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Resumen Introduccién: La osteoporosis constituye un problema sanitario tanto por su morbilidad y mortalidad
como por los costos aparejados. Los avances provenientes de la biotecnologia bioquimico - farmacéu-
tica buscan aportar mejoras significativas tanto en el diagnéstico como en el tratamiento. Objetivos:
Recopilar y revisar la bibliografia cientifica sobre los hallazgos relacionados con técnicas diagnésticas,
biofarmacos, bioterapias y biomarcadores de osteoporosis disponibles o en ensayos clinicos. Materiales
y Métodos: Se efectud una revision de la literatura usando las palabras clave: osteoporosis, monoclonal
antibodies, biopharmaceuticals, biotherapies, y biomarkers en Pubmed, Scielo, Lilacs BVS y Google Scho-
lar. Se analizaron 82 trabajos eninglés o espafiol, del periodo 2014 - 2019, relacionados con biofarmacos,
bioterapias o biomarcadores usados para osteoporosis. Resultados: Existen 3 biofarmacos aprobados
(teriparatide, denosumab y rosozumab] y uno (blosozumab] en fase 2 clinica. De las bioterapias, el uso
de células madre mesenquimales resulté la mas promisoria, aunque con limitaciones. También existen
moléculas indicadoras de formacién/resorcién 6sea como biomarcadores, y hay otras nuevas como mi-
croRNA. Conclusién: La biotecnologfa bioquimico - farmacéutica participa activamente de la blsqueda de
nuevas y mejores alternativas para el diagndéstico, seguimiento y tratamiento de la osteoporosis.
Palabras clave: osteoporosis, anticuerpos monoclonales, biofarmacos, bioterapias, biomarcadores.

Abstract Introduction: Osteoporosis constitutes a health problem not only due to its morbidity and mortality, but
also due to the associated costs. The advances made in biochemical-pharmaceutical biotechnology are
seeking to provide significant improvements in both the diagnosis and treatment of osteoporosis. Ob-
jectives: To compile and review the scientific literature on the findings related to diagnostic techniques,
biopharmaceuticals, biotherapies and biomarkers of osteoporosis available or in clinical trials. Materials
and Methods: A literature review in which the keywords were: osteoporosis, monoclonal antibodies,
biopharmaceuticals, biotherapies, and biomarkers, was carried out in Pubmed, Scielo, Lilacs BVS and
Google Scholar. A total of 82 papers in both English and Spanish, published between 2014 and 2019,
related to biopharmaceuticals, biotherapies or biomarkers used for osteoporosis were analyzed. Results:
There are three approved biopharmaceuticals (Teriparatide, Denosumab and Rosozumab] and one (Blo-
sozumab) in clinical phase 2. Of the biotherapies, the use of mesenchymal stem cells was found to be
the most promising, although with limitations. Among biomarkers, there are indicator molecules of bone
formation/resorption, and new ones as microRNAs. Conclusions: Biochemical-pharmaceutical biotechno-
logy actively participates in the search for new and better alternatives for the diagnosis, monitoring and
treatment of osteoporosis.
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Introduccién

La osteoporosis (OP) se define como “una enfermedad es-
quelética caracterizada por una resistencia 6sea disminuida
que predispone a un aumento en el riesgo de fracturas”. La
resistencia 6sea refleja la integracion entre la densidad y la
calidad ésea. La densidad dsea esta determinada por el valor
maximo de masa y la calidad ésea depende de la arquitectura,
el recambio dseo, la acumulacién de microlesiones y la mine-
ralizaciérr. La regla de oro para estimar clinicamente la fuerza
Gsea consiste en medir la densidad mineral 6sea (DMQO] por ab-
sorciometria, con rayos X de doble energia (DEXA) enfocando-
se, en general, en la cadera y la zona lumbar. Esta metodologfa
diagnéstica permite, ademas, predecir el riesgo de fractura del
paciente y monitorizar la efectividad de su tratamiento.

La definicién operacional de osteoporosis propuesta por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) involucra la presencia
de una DMO de 2,5 desvios estandar (DS) o mas por debajo del
valor promedio para mujeres jévenes sanas posmenopausicas
y hombres de 50 afios 0 mas. De acuerdo con esto, un T-score
<-2,5 DS equivale a osteoporosis, un T-score mayor que -1,0 DS
denota una DMO normal, mientras que un T-score entre -1,0 y
-2,5DS indica osteopenia .

La OP afecta anualmente a 200 millones de personas en
todo el mundo causando alrededor de 8,9 millones de fracturas.
Estas son una importante causa de morbilidad y mortalidad y
tuvieron un impacto econémico en la Unidn Europea (2010]) de
40 billones de délares y, en Estados Unidos, de 20 billones en
2015. Se ha estimado que la situacién actual de Latinoaméri-
ca se asemeja a la europea. Por otro lado, cabe destacar que
existen varias guias de practica clinica consensuadas para el
diagndstico y tratamiento de la OP.

