas para predecir su impacto potencial y priorizarlas para su posterior 

validación funcional. Estas herramientas, así como los recursos en línea 

disponibles, nos permiten predecir el impacto de las variantes genéticas a nivel de 

ADN, ARN o proteínas (257,258). Por ejemplo, el repositorio de datos exónicos Exac 

(Exome Aggregation Consortium), ahora extinguido y contenido en el de datos 

genómicos gnomAD (Genome Aggregation database), que cuenta con los datos de 

numerosos individuos y permiten conocer la frecuencia de variantes raras y calcular 

el grado de intolerancia genética a las variantes para cada gen (257). O también las 

diversas herramientas de predicción de patogenicidad, como CADD (Combined 

Annotation Dependent Depletion) (259), SIFT (260) o Polyphen-2 (261) (los cuales 

se basan en información de secuencia o estructura para predecir cambios a nivel 

proteico y distinguir si el cambio de aminoácidos es neutro o causante de 

enfermedad), que utilizan aproximaciones de machine learning para evaluar la 

patogenicidad de variantes en regiones codificantes y no codificantes.   

Además, existen servidores tales como Maestro web server de la Universidad de 

Salzburgo (https://pbwww.services.came.sbg.ac.at/maestro/web/maestro/workflow) 

para predecir si una variante afecta la estabilidad de la proteína, utilizando los 

modelos proteicos tridimensionales obtenidos directamente de Alphafold (262) o de 

visualizadores como Chimera (263). 

Finalmente, para ampliar el abanico de herramientas web que están disponibles 

para el estudio de enfermedades óseas, la Federación Internacional de Sociedades 

Musculoesqueléticas (IFMRS) ha creado un portal de conocimiento (MSK-KP) con 

el objetivo de integrar toda la información disponible sobre enfermedades 

esqueléticas, incluyendo GWAS y fenotipos óseos en ratones KO, para facilitar la 

priorización de genes con funciones importantes (264). 
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4.2 Aproximaciones in vitro 

Los ensayos in vitro constituyen una aproximación muy útil para evaluar el papel 

que las variantes genéticas cumplen en el desarrollo de patologías humanas. En 

concreto, en el campo de los trastornos musculoesqueléticos, el uso de líneas 

celulares tales como SaOS-2 (Identificador Cellosaurus 

(https://www.cellosaurus.org/index.html), CVCL_0548. Derivadas del osteosarcoma 

primario de una niña caucásica de 11 años en 1973; permiten estudiar el linaje 

osteoblástico); U-2OS (CVCL_0042. Derivadas en 1964 de un sarcoma 

moderadamente diferenciado de la tibia de una paciente caucásica de 15 años; 

permiten estudiar el linaje osteoblástico); THP-1 (CVCL_0006. Línea celular 

monocítica humana derivada de un paciente con leucemia monocítica aguda; 

permite estudiar el linaje osteoclástico); MG-63 (CVCL_0426. Aisladas del hueso de 

un paciente caucásico de 14 años con osteosarcoma; permiten estudiar el linaje 

osteoblástico); ROS 17/2.8 (CVCL_0508. Derivadas de osteosarcoma de rata; 

permiten estudiar el linaje osteoblástico); RAW 264.7 (CVCL_0493. Aisladas de un 

tumor de ratón inducido por el virus de la leucemia murina de Abelson; permiten 

estudiar el linaje osteoclástico); MC3T3 (CVCL_0D74. Derivadas de la calvaria de 

ratón; permiten estudiar el linaje osteoblástico); o de cultivos primarios de 

fibroblastos de pacientes para la generación de iPSC, es muy común ya que 

permiten dilucidar la función biológica de variantes genéticas raras encontradas 

mediante predictores in silico o en pacientes con patologías esqueléticas a través 

del uso de NGS. Los estudios in vitro comprenden una amplia variedad de 

experimentos que buscan obtener el modelo celular adecuado que van desde 

mutagénesis dirigida utilizando plásmidos bacterianos que se transfectan en las 

células, hasta ediciones genéticas de las mismas células mediante el uso de 

herramientas como CRISPR/Cas9 (265–271). Los ensayos experimentales se 

diseñan de forma específica al proceso que se quiere estudiar, analizando, por 

ejemplo, biomarcadores a través de técnicas como PCR cuantitativa (qPCR), 

western blot, inmunotinciones, entre otras. Teniendo en cuenta los experimentos 

realizados durante el desarrollo de esta tesis, presentaremos de forma breve dos 
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de estas aproximaciones: Ensayo de gen reportero luciferasa y cultivos celulares 

tratados con medio condicionado. 

4.2.1 Genes reporteros: ensayo de luciferasa 

Los reporteros genéticos se utilizan como indicadores para estudiar la expresión 

génica y las cascadas de señalización asociados a ella. Se emplean ampliamente 

en la investigación farmacéutica y biomédica, así como en biología molecular y 

bioquímica. Normalmente, (en la forma más simple del sistema) un gen reportero se 

clona bajo el control de una secuencia reguladora de interés en un vector de 

expresión que posteriormente se transfecta en las células. Tras la transfección, se 

analiza la expresión del reportero en las células midiendo directamente la propia 

proteína reportera o su actividad enzimática (Figura 14). Un buen gen reportero 

puede identificarse fácilmente y medirse cuantitativamente cuando se expresa (en 

el organismo o las células de interés). Ejemplos notables son la GFP (green 

fluorescent protein) y el gen de la luciferasa, que utilizan la emisión de luz y permiten 

una cuantificación directa de la expresión génica. En particular, el gen de la 

luciferasa codifica la enzima luciferasa (de la luciérnaga Photinus pyralis), que 

genera oxiluciferina, PPi, CO2 y una señal luminiscente fácil de cuantificar en 

presencia del sustrato luciferina, O2 y ATP (272–274).  
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Figura 14. Reacción química llevada a cabo por la enzima luciferasa, en la que se genera 

luz a partir del reactivo D-luciferina. Tomada y adaptada de (274) 

 

Nuestro grupo de investigación ha hecho validaciones funcionales de variantes 

genéticas utilizando ensayos de luciferasa. Uno de los trabajos en los que hemos 

usado este tipo de aproximaciones es el realizado por Martínez-Gil y colaboradores 

en 2020 en el que, utilizando un ensayo de gen reportero luciferasa, específico para 

la vía Wnt/β-catenina, lograron determinar que las variantes p.Ala41Thr, 

p.Tyr74Phe, p.Arg120Leu y p.Ser157Ile del gen DKK1 disminuyeron su capacidad 

inhibitoria en comparación con el gen WT. Estas variantes fueron previamente 

encontradas asociadas con BMD, en diferentes estudios realizados por otros y por 

nuestro grupo de investigación (136). Este trabajo demuestra la utilidad de esta 

técnica para la validación funcional de variantes en genes implicados en funciones 

reguladoras, así como para la evaluación de variantes en proteínas de una vía que 

acaba modificando la expresión génica en el núcleo.  

4.2.2 Cultivos celulares tratados con medio condicionado 

El término “medio condicionado” (CM) se refiere al enriquecimiento de la fase líquida 

de un entorno de cultivo celular con el secretoma del (otro) tejido cultivado. La 

composición de este medio se ve afectada por diversos factores del microambiente 

del cultivo celular, incluida la inhibición del contacto celular, la agregación celular, la 

capacidad de crecimiento y diferenciación celular y los parámetros físico-químicos 

(275–277). 

El CM se fabrica, envasa, congela y transporta fácilmente (Figura 15). La esterilidad 

de laboratorio es necesaria en la etapa de producción y aplicación del CM a los 

cultivos celulares. Además, el CM se produce en condiciones controladas de 

laboratorio para permitir la inspección de su composición. Asimismo, para producirlo 

no es necesario esperar a que las células alcancen cierta madurez, ya que el 

secretoma se empieza a conformar algunas horas después de que las células están 

en cultivo, haciendo posible, también, obtenerlo varias veces a partir del mismo 

cultivo celular. Sin embargo, se debe ser muy cuidadoso con el número de pases 
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de las células evitando su senescencia, así como con las condiciones del cultivo 

para garantizar que haya homogeneidad en el secretoma (275,276). 

 

Figura 15. Representación esquemática de la producción y obtención de medio 

condicionado (CM). El medio colectado se puede criopreservar o utilizar inmediatamente 

en cultivos celulares o, incluso, en terapias clínicas. Tomada y adaptada de (275) 

 

En el campo del hueso, varios estudios se han llevado a cabo utilizando medio 

condicionado de condrocitos, osteoclastos, macrófagos y monocitos. En los trabajos 

realizados por Gómez-Camarillo y colaboradores en 2009 (278) y López-Ruiz y 

colaboradores en 2013 (279), se utilizó CM de condrocitos desdiferenciados para 

tratar condrocitos sanos y osteoartríticos en un sistema de cultivo 3D. Los resultados 

obtenidos permitieron demostrar que el CM de condrocitos desdiferenciados 

aumenta la tasa de proliferación y la viabilidad, tanto de los condrocitos sanos como 

de los osteoartríticos, así como la producción de proteínas de la matriz de los 

concrocitos osteoartríticos.   

Por otro lado, se ha demostrado que el CM de osteoclastos, cuando se cultiva con 

osteoblastos primarios (280), aumenta la actividad de la ALP y la mineralización, y 

potencia la diferenciación osteogénica de las MSC (Mesenchymal stromal cells) 

(281). Autores como Matsuoka y colaboradores (2014) y Kreja y colaboradores 

(2010), observaron que el CM, suplementado con antagonista de C3aR, disminuyó 

la actividad de la ALP de los osteoblastos (280) y, cuando se suplementó con 

anticuerpo anti PDGFR, redujo la quimiotaxis de las MSC (281). En otros estudios, 

se observó que el CM obtenido de macrófagos derivados de la médula ósea (BMM), 
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de células RAW264.7 y de células monocíticas CD14+, mejoraron la migración de 

osteoblastos, así como la mineralización y migración de células preosteoblásticas 

MC3T3-E1. Estos resultados se vieron reforzados por el CM de células previamente 

estimuladas con RANKL y cultivadas en plástico o en hueso (252,282). Kim y 

colaboradores en 2012 (282) también observaron que el CM de células RAW264.7, 

previamente transfectadas con siRNA afamina, reducía la migración de 

preosteoblastos. Estos estudios demuestran el uso de aproximaciones 

experimentales que utilizan CM para evaluar funciones biológicas y metabólicas en 

células óseas (253). 

Dado que proteínas como RANKL, SEMA4D, CTSK, entre otras, que cumplen un 

papel importante en el remodelado óseo, son secretadas al medio extracelular, el 

uso de CM de cultivos de osteoblastos, osteoclastos u osteocitos resulta muy útil 

para evaluar, por ejemplo, el efecto que tienen variantes encontradas en estas 

proteínas sobre el remodelado óseo y, por tanto, su relación con trastornos 

esqueléticos.  
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Para el desarrollo de esta tesis nos hemos planteado las siguientes hipótesis: 

1. Las variantes genéticas raras en genes asociados con varios fenotipos óseos 

monogénicos, en particular la osteogénesis imperfecta (OI), podrían 

contribuir al desarrollo de valores extremos de DMO en cohortes 

poblacionales de mujeres posmenopáusicas (como la cohorte BARCOS). 

2. La hipoplasia dérmica focal (FDH), causada principalmente por variantes 

genéticas en el gen PORCN, es probablemente una causa monogénica poco 

reconocida de LBM debida a una señalización defectuosa de la vía de Wnt. 

3. Variantes en SEM4AD, TBX18, PTCH1, PTK7, o ADGRE5 podrían ser las 

causantes del fenotipo de un caso familiar de displasia ósea esclerosante 

caracterizado por lesiones óseas lucentes y HBM.  

4. El fenotipo óseo de la enfermedad de Gaucher tipo 1 (EG1) puede estar 

causado por un desbalance en el remodelado óseo, favoreciendo la 

activación de osteoclastos y, por tanto, la resorción ósea. 

Para probar nuestras hipótesis, definimos dos objetivos generales subdivididos en 

objetivos específicos más pequeños:  

Objetivos generales:  

1. Analizar las bases genéticas que subyacen a trastornos esqueléticos con 

baja masa ósea como la osteoporosis posmenopáusica (OP), o casos de 

displasia esquelética familiar, mediante el uso de técnicas de secuenciación 

de nueva generación tales como WES y panel de genes por captura dirigida. 

2. Estudiar las implicaciones funcionales de variantes genéticas raras 

asociadas a trastornos esqueléticos con alta masa ósea y de otras patologías 

con fenotipo óseo como la enfermedad de Gaucher tipo 1 (EG1), mediante 

ensayos in vitro y a través de la generación y caracterización de modelos 

celulares.  

Objetivos específicos: 

1. Para desarrollar el objetivo general 1: 
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a. Diseñar un panel de genes implicados en OI u otras displasias óseas y 

llevar a cabo una captura y secuenciación masiva de éstos en una 

selección truncada de casos de la cohorte BARCOS con valores de DMO 

extremos. 

b. Analizar un caso clínico de displasia esquelética no diagnosticada 

asociada con LBM y múltiples fracturas por fragilidad, a través de 

secuenciación WES. 

2. Para desarrollar el objetivo general 2: 

a. Realizar estudios estructurales y de estabilidad proteica de cinco 

variantes de cambio de aminoácido en los genes SEM4AD, TBX18, 

PTCH1, PTK7, y ADGRE5, priorizadas tras un análisis WES en una 

familia con displasia ósea esclerosante. 

b. Validar funcionalmente la variante p.Arg349Gln encontrada en el gen 

TBX18, mediante ensayos de gen reportero luciferasa. 

c. Validar funcionalmente la variante p.Val212Met encontrada en el gen 

SEMA4D, a través del cultivo de una línea celular osteoblástica tratada 

con medio condicionado de células HEK que expresan establemente la 

proteína semaforina wt y mutada. 

d. Generar y caracterizar un modelo celular osteoblástico y otro 

osteoclástico de la enfermedad de Gaucher, noqueando el gen Gba1 

mediante el uso de la técnica CRISPR/Cas9.   
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CAPÍTULO 1: APROXIMACIONES GENÓMICAS PARA EL ESTUDIO DE 

VARIANTES GENÉTICAS RARAS RELACIONADAS CON TRASTORNOS 

ESQUELÉTICOS CON BAJA MASA ÓSEA. 

Artículo 1 

Identifying rare variants in genes related to bone phenotypes in a cohort of 

postmenopausal women. 

Resumen: 

Se identificaron variantes genéticas raras en genes previamente descritos como 

implicados en trastornos óseos monogénicos en mujeres posmenopáusicas, 

divididas en dos grupos según los valores extremos de densidad mineral ósea 

(DMO) y los Z-scores de la columna lumbar (LS). Una variante patogénica en el gen 

COL1A2, hallada en una mujer con baja DMO, destaca la superposición entre la 

osteogénesis imperfecta y la osteoporosis, que podrían compartir su etiología 

genética. Otras variantes no se asociaron claramente con la DMO extrema, lo que 

sugiere que la contribución de las variantes raras a la osteoporosis posmenopáusica 

es escasa. Aquí evaluamos si los valores extremos de densidad mineral ósea 

(DMO) en una cohorte poblacional de mujeres posmenopáusicas (BARCOS) podían 

estar determinados por variantes genéticas raras en genes relacionados con 

trastornos óseos monogénicos. Para ello, se diseñó un panel de 127 genes 

relacionados con diferentes fenotipos esqueléticos. Se realizó una secuenciación 

masiva por captura dirigida de estos genes en 104 muestras de ADN de las mujeres 

de la cohorte BARCOS que presentaron los Z-scores de LS más altas (grupo HZ) y 

más bajas (grupo LZ), con un rango de +0,70 a +3,80 y de -2,35 a -4,26, 

respectivamente. Las variantes 5’UTR, 3’UTR, de regiones de splice, missense, 

nonsense y pequeños indels con MAF < 0,01 se anotaron con CADD versión 1.6 y 

se consideraron en el análisis. Tras filtrar las variantes con CADD > 25 y presentes 

solo en uno de los grupos (LZ o HZ), se detectaron seis variantes, la mayoría de las 

cuales (5/6) se encontraban en el grupo LZ en los genes TCIRG1, COL1A2, 

SEC24D, LRP4 y ANO5, mientras que solo una, en el gen LMNA, se encontraba en 

el grupo HZ. Según la base de datos ClinVar, la variante COL1A2, causante de una 
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forma recesiva de osteogénesis imperfecta, se describe como patógena, mientras 

que las demás variantes se consideran de significado incierto (VUS). La variante 

identificada en COL1A2 en una mujer del grupo LZ destaca la superposición 

genética entre enfermedades monogénicas como la osteogénesis imperfecta y 

enfermedades complejas como la osteoporosis. Sin embargo, las demás variantes 

no se asociaron claramente con la DMO extrema, lo que sugiere que la contribución 

de las variantes raras a la osteoporosis posmenopáusica es escasa. 

Referencia: 

Patiño-Salazar JD, Ovejero D, Gabernet M, Martínez-Gil N, Alcaide-Consuegra E, 

Mellibovsky L, Nogués X, Grinberg D, Balcells S, Rabionet R, Garcia-Giralt N. 

