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RESUMEN

Introduccion: la osteoporosis de inicio precoz es una entidad poco
reconocida que afecta a varones jévenes y mujeres premenopausicas.
En algunos casos, puede tener un origen monogénico, con variantes
en genes implicados en la homeostasis ésea. WNTI codifica un
ligando de la via de sefializacion Wnt, que es fundamental para la
diferenciacién osteoblastica. Este estudio describe una serie de
pacientes con osteoporosis precoz asociada a variantes en
heterocigosis del gen WNTI.

Pacientes y métodos: se revisaron los pacientes con osteoporosis
de inicio precoz sin causa secundaria identificable remitidos a nuestra
Unidad de Metabolismo Oseo. Se realizaron estudios bioquimicos,
densitométricos y secuenciacidén de nueva generaciéon de un panel de
genes relacionados con el metabolismo 6&seo. Las variantes se
analizaron mediante herramientas bioinformaticas y se evaludé su
posible impacto clinico.

Resultados: se identificaron 6 pacientes (2 varones y 4 mujeres) con
variantes en el gen WNTI. La media de la edad al diagndstico fue de
36 anos. Cuatro presentaron osteoporosis con fracturas vertebrales y
periféricas, mientras que uno tuvo multiples fracturas periféricas. Una
paciente presentaba también hipermovilidad y se identificé en
heterocigosis una variante en el gen FLNA. Otra debuté con fracturas
vertebrales durante la lactancia. Todos recibieron tratamiento para la
osteoporosis, con respuesta variable.

Conclusiones: las variantes en heterocigosis en el gen
WNTI1 pueden asociarse a osteoporosis de inicio precoz y elevado
riesgo de fracturas. La secuenciaciéon genética permite mejorar el

diagnostico etioldgico, aunque se precisan estudios adicionales para



optimizar el manejo terapéutico, incluyendo el potencial beneficio de

farmacos moduladores de la actividad de la via Wnt.
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INTRODUCCION

La osteoporosis es una enfermedad metabdlica 6ésea caracterizada
por una reduccibn de la masa o6sea y una alteracion de la
microarquitectura del hueso, con el consiguiente incremento del
riesgo de fractura ante traumatismos de bajo impacto. Afecta de
forma predominante a mujeres posmenopausicas y a varones de mas
de 50 anos. Sin embargo, existen formas precoces de la enfermedad
en hombres jévenes y mujeres premenopausicas, cuya incidencia aun
no esta claramente establecida (1). Estos individuos jévenes
presentan una mayor expectativa de vida y, por tanto, cabe especular
gque tienen un mayor riesgo acumulado de sufrir una fractura por
fragilidad a lo largo de su vida.

En la evaluacion inicial de estos pacientes, es fundamental descartar
una potencial causa subyacente de osteoporosis. En ciertos casos, la
fractura por fragilidad puede representar la primera manifestacion de
una osteoporosis de origen monogénico, por lo que es importante
identificar la presencia de variantes en genes relacionados con la
homeostasis esquelética. En este sentido, la enfermedad mejor
conocida es la osteogénesis imperfecta, debida generalmente a
variantes patogénicas en los genes que codifican las cadenas del
coldgeno tipo 1 (COL1IAI y COL1IA2) y, méas raramente, a variantes en

otros genes que influyen en la formacién de hueso y la produccién de



la matriz osteoide (2). Sin embargo, otros pacientes presentan una
osteoporosis de inicio precoz, que se detecta en nifos o en adultos
jévenes, sin que por otro lado presenten caracteristicas propias de la
osteogénesis imperfecta. La patogenia de esos casos no es bien
conocida, pero algunos presentan variantes en genes implicados en la
formacién ésea, como los que codifican los ligandos de la via Wnt,
una via de sefalizacion que desempena un papel esencial en la
formacién de los osteoblastos (3). El objetivo de este trabajo ha sido
describir las caracteristicas de una serie de pacientes que
presentaron una osteoporosis de inicio precoz, asociada con variantes

en el gen WNT1, que codifica uno de esos ligandos Wnt.

