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Resumen

Fundamento: La enfermedad 6sea de Paget (EOP) es un trastorno focal del hueso con aumento el nime-
ro, tamano y actividad de los osteoclastos. Algunos datos epidemiolégicos apoyan la teorfa de su rela-
cion con agentes ambientales toxicos o infecciosos. Su interaccion con algunas alteraciones genéticas pre-
disponentes conducirian a la EOP. Las glutation-S-transferasas (GST) intervienen en la metabolizacion de
toxinas, al catalizar el ataque nucleofilico del sustrato fisioldgico, glutation reducido o GSH (g-Glu-Cys-
Gly) sobre el centro electrofilo de un gran nimero de estructuras toxicas. Estudiamos si la variabilidad
de los genes GSTM1, GSTP1 y GSTT1 se relaciona con el riesgo a desarrollar EOP.

Pacientes y métodos: Analizamos a 148 pacientes diagnosticados de EOP y a 207 individuos controles parea-
dos en sexo y edad sin antecedentes de alteraciones 0seas. Con DNA genémico obtenido de sangre periféri-
ca se estudio la presencia-ausencia de delecion en los genes GSTM1 y GSTT1, mediante PCR multiplex. El
estudio del polimorfismo le105Val del gen GSTP1 se llevo a cabo mediante PCR y posterior digestion con la
enzima de restriccion Bsmal. Se analizo la distribucion de genotipos mediante el test chi-cuadrado de Pearson.
Cuando se encontraron diferencias estadisticamente significativas, realizamos una regresion logistica multiva-
riante para conocer el riesgo que puede generar la presencia de un determinado genotipo. Utilizamos el pro-
grama SPSS 21.0. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas aquéllas con valores de p<0,05.
Resultados: Encontramos diferencias en la distribucion de la presencia-ausencia de delecion en el gen
GSTM1; no ser portador de la delecion o serlo en heterocigosis en el gen GSTM1 confiere un menor ries-
g0 a desarrollar EOP (OR=0,56, IC 95%: 0,36-0,87; p=0,011). En el estudio de los genes GSTT1 y GSTP1
no hubo diferencias significativas.

Conclusion: La actividad detoxificadora disminuye cuando se heredan las dos copias delecionadas del
gen GSTM1 al disminuir la actividad enzimatica; se ha asociado con una mayor susceptibilidad para algu-
nos tumores, hepatopatia alcohdlica y otros problemas inflamatorios. No conocemos descripcion de su
asociacion con la EOP. En los individuos portadores del gen GSTM1 delecionado en homocigosis se
observa con mas frecuencia EOP. Este hecho podria explicar los hallazgos epidemioldgicos que asocian
la EOP a la exposicion a determinados agentes ambientales.

Palabras clave: enfermedad dsea de Paget, glutation-S-transferasa, genética, polimorfismo.
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Study of the deletions in the GSTM1 and GSTT1 genes and of
the Ile105Val polymorphism of the GSTP1 gene in patients with

Paget’s disease of bone

Summary

Background: Paget’s disease of bone (PDB) is a disorder focussed on the bone with an increase in the
number, size and activity of the osteoclasts. Some epidemiological data support the theory of its relations-
hip with toxic or infectious environmental agents, whose interaction with some predisposing genetic alte-
rations may lead to PDB. The glutathione S-transferases (GST) are involved in the metabolism of toxins,
by catalysing the nucleophilic attack of the physiological substrate, reduced glutathione or GSH (g-Glu-
Cys-Gly) on the electrophilic centre of a great number of toxic structures. We studied whether the varia-
bility of the GSTM1, GSTP1 and GSTT1 genes is related to the risk of developing PDB.

