Volumen 1, ndmero 1, octubre de 2014

2 Endocrinologia
Diabetes " Metaholismo

ARTICULO DE REVISION

Vias de senalizacion anabolicas en el hueso
y su potencial aplicacion en la terapéutica

Ariana Sierra', Adriana Medina?, William Rojas®, Henry Tovar?, Carlos Révérend”,

Alfonso Sudrez’

IResidente de Endocrinologia II asio. FUCS- Hospital San José.

Instructor Asistente, Servicio de Endocrinologia.

FUCS- Hospital San José.

3Profesor Asociado, Servicio de Endocrinologia.

FUCS- Hospital San José.

“Instructor Asociado, Servicio de Endocrinologia.

FUCS- Hospital San José.

*Bidlogo. Maestria en Bioquimica. Profesor de Ciencias bdsicas
Facultad de Medicina FUCS.

®Médico. Maestria en Genética Médica. Profesor Asistente de la
Facultad de Medicina de la FUCS.

Resumen

ara el manejo actual de la osteoporosis contamos con

la terapia antirresortiva, que estabiliza la arquitectura

6sea sin lograr su restauracién y la anabélica (teripara-
tida: Uinico aprobado por la FDA) que restaura y aumenta la
masa 6sea. La identificacién de reguladores moleculares con
efecto anabélico sobre el hueso ha permitido el desarrollo de
nuevas terapias para el manejo de esta patologia cada vez mas
prevalente.

La via de sefializacién Wnt/B-catenina aumenta la masa
Osea a través de la diferenciacidon de células mesenquimales
hacia osteoblastos y mediante el estimulo de la replicaciéon de
preosteoblastos e inhibicién de la apoptosis de osteoblastos y
osteocitos, siendo las proteinas esclerostina y DKK1 (Dickko-
pf 1) sus principales antagonistas. Se encuentran actualmente
en desarrollo anticuerpos monoclonales humanizados contra
estas proteinas (Ac anti esclerostina y anti DDK1) que tienen a
un efecto formador de hueso.

Otra alternativa de uso local es la Proteina Morfogénica de
Hueso 2, recombinante humana (rhBMP-2), con capacidad os-
teogénica, que ha demostrado aumentar la resistencia 6sea en
zonas de fracturas, acelerando la consolidacion de las mismas.

Estos nuevos reguladores del remodelado dseo repre-
sentan una alternativa terapéutica de la osteoporosis y otros
trastornos asociados al desequilibrio entre la resorcién y la
formacién 6sea.

Palabras clave: osteoporosis, esclerostina, DKK1, anab6-
lico 6seo.
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Summary

The current management of osteoporosis includes antire-
sorptive therapy, which stabilizes bone architecture without
achieving its restoration, and anabolic therapy (Teriparatide:
the only agent approved thus far by the FDA), which restores
and increases bone mass. The identification of molecular regu-
lators with anabolic effect on bone has allowed for developing
new therapies for the management of this increasingly preva-
lent condition.

The Wnt/[-catenin signaling pathway increases bone mass
via differentiation of mesenchymal cells into osteoblasts, stimu-
lation of pre-osteoblasts replication and inhibition of the apop-
tosis of osteoblasts and osteocytes, with the proteins Sclerostin
and DKK1 (Dickkopf 1) being its main antagonists. Humanized
monoclonal antibodies against these proteins (anti-sclerostin
and anti-DDK1 Ab), which have bone forming effects, are cur-
rently being developed.

Another alternative is the local use of human recombinant
bone morphogenetic protein 2, (rhBMP-2), a protein with osteo-
genic capacity, which has been shown to increase bone strength
at fracture areas, accelerating their consolidation.

These new bone remodeling regulators represent a thera-
peutic alternative for osteoporosis and other disorders associat-
ed with an imbalance between bone resorption and formation.

Key words: Osteoporosis, Sclerostin, DKK1, osteo-anabolic.

Introduccion

La remodelacién 6sea llevada a cabo en las unidades basi-
cas multicelulares es necesaria en el esqueleto normal para el
mantenimiento de la homeostasis del calcio, la reparacién de
microlesiones, la adaptacion a cargas mecanicas y la elimina-
cién del tejido envejecido?. Esta juega un papel importante
en el mantenimiento de la masa y estructura ésea durante la
edad adulta y su equilibrio asegura una DMO (densidad mine-
ral 6sea) estable, por tanto el incremento de la resorcién o la
disminucién de la formacién del hueso conduce a pérdida 6sea
y osteoporosis®.