Los mecanismos de formacién 6sea constan basicamente
de tres pasos:

* Los osteoblastos entregan una nueva matriz extracelular
proteica (osteoide];

* En un tiempo de semanas a meses, se mineraliza (se for-
man cristales de hidroxiapatita en las fibrillas de colégeno];

¢ Por dltimo, se mantiene la integridad del esqueleto a través
de la unidad de remodelacién 6sea; que comprende resor-
cion (mediada por los osteoclastos) y formacion de hueso
existente (mediada por osteoblastos])..

En OP se observa un aumento de la expansidn de los osteo-
clastos junto con diferenciacién inadecuada, disminucién de
actividad y aumento de la apoptosis de los osteoblastos.

En esta revision, se presentaran algunas de las opciones
diagndsticas y terapéuticas que la biotecnologia ha ofreci-
do para la OP, especialmente en mujeres posmenopausicas
(OPMM).

Materiales y Métodos

Se efectud una revision de la literatura buscando articulos
de relevancia sobre productos biofarmacéuticos, bioterapias
y/o biomarcadores aprobados o eninstancias clinicas, destina-
dos a0P. Labusqueda se realizé utilizando como palabaras cla-
ve: i) osteoporosis and monoclonal antibodies; i) osteoporosis

and biopharmaceuticals and biotherapies and biomarkers; iii)
osteoporosis and monoclonal antibodies and Biotherapies and
biomarkers. y se llevd a cabo en las bases de datos de MEDLI-
NE/Pubmed, Scielo (Scientific Electronic Library Online), Lilacs
BVS y Google Scholar.

Los criterios de inclusién usados fueron: i) solo articulos en
idioma inglés o espafiol; i) publicados entre 2014 y 30 de junio
de 2019;iii) que se trataran de una revisién sistematicao de un
articulo original de interés que cubriera alguno de los aportes
mencionados de la biotecnologia o que abarcaran desde cien-
cias basicas hasta estudios clinicos.

Los criterios de exclusion fueron: i) existencia de patologia
concomitante; ii) administracién concomitante de suplemen-
tos dietarios, compuestos/mezclas quimicas o farmacos con-
vencionales no aprobados para OP o con efectos en las vias de
sefializacion del tejido seo.

Después de seleccionar los articulos definitivos, se procedid
adescribir sus hallazgos mas importantes de forma cualitativa.
Finalmente, se analizaron 82 articulos cientificos.

Resultados
Biofarmacos

El primer biofarmaco aprobado fue teriparatide, un analogo
recombinante humano de la fraccién 1-34 de PTH que incentiva
la formacién de hueso nuevo en las superficies 6seas trabe-
culares y corticales [peri6sticas y/o endésticas ) por estimu-
lacién preferencial de la actividad osteoblasticasobre la osteo-
clastica. Desde 2002, estd indicado para el tratamiento de la
OPMM con alto riesgo de fractura. En 2003, la Administracidn de
Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (Food and Drug
Administration, FDA] establecié un estudio de vigilancia para
osteosarcoma como compromiso de poscomercializacion,
para evaluar una potencial asociacién con este tumor, teniendo
en cuenta los resultados preclinicos observados; a los 7 afios
del estudio no se detectd un patrén indicativo de asociacién
entre el tratamiento con este biofarmaco y la aparicién de os-
teosarcomas en humanos.

El segundo tipo de biofdarmacos aprobados son los anticuer-
pos monoclonales (mAb), que pueden ser de diverso origen y,
por ende, tener diferencias con respecto a la estructura de la
inmunoglobulina, la eficacia de su uso y los efectos adversos
asociados a su utilizacién . Hay de tipo murino, quimérico, hu-
manizado o humano. Esto se encuentra indicado en el nombre
del anticuerpo, que se compone de un nombre de fantasia es-
cogido por el fabricante, un prefijo que sefiala el blanco tera-
péutico, un fragmento que indica el origen de lainmunoglobuli-
nay el sufijo -mab-.

Su actividad biolégica esta intimamente relacionada con su
estabilidad estructural, de conformacién y quimica, y, aunque
su desarrollo y aprobacién representen un gran desafio, exis-
ten algunos ya comercializados y otros en fases clinicas para
el tratamiento de la osteoporosis .

Denosumab (Prolia®)
Es un mAb humano de tipo IgG2, indicado para tratar por via
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Figura 1. Control de la actividad de los osteoclastos.
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subcutanea (SC) casos de OPMM. Ejerce
suaccién contra el activador del receptor
RANK (del inglés, Receptor Activator of
Nuclear Factor k B). Tanto RANKL (como
el ligando del receptor RANK] y el factor
estimulante de colonias de macréfagos
son mediados por osteoblastos y regu-
lan el reclutamiento y diferenciacién de
osteoclastos!”12. El denosumab, al blo-
quear la interaccion RANKL/RANK, inhibe
la formacién, funcién y supervivencia de
los osteoclastos, con una consecuen-
te disminucién en la resorcion 6sea del
hueso trabecular y cortical. Fisiolégica-
mente, la osteoprotegerina (OPG) es un
receptor sefiuelo soluble que se une a
RANKL y bloquea la activacién del recep-
tor RANK preservando asi el esqueleto de
la resorcion extrema** (Figura 1). En la
figura, se grafica la interaccién entre el
receptor activador del ligando del factor
nuclear-kB (RANK] y la osteoprotegerina
(OPG] en la actividad de los osteoclas-
tosté.