Patients and methods: We analysed 148 patients diagnosed with PDB, and 207 control individuals mat-
ched in sex and age with no history of bone alterations. Using genomic DNA obtained from peripheral
blood the presence-absence of the GSTM1 and GSTT1 genes was studied by means of multiplex PCR.
The study of the le105Val GSTP1 gene was carried out using PCR and subsequent digestion with the res-
triction enzyme BsmAlI. The distribution of genotypes was analysed by means of the Pearson chi-square
test. When statistically significant differences were found we carried out a multivariate logistical regres-
sion to determine the risk which the presence of a particular genotype could generate. We used the CSPSS
21.0 program. Differences were considered to be statistically significant when the value of p<0.05.
Results: We found differences in the distribution of the presence-absence of the deletion in the GSTM1
gene; not being a carrier for the deletion or being a heterozygous carrier in the GSTM1 gene confers a
lower risk of developing PDB (OR=0.56, 95% CI: 0.36-0.87; p=0.011). In the study of the GSTT1 and
GSTP1 genes there were no significant differences.

Conclusion: The detoxifying activity diminishes when two copies of the GSTM1 gene with deletions are
inherited by reducing in enzyme activity, which has been associated with a greater susceptibility to some
cancers, alcoholic hepatopathy and other inflammatory problems. We are not aware of any description
of its association with PDB. PDB is observed more frequently in carriers of the homozygous deletion in
the GSTM1 gene. This fact could explain the epidemiological findings which link PDB to exposure to cer-
tain environmental agents.

Key words: Paget’s disease of bone, glutathione S-transferase, genetics, polymorphism.

Introduccién

La enfermedad osea de Paget (EOP) es la enfer-
medad metabdlica 6sea mas frecuente después de
la osteoporosis'. Es un trastorno focal del hueso
que se caracteriza por un aumento del recambio
6seo de forma desorganizada, un gran incremen-
to de la resorcion 6sea seguida de una formacion
Osea de la misma proporcion. El resultado es un
hueso con una estructura abigarrada y andrquica
que altera su morfologia y propiedades mecani-
cas. Algunos pacientes son asintomdticos, mien-
tras que otros presentan dolor, artropatia degene-
rativa, fracturas, deformidad 6sea, sordera u otros
sindromes de comprension nerviosa. La alteracion
principal reside en los osteoclastos, que aumentan
en nimero, tamano y actividad*?.

Actualmente son dos las hipdtesis etiopatogé-
nicas que tratan de explicar el origen del la EOP:
la influencia de factores ambientales y la existen-
cia de condicionantes genéticos'.

Hay evidencias de que alteraciones genéticas
juegan un papel importante en el desarrollo de la
enfermedad. Hay una fuerte tendencia a la agre-
gacion familiar (15-40%), con un riesgo relativo de
padecer la enfermedad siete veces superior entre

los familiares de pacientes con EOP*°. En la mayor
parte de las familias, la herencia tiene un patréon
autosémico dominante con una alta penetrancia
en la sexta década’. Recientemente se ha relacio-
nado con un mayor riesgo a desarrollar EOP alte-
raciones en los genes SQSTM1, CSF1, OPTN,
TNFRSF y TM7SF47*,

Algunos datos epidemiologicos, como su distri-
bucion heterogénea o los cambios mas recientes de
su incidencia y gravedad apoyan la participacion de
factores ambientales en el desarrollo de la enferme-
dad. Se ha descrito su asociacion con dietas pobres
en calcio y vitamina D durante la infancia®®, exposi-
cién a toxinas ambientales'!, contacto con animales
durante la infancia’**, consumo de carne no contro-
lada®, consumo de agua no tratada’® y con agentes
infecciosos como los virus (paramixoviridae)' .