Identifying rare variants in genes related to bone phenotypes in a cohort of 

postmenopausal women. Osteoporos Int. 2025 Apr;36(4):637-644. doi: 

10.1007/s00198-025-07413-4
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Artículo 2 

Focal dermal hypoplasia: a probable underrecognized low bone mass disorder 

secondary to aberrant Wnt signaling 

Resumen: 

Un hombre caucásico español de 29 años, sin antecedentes familiares relevantes, 

fue atendido en el servicio de Medicina Interna del Hospital del Mar, debido a una 

displasia esquelética no diagnosticada asociada a baja masa ósea y varias fracturas 

por fragilidad a lo largo de su infancia y adolescencia. Las pruebas de DXA 

realizadas a lo largo de su vida mostraron valores de DMO muy bajos; sus T-scores 

en columna vertebral y cuello femoral fueron de -4,3 y -3,5, respectivamente. Los 

análisis de sangre y orina fueron normales. Otras características relevantes 

incluyeron sindactilia en mano y pie derechos, aplasia cutis, hipoplasia del 

hemicuerpo derecho, malformaciones vertebrales, húmeros de aspecto anormal y 

síndrome de Asperger, entre otras. La secuenciación WES reveló una variante 

probablemente patogénica en el gen PORCN p.(Arg296Pro) en mosaicismo. Las 

mutaciones de PORCN causan hipoplasia dérmica focal (FDH), un trastorno 

ectomesodérmico ultra-raro ligado al cromosoma X, caracterizado por varios de los 

hallazgos que presentó el paciente. Sin embargo, la baja densidad mineral ósea 

(DMO) no se ha asociado clásicamente con la enfermedad. Cabe destacar que 

PORCN es clave para la señalización canónica de Wnt. El análisis de la literatura 

ha revelado otros casos de FDH con fragilidad esquelética durante la infancia. 

Además, estudios preclínicos con inhibidores de PORCN, actualmente en desarrollo 

como la terapia antitumoral, han mostrado efectos perjudiciales rápidos sobre la 

masa ósea. En conjunto, estos hallazgos indican que la FDH es probablemente una 

causa monogénica poco reconocida de baja masa ósea debido a una señalización 

defectuosa de la vía de Wnt.  

Referencia: 

Ovejero D, Garcia-Giralt N, Patiño-Salazar JD, Rabionet R, Nogués X. Focal dermal 

hypoplasia: a probable underrecognized low bone mass disorder secondary to 
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aberrant Wnt signaling. Osteoporos Int. 2025 Mar;36(3):555-559. doi: 

10.1007/s00198-024-07382-0 
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CAPÍTULO 2: VALIDACIONES FUNCIONALES DE VARIANTES GENÉTICAS 

RARAS ASOCIADAS CON UN TRASTORNO ESQUELÉTICO CON ALTA MASA 

ÓSEA. 

Artículo 3 

Functional assessment of rare genetic variants found in a family with skeletal 

dysplasia and high bone mass 

Resumen: 

Aquí, realizamos validaciones funcionales in silico e in vitro de cinco variantes 

genéticas halladas en un caso familiar de displasia ósea esclerosante que también 

presentaba lesiones óseas lucentes. Para ello, se hicieron análisis in silico de cinco 

variantes genéticas en los genes TBX18, SEMA4D, PTCH1, ADGRE5 y PTK7, 

analizando también posibles cambios en la estabilidad proteica. Se realizaron 

ensayos de gen reportero luciferasa para validar funcionalmente la variante de 

TBX18. Se determinó la expresión de biomarcadores osteoblásticos en células 

MC3T3 tratadas con medio acondicionado obtenido a partir de cultivos de células 

HEK que expresan de forma estable Sema4d wt y mutada para validar 

funcionalmente la variante encontrada en este gen. Las variantes missense 

p.Arg349Gln en TBX18, p.Val212Met en SEMA4D, p.Asp436Asn en PTCH1, 

p.Glu724Gly en ADGRE5 y p.Thr675Met en PTK7 no generan cambios aparentes 

en el plegamiento ni en las estructuras tridimensionales de las proteínas, ni 

comprometen su estabilidad. No se observaron diferencias estadísticamente 

significativas entre TBX18 wt y TBX18 p.Arg349Gln. No se observaron diferencias 

estadísticamente significativas entre Sema4d wt y mutada en ninguno de los 

biomarcadores analizados, tanto en el estado basal como tras la inducción de la 

diferenciación a osteoblastos. Sin embargo, se observó una tendencia al alza en la 

expresión de ARNm de todos los biomarcadores osteoblásticos tras la 

diferenciación a osteoblastos en células tratadas con Sema4d mutada, en 

comparación con las células tratadas con Sema4d wt y las células sin tratamiento 

con medio acondicionado. De acuerdo con nuestro análisis in silico, ninguna de las 

variantes encontradas genera una alteración en la estructura conformacional ni en 
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la estabilidad de las proteínas implicadas. Además, en nuestro sistema, la variante 

p.Arg349Gln en TBX18 no afecta la actividad transcripcional de este factor. 

Asimismo, nuestros ensayos de diferenciación de osteoblastos para validar 

funcionalmente la variante p.Val212Met en SEMA4D no permitieron obtener 

resultados concluyentes, aunque, según los análisis in silico, esta variante 

probablemente no afecta a la capacidad inhibitoria de la osteoblastogénesis de la 

semaforina 4D. 

Referencia: 

Functional assessment of rare genetic variants found in a family with skeletal 

dysplasia and high bone mass. Juan David Patiño-Salazar, Diana Ovejero, Natalia 

Garcia-Giralt, María Gabernet, Javier Forte-Martínez, Mónica Cozar, Susanna 

Balcells, Daniel Grinberg, Xavier Nogués, Iñigo Etxebarria Foronda, Raquel 

Rabionet. Manuscrito en preparación. 
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Abstract 

Introduction: Sclerosing bone dysplasias are a group of bone pathologies caused by an 

imbalance in bone metabolism, due to decreased bone resorption or stimulation of bone 

formation signalling pathways. This group of pathologies is clinically and genetically diverse 

and phenotypically characterized by a significantly increased bone mass resulting in a broad 

range of secondary clinical complications.   

Objective: To perform in silico and in vitro functional validations of five candidate genetic 

variants found in a familial case of a sclerosing bone dysplasia that also featured lucent 

bone lesions.    

Methods: In silico structural analyses of 5 genetic variants in the genes TBX18, SEMA4D, 

PTCH1, ADGRE5, and PTK7 were performed, also analysing possible changes in the 

protein stability. In vitro functional assays were performed for TBX18 and SEMA4D. In 

particular the TBX18 variant was validated by Luciferase gene reporter assays, while the 

SEMA4D variant was validated through the determination of osteoblastic biomarkers in 

MC3T3 cells treated with conditioned medium from cell cultures stably expressing wt or 

mutated Sema4d.  

Results: The missense variants p.Arg349Gln in TBX18, p.Val212Met in SEMA4D, 

p.Asp436Asn in PTCH1, p.Glu724Gly in ADGRE5 and p.Thr675Met in PTK7 do not 

generate any apparent change in the folding or three-dimensional structures of the proteins, 

nor do they compromise protein stability. There was no statistically significant difference 

between wt and mutant (p.Arg349Gln) TBX18 transcription activation activity. No statistically 

significant differences were observed between wt and mutated Sema4d on any of the 

biomarkers analysed, neither in the basal state nor after inducing differentiation to 

osteoblasts. Nevertheless, an increased trend was observed in the mRNA expression of all 

the osteoblastic biomarkers after differentiation, in cells treated with mutated Sema4d  

compared to wt Sema4d or no treatment.   

Conclusion: Our in silico and functional studies do not support any of these variants as 

causes of the phenotype found in the familial case of sclerosing bone dysplasia.  

 

Key words: Rare genetic variants, High bone mass, Skeletal dysplasia, TBX18, SEMA4D 
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Introduction 

Skeletal dysplasias are a group of bone pathologies that include 461 genetic bone disorders 

and have been associated with one or more of 437 genes. Most of the severe monogenic 

skeletal dysplasias are dominant disorders, frequently caused by de novo mutations (1,2). 

In particular, sclerosing bone dysplasias are caused by an imbalance in bone metabolism, 

resulting from impaired bone resorption or from excessive activation of bone formation 

signalling pathways (3,4). Because sclerosing skeletal dysplasias have great variability with 

a broad range of secondary clinical complications, it is difficult to establish a precise 

diagnosis (1). Therefore, research is needed on new diagnostic approaches for these 

diseases and for a better understanding of their pathophysiology.   

Our research team previously reported a familial case of sclerosing bone dysplasia 

characterized by high bone mass (HBM) and lucent bone lesions (5). In this case, we 

observed a unique skeletal phenotype with a combination of sclerotic features and lucent 

bone lesions, as well as elevated impact microindentation (IMI) values, in three members of 

a family: the proband, his son, and his daughter. BMD was very high in the proband and his 

daughter. The proband's daughter also had idiopathic scoliosis (IS), as well as mild 

thrombocytopenia and mild structural thyroid abnormalities, which were the only extra-

skeletal abnormalities identified.  

Whole exome sequencing (WES) of the affected members of the family members revealed 

rare variants in genes involved in homeobox transcriptional regulation, osteoblast and 

osteoclast function, and Wnt signaling pathways involved in bone formation. Specifically, 5 

rare putatively pathogenic variants were prioritized in genes associated with bone 

metabolism: TBX18, SEMA4D, PTCH1, ADGRE5, and PTK7. The PTK7 variant was 

considered potentially relevant to the development of idiopathic scoliosis (IS), while the 

TBX18 and SEMA4D variants emerged as the most promising candidates for the observed 

lucent bone lesions and HBM, respectively, given their high predicted pathogenicity and 

putative role in bone biology (5).  

The transcription factor TBX18 is a member of an evolutionary conserved family of 

transcription factors that play important roles in organ formation during embryogenesis. It 

has a DNA-binding T-box domain that enables repression activity by antagonizing 

transcriptional activators. The protein has an eh1 domain that enables the formation of 

homo- or heterodimers (6). Mutations in TBX18 have been linked to urinary tract 

malformations and congenital heart defects. In mouse models, both under- and over-

expression of TBX18 have resulted in severe skeletal ossification anomalies, indicating its 

important role in bone formation.  Particularly, it has been linked with endochondral 

formation (7,8). The SEMA4D gene encodes a 150 kDA class IV transmembrane 

semaphorin. SEMA4D is abundantly expressed on the cell membrane of both osteoclast 

progenitors and mature osteoclasts, while its expression is low or no detectable in 

osteoblasts. The binding of SEMA4D to the PLEXIN-B1 receptor, which is highly expressed 

in osteoblasts, activates a signaling cascade that inhibits osteoblastic differentiation. 

Therefore, SEMA4D regulates bone remodeling by directly blocking osteoblast 

differentiation and repelling osteoblast by increasing their motility (9–13). 

https://paperpile.com/c/2Xhtiw/YEqJ+PC8E
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/0u3V+S8ZT
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/YEqJ
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/yykX
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/yykX
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/7ptg
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/ftNA+fhdO
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/pYr9+IcMR+sEc3+BK0n+cafY
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In this work, we aimed to perform in silico and in vitro functional analyses to assess whether 

these genetic variants could be related to the phenotypic features of the skeletal dysplasia 

identified in this family. 

Material and Methods 

Variants under study 

The five variants investigated in this study are all missense and are listed in Table 1. 

In silico studies 

The models of the wt proteins with the variant residues magnified in the boxes were 

downloaded from the Alphafold website https://alphafold.ebi.ac.uk/ and visualized with the 

UCSF Chimera software version 1.18.0. Each of the variants were obtained from the wt 

models using Chimera software. The rotamers option in the structure editing tool was used 

with all default parameters chosen. For the prediction of protein stability, the Maestro web 

server of University of Salzburg was used 

https://pbwww.services.came.sbg.ac.at/maestro/web/maestro/workflow 

Vector construction of TBX18 and SEMA4D  

Vectors expressing the wildtype sequences of TBX18 (pCMV6-TBX18, RC211838, OriGene 

Technologies, Inc.) or Sema4d-Fc-His (Addgene (ref #72157)) and a pGL3-Promoter 

reporter vector (Promega) were purchased and edited by site directed mutagenesis 

(QuickChange Site‐Directed Mutagenesis kit (Agilent)) using the primers listed in table S1 

to obtain the missense variants p.Lys163Glu (positive control published by Vivante et al. (8)) 

and p.Arg349Gln in TBX18, p.Val212Met in Sema4d and the response element to TBX18 

(8), respectively. In all cases, the presence of point mutations and absence of errors were 

verified through Sanger sequencing (Figure S1). Additionally, nanoluc vector 

pNL1.1.TK[Nluc/TK] (Promega) was used for normalization of luciferase activity in the 

assays. For generation of the stable cell line, the wt and mutated versions of Sema4d were 

inserted into pcDNA™3.1 (+). 

Cell culture 

HEK293 cells were cultured and maintained in DMEM medium (Gibco) containing 10% fetal 

bovine serum (Gibco, Origin: Brazil), and 1% penicillin/streptomycin (Gibco) (complete 

media), in a humidified atmosphere containing 5% CO2 at 37°C. MC3T3 cells were cultured 

and maintained in Alpha-MEM medium (Gibco) containing 10% fetal bovine serum (Gibco, 

Origin: Brazil), and 1% penicillin/streptomycin (Gibco) (complete media), in a humidified 

atmosphere containing 5% CO2 at 37°C.    

Stable cell line generation 

To create stably transfected cells, 2500 ng of the pcDNA 3.1-Sema4d wt and 2500 ng of 

pcDNA 3.1-Sema4d-p.Val212Met constructs were transfected in HEK293 cells seeded in 6-

well plates, using lipofectamin 3000 according to the manufacturer’s instructions. At 48h 

post-transfection, cells were treated with 2.5 mg/mL of Geneticin (G418 Sulfate, Gibco) for 

http://www.uni-salzburg.at/index.php?id=52&L=1
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/fhdO
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/fhdO
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approximately two weeks (previously, a Geneticin mortality curve was performed for 

HEK293 cells and a 2.5 mg/mL concentration was selected for the obtention of stably 

transfected clones (Figure S2)). The surviving cells were collected and seeded in 96-well 

plates for three weeks, in serial dilutions to obtain the lowest possible number of cells per 

well. Five clones for pcDNA 3.1-Sema4d wt and six clones for pcDNA 3.1-Sema4d-

p.Val212Met were obtained. To confirm the presence and integrity of the transfected 

constructs, genomic DNA was extracted and PCR amplifications were performed using 

specific primers for the Sema4d insert (Table S1). One clone per transfected vector was 

selected and verified by Sanger sequencing (Figure S3). The selected clones were 

maintained in DMEM medium (Gibco) containing 10% fetal bovine serum (Gibco, Origin: 

Brazil), and 2.5 mg/mL Geneticin (Gibco) in a humidified atmosphere containing 5% CO2 at 

37°C.         

Luciferase gene reporter assay 

HEK293 cells were seeded at a density of 200,000 cells per well in 12-well plates. After 24 

hours, the medium was replaced with 1 ml of DMEM supplemented with 10% FBS. Cells 

were then transfected with 995 ng of TBX18 vector –either empty, WT, C+ or mutated 

vectors–, along with the pGL3 reporter vector with the TBX18 response element in a ratio of 

2:1. Additionally, 5 ng of normalizer vector were included in the transfection mixture. The 

transfection was carried out with lipofectamin 3000 following the manufacturer’s instruction. 

48 hours post-transfection, cells were lysed to do the reporter assay using the Nano-Glo 

Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega). Luciferase activity was determined with 

a Glomax Multi+ luminometer (Promega). All transfections were performed in triplicate, and 

experiments were repeated nine times.  