Varios estudios clinicos sustentan la
efectividad del denosumab. En el ensa-
yo clinico FREEDOM (Fracture reduction
evaluation of Denosumab in osteoporsis
every 6 months], se evalud su eficacia
y seguridad hasta por 10 afos de tra-
tamiento, con administraciones cada 6
meses. Cuatro mil quinientas cincuenta
mujeres participaron y, en el grupo tra-
tado, la DMO gané 13,7 % en la columna
lumbar y 4,0 % en la cadera luego de 5
afios de tratamiento. En un estudio de
fase I, denosumab se administré hasta
por 8 afios en mujeres posmenopausi-
cas de baja DMO, con consecuentes au-
mentos de 16,5 % y de 6,8 % en las mis-
mas regiones, respectivamente.

Las pacientes tratadas en ensayos
clinicos con Prolia® registraron una dis-
minucidén enlos marcadores de resorcién
6sea de los telopéptidos carboxitermina-
les del colageno tipo | (CTX) en suero de
un 85 % a los tres dias, que se mantuvo
durante el intervalo de administracion. Al
final de cada intervalo de administracion,
la disminucién del CTX se atenu¢ desde
= 87 % hasta aproximadamente >45%
(intervalo 45 - 80 %) y dejd en evidencia
una propiedad muy importante del bio-
farmaco. No se han observado anticuer-
pos neutralizantes contra denosumab
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Figura 4. Experiencias de ensayos clinicos con MSC derivadas de médula

6sea (BM-MSC].
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2016

En ¢l Hospital Clinico de la Arrixaca, Espaiia,
se estd desarrollande un estudic que
actualmente se encuentra en fase .

En &l mismo se recolectaron, previo a la
inyeccidn, BM-MSCs autdlogas durante un
periodo de 30 dias para aislarlaz y
cultivarlas,

Mis tarde fueron sometidas a una

i 1 ¥ posteri nite administrad:
por via endovenosa a pacientes que padecen
osteoporosis.

Actualmente el ensayo continda.

2018

Kiernan, Hu, Grynpas, Davies & Stanford
demuestran que la administracidn sistémica
de BM-M5Cs alegénicas en un modelo de
ratébn con osteoporosis edad dependiente
mejora el proceso de formacidn dseo asi
come tamblén mantiens la microarquitectura
del tejido dseo.

(Prolia®), y se redujo significativamente
el riesgo de fracturas vertebrales, no
vertebrales y de cadera, ademas de re-
portarse menos riesgo asociado de frac-
turas femorales atipicas y presentarse
osteonecrosis de mandibula en el 1,8 %
de los pacientes a los tres afos.

Finalmente, sellevé a cabo un ensayo
de fase 3 para estudiar la eficacia y segu-
ridad contra fracturas, con la administra-
cién de denosumab en la dosis acordada
para caucasicos (60 mg cada 6 meses),
en 1262 hombres y mujeres japoneses
con osteoporosis, mayores de 50 afios,
con resultados exitosos.

Mas recientemente, algunos estudios
sugirieron que teraparatide es capaz de
ejercer su actividad biolégica aun cuan-
do la renovacién 6sea estd completa-
mente suprimida por el tratamiento con
denosumab. La terapia combinada se
asocié con aumentos significativos de
la esclerostina (SOST) y de la proteina 1
relacionada con Dickkopf (DKK1].

Anticuerpos antiesclerostina

La esclerostina (glicoproteina se-
cretada por los osteocitos) disminuye
la formacién de hueso nuevo al antago-
nizar la unién del ligando Wnt al recep-
tor Frizzled (FZD) y los correceptores
LRP5/6, que motivan la via canénica de
Wnt/B-catenina conduciendo a la fosfori-
lacion de LRP5/6 y la unién de la axina al
complejo de receptores!” e inhibiendo

los receptores LRP4—6 en los osteoblas-
t0s 2830

La B-cateninasetranslocaal nicleoe
interactla con factores de transcripcion
TCF/Lef-11%» activando genes promoto-
res que favorecen la osteogénesis y con
ello, el aumento de la masa dsea. Esta
via promueve la diferenciacién de célu-
las madre mesenquimales al linaje de
osteoblastos’ y motiva la secrecién de
OPG (Figura 2) . En la Figura 2, se esque-
matiza de qué manera la unién de PTH
al receptor mejora las funciones de los
osteoblastos. La presencia de antago-
nistas de Wnt - DKK-1 y esclerostina inhi-
be la sefalizacion. El DKK-1 se necesita
para formar complejo con Kremen y, pos-
teriormente, se une a LRP5/6, mientras
que la esclerostina se une directamente
a LRP5/6. Después de neutralizar el DKK-
1y la esclerostina, el Wnt puede unirse
al LRP5/6, lo que resulta en la degrada-
cién de GSK-3. Como consecuencia, la B
- catenina es estabilizada, se acumula
y se transloca al nicleo donde regula la
transcripcion de genes osteoblasticos®C.