Ni los factores ambientales ni los genéticos
explican por separado su etiopatogenia. El mode-
lo més aceptado considera a la EOP como el resul-
tado de la actuacion sinérgica de factores ambien-
tales y genéticos. El condicionamiento genético
explicaria la susceptibilidad individual a desarro-
llar la enfermedad tras la participacion del factor
ambiental participante?.
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En la metabolizacion de toxinas intervienen las
glutation-S-transferasas (GST); las GST constituyen
una familia de enzimas que intervienen en la deto-
xificacion celular. Estas enzimas catalizan el ata-
que nucleofilico del sustrato fisiologico, glutation
reducido o GSH (g-Glu-Cys-Gly) sobre el centro
electrofilo de un gran ndmero de estructuras toxi-
cas, permitiendo su degradacion. Se clasifican en
siete familias (alpha, kappa, mu, pi, sigma, theta y
zeta) que se diferencian tanto en su secuencia,
como en sus propiedades inmunologicas y papel
fisiologico®®*. GSTM1, GSTP1 y GSTT1 son las
GST mas estudiadas y las que con mayor frecuen-
cia se han relacionado con patologias humanas?'.
Parece ser importante en el desarrollo de la
enfermedad el papel de los factores ambientales,
entre ellos algunos téxicos. Puesto que la respues-
ta individual a los factores téxicos esta condiciona-
da genéticamente, hemos disenado este estudio
con el objetivo de intentar caracterizar si la variabi-
lidad de los genes GSTM1, GSTP1 y GSTT1 (impli-
cados en la metabolizacion de toxinas exdgenas) se
relaciona con el riesgo a desarrollar EOP.

Material y métodos

Pacientes y controles

Hemos estudiado a 148 pacientes diagnosticados
de EOP. En el caso de pacientes con antecedentes
familiares, s6lo hemos seleccionado un paciente
por familia para evitar el sesgo genotipico familiar.
Los pacientes fueron diagnosticados en el Servicio
de Reumatologia del Hospital Universitario de
Salamanca. Como grupo control, hemos analizado
a 207 individuos pareados en sexo y edad con el
grupo de pacientes, sin antecedentes de alteracio-
nes 6seas, y procedentes de la misma area geogra-
fica. De cada uno de los pacientes se recogieron
caracteristicas clinicas como sexo, edad de diag-
nostico, historia familiar, numero de huesos afec-
tados, presencia de fracturas, afectacion del cra-
neo y afectacion del par craneal. Todos los sujetos
estudiados, tanto del grupo de pacientes como del
grupo control, firmaron el consentimiento infor-
mado para participar en el estudio, que fue apro-
bado por el comité ético del hospital.

Extraccion de DNA vy andlisis de polimorfismos
Tanto en el grupo de pacientes como en el de

controles, la extraccion de DNA genémico de san-
gre periférica se llevo a cabo mediante el procedi-
miento estindar de fenol-cloroformo.

El estudio de la presencia-ausencia de delecion
en los genes GSTM1 y GSTT1 se hizo mediante
PCR multiplex utilizando las condiciones que se
recogen en la tabla 1. El estudio del polimorfismo
Ile105Val del gen GSTP1 se llevé a cabo median-
te PCR y posterior digestion con la enzima de res-
triccion Bsmal. Las condiciones utilizadas se reco-
gen en la tabla 1.

Anilisis estadistico

Se analizo6 la distribucion de genotipos entre pacien-
tes y controles mediante el test chi-cuadrado de
Pearson. En aquellos polimorfismos en los que se

encontraron diferencias estadisticamente significati-
vas, realizamos una regresion logistica multivariante
para conocer el riesgo que puede generar la presen-
cia de un determinado genotipo. El andlisis estadis-
tico se ha llevado a cabo con el programa SPSS 21.0.
Se consideraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas aquéllas cuyo valor de p fue <0,05.

Resultados

Hemos estudiado un total de 148 pacientes y 207
controles. Las caracteristicas clinicas de los pacien-
tes estan recogidas en la tabla 2. La distribucion de
la presencia-ausencia de la delecion en los genes
GSTM1 y GSTT1 y la distribucion de los genotipos
para el polimorfismo Ile105Val del gen GSTP1; y
su relacion con el riesgo a desarrollar EOP se
muestran en la tabla 3.

