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RESUMEN

El cilio primario es un organulo celular que durante muchos afios fue considerado como una
estructura vestigial sin funcion relevante, y que en la ultima década ha suscitado un gran
interés gracias a las recientes investigaciones que revelan su importante papel sensorial para
detectar sefiales quimicas, mecanicas y luminosas. El cilio primario es una organela
microtubular que emerge de la superficie celular y que contribuye al desarrollo y funcién de la

mayor parte de los drganos del cuerpo humano.

El cilio primario es un cilio Unico e inmdvil, formado por un axonema de nueve dobletes de
microtubulos con estructura 940, y que se origina a partir de un centriolo que constituye el
cuerpo basal del cilio. Se encuentra en la mayoria de las células del organismo de los
mamiferos y en él se localizan receptores y proteinas de distintas vias de sefalizacidn, y de
forma especifica de las vias Hedgehog y Wnt/B catenina de crucial importancia en el desarrollo

embrionario y homeostasis de numerosos drganos.

La importancia del cilio primario ha sido puesta de manifiesto en gran parte por el
descubrimiento de que multiples, a menudo graves, enfermedades hereditarias, se deben a
defectos en los genes que codifican proteinas ciliares. La disfuncidn ciliar provoca un amplio
espectro de enfermedades conocidas como ciliopatias, en las que se producen alteraciones
sindrémicas con disfuncién de multiples érganos del individuo. Las investigaciones llevadas a

cabo han podido identificar los genes involucrados en estas ciliopatias.

En los ultimos afnos, se ha investigado el papel del cilio primario en el desarrollo y homeostasis
del esqueleto. En este trabajo de revisidn bibliogréfica se muestran los avances alcanzados en
este campo asi como la relacién directa del cilio primario con algunas osteocondrodisplasias.
Entre ellas las osteocondrodisplasias de costillas cortas y polidactilia tipo Sindrome de Verma-
Namouff, Displasia toracica asfixiante de Jeune, Sindrome de Ellis van Creveld y Sindrome

orofaciodigital tipo 1, asi como en la osteocondromatosis multiple hereditaria.

Aunque la complejidad de estas relaciones ha sido definida en parte, todavia quedan muchas
cuestiones que resolver para que el cilio primario pueda ser considerado como una diana

terapéutica.




Palabras clave: cilio primario, ciliopatias, osteocondrodisplasias, osteocondroma, sindrome de
Verma-Namouff, Displasia toracica asfixiante de Jeune. Sindrome de Ellis van Creveld,

Sindrome orofaciodigital tipo 1.

ABSTRACT

Primary cilium is a cell organelle which for many years was considered a vestigial structure
without major role, and that in the last decade has attracted great interest thanks to recent
research that reveal his role sensory to detect chemical, mechanical and light signals. The
primary cilium is a microtubule organelle which emerges from the cell surface, and contributes

to the development and function of most of the organs of the human body.

The primary cilium is a unique and still, cilium consisting of an axoneme of nine doublets of
microtubules with structure 9+0, and which originates from a centriole which constitutes the
cilium basal body. Found in most of the cells of mammals, the receptors and proteins of
different ways of signaling, are located in cilia, including ones of the Hedgehog and Wnt/B-
catenin pathways which are crucial in embryonic development and homeostasis of many

organs.

The importance of the primary cilium has been put of manifest to a large extent by the
discovery that multiple, often severe, hereditary diseases, are due to defects in genes that
encode proteins of ciliary. Ciliary dysfunction causes a wide spectrum of diseases known as
ciliopathies, which are produced syndromic alterations with dysfunction of multiple organs of
the individual. Investigations carried out have been able to identify the genes involved in these
ciliopathies.

In recent years, the role of the primary cilium in the development and homeostasis of the
skeleton has been investigated. This work of literature review shows the progress made in this
field as well as the relationship direct ta of the primary cilium with some
osteochondrodysplasias. Between them the osteochondrodysplasias of short ribs and
polydactyly type syndrome of Verma - Namouff, Asphyxiating thoracic dysplasia of Jeune, Ellis
van Creveld syndrome and orofaciodigital syndrome type 1, as well as the multiple hereditary

osteochondromatosis.
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Although the complexity of these relations has been defined in part, there are still many issues

to resolve so that the primary cilium can be considered as a therapeutic target.

Key Words: primary cilium, ciliopatias, osteochondrodysplasias, osteochondroma, Verma-
Namouff, Jeune asphyxiating thoracic dysplasia syndrome. Ellis van Creveld syndrome,

syndrome orofaciodigital type 1

INTRODUCCION

El cilio primario es una organela presente en la mayoria de las células eucariotas, identificada
hace varias décadas y considerada un érgano vestigial. Al contrario de lo que ocurre con los

cilios moviles, el cilio primario es escasamente conocido.

En los ultimos diez afios, la comunidad cientifica ha realizado numerosos estudios sobre esta
organela, la cual es considerada un tipo de antena localizado en la superficie de la mayoria de
células de mamiferos, la cual es capaz de detectar estimulos luminicos, quimicos y mecanicos y

cuyo correcto funcionamiento tiene un papel vital en el desarrollo y homeostasis celular .

El detonante para que el nimero de investigaciones sobre el cilio primario haya aumentado
exponencialmente es debido a la identificacién de los genes involucrados en distintas
enfermedades hereditarias monogénicas los cuales codifican proteinas del cilio primario. Las
enfermedades en las que el cilio primario se ha visto involucrado tienen lugar tanto en la

embriogénesis como en la vida adulta. Algunas de ellas son la poliquistosis renal y la hepatica.

De esta manera, las proteinas andmalas identificadas se pueden localizar en sitios especificos
del cilio, constituyendo su estructura o como receptores de membrana ciliar. Estos receptores
son fundamentales en las vias de sefializacion Wnt, HH, PDFGRa, FGFR, NFKappaB,

. . . .1
imprescindibles en el desarrollo y la homeostasis .

Las distintas disfunciones ciliares producen un amplio espectro de enfermedades conocidas
como ciliopatias, muchas de las cuales presentan alteraciones en el desarrollo esquelético,

sugiriendo el papel indispensable en el desarrollo del hueso.




Algunas de las mutaciones identificadas en las osteocondrodisplasias, codifican proteinas
anormales del cilio en si mismo o de su matriz, pudiendo alterar las vias de regulacion y

desarrollo del hueso como Hedgehog (HH), Wnt/Rcatenina, entre otros.

El fin de este trabajo consiste en una revision de la bibliografia existente sobre el papel del cilio
primario en la formacidn del hueso y su correcta funcidén asi como de su alteracién asociada la
aparicion de osteocondrodisplasias. Hemos encontrado la implicacion directa o indirecta del
cilio primario en el grupo de osteocondrodisplasias de costillas cortas con o sin polidactilia, asi

como de la exostosis multiple hereditaria.

MATERIAL Y METODOS

En este trabajo, se ha realizado una revisidn sistematica de varios articulos cientificos en la

base de datos de PubMed.

En primer lugar, utilicé la palabra clave primary cilia, acotando los distintos articulos a los
ultimos 5 afios, a la especie humana, y a texto gratuito completo, consiguiendo asi un total de
434 articulos. Para acotar mas la buisqueda, afadi nuevas palabras clave como primary cilia

ciliogénesis, primary cilia functions, entre otros.

Posteriormente, utilicé las palabras clave ciliopathies primary cilium con el fin de encontrar
informacidn acerca de las ciliopatias El resultado, acotado a 5 afios y a la especie humana es de

269 articulos.

Se han incluido, articulos en inglés y en espafiol. Para su seleccidn, se revisaron los abstracts y
la introduccidn, escogiendo los mds relevantes, los cuales se estudiaron en su totalidad.
Ademas me servi de la bibliografia de los mas importantes para buscar nueva bibliografia de

los campos de mayor relevancia para el trabajo.

Por ultimo, mi tutor me ha proporcionado varios articulos asi como me ha permitido la

consulta del libro “Molecular biology of the cell” (Alberts B, et al., 42 ed, 2012)




RESULTADOS

1. CILIOS.

Los cilios son organelas piliformes de las células eucariotas, pudiendo ser estos méviles o no,
asi como Unicos o multiples y desempefiar distintas funciones: motoras como el barrido que
realizan sobre el epitelio respiratorio proporcionando proteccion frente a gérmenes y
sensoriales como en ciertos epitelios olfatorios o en las células ciliadas del oido interno donde

son responsables del equilibrio.