Cuando el complejo con escleroti-
na estd presente en el medio, GSK-3
B degrada la B- catenina y hay menor
accion anabdlica en el nivel 6seo. Se ha
demostrado una asociacién entre po-
limorfismos del promotor del gen SOST
(que codifica la esclerostina) y la DMO,
asi como mecanismos epigénicos que,
ademas de otros factores hormonales y
mecanicos, influirfan en la produccién de
esclerostina.

Una de las alternativas terapéuti-
cas para 0P, relacionada con la via WNT

canonica y la esclerostina es el uso de
anticuerpos monoclonales antiescle-
rostina (Scl-mAb)*’: estos se unen a la
glicoproteina y neutralizan su accién in-
hibitoria, de manera que la traslocacion
de B-catenina al nucleo se ve facilitada
y hay mayor activacion de genes osteo-
génicos. En este mecanismo, se basa el
desarrollo de los Scl-mAb romosozumab
(Amgen) y blosozumab (Eli Lilly). La in-
formacion general y resultados hallados
en los ensayos clinicos respectivos se
exponenenlaTablal.

Es de destacar que romosozumab, en
principio, no fue aprobado porla FDAante
la evidencia de un mayor riesgo de episo-
dios graves de enfermedad cardiovascu-
lar, como se destaca en el estudio clinico
ARCH, pero en julio de 2019, se aprobd
para los casos de alto riesgo.

Bioterapias
Células madre

Una célula madre (o0 SC, de stem cell)
es la que “es capaz de dividirse indefini-
damente y diferenciarse a distintos tipos
de células especializadas no solo mor-
folégicamente, sino también de forma
funcional”. Las células madre pueden
clasificarse en totipotenciales, pluripo-
tenciales, multipotenciales y unipoten-
ciales.

La utilizacion de SC en OP resulta muy
interesante por su capacidad de rege-
neracién y plasticidad. La terapia basa-
da en células tiene como fin revertir los
efectos de disminucién en el nimero y
en la pérdida de la funcionalidad de las
células madre mesenquimales (mesen-
chymal stem cells o MSC) contribuyendo
asia aumentar la DMO.

En ensayos clinicos y preclinicos, se
han empleado, ademas de MSC, células
madre provenientes de embriones (em-
bryonic stem cells 0 ESC), células madre
pluripotencialmente inducidas (induced
pluripotent stem cells o iPSC), y células
madre provenientes del esqueleto (ske-
letal stem cells, SSC). No obstante, las
MSC son las mas utilizadas en ensayos
clinicos.

Las terapias regenerativas en el sis-
tema musculoesquelético se basan en
la aplicacién adecuada de células, bio-
materiales y / o factores y van desde la

ByPC may-ago 2023; 87(2):48-57 // ISSN-e 2684-0359



E Carlucciy col. Biotecnologia aplicada al diagndstico y tratamiento de la osteoporosis. Avances en biofdrmacos, bioterapias y biomarcadores. Parte 2.

Tabla I. Resultados de ensayos clinicos para romosozumab y blosozumab

Ensayos fase |

Ensayos fase Il

Romosozumab
(Amgen])
Anticuerpo humanizado

Aumento dependiente de la
dosis de los marcadores de

PINPy BAP; disminucién del
marcador de resorcion 6sea
CTX respecto de los valores
basales.

formacion 6sea: osteocalcina,

1) Aumento de DMO con respecto a grupos tratados con
teriparatide o con alendronato.

2) FRAME (Fracture Study in Postmenopausal Women
with Osteoporosis): disminucion de las nuevas fracturas
vertebrales radiograficas clinicas en pacientes que recibi-
eron 210 mg SC. Alos 12 meses, se observaron reduccio-
nes mayores y mas rapidas.

3) En comparacidn con el estudio FREEDOM de denosum-
ab, los aumentos medios absolutos de la puntuacién T en
la columna vertebral y la cadera logrados en 2 afios se
aproximan al efecto de 7 afios de administracién continua
de denosumab.

4) ARCH (Active-Controlled Fracture Study in Postmeno-
pausal Women with Osteoporosis at High Risk] con
administracién de 210 mg SC mensuales durante un afio
y posterior administracién de alendronato vs. 70 mg de
alendronato oral semanal durante los dos afios, en 0PMM
de alto riesgo: disminuyé el riesgo de fractura en todos
los sitios esqueléticos. Sin embargo, los valores de DMO
disminuyeron al nivel previo al tratamiento cuando se
interrumpid la administracion.

Blosozumab
(Eli Lilly)
Anticuerpo humanizado

dosis de BAP y P1NP dis-

la densidad de masa 6sea .

Incremento dependiente de la

minucién de CTx, y aumento de

Aumento de marcadores de formacidn 6sea. Efectos
adversos similares a los del grupo placebo.
Aparicién de anticuerpos antiblosozumab.