Hemos encontrado diferencias estadisticamen-
te significativas en la distribucion de la presencia-
ausencia de delecion en el gen GSTM1; no ser
portador de la delecion en homocigosis en el gen
GSTM1 confiere un menor riesgo a desarrollar
EOP (OR=0,506, IC 95%: 0,36-0,87; p=0,011). En el
estudio de los genes GSTT1 y GSTP1 no hemos
encontrado diferencias estadisticamente significati-
vas (Tabla 3).

No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el andlisis de las caracteristicas cli-
nicas de los pacientes frente a la variabilidad de
los genes GSTM1, GSTT1 Y GSTP1.

Discusion
Las lesiones de la EOP se producen como resulta-
do de un aumento de la resorciéon 6sea seguido de
un aumento de la formacién de hueso. La princi-
pal alteracién se localiza en los osteoclastos que
aumentan en numero, tamano y actividad. Hay
varias evidencias que nos indican que la etiopato-
genia de la enfermedad es la sinergia entre una
serie de factores ambientales y la existencia de
determinados condicionantes genéticos®. Mediante
el estudio de la variabilidad de los genes GSTM1,
GSTT1 y GSTP1 (implicados en el metabolismo de
toxinas exdgenas) pretendimos evaluar la relacion
de estas variables génicas con el riesgo a desarro-
llar EOP. En lo conocido por nosotros, este es el
primer trabajo que examina la influencia de la
alteracién de estos genes en el desarrollo de la
enfermedad.

El gen GSTM se localiza en el cromosoma 1p13
y hasta el momento se conocen 5 variantes aléli-
cas: GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 y GSTMS5. Se
produce una disminucién de la actividad detoxifi-
cadora cuando se hereda delecionado del gen
GSTM1; es decir, ser portador en homocigosis de
una delecion en el gen GSTM1 causa una dismi-
nucién de la actividad enzimdtica. La clase theta
de las GST comprende dos genes que codifican
dos proteinas GSTT1 y GSTT2. De igual modo que
con el gen GSTMI, si se hereda en homocigosis
una delecion del gen GSTT1 se produce una dis-
minucion de la actividad detoxificadora. En cuan-
to a la subfamilia de GSTP comprende un dnico
gen GSTP1 en el que se han descrito dos varian-
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Tabla 1. Condiciones de amplificacion y digestion para los genes

GSTM1, GSTT1 y GSTP1

Condiciones de amplificacion para los genes
GSTM1 y GSTT1

Cebadores

C(+):

Sentido: 5'-CGCCATCTTGTGCTACATTGCCCG-3

GSTM1:

Sentido: 5" -ATCTTCTCCTCTTCTGTCTC-3’

Anti sentido: 5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3’

GSTT1:

Sentido: 5'-TTCCCTTACTGGTCCTACATCTC-3

Anti sentido: 5'-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3

Programa de PCR

95°C 5 minutos

30 ciclos (94°C 30 segundos/58°C 30 segundos/72°C 45 segundos)

72°C 8 minutos

Fragmentos resultantes de PCR y correspondencia con el
genotipo

231, 450 y 158 pb: GSTM1(+)/GSTT1(+)

231 y 158 pb: GSTM1(+)/GSTT1(-)

450 y 158 pb: GSTM1(-)/GSTT1(+)

158 pb: GSTM1(-)/GSTT1(-)

Condiciones de amplificacion y digestion para el gen
GSTP1

Cebadores

Sentido: 5-ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3

Anti sentido: 5'-TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3’

Programa de PCR

95°C 5 minutos

30 ciclos (94°C 30 segundos/55°C 30 segundos/72°C 30 segundos)

72°C 5 minutos

Amplicon: 176pb

Enzima: Bsmal Digestion: 37°C / 4 horas

Fragmentos resultantes de la digestion y correspondencia
con el genotipo

176 pb: AA

176, 91 y 85 pb: AG

91y 85 pb: GG

tes alélicas que difieren en la base
313 del ¢cDNA, una adenina (A) por
una guanina (G); esta diferencia pro-
duce un cambio de una valina (Val)
por una isoleucina (Ile) en el codon
105 de la secuencia aminoacidica
provocando una unién defectuosa
de la enzima al sustrato, y con ello
una disminucion de la actividad
detoxificadora'*#%,

