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Resumen

La picnodisostosis es un raro desorden del metabolismo éseo que se hereda en forma autosémica
recesiva. Se caracteriza por la presencia de talla baja, deformidades craneales, hipoplasia
clavicular y fragilidad 6sea. Radiolégicamente se presenta incremento en la densidad Osea,
osteoesclerosis y acro-osteolisis, sobre todo en falanges distales. Anélisis de ligamiento sugieren
que el gen relacionado con esta enfermedad se ubica en 1921 y codifica para una proteina con
actividad de cistein-proteasa lisosomal conocida como catepsina K. Esta juega un papel
importante en el metabolismo 0seo, particularmente en el proceso de resorcion. En el presente
trabajo se analizan clinicamente, radioldgicamente y desde el punto de vista molecular a un grupo
6 de pacientes mexicanos con ésta enfermedad, dos casos esporadicos y cuatro de presentacion
familiar (dos familias con dos casos cada una). En una de las dos familias analizadas el estudio
molecular revel6 la presencia de una transversion (G/T) en el exon 5, lo que ocasiona el
reemplazo de un residuo de Glycina por Arginina (GGT/CGT), (G146R) en la posicidn 146 de la
proteina catepsina K, los dos casos de esta familia que fueron analizados mostraron dicha

alteracion.
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Antecedentes

La picnodisostosis también conocida como enfermedad de Toulouse-Lautrec es una

osteocondrodisplasia poco comun que presenta un patron de herencia autosémico recesivo. La
primera descripcion clinica de esta entidad fue atribuida a Montanari en 1923, sin embargo, las
caracteristicas clinicas mas importantes fueron delineadas simultaneamente por Andrén et al y
por Maroteaux and Lamy et al en 1962, estos ultimos especularon que el reconocido pintor
francés Henri de Toulouse-Lautrec (Albi 1864/Malromé, Burdeos 1901), sufria de esta
enfermedad (1-4). Incluso, el término de picnodisostosis con el cual se conoce a esta enfermedad,
fue acufiado por Maroteaux y Lamy, y deriva de la palabra griega “pyknos,” que significa denso
y la palabra compuesta “disostosis” que significa formacién anormal de hueso, de tal forma que
el nombre hace alusion al aumento en la densidad aumentada del hueso, que caracteriza a esta
rara entidad clinica. Las fotografias 1-4 corresponden a imagenes del pintor en diferentes
momentos de su vida, en ellas se aprecia como discretamente sus rasgos faciales van
modificandose a través del tiempo, en la fotografia 4 empieza a ser mas evidente el
engrosamiento de los labios, mientras que en las fotografias 5-7 son mucho mas evidentes otras
caracteristicas fenotipicas presenten en la enfermedad. Los cuadros 1 y 2 que corresponden a
pinturas de la época, el primero es de Tolouse Lautrec a los 19 afios, realizado por el pintor René
Princetau y el segundo a un fragmento de la parodia del cuadro “El Bosque Sagrado” pintado
por Lautrec en 1884, con autorretrato del pintor de espaldas en donde destaca su corta estatura y

la deformidad de su cuerpo (3,5).
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Fotografia 1 Fotografia 2 Fotografia 3

Imégenes del pintor en diferentes momentos de su vida.

Fotografia 5 Fotografia 6
En una de sus clasicas fotografias De perfil, se puede apreciar la hipoplasia
pueden observarse su corta estatura asi como mandibular.

los hombros caidos, debido posiblemente a
alteraciones claviculares.

Fotografia 4

Fotografia 7

En esta fotografia de frente

Se observan los labios gruesos
e hipoplasia del mentén.
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Cuadro 1 Cuadro 2
Retrato de Toulouse Lautrec a los 19 afios. Fragmento de la parodia del cuadro
Realizado por René Princetau del cuadro “El Bosque Sagrado” pintado por

Lautrec en 1884, con autorretrato del pintor, de
espaldas en donde destaca su corta estatura y la
deformidad de su cuerpo.

Este desorden ha sido reportado en pacientes de diferentes grupos étnicos y con frecuencia se
documenta la consanguinidad (méas del 30% de los casos), no obstante, hasta la fecha no ha sido
posible establecer la frecuencia aproximada con la cual se presenta esta enfermedad, sin embargo,
ha sido informada a través de diversos reportes de casos en poblaciones de todo tipo (&rabes,

japoneses, portugueses, mexicanos, etc.) (7-9).

El espectro fenotipico de esta entidad es amplio pero también muy caracteristico e incluye; talla
baja, hipoplasia clavicular y deformidades craneales secundarias al retardo o ausencia en el cierre
de las suturas craneales. Algunas veces se observa nariz prominente, microretrognatia y
anormalidades dentales que incluyen; retardo en la erupcién dental, anodoncia parcial e
infecciones periodontales frecuentes. Se aprecia también aumento en la densidad y fragilidad
6sea, lo que favorece la presencia de fracturas ain ante traumatismos muy leves, clasicamente se
presenta acro-osteolisis de falanges distales. En algunos casos se ha observado retraso en el

cierre de suturas craneales sobre todo las suturas lambdoidea y sagital, pérdida del angulo
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mandibular e hipoplasia clavicular. Esporadicamente algunos pacientes han presentado
caracteristicas poco comunes como son; defectos en la secrecién de hormona del crecimiento,
craneosinostosis, artritis erosiva, osteomielitis mandibular, pseudoartrosis clavicular,
espondildlisis, anemia y quiste porencefalico (10-22). Estas caracteristicas clinicas se resumen

por sistemas en la tabla 1.
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Tabla 1. — Caracteristicas fenotipicas de la picnodisosotosis (10-22)

I.- Sistema musculo-esquelético Talla baja.

Hipoplasia clavicular, incluso ausencia de su
extremo acromial.

Aumento en la densidad y fragilidad 6sea.
Fracturas recurrentes.

Acro-osteolisis de falanges distales.

I1.- Estructuras craneo-faciales Retraso en el cierre de suturas craneales.

Nariz prominente.

Hipoplasia mandibular, microretrognatia.
Proptosis ocular.