Teniendo en cuenta que la incidencia de fracturas osteo-
poroéticas aumenta con la edad y su prevalencia cada vez es
mayor, se requiere la aplicacién de medidas destinadas a re-
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ducir su riesgo y a asegurar un adecuado manejo a través de
nuevas terapias®. Actualmente contamos con dos estrategias
para el tratamiento de la osteoporosis, la terapia antirresortiva
y la terapia anabélica. Los antirresortivos, cuya célula diana son
los osteoclastos, inhiben su efecto estabilizando la arquitectura
oOsea sin lograr su restauracion. La otra alternativa es la tera-
pia formadora de hueso o anabélica, cuyo blanco son los os-
teoblastos, permite la restauracién y aumento de la masa 6sea,
promoviendo la diferenciacidn osteoblastica a partir de células
mesenquimales. Hasta el momento, el tnico tratamiento apro-
bado por la FDA para este fin es la PTHr (teriparatida)@>.

Los avances en la comprensién de los reguladores molecu-
lares de la remodelacién 6sea han llevado a la identificacién de
nuevas dianas terapéuticas. Estas nuevas moléculas con efecto
anabdlico sobre el hueso promueven sefiales que aumentan
el nimero de células osteoblasticas, permitiendo la repli-
cacién o diferenciacién de preosteoblastos a osteoblastos o
disminuyendo la apoptosis de las células maduras. Contamos
con dos vias de sefalizacién con estas caracteristicas, la Wnt
[-catenina (Wingless tail/f-catenin) y la BMP (bone morpho-
genetic protein), cuyos estimulos se constituyen como nuevas
alternativas formadoras de hueso@®.

Diferenciacion de las células
mesenquimales

Los precursores mesenquimales expresan factores de
transcripcién que permiten su diferenciacion hacia adipocitos,
osteoblastos o condrocitos. Las vias anabdlicas promueven el
desequilibrio de la expresion de estos factores a favor de la di-
ferenciacion osteoblastica, permitiendo la expresién de Runx2
(runt-related transcription factor 2), Osx (osterix), ATF4 (Acti-
vating transcription factor 4), Msx2 (Msh homeobox 2), claves
para adquisicion del fenotipo osteoblastico (figura 1)),

Volumen 1, nimero 1, octubre de 2014

Senales que determinan el destino y la
funcion de las células osteoblasticas

Via de sefializacién Wnt / 3-catenina

Wnts (Wingless tail) o ligandos Wnt constituyen una fa-
milia de glicoproteinas secretadas (factores de crecimiento),
ricas en cisteina. En mamiferos existen 19 tipos. Sus funcio-
nes son: regulaciéon del crecimiento, diferenciacion, funcién y
muerte celular, durante el desarrollo embrionario y en la vida
adulta®19,

Las vias activadas por Wnt aumentan la masa 6sea a tra-
vés del compromiso de la célula mesenquimal hacia su dife-
renciacion osteoblastica, la estimulacidon de la replicacién de
preosteoblastos y la inhibicidn de la apoptosis de osteoblastos
y osteocitos. En los osteoblastos, la sefializacién Wnt se lleva
a cabo a través de la union a receptores de membrana de la
familia Frizzled (Fz) y correceptores LRP5/6 (low-density lipo-
protein receptor-related protein 5 and 6 (LRP5/6) coreceptors),
inhibiendo la actividad de GSK3 (glycogen synthase kinase 3),
evitando asi la degradacién de su sustrato, la B-catenina. Esta
se acumula en el citosol y se transloca al nticleo, donde actia
como un coactivador transcripcional LEF/TCF (factor linfoide
de unién al promotor de células T) (figura 2)7#9,

Si no se expresa Wnt o si su unién a los receptores se in-
hibe, la degradaciéon de B-catenina es facilitada a través de
un complejo de degradacion formado por las proteinas APC
(Adenomatous polyposis coli), Axin y GSK3. Esta ultima fosfori-
la a B-catenina, para que sea degradada por la via ubiquitina/
proteasoma B-TrCP (B-TrCP-mediated ubiquitin/proteosome
pathway) (figura 3)789,