El campo de los cilios es un area de estudio con una larga historia. Originalmente, los cilios
fueron definidos por su motilidad y se creyd que esta era su Unica funcién. En la segunda mitad
del siglo XIX, Zimmermann observo otra clase de cilios en células de mamiferos. Se tratd de un
cilio Unico e inmdévil que nombré como flagelo central, el cual no recibié mucha atencién. Serd
a inicios del siglo XXI, con los avances tecnolégicos en diagndstico celular y microscopia cuando

crecerd el interés por el cilio primario, debido a su funcién sensorial y su importancia clinica.

1.1. TIPOS DE CILIOS.

En la actualidad podemos distinguir entre tres tipos de cilios atendiendo a su capacidad para

moverse asi como el tipo de movimiento.

La primera categoria de cilio son los cilios méviles localizados fundamentalmente en el sistema
respiratorio, sistema reproductor femenino, o en el epitelio ependimario, con movimientos

unidireccionales.

En segundo lugar, el cilio nodal que se encuentra ubicado en las células que forman el nodo
embrionario (parte posterior de la notocorda), realiza movimientos rotacionales ocupando un
importante papel durante la embriogénesis asegurando la correcta simetria lateral en los
diferentes érganos corporales. Este movimiento de rotacién genera un flujo detectado por los
receptores del lado izquierdo del cuerpo, los cuales a su vez inician mecanismos de
sefializacion que difieren de los del lado derecho del embridn. Si este flujo nodal no se
produce, se origina una disposicidn incorrecta de las visceras, ocasionando el denominado

. . . . 2
Situs inversus o “imagen en espejo”




La ultima categoria es el cilio primario, inmovil y presente en numerosas células del organismo
el cual, desempefia numerosas funciones de sefializacidn celular con el fin de conseguir el

correcto desarrollo y homeostasis de los distintos tejidos del organismo !

Traquea, AparatoﬁRespiratorio. 40x.

1y 2. Cilios moviles del epitelio respiratorio vistos en microscopio éptico (1) y en microscopio

electrénico de barrido (2) °.
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3. Cilio nodal visto en microscopio electrénico de barrido " 4. Cilio primario visto con técnicas de

inmunofluorescencia (rojo: anticuerpo antipericentrilina, verde: anitucuerpo antitubulina)s.
2. CILIOS 9+0: CILIO NODALY CILIO PRIMARIO.

2.1. ESTRUCTURA.

La mayoria de los cilios del organismo presentan una estructura 9+2, es decir su axonema
consta de 9 pares de microtubulos periféricos y de un par de microtibulos centrales. Sin
embargo, en las células eucariotas existen cilios de estructura 9+0, en los que falta el par de

microtdbulos centrales . En un principio se consideraron vestigios de los 9+2 pero




actualmente se conoce que presentan funciones de gran importancia. Estos son el cilio

. . .- 1
primario y el cilio nodal ~.

En la estructura de los cilios se ven implicadas un gran nimero proteinas. Asi, el nucleo de la
estructura ciliar, el axonema, estd formado por 9 pares de microtubulos (denominados
microtubulo A y microtubulo B) y éstos a su vez estan constituidos por protofilamentos (el A
posee 13 mientras que el B 10, compartiendo 3 con el A). Estos protofilamentos estan

constituidos por hileras de dimeros de tubulinas ay !

En los cilios 9+2, presentan brazos de dineina unidos a los dobletes de microtubulos. Estas
dineinas son unas proteinas que mediante la hidrdlisis de ATP permiten el desplazamiento de

. p . . .. e 1
unos dobletes de microtubulos, consiguiendo el movimiento ciliar™.

En el axonema del cilio primario existen multiples moléculas solubles que se veran implicadas

en vias de sefializacion celular.

Los microtubulos del axonema emergen de un centriolo (9 tripletes de microtubulos) situado
en el citoplasma, formando la zona del cilio denominada cuerpo basal, el cual permanece en

. . / . P . .l 6
contacto con el citoesqueleto citoplasmico a través de los radios ciliares".

De esta forma a pesar de que el cilio primario y el cilio nodal son cilios Unicos y comparten una
estructura 9+0, el cilio nodal posee al igual que los cilios méviles 9+2, brazos de dineina los
cuales le permiten realizar un movimiento de rotacidn que serad fundamental para crear el flujo
gue permite la correcta disposicion de los drganos durante la embriogénesis. Por el contrario

e . . . , . e s sl
el cilio primario no posee brazos de dineina, tratdndose de este modo de un cilio inmavil ~.

Toda la estructura ciliar esta rodeada de membrana ciliar la cual, en el cilio primario, cuenta
con numerosos canales y proteinas receptoras que la dotan de una alta especializacion. Por
ultimo, entre el cuerpo basal y el axonema existe una zona de delimitada del citoplasma que

. . sy ; e o1
funciona como barrera selectiva para el trafico de proteinas llamada zona de transicion ~.

En cada ciclo celular, el cilio primario aparece al comienzo de G1 y se origina a partir de

centriolos preexistentes, de los cuales, el denominado centriolo madre se transformara en el

e 1
cuerpo basal del cilio primario .

El crecimiento del axonema se lleva a cabo mediante un proceso de transporte intraflagelar

(IFT) y este determina la longitud final del cilio (de unos pocos um hasta 100 um)6. Este




transporte, también estard implicado en la funcién sensorial del cilio y se explicard mas

adelante.

El cilio nodal, desempefia su papel en la embriogénesis asegurandose la correcta lateralidad
del cuerpo. De esta forma son cilios méviles que mediante su rotacidn a través de
microtubulos de dineina originan la asimetria derecha-izquierda de nuestros érganos. Este
flujo nodal se transmite en el sentido de las agujas del reloj de manera que los receptores del
lado izquierdo inician diferentes vias de sefalizacion a los del lado derecho. De este modo, si
no se produce este flujo nodal, se produce la conocida condicién de Situs Inversus, en las que
las visceras del organismo se disponen de forma andmala presentando una simetria en espejo
respecto al plano sagital. Esta condicidn puede ser total, afectando a todas las visceras del
organismo o limitada a determinados drganos como por ejemplo la dextrocardia, en la que el

, . . 2
corazén esta orientado hacia la derecha“.

El cilio primario es el principal objeto de nuestro trabajo, se encarga de transducir multiples
sefiales, actuando como una antena fundamental para la célula como veremos a continuacion.
Es Unico por cada célula e inmévil, midiendo de 2-5 um de longitud y 200-300 nm de ancho por
lo que no se ven a microscopio dptico con técnicas convencionales por lo que para su
observacion se emplean técnicas de inmunofluorescencia con anticuerpos frente a tubulina y/

o pericentrina o microscopia electrénica de transmision o de barrido.

THE CIL'UM DlSSECTED A cross-section of an axoneme
reveals either a 9+0 or a 9#2
arrangement of microtubules

Cilia consist of a ring of
microtubule scaffolding called

(motile cilium)

In motile cilia, tubules work with
the dynein arms and protein
spokes that link them to produce
movement

sassssssssssssssssssassnssnananannnr

the axoneme, covered by cell Ciliary __

membrane : membrane

IFT raft , i Doublet :
Molecules are transported via 3 microlt]ubulesw % :

intraflagellar transport (IFT) 3 : s :

using motor proteins that travel 9+0 :

up or down the microtubules : :

: Singlet :

esssssnas ssnsnas sssssessssse esssnsne ....E microtubules o S

mc,gg:::’; The axoneme is anchored in : Dynein
) the cell by a basal body : arms
e AN s :

E Radial 942 S

: spokes :
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5. Estructura ciliar: diferencias entre el cilio mévil y el cilio primario™.




6.A: imagen de microscopia
electrdnica de barrido (SEM)
de un conducto biliar
intrahepatico
microdiseccionado. B: cilios
primarios de colangiocitos.
Imdgenes microscépicas
electrdnicas de transmisidn
(TEM) de secciones
longitudinales (Cy D) y
secciones transversales (E) de
cilios de colangiocitos con
estructura 9+0. La
microscopia
inmunofluorescente de
transmision (F) y confocal (G)
de una seccidn transversal de
un conducto biliar (F) aislado y
un montaje completo de un
conducto biliar (G) tefiido con

.7
la a-tubulina

2.2. TRANSPORTE INTRAFLAGELAR.

El cilio primario es una estructura inmaovil pero cuyo axonema se encuentra en una situacion
de inestabilidad dindmica. Este concepto indica que la longitud del cilio permanece estable
gracias a que en el extremo distal (+) se produce polimerizacidon de los mondmeros de dineina
y tubulina, mientras que en el distal (-) se despolimerizan. De este modo, si la velocidad de

S s . . 6
polimerizacidn supera a la de destruccién, la longitud del cilio aumenta ".