Pérdida del angulo mandibular.

Osteomielitis mandibular.

Retardo en la erupcién dental.

Anodoncia parcial e infecciones periodontales
frecuentes.

111.-Otras alteraciones Displasia ungueal.
Artritis erosiva.
Osteomielitis mandibular.
Pseudoartrosis clavicular.
Espondildlisis.

IV.- Asociaciones esporadicas Defectos en la secrecion de hormona del
crecimiento.

Craneosinostosis.

Anemia.

Quiste porencefalico.

Caracteristicas radiologicas

En esta enfermedad, en el examen radiolégico se observa una clara osteoesclerosis generalizada
similar a la observada en la osteopetrosis, sin embargo, en la picnodisostosis el canal medular
permanece permeable y puede visualizarse en practicamente todos los pacientes, no asi en la
osteopetrosis. Pueden apreciarse claviculas delgadas y con hipoplasia en sus terminaciones
externas, en ocasiones incluso con ausencia de su extremo acromial. En algunas ocasiones existe
aplasia de los arcos costales, en la columna pueden ocurrir espondilolistesis en la region

lumbosacra asi como defectos en la segmentacion atloaxoidea. EI modelado de los huesos largos
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es andmalo debido al adelgazamiento de las corticales, las fracturas ocurren sobre todo en la
adolescencia y en la vida adulta, suelen ser recurrentes y en los adultos mayores son
generalmente mas graves. La acrosteolisis de falanges distales de manos y pies es una
caracteristica radioldgica de la enfermedad. En el craneo la imagen radioldgica clasica da la
impresidn de antifaz, debido a la esclerosis que pueden presentar los huesos propios de la nariz y
la falta de neumatizacion de los senos paranasales. Las fontanelas permanecen abiertas y pueden

presentarse defecto del hueso hioides (10, 21, 23, 24).

Alteraciones ultraestructurales

El analisis del tejido 0seo de estos pacientes demuestra una estructura trabecular anormal y
desordenada con poco alineamiento de los cristales de mineral en el eje longitudinal de las fibras
de colageno. Es el exceso en la trabeculacion del espacio medular lo que ocasiona una pobre
respuesta a las demandas biomecénicas que se ejercen sobre el hueso, ocasionando asi la
caracteristica fragilidad 6sea, lo que se traduce en una incidencia mayor de fracturas. Las
corticales suelen estar engrosadas, con franjas de matriz desmineralizada en la superficie del
hueso, debido al déficit de la protedlisis. Los osteoclastos se muestran defectuosos con grandes
vacuolas de colageno que no es digerido debido a que la proteina involucrada en la fisiopatologia
de la enfermedad (catepsina K) no ejerce su funcion. Mediante microscopia electronica se pueden
observar las particulas minerales aumentadas y mal alineadas debido a una mala orientacion de

las fibras de colageno (25).
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Cambios bioquimicos

Los pacientes con esta enfermedad suelen presentar concentraciones disminuidas del telopéptido
carboxilo terminal del colageno I, esto se debe a la imposibilidad de hidrolizar el colageno 1. La
fosfatasa acida tartrato resistente y las concentraciones de propéptido C-terminal del colageno |

asi como la osteocalcina suelen ser normales (26).

Aspectos genéticos

Esta enfermedad presenta una forma de herencia autosdmica recesiva y aproximadamente en el
30% de los casos se ha documentado consanguinidad. Gracias a estudios de analisis de
ligamiento de dos casos familiares uno de origen arabe en el cual se documentaron 11
matrimonios consanguineos en el arbol genealdgico y el otro de pacientes mexicanos, con 4
matrimonios consanguineos detectados en el analisis familiar se localizé en el genoma humano al
gen relacionado con esta enfermedad (27, 28). Este gen se conoce como gen CTSK, se ubica en
los brazos largos del cromosoma 1 (1g21), tiene 7 exones y se expande sobre una region del2 kb.
El coddn correspondiente a la metionina que marca el sitio de inicio de transcripcion se ubica en
el exon 2 mientras que el de término se localiza en el exon 7. El gen produce un transcrito de 1.7-
kb y su cDNA predice una proteina de 314 residuos de aminoacidos, incluye una pre region de 15
aminodacidos, una pro region de 99 y un péptido maduro de 215 residuos en la forma activa de la
enzima, en la figura 1 se representa la estructura y organizacion del gen y en la tabla 2 se presenta
la secuencia de sus exones. Su producto cuenta con dos sitios potenciales de N-glicosilacién, uno
en la preregién (Asn88p) y otro mas en la enzima madura (Asn99), el segmento N-terminal de la
pre region consiste en tres a-hélices y la pro region participa en los contactos Van der Waals de la

enzima, cabe mencionar que la preprocatepsina guarda una homologia de mas del 50% con las
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catepsinas humana “S” (CTSS) y la catepsina “L” (CTSL) (29-31).

CTSK

— o
= =%
el —

Gene CTSK |Variant1

DNA: |12.12Kb NT 032962
MRNA : | 1702 bp NM 000396
CDS: | 990 bp NP_000387

ATG TGA

1 2 3 4 5 6 I 8

pre  pro maduro

1 16 115 329

Figura 1.- Organizacién del gen CTSK y su producto.
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Tabla 2.- Secuencia de exones e intrones del gen CTSK

EXON1 123 bp
agatattgaggtcttgttatttgccaccaaagacagtcttgtgagactaaatagctagtaattcectaccetggeacacatgetgeatacacacagaaacactgcaaatceactgectectteectecteectacecttecttctctcageatttctatcecege
ctectectettacce
AAATTTTCCAGCCGATCACTGGAGCTGACTTCCGCAATCCCGATGGAATAAATCTAGCACCCCTGATGGTGTGCCCACACTTTGCTGCCGAAACGAAG
CCAGACAACAGATTTCCATCAGCAG
gtaacgtttgcaacttcctagatcttttagcttttcattectgtcaattctctgagtattagggatgtagtgacttgaggatcacaataaacttttagectctgcagatgaaaacagagatgeacttcttaggtcattcectggctaaataaaatctgectggaaate
tgtagaattcct

