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Lista de abreviaturas

aa Aminoéacido
ALP Fosfatasa alcalina (ALP, Alkaline phosphatase)
BALP Fosfatasa alcalina especifica de hueso (BALP, Bone specific alkaline phosphatase)
BMD Densidad minera ésea (BMD, bone mineral density)
BSP Sialoproteina 6sea (BSP, bone sialoprotein)
CAP Proteina de adhesién del cemento radicular (CAP, cementum attachment protein)
CBFA1 Subunidad alfa-1 del factor de unién al nicleo [core-binding factor subunit alpha-1 (CBF-alpha-1),
también conocido como RUNX2 (Runt-related transcription factor 2)]
CEMP1 Proteina del cemento 1 (CEMP1, cementum protein-1)
Col 1 Colagena 1
DE Desviacién estandar
DMO Densidad minera ésea (BMD, bone mineral density)
DXA Absorciometria dual de rayos X
FDA Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, Food and Drug Administration)
INCan Instituto Nacional de Cancerologia
LP Ligamento periodontal
NOF Fundacién Nacional de Osteoporosis (NOF, National Osteoporosis Foundation)
OB Osteoblastos
OoC Osteoclastos
OCN Osteocalcina
OoMS Organizacién Mundial de la Salud
ONM Osteonecrosis de la mandibula (ONM, osteonecrosis of the jaw)
OPG Osteoprotegerina (OPG, osteoprotegerin)
oS Osteoporosis
OovVX Ovariectomizada, ovariectomia
pCEM P1 Péptido derivado de la proteina del cemento 1
pHACD1 /CAP | Péptido derivado de la proteina de adhesién del cemento radicular
pl Punto isoeléctrico
RANK Receptor activador del factor nuclear kappa B (RANK, receptor activator of nuclear factor kappa B)
RANKL Ligando del receptor activador del factor nuclear kappa B (RANKL, receptor activator of nuclear
factor kappa B ligand)
SD Desviacién estandar (SD, standard deviation)
SEM Microscopia electrénica de barrido
BMU Unidad bésica multicelulares (BMU, basic multicellular units)
VOI Volumen de interés
puTC Microtomografo
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RESUMEN

Desarrollo de la fase preclinica de farmacos peptidicos derivados de la proteina del
cemento 1 (CEMP1) y la proteina de adhesién del cemento radicular (HACD1/CAP) y su
potencial eficacia en el tratamiento de la osteoporosis

Introduccién: la osteoporosis es una enfermedad sistémica del esqueleto, caracterizada por baja
densidad 6sea y deterioro de la microarquitectura ésea, que incrementa la susceptibilidad a fracturas.
Existen multiples tratamientos que incrementan la densidad mineral 6sea, sin embargo presentan
efectos colaterales. Recientemente se ha demostrado que las proteinas del cemento HACD1/CAP
(proteina de adhesién del cemento radicular) y CEMP1 (proteina del cemento 1) poseen alta afinidad
por la hidroxiapatita y promueven el proceso de mineralizacién in vitro e in vivo, es posible que
péptidos derivados de estas podrian utilizarse para el tratamiento de osteoporosis.

Objetivo: Determinar si los péptidos sintéticos pCAP y pCEMP1 actlan en la correccién del estado
osteopordtico (aumento de la densidad mineral 6sea, recuperacion de la microarquitectura ésea) en un
modelo murino.

Metodologia: estudio experimental. Se conformaron 5 grupos, cada uno constituido por 5 animales:
Grupo 1. pCAP 20 pg/dia, Grupo 2. pCEMP1 40 pg/dia, Grupo 3. pCEMP1 80 pg/dia, Grupo 4.
Osteoporosis sin tratamiento, Grupo 5. Ratas no osteopordticas.

Resultados: Los resultados indican que la resistencia mecénica a las fuerzas de compresién de la 5%
vértebra lumbar, reflejaron que la carga maxima antes del punto de fractura es similar en las ratas
tratadas con los péptidos en comparaciéon con los animales sanos. En relaciéon a la densidad mineral
6sea (DMO), el espesor, nimero y grosor trabecular de la vértebra lumbar y del fémur aumenté en los
grupos experimentales. Los ensayos de proliferacion celular y citotoxicidad demostraron que los
péptidos no son citotoxicos y promueven la proliferacion celular. Los marcadores biolégicos (ALP, OC,
RANK1 y OPG) muestran valores similares a los animales no osteoporéticos. Los anélisis histologicos
muestran que en los grupos tratados con los péptidos hay neoformacién de trabéculas éseas y tejidos
sin calcificaciones ectdpicos.