Ademas, este mecanismo de transporte intraflagelar (IFT), no sélo estd implicado en aportar
proteinas estructurales al cilio, sino también en aportar proteinas relacionadas con la

~ s .z Y 6
sefializacion celular y el control de la division celular ~.

El IFT consiste en un transporte bidireccional de moléculas (carga) a lo largo del axonema,
llevado a cabo por un complejo proteico IFT, siendo las proteinas motoras que circulan hacia el
extremo distal del cilio las quinesinas y las que circulan hacia la base del cilio las dineinas. Este

complejo IFT, también denominado Raft, esta formado por las unidades IFTA e IFTB. 8

10
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En primer lugar, se produce el
ensamblaje de los componentes IFT en
la base del cilio. El transporte
anterdgrado se inicia con la activacién
de la quinesina 2 que acopla su carga a
la dineina 1b inactivada. La
quinesinaOSM-3 realiza el transporte
en la parte distal. Al llegar al apice, se
inactivan las proteinas motoras
anterdgradas, se desensamblany
descargan las particulas IFT. El
transporte retrogrado comienza con la
activacion de la dineina 1by la
acoplacién de su carga y la inactivacion
de la quinesina responsable del

transporte anterdégrado.

Existen numerosos genes implicados en la formacién de este complejo IFT, de forma que la

mutacion de uno de éstos puede dar lugar a una disfuncién del cilio y con ello a numerosas

enfermedades catalogadas como ciliopatias entre las que se encuentran la Poliquistosis Renal

o la Poliquistosis Hepatica, algunos tipos de cancer, o enfermedades del desarrollo

esquelético.




2.3. FUNCIONES GENERALES DEL CILIO PRIMARIO

El cilio primario presenta una amplia variedad de funciones dada su existencia en la mayoria de
células del organismo. La funcidn del cilio primario como regulador homeostasico y del
desarrollo esta clara, ya que se le considera una antena sensorial capaz de detectar estimulos
extracelulares y transudcirlos al medio intracelular. Por ello, a dia de hoy existen numerosas
lineas de estudio investigando la posible relacidn del cilio primario con determinadas

enfermedades.

El cilio primario, es capaz de detectar estimulos luminicos, quimicos, mecanicos y térmicos.
Las funciones del cilio primario son muy diversas. Una de ellas es la regulacién de los niveles de
calcio intracelulares. Asi el examen de células del tubulo renal mostré como los cilios primarios
cambian su curvatura al exponerse al liquido en movimiento, para iniciar una rdpida absorcién

de calcio . La Poliquistosis renal podria deberse a alteraciones en este mecanismo ciliar.

Las estructuras del cilio primario realizan distintas funciones. Por ejemplo, el cuerpo basal y la
zona de transicion regulan el paso selectivo de moléculas especificas al interior ciliar gracias a
distintas proteinas y canales iénicos. Ademas participan en la ciliogénesis. El complejo de
proteinas del transporte IFT realiza numerosas funciones diferentes al igual que la matrizy
membrana ciliar, compuestas por multiples proteinas que les permiten al cilio actuar como un

. . ~ . . 6
receptor sensorial y transducir numerosas sefiales al interior celular".

El cilio primario puede modular las respuestas celulares y tisulares en dependencia de las
sefializaciones que reciba. De este modo, el cilio presenta numerosos receptores en su
membrana para hormonas especificas como la somatostatina, factores de crecimiento o
morfogenes como Sonic hedgehog (Shh) y Wnt que desempefian papeles esenciales en la fase

. . .12
embrionaria y en el desarrollo a lo largo de la vida™.

Ademas el cilio desempefia un papel importante en la proliferacién, migracidn y supervivencia
celular. Se conoce que el cilio primario puede inducir la diferenciacion de células madre en
distintos tejidos: nervioso, adiposo, éseo, etc. Un ejemplo es la diferenciacién de las células
madre en astrocitos . El cilio primario de los astrocitos de la zona subventricular actia como
sensor del liquido cefalorraquideo y es capaz de responder a distintos estimulos como la
concentracién osmoética, pH, factores de crecimiento y neurotransmisores. En el afio 2010, se
descubre la participacion del cilio en la migracion de interneuronas del cortex, considerando

, , N . .13
asi que podia verse implicado en la memoria y el aprendizaje .
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En conclusién, el cilio primario es una organela con multiples funciones, las cuales se basan en
la formacidn y desarrollo de los tejidos asi como en conseguir la homeostasis en los mismos y

su correcto funcionamiento.

Effect of liquid flow on calcium uptake

° ® ® 10. El efecto del flujo del fluido en la
P ® °® o = .. . B

.. . ® captacion de calcio en las células
@

normales y en la Poliquistosis renal
Normal cell . 12
’ *  dominante (PKD).

No flow. Calcium level is high Flow starts. Calcium Calcium moves to adjacent
externally, low internally rapidly enters cell cells across tight junctions
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No entry of calcium into cells, regardless of flow

2.4. CILIOGENESIS.

La ciliogénesis consiste en el proceso de desarrollo de los centriolos y su maduracién la cual da
lugar a los cilios. De este modo, el axonema se desarrolla del centriolo madre o distal que da

lugar al cuerpo basal. El centriolo proximal, esta unido al distal y préximo al aparato de Golgi.12

Los centriolos, son los encargados de la formacion del huso mitético ademas de actuar como
cuerpo basal de los cilios. Se considera que los cilios son estructuras postmitéticas que sélo

. ; . 12
estan presentes en células quiescentes .

El ciclo celular estd altamente coordinado con la ciliogénesis. En la fase G los centriolos forman
la matriz pericentriolar (PCM) que origina el centrosoma y éste al centro organizador de
microtubulos (MTOC) a partir del cual comienzan a polimerizarse los microtubulos
citoplasmaticos que constituyen parte del citoesqueleto celular. En la fase S, se duplica el
centrosoma vy se originan los centriolos hijos, que funcionaran como centriolos parenterales en

/ . . , . .12
la fase M. En G2 se acumulan mas PCM para organizar a los microtubulos durante la mitosis.

En G2/M, la diferencia de los centriolos padres con los centriolos hijos es la presencia de

apéndices distales y subdistales, necesarios para la migracion y el anclaje del centriolo madre a

13
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la membrana. Si no se formaran los apéndices, la ciliogénesis se inhibiria. Posteriormente,

. . o 12
tiene lugar la polimerizaciéon del axonema, en fase GO/G1.

Durante la década de los 60, Sorokin estudio la ciliogénesis en células musculares. En primer
lugar, una vesicula derivada del aparato de Golgi (vesicula centriolar) se une al centriolo
madre, desde el cual emergera el axonema. A medida que el centriolo se mueve, la vesicula
comienza a invaginarse y el centriolo forma las estructuras accesorias para convertirse en el
centriolo distal. En una segunda etapa tiene lugar una fusién de nuevas vesiculas (vesiculas
centriolares secundarias) que formaran una vaina y envolveran el axonema que comienza a
enlongarse hacia el medio extracelular. El proceso finaliza cuando la membrana que rodea al
axonema alcanza la superficie celular y se fusiona con ella, creando unas “hebras” de particulas

. . .z . 12
intramembrana en comunicacion con el centriolo madre.

Centrosome formation

G1 G2

b ' 4
GO ———— i —
/ G1 s ‘}‘ ‘W

e
=3 %

Centrioles

I Mather centriole a2 <
Daughter centriole = Ry SN —_— Mother

Pericentriolar material { / \\ /

Primary cillum \ /

11. Ciliogénesis. A. El cilio se forma en la fase GO/G1, tras el anclaje del centriolo madre en la membrana
plasmatica . B. Formacion del centrosoma y acumulacién del material pericentriolar en G2. M.E de

s . . . 2
apéndices distales y subdistales del centriolo madre. 0
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12. A. Estadios de formacidn del cilio primario. CV, vesicula centriolar. SCV, vesicula centriolar

. . 12
secundaria. B. Esquema resumen de las fases de formacion del cilio primario.

2.5. VIAS DE SENALIZACION EN EL CILIO PRIMARIO.

A lo largo de los afos, se han identificado una serie de vias de sefializacion del cilio primario las cuales
juegan un papel determinante en el control celular. En el cilio primario son de maxima importancia las

vias Wnt, y la via Hedgehog.