EXON 2 121 bp
ccecctagatcaaagtccttggaaccagatgtaccageatectatctaaacacaggeccctcctgactatcattgttttatcacccttttteegtetacctttctettectcataaagectagttttectctgtttcectgecaaatggaagagtttteectaactaca
ttcttctgcag
GATGTGGGGGCTCAAGGTTCTGCTGCTACCTGTGGTGAGCTTTGCTCTGTACCCTGAGGAGATACTGGACACCCACTGGGAGCTATGGAAGA
AGACCCACAGGAAGCAATATAACAACAAG
gtgcctggggtectggagggggeatggeaggaaggetgagacctgagetcteteatcttagettccagactcecttcttcaatccaaatgctttattccaagcaaatcagteectetteectaactcatgttaacatacggtttteattectatgettcaaatca
tectetgtcaaactg

EXON 3 123 bp
tttgtgttgtatttgtttacatattatctcttcttgcaggcetcttaattecatggttagttceccaactaaactgtaaacttttatgattgtgagtttcctttattctectaaaacccttcacaatattacatatgtaactgtagacagtctatacaagtactgactatgetttgt
ttag
GTGGATGAAATCTCTCGGCGTTTAATTTGGGAAAAAAACCTGAAGTATATTTCCATCCATAACCTTGAGGCTTCTCTTGGTGTCCATACATAT
GAACTGGCTATGAACCACCTGGGGGACATG
gcaagtatagcttcagetectgteccacctgeaccatttgetttagtteectgetgatgectggectctttettetttgtettagaccagtgaagaggtggttcagaagatgactggactcaaagtaccectgtceteattcecgeagtaatgacaccctttatate
ccagaatgggaagg

EXON 4 156 bp
gggaaaaaaacctgaagtatatttccatccataaccttgaggcttctettggtgtecatacatatgaactggetatgaaccacctgggggacatggeaagtatagettcagetectgteccacctgeaccatttgetttagttecctgetgatgectggectet
ttcttctttgtcttag
ACCAGTGAAGAGGTGGTTCAGAAGATGACTGGACTCAAAGTACCCCTGTCTCATTCCCGCAGTAATGACACCCTTTATATCCCAGAATGGGA
AGGTAGAGCCCCAGACTCTGTCGACTATCGAAAGAAAGGATATGTTACTCCTGTCAAAAATCAG
gtactctectttcttctgggtgtgeatatgtaatctggeatgaccttttectttttetgetgetttgttcttgaggtgaaagggeaccaggaaaagagggeaaggaattaaggtacatcteeccatteecattetgttatttaacctcatttgtttetgtacatttgggtt
gtttctggt

EXON5 219 bp
tagcaaaaatcaatagcagtagaacagtgcaacagatattaagcggaagaggaagactcacaacaatgacaacatttgtgctgaaatttttagaacacatggaatttcttcaggcaggtagagagaagatatagaaaatgtaaacagcaaagattgata
gtttctctgtatgectttcag
GGTCAGTGTGGTTCCTGTTGGGCTTTTAGCTCTGTGGGTGCCCTGGAGGGCCAACTCAAGAAGAAAACTGGCAAACTCTTAAATCTGAGTCC
CCAGAACCTAGTGGATTGTGTGTCTGAGAATGATGGCTGTGGAGGGGGCTACATGACCAATGCCTTCCAATATGTGCAGAAGAACCGGGGTA
TTGACTCTGAAGATGCCTACCCATATGTGGGACAG
gtgagattgctccacacaattatacagetetgttggetcctectteeccageatgatgttttgtactggaaacaattccagaaatactgttttctgttatcctatcetgetttcttgatggaataatttcccacagaaggccaagaagatttccacaatctggggga
atttagggagctt

EXON 6 166 bp
aaggcgggaatcctcttttcatattegtttttctgaggaagaacagaccetcetctagaaaccctagactgcetgectctgttagttcactggeatcactcaaaatattggttgagtttcttactcactgactcattgectattgetttgtectagtectattacaatctty
tttcttccag
GAAGAGAGTTGTATGTACAACCCAACAGGCAAGGCAGCTAAATGCAGAGGGTACAGAGAGATCCCCGAGGGGAATGAGAAAGCCCTGAAGA
GGGCAGTGGCCCGAGTGGGACCTGTCTCTGTGGCCATTGATGCAAGCCTGACCTCCTTCCAGTTTTACACAAAG
gtaagaagctgctgatcctatacagcactgtcttttatgatacaaacttgatggtttctcgaaggaccttgggtattttcagtacttagtttitgtattcacatggaggtggccagagagaaattaacaactgetgcagtatggageageatctctgtggtaaac
cctectgacacggat

EXON 7 106 bp
ttttgtattcacatggaggtggccagagagaaattaacaactgetgeagtatggageageatctetgtggtaaaccetectgacacggatggaattcttcaaacagtctectagactgggagatcecacagggtgaccettggattgeatagagecteac
gctggtagtttgtattctag
GTGTGTATTATGATGAAAGCTGCAATAGCGATAATCTGAACCATGCAGTTTTGGCAGTGGGATATGGAATCCAGAAGGGAAACAAGCACTGG
ATAATTAAAAACAG

gtaatgatgggaacactacttttgttattcagtcacccttttaacactcaacctcacctccagetteecgatattectttctctgtcecaaatcaag ttatctcagagttcteacttctatcttetcagtcagaggcetcttaattctcagtctgacacttaatg