PACIENTES Y METODOS

Se revisaron todos los pacientes remitidos a nuestra Unidad de
Metabolismo Oseo del Servicio de Medicina Interna del Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla (centro de referencia de Ila
comunidad autonoma de Cantabria), por osteoporosis de inicio precoz
(mujeres premenopdusicas y varones menores de 50 afos) sin
evidencia de una causa secundaria de osteoporosis.

Ademas de los estudios bioquimicos y radiolégicos convencionales, en
todos los pacientes se realizaron estudios genéticos mediante
secuenciacién de nueva generacién, donde analizamos un total de
49 pacientes.

El ADN extraido a partir de sangre periférica se analizé con un panel
de genes personalizado SureSelect QXT (Agilent), que incluia los
genes relacionados con el metabolismo 6éseo ABCC6, ABLI,
ADAMTS10, ADAMTS17, ADAMTSL4, ALDH18A1, ALPL, AMER1, ANKH,
AP251, ATP6VOA2, ATP7A, B3GAT2, BMP1, CA2, CASR, CHST14, CBS,
CDKN1C, CLCN5, CLCN7, COL11Al1, COL11A2, COL1AI1, COL1A2,
COL2A1, COL3A1, COL5A1, COL5A2, COMP, CREB3L1, CRTAP, CTSK,
CYP27B1, DHCR7, DMP1, DVL1, ELN, ENPP1, FAM20C, FBLN5, FBN1,
FDPS, FGF23, FGFR1, FGFR3, FKBP10, FLNA, FUCA1l, GAA, GALNS,
GALNT3, GBA, GDF3, GDF6, GLA, GLB1, GNA11l, GNAS, IDS, IDUA,



IFITM5, LEMD3, LGR4, LMX1B, LRP4, LRP5, LRP6, MED12, MEOXI,
P3H1, PHEX, PLOD1, PLODZ2, PLS3, PPIB, PTHIR, ROR2, RUNX2,
SEC24D, SERPINF1, SERPINH1, SGSH, SHOX, SLC29A3, SLC2A10,
SLC34A3, SLCO2AI1, SMAD3, SMAD6, SMPD1, SOST, SOX9, SP7,
SPARC, TCIRG1, TGFB1, TGFB2, TGFB3, TGFBR1, TGFBR2, TMEM38B,
TNFRSF11A, TNFRSF11B, TNFSF11, TNXB, VDR, WNTI1, WNTI6,
WNT5A, BMS1, XYLT2, ZNF469. La calidad y concentracién de las
librerias se cuantificaron con un sistema de electroforesis capilar en
chip (TapeStation, Agilent) y se secuenciaron en la plataforma MiSeq
(Mlumina). Para el filtrado y andlisis de variantes se utilizd la
plataforma bioinformatica Alissa (Agilent) considerando aquellas que
estan descritas con relevancia clinica segun ClinVar 20180401 y
aquellas que resultan patogénicas segun los programas predictivos
(PolyPhen, Sift, Mutation Taster y Human Splice Finder). El andlisis de
variaciones en el nimero de copias se realizé con el software DECoN.
La clasificacién de las variantes genéticas detectadas se realiz6 de
acuerdo con las guias del American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) (4).

Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado para la
extraccién y andlisis del estudio genético. El estudio fue aprobado por
el Comité de Etica (Cédigo interno: 2022.156).

RESULTADOS

Identificamos 6 pacientes con variantes (patogénicas, probablemente
patogénicas o de significado incierto) en heterocigosis en el gen
WNTI. Dos de ellos eran varones y 4 mujeres, con una mediana de
edad al diagndstico genético de 49 anos (intervalo: 37-66 anos). La
mediana de edad a la que sufrieron la primera fractura fue a los
40 anos (intervalo: 5-49 afos).

Las principales caracteristicas clinicas y densitométricas de los
pacientes se exponen en la tabla I. En la tabla Il se detallan las

alteraciones genéticas encontradas.



Los casos 1, 3, 4 y 6 tenian valores bajos de densidad mineral dsea
(DMO) y fracturas vertebrales y periféricas. Todos los pacientes,
excepto los casos 2y 4, habian sufrido dos o mas fracturas
vertebrales en el momento del diagndstico. El caso 2 debuté con
multiples fracturas periféricas ante traumatismos de baja energia.