2.5.1. VIA PROTEINAS WNT Y RECEPTORES FRIZZLED, INHIBICION DE LA DEGRADACION DE R-
CATENINA.

La B-catenina es una proteina citosdlica y nuclear que se encarga tanto de la adhesién celular
(ancla cadherinas al citoesqueleto de actina), asi como de la regulacion transcripcional en la

embriogénesis.

Cuando la B-catenina no se asocia a cadherinas, un complejo proteico la degrada en el
citoplasma. Este complejo esta formado cuatro proteinas: caseina quinasa 1 (CKA1), glucégeno

sintetasa quinasa 3 (GSK3), proteina APC (poliposis adenomatosa coli) y axina. La CKA1,

15

——
| —



fosforila la B-catenina en una serina y la marca de modo que GSK3, la fosforile y sea degradada

. . . . .15
por los proteosomas. La axina y la APC actian uniendo el complejo proteico.

En la via Wnt/Bcatenina, Wnt se une tanto a la proteina Frizzled como a la proteina receptora
relacionada con el receptor de LDL (LRP:LDL). Al formarse este complejo, ambas quinasas, la
GSK3 y CK1y, fosforilan la cola citosélica del receptor LRP, que inactiva la axina, y desmonta la
degradacion. Asi, se inhibe la fosforilacién y la degradacion de la B-catenina, y por lo tanto la B-
catenina no fosforilada se acumula gradualmente, traslocandose hacia al nucleo. Una vez en el

nucleo, se une a proteinas activadoras de la familia TCF/LEF, encargados de la transcripcion de

. . .15
genes Wnt necesarios para el desarrollo embrionario.

El complejo formado por la cadherina y B-catenina tiene una participacién importante en el
desarrollo normal del organismo (regula la proilferacién celular, polaridad y destino de las

células) y en la aparicion de enfermedades como tumores, como es el caso de la Poliposis

adenomatosa familiar. *°
(A) WITHOUT Wnt SIGNAL (B} WITH Wnt SIGNAL
LRP Wnt
Frizzled

CYTOSOL

inactive
Dishevelled

active inactive
GSK-3p GSK 3

activated
.’ Dishevelled

axln

axin

ﬁcalemn
PHOSPHORYLATED

Sz stable
_ unstable

UNPHOSPHORYLATED

B-CATENIN IS . " B-CATENIN ACCUMULATES,
UBIQUITYLATED AND ag ‘v MIGRATES TO NUCLEUS, AND

DEGRADED IN [ DISPLACES GROUCHO

PROTEASOME

Groucho
LEF-1/ q/Gmucho .’—"
L% Rl LEF-1/
TCF DNA

DNA

Wnt-RESPONSIVE GENES OFF

13. Esquema de la via Wnt/Rcatenina. A: ausencia de sefial Wnt. B: Wnt unido a Frizzled. B



https://es.wikipedia.org/wiki/Frizzled

2.5.2. VIA HEDGEHOG.

La via de sefializacién de Hedgehog (Hh) juega un papel importante en la regulacion de la
diferenciacidn celular y la formaciéon de érganos durante el desarrollo embrionario normal de
los vertebrados, asegurando que los tejidos en desarrollo alcanzan su correcto tamaiio,

. . g . 15
localizacién y contenido celular.

La via de Hh se inactiva en la mayoria de los tejidos adultos, con la excepcidn de las funciones

de mantenimiento y reparacidn de tejidos. 1>

Es importante destacar que su reactivacién inapropiada en los tejidos adultos se ha
relacionado con el desarrollo de varios canceres humanos, en particular carcinoma basocelular

(CBC) y algunos meduloblastomas.™

Por tanto, la via de sefializacién de Hh representa una potencial diana terapéutica para los

nuevos tratamientos antineopldsicos.

La via de sefializacién Hegdehog (Hh), normalmente se encuentra inactivada, por la ausencia
del ligando Hh, un péptido secretado por células del entorno. Los distintos tipos de ligando Hh
son: Sonic Hh (Shh), Indian Hh (Ihh) y Desert Hh (Dhh). En la membrana del cilio primario
existen receptores de esta molécula ligando. El inicio de esta via comienza con la unién del
ligando Hh a su receptor Patched (PTC). Si por el contrario, no se produce la unién ligando —
receptor, PTC bloquea Smoothened (SMO). SMO es una proteina G que actla como
transductor de sefiales al interior de la célula. SMO puede estar secuestrado en una vesicula o
insertado en la membrana plasmatica. Si SMO estd bloqueado por PTC, no se envian sefiales al

interior de la célula. *®

La via Hedgehog se inicia cuando el ligando Hh se une a PTC, eliminando su efecto inhibitorio
sobre SMO. SMO que se encontraba en el interior de una vesicula, es fosforilado, llega a la
superficie celular y se produce su translocacién al cilio primario. SMO se desbloquea e inicia la

. 1
cascada intracelular. *°

SMO estimulara la adenilato ciclasa, aumentando el AMP-c, que activara a su vez a PKA.
Llegados a este punto la PKA actua activando a su vez los factores de transcripcién Gli. Los
factores de transcripcion Gli mas frecuentemente involucrados en esta via de sefializacion
celular son Gli1, Gli2 y Gli3. La proteina Supressor of Fused (SUFU) participa en el proceso de
formacién de las formas activadoras e inhibidoras de los factores Gli, en dependencia de la

presencia o ausencia de Hh en la via de sefalizacion. Estos factores Gli en su forma activada se

——

17

'



adentran en el nucleo celular y permiten la expresion de genes diana Hh que favorecen la

proliferacién y diferenciacion celular.

(A} WITHOUT HEDGEHOG SIGNAL (B) WITH HEDGEHOG SIGNAL 14. Esquema de la via
Patched Smoothened —— hedgehog Hedgehog. A: en
—iy ausencia de
Hedgehog. B:

microtubule \ Hedgehog unido a

SMOOTHENED SIGNALS 15
Costal TO PROTEIN COMPLEX, INHIBITING Patched.
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| i
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i

corepressor cleaved Ci protein in complex
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¥
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3. CILIOPATIAS.

Las ciliopatias comprenden un grupo de trastornos asociados con mutaciones genéticas que
codifican proteinas defectuosas que causan la disfuncién del cilio. Dado que los cilios estan
presentes en la mayoria de las células de vertebrados, las manifestaciones de las ciliopatias
son multiples, de forma que no afectan a un Unico érgano sino que la alteracién se produce en

. . 16
numerosos aparatos y sistemas del organismo.

Algunas ciliopatias conocidas son la enfermedad poliquistica renal, la nefronoptisis, la
retinosis pigmentaria, el sindrome Bardet Biedl y el sindrome Joubert, aunque se conocen

. 16
muchas mas.

Algunas caracteristicas comunes de las ciliopatias son la degeneracion retiniana, la
enfermedad renal, hepatica e incluso diabetes y obesidad. Asi mismo en ellas aparecen
problemas en el desarrollo esquelético, ocasionando osteocondrodisplasias, en las cuales nos

centraremos en este trabajo. v
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En el proteoma ciliar se identifican mas de 1000 proteinas. Las mutaciones en los genes
codificantes de un gran numero de ellas han sido identificadas y son las productoras de

ciliopatias.

Los mecanismos por los que la disfuncidn ciliar produce dichas enfermedades y fenotipos aln
no esta claro, sin embargo las vias de sefializacién Hedgehog y Wnt, parecen estar
involucradas. Ademas, dada la funcién de transduccién de sefiales externas del cilio, se puede
sospechar que los distintos fenotipos sean una consecuencia de la transduccién de sefiales

16
aberrantes.

La mayoria de las ciliopatias, se transmiten por herencia autosdmica recesiva por lo que para
que se produzca disfuncion del cilio, los dos alelos del gen deben estar mutados. Incluso en el
caso de la Poliquistosis Hepatica Autosdmica Dominante (la mds frecuente) se cree que el
segundo alelo también debe presentar cierta alteracion para el desarrollo de la enfermedad.
Uno de los rasgos mas intrigantes de las ciliopatias es la variedad de sintomas clinicos y la
implicacién de numerosos 6rganos debidos a la mutacidon de un mismo gen. De este modo, un
mismo gen mutado puede suponer una enfermedad letal embrionaria para un individuo y en
otro ocasionar un desorden de inicio mucho mas tardio. Esta condicidn, se cree que se produce
de dicho modo porque en primer lugar, se requieren dos mutaciones (una por cada alelo del
gen), pudiendo estas ser distintas. En segundo lugar, las distintas combinaciones de
mutaciones posibles pueden dar lugar a los diferentes sintomas. En ultimo lugar, los genes que
codifican las proteinas ciliares son polimdrficos pudiendo actuar como modificadores
fenotipicos en presencia de otras mutaciones causantes de enfermedades. Por otra parte,
estos polimorfismos que por si mismos no causan enfermedad, en combinacidn pueden

provocar sintomas lo que se conoce como “enfermedad oligogénica” *’.