» Romosozumab (Amgen] anticuerpo humanizado,,,, ; blosozumab (Eli Lilly) anticuerpo humanizado,; BAP, fosfatasa alcalina 6sea; P1NP, procoldgeno
sérico tipo | N-terminal; CTX, telopéptido C terminal de reticulacién; 0PMM, osteoporosis en mujeres posmenoapausicas.

inyeccion directa de aspirados concentrados o no procesados
de sangre o médula dsea hasta la utilizacién de andamios na-
turales o sintéticos con células que se liberaron de tejidos auté-
logos y se propagaron bajo condiciones de una buena practica
de fabricacion (por ejemplo, implantacion de condrocitos auté-
logos)*3. Se han identificado 19 ensayos clinicos de este tipo
hasta lafecha final de larevisién. Enla Figura 3, se resumen los
distintos tipos de células madre descriptas, asi como su locali-
zacion y capacidad de diferenciacion.

Células madre mesenquimales (MSC)

Las (MSC) son células multipotentes, presentes en practi-
camente todos los tejidos: adiposo, muscular esquelético, he-
patico, pulmonar, dérmico y en médula 6sea, placenta y cordén
umbilical. En |a Figura 4, se resumen experiencias de ensayos
clinicos en los que se emplean MSC derivadas de médula dsea
(BM-MSC]J, con sus avances mas destacados en los Ultimos
anos.

El uso de MSC derivadas de adipocitos (AD-MSC) presenta
ventajas comparativas respecto de las BM-MSC >+°6, E| estu-
dio clinico suizo ROBUST evalué |a eficacia de las AD-MSC como
componente 0steogénico en injertos compuestos versus susti-

tutos de injerto dseo acelular, en el tratamiento de fracturas hu-
merales proximales aisladas que se tomaron como modelo de
fracturas de hueso osteoporético. Se pudo verificar |a viabilidad
y seguridad de la fabricacion e implantacién del injerto, y las
biopsias del tejido de reparacién, después de hasta 12 meses,
demostraron la formacion de huesecillos dseos estructural-
mente desconectados y morfoldgicamente distintos del hueso
osteoconducido, lo que sugiere la naturaleza osteogénica de
las células de la fraccién vascular estromal (SVF) implanta-
das y demuestra que estas pueden formar espontaneamente
tejido 6seo y estructuras vasculares dentro de un entorno de
fractura, sin expansién o cebado exégeno. Los conocimientos
y resultados clinicos obtenidos justifican ensayos controlados
mas grandes.’

Saito et al. propusieron usar un sobrenadante de extracto
de jalea de Wharton como un nuevo activador para mejorar la
habilidad regenerativa de las células BM-MSC en mujeres pos-
menopausicas. En MSC derivadas de células madre pluripoten-
tes inducidas humanas (hiPSC), se observé que los exosomas
secretados integran los beneficios de las MSC y las iPSC, sin
demostrar inmunogenicidad. Estudios in vitro demuestran que
exosomas hIPSC-MSC aumentan la proliferacién celular y la ac-
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Tabla Il. Tipos de miRNA que intervienen en la formacién ésea y diferenciacion de las células madre mesenquimales

microRNA

68-72

Funcion

miR-27a, miR-346 y miR-1423p

Regulan la via Wnt/ 3-catenina (aumento de la proliferacién celular) y promueven la dife-

renciacion osteogénica de las MSC.

miR-21

Incentiva la diferenciacién de hUC-MSC a través de la via fosfaditilinositol-3-kinasa/akt

promoviendo la acumulacién de f3-catenina y la activacién de Runx2 (factor de transcrip-
cién asociado a la diferenciacién de los osteoblastos).

miR-138

miR-204
Runx2.

Es unregulador negativo de la diferenciacién de hUC-MSC.

Posee actividad proadipocitica y antiosteoblastica en las MSC al prevenir la expresién de

tividad de la enzima fosfatasa alcalina. Ademds, aumentan la
produccion de ARN mensajero y la expresion de proteinas de
los genes relacionados con osteoblastos en BM-MSC derivadas
de ratas ovariectomizadas (0VX]. En ensayos in vivo, promue-
ven laregeneracién dsea y la angiogénesis en estadios criticos
de deficiencia calvaria en ratas OVX.

En 2019, Laquinta et al. sefialaron la necesidad de protoco-
los estandarizados para permitir la regulacion de las condicio-
nes de crecimiento de MSC durante la expansion ex vivo y evitar
problemas relacionados con su diferenciacién no deseada.

Otro desafio de la medicina regenerativa dsea es la libera-
cién de las MSC en el lugar de la injuria ésea.

Moléculas relacionadas con genética/terapia génica

En el orden genético, el estudio Genome-Wide Association
Study (GWAS] correlaciona las variantes genéticas halladas en
el genoma con la DMO de la columna lumbar. Este pardametro
fue medido volumétricamente en 15275 voluntarios utilizando
tomografia computada cuantitativa. Se observé la localizacion
de cinco loci que podrian poseer importancia clinica: WNT4,
ZBTB40, TNFRSF11B, AKAP11y TNFSF11.