Proteinas esclerostina y DKK1: principales
antagonistas de la sefalizacion Wnt

Esclerostina

Figura 1. Diferenciacion de las células mesenquimales
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aminoacidos, miembro de la fa-
milia de proteinas DAN/Cerberus.
Su produccién es regulada por el
gen SOST situado en el cromosoma
17q(Y. La expresion de esclerosti-
na esta relativamente restringida
al esqueleto adulto, es principal-
mente producida por osteocitos,
condrocitos articulares y débil-
mente por otros érganos como el
rinént2,

Condrocitos

Esclerostina se une al corre-
ceptor LRP5/6, inhibiendo de
este modo la sefializacién Wnt/(3-
catenina, reduciendo la formacién

Adipocitos
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Figura 2. Via de seiializacion Wnt/B-catenina: via activa

Estudios realizados en anima-
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Modificado de J. Clin. Invest 2006;116:1202-120

les y humanos con anticuerpos an-
tiesclerostina han demostrado au-
mentos marcados en la masa 6sea,
por tanto el bloqueo de la accién
de la esclerostina con anticuerpos
monoclonales es un nuevo enfoque
terapéutico osteoanabolico prome-
tedor para el tratamiento de la os-
teoporosis(¥.

Anticuerpos antiesclerostina

Moléculas en investigaciéon y
estudios existentes a la fecha:

Romosozumab (AMG 785): An-
ticuerpo (Ac) antiesclerostina mo-
noclonal humanizado.

El primer estudio fue publicado
en el afio 2011, un ensayo clinico
aleatorizado, doble ciego, fase 1,
de tres meses de seguimiento con

Figura 3 .Via de seiializacion Wnt /B-catenina: via inactiva

72 participantes, hombres sanos
y mujeres posmenopdausicas. Re-
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osea (figura 3). Las mutaciones que llevan a pérdida de la
funcién del gen SOST estdn ligadas a enfermedades que se
caracterizan por aumento de la masa 6sea. Se describen dos
fenotipos clinicos de estas mutaciones, la esclerosteosis y la
enfermedad de Van Buchem, asociadas a fuerza esquelética in-
usual, masa 6sea elevada y resistencia a fracturas®3!#-
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cibieron una dosis tnica subcuta-
nea o intravenosa de AMG 785 o
placebo. Sus resultados fueron au-
mento de la DMO y marcadores de
formacion dsea y reduccién (dosis
dependiente) de marcadores de
resorcion o6sea. Sus principales
efectos adversos fueron eritema
en el sitio de la aplicacién, dolor
lumbar, cefalea, estrefiimiento, ar-
Complejo de tralgias y mareost%).

degradacion
de p-catenina

El estudio mas reciente fue
publicado en enero de 2014, por
Michael R. McClung et al. Es un es-
tudio de fase 2 multicéntrico, alea-
torizado, controlado con placebo,
de grupos paralelos, cuyo objetivo
fue evaluar la eficacia y seguridad
de romosozumab durante un pe-
riodo de 12 meses en 419 mujeres
posmenopausicas con baja masa
6sea. Las pacientes fueron aleatorizadas para recibir romoso-
zumab mensual subcutdneo (dosis de 70 mg, 140 mg o 210
mg) o cada tres meses (dosis de 140 mg o 210 mg), o place-
bo o un comparador activo de forma abierta (alendronato 70
mg/semana o teriparatida subcutadnea 20 mcg/dia). Todas las
dosis de romosozumab se asociaron con un aumento signifi-
cativo en la densidad mineral 6sea en la columna lumbar. Se
report6 aumento en la DMO de 11,3% con la dosis mensual
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Tabla 1. Estudios fase 1 del anticuerpo AMG 785

Clinicaltrials.gov

Disefo

Criterios de inclusion

Resultado primario

identifier

NCT01101061 Doble ciego Mujeres posmenopausicas | Seguridad, tolerabilidad AMG 785 (Dosis: Tmg/
Inicio: 2010 Dosis Unica SC con osteopenia kg, 3 mg/k, o 5mg/kg) vs.
Referencia: 17 -Japonesas (45 a 70 afios) placebo