Disease BBS|OFD1 Senior-Loken Meckel |Joubert
Retinitis pigmentosa 7] | l 7 1 7
Renal cystic disease E

Paolydactyly 17

Situs inversus/lsomernism S

Mental retardation/developmental delay 1

Hypoplasia of corpus callosum Ed K

Dandy-Walker malformation

Posterior encephalocele

Hepatic disease |
Total number of phenotypes in each disorder 8| 5 | 5 o ]

15.Distintas manifestaciones en las ciliopatias de Bardet Biedl (BBS), Sindrome orofaciodigital 1 OFD1),

sindrome de Senior-Loken, sindrome de Meckel y sindrome de Joubert."’
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g{’;f);‘;,’:fs MKS JBTS BBS NPHP OFD SLS AS SRPS EVC

La poliquistosis renal fue la primera
patologia que se identificé como
ciliopatia. Presenta dos tipos de
herencia: autosdmica dominante y
autosdmica recesiva. En ella, al igual
que en la poliquistosis hepatica e se
han identificado mutaciones en los

genes PKD1 Y PKD2, codificantes de

proteinas de membrana del cilio, las

17. Poliquistosis Renal Autosémica Dominante. 18

policistinas.
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4.- DESARROLLO DEL HUESO.

Los huesos pueden desarrollarse a partir de la diferenciacidon de células mesenquimales por

dos mecanismos: osificacién intramembranosa y osificacién endocondral.

La osificacion intramembranosa es propia de huesos planos del crdneo y de la cara y consiste
en la diferenciacion de células mesenquimales embrionarias en osteoblastos que formaran el
centro de osificacién y alrededor del cual se origina el hueso 12

La osificacion endocondral es el mecanismo de formacién de la mayoria de huesos largos y
tiene lugar en etapas tempranas de la embriogénesis en las que células mesenquimales se
condensan en distintos puntos de la esqueletogénesis con la posterior diferenciacion a
condrocitos, formando los moldes de cartilago de los futuros huesos. Una vez diferenciados los
condrocitos, estos proliferan y secretan coldgeno tipo Il formando su matriz extracelular. Las
células circundantes al molde cartilaginoso se diferencian en células fibroblasticas de las que
posteriormente surgiran los osteoblastos del collar 6seo, formando asi el pericondrio *2. El
siguiente paso tendrd lugar en los condrocitos centrales del molde los cuales se hipertrofiany
secretan matriz extracelular rica en coldgeno X, el cual favorece la calcificacién de la matriz.
Ademas se produce la secrecién de factores como

B _ <. : 7 ‘R- VEGF, que permite la angiogénesis y la invasion de
osteoblastos, lo que dara lugar al centro de
osificacidn primario o esponjosa primaria.
Finalmente los condrocitos hipertréficos mueren
por apoptosis, produciéndose la sustitucion de
cartilago por tejido éseo. En etapas posteriores, a
los lados de la esponjosa primaria aparecen estratos
de condrocitos de reserva, en la parte distal del
hueso. Estos condrocitos son proliferativos e
hipertréficos y constituyen la placa de crecimiento,
los cuales permitiran el crecimiento longitudinal del

hueso. %°

18.0sificacion endocondral (HE). Se identifican las
distintas zonas: de reposo (R), de proliferacion (P), de

maduracion (M), de hipertrofia (H) y de osificacién (O )
19
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19. Osificacién endocondral. *

4.1.- PAPEL DE IHH Y OTRAS VIAS DE SENALIZACION EN LA OSIFICACION.

Indian hedgehog homolog (lhh) tiene un papel fundamental en la formacién del hueso. Los
condrocitos prehipertréficos secretan moléculas de lhh y éstas difunden en la placa de
crecimiento generando un gradiente de sefial lo que provoca la diferenciacién y proliferacion
de los condrocitos, asi como la osificacion del pericondrio. Por un lado lhh actta sobre los
condrocitos periarticulares secretando hormona paratiroidea PTH1, que difunde al centro del
hueso y actla sobre su receptor (Parathyroid Hormone 1 Receptor, PTH1R), retrasando la
diferenciacion de condrocitos proliferativos a hipertréficos y por tanto la sintesis de Ihh. De
esta manera se establece un bucle de retroalimentacion negativo entre PTHrP e lhh que regula
la diferenciaciéon de los condrocitos a lo largo del eje longitudinal del hueso. Por otra parte se
ha observado que lhh también actia estimulando la divisidn de los condrocitos y la
diferenciacion de los osteoblastos del collar dseo, ya que los ratones Ihh-/- presentan una

., S 12
reduccion del 50% de la divisién celular y carecen de osteoblastos.

El factor de crecimiento de fibroblasto (Fibroblast Growth Factor, FGF), cuyos receptores
(FGFR) se expresan en diferentes regiones de la placa de crecimiento también tienen su papel
en la osificacidn (Ornitz and Marie, 2002). Asi alteraciones en FGFR3 tienen repercusién en la

. . _— . . 12
placa de crecimiento ocasionando distintas osteocondrodisplasias en humanos.
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La ruta candnica Wnt/B-catenina es otra via de sefializacidn clave en el desarrollo del hueso ya
que interviene en el proceso de diferenciacién de los osteoblastos. Asi en ratones con el gen
codificante para B-catenina mutado, las células mesenquimales que deberian dar lugar a

. . 12
osteoblastos se diferencian a condrocitos™.

También las Proteinas Morfogenéticas del hueso (BMP) participan en el crecimiento y
diferenciacion del cartilago y para que ello se produzca de la manera adecuada deben actuar
en paralelo con lhh. Estas proteinas se expresan de manera distinta en la placa de crecimiento,
asi BMP2, -3, -4, -5 y -7 se expresan en el pericondrio, BMP2 y -6 en los condrocitos

hipertréficos y BMP7 en los proliferativos .

Finalmente otros genes clave en el desarrollo dseo son los factores transcripcionales Runx2
(también llamado Cbfal) y los cuales son imprescindibles para la diferenciacién de los
osteoblastos, 6 Sox9 que estd implicado en la formacidn de las condensaciones
mesenquimales previas a la formacidn de los moldes cartilaginosos y es un marcador de los

condrocitos proliferativos .

En resumen la formacion del hueso es un proceso complejo dirigido por Ihh pero en el que
interviene un gran numero de cascadas de sefializacién distintas, las cuales se encuentran

perfectamente coordinadas.

Growth plate Osteochondroma

18. Hisotologia de la
placa de crecimiento y
del osteocondroma. Se
visualizan: zona de
reposo (RZ), zona de
proliferacién (PZ), zona
de hipertrofia (HZ) y
zona de osificacién (B).

En la placa de

crecimiento la
organizacién de las columnas se mantiene mientras que en el osteocondroma las columnas no
siguen una disposicidn regular. Ademas en el osteocondroma aparecen condrocitos

hipertroficos en la zona de proliferacion y de “descanso” (puntas de flecha) 20
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5. EL CILIO PRIMARIO COMO SENSOR EXTRACELULAR EN EL HUESO.

El esqueleto de vertebrados sanos esta compuesto de cartilago, hueso y otros tejidos

conectivos. Su formacién y homeostasis son reguladas por las vias wnt, Hedgehog, Notch, asi
. o . 20 .

como por proteinas modificadoras dseas “. De este modo el cilio vuelve a tener un papel

relevante en el proceso de desarrollo éseo.

Los cilios primarios se identificaron por primera vez en el esqueleto en los condrocitos hace
unos 40 afos y hasta ahora los estudios realizados han confirmado las funciones bioldgicas de

.. . . 20
la organela en el tejido cartilaginoso “".

Uno de los hallazgos encontrados, es el cdmo el cilio primario es capaz de orientar a los

condrocitos de manera longitudinal al hueso formando columnas paralelas, las cuales daran
- 20

lugar a la placa de crecimiento “".

La interaccion entre moléculas de la matriz extracelular y sus receptores pueden transmitir

sefiales directamente o indirectamente dentro de la célula que conducen a una cascada de

sefializacion y expresion coordinada de varios genes implicados en adhesién celular, migracion,

proliferacién, diferenciacion y muerte celular especialmente a través de integrinas.