gccagtgtgt

EXON 8 688 bp
ccctectttgatacctacagtattatgecttcteectatttcttgactttaaactctttaaagttaaaaaacatcatattcatttttgtgtaccatcagtacctcgeacaatactcagtaaatattttaatgaataaataaactgagagtactaagtatttttcttgattggte
ttacag
CTGGGGAGAAAACTGGGGAAACAAAGGATATATCCTCATGGCTCGAAATAAGAACAACGCCTGTGGCATTGCCAACCTGGCCAGCTTCCCCA
AGATGTGACTCCAGCCAGCCAAATCCATCCTGCTCTTCCATTTCTTCCACGATGGTGCAGTGTAACGATGCACTTTGGAAGGGAGTTGGTGTGCTATTT
TTGAAGCAGATGTGGTGATACTGAGATTGTCTGTTCAGTTTCCCCATTTGTTTGTGCTTCAAATGATCCTTCCTACTTTGCTTCTCTCCACCCATGACCTT
TTTCACTGTGGCCATCAGGACTTTCCCTGACAGCTGTGTACTCTTAGGCTAAGAGATGTGACTACAGCCTGCCCCTGACTGTGTTGTCCCAGGGCTGAT
GCTGTACAGGTACAGGCTGGAGATTTTCACATAGGTTAGATTCTCATTCACGGGACTAGTTAGCTTTAAGCACCCTAGAGGACTAGGGTAATCTGACT
TCTCACTTCCTAAGTTCCCTTCTATATCCTCAAGGTAGAAATGTCTATGTTTTCTACTCCAATTCATAAATCTATTCATAAGTCTTTGGTACAAGTTTAC

ATGATAAAAAG
AAATGTGATTTGTCTTCCCTTCTTTGCACTTTTGAAATAAAGTATTTATCTCCTGTCTACAGTTTAATAAATAGCATCTAGTACACAT
teattttgtgttggatactgtgttaggtgctggagg gatgaatagaacatcttctatgtacttgatgcgetcacagtctggttgtagagactgtcacataaacatttcatcecaattcatttatttgttcattccttcagecaatatatattgagttcttactct

gtgccaaga
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Mutaciones en el gen CTSK y Picnodisostosis

En cuanto a las mutaciones reportadas en este gen, se ha observado que son predominantemente
de tipo puntual, se distribuyen a lo largo del gen y aparentemente no existen puntos de mayor
susceptibilidad. En la tabla 3 se muestran los resultados de un trabajo de revision reciente de
Yang Xue y colaboradores sobre de picnodisostosis, a la fecha no se ha establecido una
correlacién genotipo-fenotipo y en la figura 4 se presentan las mutaciones caracterizadas en el
gen CTSK en pacientes con picnodisostosis, esto de acuerdo a la revision publicada
recientemente por Yang Xue et al., y en la figura se aprecia la clasificacion de estas mutaciones

de acuerdo a su efecto asi como su ubicacién en el producto del gen (32-38).
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Tabla 3.- Mutationes caracterizadas en el gen CTSK como causa de picnodisostosis.
Tomada de: Clinical and animal research findings in pycnosysostosis and gene mutations of cathepsin K from 1996 to 2011. Yang Xue et al. Orphanet Journal of Rare Diseases. 2011, 6:20.
http://www.ojrd.com/content/6/1/20.

Location in DNAsequence

Missense
Exon 2
Exon 2
Exon 3
Exon 3
Exon 3
Exon 5
Exon 5
Exon 5
Exon 5
Exon 5
Exon 6
Exon 6
Exon 6
Exon 6
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 8
Exon 8
Exon 8
Exon 8
Exon 8
Exon 8

Nonsense
Exon 3
Exon 5
Exon 6

Frameshifts (duplication)
Exon 2
Exon 4

Frameshifts (deletion)
Exon 3
Exon 5

Splicing
Intron2
Exon 7

Stop codon
Exon 8

Genomic DNA sequence variants

9.1551T > C
9.1557T>C
0.2128C>T
0.2227G > A
0.2228G > A
0.4120C>T
0.4134G > C
0.4192A > G
0.4258A>C
0.4278G > A
0.8644A > G
0.8737G> A
9.8755T > C
0.8758A > G
0.9109C>T
0.9109C > A
99171T>C
0.9186G > A
0.11474T > C
0.11479G > C
0.11482C > G
.11501G > A
0.11503G > T

0.2146A> T
0.4266C>T
0.8730C>T

0.1591-1592
0.2359

0.2230delG
0.4124delT

92112G > A
0.9169G > A

0.11538A> G

Coding DNA sequence
variants

c20T>C
c.26T>C
cl136C>T
c.235G > A
c.236G> A
c422C>T
c436G>C
C.494A>G
c.560A>C
c.580G > A
C.635A>G
c.728G> A
c.746T>C
C.749A> G
c.830C>Tp.
c.830C> A
c.892T>C
c.908G > A
c.926T>C
c931G>C
€934C>G
c.953G> A
c.955G>T

C.154A>T
c.568C>T
c.721C>T

dupGA c.60_61dupGA
dupA c.282dupA

¢.238delG
c.426delT

c121-1G>A
€.890G > A; 785_890del

C.990A>G

Effect on aminoacid Location in protein sequence

p.Leu7Pro
p.Leu9Pro
p.Argd6Trp
p.Gly79Arg
p.Gly79Glu
p.Alal41l Val
p.Glyl46Arg
p.GIn165Arg
p.GIn187Pro
p.Gly194Ser
p.Tyr212Cys
p.Gly243Glu
p.11e249Thr
p.Asp250Gly
Ala277Val
p.Ala277Glu
p.Trp298Arg
p.Gly303Glu
p.Leu309Pro
p.Ala311Pro
p.Arg312Gly
p.Cys318Tyr
p.Gly319Cys

p.Lys52X
p.GIn190X
p.Arg241X

p.lle21ArgfsX29
p.Val95SerfsX9

p.Asp80ThrfsX2
pPhel42LeufsX19

p.del41Val-81Met
p.Gly262AlafsX70

p.X330TrpextX19

Pre

Pre

Pro

Pro

Pro

Mature
Mature
Mature
Mature
Mature
Mature
Mature
Mature
Mature
Mature
Mature
Mature
Mature
Mature
Mature
Mature
Mature
Mature

Pro
Mature
Mature

Pro
Pro

Pro
Mature

Pro
Mature

Mature

First description

Donnarumma, et al.,2007
Nishi, et al., 1999
Schilling, et al., 2007
Fratzl-Zelman, et al.,2004
Hou, etal., 1999
Chavassieux, et al.,2008
Gelb, et al., 1996
Donnarumma, et al.,2007
Li, et al., 2009
Donnarumma, et al.,2007
Hou, etal., 1999