Alonso y colaboradores presentaron un estudio GWAS en el
que lavariacién genética estaba asociada a la expresion cuanti-
tativa de locus en biopsias 6seas de crestas iliacas. El hallazgo
de un nuevo locus en el cromosoma 2q13, SN Prs10190845,
fue asociado a fracturas vertebrales. Se ha propuesto el gen SL-
C20A1 (codifica para proteinas de la familia de transportadores
de fosfatodependientes de sodio 1, intimamente relacionada
con el metabolismo dseo) y el de la tubulina tirosina ligasa
como candidatos posicionales de ese locus. El uso de bases de
datos genémicas de estudios epidemioldgicos avala que mas
de 10 genes poseen un efecto pleomérfico en multiples fenoti-
pos, es decir, un solo gen puede influirindependientemente en
mas de un rasgo fenotipico.

Otro estudio que analizé la masa corporal magra total y la
masa corporal magra total con excepcion de la cabeza de
10414 nifos permitié identificar factores genéticos con efec-
tos pleomoérficos en la masa magra y la DMO. Ocho genes pre-
sentaron una buena correlacién entre estos factores; de ellos,
el gen SREBF1 es uno de los mas importantes.

Biomarcadores

Entre los marcadores bioquimicos disponibles para medir la
renovacién 6sea, se han recomendado las mediciones de pro-
péptido de coldgeno tipo 1(PINP), CTX y fosfatasa alcalina 6sea
(BAP) como marcadores de referencia de formacién y resor-
cion 6sea, respectivamente. Pero entre sus limitaciones, figu-
ran la falta de especificidad para el tejido éseo y la incapacidad
para reflejar la actividad de los osteocitos o el metabolismo pe-
riéstico. De la busqueda constante de nuevos biomarcadores,
resultaron interesantes: periostina, esclerostina y esfingosina
1-fosfato.

Un hallazgo prometedor reciente da cuenta de que los nive-
les séricos de esclerostina son mas altos en pacientes con alta
DMO. Esto sugiere que serfa un marcador relevante de osteoci-
tos maduros.

Los biomarcadores son fundamentales a la hora de opti-
mizar |a terapia teniendo en cuenta los antecedentes de los
pacientes. Asi, por ejemplo, la interrupcién de la terapia con
denosumab es seguida por un aumento transitorio de los mar-
cadores de recambio 6seo por encima de los valores previos al
tratamiento, junto con la pérdida 6sea acelerada.

Apelando a tecnologias innovadoras, estudios recientes su-
gieren que las mediciones de microARN circulantes, una nueva
clase de marcador, podrian representar marcadores biolégicos
tempranos en la osteoporosis. Wang et al. observaron diferen-
cias significativas en los niveles de expresion del miR-133a,
entre pacientes con diferentes valores de DMO. Un analisis de
microarrays posterior en linfocitos mononucleares circulantes
revel6 que los niveles de expresién de miR-133a fueron mayo-
res en pacientes con baja DMO respecto de aquellos con DMO
alta. En este mismo estudio, a través de un andlisis bioinfor-
matico de genes blanco, se detectaron tres potenciales genes
relacionados con osteoclastos: CXCL11, CXCR3 y SLC39A1 de
miR-133a, que podrian ser considerados también como posi-
bles biomarcadores.

En otro andlisis matricial de miRNA de precursores osteo-
clasticos de pacientes con baja y alta DMO, se vio un aumento
comparativo de miR-422a en los primeros utilizando qRT-PCR
(PCR de transcripcion reversa cuantitativa, Quantitative Rever-
se Transcription PCR).
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Tabla lll. Nuevas vias de sefalizacidn en la via anabdlica de |la paratohormona.

Osteoblastos, osteocitos Via Wnt candnica

y osteoclastos

Accién anabdlica de PTH

TGIF1 promueve la diferenciacion
de osteoblastos y es requerido

para la activacion completa de la
remodelacién dsea en osteoblas-

El gen TGIF1 es un target
de laviaWnt candnica,
mediado por sefalizacion
[-catenina-Tcf/Lef.

tos maduros y osteocitos.

La deficiencia de TGIF1 aumenta el hueso no altera la se-
la expresion de la molécula falizacién Wnt candnica;
sefializadora de osteoblastos-os-
teoclastos, Sema3E, y conduce a
una inhibicién de la diferenciacién
de osteoclastos (disminuye la

resorcion ésea).

para la ganancia de masa
6sea inducida por Wnt.

La deficiencia de TGIF1 en

la proteina es prescindible

PTH induce la expresién de TGIF1 a través de la sefal-
izacién AP1 [PTHR1-PKA-pCREB- AP1].

PTH aumenta la masa dsea de una manera dependiente
de TGIF1.

TGIF1 en osteoblastos maduros y osteocitos es necesario
para la completa inhibicién de la expresion de esclerostina
mediada por PTH.

TGIF1 podria contribuir al control de la expresion de
esclerostina en osteocitos de manera indirecta, partici-
pando en la represion de la transcripcion de Mef2c (factor
de transcripcién que controla la actividad de un enhacer
distante del gen SOST); en respuesta al tratamiento con
PTH, suprimié la expresion de ARNm de Mef2c y la abun-
dancia de proteinas en un grado mucho menor en células
deficientes en TGIF1 en comparacién con controles.