Conclusiones: Los péptidos muestran efectividad terapéutica para el tratamiento de la osteoporosis en
un modelo experimental.

Apoyado por DGAPA-UNAM 1T200414, CONACyT 224081.
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Abstract

Development of the preclinical phase of peptidic drugs derived from cementum protein
1 (CEMP1) and cementum attachment protein (HACD1/CAP) and its potential
effectiveness for the treatment of osteoporosis.

Introduction: Osteoporosis is a systemic skeletal disease characterized by low bone density and
deterioration of bone microarchitecture, which increases susceptibility to fractures. There are multiple
treatments that increase bone mineral density, however, have side effects. Recently it has been shown
that cement proteins HACD1/CAP (cementum attachment protein) and CEMP1 (cementum protein 1)
have high affinity for hydroxyapatite and promote mineralization in vitro and in vivo therefore cementum
proteins-derived peptides could be used to treat osteoporosis.

Objective: To determine whether the synthetic peptides pCAP and pCEMP1 can correct the
osteoporotic state (by increasing bone mineral density and recovery of bone microarchitecture) in an
osteoporosis murine model.

Methodology: experimental study. 5 groups were created, 5 animals each: Group 1. pCAP 20 pg/day,
Group 2. pCEMP1 40 pg/day, Group 3. pCEMP1 80 pg/day, Group 4. Osteoporotic untreated rats,
Group 5. not osteoporotic rats.

Results: The results indicate that mechanical compression forces of the 5" lumbar vertebra, have similar
values in those treated with the peptides and compared with non-osteoporotic animals. Regarding
bone mineral density (BMD), the trabecular number and thickness of the lumbar vertebrae and femur
increased in the experimental groups. Cell proliferation assays and cytotoxicity demonstrated that
peptides are not cytotoxic and promote cell proliferation. Biological markers (ALP, OCN, RANK1 and
OPG) show similar values to the non-osteoporotic animals. Histological analyzes show that in the groups
treated with the peptides there is bone neoformation in trabeculae and there is no ectopic bone
formation.

Conclusions: Peptides from cementum proteins show high potential therapeutic effectiveness for the

treatment osteoporosis in an experimental model.

Supported by DGAPA-UNAM [T200414, CONACyT 224081.
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INTRODUCCION

La osteoporosis es un problema grave de salud publica debido a que sus resultados son
potencialmente devastadores. En los Ultimos diez afios se tienen registrados enormes avances en su
epidemiologia, fisiopatologia y tratamiento. La osteoporosis es una enfermedad esquelética
caracterizada por un descenso en la masa 6sea y deterioro de la microarquitectura con el consiguiente
aumento de la fragilidad 6sea y por tanto, susceptibilidad a fracturas. Alrededor del 50% de las mujeres
y el 20% de los hombres mayores de 50 afios tendran alguna fractura por fragilidad ésea (2).
Condiciones fisiolégicas como la menopausia o patoldgicas como las metéstasis dseas o la artritis
reumatoide, conducen a que la cantidad de hueso eliminado por los osteoclastos, supere al
remplazado durante el proceso de formacién ésea por los osteoblastos: esta situacién conduce a la
pérdida neta de la masa 6sea e incremento de la fragilidad (1-3).

Algunas alternativas terapéuticas actuales para el tratamiento de la osteoporosis (las cuales sélo tienen
como objetivo mejorar la calidad mineral 6sea), disminuyen el riego de fracturas osteoporoticas,
reduciendo la resorcién ésea y preservando su arquitectura, pero no estimulan la formacién ésea; ain
asi, éstas presentan multiples consecuencias deletéreas para la salud: los estrégenos méas progesterona
reducen significativamente las fracturas vertebrales, de cadera, antebrazo y mufieca (3), sin embargo,
los efectos colaterales incluyen el riego de desarrollar cdncer de mama, tromboembolia venosa,
enfermedad de arterias coronarias e infarto; el raloxifene, sus efectos colaterales incluyen el riesgo de
tromboembolismo venoso y bochornos; la calcitonina: irritacién nasal ocasional y sangrado; los
biofosfonatos: irritacion gastrointestinal, dolor musculo-esquelético y osteonecrosis del maxilar y
mandibula; teriparatida: hipercalcemia, calambres en las piernas, mareo y asociaciéon con
osteosarcomas; denosumab: osteonecrosis de la mandibula; proteinas morfogénicas (BMPs): las dos
principales vias de administracion, la ingestion oral y la aplicacion tépica, no logran que las proteinas
lleguen al hueso, las BMPs tienden a romperse antes de llegar al tejido éseo, ademas de que se ha
visto que al ser solubles en agua, difunden muy rapido en todos los fluidos del cuerpo; proteinas
morfogénicas recombinantes humanas (rhBMPs): su uso en la practica clinica no solamente es costoso,
sino que también se asocia a efectos adversos tales como el sobrecrecimiento éseo y las reacciones
inmunoldgicas del huésped. Luego entonces, elucidar los mecanismos que regulan la formacion ésea,
pueden conducir al desarrollo de terapéuticas capaces de reconstituir la masa ésea y su arquitectura,
empero por ahora, se ve la necesidad de contar con mas opciones terapéuticas con las cuales se
puedan tener mejores resultados para tratar esta enfermedad (4).