Khan et al., 2010
Donnarumma, et al.,2007
Donnarumma, et al.,2007
Gelb, et al., 1998

Hou, etal., 1999

Nishi, et al., 1999
Toral-Lopez et al.,2010
Haagerup, et al.,2000
Nishi, et al., 1999

Hou, etal., 1999

Bertola et al., 2010
Donnarumma, et al.,2007

Hou, etal., 1999
Hou, et al., 1999
Gelb, et al., 1996

Donnarumma, et al.,2007
Donnarumma, et al.,2007

Fratzl-Zelman, et al.,2004
Fujita, et al., 2000

Haagerup, et al.,2000
Donnarumma, et al.2007

Gelb. et.al., 1996



http://www.ojrd.com/content/6/1/20.
http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

15

2.8644A>G

2.8737G>A

2.8755T>C
2.8758A>G 2.9186G>A
£.9109C>T

£.9109C>A

2.4120C>T
2.4134G>C
2.4192A>G
2.4258A>C
2.4278G>A

2.11474T>C
2.11479G>C
£.11482C>G
2.11501G>A
2.11503 G>T
TGA

2.1557T>C
2.2128C>T

2.2227G>A
2.2228G>A

2.1551T>C

ATG
%]

Genomic DNA

/

///

2i2112 G>A
N £.2359dupA P
£.1591_1592dupGA  2:2230delG g-412“‘delT //
221 ; /
7
7
Pro Mature /'/
Amino-Acids 2 | I |
A :_‘
116 115 329
Termination codon _
o 3.03%
14 | Splicing 6.06% — —__ T -
w 12 L Nonsense 9.09% ————~ e
5}
E 10 Frame-shift 12.12% ~__ \\
|
E st .
< < Missense 69.70% /
B~ 6 N y
4 N
27 H H C The t f ted mutati f CTSK
-] 'pe of reporte mutations o L
o el St=l=rSINT] ST TS P P
S O BEA NN NS NEND ) = D5k S = s S 2 O v D
= a2 T = = = — —_— = s s T
BN e S EEr H A RS CTOEO RO 0asTe T N
= BESF R ‘-Ev&ﬁ@m‘gmﬁ‘;‘”@%%&l\c\go_ﬂfa =1 Preregloné.OG/ol
LR LSO nE A S sn Y T aasSQa s oo a e 3 = =
QR ST SRS S EE0 s E A2 s SEE S0 R B ™
=2 SEZTQUTO OF OTZ2gdSr0a=<0C Proregion 24.24% A\
2 =T R @ — A < 3
== D=ZF- N - \
) = = o = >~
= [ A o -
= « ==
&) %: c  Mature domai.u/
3*
69.70%
B ) . . . D
Mutations in amino-acids Distribution of reported mutations of C75K

Figura 4 .- Mutationes caracterizadas en el gen CTSK como causa de picnodisostosis, con relacion al tipo de cambio y la regidn correspondiente en el producto génico.

Tomada de: Clinical and animal research findings in pycnosysostosis and gene mutations of cathepsin K from 1996 to 2011. Yang Xue et al. Orphanet Journal of Rare Diseases. 2011, 6:20.
http://www.ojrd.com/content/6/1/20.

Figure 1 Reported mutations of CTSK. (A) Distribution of the CTSK gene and polypeptide mutations. The genomic structure of the CTSK gene with 8 exons (purple boxes numbered 1-8) is shown in the
top half. The bottom half illustrates the schematic representation of the polypeptide comprising a 15-amino acid preregion (yellow box), a 99-residue proregion (light blue boxes), and a 215-amino acid
mature domain (orange boxes). A total of 23 missense mutations (black type) are represented at the top of the gene diagram, while frame-shift mutations (red type), nonsense mutations (light green type),
splicing mutations (blue type), and termination codon mutations (yellow type) are at the bottom. (B) Frequency of different mutations. The height of each bar represents the number of afflicted families.
#: Both mutations in the Glu70 residue. Both mutations in the Ala277 residue. (C) The type of reported CTSK mutations. The mutations reported in pycnodysostosis patients consist of 23 missense
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mutations, 4 frame-shift mutations, 3 nonsense mutations, 2 splicing mutations, and 1 termination codon mutation. (D) Distribution of reported CTSK mutations. A total of 69.70% of the mutations
occurred in the mature domain, 24.24% in the proregion, and 6.06% in the preregion.
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Catepsina K

La catepsina K es una proteina de tipo enzimatico que presenta actividad de cistein-proteasa
lisosomal y participa en procesos de activacion de proenzimas a enzimas maduras, presentacion
de antigenos, maduracion hormonal, pero sobre todo juega un papel importante en la resorcion y
remodelamiento 6seo. Su RNAmM se ha detectado en osteoclastos y osteoclastomas, siendo su
expresion muy baja en corazon, pulmén, masculo esquelético, colon, ovario y placenta. Es
importante mencionar que en condiciones normales en el tejido 6seo ocurren ciclos de
remodelado, debido a la constante interaccion entre osteoblastos y osteoclastos, los primeros
producen una nueva matriz 6sea mientras que segundos la reabsorben. Sabemos que las cisteina
proteasas y mas especificamente, la catepsina K interviene en la degradacién de la matriz
proteica, ya que digiere las proteinas colagenas, las cuales representan hasta el 90% de los
componentes de la matriz del hueso. La figura 5 muestra la estructura tridimensional de la

proteina y su secuencia de aminoacidos (39-44).