» Relacion de TGIF1 con los osteoblastos, osteocitos, osteoclastos, la sefializacién de la via Wnt candnica y la accién anabdlica de la PTH, encontrada por

Saito et al.,. PTH, paratohormona; TGIF 1, proteina homedtica.

Meng et al.®? identificaron miR-194-5p como un potencial

biomarcador en OPMM, ya que esta aumentado en varios me-
canismos relacionados con OP; la identificacién se hizo por mi-
croarrays en muestras de sangre de pacientes con osteopenia
y OP. Enla Tabla Il, se presentan diferentes tipos de miRNA ca-
paces de intervenir en la formacién 6sea y diferenciacion de las
células madre.

Finalmente, varios factores de transcripcién como Runx2/
Cbfal y Osterix fueron identificados como reguladores clave
para la diferenciacién osteoblastica. Se ha observado que su
ausencia resulta en una completa falta de esqueleto minerali-
zado. Muchos otros factores de transcripcién son considerados
importantes en la diferenciacién y preservacién de osteoblas-
tos como las proteinas homeobox, miembros de la familia AP1,
o efectores de la B-catenina/via de sefializacién Wnt.

Nuevos hallazgos

Enla Tabla lll se resumen las experiencias realizadas en re-
lacién con el estudio de dos nuevas proteinas, TGIF1 (Factor 1
interactuante-TG) y Clec11a, de relevantes funciones en vias
de sefalizacion claves de la osteogénesis. TGIF1 fue identifica-
do por secuenciacién de ARN en células estromales de médula
6sea de ratén como la proteina homeodominio mas abundan-
temente expresada. La relacién que los autores encontraron
entre la misma y los osteoblastos, osteocitos, osteoclastos, la
sefializacion de la via Wnt candnica y la accién anabélica de la
PTH se expone enlaTabla lll.

Clec11a,una glicoproteina sulfatada secretada por subcon-
juntos de células estromales, osteoblastos, osteocitos y con-
drocitos hipertréficos, promueve la osteogénesis en la médula
dsea, es una lectina de tipo C dominio familiar 11, miembro Ay

un factor de crecimiento hematopoyético que se expresa tam-
bién en tejidos esqueléticos. A su vez, Clec11a estd estrecha-
mente relacionada con Clec3b /Tetranectina (cuya expresion
estd relacionada con lamineralizacién). Utilizando ratones Clec
11a +/+ y ratones Clec 11a +/- como grupo control y ratones
Clec 11a -/- como grupo estudio, Yue et al. llevaron a cabo dis-
tintas experiencias para determinar el rol de la proteina en el
proceso de osteogénesis. EnlaTabla |V, se resumen los disefios
experimentales, resultados y conclusiones de dichos ensayos.

Discusién

La biotecnologia aplicada a la salud hoy es una actividad
transdisciplinaria donde convergen disciplinas tan variadas
como bioinformatica, biologia molecular, bioquimica, biofisica,
incluidos los aspectos regulatorios actuales de las mismas. En
el presente trabajo, se aplica su estado de arte al diagnéstico,
seguimiento y tratamiento de la OP.

Dentro de los biofarmacos desarrollados para la OP, se en-
cuentra, por un lado, el péptido recombinante humano PTH
1-34 (teriparatida], primer anabdlico 6seo aprobado en 2002,
que estimula la formacién de hueso a través de la inhibicién de
la esclerostina, DKK1 y la proteina Frizzled; aumenta la DMOG;
mejora la microarquitectura y disminuye las fracturas. Por otro
lado, se encuentran los anticuerpos monoclonales: el deno-
sumab, aprobado desde 2010, que se une especificamente a
RANK bloqueando la unién a su ligando, lo que reduce notable-
mente la resorcién 6sea, aumenta la densidad ésea y reduce
las fracturas,y los anticuerpos antiesclerostina (romosozu-
mab, blosozumab), que aumentan la masa 6sea al neutralizar
los efectos negativos de la esclerostina en la via de sefaliza-
cién de Wnt. Hasta el momento, romosozumab fue aprobado
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Tabla IV. Disefios experimentales de la accién de Clec 11a en osteogénesis, resultados y conclusiones.

Tipo de ensayo

Disefio experimental

Resultados

Conclusiones

In vivo

In vitro

In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

Evaluacién de la modificacién de
indicadores de estado 6seo en ratones
control y ratones Clec 11a-/- conel
paso del tiempo.

Cultivo de UFC-F control y Clec 11a
-/- en condiciones osteogénicas, adipo-
génicas y condrogénicas.

Cultivo de UFC-F de ambos grupos,
transferencia de las mismas a espon-
jas de colageno y posterior implante
subcutdneo a otros ratones.

Administracidn subcutanea de rClec
11a aratones de tipo silvestre por 28
dias.

Administracién de PTHo rClecllaa
ratones ovariectomizados.
Administracion de PTHo rClec 11aa
ratones con osteoporosis inducida por
dexametasona.

Induccién de osteoporosis por ovariec-
tomia a ratones de tipo silvestre, de 2
meses de edad. Luego de 4 semanas,
administracion de rClec 11a.