Los proteoglicanos de la matriz tienen un importante papel en la sefializacién intercelular. Se
unen a moléculas sefializadoras como factores de crecimiento fibroblastico (FGFs) y otros,

regulando su actividad.

Estudios llevados a cabo por Wang et al. 2013, demostraron como la via de sefializacién HH es
fundamental para el desarrollo del tejido éseo 2 Jensen et Al, demostraron como la matriz
extracelular es capaz de transducir sefiales al interior de la célula a través del cilio y el aparato
de Golgi . McGlashan et al realizaron un estudio en el que demostraron como la compresion
mecdanica disminuye la incidencia y longitud de los cilios de manera reversible, lo que sugiere
un mecanismo de retroalimentacion negativa ante sefiales excesivamente fuertes 3,
Thompson et al investigaron la relacién entre la carga mecdnica y la sefializacion HH en
condrocitos articulares. Asi encontraron como la carga activa a la via HH y la expresion de

. s ’ 2
enzimas catabdlicas de cartilago **.

En las células dseas, el cilio primario también esta presente. Asi, estudios con microscopia
electrénica de trasnmision (TEM), mostraron como los osteocitos se disponian en orientacién

. . e 2 , - .. . e
perpendicular al eje largo de la tibia >*. Ademas, los cilios participan en la diferenciacion de
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osteoblastos y la pérdida de los mismos produce un deterioro en esta diferenciacién. Nuevos
estudios demostraron como los cilios primarios también estan presentes en células madre
mesenquimatosas (MSC) %2, Parece ser ademas que los osteocitos estimulados acttan de
manera paracrina secretando factores solubles que aumentan la expresidén de genes
osteogénicos en las células madre mesenquimales %2, Este mecanismo paracrino desaparece
con la supresion del cilio primario, lo que sugiere que el cilio es requerido por los osteocitos
para captar un estimulo mecanico externo como el flujo de fluido intersticial y generar la sefial
para las células efectoras que regulan la formacién de hueso. En osteoclastos no se han
identificado cilios primarios, ni en las células hematopoyéticas de las que derivan **. Sin
embargo, se ha demostrado como el cilio regula indirectamente los osteoclastos algunos
estudios han demostrado que los cilios en los osteoblastos / osteocitos regulan indirectamente
incrementando laa relacién de la osteoprotegerina (OPG) con el activador del receptor del

ligando Kappa B del factor nuclear (RANKL) en el microambiente 6seo *.

El cilio primario actia como quimio y mecanosensor de estimulos extracelulares. De este
modo, se ha demostrado que el cilio primario cambia su curvatura con el flujo para conseguir a
través de AMPc, un incremento del paso de Ca* intracelular . Ademds se ha visto como la

disminucién del AMPc produce una mayor expresién de genes osteogénicos *.

19y 20. Cilio primario en
condrocito (19) y en osteocito (20)
ambas vistas por Microscopito
electrénico de transmisién.”?




6. CILIO PRIMARIO Y OSTEOCONDRODISPLASIAS.

Las osteocondrodisplasias son un grupo heterogéneo de enfermedades cuyo rasgo comun es el
trastorno del desarrollo esquelético o de la dindamica dsea y cartilaginosa. La mayoria son
hereditarias pudiendo en muchos casos formar parte de sindromes complejos en los que la

alteracidn dsea es sdélo una parte de las multiples manifestaciones fenotipicas.

Las displasias esqueléticas constituyen los defectos congénitos mds frecuentes en el recién
nacido, con una frecuencia alrededor de 2 por cada 1000 recién nacidos, y son responsables
del 9.1% de las muertes perinatales. El 23% de los fetos afectados fallecen durante la vida

intrauterina y el 32% en la primera semana de vida.

Las primeras clasificaciones de enfermedades constitucionales del hueso de 1977 y 1983
agruparon las distintas entidades patoldgicas por su correlacién fenotipica y radioldgica en
familias con similitudes morfoldgicas y patogenética524. En 1992, con los avances moleculares,
se realiza una nueva clasificacién, en la cual las entidades se agrupan por la anomalia
bioquimica identificada, estableciendo su etiopatogenia y su relacidon con defectos conocidos
en genes o proteinas de éstos desdrdenes. Ademas en cada una de las entidades esta recogida
su tipo de herencia mendeliana, asi como el nimero de catalogo “McKusick Mendelian
Inheritance in Man (OMIM)” %). Los genes identificados se van afiadiendo a la clasificacién en

las sucesivas revisiones.

INTERNATIONAL NOMENCLATURE OF CONSTITUTIONAL DISEASES OS BONE 1983 **
OSTEOCHODNRODYSPLASIAS

Abnormalities of cartilage and/or bone growth and development
Identifiable at birth:
-Usually lethal before or shortly after birth.
1. Achondrogenesis type | (Parenti- Fraccaro).
2.Achondrogenesis type Il (Langer- Saldino).
3. Hypochondrogenesis.
4.Fibrochondrogenesis.
5.Thanatophoric dysplasia.
6. Thantatophoric dysplasia with clover-leaf skull.
7. Atelosteogenesis.
8.Short rib syndrome (with or without polidactility).
a. Type | (Saldino- Noonan).
b. Type Il (Majewski).
c. Type lll (lethal thoracic dysplasia).

26
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Short-rib dysplasia Inheritance | MIM N2 Locus Gen Protein

(with or without

polydactyly) group

Chondroectodermal | AR 225500 4pl6 EVC1 EvC gene 1

dysplasia (Ellis-van AR 4pl6 EVC2 EvC gene 2

Creveld

SRP type 1/3 AR 263510
(Saldino-

Noonan/Verma-

Naumoff

SRP type 2 AR 263520
(Majewski)

SRP type 4 (Beemer) | AR

Oral-Facial-Digital AR 258860

syndrome type 4

(Mohr-Majewski)

Asphyxiating thoracic | AR 208500

dysplasia (ATD;
Jeune)

Thoracolaryngopelvic | AD 187760

dysplasia (Barnes)

21.Grupo de displasias con costillas cortas con/sin polidactilia acorde a la revisién de 2006 de la
clasificacion de desérdenes 6seos genéticos 25

La clinica de las osteocondrodisplasias es distinta en cada una de ellas, aunque presentan una
serie de rasgos fenotipicos muy comunes como enanismo, con un crecimiento
desproporcionado entre extremidades y tronco y deformaciones de los huesos pudiendo llegar
a producir insuficiencia respiratoria por deformaciones en la caja tordcica entre otros. Al igual
que en la clinica, la evoluciéon y el prondstico varian entre ellas, desde formas letales en el

. . .26
nacimiento a otras compatibles con la vida“".

El diagndstico en la mayoria de los casos es clinico-radioldgico, por lo que se le realizan
radiografias en todo el cuerpo a los nifios afectos. El diagndstico prenatal de una displasia
esquelética especifica es posible si existe el conocimiento de antecedentes en la familia. Para
ello se realiza un examen ultrasonografico, si bien en ausencia de conocimiento de los

antecedentes, llegar al diagndstico exacto resulta casi imposible. Se considera conveniente que
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=225500

ante la presencia de determinados hallazgos en un examen ultrasonografico, las gestantes
sean remitidas a centros de Genética Médica con el fin de realizar un diagnéstico molecular,
posible en algunos casos, asi como para asesoramiento y consejo genético. Los hallazgos a
tener en cuenta en la ultrasonografia son: acortamiento del fémur fetal u de otro hueso
tubular, una desproporcidn entre la longitud de huesos largos y el diametro biparietal o la

. . . , . S, 26
circunferencia cefalica, asi como de cualquier otra alteracién dsea fetal ~".

El tratamiento en la mayoria de los casos, es quirurgico paliativo, y dependera del grado de
afectacién individual. De esta forma, las intervenciones quirurgicas consisten principalmente
en alargamiento quirdrgico de extremidades y recambios articulares, con el fin de que tengan

. . .26
una mejor calidad de vida.

En esta revision, se ha estudiado la relacidn existente entre el grupo de sindromes de costillas
cortas con o sin polidactilia y el cilio primario. También se estudia la relacion del cilio primario
y la Osteocondromatosis multiple hereditaria.