Treatment of osteoblastic cells with Sema4d conditioned media 

MC3T3 cells were seeded at 1x105 cells/well in a 12-well plate with 80% Alpha-MEM 

medium (Gibco) and 20% conditioned medium. The conditioned medium was obtained from 

HEK293 stable cells seeded in 75cm2 flasks until confluence. The culture medium was 

replaced with Alpha-MEM without FBS and antibiotic. After 24H, the medium was collected 

and mixed with 80% Alpha-MEM medium (Gibco) containing 10% fetal bovine serum (Gibco, 

Origin: Brazil), and 1% penicillin/streptomycin (Gibco) and added to the MC3T3 cells. After 

24 H, osteoblast differentiation was induced by adding 100μg/mL ascorbic acid (Sigma-

Aldrich) and 5mM β-glycerophosphate (Thermo Fisher Scientific) to the complete medium 

for 7 days, replacing the medium every 72 h. Next, the RNA was extracted with High Pure 

RNA Isolation Kit (Roche, Basel, Switzerland) following the manufacturer’s 

recommendations. Two µg of RNA were used for retro-transcription using the High-Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), followed by 

RT-qPCR with LightCycler® 480 Probes Master (Roche, Basel, Switzerland) in a 

LightCycler480 (Roche, Basel, Switzerland) following the commercial protocol. Primers were 

designed from available mouse sequences using the primer analysis software Primer3 

(Table S2). A mouse Gapdh gene was used as an internal control. The comparative 

threshold (Ct) method was used for data analysis expressed as 2-ΔCt. Three independent 

experiments were carried out for each biomarker. 
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Western blot assay 

To assess the expression levels of mouse-Sema4d in the conditioned medium of HEK293 

stable cells, the medium was collected after 24h of culture. The protein contained in the 

medium was concentrated with the Amicon® Ultra-0.5 Centrifugal Filter Devices kit (Sigma-

Aldrich), following the manufacturer’s protocol. Then, half of the total volume obtained (40μL) 

with the unquantified protein concentrate, were separated by electrophoresis in an SDS-

polyacrylamide gel (SDS-PAGE), transferred to a hydrophobic PVDF transfer membrane 

(Merck-Millipore, Burlington, MA, USA), and incubated with anti-His 6x Tag antibody 

(Invitrogen Catalog # MA1-21315), 1:500 was used. The membranes were developed using 

a peroxidase-conjugated secondary antibody anti-mouse IgG (A5906) 1:10000 (Sigma-

Aldrich, St Louis, MO, USA), producing a total of 1 experiment for each sample. 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism v8 (GraphPad Software, San 

Diego, CA, USA), applying one-way or two-way Anova as appropriate. Data are expressed 

as mean ± SD and are representative of three or more independent experiments. 

Results 

In silico structural analysis of the candidate proteins likely involved in the bone 

phenotype  

We performed an in silico analysis of the five protein variants previously identified as 

candidates in a familial case of bone dysplasia (5): p.Arg349Gln (TBX18), p.Val212Met 

(SEMA4D), p.Asp436Asn (PTCH1), p.Glu724Gly (ADGRE5) and p.Thr675Met (PTK7).  

Variant (p.Arg349Gln) in TBX18 is located in a disordered structure (Figure 1A, B) that is 

not so exposed to the surface to allow interactions with DNA or other proteins. The variant 

is close to, but outside of an alpha helix belonging to the functional T-Box domain that runs 

from aa 141 to 330. In the protein stability analysis (Table 1), a ΔΔG of -0.08 kcal/mol was 

observed for the TBX18 variant p.Arg349Gln, indicating that it is a neutral mutation. 

Variant p.Val212Met in SEMA4D, and its corresponding position in Sema4d (Mus musculus) 

are located in the SEMA functional domain (Figure 3A, B); however, it is located in a beta-

sheet structure towards the inside of the folded protein, which hinders its interaction with 

other proteins (Figure 1C, D, E, F). A ΔΔG of 0.123 kcal/mol for the human protein and 0.075 

kcal/mol for the murine protein (Table 1), was observed for the SEMA4D variant 

p.Val212Met, suggesting that it is a neutral mutation. 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/2Xhtiw/yykX
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Figure 1. Three-dimensional models of the five candidate protein variants. A and B.  TBX18, 
wt and mutated. C and D. human SEMA-4D wt and mutant. E and F. Murine Sema-4D wt 
and mutated. G and H. PTCH1 wt and mutated. I and J. ADGRE5 wt and mutated. K and L. 
PTK7 wt and mutated. The amino acids corresponding to the wt or variant sequences are 
shown in each of the boxes.  

 

The analysis of the PTCH1 variant p.Asp436Asn, is (Figures 1G (wt) and 1H (p.Asp436Asn)) 

shows that the mutated amino acid is located in the functional sterol-sensing domain) which 

includes the aa 438-598 according to Uniprot 

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q13635/entry#family_and_domains). Even though the 

mutation involves a change from an amino acid with a negatively charged polar radical group 

(Asp) to one with an uncharged polar radical group (Asn) (14), the mutation is neutral 

according to its ΔΔG of -0.079  kcal/mol (Table 1). 

Variant p.Glu724Gly in ADGRE5 is located in a coil that joins two alpha-helices (Figures 1I 

and 1J) and downstream from the EGF-like calcium-binding functional domains, found 

between amino acids 22 to 257, and the GPS functional motif located between amino acids 

495 to 543 (https://www.uniprot.org/uniprotkb/P48960/entry#family_and_domains). In terms 

of stability analysis, this variant has a ΔΔG of 0.275  kcal/mol which means that it is a neutral 

mutation (Table 1), although the mutation generated a change between an amino acid with 

a negatively charged polar radical group and one with an aliphatic non-polar radical group 

(14). 

Finally, the effect of the variant p.Thr675Met in PTK7 is shown in figures 1K (wt) and 1L 

(mutated) with magnification of the mutated amino acid found in a beta-sheet structure in 

the Ig-like C2-type 7 domain, which is located between amino acids 578-680, and upstream 

from the region of interaction with CTNNB1, which is located between amino acids 794-1070 

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q13308/entry#family_and_domains). In the protein 

stability analysis (Table 1), a ΔΔG of 0.053 kcal/mol was observed for this variant indicating 

that it is a neutral mutation.   

The missense variants p.Arg349Gln (TBX18), p.Val212Met (SEMA4D), p.Asp436Asn 

(PTCH1), p.Glu724Gly (ADGRE5) and p.Thr675Met (PTK7) did not appear to generate any 

changes in the folding or three-dimensional structures of the proteins, as shown in the full 

structural models (Figure 1A-1L). Likewise, protein stability analyses indicated that none of 

these variants exerted a significant impact on protein stability (Table 1). 

 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/2Xhtiw/qC2R
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/qC2R
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Table 1. Prediction of ΔΔG of the protein models mutated 

Gene Protein Variant ΔΔG 
(kcal/mol)* 

TBX18 T-Box Transcription Factor 
18 

p.Arg349Gln -0.08 

SEMA4D Homo sapiens Semaphorin 4D p.Val212Met 0.123 

Sema4D Mus musculus Semaphorin 4D p.Val212Met 0.075 

PTCH1 Patched 1 p.Asp436Asn -0.079 

ADGRE5 Adhesion G Protein-Coupled 
Receptor E5 

p.Glu724Gly 0.275 

PTK7 Protein Tyrosine Kinase 7 p.Thr675Met 0.053 

 

* ΔΔGpred<-1.0 kcal/mole indicates a destabilizing mutation 

  ΔΔGpred>1.0 kcal/mole indicates a stabilizing mutation 

  −1.0 ≤ ΔΔGpred ≤ 1.0 kcal/mole indicates a neutral mutation (15)   

 

Functional validation of the p.Arg349Gln variant identified in the TBX18 transcription 

factor 

The p.Arg349Gln variant found in the TBX18 transcription factor was selected as one of the 

candidates for functional validation given the putative role of this transcription factor in bone 

development. Moreover, the variant displayed the highest predicted pathogenicity, i.e. a 

CADD score of 29, and was considered to be deleterious by SIFT and probably damaging 

by PolyPhen in the previous study (5). The TBX18 gener is composed of 8 exons and codes 

for a protein of 607 amino acids (Figure 2A). This protein has three domains located between 

18 and 330 amino acids: the NLS region (amino acids 18-28) corresponding to the nuclear 

localisation peptide; the engrailed homology-1 EH1 motif located between amino acids 36 

and 40; and the functional DNA binding domain called T-box domain, located between 

amino acids 141 and 330 (Figure 2A). The p.Arg349Gln variant is encoded in exon 7, near 

the T-box domain. Interestingly, residue 349 is fully conserved among the TBX18 from 

different vertebrate species as depicted in Figure 2B.  

A luciferase reporter assay was performed in order to assess the role of the p.Arg349Gln 

variant in the TBX18 regulatory activity. The pGL3 reporter vector containing the response 

element to TBX18 was co-transfected into HEK293 cells along with expression vectors 

encoding either wt TBX18, p.Lys163Glu TBX18 (used as a positive control), p.Arg349Gln 

TBX18 or an empty TBX18 expression vector.  Figure 3C depicts the luciferase activity of 

nine independent experiments. Construct p.Arg349Gln TBX18 presented similar luciferase 

activity than wtTBX18. On the other hand, statistically significant differences were found 

between the activity of the p.Lys163Glu TBX18 vector and those of wt TBX18 (p-

value=4.1x10-5), and p.Arg349Gln TBX18 (p-value=4.1x10-5; Figure 3C).  

https://paperpile.com/c/2Xhtiw/riry
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/yykX
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Figure 2. Functional validation of the TBX18 p.Arg349Gln variant A. Schematic 
representation of the cDNA (top) and protein domains (bottom). TBX18 contains a nuclear 
localisation signal (NLS, orange), an engrailed homology-1 motif (EH1, blue), and a T-Box 
DNA-binding domain (yellow). Image taken and adapted from Vivante et al. 2015. B. Multiple 
alignment of TBX18 sequences from different vertebrate species. Residue Arg349 is marked 
with the red box. (*) Indicates a fully conserved residue; (:) indicates conservation of residues 
with similar properties; (.) indicates conservation of residues with weakly similar properties. 
C. Luciferase transcriptional reporter assay for TBX18 wt and mutant constructs. Luciferase 
activity in each condition was normalised by empty vector activity. Results are expressed as 
the mean±SD (Standard Deviation) of 9 independent experiments. One-way Anova test: **** 
p<0.0001. 

 

Functional validation of the p.Val212Met variant identified in the SEMA4D protein 

Next, the p.Val212Met variant in SEMA4D was selected for functional validation, given the 

putative role of SEMA4D in bone biology and because it displayed the second highest CADD 

score (of  22.9), and was considered to be deleterious by SIFT and probably damaging by 

PolyPhen (5). The SEMA4D human (Figure 3A) and murine (Figure 3B) coding regions are 

split into 16 exons, encompass 2589 and 2586 nucleotides, respectively, and code for 

proteins of 862 amino acids (in the human) and 861 amino acids (in mouse).  

 

https://paperpile.com/c/2Xhtiw/yykX
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Figure 3. Functional validation of the p.Val212Met variant found in the SEMA4D protein. A. 
Schematic representation of the cDNA (top) and protein domains (bottom) of the human 
SEMA4D protein. B. Schematic representation of the cDNA (top) and protein domains 
(bottom) of the mouse Sema4D protein. ASS: Amino-terminal signal sequence. PSI: Protein-
Sialylation Inhibitor (cysteine-rich region). C. Partial alignment of SEMA4D sequences from 
different vertebrate species. The residue Val212 is marked with the blue arrow. D. 
Expression of osteoblast mRNA markers in cells treated with conditioned medium before 
(blue bars) and after (violet bars) induction of differentiation with 5mM β-glycerophosphate 
and 100μg/mL ascorbic acid for 7 days. Results are expressed as the mean±SD (Standard 
Deviation) of 3 independent experiments. E. Western blot to analyse the expression of 
Sema4D in the culture medium supernatant of the stable cell line generated. The result 
corresponds to a single replicate.  

 

Both the human and murine SEMA4D proteins have five domains: The amino-terminal signal 

sequence, ASS (amino acids 1-21 and 1-23, respectively); the SEMA domain (amino acids 

22-500 and 24-500, respectively); the PSI domain: Protein-Sialylation Inhibitor, which is a  

cysteine-rich region(amino acids 502-551 in both proteins); the Ig-like domain (amino acids 

554-636 and 555-636, respectively) and the Cytoplasmic domain between amino acids 752-

862 and 751-861, respectively (Figures 3A and 3B). The p.Val212Met variant is located at 

the beginning of exon 9, in the SEMA domain, which is involved in the direct interaction with 

plexin B1 at the surface of osteoblasts. At the cDNA level, in Homo sapiens the p.Val212Met 

variant involves the change of a single nucleotide G>A, at position 634 (Figure 3A), while 

for Mus musculus, the variant is generated by the change of two nucleotides G>A and C>G 

at positions 634 and 636, respectively (Figure 3B). The residue 212 is well conserved among 

the SEMA4D from different vertebrate species as depicted in Figure 3C.  

To assess the role of the p.Val212Met variant in osteoblastogenesis, we determined the 

mRNA expression of four osteoblast biomarkers, Runx2, Sp7, Bglap and Alpl, in MC3T3 

cells treated with conditioned medium containing either wt Sema4d, mutant Sema4d or no 

Sema4d (Figure 3D). Although no statistically significant differences were observed between 

wt Sema4d and mutant Sema4d for any of the biomarkers analyzed, an increased trend was 

observed in the expression of all the osteoblastic biomarkers in differentiated osteoblasts, 

when cells were treated with the mutated Sema4d. Finally, we performed a western blot to 

analyse the presence of the wt and mutated semaphorin protein in the conditioned medium 

with which we treated the MC3T3 cells, to check that it was being properly secreted (Figure 

3E). 

Discussion 

Here, we performed functional tests of five variants previously found in a familial case of 

bone dysplasia. To do this, we first performed an in silico approach by analysing the three-

dimensional models of the wt and variant proteins to observe whether the variants were 

predicted to cause any conformational changes in the structure or folding of the proteins. In 

addition, we analysed whether the variants were predicted to lead to changes in protein 

stability. None of the variants was predicted to cause significant conformational changes or 

to modify protein stability. Nevertheless, based on prediction scores from SIFT, Polyphen 
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and CADD, and on their role in bone development and function, we selected the variants 

found in TBX18 (p.Arg349Gln) and SEMA4D (p.Val212Met) for in vitro studies consisting of 

either a Luciferase reporter  luciferase reporter assay to evaluate the effect of p.Arg349Gln 

on the regulatory function of TBX18, or an MC3T3 osteoblast differentiation assay with 

conditioned medium containing the wt or variant SEMA4D protein to assess the variant’s 

effect on the biological function of the protein. 

TBX18 has been reported to be a regulator of transcription acting mainly through repression. 

TBX18 is a member of the T-box transcription factor family, which is expressed in various 

organs during embryogenesis (7). Various human disorders, mainly related to cardiac 

conditions, have been linked to mutations in the T-box gene family. However, severe skeletal 

ossification defects in the vertebral column in Tbx18-deficient mice have been reported, (16). 

In the variant TBX18 p.Arg349Gln analyzed in this study, the substitution of arginine (Arg) 

to glutamine (Gln) at the position 349 implicates a change in the physicochemical properties 

of the amino acid. Arginine is a positively charged amino acid with a long side chain, while 

glutamine is uncharged and has a short side chain (14). This alteration could affect 

interaction with DNA. Even though the residue is found close but outside the T-box domain, 

the change in the properties of the residue could have an impact on the transcriptional 

activity (17). However, our luciferase assay results demonstrated that the activity of the 

p.Arg349Gln TBX18 variant did not differ from that of wild-type TBX18, indicating that the 

amino acid substitution does not significantly affect the function of the protein. Contrary to 

what would be expected for a transcriptional repressor, the results of our luciferase assays 

showed an increase in activity when cells were transfected with wild-type TBX18, in 

comparison to cells transfected with empty vector. A possible explanation for this 

unexpected result may be found in Rivera-Reyes et al. 2018 (18), where molecular partners 

of TBX18 are identified, some of which act to co-activate, rather than repress transcription. 

It would be interesting to test whether any of these co-activators are present in the HEK293 

cells we used. Mutation p.Lys163Glu was reported in Vivante et al. 2015 (8). In our results, 

this mutation behaves significantly different from wt TBX18, failing to activate transcription, 

in agreement with this previous study. Taken together, our results do not support a functional 

role for variant p.Arg349Gln of TBX18.   

SEMA4D is a gene encoding the 4D semaphorin protein, a member of the highly conserved 

semaphorin family (13,19,20). SEMA4D plays an important role in the development of the 

GABAergic synapse, in cell-cell signalling, in the regulation of the immune system (21) and, 

some years ago, evidence of its involvement in bone remodelling was found (22). SEMA4D 

is expressed in osteoclasts and binds to the Plexin-B1 receptor (PLXNB1) on the surface of 

osteoblasts, inhibiting osteoblast differentiation. Binding of SEMA4D to PLXNB1 activates a 

small protein RHOA GTPase and subsequently suppresses osteoblast differentiation 

through blocking insulin-like growth factor-1 (IGF-1)-mediated signalling. Studies in mice 

lacking Sema4d showed high bone mass with increased bone formation activity and 

increased bone strength. Furthermore, Plxnb1 knockout mice showed bone phenotypes 

similar to those observed in Sema4d-deficient mice, suggesting that SEMA4D and PLXNB1 

act in the same pathway. Also, assays carried out on calvarial cells cultured under 

https://paperpile.com/c/2Xhtiw/ftNA
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/ddag
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/qC2R
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/aOFQ
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/kGIy
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/fhdO
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/q8tl+k8Vp+cafY
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/4ECA
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/ecgH
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osteogenic conditions showed that SEMA4D was able to suppress bone nodule formation, 

alkaline phosphatase (ALP) activity and osteocalcin (Bglap) and collagen type I (Col1a1) 

expression in a dose-dependent manner (23).  