10-70 LYPEEILDTH WELWKKTHREK QYNNEKVDEIS RRLIWEKNLK YISIHNLEAS LGVHTYELAM NHLGDMTSEE
71-140 VVQKMTGLKV PLSHSRSNDT LYIPEWEGRA PDSVDYRKKG YVTPVENQGQ CGSCWAFSSV GALEGQLKKK
141-210 TGKLLNLSPQ NLVDCVSEND GCGGGYMTNA FQYVQKNRGI DSEDAYPYVG QEESCMYNPT GKAAKCRGYR
211-280 EIPEGNEKAL KRAVARVGPV SVAIDASLTS FQFYSKGVYY DESCNSDNLN HAVLAVGYGI QKGNKHWITK
281-314 NSWGENWGNK GYILMARNKN NACGIANLAS FPEKM

Figura 5 muestra la estructura tridimensional de la proteina y su secuencia de aminoacidos.
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Justificacion

La picnodisostosis es una displasia dsea relativamente comin, que representa uno de los motivos
de atencioén en el area de traumatologia debido a la ocurrencia de fracturas. Su manejo suele ser
diferente al manejo tradicional debido a las particularidades ortopédicas de la enfermedad. Pocos
casos se han estudiado en nuestro pais desde el punto de vista molecular, por lo que

desconocemos si en nuestra poblacion existe un patron de mutaciones caracteristico.

Pregunta de investigacion
Analizar la secuencia del gen CTSK en 6 pacientes con diagnostico clinico y radioldgico

compatible con picnodisostosis.

Objetivo
Conocer la secuencia de pares de bases del gen CTSK que presentan 6 pacientes con diagndstico
clinico y radiolégico de picnodisostosis, esto con el fin de identificar el defecto molecular en

cada caso.

Tipo de investigacion

Descriptiva

Hipdtesis
La secuencia del gen CTSK en los pacientes con picnodisostosis es diferente (presenta
mutaciones) en comparacion con los individuos que no presentan la enfermedad (controles

sanos).
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Procedimiento

Captacion de los casos:

Los pacientes se captaron en los Servicios de Genética del Instituto Nacional de Ortopedia y del
Hospital General de México y se les invitd a participar en el estudio mediante un formato de
consentimiento informado. En todos los participantes se elabord una historia clinica detallada, en
la que se incluyeron un interrogatorio intencionado con relacion a los antecedentes
heredofamiliares de la entidad asi como de la sintomatologia propia de éste desorden. Se realizd
un examen clinico detallado con el fin de documentar el mayor nimero de datos clinicos
caracteristicos de la enfermedad. En todos los participantes se efectud un estudio radiolégico y en
una de las familias fue posible la evaluacion de la densidad mineral 6sea mediante densitometria

de cadera y columna vertebral, en todos los participantes se efectu6 ademas un analisis auditivo.

Posteriormente, se procedio a la obtencién de 6-8ml de sangre venosa periférica con el fin de
obtener una muestra de ADN gendmico de cada uno de ellos para la realizacion del estudio

molecular.

Estudio molecular

El ADN se extrajo de leucocitos de sangre periférica conforme a procedimientos estandar y
después mediante PCR convencional se amplificaron los 7 exones del gen CTSK (2-8)
empleando para este fin oligonucleétidos especificos. Cada reaccion de amplificacion de PCR de
50 ul contenia lo siguiente; buffer 1X, 100-200 ng de DNA gendmico, 0,2 mM de cada dNTP, 2U

de Taq polimerasa, 1 mM de oligonucledtidos (directo e reverso) y entre 1-3 mM de MgCI2.
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Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa 1.5% y las bandas obtenidas se
purificaron con la ayuda del kit Qiaex Il (Qiagen) y finalmente, el analisis de las secuencias se
realizd empleando el kit BigDye Terminator (Applied Biosysems) con un 10 ng de plantilla de
ADN en cada reaccion. Los productos finales fueron analizados por secuenciacion en un
analizado genético automatizado ABI Prism 310 (Applied Biosysems), siempre en cada

procedimiento se incluy6 un control negativo.
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Resultados

Presentacion de los casos

Se trata de un grupo de 6 pacientes mestizos mexicanos, de quienes se obtuvo el consentimiento
informado para su participacion. Las edades de los pacientes oscilaron entre 8 a 53 afios e
incluyeron 2 casos de presentacion esporadica (pacientes 1 y 2) y cuatro casos de presentacion
familiar (3A, 3B y 4A, 4B), es decir dos familias no relacionadas entre si. Los arboles
genealdgicos correspondientes a cada familia se representan en las figuras 6 y7. Es importante
mencionar que tal y como se observa en la figura 6 en el caso 3 se documenté consanguinidad,

se trata de una familia originaria de una poblacidn geogréficamente asilada en Oaxaca.

50a 54a 56a 54a

I 1 2 3 4 5 6 =
9a 6a 3a 3a 26

34da
. Picnodysostosis

- Picnodysostosis

Figura 6. Genealogia del caso namero 3
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1l4a 8a

‘ Picnodysostosis

Figura 7. Genealogia del caso nimero 4

En la tabla se concentran las caracteristicas clinicas y radiologicas que se detectaron en cada uno
de los casos, en donde podemos apreciar que existen algunas caracteristicas clinicas presentes en
el 100% % de los casos, entre ellas talla baja, hipoplasia mandibular, proptosis ocular, escleras
azules, nariz prominente, retraso en la erupcion dental, mala posicion dental con hipoplasia del
esmalte, braquidactilia de manos y pies y distrofia ungueal. Debemos mencionar que la historia
de fracturas s6lo se observo en los pacientes 1,2 y 3A y no asi en el resto (casos 3B, 4A y 4B),
sin embargo, los tres primeros casos corresponden a pacientes de 53, 40 y 26 afios de edad,
mientras que los segundos son pacientes mucho mas jovenes ( 9, 14 y 8 afios). La fotografia #1
muestra a la paciente 4B, en el pie de imagen se destacan las caracteristicas faciales que presenta
la paciente.
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y radioldgicas de los pacientes estudiados.