6.1. SINDROMES DE COSTILLAS CORTAS Y POLIDACTILIA.

El grupo de displasias de costillas cortas (SRP, short rib polidactilia) esta dentro del espectro de
las ciliopatias. Su incidencia es escasa y se definen como sindrome de hipocrecimiento con
extremidades cortas, polidactilia y térax muy estrecho con costillas cortas. A este grupo
pertenecen los sindromes de Saldino-Noonan (SRP tipo |, MIM # 263530), Majewski (SRP tipo
I, MIM # 263520), Verma-Naumoff (SRP tipo Ill, MIM # 263510), Beemer-Langer (SRP tipo IV,
MIM # 269860), sindrome de Jeune o displasia toracica asfixiante ( ATD, MIM # 208500) y el
sindrome de Ellis van Creveld (EVC, MIM #225500), todos ellos displasias esqueléticas de

. ‘. .27
herencia autosémica recesiva .

6.1.1. SINDROME DE VERMA-NAUMOFF (SRP tipo Il1)

El sindrome de costillas cortas y polidactilia tipo Ill, o sindrome de Verma-Naumoff, (SRP tipo
Il [MIM 263510]) es una condrodisplasia autosémica recesiva letal al en el periodo perinatal
caracterizada por costillas cortas, un torax estrecho, huesos largos cortos, un acetabulo
anormal y numerosas malformaciones extraesqueléticas, EI SRP tipo Ill es letal como resultado

. . . (.27
de la hipoplasia pulmonar por el severo estrechamiento tordcico

El SRP tipo Il comparte rasgos fenotipicos y radioldgicos con el sindrome de Jeune. En ambos

aparecen costillas cortas y pelvis en tridente, sin embargo las anomalias radiograficas son

. . - . . 28
mayores en el SRP tipo lll, cuyos acortamientos metafisarios son mas pronunciados “".
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22.Caracteristicas
clinicas y radioldgicas
individuos SRP tipo IlI:
(A) Térax estrecho,
miembros cortos y
braquidactilia. (B)
Torax largo y estrecho
con las costillas
cortas.(C-E, G)
Miembros superiores e
inferiores: acortados
yla edad dsea tardia.(D
y E) Extremos
metafisarios redondos
con picos laterales de
metatarso cuadrado y
grueso y falange y la
pobre mineralizacion
de la falange.(F) Techo
acetabular en tridente

(flecha). 2’

Actualmente se conocen las mutaciones en los genes IFT80, DYNC2H1 en el SRP tipo lll, los
cuales codifican proteinas del trasporte intraflagelar del cilio primario. Ademads se ha
identificado mutaciones en el gen WDR34. La proteina WDR34 esta implicada en la formacion

. e P . 27
de vesiculas durante la ciliogénesis y en el IFT.

La investigacion llevada a cabo por Huber et al. 2013, revelé como los cilios primarios de
fibroblastos con WDR34 mutado eran significativamente mads cortos de lo normal y tenian una

punta bulbosa =

La identificacion de las mutaciones WDR34 en cuatro familias con SRP tipo Ill demostraron
que es un regulador negativo de la via de activacién de NF-kB inducida por IL-1R / TLR3 / TLR4

T L s , )
y estd implicado en la patogénesis de las ciliopatias esqueléticas .

En el 2013, un estudio realizado por M. Mclnerney- Leo et al., descubrieron dos nuevas
mutaciones en el gen WDR60, en un paciente afecto por SRPS tipo lll. Este gen, codifica
proteinas encontradas en el cuerpo basal del cilio primario de los condrocitos. Al parecer, la
ciliogénesis en los fibroblastos de este paciente se vio afectada por lo que se considera que
WDR60 puede causar defectos en el desarrollo condroesquelético por su implicacién en el

.. 28
cilio™.
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6.1.2. DISPLASIA TORACICA ASFIXIANTE DE JEUNE.

La displasia toracica asfixiante de Jeune (JATD, MIM#208500) es una condrodisplasia
autosdmica recesiva rara que causa en la mayoria de los casos muerte infantil como resultado
de un tdrax severamente estrecho el cual produce insuficiencia respiratoria por hipoplasia

29
pulmonar “~.

Los rasgos fenotipicos de este sindrome se correlacionan con los del sindrome de Verma-
Namouff. Los signos clinicos de este sindrome son térax estrecho con costillas cortas, pelvis en
tridente, y acortamiento rizomélico de las extremidades. Ademas aparece polidactilia
postaxail, braquidactilia, hidrocefalia y aplasia retiniana. Ademas en algunos casos de JATD han
aparecido enfermedad renal quistica y nefronopstisis (enfermedades producidas por la

. . ™ . . 2
disfuncién del cilio primario) 8,

Para su diagndstico se requiere la confirmacién radioldgica. Los hallazgos en la JATD son la
presencia de extremidades metafisarias radioldgicamente irregulares, condrocitos

proliferativos histopatoldégicamente hiperplasticos y mineralizacion endocondral defectuosa
29

23. Manifestaciones esqueléticas del sindrome de Jeune. A: Tdrax estrecho en paciente con

JATD. B TAC del mismo paciente que demuestra costillas cortas y jaula tordcica estrecha. C.
Radiografia de extremidades superiores en paciente con Sindrome de Mainzer-Saldino con

. . PP e .29
acortamiento acrosomélico, metafisis irregulares y epifisis crénicas

La distrofia toracica asfixiante Jeune es un trastorno genéticamente heterogéneo. Beales et al.
Identificaron dos mutaciones en el gen codificante de una de las proteinas del transporte
intraflagelar, I1ft80, del cilio primario . Esta proteina se localiza en el cuerpo basa del cilio de las

células condrociticas. La alteracion en esta proteina produce una sefial aberrante de Shh lo que
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parece ser el mecanismo productor del sindrome. En ratones Ihh disfuncionante presentaron
los mismos rasgos fenotipicos que los pacientes con JATD, con cajas tordcicas extremadamente

30
cortasy estrechas ™.

6.1.3. SINDROME DE ELLIS VAN CREVELD.

El sindrome de Ellis- van Creveld (EVC MIM 225500) es una enfermedad autosémica recesiva
también conocida como displasia condro-ectodérmica, producida por la mutacién de los genes
EVC 1 0 EVC2. La gravedad de la enfermedad varia de una persona a otra, presentando una
mortalidad natal del 30%. Es Esta enfermedad tiene su mayor tasa de afeccion en Pensilvania,
en la poblaciéon de la Vieja Orden Amish, apareciendo sobre todo en descendientes de

; 12
consanguineos .

Los pacientes con EvC presentan alteraciones en el desarrollo esquelético y de la ectodermis.
Los rasgos clinicos esqueléticos mas frecuentes son la talla baja desproporcionada por
acortamiento de huesos largos (Talla final 1-1,5m), el térax estrecho y acortamiento de las

costillas y la polidactilia postaxial bilateral en manos y en un 10% de casos en pies 12

En los estudios radiolégicos se observan huesos tubulares, pelvis en tridente por hipoplasia del
acetabulo, hipoplasia de epifisis tibiales (ocasionan genu valgo) y fusion de los huesos
carpianos 12

La alteracién ectordérmica produce distrofia ungueal y anomalias dentales (dientes pequefios,
conicos, hipodoncia y dientes neonatales). Ademas se producen alteraciones orofaciales como
tabique nasal ancho, labio leporino y frenillo multiple 12

Por ultimo, aparecen malformaciones cardiacas siendo la mas frecuente la comunicacion
interauricular aunque pueden existir muchas otras como transposicién de grandes vasos,

. . , . . . . 12
hipoplasia del ventriculo izquierdo, estenosis de la valvula pulmonar, etc. **.

En estos pacientes se han descubierto mutados dos genes, EVC1 y EVC 2. Ambos genes

codifican proteinas que fueron localizadas en el cuerpo basal del cilio primario y actian como

mediadores positivos de la via Hh 3

Un estudio llevado a cabo por Long et al., 2004, mostré como la supresidn de Evc suponia la
represién de la via de sefializacién Indian Hedgehog, de manera que Evc parece ser
determinante en el funcionamiento de esta ruta *°. Afios mas tarde, el Ruiz Pérez et al,

confirmaron de nuevo dicho descubrimiento en ratones Evc -/ en los cuales se producia un
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defecto en la sefializacién lhh y con ello la reducciéon de las columnas de las zonas de

. ., . ) - Lo 32
proliferacién e hipertrofia de la placa de crecimiento de los condrocitos ~*.