For the functional validation of the SEMA4D p.Val212Met variant, we used a commercially 

available mouse plasmid to obtain the wt Sema4d protein, and engineered cell lines stably 

expressing and secreting either wt or mutant murine Sema4d to then treat osteoblasts with 

these soluble proteins. In our differentiation assays of osteoblasts treated with conditioned 

medium we could not observe an inhibitory effect of wt Sema4d on osteoblastogenesis, nor 

significant differences between wt and mutant Sema4d. However, we observed a trend 

towards increased expression of osteoblastic markers after treatment with mutated 

Sema4D. The lack of the expected repression of osteoblast differentiation based on the 

literature (23–26) could be explained by an insufficient concentration of the protein in the 

conditioned medium. Although in the western blot assay we observed expression of the wt 

and mutant protein in the conditioned medium, we were not able to quantify its concentration. 

As mentioned above, the inhibitory capacity of SEMA4D on osteoblastogenesis has been 

demonstrated in a dose-dependent manner (23). Indeed, Yang YH et al. (2016) (27) 

reported the inhibitory effect of Semaphorin 4D in osteblastogenesis, using the soluble 

protein collected and purified from transient transfection of 293T cells, at concentrations 

from 0 to 400 ng/mL, finding greater inhibitory effect at the higher concentration. However, 

in assays performed with conditioned medium obtained from wt osteoclast culture added to 

calvarial cells, no effects were observed on bone nodule formation, nor on ALP activity, nor 

on the expression of osteoblastic biomarkers such as Bglap and Col1a1, suggesting that 

membrane-bound Sema4D has a larger role in suppression of bone formation than the 

treatment with the soluble portion alone (23). On the other hand, in vitro assays with 

conditioned media have some limitations. There is a high heterogeneity and variability in the 

composition of secretomes depending on cell type, culture conditions and number of cellular 

passages, as well as the way in which the conditioned media are obtained (28–30). These 

variables may have affected the results we obtained in our trials. Future studies involving a 

precise characterisation of the secretome of our stable cells, along with a precise 

determination of the concentration of secreted Sema4d protein in the conditioned medium 

will be necessary to have conclusive results.     

In the in silico studies, we did not observe relevant changes in the conformational structure 

or stability of the proteins in any of the variants analysed. These findings lead us to suggest 

that there may be other variants in non-coding regions or some rare penetrant variant with 

a greater effect that we may have overlooked in our analysis and that may be responsible 

for the bone phenotype in the family case studied. Further studies and analyses should be 

conducted to confirm these suspicions. 

There are some limitations to this work, in vitro functional validations have only been 

performed for two of the variants found, which gives us a partial view of the study that should 

be completed at least with in vitro studies of the other variants. Furthermore, the use of 

conditioned medium is also a limiting factor in the present work, as it can be affected by the 

https://paperpile.com/c/2Xhtiw/EHEl
https://paperpile.com/c/2Xhtiw/EHEl+L5HV+D0qB+xWj1
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type of cells used, the number of cell passages and the culture conditions, factors that often 

cannot be fully controlled. 

Conclusion 

In conclusion, according to our in silico analysis, none of the variants found generate an 

alteration in the conformational structure or stability of the proteins involved. Furthermore, 

in our system, the p.Arg349Gln variant in TBX18 does not affect the activity of this 

transcription factor. Finally, our osteoblast differentiation assays to functionally validate the 

p.Val212Met variant in SEMA4D did not allow us to find conclusive results, requiring future 

experiments to solve this.   
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Supplementary Figure S1. Sanger sequencing of site-directed mutagenesis of TBX18 
assays. A. Sanger sequencing of site-directed mutagenesis for c.1046G>A-p.Arg349Gln in 
TBX18. The change is indicated by the red arrow. B. Sanger sequencing of site-directed 
mutagenesis for c.487A>G-p.Lys163Glu in TBX18. The change is indicated by the red 
arrow. C. Sanger sequencing of site-directed mutagenesis for insertion of the TBX18 DNA-
binding region in pGL3-Promoter vector. The insertion is indicated by the red arrows. D. 
Sanger sequencing of site-directed mutagenesis for c.634G>A and 636C>G-p.Val212Met 
in Sema4d from mouse. The changes are indicated by the red arrows.  
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Supplementary Figure S2. Metabolic activity of HEK 293 cells treated with different 
geneticin concentrations. A. Cytotoxicity assay with lower geneticin concentrations for 15 
days. B. Cytotoxicity assay with higher geneticin concentrations for 9 days.  
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Supplementary Figure S3. Sanger sequencing of stable cell line generation assays. A. 
Sanger sequencing of subcloning of the semaphorin protein fragment of the plasmid 
Sema4d-Fc-His into the vector pcDNA™3.1 (+). The Sema4d wt sequence is indicated by 
red arrow. B. Sanger sequencing of genomic DNA from stable HEK line expressing the 
semaphorin wt. The Sema4d wt sequence is indicated by red arrow. C. Sanger sequencing 
of genomic DNA from stable HEK line expressing the semaphorin mutated. The Sema4d wt 
sequence is indicated by red arrow. The changes are indicated by the blue arrows. 
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Supplementary Table S1. Primers to site‐directed mutagenesis   

NAME SEQUENCE 

Primers to site-directed mutagenesis 
for insertion of the TBX18 DNA-
binding region in pGL3-Promoter 
vector 

Fw  
5'-ctatcgataggtaccgaggtgtgaaatcgcacctagctcttacgcgtgct-3'                  
Rv   
5'-agcacgcgtaagagctaggtgcgatttcacacctcggtacctatcgatag-3' 

Primers to site-directed mutagenesis 
for c.1046G>A-p.Arg349Gln in TBX18  

Fw 5'-atcatatgcattctggcaaccatcactacggactc-3'                                                  
Rv 5'-gagtccgtagtgatggttgccagaatgcatatgat-3' 

Primers to site-directed mutagenesis 
for c.487A>G-p.Lys163Glu in TBX18  

Fw 5'-gatgatcatcaccgaggccggcaggcg-3'                                                  
Rv 5'-cgcctgccggcctcggtgatgatcatc-3' 

Primers to check site-directed 
mutagenesis of two TBX18 variants 

Fw 5'-cttcccctctggcgtcac-3'                                                                         
Rv 5'-gtcgaagctgataacttgtctca-3' 

Primers to site-directed mutagenesis 
for c.634G>A and 636C>G-
p.Val212Met in Sema4d from mouse 

Fw 5'-ctgaacgagcctagcttcatgtttgctgacgtgatccag-3'                            
Rv 5'-ctggatcacgtcagcaaacatgaagctaggctcgttcag-3' 

Primers to check site-directed 
mutagenesis of Sema4d variant 

Fw 5'-tgcgctgaacatctctgaga-3'                                                                
Rv 5'-ctcgcgggatcatcaacttg-3' 
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Supplementary Table S2. Primers used for RT-PCR analyses. Primers were designed from 
available mouse sequences using the primer analysis software Primer3  

NAME ORGANISM  SEQUENCE 

Gapdh Mouse Fw 5'-accatcatccctgcctctac-3'                                            
Rv 5'-cctgttgctgtagccaaat-3' 

Runx2  Mouse Fw 5'-cctgaactctgcaccaagtcct-3'                                            
Rv 5'-tcatctggctcagataggaggg-3' 

Sp7  Mouse Fw 5'-catccctatggctcgtggta-3'                                            
Rv 5'-tgggttaaggggagcaaagt-3' 

Bglap  Mouse Fw 5'-gcaataaggtagtgaacagactcc-3'                                            
Rv 5'-ccatagatgcgtttgtaggcgg-3' 

Alpl  Mouse Fw 5'-ccagaaagacaccttgactgtgg-3'                                            
Rv 5'-tcttgtccgtgtcgctcaccat -3' 
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CAPÍTULO 3: GENERACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE MODELOS CELULARES 

PARA EL ESTUDIO DEL FENOTIPO ÓSEO DE LA ENFERMEDAD DE GAUCHER 

TIPO 1 (EG1). 

Artículo 4 

Generation and characterization of bone cell lines with Gba1 mutations as cell-

intrinsic models of Gaucher’s bone disease 

Resumen: 

La enfermedad de Gaucher (EG) está causada por mutaciones en el gen GBA1, 

que generan acumulación lisosomal de glucosilceramidas. Los fenotipos óseos 

relacionados con la EG incluyen deformidad en matraz Erlenmeyer, osteosclerosis, 

osteonecrosis, osteopenia y dolor óseo. Nuestro objetivo fue generar y caracterizar 

in vitro modelos celulares óseos de EG. Se eliminó el gen Gba1 mediante 

CRISPR/Cas9 en dos tipos de células de roedores: ROS17/2.8 y RAW264.7. Se 

seleccionaron dos clones ROS17/2.8 KO y uno RAW264.7 KO, que no mostraron 

actividad enzimática de GBA1. Se determinó la expresión de biomarcadores óseos. 

No se observaron diferencias significativas en la expresión del ARNm de Runx2, 

Bglap y Opg en las células ROS entre las células Gba1KO y el control, antes y 

después de la diferenciación. Tras el estímulo mecánico, la expresión de Opg se 

redujo significativamente en las células KO en comparación con el control, y se 

observó un aumento significativo en la capacidad de mineralización de las células 

ROS-Gba1KO. En cuanto a las células RAW-Gba1KO, se observó un aumento 

significativo del ARNm de Acp5 y de la enzima catepsina K antes de la 

diferenciación, y un aumento de la actividad de TRAcP tras 4 días de diferenciación 

en comparación con los osteoclastos wt. En conclusión, la falta de actividad de Gba1 

indujo cambios tanto en los modelos de osteoblastos como de osteoclastos, 

incluyendo un importante defecto intrínseco osteoclástico. 

Referencia: 

Generation and characterization of bone cell lines with Gba1 mutations as cell-

intrinsic models of Gaucher’s bone disease Juan-David Patiño-Salazar, Sara 
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Heredero-Jimenez, Eduardo Martín-Guerrero, Núria Martínez-Gil, Mónica Cozar, 

Diana Ovejero, Xavier Nogués, Laura Cinque, Juan A Ardura, Arancha R Gortazar, 

Daniel Grinberg, Susanna Balcells, Natalia Garcia-Giralt, and Raquel Rabionet. 

Sometido a Biochemistry and Biophysics Reports.  
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Figure 1. 
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Figure 2.  
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Figure 3.  
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Figure 4.  
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Durante el desarrollo de esta tesis, hemos abordado algunos trastornos 

esqueléticos relacionados con alta y baja masa óseas. Dentro del grupo de 

trastornos con baja masa ósea, hemos analizado enfermedades comunes como la 

OP y más específicamente, la OP postmenopáusica y la FDH. Dentro de los 

trastornos con alta masa ósea hemos abordado un caso familiar de displasia ósea 

esclerosante caracterizada por lesiones lucentes y HBM. Finalmente, hemos 

estudiado otras patologías que, sin ser clasificadas propiamente como un trastorno 

esquelético, sí presentan un fenotipo óseo dentro del cuadro clínico que se puede 

desarrollar. En concreto, hemos abordado el fenotipo óseo de la EG1 para dilucidar 

las posibles causas a nivel celular que pueden desencadenar dicho fenotipo. Este 

espectro de trastornos esqueléticos los hemos analizado a través de 

aproximaciones genómicas (los trastornos con baja masa ósea) y de estudios 

funcionales de variantes genéticas implicadas (el trastorno con alta masa ósea y la 

EG1) que nos han permitido poner a prueba algunas hipótesis que nos hemos 

planteado y que han dirigido los diseños experimentales que hemos llevado a cabo.  

En esta sección discutiremos los principales hallazgos que hemos tenido en la 

realización de esta tesis, así como las limitaciones y futuros experimentos que 

pueden hacerse. Para ello, desarrollaremos cuatro apartados: 1. Entender la 

heterogeneidad de las enfermedades esqueléticas monogénicas y poligénicas: de 

la investigación básica a la práctica clínica; 2. Variantes genéticas estudiadas en el 

contexto de los trastornos esqueléticos; 3. Otros modelos celulares y animales para 

entender la EG y su fenotipo óseo; 4. Valoración global de los estudios realizados 

en esta tesis y perspectivas futuras. 

1. Entender la heterogeneidad de las enfermedades 

esqueléticas monogénicas y poligénicas: de la 

investigación básica a la práctica clínica  

Los trastornos óseos y minerales comúnmente tienen una base genética, que puede 

deberse a una variante patogénica de un solo gen de la línea germinal (es decir, un 

trastorno mendeliano o monogénico), una variante somática de un solo gen (es 
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decir, un trastorno postcigótico en mosaicismo) o involucrar múltiples variantes 

genéticas (es decir, trastornos oligogénicos o poligénicos) (234,283). Las variantes 

genéticas que causan enfermedades mendelianas suelen tener un gran efecto (es 

decir, penetrancia), mientras que los trastornos oligogénicos o poligénicos son 

causados por múltiples variantes genéticas, cada una de las cuales tiene efectos 

más pequeños, en combinación con factores ambientales (Figura 16) (284). Aunque 

la mayoría de los trastornos monogénicos surgen de variantes raras, patogénicas, 

en regiones codificantes, la mayoría de las variantes genéticas comunes asociadas 

con rasgos poligénicos se ubican en regiones no codificantes, generalmente cerca 

de genes candidatos implicados en el fenotipo respectivo (285). 

 

Figura 16. Resumen de la MAF y la magnitud del efecto de las variantes identificadas para 

trastornos monogénicos y osteoporosis, así como su función en diferentes procesos que 

regulan el metabolismo óseo. Los genes en rojo contienen variantes causantes de 

enfermedades que conducen a trastornos con LBM. Los genes en verde están relacionados 

con trastornos con HBM. *Aprobado o estudiado como diana terapéutica. Tomada y 

adaptada de (250)   

Existe una superposición considerable entre los genes que causan trastornos óseos 

monogénicos y aquellos que contribuyen a los fenotipos esqueléticos poligénicos. 
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Un ejemplo claro de ello es lo que sucede con la OI y la OP, puesto que hay varios 

genes relacionados con la OI que también podrían estar implicados en el fenotipo 

de la OP, sobre todo si tenemos en cuenta que ambos trastornos presentan baja 

DMO. De hecho, la primera hipótesis de nuestro trabajo, que orientó el análisis que 

hicimos con las muestras de la cohorte BARCOS mediante el panel de genes, partía 

de este supuesto. Dentro de nuestros hallazgos recogidos en el primer artículo de 

esta tesis, tuvimos una variante patogénica en heterocigosis en el gen COL1A2 que 

implica un cambio en un residuo de glicina (p.Gly751Ser) (las mutaciones más 

frecuentes que causan OI son sustituciones de un solo nucleótido que cambian 

residuos de glicina), en una muestra del grupo LZ con un Z-score de columna lumbar 

de -3.19. A pesar de que esta variante fue identificada en una mujer con 

osteoporosis densitométrica aunque sin historial de fracturas, no tenía una clínica 

que pudiese correlacionarse con OI. Esta misma variante, como lo comentamos 

ampliamente en la discusión del artículo, ya había sido descrita antes, y uno de los 

artículos que la describió (286) la encontró también en heterocigosis en una mujer 

con OP postmenopáusica, evidenciando la superposición fenotípica y genotípica 

entre la OP y la OI leve. 

La herencia de los trastornos monogénicos puede darse de varias formas: 

autosómica dominante (por ejemplo, la OI clásica causada por mutaciones en los 

genes COL1A1 y COL1A2 (287)); autosómica recesiva (por ejemplo, el raquitismo 

dependiente de vitamina D tipos I y II debido a mutaciones de los genes de la 1α-

hidroxilasa renal (CYP27B1) y del receptor de vitamina D (VDR), respectivamente 

(288)); recesiva ligada a X (como por ejemplo la OP ligada al cromosoma X debido 

a mutaciones del gen de la plastina 3 (PLS3) (289)); dominante ligada a X (por 

ejemplo, la hipofosfatemia ligada al cromosoma X (XLH) debido a mutaciones del 

gen de la fosfato endopeptidasa en el cromosoma X (PHEX) (288)); ligada a Y (la 

azoospermia y oligospermia debido a deleciones de regiones del cromosoma Y, por 

ejemplo (234)); y trastornos mitocondriales no mendelianos (tales como el 

hipoparatiroidismo asociado con el síndrome de Kearns-Sayre y el síndrome de 

encefalomiopatía mitocondrial con acidosis láctica y episodios similares a ictus 

(MELAS) (290)).    
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Por otro lado, el patrón de transmisión de los trastornos poligénicos puede ser 

especialmente complejo y variable, debido a las interacciones génicas así como a 

los factores ambientales. Ejemplos de estos trastornos incluyen la OP y la 

nefrolitiasis hipercalciúrica (125,291,292). Además, rasgos poligénicos como la OP 

también pueden presentarse como trastornos monogénicos, aunque pasen 

desapercibidos, por ejemplo, la ya mencionada OP ligada al cromosoma X debido 

a mutaciones en PLS3 o la OP de inicio temprano debido a mutaciones en 

heterocigosis de los genes de la familia de Wnt (WNT1) o de la esfingomielina 

sintasa (SGMS2) (293,294). 