Caracteristicas Pac. | Pac. | Pac. | Pac. Pac. Pac.
Clinicas 1 2 3A | 3B 4A 4B
Género Masc | Fem | Fem | Fem Fem Fem
Edad 53 40 | 26 9 14 8
Presentacion Esp. | Esp. | Fam. | Fam. Fam. Fam.
Consanguinidad No | No Si Si No No
Talla 1.53 | 1.50 | 1.30 | 0.95 1.27 0.97
Fracturas frecuentes Si Si Si No No No
Densidad 6sea aumentada | + + + + + +
Frente abombada + + + + + +
Retraso del cierre de + + + + + +
suturas
Hipoplasia mandibular + + + + + +
Proptosis ocular + + + + + +
Escleras azules + + + + + +
Nariz prominente + + + + + +
Retraso en la erupcion + + + + + +
dental
Mala oclusion dental + + + + + +
Hipoplasia del esmalte + + + + + +
Displasia clavicular + + - - - -
Braquidactilia de manos + + + + + +
y pies
Acrosteolisis de falanges + + + + + +
distales
Distrofia ungueal + + + + + +
Hipoacusia conductiva - - - - + -
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Fotografia 8.-Imagen de frente de la paciente 4B. En ella puede apreciarse la frente prominente,
nariz bulbosa y labios gruesos. El cabello es escaso y delgado. Puede observarse ademas la

presencia de hombros caidos y la impresion clinica de hipoplasia clavicular.
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Analisis radiolégico

En cuanto a las caracteristicas radioldgicas en todos los casos se observd engrosamiento de las
corticales dseas, aumento en la densidad mineral ésea (la cual se confirmd mediante estudio
densitométrico), frontal prominente con falta de cierre de las suturas craneales, los huesos del
craneo son densos y en las imagenes laterales de craneo se aprecia un angulo mandibular obtuso
con un prognatismo relativo ademas de un pobre desarrollo de los huesos faciales. La
acrosteolisis de falanges distales (manos y pies) se observa en todos los casos, siendo ésta una de
las caracteristicas tipicas de esta entidad. En las fotografias 8 y 9 se muestra una radiografia de
craneo del paciente 3A, en ella se aprecian las suturas abiertas y el aumento en la densidad de la
cortical 6sea, mientras que en las fotografias 9 y 10 se muestra una imagen de craneo frontal
paciente 2 en la que puede apreciarse la cldsica imagen de antifaz ocasionada por el aumento de
densidad de los huesos propios de la nariz. En cuanto a la fotografia 11 en la que se presenta una
radiografia de ambas manos de la paciente 3A se aprecia la acrosteolisis de falanges distales de
ambas manos, el cual es considerado un signo patognomdnico de la entidad. Finalmente la
fotografia 12 muestra una placa AP y Lateral de columna lumbosacra del paciente 1 en las cuales

se puede observar la escoliosis lumbosacra.

Andlisis de la densidad mineral 6sea

En el caso de las pacientes 4A y 4B y su madre fue analizada la densidad mineral ésea mediante
densitometria central de cadera y columna vertebral, empleando un equipo Hologic 2000, los
valores fueron corregidos de acuerdo al area anatdmica escaneada, los cuales se expresan de
acuerdo a la densidad mineral del area (g/cm?). En la madre, se encontré una reduccion del 17%
de la densidad mineral con relacién al control sano de la misma edad y sexo. El andlisis de la
densidad del cuello femoral mostré también del 17%. Por otro lado, el analisis de la densidad
6sea en la columna vertebral de la paciente 4A mostrd 40% de incremento con relacién al control
sano de la misma edad y sexo, mientras que en el paciente 4B la densidad mineral mostrd un

incremento del 20% en columna y 40% en cadera.
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Fotografia 9.- Radiografia de craneo de Fotografia 10.- Radiografia frontal de
la paciente 3A en la que se aprecian la craneo de la paciente 2 en la que se
sutura coronaria abierta y el aumento aprecia la clasica imagen de antifaz,

en la densidad de la cortical dsea. ocasionada por el aumento de densidad

de los huesos propios de la nariz'y
parte de la sutura metdpica la cual
permanece abierta.

Fotografia 11.- Imagen de ambas manos de la Fotografia 12.- Proyecciones AP vy lateral de
paciente 3A en la cual es evidente la acro- columna lumbosacra del paciente 1. En ellas
osteolisis de falanges distales en ambas se puede observar la escoliosis lumbosacra

manos.
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Debemos destacar que los casos 1,2 y 3 corresponden a pacientes captados en unidades de
traumatologia cuyo ingreso se debio a la presencia de fracturas, en el 2 se refiere historia de
varias fracturas previas, sobre todo en extremidades inferiores, mientras que en caso tres la
paciente menciona la ocurrencia de mas de 20 fracturas en distintos momentos de su vida, todas
relacionadas con traumatismos leves. Por otro lado el caso familiar 4 fue detectado en un servicio

de genética debido al estudio de la talla baja de la paciente.

Finalmente, es importante mencionar que en la paciente 4A se realizé valoracion auditiva la cual

reveld hipoacusia conductiva bilateral.
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Resultados del estudio molecular

El analisis de las secuencias de los exones 2-8 del gen CTSK en los casos analizados y en donde
se incluy6 un control sano. El estudio mostré que en los casos 4A y 4B ocurrié una mutacion
puntual con sentido (G/C) en el exdn 5, lo que ocasiona el reemplazo de un residuo de Glycina
por Arginina (GGT/CGT), (G146R) en la posicion 146 de la proteina catepsina K, los dos casos
de esta familia que fueron analizados mostraron dicha alteracion. La figura 3 muestra el analisis

del fragmento en el cual se detect6 dicho cambio.