El caso 3 asoci6 un sindrome de hipermovilidad con luxacién
recidivante de rétula (> 10 veces) y una fractura combinada de rétula
y del céndilo femoral. En este paciente se detectd, ademds, una
variante en heterocigosis en el gen FLNA, que codifica la filamina Ay
gue podria justificar la hipermovilidad articular.

El caso 4 debutdé como una osteoporosis de inicio temprano en el
periodo posparto, mientras daba lactancia. Presenté al diagndstico
4 fracturas vertebrales con intensa lumbalgia y, tras finalizar la
lactancia e iniciar tratamiento anabdlico, experimenté una
recuperacion clinica satisfactoria.

El caso 5 presentd una osteoporosis regional transitoria en ambos
pies y una fractura de estrés sobre metatarsofalangicas afios antes de
su diagndstico densitométrico.

El caso 6 debutd con una fractura de fémur de bajo impacto en la
edad pediatrica, con posterior desarrollo de fracturas periféricas en la
premenopausia y valores de DMO en rango de osteoporosis, por lo
que recibié tratamiento sucesivamente con raloxifeno,
aminobisfosfonatos, teriparatida y denosumab.

El tratamiento recibido varié en funcién del clinico que atendié al
paciente en cada momento. Todos los pacientes recibieron
tratamiento para la osteoporosis al menos con teriparatida, excepto el
caso 5 gque recibié aminobisfosfonatos exclusivamente. Los casos 3y
6 volvieron a presentar otra fractura de fragilidad a pesar del
tratamiento. El caso 3 tuvo una fractura de cadera a los 8 anos del
diagndstico, a pesar de que se encontraba en tratamiento con acido
zoledrénico y habian mejorado los parametros densitométricos. El
caso 6 presentd una fractura vertebral cuando se encontraba en

tratamiento con ibandronato. No volvié a presentar nuevas fracturas



tras completar ciclos con zoledronato, teriparatida y finalmente

denosumab.

DISCUSION

Es bien conocido que la pérdida de funcién de la via Wnt candnica, y
la subsiguiente disminucién de sefializacién Wnt/B-catenina, provoca
una disminucién de la diferenciacién osteoblastica y por tanto menor
formacién dsea. Asimismo, la menor actividad Wnt induce una menor
expresion de osteoprotegerina y aumento de RANKL, lo que provoca
un incremento en la resorcion de hueso (5,6).

Wntl es un ligando soluble que se une a los receptores formados por
las proteinas LRP5/6y Frizzled en las células precursoras de
osteoblastos. Los defectos bialélicos (variantes homocigotas o dos
heterocigotas en trans) de WNT1 originan una forma poco frecuente
de osteogénesis imperfecta, clasificada como tipo XV (2). Los
pacientes presentan estatura baja, multiples fracturas vertebrales,
periféricas y, frecuentemente, deformidades. Aproximadamente la
mitad de los pacientes presentan anomalias craneales, como
microcefalia, asimetria craneal, ptosis palpebral, hidrocefalia,
hipoplasia cerebelosa o malformacién tipo | de Chiari, y alrededor del
40 % tienen retraso del neurodesarrollo o discapacidad intelectual
severa (7). A diferencia de esos pacientes, los defectos monoalélicos
de WNTI1 (una variante en heterocigosis) parecen asociarse a
osteoporosis de inicio precoz.

La osteoporosis de inicio precoz puede tener diferentes etiologias.
Muchos casos son secundarios a diversas enfermedades (celiaquia,
hipertiroidismo, malnutricién, mastocitosis, etc.) o farmacos
(glucocorticoides, antagonistas de hormonas sexuales, etc.). Otras
formas de osteoporosis precoz son de causa genética. Algunas se
asocian a sindromes reconocibles (ej., sindrome de Turner). En otras,
la alteracién esquelética es la manifestacion Unica o predominante.
Las nuevas técnicas genéticas de secuenciacién masiva permiten

identificar una variante causal en aproximadamente el 20 % de los



pacientes (8). Se trata pues de osteoporosis “primarias”, pudiendo el
resto ser consideradas como osteoporosis “idiopaticas”, posiblemente
ocasionadas por una combinacién de factores, incluyendo variantes
de repercusion funcional limitada localizadas en mudltiples genes,
factores ambientales y mecanismos epigenéticos.