En este sentido, los estudios epigenéticos han ayudado a ampliar nuestra 

comprensión de trastornos poligénicos como la OP. Como sabemos, la epigenética 

es el estudio de los cambios en la expresión génica que no se deben a una 

modificación de la secuencia de nucleótidos del ADN. Estos cambios son 

hereditarios, reversibles, específicos del tipo celular y del tejido, y dependientes de 

la interacción con el entorno. Los mecanismos epigenéticos se asocian con el 

envejecimiento, lo que respalda su asociación con enfermedades relacionadas con 

la edad, como la OP. Se han descrito tres mecanismos epigenéticos: modificación 

de histonas, ARNs no codificantes y metilación del ADN (295).  

La modificación de histonas consiste en modificaciones postraduccionales en los 

extremos N-terminales de las histonas, e incluye acetilación, metilación, 

fosforilación, ubiquitinación o sumoilación. Estas modificaciones pueden impulsar 

cambios en la interacción del ADN con las histonas o con otros complejos de unión 

al ADN. Un ejemplo importante para la homeostasis ósea es la desacetilación de la 

lisina 9 de la histona 3 (H3K9) en los nucleosomas del promotor SOST, realizada 

por la sirtuina 1 (SIRT1). Esta desacetilación reduce la expresión génica, lo que 

provoca un aumento de la activación de la vía Wnt y, consecuentemente, un 

aumento de la formación ósea (296).  

La metilación del ADN consiste en la unión de un grupo metilo (CH3) al carbono 5 

de la citosina dentro de los dinucleótidos CpG. La metilación del ADN generalmente 

se asocia con una inhibición de la expresión génica. Se ha demostrado que la 



 

186 
 

DISCUSIÓN  

metilación del ADN alrededor de regiones promotoras de algunos genes se 

incrementa con la edad (297). En el campo del hueso, por ejemplo, estudios hechos 

con muestras de sangre de mujeres osteoporóticas han mostrado un aumento en la 

metilación de la región promotora de genes como BMP2, que participan en la 

formación ósea, disminuyendo su transcripción, lo cual, a su vez, afecta la actividad 

transcripcional cascada abajo de genes importantes en la osteoblastogénesis tales 

como RUNX2 y SP7 (298).  

En cuanto a los ARNs no codificantes (ARNnc), estos están codificados en el ADN 

genómico que no se traduce a proteínas (el 98 % del ARN transcrito). Dentro de los 

ARNnc, los tipos más estudiados y asociados con patologías humanas son el ARN 

largo no codificante (ARNlnc) y el microARN (miARN). Los miARNs tienen una 

longitud aproximada de 20 a 25 nucleótidos y representan una clase de moléculas 

de ARN pequeño no codificante conservadas evolutivamente. Existen alrededor de 

2600 miARNs maduros en el genoma humano, que controlan la actividad de más 

del 60% de los genes codificantes de proteínas. La expresión diferencial de miRNAs 

controla factores clave en la maduración y proliferación de células óseas, incluyendo 

BMP, la vía de Wnt/β-catenina, RUNX2, SP7, entre otros. Se ha demostrado que 

los miRNAs desempeñan un papel crucial en la consolidación de fracturas y la 

función osteoblástica; específicamente, el miR-21 se ha asociado con una mejor 

mineralización durante la inducción osteogénica, mientras que el miR-16-5p, por el 

contrario, se ha relacionado con la inhibición de este proceso (299–302). 

Si bien en el desarrollo de esta tesis no hemos analizado directamente mecanismos 

epigenéticos en los ensayos realizados, sí hemos evaluado biomarcadores óseos 

que están altamente regulados por estos mecanismos en el contexto de trastornos 

poligénicos como la osteoporosis. 

Uno de los trastornos que también analizamos en esta tesis y que, podríamos decir, 

está en el otro extremo de la OP en términos de frecuencia, es la FDH, una patología 

muy poco frecuente que está ligada al cromosoma X y que está causada por 

mutaciones somáticas en el gen PORCN. Este, al contrario de lo que sucede con la 

OP, es por tanto un trastorno monogénico. En la descripción del caso clínico que 
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hemos reportado en nuestro segundo artículo, hemos tenido un hallazgo que llamó 

nuestra atención y que amplía el panorama sobre la investigación de los trastornos 

esqueléticos, puesto que el paciente del caso descrito, además de tener las 

manifestaciones óseas típicas de la FDH, también tenía LBM y un historial de 

fracturas por fragilidad en la infancia y la adolescencia. Después de buscar en la 

literatura, encontramos otros casos de FDH que presentaron fracturas por fragilidad 

durante la infancia, así como resultados de estudios preclínicos en los que probaron 

inhibidores de PORCN, los cuales afectaron significativamente la masa ósea. Estas 

observaciones nos llevaron a hipotetizar que probablemente la FDH sea una causa 

monogénica poco reconocida de LBM debido a una afectación en la señalización de 

la vía de Wnt/β-catenina (Tabla 6). Si bien el diagnóstico de algunos trastornos 

esqueléticos puede ser evidente a partir de características clínicas o radiográficas, 

como en el caso de la FDH, no significa que el fenotipo sea exclusivo de esa 

patología en concreto, ya que muchos trastornos esqueléticos comparten fenotipos 

superpuestos, como disminución de la DMO, fragilidad esquelética y mineralización 

alterada (283,284). Por ello, cuando hablamos de trastornos con baja DMO 

debemos pensar en un conjunto amplio de patologías y de genes que, 

probablemente, compartan un espectro genético (como genes de la vía de Wnt/β-

catenina, por ejemplo) y fenotípico en muchos de los casos. 
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Tabla 6. Hipótesis planteadas para el desarrollo de esta tesis y resultados correspondientes obtenidos 

Hipótesis 
planteadas en esta 

tesis 

Principales hallazgos Consideraciones adicionales  Artículo 

Las variantes 
genéticas raras en 
genes asociados con 
varios fenotipos 
óseos monogénicos, 
en particular la 
osteogénesis 
imperfecta (OI), 
podrían contribuir al 
desarrollo de valores 
extremos de DMO en 
cohortes 
poblacionales de 
mujeres 
posmenopáusicas 
(como la cohorte 
BARCOS) 

Variante patogénica en 
heterocigosis en el gen 
COL1A2 p.(Gly751Ser) en una 
muestra del grupo LZ 

La variante hallada en el gen COL1A2 evidencia la 
superposición fenotípica y genotípica entre la OP y la OI 
leve. 
Se encontraron variantes adicionales en muestras del 
grupo LZ en los genes TCIRG1, SEC24D, LRP4 y ANO5; y 
en una muestra del grupo HZ en el gen LMNA. La variante 
del gen SEC24D fue clasificada como 
benigna/probablemente benigna y las demás como VUS 
(ClinVar).  
No observamos un enriquecimiento de variantes raras de 
OI en el grupo de baja DMO y, a excepción de la variante 
en COL1A2, las variantes no pudieron asociarse 
claramente con el fenotipo de densidad ósea de las 
muestras. 
Nuestro análisis sugiere que la contribución de las variantes 
raras a la osteoporosis posmenopáusica es escasa. 
El número de muestra de este ensayo no nos permitió 
obtener resultados estadísticamente significativos en el 
burden test que realizamos 

 Artículo 1 

La hipoplasia 
dérmica focal 
(FDH), causada 
principalmente por 
variantes genéticas 
en el gen PORCN, 
es probablemente 
una causa 
monogénica poco 
reconocida de LBM 

Paciente de 29 años, hombre, 
caucásico, con una displasia 
esquelética sin diagnosticar, 
asociada con LBM (LS Z-score 
= -4.3 y FN Z-score = -3.5) y 
fracturas por fragilidad en su 
infancia y adolescencia. 
Los análisis WES nos 
permitieron identificar una 
variante missense 

Los análisis genéticos y clínicos realizados al paciente, 
indicaron que está afectado con una FDH. 
El gen PORCN codifica para una proteína involucrada en la 
palmitoilación de proteínas Wnt, proceso que es clave en la 
señalización de la vía de Wnt canónica y no canónica (303).  
Las variantes en el gen PORCN son las responsables del 
fenotipo de la FDH. La extrema rareza del trastorno, la falta 
de una evaluación metabólica mineral exhaustiva en los 
pacientes y su variabilidad clínica, probablemente han 

 Artículo 2 
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debida a una 
señalización 
defectuosa de la 
vía de Wnt 

 

p.(Arg296Pro) en el gen 
PORCN. 
La FDH es probablemente una 
causa monogénica poco 
reconocida de LBM debida a 
una señalización defectuosa de 
la vía de Wnt 

contribuido a que se pase por alto el estado de la masa 
ósea en este trastorno. 
Hallazgos esqueléticos en estudios preclínicos con 
inhibidores de PORCN ejemplifican cómo la baja DMO es 
mecanísticamente plausible en la FDH (156). 

Variantes en 
SEM4AD, TBX18, 
PTCH1, PTK7, o 
ADGRE5 podrían 
ser las causantes 
del fenotipo de un 
caso familiar de 
displasia ósea 
esclerosante 
caracterizado por 
lesiones óseas 
lucentes y HBM 

De acuerdo con nuestros 
análisis in silico, ninguna de las 
variantes de los genes 
SEM4AD, TBX18, PTCH1, 
PTK7, y ADGRE5 afectó la 
estructura conformacional de la 
proteína ni comprometió la 
estabilidad proteica. 
La variante p.Arg349Gln en 
TBX18 no afectó su actividad 
transcripcional. 
Nuestros ensayos de 
diferenciación de osteoblastos 
para validar funcionalmente la 
variante p.Val212Met en 
SEMA4D no permitieron 
obtener resultados 
concluyentes.   

Para los ensayos funcionales priorizamos las variantes de 
los genes TBX18 y SEM4AD. 
Contrariamente a lo que cabría esperar de un represor 
transcripcional, los resultados de nuestros ensayos con 
luciferasa mostraron un aumento de la actividad cuando las 
células se transfectaron con TBX18 wt, en comparación con 
las células transfectadas con un vector vacío (304). 
La mutación interrogada se comportó como TBX18 wt y no 
como la mutación control. 
Otros ensayos in vitro con CM de osteoclastos, han 
demostrado que la fracción soluble de la Semaforina 4D 
quizá no sea suficiente para generar un efecto inhibitorio 
sobre la osteoblastogénesis y que tal vez, la fracción unida 
a membrana también juegue un rol importante en esta 
función inhibitoria (44). 
No nos fue posible establecer la cantidad de proteína 
soluble SEMA4D en nuestro CM, a pesar de que pudimos 
observar su expresión en dicho medio a través de western 
blot.         

 Artículo 3 
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Los trastornos esqueléticos monogénicos o poligénicos no solamente se 

encuentran, en términos de DMO, dentro del grupo LBM, también hemos hablado 

ampliamente de los trastornos con alta masa ósea y del fenotipo HBM. Varios de 

los trastornos monogénicos que presentan dicho fenotipo, están relacionados con 

defectos en genes importantes de la vía de Wnt/β-catenina (305,306). De hecho, 

una característica común de la HBM anabólica es la activación de la vía de Wnt/β-

catenina, cuyo aumento de la señalización en esta vía explica el fenotipo de la 

esclerosteosis, la enfermedad de Van Buchem y las HBM LRP4, LRP5 y LRP6 

(180,307). Por ejemplo, se han identificado varias mutaciones de ganancia de 

función en el gen que codifica para LRP5, un correceptor de la vía de Wnt 

involucrado en la formación ósea. Estas mutaciones alteran los efectos de la 

esclerostina sobre la vía, produciendo así fenotipos similares a los observados en 

la esclerosteosis, con agrandamiento mandibular y del cráneo como rasgos 

comúnmente encontrados (308–310). Por otro lado, mutaciones de pérdida de 

función en LRP5 causan un trastorno con baja masa ósea llamado osteoporosis 

pseudoglioma (OPPG) (183,311). De igual manera, mutaciones en el gen LRP4 que 

afectaron su interacción con la esclerostina y, por tanto, el efecto inhibitorio 

concomitante de esta última sobre la vía de Wnt, fueron observadas en pacientes 

con sobrecrecimiento óseo, poniendo en evidencia la relación de mutaciones en 

este gen con el fenotipo HBM (312–314). De manera interesante, uno de los genes 

implicados en nuestro estudio del artículo 1 de esta tesis, fue LRP4, aunque la 

variante fue encontrada en una muestra del grupo con LBM (Z-score = -2.43), lo 

cual nos llevó a pensar que la probable contribución de esta variante al fenotipo 

LBM de nuestra muestra es poco clara. 

Dentro de los trastornos esqueléticos que estudiamos en el desarrollo de esta 

investigación doctoral, está también el caso familiar de una displasia ósea 

esclerosante caracterizado por presentar lesiones lucentes y HBM (artículo 3). Las 

llamadas displasias óseas esclerosantes son un grupo heterogéneo de 

enfermedades monogénicas raras que se caracterizan por un aumento significativo 

de la masa ósea, lo que resulta en una amplia gama de complicaciones clínicas 

secundarias. La investigación genética sobre estas afecciones ha permitido 
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identificar diversos genes implicados y un amplio conjunto de mecanismos 

patogénicos (315). En la última edición de clasificación y nomenclatura de displasias 

esqueléticas, estos trastornos han sido agrupados en tres categorías que incluyen 

displasias osteoscleróticas neonatales, osteopetrosis y otros trastornos de HBM 

(54). Dentro de los genes implicados en la categoría 1 están PTH1R, COL1A1 y 

FAM20C (FAM20C golgi associated secretory pathway kinase). En la categoría 2 

encontramos genes como TCIRG1, CLCN7, RANKL, CTSK, entre otros. 

Finalmente, en la categoría 3 encontramos genes como SOST, LRP4 y SFRP4 

(secreted frizzled related protein 4) (54). En nuestro análisis de la cohorte BARCOS 

del artículo 1, encontramos una variante en el gen TCIRG1 en la muestra con el 

más bajo Z-score (-4.26), en heterocigosis, haciendo difícil explicar el hallazgo de 

esta variante dentro del grupo LBM y su asociación con dicho fenotipo, puesto que 

ya hemos visto que este gen se ha relacionado con el fenotipo opuesto (HBM). Con 

todo, se han reportado variantes en este gen, en pacientes con fenotipo LBM que 

experimentaron fracturas femorales atípicas (316).  

En el caso familiar que estudiamos en nuestro tercer artículo, observamos un 

fenotipo esquelético único con una combinación de características escleróticas y 

lesiones óseas lucentes, así como valores elevados de IMI (impact 

microindentation), en tres miembros de una familia: el probando, su hijo y su hija. 

La DMO era muy elevada en el probando y su hija. La hija del probando también 

presentaba escoliosis idiopática (SI), además de trombocitopenia leve y anomalías 

tiroideas estructurales leves, que fueron las únicas anomalías extraesqueléticas 

identificadas (228). En este caso, nuestros esfuerzos se enfocaron en validar 

funcionalmente mediante estudios in silico e in vitro los resultados obtenidos a partir 

de la realización de un WES en las muestras de varios miembros de la familia para 

filtrar y priorizar aquellas variantes encontradas únicamente en los individuos 

afectados. Se priorizaron 5 variantes putativamente patogénicas encontradas en 5 

genes asociados con metabolismo óseo: SEMA4D, TBX18, PTCH1, PTK7 y 

ADGRE5, dentro de los cuales las variantes de SEMA4D y TBX18 fueron 

seleccionadas para hacer las validaciones in vitro por considerarlos genes 

esenciales en el desarrollo y la función del hueso y porque tuvieron los puntajes más 
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altos en los análisis de patogenicidad. En este estudio, los hallazgos observados en 

el análisis del caso familiar, nos llevaron a sugerir que puede haber otras variantes 

en regiones no codificantes o alguna variante penetrante rara con un efecto mayor 

que podríamos haber pasado por alto en nuestro análisis y que podría ser 

responsable del fenotipo óseo analizado (Ver Tabla 6). El diseño experimental que 

nos planteamos solo nos permitió demostrar que la variante en TBX18 no parecía 

ser responsable del fenotipo óseo encontrado en la familia, puesto que los estudios 

de la variante de SEMA4D no arrojaron resultados concluyentes. En la siguiente 

sección discutiremos otras posibles aproximaciones experimentales para evaluar 

esta variante.  

Con lo discutido hasta aquí, vemos que el abordaje de los trastornos esqueléticos 

con baja y alta masa ósea es una tarea compleja, que implica grandes retos tanto 

para el diagnóstico clínico como para la investigación básica, por un lado, por la 

genética heterogénea y superpuesta, por decirlo de alguna manera, que existe entre 

los trastornos esqueléticos monogénicos y poligénicos (283) y, por otro lado, por lo 

laborioso que resultan los estudios funcionales. Además, como se ha dicho, 

variantes genéticas responsables de enfermedades monogénicas suelen tener un 

mayor efecto que las variantes asociadas con trastornos poligénicos lo que aumenta 

la complejidad del abordaje de trastornos poligénicos.  