Ser portador en homocigosis de
delecion en el gen GSTM1 y/o GSTT1
se ha asociado con una mayor suscep-
tibilidad a desarrollar distintos tipos de
cancer?**  enfermedad hepdtica por
alcoholismo® y otras enfermedades de
caracter inflamatorio®*, debido a que
se produce una peor metabolizacion
de agentes toxicos, sintetizindose
radicales libres que danan el DNA?.
Nuestros resultados muestran que no
ser portador en homocigosis de dele-
cion en el gen GSTM1 confiere un
menor riesgo de desarrollar EOP. En
el estudio del gen GSTT1 y GSTP1 no
hemos encontrado diferencias estadis-
ticamente significativas entre el grupo
de pacientes y el de controles. No
hemos encontrado diferencias estadis-
ticamente significativas entre la clini-
ca, extension y actividad de la enfer-
medad frente a la variabilidad de los
genes GSTM1, GSTT1 y GSTP1 en el
grupo de pacientes con EOP.

Una de las causas que se postulan
como origen de la EOP es la exposi-
cion a toxinas ambientales proceden-
tes de la industria del algodon, carnes
o agua sin los adecuados controles
sanitarios; que podrian alterar la
maduracion y actividad de los osteo-
clastos y asi favorecer el desarrollo de
EOP por un aumento de la actividad
osteoclastica' ™%, Nuestra hipotesis es
que tener el gen GSTM1 delecionado
en homocigosis, supone una metabo-
lizacion deficiente de las toxinas
ambientales que, por un mecanismo
aun desconocido, podria aumentar la
funcion de los osteoclastos y precur-
sores osteoclasticos, lo cual, junto con
otras alteraciones genéticas ain no
bien descritas, podrian desembocar
en el desarrollo de EOP.

En conclusion, en los individuos
portadores del gen GSTM1 deleciona-
do en homocigosis se observa con
mas frecuencia EOP. Este hecho
podria explicar los hallazgos epide-
miolégicos que asocian la EOP a la
exposicion a determinados agentes
ambientales. Aln asi, son necesarios
estudios funcionales de estos polimor-
fismos para validar nuestra hipotesis.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con EOP

Pacientes

™)

Sexo Hombre 79
i Mujer 69

. I Mais de 60 anios 115

Edad de diagndstico Menos de 60 anos 33

Historia familiar Esporgdlco 129
Familiar 19

o Menos de tres 103
N° de huesos afectados Mis de tres 45
. St 9

Presencia de fracturas No 139
. . Si 61
Afectacion de craneo No 57
. Si 25

Afectacion de par craneal No 123

Tabla 3. Distribucion de los genotipos de los polimorfismos estudiados en los genes GSTM1, GSTT1 y GSTP1
y su asociacion con el riesgo a desarrollar EOP

SNP Genotipo PacieNng;:)EOP C(;lt(l;z;es Valor de p OR (IC 95%)
-/- 98 (66,2%) 109 (52,7%) 1,00
GSTM1 0,011
/o /- 50 (33,8%) 98 (47,3%) 0,56 (0,36-0,87)
-/- 28 (18,9%) 49 (23,7%)
GSTT1 0,299 —
+/+ 5 +/- 120 (81,1%) 158 (76,3%)
AA 70 (47,3%) 76 (39,0%)
AG 65 (43,9) 97 (49,7%) 0,280 —
GG 13 (8,8%) 22 (11,3%)
GSTP1 AA+AG 135 (91,2%) 173 (88,7%)
0,477
GG 13 (8,8%) 22 (11,3%)
AA 70 (47,3%) 76 (39,0%)
0,125 -
AG+GG 78 (52,7%) 119 (61,0%)

mutation frequencies, haplotypes, and phenotypes in
familial Paget’s disease of bone. J Bone Miner Res
2006;21(Suppl 2):P38-44.
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