Entre los genes asociados a formas primarias de osteoporosis de
inicio precoz, se encuentran los relacionados con la via Wnt, bien con
sus receptores LRP5/6 (9), bien con ligandos como WNT1 (10).
Ademas de la nuestra, se han publicado algunas otras series de
pacientes con variantes en heterocigosis en el gen WNTI (Tabla Ill).
En nuestro caso, no disponemos de una estimacién precisa de la
proporcion de pacientes con osteoporosis de inicio precoz que
suponen estos con variantes en WNTI1. Sin embargo, se estima que
pueden constituir hasta el 10 % de los casos de osteoporosis precoz,
segun algunos estudios (11). En total, se han registrado unas
160 mutaciones en este gen
(https://databases.lovd.nl/shared/genes/ WNT1).

Para poner en contexto las variantes genéticas encontradas en este
estudio, reflejamos en la figura 1 la localizacién de las variantes en
heterocigosis identificadas en nuestros pacientes y en otros casos
publicados anteriormente. En la tabla Ill se describen algunas series
de pacientes con variantes en el gen WNTI publicadas previamente.
La figura 2 muestra las mutaciones en homocigosis en
WNTI1 asociadas a la osteogénesis imperfecta tipo XV.

A falta de realizar estudios funcionales de las variantes que
demuestren su caracter patogénico, resulta imposible determinar en
gué proporcién estas variantes en WNT1 contribuyen a la patogenia
de la fragilidad esquelética en estos pacientes. No obstante, cabe
pensar que sean un factor importante, anadido al papel de otras
variantes genéticas, identificadas o no en nuestro analisis. Una de las
pacientes presentaba una variante en DVLI, gen que codifica otro de
los componentes de la cadena de sefializacién Wnt (12). Sin embargo,

no se ha descrito que las variantes en este gen se asocien a



osteoporosis. Las variantes en FLNA tampoco se han asociado con
osteoporosis precoz, aunque si con alteraciones vasculares y del
tejido conectivo, incluyendo hipermovilidad articular, como la que
presentaba el caso 3 (13). Se han publicado algunos casos de
osteoporosis familiar y de osteogénesis imperfecta en relacion con
variantes en los genes BMS1y CREB3L1, respectivamente (14,15).
Por tanto, quizas las variantes de significado incierto encontradas en
estos genes podrian contribuir a la osteoporosis que presentaban
estos pacientes. De hecho, frente a la concepcion tradicional de que
las enfermedades comunes se deben a variantes comunes de bajo
impacto funcional y las enfermedades mendelianas a variantes raras
con mucha repercusién, en los ultimos afios parece configurarse la
idea de que tanto las variantes comunes como las variantes raras
influyen en el fenotipo de los pacientes con enfermedades
prevalentes (16,17).

Existen pocos datos respecto al tratamiento de los pacientes con
variantes patogénicas en genes de la via Wnt. En algunas
publicaciones se ha sugerido que la respuesta a los bisfosfonatos
seria pobre (18), pero otros autores han sefialado que los farmacos
antiresortivos, como el denosumab o los aminobisfosfonatos, tienen
un efecto beneficioso en términos de ganancia de masa ésea (19). En
nuestros pacientes se optd a menudo por el tratamiento con un
farmaco anabdlico como la teriparatida, para tratar de favorecer la
osteoblastogénesis (20). No se conoce bien el posible papel de los
anticuerpos bloqueantes de inhibidores de la Via Wnt, como la
esclerostina o el DKK1, en esta entidad.