Sin embargo, en los últimos años se han dedicado muchos esfuerzos a la 

determinación de variantes y genes que pueden ser importantes para la DMO y, con 

ello, para diversas patologías óseas, tanto en la investigación clínica como en la 

investigación básica. El desarrollo de técnicas de secuenciación de nueva 

generación (NGS) ha permitido la identificación de variantes genéticas en muchas 

patologías humanas. Gracias al desarrollo de dispositivos de NGS escalables, de 

alto rendimiento y fáciles de usar, los experimentos de NGS a gran escala son ahora 

más asequibles que antes y con plazos de entrega razonables, lo cual ha impulsado 

la expansión de la implementación de la NGS, desde la investigación hasta el 

laboratorio clínico (233). Por otro lado, los estudios GWAS han permitido identificar 

muchos loci que se desconocían hasta hace unos años atrás y que, en el campo 
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del hueso, se han visto asociados con rasgos importantes como la DMO (ver artículo 

5 en el anexo de esta tesis) (317–319). Estos estudios han tenido mucho éxito al 

confirmar genes previamente identificados, como SOST y LRP5, implicados en 

enfermedades esqueléticas monogénicas, y al identificar nuevos genes candidatos 

cuyo papel en la biología ósea se desconoce actualmente. Además, los GWAS han 

abierto la puerta al cálculo de riesgos poligénicos individuales (PRS) que pretenden 

informar a las personas de su riesgo genético para distintas enfermedades 

poligénicas, permitiendo así que se tomen medidas preventivas para evitarlas. Por 

ejemplo, en el campo del hueso, una combinación de efectos de tamaño de 

múltiples variantes en la forma de PRS, puede proporcionar un indicador útil del 

riesgo de fractura más allá del obtenido mediante los factores de riesgo clínicos 

convencionales (320).  

Con todo, los análisis GWAS tienen varias limitaciones, dentro de las cuales una 

muy importante en el contexto de esta tesis doctoral, es que no tienen en cuenta 

variantes raras, puesto que los marcadores utilizados para evaluar la asociación con 

el fenotipo suelen ser tagSNPs distribuidos homogéneamente por todo el genoma y 

que aparecen en una fracción significativa de individuos (MAF > 5%). Por lo tanto, 

las variantes raras con fuertes efectos fenotípicos se descartan intrínsecamente en 

estos estudios. Además, el número de la muestra tiene un gran peso en estas 

aproximaciones, haciendo que se deban tener muestras muy grandes para alcanzar 

una significatividad estadística, razón por la cual se han creado varios consorcios 

para realizar análisis y meta-análisis GWAS que puedan tener resultados de 

asociación significativos (243,321). 

El presente trabajo no incluyó análisis de GWAS, pero estos sí nos sirvieron de base 

para la realización de nuestra primera aproximación mediante el panel de genes 

que hemos diseñado. Asimismo, dadas las limitaciones de los estudios GWAS ya 

comentadas, y ya que nuestros objetivos apuntaron más hacia aproximaciones 

genómicas y estudios funcionales de variantes genéticas raras, nos decantamos por 

el uso de técnicas como WES, panel de genes por captura dirigida (panel TS) y 

validaciones funcionales in silico e in vitro (como ensayos de gen reportero 
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luciferasa y ensayos con medio condicionado). A continuación, recogeremos de 

forma sumaria, las técnicas usadas en esta tesis, centrándonos en las ventajas y 

limitaciones que tienen para dilucidar el papel de una variante genética en el 

contexto de los trastornos esqueléticos.  

a. Aproximaciones genómicas: 

a.1 Panel TS y WES: tanto los paneles TS como los WES tienen una 

resolución de nucleótido único de genes candidatos, cubriendo regiones 

exónicas y sitios de splicing. Los paneles TS, además, también pueden 

cubrir regiones intrónicas. Ambas técnicas pueden detectar 

anormalidades como SNVs, indels y CNVs. Dentro de las ventajas de las 

dos aproximaciones tenemos: se pueden adaptar y diseñar según los 

requerimientos del investigador; la profundidad de los análisis es mayor 

al centrarse en grupos de genes específicos; son técnicas ideales para el 

descubrimiento de genes asociados con enfermedades mendelianas; son 

una alternativa más económica que la WGS; tienen una buena cobertura 

del genoma, si se tiene en cuenta que cerca del 85% de las variantes 

causantes de patologías están en el exoma; tiene un buen rendimiento; 

el volumen de datos para los análisis es manejable (222,223,233). Dentro 

de las limitaciones podemos considerar las siguientes: Requiere un 

trabajo previo para definir grupos de genes que se quieren incluir, así 

como la profundidad y cobertura de los análisis; la probabilidad de 

encontrar VUS puede incrementar si se incrementa el número de genes 

incluidos en el panel; no son técnicas pertinentes si se desconoce la 

etiología del trastorno; para el caso del WES, no hay captura de regiones 

intrónicas de interés (como regiones promotoras o reguladoras); 

dificultades para cubrir/capturar regiones ricas en GC y regiones 

homólogas/pseudogenes; alta probabilidad de encontrar VUS; la 

detección de CNVs requiere análisis de datos adicionales (por ejemplo, 

mapeo de pérdida de heterocigosidad a través de regiones exónicas) 

(283,284).   
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b. Validaciones funcionales de variantes genéticas raras: 

b.1 Estudios in silico: dentro de las ventajas de esta aproximación, están: 

Facilita la priorización y caracterización de variantes genéticas; da la 

posibilidad de suponer, a priori, los mecanismos moleculares mediante 

los cuales la variante media su impacto en el fenotipo; permite predecir 

parámetros como patogenicidad de variantes con base en scores, cambio 

en la estabilidad proteica de las variantes, entre otros; proporcionan a 

investigadores y clínicos un método rápido y escalable para evaluar los 

posibles impactos de nuevas variantes (322–324). En cuanto a las 

limitaciones de esta aproximación, tenemos: Ordinariamente es necesario 

usar más de un programa o servidor para comparar resultados y hacerlos 

más robustos; las predicciones in silico siempre deben ser 

complementadas con estudios funcionales para validar las variantes 

(322).  

b.2 Ensayos de gen reportero luciferasa: esta técnica presenta las 

siguientes ventajas: Es muy práctica para evaluar variantes que afectan 

a las regiones reguladoras de los genes, ya que pueden estudiarse de 

forma más directa; permite obtener resultados de forma relativamente 

rápida (aproximadamente en una semana); no requiere el uso de 

demasiados reactivos y actualmente disponemos de kit comerciales que 

facilitan los protocolos (272). Dentro de las limitaciones están: Los 

resultados son difíciles de interpretar como valores absolutos y requieren 

de buenos controles positivos; son muy dependientes del tipo celular 

utilizado, lo cual requiere trabajos previos de estandarización de métodos 

de transfección y cantidad molar de cada uno de los vectores 

transfectados; hay alta variabilidad entre ensayos independientes, por lo 

cual, es necesario realizar una cantidad considerable de réplicas (272). 

b.3 Cultivos celulares con medio condicionado: como ventajas de esta 

aproximación, tenemos: Producción rápida a partir de un mismo cultivo 

celular; fácil almacenamiento; mayor vida útil, ya que, al no tener células, 

puede criopreservarse por más tiempo para varios usos a posteriori (275). 
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En cuanto a las limitaciones de estos ensayos, están: El conocimiento de 

la composición del CM requiere el uso de herramientas como la 

espectrometría de masas; es necesario optimizar la producción para 

estandarizar la composición del CM; hay una alta variabilidad según el 

cultivo celular, el tipo y el número de pases; diferente composición del 

secretoma según las condiciones de cultivo y los métodos de 

procesamiento del CM (275). 

       

2. Variantes genéticas estudiadas en el contexto de los 

trastornos esqueléticos 

En el desarrollo de esta tesis hemos encontrado un conjunto de variantes genéticas 

raras en el contexto de trastornos esqueléticos monogénicos y poligénicos. Aunque 

la mayoría de ellas son VUS, es posible hipotetizar su probable o improbable 

contribución a los fenotipos óseos correspondientes teniendo en cuenta el gen en 

el que se han encontrado. Aquí enumeraremos y discutiremos brevemente cada 

una de esas variantes encontradas, señalando las consideraciones más 

importantes que ya han sido presentadas en cada una de las discusiones de los 

artículos de esta tesis y sugiriendo, para algunas de ellas, posibles aproximaciones 

experimentales. El número rs y la significancia clínica la hemos obtenido de las 

páginas dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) y Varsome 

(https://varsome.com/). 

rs150260808: TCIRG1, chr11:68050180T>A, p.(Ile721Asn). Significancia clínica: 

VUS. Esta primera variante la hemos encontrado en la muestra con el menor Z-

score (-4.26) del grupo LZ, dentro del estudio que hemos realizado mediante panel 

de genes por captura dirigida recogido en el artículo 1. Al ser clasificada como VUS 

no se puede establecer una correlación genotipo-fenotipo, sin embargo, variantes 

en este gen se han asociado con osteopetrosis autosómica recesiva y, de manera 

más rara, con osteopetrosis autosómica dominante debido a una resorción ósea 

ineficiente por parte de osteoclastos no funcionales (325,326).  
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TCIRG1 es un gen que codifica para una subunidad proteica del complejo vacuolar 

protón-ATPasa (V-ATPasa) que participa en la acidificación de la lacuna de 

resorción y en el tráfico lisosomal (327). Estudios realizados en zebrafish KO para 

TCIRG1 mostraron un daño en la autofagia de microglía y una reducción en los 

procesos de acidificación, corroborando la participación de esta V-ATPasa en 

funciones de acidificación y en procesos como la fagocitosis y endocitosis en 

distintos tipos de células, incluidos los osteoclastos (328).    

Dado que la variante que hemos encontrado en este gen está ubicada en la región 

que constituye el canal de bombeo de protones, nosotros hipotetizamos que esta 

variante podría causar una apertura permanente del canal acidificando la lacuna de 

resorción y generando un aumento de la resorción ósea, lo cual explicaría nuestro 

hallazgo en una muestra con baja DMO. Esto podría demostrarse, por ejemplo, 

mediante una aproximación in vitro, en la cual se utilicen células tipo monocitos 

como la línea celular THP-1, editadas genéticamente para generar la variante en 

cuestión y, una vez diferenciadas a osteoclastos, hacer pruebas funcionales tales 

como tinción TRAP, determinación colorimétrica de actividad TRAcP, determinación 

de pH mediante sondas fluorescentes que permiten hacer inmunomarcaje (329), 

ensayos de resorción determinando número de pit y de trench que generan las 

células editadas cultivadas sobre una superficie ósea (330), niveles de expresión de 

genes como CA2 (Carbonic anhydrase 2) mediante qPCR y de la enzima anhidrasa 

carbónica que interviene en la acidificación de la lacuna de resorción (331). Estos 

mismos ensayos podrían realizarse mediante una aproximación in vivo, utilizando, 

por ejemplo, zebrafish editado genéticamente para generar la variante en cuestión.       

rs72658176: COL1A2, chr7:94420604G>A, p.(Gly751Ser). Significancia clínica: 

patogénica. Esta variante fue uno de los principales hallazgos de nuestro estudio 

del panel de genes (artículo 1) y nos permitió sumar evidencias a las ya reportadas 

sobre la superposición genotípica y fenotípica que existe entre la OI leve y la OP. A 

esta variante ya nos hemos referido en el apartado anterior.  

rs141180741: SEC24D, chr4:118752734C>T, p.(Leu526Phe). Significancia clínica: 

benigna, probablemente benigna. Esta variante la hemos encontrado en 
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heterocigosis en una muestra del grupo LZ (Z-score = -2.73) de la cohorte BARCOS 

y se ha asociado con OI. Algunas mutaciones autosómicas recesivas en el gen 

SEC24D, que codifica para un componente del complejo proteico de membrana 

COPII, involucrado en la formación de vesículas de transporte desde el retículo 

endoplásmico (ER), se han asociado con OI (332,333). De igual forma, otras 

mutaciones en este gen se han relacionado con el síndrome de Cole-Carpenter, un 

trastorno recesivo que afecta a la formación ósea y da lugar a malformaciones 

craneofaciales y huesos que se rompen con facilidad. Por otro lado, estudios de 

mutaciones bulldog en zebrafish en el gen Sec24D mostraron pérdida de función 

transportadora en condrocitos. Los condrocitos mutantes no lograron secretar 

colágeno tipo II ni matrilín (proteínas asociadas a proteoglicanos que componen la 

MEC) a la MEC, demostrando con ello que Sec24D es esencial para la secreción 

de proteínas de la MEC en el cartílago y que su deficiencia provoca que la 

morfogénesis craneofacial no pueda avanzar más allá de las etapas iniciales del 

desarrollo de los condroblastos (334). A pesar de estos hallazgos, en el contexto 

particular de la variante que hemos identificado, dado que tiene una significancia 

clínica de benigna, no sería una candidata a priorizar para un estudio funcional.  

rs149082597: LRP4, chr11:46859041C>G, p.(Ser1887Cys). Significancia clínica: 

VUS/probablemente benigna. Esta variante fue encontrada en una muestra del 

grupo LZ con un Z-score de -2.43. Se sabe que este gen media la inhibición de la 

formación ósea dependiente de SOST (13) y se ha demostrado que mutaciones 

missense en LRP4 contribuyen a un fenotipo HBM, como lo hemos comentado 

antes (312–314). También se ha observado que ratones con deficiencia de Lrp4, 

presentaban una longitud total del fémur acortada, un perímetro cortical femoral 

reducido y una reducción de la DMO del fémur, evidenciando con ello que, 

dependiendo del dominio proteico en el que se localicen las mutaciones, los efectos 

sobre la DMO serán diferentes (313,335,336). Esta última consideración nos 

permite especular que quizá esta variante también contribuya al fenotipo LBM de la 

muestra. 
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Para probar si hay o no relación de esta variante con el fenotipo LBM, se podría 

hacer una aproximación mediante ensayos de gen reportero luciferasa, 

aprovechando la participación de este gen en la señalización de la vía de Wnt que 

ya ha sido ampliamente reportada (13)Así, mediante la co-transfección de vectores 

de expresión de los genes LRP4 wt y mutado, WNT, SOST, DKK1, LRP5/6 y los 

vectores que contienen el gen de la luciferasa y de la molécula normalizadora 

(Nanoluc), en líneas celulares como HELA o HEK, que son ampliamente usadas y 

presentan una buena eficiencia de transfección (337,338), se podría determinar si 

para el caso de LRP4 mutado hay un comportamiento distinto de la actividad 

luciferasa comparado con el wt, y determinar si podría o no correlacionarse con el 

fenotipo LBM (339).        

rs1233836740: ANO5, chr11:22274744G>C, p.(Cys804Ser). Significancia clínica: 

VUS. Esta variante, de nuevo, fue encontrada en una muestra del grupo LZ (Z-score 

= -2.39). Variantes GoF autosómicas dominantes en el gen ANO5 (que codifica para 

un canal de Cl- activado por Ca2+, el cual participa en el remodelado óseo mediante 

la regulación funcional de osteoclastos), se han asociado a displasia gnato-diafisaria 

(GDD), un síndrome esquelético poco frecuente caracterizado por presentar 

esclerosis similar a la osteopetrosis en los huesos largos; lesiones óseas similares 

a la displasia fibrosa en el hueso maxilar y una DMO reducida, lo que hace que los 

huesos sean inusualmente frágiles. La mayoría de variantes LoF en ANO5, 

conducen a varias formas de distrofia muscular limb-girdle (LGMDL2L) con 

fenotipos patológicos no relacionados con el hueso (340,341). La mujer de esta 

muestra no tenía sintomatología clínica de GDD, aunque sí presentaba una 

osteoporosis severa con un T-score de columna lumbar de -3.5 sumada a un par de 

fracturas por fragilidad. La variante que hemos encontrado ya fue previamente 

descrita en un caso de heterocigocidad compuesta en pacientes con fenotipo de 

LGMDL2L y no de GDD (342), lo que significa que la variante que hemos 

identificado probablemente es LoF y quizá esté mal categorizada como VUS.      

rs13768: LMNA, chr1:156138660G>A, p.(Arg624His). Significancia clínica: VUS. 

Esta variante fue encontrada en la única muestra HBM de nuestra selección (Z-
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score = 3.70), clasificada dentro del grupo HZ. Mutaciones en este gen suelen estar 

asociadas con la distrofia muscular de Emery-Dreifuss (para la que no se han 

descrito defectos en la DMO) o con síndromes de envejecimiento prematuro (que 

suelen provocar deformidades esqueléticas y/u osteoporosis mediante la activación 

de vías no canónicas de osteoclastogénesis) (343–346). Lo más probable es que 

otras variantes genéticas estén implicadas en el fenotipo HBM de nuestro paciente 

y que esta variante sea un hallazgo secundario.  

rs2519471462: PORCN, chrX:48514566G>C, p.(Arg296Pro). Significancia clínica: 

VUS. Esta mutación missense de novo se detectó en un varón, en el 50 % de las 

lecturas, lo que indica mosaicismo. Los análisis también se hicieron en la madre del 

paciente estudiado, que no era portadora de la variante. El aminoácido implicado en 

el cambio está muy conservado en todas las especies. Dicha variante es clasificada 

como patogénica para la FDH en HGMD (Human gene mutation database).  