24. Caracteristicas clinicas de pacientes afectados con EvC. A: genu valgo. B: térax
estrechos. C: distrofia en las ufias. D: polidactilia postaxial en manos. E: malformacion
cardiaca: auricula Unica. F: defectos dentales. G: mdltiples frénulas entre la encia y el labio *.
Un estudio llevado a cabo por Long et al., 2004, mostré como la supresion de Evc suponia la
represién de la via de sefializacion Indian Hedgehog, de manera que Evc parece ser
determinante en el funcionamiento de esta ruta “°. Afios mas tarde, el Ruiz Pérez et al,
confirmaron de nuevo dicho descubrimiento en ratones Evc -/ en los cuales se producia un

defecto en la sefializacion Ihh y con ello la reduccion de las columnas de las zonas de

. .z . . .. . 32
proliferacién e hipertrofia de la placa de crecimiento de los condrocitos ~*.

El mismo estudio, comprobd que existe un retraso de las osteoblastogénesis asi como de la
osificacién en ratones Evc-/-. La expresion de los genes diana de la ruta Wnt/B-catenina y otros
marcadores de osteoblastos también estaba disminuida. El hueso en crecimiento y la region
orofacial al igual que en el sindrome fueron los tejidos que mas expresaron Evc.. Ademas, los
ratones Evc -/- poseian el fenotipo esquelético propio de los pacientes con EVC, es decir,
acortamiento de huesos y costillas asi como defectos en incisivos y molares. La diferencia fue
gue no presentaron polidactilia, la cual esta presente en todos los pacientes con EVC, ni

. . 32
malformaciones cardiacas ~°.

Ademas se detectd la presencia de importantes defectos en el desarrollo de la parte frontal de
la base del craneo en los ratones Evc -/-, indicando que Evc es esencial para el desarrollo de la

. . . . .. . 32
sincondrosis craneales, especialmente la sincondrosis intraesfenoidal ~*.
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6.1.4. SINDROME OROFACIODIGITALTIPO 1

Los sindromes orofaciodigitales (SOFD) corresponden a un grupo heterogéneo de desdrdenes

del desarrollo a nivel oral, facial y digital, como su nombre indica. Si bien, otros 6rganos

pueden estar afectados lo que determinara el tipo de SOFD 33,

El SOFD tipo | (OFD 1; OMIM #311200), a diferencia de los otros subtipos, es transmitido como

. . . ’ 33
un rasgo dominante ligado al cromosoma X, en el que los varones mueren intradtero ™.

Los rasgos clinicos del SOFD tipo 1 afectan a la cavidad oral (frenillo aberrante, anormalidades
linguales y hendidura de la arcada palatina entre otras), craneofaciales (fisuras palpebrales,
hipoplasia nasal, microretrognatia, milia evanescente, labio leporino y alopecia), esqueléticas
(braquidactilia, sindactilia, polidactilia post y preaxial y baja estatura). Pueden aparecer

. . . . . 33
ademas malformaciones del Sistema nervioso central como la agenesia del cuerpo calloso ~".

En el SOFD tipo 1, se ha identificado la mutacién en el gen OFD1, el cual codifica una proteina
del centrosoma ciliar. De este modo, se ha observado una disminucién de la ciliogénesis en
esta enfermedad. Ademas se considera que Ofd1 actua en el centriolo distal, reclutando
proteinas IFT y regulando los microtibulos del centriolo para conseguir una longitud del cilio
adecuada **. En embriones Ofd1 /“se han visto defectos en la disposicién izquierda- derecha

. . . 34
de las visceras, por disfunciones nodales ™.

25. Hallazgos
clinicos en pacientes
con SOFD1. A:
hendidura en labio
superior y paladar.B:
braquidactilia C:
alteraciones

. 33
craneofaciales ~".

Leb PEDidtrica
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6.2. EXOSTOSIS MULTIPLE HEREDITARIA.

La exostosis multiple hereditaria (HME) o condromatosis multiple es un trastorno autosémico

domintante raro en el que aparecen multiples ostecondromas y alteraciones esqueléticas.

Los osteocondromas estan compuestos por tejido cartilaginoso maduro sin signos de
malignidad. Dentro de los tumores primarios del hueso, representan un 10-20% y el 20-50% de
los tumores benignos. El 70% aparecen en menores de 20 aiios ya que los osteocondromas

. 35
frenan su crecimiento en la edad adulta.

La clinica presente en la HME es generalmente de dolor local por la compresién de estructuras,
asi como deformidades esqueléticas o fracturas. Algunos de los hallazgos mas frecuentes son
la escoliosis, deformidades en el antebrazo, genu valgum y longitud asimétrica entre

. 35
extremidades.
El diagndstico es meramente clinico y radioldgico y no suelen requerirse pruebas genéticas.

Las complicaciones mas frecuentes de la HME son las deformaciones ortopédicas que produce.
Sin embargo, la mas grave es la transformacion de uno de los osteocondromas en
condrosarcoma. El riesgo de malignificacidon es de un 10%. El seguimiento radioldgico resulta

35
fundamental para el control.

No existe un tratamiento curativo, de modo que el tratamiento se basa en la correccidon

o o 35
quirurgica de las complicaciones.

En la HME, al igual que en el osteocondroma solitario, se han identificado mutaciones en los
genes EXT1 y EXT2, ambos codificantes de exostosinas, las cuales se ven involucradas en la

sintesis de Heparan sulfato (HS) 3

El HS se une a proteinas exracelulares a través de los azucares de proteglicanos. El HS supone
un regulador de distintas vias de sefializacién fundamentales para el desarrollo esqulético y en

las que el cilio primario interviene, como IHH, WNT, PTHrP y FGF.>®

Algunos estudios muestran como la alteracidn del HS parece modificar la via Hedgehog en la
que se produce un aumento de IHH. Este aumento de IHH condiciona una pérdida de polaridad

. . L . 35
en la placa de crecimiento y una mayor proliferacién de condrocitos.
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Ademas la modificacion de los factores de crecimiento parecen estar involucrados en la
formaciéon del osteocondroma. Aunque se han hecho progresos, el mecanismo molecular

especifico que conduce a la disrupcidn de la estructura del cartilago y la consiguiente

5

.z . . JT] . . 3
formacidn de exostosis después de la pérdida del HS todavia no esta clara.

00088 <3
EAIEN
seede A

26. Proceso de formacién de osteocondromas.>” 25. A: deformidad en zona radial. By C:

. . S35
Osteocondroma en radio en estudio radiolégico.

CONCLUSIONES

El estudio del cilio primario y de los genes que codifican proteinas ciliares de estructuras del
cilio o de las vias de sefializacion que en él asientan de manera especifica ha permitido conocer
la etiopatogenia de un grupo de osteocondrodisplasias hasta hace poco de etiologia

desconocida como son las del grupo de costillas cortas con o sin polidactilia.

El gran avance en estudios genéticos ha propiciado que la clasificacidn y tipificacion de las
enfermedades dseas constitucionales elaborados por grupos de expertos ha cambiado
sustancialmente en los ultimos 25 afios, desde la clasificacion basada en los rasgos fenotipicos,
radioldgicos y tipo de herencia a las actuales clasificaciones etiopatogénicas basada en las
mutaciones de genes que codifican proteinas andmalas que dan lugar en ocasiones a
sindromes complejos en donde la mutacidn de una proteina da lugar a trastornos de

diferentes érganos con expresion fenotipica variable.
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El mayor conocimiento a nivel molecular de estas enfermedades no sustituye en modo alguno
el papel fundamental del estudio clinico y estructural de las distintas patologias, como las

osteocondrodisplasias, sino que los complementan. De esta manera creemos que en el primer
enfoque diagndstico de una determinada anomalia en el desarrollo esquelético siguen siendo

utiles las clasificaciones de cuadros descriptivos morfoldgicos de las primeras clasificaciones.

La investigacion sobre el cilio primario aunque ha progresado enormemente en los ultimos
anos, alin tiene mucho camino que recorrer, ya que un conocimiento mas profundo del mismo
podria mejorar el diagndstico de numerosas ciliopatias e incluso, abordar un tratamiento
médico etioldgico. Por ejemplo hay osteocondrodisplasias como la exostosis hereditaria
multiple en las que no hay alteraciones en las proteinas ciliares pero que hay mutaciones en
genes que codifican proteinas de la matriz que de alguna forma hacen que la movilidad celular

esta alterada y que posiblemente tenga que ver con alteraciones de la sefializacién del cilio

Gracias a las técnicas de visualizacion como el microscopio electrdnico de transmision, la
microscopia electrdnica de barrido y las técnicas inmunohistoquimicas, la identificacion y el
estudio del cilio primario en las distintas investigaciones ha sido posible, asi la visualizacién de

sus variaciones a lo largo de los experimentos.
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