En conclusion, los defectos bialélicos en WNTI1 causan una forma de
osteogénesis imperfecta. Los defectos monoalélicos pueden asociarse
a una osteoporosis de inicio precoz con tendencia a presentar
fracturas vertebrales y periféricas. Seria interesante desarrollar
ensayos clinicos para identificar el tratamiento de eleccion en esta
poblaciéon y, en especial, valorar el potencial beneficio del uso de

farmacos inhibidores de la via Wnt.
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Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas y densitométricas de los
pacientes
Caso 1l Caso 2 Caso 3 Caso4 Caso5 Caso 6
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Tabla Il. Caracteristicas genotipicas de las variantes en WNTI1. En
todos los casos, las variantes estaban en heterocigosis
N.2 Tipo de Otras
referenci A ADN Proteina variante Efecto variante
a s
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Tabla Ill. Tabla descriptiva comparativa en las series de pacientes
publicadas con mutaciéon en WNT1*
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gosis gosis
rango
(n.2 (n.2 .
. . (anos)
pacient pacient
es) es)
Peris | OP de 27 3 vertebr Teripara
et al. inicio (2-48) ales tida
(11) | precoz O 5 11 perifé  Denosu

ricas mab



Hu et
al.
(22)

Palo
mo
et al.
(23)

Makit
ie et
al.
(24,2
5)

Valim
aki et
(20)

Roule

au et

OP de
inicio

precoz

Osteogé
nesis
imperfe
cta

OP de
inicio

precoz

Osteogé
nesis
imperfe

cta

OP de
inicio

precoz

OP de
inicio

precoz

OP
primari
a
idiopati

12

0

0

18

31
(7.3-
47)

35
(10-45)

22
(8-42)

No
especif

ican

23
(7-52)

1 fémur

1 pelvis

8 vertebr
ales
9 periféri

cas

8 vertebr
ales
3 periféri
cas

9 vertebr
ales
60 perifé

ricas

11 verte
brales

2 periféri
cas

1 fémur
3 vertebr
ales

5 periféri
cas

Bisfosfo
natos
Denosu

mab

No
especifi
can

Bisfosfo
natos
Teripara
tida
Denosu

mab

Bisfosfo
natos

No
especifi

can



ca 3 fémur
8 vertebr
0 4 8 ales Bisfosfo
(2-12) | 4 periféri | natos
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*La tabla no refleja una revision exhaustiva de todos los casos
publicados en la literatura. **La edad del diagndstico viene definida

por la primera fractura clinica.
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p.Gly169Cys p.Thr238Alafs p.Ala321Val
*150

p.Gly169Asp

p.C
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p.Gly206Ser
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Figura 1. Variantes en heterocigosis en WNTI1 en

los

pacientes con osteoporosis de inicio precoz. Las flechas rojas

muestran las posiciones mutadas en nuestra serie de casos. Las

flechas amarillas muestran las variantes publicadas por Peris et al®!.

Las flechas verdes muestran las publicadas por Hu et al. (22). La

flecha azul las publicadas por Palomo et al. (23). Las flechas violetas

muestran las regiones afectadas en los pacientes de Makitie et al.

(24). Las flechas negras corresponden a las regiones de Rouleau et al.

(26). Las flechas grises corresponden al trabajo publicado por Wang

et al. (27). CTD: Dominio C-terminal. En amarillo, la parte del exén

transcrita pero no traducida; en violeta, la que se traduce en proteina.



p.Arg156Glyfs

Trp167f
p.Arg73Thrfs i
p.Leu86Alafs p.Cys170Leufs
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Figura 2. Variaciones bialélicas en WNTI1 de pacientes con
osteogénesis imperfecta tipo XV. Las flechas azules muestran las
publicadas por Nampoothiri et al. (7). Las flechas violetas muestran
las posiciones afectadas en los pacientes de Keupp et al. (21).Las
flechas rojas muestran las mutaciones publicadas por Hu et al. (22).
La flecha verde muestra las publicadas por Laine et al. (28). Las
flechas grises corresponden al trabajo publicado por Lu et al. (29). Las
flechas negras corresponden a las regiones de Pyott et al. (30). La
flecha amarilla muestra la mutaciéon publicada por Kantaputra et al.
(31). La flecha naranja el trabajo de Kuptanon et al. (32), la flecha
blanca la de Faqeih et al. (33) y finalmente la azul marino la de Mrosk
et al. (34). Se unen con lineas de color las mutaciones publicadas en
heterocigosis compuestas. CTD: Dominio C-terminal. En amarillo, la
parte del exdén transcrita pero no traducida; en violeta, la que se

traduce en proteina.