NCT00950950 Doble ciego Mujeres sanas Calidad de hueso del AMG?785 3mg/kg, SC, cada
Inicio: 2009 Multidosis SC posmenopdusicas (55y 80 | antebrazo utilizando pQCT | cuatro semanas durante
Referencia: 18 anos) con osteopenia tres meses vs. placebo
NCT01833754 Etiqueta abierta Falla renal estadio 4y 5 Seguridad Dosis Unica

Inicio: 2013 Dosis Unica (No reportado)
Referencia: 19

NCT01588509 Etiqueta abierta Mujeres posmenopadusicas | Porcentaje de cambio Tres dosis

Inicio: 2012 Transicion desde (55-85 afios) T-score entre | de la DMO en columna (No reportado)

Referencia: 20

Alendronato (1 afo de
tratamiento)

-2y-4(CLoCToCF)

lumbar después de tres
meses de tratamiento

(Publicados en la pagina electrénica: clinical trails.gov)

Tabla 2. Estudios fase 2 del anticuerpo AMG 785

Clinicaltrials.gov identifier

Diseiio

Criterios de inclusion

Resultado primario

NCT00896532
Inicio: 2009
Referencia: 21

Diseno doble ciego:
Comparado con placebo

Etiqueta abierta: alendronato y

teriparatide

Multidosis

Mujeres posmenopausicas:

55 - 85 afnos

y-3,5

Variacién % respecto al valor

basal de DMO columna lumbar a
los 12 meses de tratamiento

Densitometria T-score entre -2,0

(Publicados en la pagina electrénica: clinical trails.gov)

Tabla 3. Estudios fase 3 del anticuerpo AMG 785

Clinicaltrials.gov
identifier

Diseino

Criterios de inclusion

Resultado primario

NCT01796301
Inicio: 2013
Referencia: 22

Etiqueta abierta
controlado con
teriparatide

Mujeres posmenopausicas,
dx osteoporosis (60 a 90
anos)

Tratamiento con
bifosfonatos orales
durante al menos tres
anos inmediatamente
antes de la seleccion

Antecedente de fractura
por fragilidad vertebral o
no vertebral

Porcentaje de cambio
en DMO en cadera total:
plazo 12 meses

Tiempo de tratamiento 12
meses

Dosis no reportadas

NCT01631214
Inicio: 2012
Referencia: 23

Doble ciego controlado
con alendronato

Mujeres posmenopadusicas
con osteoporosis y al
menos una fractura
vertebral, (60 a 90 afos)

Incidencia de nuevas
fracturas vertebrales:
Plazo: 24 meses

Tiempo de tratamiento 24
meses

Dosis no reportadas

(Publicados en la pagina electronica: clinical trails.gov)

de 210 mg, en comparacién con una disminucién de 0,1% con
placebo y aumentos de 4,1% y 7,1% con alendronato y teripa-

ratida, respectivamente®.

Actualmente encontramos estudios fase 1, 2 y 3 del anti-
cuerpo AMG 785, en diferentes etapas de desarrollo (publica-
dos en la pagina electrdnica: clinical trials.gov) que se resu-
men en las tablas 1,2y 3.

AMG 167: Anticuerpo antiesclerostina monoclonal AMG
167. Estudios en desarrollo fase 1, ver tabla 4.

Blosozumab: Anticuerpo antiesclerostina LY 2541546. Es-

tudios fase 1y 2 en desarrollo, ver tabla 5.
BSP 804: Anticuerpo antiesclerostina BSP 804. Actualmen-
te s6lo un estudio fase 1 en desarrollo, ver tabla 6.

Revista Colombiana de Endocrinologia, Diabetes y Metabolismo 15
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Tabla 4: Estudios fase 1 del anticuerpo AMG 167

Clinicaltrials.gov

. . Disefio Criterios de inclusion Resultado primario
identifier

NCT00902356
Inicio: 2009
Referencia: 24

Doble ciego
Dosis unica SCo IV

Hombres sanos y mujeres
posmenopausicas
45y 65 afnos

Seguridad y tolerabilidad

5 cohortes: Unica dosis de
AMG 167 vs. placebo

Mujeres posmenopdusicas
SC:21 mg, 70, 210, 350 o
700 mg

IV:70 mg 0 350 mg IV

Hombres
70 mg o350 mg SCo IV

NCT01101048
Inicio: 2010
Referencia: 25

Doble ciego
Dosis multiples

Hombres sanos y mujeres
posmenopdausicas con
osteopenia

Seguridad y tolerabilidad

7 cohortes

Cohortes 1-2 y 4: AMG
167 cada 2 semanas/total
de 6 dosis

Cohortes 3-5y 6: AMG
167 cada 4 semanas/total
de 3 dosis

Cohortes 7: AMG 167
cada 2 semanas/total de
12 dosis

(Publicados en la pagina electrénica: clinical trails.gov)