Un posible estudio funcional, en este caso, puede hacerse mediante una 

aproximación in vivo, utilizando zebrafish como modelo. De esta forma, se podría 

analizar, por ejemplo, el papel de nuestra variante durante el desarrollo, testándola 

en embriones de zebrafish y, posteriormente, evaluar, mediante técnicas de 

inmunotinción y de tinción del esqueleto, el grado de compromiso de esta variante 

con alteraciones o no en el tejido óseo de los organismos adultos (347). Además, 

se podrían utilizar aproximaciones mediante análisis imágenes tridimensionales 

para determinar si hay cambios en la morfología, la microestructura y el contenido 

mineral del hueso de los organismos mutados versus los wt (348). 

rs187085991: TBX18, chr6: 84738550C>T, p.(Arg349Gln). Significancia clínica: 

Probablemente benigna. Esta variante fue encontrada tras los experimentos y 

análisis de WES en los miembros afectos de un caso familiar de displasia ósea 

esclerosante, y fue priorizada para el ensayo funcional de gen reportero luciferasa. 

TBX18 codifica el factor de transcripción T-Box 18 (TBX18), que pertenece a la 

familia de factores de transcripción T-box. Se sabe que desempeña un papel 

fundamental en la formación de órganos durante la embriogénesis. Desde un punto 

de vista clínico, se han identificado mutaciones en este gen, en malformaciones 
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dominantes del tracto urinario y defectos cardíacos congénitos. En modelos 

murinos, tanto la subexpresión como la sobreexpresión de Tbx18 dieron lugar a 

anomalías graves en la osificación esquelética. Estudios posteriores en animales 

demostraron que, a través de mecanismos epigenéticos, Tbx18 se expresa espacial 

y temporalmente en células de linaje condrocítico implicadas en la formación ósea 

endocondral antes y después del nacimiento. De forma interesante, las lesiones 

lucentes observadas en los individuos afectados por el caso familiar de displasia 

ósea esclerosante (artículo 3 de esta tesis) se encontraron cerca de las metáfisis y 

aparecieron antes de la fusión de la placa de crecimiento, lo que nos condujo a 

hipotetizar que la alteración de la actividad de TBX18 pudo desempeñar un papel 

en el desarrollo de estos individuos. Con todo, en nuestro ensayo funcional de gen 

reportero luciferasa pudimos demostrar que no había diferencias estadísticamente 

significativas en la actividad transcripcional del factor mutado en comparación con 

el wt (304,349–351), lo que nos lleva a descartar la hipótesis de la probable relación 

causal de esta variante con el fenotipo óseo estudiado, y considerarla como una 

variante probablemente benigna. 

rs377565599: SEMA4D, chr9: 89391404C>T, p.(Val212Met). Significancia clínica: 

VUS. Al igual que para el caso anterior, esta variante fue encontrada tras los 

experimentos y análisis de WES, y fue priorizada para el ensayo funcional con 

medio condicionado. SEMA4D codifica la semaforina 4D (SEMA4D), miembro de la 

familia de proteínas semaforinas altamente conservadas. SEMA4D tiene funciones 

establecidas en la biología del cáncer (promueve el crecimiento neoplásico) y en la 

regulación del sistema inmunitario, pero pruebas recientes apuntan a funciones 

adicionales, entre ellas la remodelación ósea. Tanto su forma ligada a la membrana 

como su forma soluble se unen a receptores específicos, siendo la Plexina-B1 su 

principal receptor en las células no inmunitarias. En el campo del hueso, estudios in 

vitro y en animales han demostrado que Sema4d, que es producida y secretada por 

los osteoclastos, se une a Plexina-B1, que es ampliamente expresado por los 

osteoblastos. El complejo Sema4d-Plexina-B1 provoca una alteración en la 

diferenciación osteoblástica y la formación ósea al suprimir la señalización 

dependiente de IGF1. Negishi-Koga y colaboradores (44) generaron un modelo de 
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ratón KO Sema4d que presentaba una masa ósea elevada, una mayor resistencia 

a las fracturas, una mayor tasa de formación ósea y una actividad osteoclástica 

normal, lo que indicaba que el fenotipo osteoesclerótico se derivaba de una mayor 

formación ósea osteoblástica. Hallazgos similares tuvieron con un modelo de ratón 

KO Plexina-B1. En observaciones adicionales, encontraron que en células 

craneales cultivadas en condiciones osteogénicas, Sema4d suprimía la formación 

de nódulos óseos y los marcadores de formación ósea, incluyendo la fosfatasa 

alcalina, la osteocalcina y el colágeno tipo I (44). Otro estudio en el que los autores 

realizaron un metaanálisis de todo el genoma de 15 casos de osteoporosis y 14 

controles, en transcriptomas de células madre mesenquimales, evidenció una 

regulación positiva de ERBB2 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 2), un efector 

cascada abajo de la señalización SEMA4D/Plexina-B1 (352). En el ámbito clínico, 

se ha investigado la SEMA4D como biomarcador de la osteoporosis, pero las 

pruebas existentes sobre su utilidad son contradictorias. También se ha identificado 

una pérdida segmentaria del número de copias del SEMA4D en una parte 

considerable de los pacientes con displasia acetabular, pero no se han realizado 

análisis funcionales para explorar la posible causalidad. Esas evidencias, en 

conjunto, nos llevaron a pensar que una copia defectuosa de SEMA4D, podría 

conducir a un efecto dominante de formación ósea. Desafortunadamente, en 

nuestros ensayos funcionales con medio condicionado, no pudimos obtener 

resultados concluyentes para demostrar tal causalidad (44,353–356), quizá porque 

el efecto de la semaforina sobre los osteoblastos requiera también la participación 

de la región transmembrana de la proteína, no solamente la parte soluble, tal y como 

lo sugieren Negishi-Koga y colaboradores (44).   

Frente a esta última consideración y teniendo en cuenta el papel que cumple este 

gen en el hueso, valdría la pena realizar otro tipo de aproximaciones in vitro que 

impliquen, por ejemplo, co-cultivo de células tipo osteoblasto y tipo osteoclasto 

(estas últimas editadas genéticamente para generar la variante de SEMA4D 

implicada) y evaluar luego, mediante pruebas funcionales como tinción con rojo de 

alizarina y expresión de algunos biomarcadores tales como RUNX2, SP7, BGLAP, 

OPG si definitivamente la variante en cuestión afecta o no la osteoblastogénesis.  
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rs142274954: PTCH1, chr9:95478096C>T, p.(Asp436Asn). Significancia clínica: 

VUS/probablemente benigna. Esta variante solo la analizamos mediante 

aproximaciones in silico. PATCHED1, la proteína codificada por PTCH1, es un 

receptor transmembrana que actúa como principal represor de la señalización de 

hedgehog (Hh). La vía de señalización Hh, que también desempeña un papel clave 

en el desarrollo embrionario, el desarrollo de órganos y la proliferación celular, es 

un regulador positivo bien conocido de la formación ósea dependiente de Wnt. 

Estudios en animales han demostrado que las mutaciones LoF de Ptch1 están 

asociadas con una formación ósea acelerada y un aumento de la masa ósea. Esto 

es evidente en pacientes con síndrome de Gorlin, una enfermedad rara 

caracterizada por la predisposición al desarrollo neoplásico a una edad temprana, 

en particular carcinomas basocelulares, queratocistos odontogénicos de las 

mandíbulas y fosas palmares, entre otras anomalías, causada por mutaciones 

heterocigotas germinales tipo LoF de PTCH1. Ninguna de estas manifestaciones se 

observó en nuestros pacientes del caso familiar de displasia ósea esclerosante. 

Además, aunque la DMO no se ha caracterizado bien en pacientes con síndrome 

de Gorlin, un estudio indicó que era superior a la normal en los dos sujetos 

evaluados, aunque estos dos pacientes tenían una DMO mucho menor que la de 

los miembros afectos de nuestro caso familiar. Además, la variante p.(Asp436Asn) 

PTCH1 identificada, también se ha descrito en otros dos estudios, uno asociado a 

casos familiares de enfermedad de Hirschsprung (357) y otro a anomalías del 

desarrollo ocular (358), aunque no se demostró la causalidad de esta variante con 

estos trastornos, como tampoco se informaron hallazgos esqueléticos (359–361).  

Un posible ensayo para probar el efecto de esta mutación sería utilizando células 

tipo osteoblastos editadas para generar la variante implicada. En estas células se 

podría analizar la expresión de algunos genes diana de la vía de señalización Hh 

que están regulados al alza, tales como FOXA2 (Forkhead box A2), FOXC2 

(Forkhead box C2), FOXE1 (Forkhead box E1), CCND1 (Cyclin D1) mediante qPCR 

y compararlos con los niveles de expresión de los mismos genes en células wt, para 
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determinar si la variante ha tenido algún efecto en la función represora de PTCH1 

sobre la señalización Hh, infiriendo con ello si se ha afectado o no la 

osteoblastogénesis, puesto que se ha demostrado que la inhibición de la 

señalización Hh en osteoblastos maduros aumenta la osteoblastogénesis y, por 

tanto, la masa ósea (362–365). Además de estos ensayos, también se podrían 

realizar tinciones con rojo de alizarina y de Von Kossa con los osteoblastos mutados 

para analizar si la variante afecta o no la generación de osteoblastos maduros, así 

como se podría determinar la expresión de biomarcadores claves de la 

osteoblastogénesis tales como RUNX2, SP7, BGLAP, ALP en los osteoblastos 

mutados y compararlos con los wt.            

rs143056436: ADGRE5 chr9:14406924A>G, p.(Glu724Gly). Significancia clínica: 

VUS. Esta variante solo la analizamos mediante aproximaciones in silico. La 

proteína codificada por este gen es CD97, que pertenece a la familia EGF-seven-

span transmembrane (EGF-TM7) de receptores acoplados a proteínas G (GPCR). 

La mayoría de los datos disponibles sugieren que desempeña un papel en la 

adhesión celular, el reclutamiento y la migración de leucocitos, así como en las 

respuestas inmunitarias, dada su alta expresión en los sitios inflamatorios. Sin 

embargo, Won y colaboradores también exploraron su posible papel en la biología 

ósea mediante la investigación de un modelo de ratón CD97 KO, y descubrieron 

que la CD97 desempeñaba un papel importante en la osteoclastogénesis mediada 

por RANKL (366). Además, también observaron un aumento de la masa ósea en 

los ratones CD97 KO en comparación con los wt, que era secundario a la 

disminución de la actividad osteoclástica. A pesar de esta posible implicación en la 

alteración de la actividad osteoclástica, es poco probable que una sola copia 

defectuosa de CD97 sea la única responsable de los valores elevados de DMO 

observados en los afectados por la displasia ósea esclerosante. Sin embargo, es 

posible que haya contribuido a ello en cierta medida (367). Para probar esta 

contribución, podrían hacerse ensayos con células tipo osteoclastos editados para 

generar la variante de interés, y realizar pruebas funcionales tales como tinción 

TRAP, actividad colorimétrica TRAcP, así como determinación de biomarcadores 

osteoclásticos como TRAP, RANK y CTSK. Además, se podrían hacer también 
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pruebas de resorción para determinar número de pit y de trench con los osteoclastos 

mutados y compararlos con los wt para analizar si la variante estudiada afecta o no 

la osteoclastogénesis y la activación osteoclástica.    

rs79644111: PTK7 chr6:43142276C >T, p.(Thr675Met). Significancia clínica: VUS. 

Esta variante solo la analizamos mediante aproximaciones in silico. PTK7 codifica 

la proteína tirosina quinasa 7, un receptor transmembrana bien conservado entre 

distintas especies. No está claro las vías de señalización en las que participa PTK7, 

pero hay estudios que han mostrado que regula las vías de señalización Wnt. PTK7 

parece especialmente relevante en una vía de señalización Wnt no canónica 

implicada en la orientación celular y el cierre del tubo neural. Su participación en la 

señalización Wnt canónica es menos clara, aunque los estudios en animales indican 

que atenúa la expresión de β-catenina. Desde un punto de vista clínico, también se 

ha observado una desrregulación posnatal de la actividad de PTK7 en el cáncer y 

el desarrollo metastásico, aunque se desconoce su implicación mecánica (368). Las 

mutaciones en PTK7 también se han relacionado con defectos del tubo neural en 

humanos y, de forma interesante, con la escoliosis idiopática (IS), que suele 

aparecer durante la adolescencia y afecta con mucha más frecuencia a las niñas 

que a los niños (369). Los datos de la literatura sugieren que la mutación que se ha 

encontrado en PTK7 podría tener un papel en el desarrollo de la IS en uno de los 

afectados por la displasia ósea esclerosante, mientras que parece menos probable 

que influyera en el aumento de la DMO (370,371). Con todo, para probar si la 

variante encontrada en este gen está relacionada con el aumento en la DMO, 

podrían hacerse aproximaciones in vivo utilizando zebrafish como modelo, dado que 

en este organismo se podría analizar si la variante tiene alguna implicación en la 

formación del tubo neural analizando embriones mutados y, además, podrían 

usarse técnicas de imágenes 3D para analizar la microarquitectura y composición 

mineral del hueso de los organismos mutantes comparándolos con organismos wt, 

con el fin de establecer la relación o no de la variante con el fenotipo óseo 

observado.   
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Como hemos discutido, la mayoría de variantes presentadas en esta sección, 

requieren de validaciones funcionales mediante aproximaciones experimentales in 

vitro y/o in vivo (algunas de las cuales ya han sido sugeridas), para comprender 

completamente su contribución al trastorno esquelético correspondiente. Vale la 

pena decir aquí que los estudios funcionales son fundamentales para determinar el 

papel de una variante en un trastorno esquelético determinado, sin embargo, estos 

estudios requieren un diseño experimental riguroso y una ejecución temporal 

extensa y cuidadosa, que debe tener en cuenta problemáticas inherentes a las 

aproximaciones usadas, como por ejemplo, en nuestro caso, la estrecha ventana 

de tiempo con que se cuenta para la realización de ensayos con osteoclastos 

maduros, lo cual implica que experimentos con este tipo de células deban planearse 

muy bien y realizarse con especial cuidado, manteniendo condiciones óptimas de 

cultivo y diferenciación.  

3. Otros modelos celulares y animales para entender la 

EG y su fenotipo óseo 

En el conjunto de trastornos esqueléticos que analizamos en esta tesis, la EG1 hace 

parte de un conjunto de patologías que, sin ser clasificadas como trastornos 

esqueléticos, presentan un fenotipo óseo dentro del cuadro clínico que desarrollan. 

Como ya hemos presentado ampliamente en la introducción, las manifestaciones 

óseas en la EG1 van desde deformaciones en matraz de Erlenmeyer en huesos 

largos, hasta infartos óseos, osteoporosis y osteopenia.  

Para estudiar el fenotipo óseo de la EG1, generamos un modelo celular 

osteoblástico y osteoclástico, usando la herramienta de edición genética de 

CRISPR/Cas9 en líneas celulares de rata y de ratón (artículo 4 de este trabajo). 

Nuestros resultados apuntaron a que posiblemente hay un desbalance en el 

remodelado óseo que favorece la diferenciación y activación de osteoclastos, lo que 

lleva a un incremento en la resorción ósea (Tabla 7). Con todo, los modelos 

generados presentaron varias limitaciones, dentro de las cuales están, por ejemplo, 

el uso de líneas celulares transformadas que pueden tener una composición 
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genética alterada y la aproximación de monocultivo que impide replicar, en las 

condiciones de laboratorio, las interacciones célula-célula que se presentan en las 

condiciones fisiológicas in vivo. Además, en nuestros modelos no logramos 

observar acúmulo lisosomal con la aproximación que tuvimos mediante el uso de 

sondas como el Lysotracker green. Estos resultados deben ser complementados 

con ensayos adicionales de inmunomarcaje y western blot para analizar expresión 

de proteínas lisosomales tales como LAMP1, y con análisis de otros procesos 

celulares relacionados con el lisosoma, tales como la autofagia, evaluando la 

expresión de marcadores como LC3, para determinar si efectivamente en estas 

células editadas no hay acúmulo lisosomal o si, por el contrario, el proceso de 

generación de endosomas maduros y de lisosomas podría estar alterado debido a 

la patología misma, tal y como lo sugieren Panicker y colaboradores (372), quienes 

caracterizaron osteoblastos derivados de iPSC de pacientes Gaucher y observaron 

que los osteoblastos Gaucher tenían expresión disminuida de marcadores 

lisosmales como LAMP1, deterioro de la exocitosis lisosomal y, además, una 

alteración en la deposición de matriz ósea. 

Por lo comentado hasta aquí, en esta sección presentaremos brevemente otros 

modelos que se han desarrollado para dilucidar los mecanismos patofisiológicos 

que subyacen a la EG1. 

Los modelos que se han generado para estudiar las implicaciones esqueléticas en 

la EG1, pueden clasificarse según la aproximación utilizada, en dos grupos: in vitro 

e in vivo. Dentro de los modelos in vitro, están la utilización de líneas celulares 

inmortalizadas humanas o de ratón (como los modelos que presentamos en esta 

tesis) o la generación de células iPSC a partir de fibroblastos de pacientes.