Transplante subcutaneo de una
suspension de células de estroma

de médula ésea humana, particulas
de hidroxiapatita/fosfato tricalcico y
gel de fibrina a ratones NSG inmu-
nocomprometidos y administracién
diaria de inyecciones subcutaneas
de rhClec11a o vehiculo durante 4 u 8
semanas

Menor volumen trabecular dseo y mayor
propensién a fracturas en ratones Clec
11a-/-que en control.

Menor mineralizacion ésea; marcadores
de resorcién sin alteraciones.

Menor diferenciacién de progenitores
mesenquimales de médula 6sea a
osteoblastos maduros a partir de UFC-F
Clec 11a-/- que en control (condiciones
osteogénicas).

Sin diferencias entre grupos en condicio-
nes adipogénicas y condrogénicas.

Luego de 8 semanas, los huesecillos
obtenidos a partir de CFU-F Clec 11a
-/-tenian menor masa que la del grupo
control.

Aumento del volumen trabecular 6seo
en las metéafisis distales del fémur, de
forma dependiente de la dosis.

Aumento del volumen dseo trabecular,
numero trabecular y disminucién en el
espaciado trabecular en ambos grupos.
Sin modificacién de marcadores de
resorcidn ésea.

Aumento de volumen trabecular 6seo
y disminucidn de espacio trabecular
respecto de ratones ovariectomizados
no tratados.

Promocién de la osteogénesis a partir
de células estromales de médula ésea
humanain vivo.

Clec 11a es necesaria para el manten-
imiento de hueso vertebral y de las
extremidades.

Clec 11a estdinvolucrada en procesos
de formacién del hueso, pero no, de su
resorcién.

Clec 11a es necesaria para la diferen-
ciacién de progenitores mesenqui-
males de la médula ésea en osteoblas-
tos maduros.

Clec 11a es necesaria para la diferen-
ciacién de progenitores mesenqui-
males de la médula ésea en osteoblas-
tos maduros.

Clec 11a estdinvolucrada en procesos
de formacién del hueso.

La administracién de rClec 11a pre-
viene la pérdida de hueso trabecular
en ratones ovariectomizados o con
osteoporosis inducida por dexameta-
sona a través de la promocién de la
formacién ésea.

Clec 11a puede revertir la pérdida de
hueso trabecular luego de la induc-
cién de osteoporosis a través de una
ovariectomfa.

rhClec11a aceleré y aumentd signifi-
cativamente la formacién de hueso en
los osiculos.

» Ensayos realizados por Yue et al. para estudiar el rol de rClec 11a (Clec 11a recombinante] en la osteogénesis.61 UFC-F (unidades formadoras de

colonias de fibroblastos)

en abril de 2019, solo en Estados Unidos debido a la alta inci-
dencia de efectos cardiovasculares adversos demostrados, y
su uso se recomienda solo para pacientes con alto riesgo de
fracturas, mientras que blosozumab estd siendo estudiado ac-
tualmente en fase 2.

En cuanto a las bioterapias, podemos afirmar que se su-
perd la “prueba de concepto” para su inclusién en el arsenal
terapéutico, asi como también el uso de preparaciones y pro-
cedimientos para mejorar la extraccién, cultivo y aplicacién de
las células seleccionadas al paciente. Resta consensuar proto-

colos para mejorar la implantacién celular o del andamio y la
seguridad global del procedimiento.

En cuanto a lo referido a las estructuras genéticas estudia-
das hasta la actualidad , los miRNA, aparecen como moléculas
interesantes para ser usadas mas como biomarcadores que
como terapia. Es importante destacar también las variantes
genéticas halladas en el genoma relacionadas con la DMO.

En lo concerniente a biomarcadores, la determinacién en
plasma de PINP, CTX y BAP sigue siendo la regla de oro, pero
con limitaciones de especificidad, incapacidad para reflejar
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actividad osteocitica y, sobre todo, para estimar riesgo de
fracturas éseas. Nuevos biomarcadores como, por ejemplo, la
esclerostina, podrian superar algunas de esas limitaciones. La
esclerostina, parecerfa ser el contacto entre el esqueleto y el
tejido adiposo de la médula 6sea (MAT) al actuar como factor
enddcrino que promueve la diferenciacién de las MSC hacia el
linaje adipogénico en lugar del osteogénico dentro de lamédula
6sea. Tal como hemos descripto en la Parte 1 de estas dos revi-
siones, MAT es uno de los biomarcadores que también se estan
proponiendo para el diagnéstico y seguimiento de la OP, porlo
que serfaimportante seguir el avance de las investigaciones en
esta via de regulacion. Dentro también de los nuevos marcado-
res, se sefalaron los siguientes miRNA: miR-133a, miR422a
y miR 194-5p. y varios factores de transcripcién estan siendo
evaluados con el mismo objetivo.

Es en este contexto, el presente trabajo demuestralaimpor-
tancia de la transdisciplinariedad, que incluye la biotecnologia
para abordar un problema de salud publica y mejorar la calidad
de vida de los pacientes.
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