Tabla 5. Estudios fase 1y 2 blosozumab

Clinicaltrials.gov

. . Disefio Criterios de inclusion Resultado primario
identifier

NCT01742078 Doble ciego Mujeres posmenopdusicas | Seguridad, tolerabilidad Dosis IV: 7,5 mg, 25 mg, 75
Inicio: 2008 Dosis Unica sanas, entre 45 a 70 afnos mg, 225 mg, 750 mg
Fase 1
Referencia: 26 Dosis SC: 150 mg
NCT01742091 Muiltiples dosis Mujeres posmenopdusicas | Seguridad, tolerabilidad Ocho semanas de
Inicio: 2012 sanas tratamiento
Fase 1 180 mg SCC/4s
Referencia: 27 270mg C/2s

270mg SCC/4s

540 mg (IV)C/4 s
750mg (IV) C/2 s

NCT01144377 Doble ciego Mujeres posmenopdusicas | Porcentaje de cambio en
Inicio: 2010 Multidosis (45 - 85 afnos) la columna lumbar DMO:
Fase 2 T-score, columna lumbar plazo 52 semanas

Referencia: 28 entre-2y-3,5

180 mg SCC/4s
180mg C/2s
270mg C/2s
270mg C/12s

(Publicados en la pagina electrénica: clinical trails.gov)

Tabla 6 : Estudio fase 1 de BSP 804

Clinicaltrials.gov

. . Disefio Criterios de inclusion Resultado primario
identifier

NCT01406548
Inicio: 2011
Referencia: 29

Doble ciego
Dosis multiple

Mujeres posmenopausicas,
(45 - 85 anos)

Porcentaje de cambio
en DMO en la columna

T-score en columna
lumbar entre-2,0y -3,5 Eventos adversos,

Plazo nueve meses

lumbar a los nueve meses

No reportada

(Publicados en la pagina electrénica : Clinical trails.gov)

16 Revista Colombiana de Endocrinologia, Diabetes y Metabolismo



oot (¢ Endocrinologia
Diabetes " Metabolismo

Proteina Dickkopf 1(DKK-1)

Es una proteina que se expresa en osteoblastos y osteoci-
tos, aunque también se ha demostrado su presencia por fuera
del hueso en piel, placenta, préstata, plaquetas y endotelio*?.

DKK-1 es un inhibidor de la via Wnt y un regulador de la
remodelacion articular. En modelos animales de artritis reu-
matoide, el aumento de los niveles de DKK-1 est4 relacionado
con mayor resorcion ésea y disminucién de su formacion. Los
corticoides y los procesos inflamatorios crénicos aumentan
la expresion de DKK-1, inhibiendo la via Wnt, explicando sus
efectos deletéreos sobre el hueso®?.

Anticuerpos anti DKK-1

Las terapias dirigidas contra DKK-1, con el objetivo de
aumentar la masa dsea, ya estan en desarrollo. En un modelo
preclinico de artritis reumatoide el bloqueo de DKK-1 inhibi6
la pérdida 6sea y en un modelo de mieloma muiltiple la inhi-
biciéon de DKK-1 impidi6 la formaciéon de lesiones osteoliticas
y aument6 la tasa de formacion de hueso®?. Actualmente se
encuentra en desarrollo un estudio fase 1 de anticuerpos anti
DKK-1 en hombres sanos y mujeres osteopénicas (ver tabla 7).

Posibles efectos adversos de la terapia con Ac antiescle-
rostina y anti DKK-1

La activacién indiscriminada de Wnt podria resultar en
mayor riesgo de desarrollo de tumores en tejidos no esquelé-
ticos, como cancer colorrectal, carcinoma hepatocelular entre

Volumen 1, nimero 1, octubre de 2014

otros tumores malignos. Soluciones potenciales incluyen la
neutralizacion de los antagonistas Wnt de forma especifica en
las células éseas y su uso por periodos de tiempo limitados®.