 

208 
 

 DISCUSIÓN 

Tabla 7. Hipótesis planteadas para el desarrollo de esta tesis y resultados correspondientes obtenidos 

Hipótesis 
planteadas en esta 

tesis 

Principales hallazgos Consideraciones adicionales  Artículo 

El fenotipo óseo de la 
enfermedad de 
Gaucher tipo 1 (EG1) 
puede estar causado 
por un desbalance en 
el remodelado óseo, 
favoreciendo la 
activación de 
osteoclastos y, por 
tanto, la resorción 
ósea. 

En el contexto de nuestros 
modelos celulares, nuestros 
hallazgos apuntan a un defecto 
osteoclástico intrínseco en la EG1. 
Esto podría sugerir que los 
osteoclastos serían los principales 
impulsores de la patología ósea, 
junto con la alteración de la 
comunicación entre osteoblastos y 
osteoclastos. 

Nuestro modelo osteoblástico no presentó acúmulo 
lisosomal respecto de las células wt. Además, en los 
ensayos de mineralización, observamos un incremento en 
la misma en los modelos KO comparados con las células 
wt, lo cual es contradictorio con otros estudios reportados. 
Nuestro modelo osteoclástico no presentó diferencias 
significativas en el acúmulo lisosomal entre las células KO 
y las wt, sin embargo, las primeras mostraton una tendencia 
hacia el incremento del mismo.   

 Artículo 4 
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Dentro de los modelos in vivo están los modelos murinos generados. 

Los modelos de aproximaciones in vitro descritos hasta el momento, han utilizado 

herramientas como (a) la inhibición química de la enzima glucocerebrosidasa, (b) la 

edición genética con CRISPR/Cas9 para noquear el gen GBA1 o (c) la generación 

de iPSCs a partir de células de pacientes.    

a. Modelos celulares inducibles químicamente con CBE (condritol β-epóxido): 

la manera más simple de generar modelos celulares de la EG1 es mediante 

el tratamiento de las células con CBE, el cual inhibe la función de la enzima 

GBA1. Hay autores que han utilizado este inhibidor para tratar macrófagos 

con el fin de imitar las células Gaucher (373–375), o precursores de células 

óseas para estudiar la patofisiología ósea en la EG1 (376–379). 

b. Edición genética con CRISPR/Cas9: Pavan y colaboradores en el año 2020 

(380) generaron modelos celulares fiables, isogénicos y fáciles de manejar 

de la EG a partir de células comercialmente accesibles, para su uso en 

estudios de fisiopatología de la EG y cribados de fármacos de alto 

rendimiento. Aprovecharon la tecnología CRISPR/Cas9 para noquear el gen 

GBA1 en la línea celular monocítica humana THP-1 y en la línea celular de 

glioblastoma U87. Ambas líneas celulares editadas presentaron bajos niveles 

de expresión de la β-glucocerebrosidasa, menos del 1 % de actividad 

enzimática residual y una acumulación masiva de sustrato. En la 

caracterización del modelo KO generado en células THP-1, observaron un 

aumento en la liberación de citocinas proinflamatorias (interleucina-1β y 

factor de necrosis tumoral-α) y la activación de la osteoclastogénesis. 

Resultados adicionales mostraron que los monocitos editados tenían un 

mayor potencial osteoclastogénico, sugiriendo que existe una exacerbación 

de la osteoclastogénesis y, por tanto, de la resorción ósea, lo que podría 

explicar el fenotipo óseo en la EG1 (381). Otro modelo celular editado con 

CRISPR/Cas9 para noquear el gen GBA1 fue generado por Drews y 

colaboradores en el año 2019 (382). usando células HEK293T y células 

humanas de adenocarcinoma alveolar basal epitelia A549, con el fin de 
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estudiar el papel de la glucocerebrosidasa en la entrada a la célula e infección 

de la misma por parte del virus de la influenza. 

c. iPSCs: las iPSCs fueron generadas por primera vez por el grupo de 

Yamanaka (383) a partir de células humanas de adulto. Las iPSCs, igual que 

las células madre embrionarias humanas (hESCs), pueden diferenciarse a 

cualquier tipo celular para poder ser estudiadas. La ventaja de las iPSCs 

respecto de estas últimas es que minimizan considerablemente los aspectos 

éticos vinculados al uso de las hESCs y, por tanto, se han vuelto una 

herramienta muy útil como modelos para el estudio de muchas patologías. 

Para el caso de la EG, más de 15 estudios han utilizado esta aproximación. 

Por ejemplo, Messelodi y colaboradores en el año 2021 (384) generaron 

iPSCs de un donante sano y de un paciente con EG, para investigar los 

mecanismos biológicos que subyacen a la activación de los macrófagos en 

esta patología. Si bien las iPSCs de EG son capaces de dar lugar de manera 

eficiente a progenitores mieloides CD33+/CD45+, la maduración hacia el 

destino de monocitos/macrófagos CD14+/CD163+ resultó mejorada en las 

líneas de EG, que además mostraron un potencial de crecimiento disminuido 

en comparación con las células de control, tanto en cultivo semisólido como 

en líquido. El deterioro del crecimiento de las líneas con EG se asoció con 

una regulación incrementada de RIPK3 (receptor interacting serine/threonine 

kinase 3) y MLKL (mixed lineage kinase domain like pseudokinase), dos 

efectores claves de la necroptosis, la vía de muerte celular relacionada con 

la inflamación. En otro estudio (372), los investigadores examinaron la 

capacidad de iPSCs humanas derivadas de pacientes con EG de tipos 1, 2 y 

3 para diferenciarse en osteoblastos y llevar a cabo la formación ósea. La 

diferenciación a osteoblastos de las iPSCs con EG reveló que estas células 

presentaban defectos de desarrollo y anomalías lisosomales que interferían 

en el depósito de la matriz ósea. En comparación con los controles, los 

osteoblastos derivados de iPSCs con EG mostraron una expresión reducida 

de los marcadores de diferenciación osteoblástica, y el depósito de proteínas 

y minerales de la matriz ósea era defectuoso. Al mismo tiempo, la 
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señalización canónica Wnt/β catenina en los osteoblastos mutantes estaba 

regulada a la baja. Los osteoblastos con EG también presentaban defectos 

en su capacidad para llevar a cabo la exocitosis dependiente del Ca2+, una 

función lisosomal necesaria para el depósito de la matriz ósea. 

Los modelos de aproximaciones in vivo comprenden básicamente los modelos 

murinos generados, los cuales han utilizado estrategias como (a) inducción química 

o (b) modificaciones genéticas. 

a. Modelos inducibles químicamente: el primer intento de generar un modelo 

murino para el estudio de la EG1 fue mediante el uso del inhibidor CBE (385). 

En este estudio, se administraron diariamente inyecciones intraperitoneales 

de CBE durante tres semanas y se consiguieron ratones con más de un 90% 

de inhibición de la actividad Gba1 y con acumulación de glucocerebósidos 

en bazo, hígado y cerebro. Además, los efectos fueron revertidos cuando se 

interrumpía el tratamiento (386). 

b. Modelos con modificaciones genéticas: dentro de este grupo, encontramos 

(b.1) modelos que noquean el gen Gba1, (b.2) modelos que se basan en la 

generación de muatciones puntuales o (b.3) modelos condicionales. 

b.1 Modelos que noquean el gen Gba1: El primer modelo de la EG Gba1-/- se 

generó en el año 1992 (387). Se obtuvieron ratones que presentaban menos 

del 4% de actividad Gba1, respecto de los ratones wt. Tenían un fenotipo 

similar a la EG tipo 2 humana (388) y presentaban letalidad neonatal, debido 

a un defecto en la permeabilidad de la piel, que más tarde también se observó 

en pacientes con EG tipo 2 humana (389). Estos ratones se utilizaron para 

analizar algunos aspectos del compromiso neuronal de la EG (390). 

b.2 Modelos que se basan en la generación de mutaciones puntuales: la 

generación de modelos murinos con algunas de las mutaciones conocidas 

del gen Gba1 (391–393) permitieron estudiar más a fondo la EG, ya que la 

afectación que presentaban estos ratones mahyoritariamente era menor y no 

había tanta letalidad, con excepción de los ratones con la mutación puntual 
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N370S, los cuales morían a las 24 horas después del nacimiento, también 

por problemas cutáneos (393). 

b.3 Modelos condicionales: los modelos condicionales representaron un gran 

avance en la generación de modelos murinos con la EG, ya que 

recapitulaban los síntomas clínicos de la enfermedad de una forma mucho 

más rigurosa que los modelos anteriores. Se generaron mediante el sistema 

Cre-loxP y de esta manera se pudieron mantener los niveles de actividad 

Gba1 normales durante el desarrollo, con el fin de evitar desórdenes en la 

formación de la barrera de la piel. Se generaron modelos EG1 que 

permitieron evidenciar el compromiso óseo de esta patología (210,394,395) 

y también modelos neuronopáticos (396,397). 

 

Como se ha dicho, todos los modelos generados han servido para entender mejor 

algunos de los mecanismos fisiopatológicos que subyacen a la EG y, de acuerdo 

con nuestro interés particular, para dilucidar el compromiso molecular y celular de 

la EG1. Nuestro modelo generado con CRISPR/Cas9 nos ha ayudado a comprender 

los mecanismos celulares intrínsecos que podrían estar implicados en el fenotipo 

óseo de esta patología. Con todo, aproximaciones que permitan pasar del 

monocultivo a co-cultivos de células tipo osteoblasto y osteoclasto pueden ayudar 

a complementar los hallazgos que hemos tenido con nuestros modelos.  

 

4. Valoración global de los estudios realizados en esta 

tesis y perspectivas futuras 

Las displasias esqueléticas (DiE), son un grupo heterogéneo de enfermedades con 

una incidencia poco frecuente y diversas manifestaciones clínicas, que están 

asociadas a múltiples genes. El diagnóstico preciso de las DiE es difícil desde el 

punto de vista clínico y genético. El diagnóstico clínico de las DiE puede resultar 

difícil debido a su incidencia relativamente baja, como es el caso de la OI, por 

ejemplo (398). Además, los síntomas clínicos variables y no específicos de las DiE, 

especialmente los hallazgos radiológicos que requieren la interpretación de 
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expertos, constituyen otro factor que dificulta el diagnóstico clínico. Por otro lado, el 

diagnóstico y la caracterización molecular también son complejos porque las 

variantes de un gen pueden causar diferentes fenotipos, mientras que 

manifestaciones clínicas similares pueden ser el resultado de variantes de 

diferentes genes (399). 

Con todo, los avances de los últimos años en técnicas de secuenciación y 

procesamiento de datos han cambiado este panorama. Así, el uso cada vez más 

extendido de la NGS, tanto en el ámbito de la investigación como en el clínico, ha 

permitido desentrañar rápidamente la base genética de la gran mayoría de estos 

trastornos. En 2019 se había establecido la base genética de 425 de las 461 

displasias esqueléticas distintas; en 2006, las cifras eran de 215 de 372 trastornos 

(54). Esto ha dado lugar a un uso más sistemático de las pruebas genéticas en la 

investigación básica y el diagnóstico clínico, que se realiza normalmente mediante 

la aplicación de un panel de genes o mediante WES, y que tiene lugar en una fase 

temprana del proceso de evaluación de los pacientes; complementando además el 

fenotipado radiológico que ya se hace de rutina en muchos centros de salud (400). 

Parte de la naturaleza de los resultados de las pruebas genéticas es un grado de 

incertidumbre, puesto que los enfoques de pruebas de amplio alcance generan 

variantes de significado incierto (VUS) en múltiples genes, ninguno de los cuales es 

claramente patógeno basándose únicamente en la información genética.  

Por otro lado, los estudios GWAS nos han dado luces sobre las bases genéticas 

que pueden estar regulando la fisiología ósea en contextos patológicos como el de 

las DE. Sin embargo, la información sobre variantes genéticas que obtenemos 

mediante técnicas NGS o mediante GWAS, debe ser llevada al laboratorio de 

investigación y comprobada experimentalmente para validar si las variantes se 

relacionan o no con el fenotipo asociado. 

Estas validaciones funcionales, como hemos dicho, requieren un esfuerzo grande 

en tiempo y en la planeación, diseño y ejecución de los experimentos, lo cual supone 

un reto para los investigadores y, por extensión, para los clínicos y los pacientes 

que sufren las patologías que se estudian. Estos retos, antes que ser un obstáculo, 
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motivan a la realización de investigaciones y trabajos en colaboración para continuar 

ampliando nuestra comprensión de los mecanismos fisiopatológicos que subyacen 

a trastornos como las DiE.  

Esta motivación es la que nos ha impulsado también en el desarrollo de esta tesis 

doctoral, en la que hemos trabajado conjuntamente con investigadores del Hospital 

del Mar en la identificación de variantes en genes como COL1A2, TCIRG1, 

SEC24D, ANO5, LRP4, LMNA, PORCN, SEMA4D, TBX18, PTK7, ADGRE5, 

PTCH1 y en la que también hemos podido aproximarnos al estudio de los 

mecanismos celulares que causan el fenotipo óseo en la EG1, mediante el uso de 

técnicas como WES, panel de genes por captura dirigida, aproximaciones in silico 

e in vitro.  

Los estudios aquí realizados nos han permitido ampliar el conocimiento sobre las 

causas genéticas que regulan algunas DiE y sobre los procesos celulares que 

determinan el fenotipo óseo en la EG1, aunque algunos hallazgos que hemos tenido 

no han sido concluyentes y requieren de análisis posteriores que involucren, por 

ejemplo, aproximaciones ómicas como la transcriptómica, la proteómica, la 

metabolómica de tal manera que se puedan tener visiones de conjunto sobre los 

procesos biológicos que están presentes en las condiciones patológicas estudiadas. 

De igual forma, el uso de modelos animales tales como zebrafish y de modelos in 

vitro como co-cultivos celulares o generación y cultivo de organoides puede ayudar 

a superar algunos obstáculos que encontramos en la realización de los ensayos 

desarrollados en esta tesis con el fin de obtener, así, resultados concluyentes que 

permitan completar los hallazgos que hemos tenido en este trabajo.         
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Conclusiones de los estudios recogidos en el capítulo 1: 

• Identificamos variantes genéticas raras en genes previamente descritos 

como implicados en fenotipos óseos monogénicos, en mujeres 

posmenopáusicas de la cohorte BARCOS, divididas en dos grupos según 

valores extremos de DMO y LS-Z-score. 

• La variante rs72658176: COL1A2, p.(Gly751Ser) identificada en una mujer 

del grupo LZ, pone de relieve el solapamiento entre enfermedades 

monogénicas como la OI y enfermedades complejas como la OP, que 

pueden compartir su etiología genética. 

• No observamos un enriquecimiento de variantes raras de OI en el grupo con 

baja DMO y, salvo la variante patogénica en COL1A2, las variantes no 

pudieron asociarse claramente con el fenotipo de densidad ósea de estas 

mujeres, lo que sugiere que las variantes raras contribuyen en escasa 

medida a la OP posmenopáusica. 

• Identificamos la variante rs2519471462: PORCN, p.(Arg296Pro) en un 

paciente español caucásico de 29 años, con una displasia esquelética no 

diagnosticada asociada con baja masa ósea y varias fracturas por fragilidad 

a lo largo de su infancia y adolescencia. 

• A partir de los resultados WES y de la revisión de literatura concluimos que  

la FDH, generada principalmente por variantes genéticas en el gen PORCN, 

es probablemente una causa monogénica poco reconocida de LBM debida 

a una señalización defectuosa de la vía de Wnt. 

Conclusiones de los estudios recogidos en el capítulo 2: 

• De acuerdo con nuestro análisis in silico, ninguna de las variantes 

encontradas en un caso familiar de displasia ósea esclerosante 

(rs187085991: TBX18, p.(Arg349Gln); rs377565599: SEMA4D, 

p.(Val212Met); rs142274954: PTCH1, p.(Asp436Asn); rs143056436: 

ADGRE5, p.(Glu724Gly); rs79644111: PTK7, p.(Thr675Met)) genera una 

alteración en la estructura conformacional o la estabilidad de las proteínas 

implicadas. 
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• En nuestro sistema, la variante rs187085991: TBX18, p.(Arg349Gln) no 

afecta a la actividad de este factor de transcripción. 

• Nuestros ensayos de diferenciación osteoblástica para validar 

funcionalmente la variante rs377565599: SEMA4D, p.(Val212Met) no nos 

permitieron obtener resultados concluyentes, por lo que se requieren más 

experimentos para dilucidar su contribución al fenotipo óseo implicado. 

Conclusiones de los estudios recogidos en el capítulo 3: 

• En el contexto de nuestros modelos celulares, los osteoblastos Gba1-KO 

presentaron expresión disminuida de Opg y un incremento en la deposición 

de calcio. 

• Nuestros hallazgos apuntan a un defecto osteoclástico intrínseco en la EG 

evidenciado por el aumento de la expresión de Trap y Ctsk, así como de la 

actividad TRAcP en los osteoclastos Gba1-KO. Esto podría sugerir que los 

osteoclastos serían los principales responsables de la patología ósea, junto 

con una alteración en la comunicación entre osteoblastos y osteoclastos, lo 

que refuerza las múltiples evidencias obtenidas en diversos modelos in vitro 

e in vivo por otros autores. 
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