\
GTGGTTCCT GITGGGC TTTTAGCTCTGTGGGT A CCTGGAGGG
(81%] 7f RO 90

Paciente

{
GTGGTTCCT GI TGGGCTTTTAGCTCTGT GCGI GCCCTGGAGG
60 7¢ 30 9% |

Control
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Discusion

La picnodisostosis es una osteocondrodisplasia poco frecuente que se hereda en forma
autosomica recesiva. La caracteriza clinicamente la presencia de talla baja, deformidades
craneales, fragilidad dsea e hipoplasia clavicular (7, 8). El defecto primario en esta enfermedad se
relaciona con un gen localizado en los brazos largos del cromosoma 1 (1922), el cual codifica
para una proteina enzimtica con actividad de cistein-proteasa lisosomal conocida como
catepsina K (CTSK) (27, 29, 31). Esta enzima rompe eficientemente los enlaces peptidicos de
varias proteinas incluyendo algunas colagenas, elastina y gelatinina. La forma inmadura de esta
proteina corresponde a un propéptido de 37 kDa, siendo la forma madura un monémero de 29
kDa. Este péptido contiene tres sitios potenciales de N-glicosilacion, lo que aparentemente
facilita su acceso a los lisosomas. Es importante sefialar que a pesar de que esta enzima se
expresa virtualmente en todas las lineas celulares, su deficiencia no refleja clinicamente el
acumulo sistémico de substrato (s) en los tejidos, como ocurre en otras enfermedades por
atesoramiento lisosomal, lo que sugiere que la picnodisostdsis es un desorden causado por un
defecto en la expresion tejido especifica de la catepsina K (30, 31, 35). Este evento es poco

comun en las enfermedades por atesoramiento lisosomal.

En el presente trabajo se presentan tres pacientes mexicanos no relacionados con caracteristicas
clinicas compatibles con picnodisostosis. En los dos primeros reportes se trata de casos
esporadicos y el otro corresponde a un caso de presentacion familiar, en este ultimo el
antecedente de consanguinidad queda perfectamente documentado en el analisis familiar. Cabe
sefialar que a pesar de que en los dos primeros casos no se detectaron lineas de consanguinidad la
posibilidad de este evento no se descarta totalmente debido a que el lugar de origen y residencia

de los pacientes corresponde a poblaciones alejadas y aisladas. Estas caracteristicas poblacionales
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favorecen la presentacion de enfermedades monogeénicas autosémicas recesivas.

En cuanto al estudio molecular de este grupo de paciente, el analisis de la secuencia de los exones
2-8 del gen mostro informacidn en sélo dos casos (los dos integrantes de la familia 4), en ellos se
detectd una mutacién puntual con sentido (G/C) en el exdn 5, lo que ocasiona el reemplazo de
un residuo de Glycina por Arginina (GGT/CGT), (G146R) en la posicion 146 de la proteina. En
este caso se trata de una nueva mutacién sin sentido en el exdn 5 del gen no informada
previamente en la literatura y con ubicacién en el péptido maduro. En la tabla 5 se concentran las
mutaciones en el exdn 5 del gen CTSK informadas por diferentes autores, se incluye ademas una
clasificacién de acuerdo al tipo de mutacion, el cambio de aminoéacidos que estas generan asi

como la parte del péptido en la cual repercuten.

Tabla 5.- Mutaciones en el exon 5 del gen CTSK reportadas en la literatura

Con sentido

g.4120C>T c422C>T p.Alal4lVval Mature Chavassieux, et al.,2008
g.4134 G >C c.436G>C p.Glyl46Arg Mature Gelb, et al., 1996

g.4192 A>G c494A>G p.GInl65Arg Mature Donnarumma, et al.,2007
g.4258 A>C c.560A>C p.GIn187Pro Mature Li, et al., 2009

g.4278 G > A ¢.580G > A p.Gly194Ser Mature Donnarumma, et al.,2007
Sin sentido

g.4266 C>T ¢.568C>T p.GIn190X Mature Hou, et al., 1999

Dentro de la fase de lecturas (deleciones)

g.4124del T c.426del T  pPhel42LeufsX19  Mature Fujita, et al., 2000
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Finalmente, es importante sefialar que el analisis de los aspectos bioquimicos y moleculares de
esta enfermedad, representa una buena alternativa para la biusqueda de nuevas opciones para el
tratamiento de algunas enfermedades Oseas, particularmente aquellas que se caracterizan por
presentar una excesiva degradacion de tejido 6seo como ocurre en ciertos tipos de osteoartritis,

enfermedades periodontales y la osteoporosis.
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Conclusién

La picnodisostosis es una displasia 6sea poco comun, de la cual no ha sido posible identificar la
frecuencia en nuestro pais. Sin embargo, en las unidades de traumatologia y ortopedia se observa
con relativa frecuencia debido a la gran predisposicién de fracturas que se presenta en los
individuos que cursan con esta enfermedad. En este sentido, es importante mencionar que las
caracteristicas del tejido 6seo de estos pacientes puede dificultar en algunas ocasiones el manejo
quirargico de las fracturas que se presentan. En algunos casos se han informado asociaciones
poco comunes como son la deficiencia de hormona de crecimiento, presencia de quistes
porencefalicos, incluso alteraciones hematoldgicas. En nuestro grupo de pacientes encontramos
que la paciente 4B presenta hipoacusia conductiva, lo que consideramos guarda relacién con la
fisiopatologia de esta entidad, ya que clasicamente se presenta un aumento en la densidad mineral
0sea, por lo que estimamos conveniente evaluar mediante las pruebas correspondientes la
conduccion auditiva de estos pacientes, es posible que muchos de ellos muestren grados variables

de hipoacusia.

En este caso el estudio molecular revel6 cambios en la secuencia del gen en solo dos casos (de
una misma familia), en ellos se detecto una transversion en exon 5 del gen relacionado con esta
entidad (G/C), esto condicioné el reemplazo de un residuo de Glycina por Arginina (GGT/CGT),
(G146R) en la posicion 146 de la proteina. En este caso se trata de una nueva mutacion sin
sentido en el exdn 5 del gen no informada previamente en la literatura y con ubicacion en el

péptido maduro.
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Figura 4.- Arbol genealdgico correspondiente a la familia

Figura 5.- Arbol genealdgico correspondiente a la familia

Fotografias

Fotografias 1-7.- Imagenes del pintor Toulouse Lautrec en diferentes momentos de su vida,
Fotografia 8.- Imagen de cara de la paciente 4B

Fotografia 9.- Radiografia lateral de craneo del paciente 3A

Fotografia 10.- Radiografia frontal de craneo de la paciente 2

Fotografia 11.- Radiografia de manos de la paciente 3A

Fotografia 12.- Proyeccion AP vy lateral de columna del paciente 1

Cuadros
Cuadros 1y 2.- Pinturas de la época en donde aparece el pintor Toulouse Lautrec
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