Superfamilia TGF-f.

La superfamilia del factor de crecimiento transformante
beta (TGF-f) esta constituida por un grupo grande de protei-
nas multifuncionales. Estas proteinas afectan diversos proce-
sos celulares que van desde la regulacién de la diferenciaciéon
y proliferacion celular hasta procesos fisiolégicos complejos
como la inflamacién, la cicatrizaciéon de tejidos y la formacién
de hueso. Hacen parte de esta familia la activina y la BMP que
juegan un papel clave en el proceso de formacién 6sea?.

Sefializaciéon de BMP en la diferenciacion de osteoblastos
y la formacién dsea

Las proteinas BMP (BMP 2,4,5,6,7) son proteinas con ca-
pacidad osteogénica. El proceso de sefializacion se lleva a cabo
por medio de la unién de BMP a su receptor de membrana tipo
serina/treonina cinasa tipo [ y tipo II (Rl y RII), permitiendo la
formacién de un complejo heterodimérico que fosforila pro-
tefnas Smad (small mothers against decapentaplegic). Estas,
una vez activas, se dirigen al nicleo donde interactian con el
SBE (smad binding element), permitiendo una respuesta trans-
cripcional que induce la expresion del gen Runx2 para contro-
lar la diferenciaciéon de células precursoras mesenquimales
(figura 4)©3).

Tabla 7. Estudio fase 1 de Ac anti DKK1: RN564

Clinicaltrials.gov
identifier

Criterios de inclusion

Resultado primario

NCT01293487
Inicio: 2011
Referencia: 31

Doble ciego
Dosis Unica

Hombre sanos y mujeres
con osteopenia entre 55
anosy 80 anos

Seguridad, tolerabilidad

No reportadas

(Publicados en la pagina electronica: clinical trails.gov)

Tabla 8. Estudio fase 1 de Rhbmp-2/CPM

Clinicaltrials.gov

identifier

Diseino

Criterios de inclusion

Resultado primario

NCT00752557
Inicio: 2008
Referencia: 34

Doble ciego

Comparador:
Bifosfonatos orales

Administracion local en
cadera

Mujeres posmenopausicas,
entre 65 afnos y 85 afnos

Osteoporosis

Porcentaje de cambios en
DMO, Plazo: 12 meses en
cadera

Experimental: 1 rhBMP-2/
CPM, 6 ml: 1,0 mg/ml
Bifosfonatos orales
(risedronato, alendronato
o ibandronato sédico)

Experimental. 2 rhBMP-2/
CPM, 6ml: 2,0 mg/ml
Bifosfonatos

Comparador activo: 3
Intervencion: bifosfonatos

(Publicados en la pagina electronica: clinical trails.gov)
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Figura 4. Via de sefializacién BMP

’ﬁ

Sma
1,5,

Membrana celular

Q.

(o]

Smad 4

Modificado de Int. J. Biol. Sci 2012; 8(2):272-288.

Utilidad potencial de las BMPs como terapia anabdlica en
osteoporosis

Se han realizado estudios con rhBMP-2 (recombinant hu-
man BMP-2) en la curacién de fracturas, retardo en la curacién
de fracturas y pseudoartrosis, tanto en ratas como en huma-
nos. Los estudios realizados en ratas osteoporoticas para el
tratamiento local de fracturas demostraron un rapido aumen-
to de la resistencia 6sea en la zona fracturada y aceleracion
de la consolidacién 6sea. Los efectos adversos reportados en
estudios ortopédicos con el uso local fueron osificacién hete-
rotépica, reacciones inmunes menores, edema e infecciones.
La administracién sistémica puede asociarse con anomalias
graves en el desarrollo y funcion celular®. Actualmente se en-
cuentra en curso un estudio fase 1 del uso de Rhbmp-2/CPM
en mujeres osteoporoticas con el objetivo de evaluar el por-
centaje de cambio en la DMO en un plazo de 12 meses (ver
tabla 8).

Conclusion

La mejor comprensién de los reguladores moleculares
del metabolismo 6seo y de sus vias moduladoras ha llevado
a la investigacion y desarrollo de nuevos agentes terapéuticos

Referencias
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