En los Gltimos afios algunos notables progresos en biologia molecular y genética han conducido al
mejor entendimiento de los complejos procesos que regulan el metabolismo 6seo y de las sefiales e
interacciones que se establecen para ello; esto ha permitido abrir un interesante camino en la
investigacién de nuevos tratamientos contra la osteoporosis (4). Sin embargo, algunas técnicas
utilizadas en dichas ramas de la biologia, como por ejemplo, las proteinas recombinantes, presentan
grandes desventajas como: la complejidad del equipo, asi como las técnicas de preparacion, ciclos de
produccion largos, rendimientos bajos y procesos costosos, lo que las hace dificil de producir a gran
escala. Las principales diferencias de los biofarmacos producidos por métodos de expresion genética
recombinante con relacién a los producidos mediante sintesis quimica, consisten en el mayor tamafio
molecular y en la complejidad de su estructura molecular; por su naturaleza, presentan una
biodisponibilidad oral escasa, no superando el 1% la mayor parte de las veces. Esto es debido
principalmente por la gran actividad enzimatica que existe en el tubo digestivo, donde se produce un
elevado metabolismo de péptidos y proteinas, y por otro lado, por la funcién-barrera frente a la
absorcion de estas moléculas en la pared intestinal. Asimismo, la distribucidn tisular es compleja,
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estando expuestas continuamente a la degradacién por la accién de las enzimas proteoliticas presentes
en la sangre; en general, la vida media suele ser pequefia, motivo por el cual la estructura proteica de
algunos biofdrmacos se une a polimeros (polietilenglicol-PEG) para evitar una rapida excrecién renal. En
adicién a esto, existen problemas de seguridad de los productos como resultado de la ingenieria
genética, muchos biofarmacos son capaces de provocar la generacién de anticuerpos neutralizantes, lo
que podria reducir o incluso anular sus efectos sobre sus dianas farmacolégicas. La mayoria de los
biofarmacos han sido calificados como medicamentos hospitalarios, tal condicién viene determinada
por la necesidad de realizar una estrecha monitorizacién en los pacientes durante o tras la
administracion; en otros casos tal justificacion resulta cuestionable, habida cuenta de que algunos de
estos medicamentos estan especificamente acondicionados para la autoadministracién por el paciente
(5). A la fecha no existen farmacos que llenen los requerimientos de un material sin efectos colaterales y
que sean utilizados en el tratamiento de la osteoporosis. Es de suma importancia indicar que existen
biomateriales capaces de conducir los fenotipos celulares especificos esenciales para el correcto
desarrollo, la homeostasis, la reparacion, y el potencial de regeneracién de los tejidos, sin embargo,
estos presentan un alto grado de complejidad, procesos moleculares coordinados, y de interacciones
dindmicas entre células y tejidos.

La osteoporosis es una entidad patolégica que no puede ser curada en corto término, ya que requiere
la administracién de drogas por un periodo largo de tiempo (). De acuerdo a esto, es necesario un
biofarmaco distinto que no muestre ninguno de los efectos colaterales anteriormente mencionados y
que sea terapéuticamente efectivo para el reemplazo de las drogas convencionales, que sea de facil
sintesis y finalmente que sea econdémicamente accesible a la poblacién para la atencién de este
problema de la salud piblica mundial.

El periodonto es una unidad biofuncional compleja, conformada por dos tejidos blandos: encia y
ligamento periodontal; y dos tejidos duros: hueso y cemento. El cemento radicular es un tejido
mineralizado especializado, formado por cementoblastos y se localiza en la superficie radicular de los
dientes. Este tejido mineralizado tiene caracteristicas similares al hueso en cuanto a su composicién
orgénica e inorganica, sin embargo, el cemento posee caracteristicas Unicas, ya que no presenta aporte
sanguineo directo, inervacién, ni drenaje linfatico, y recientemente se han identificado dos proteinas
especificas de este tejido, la proteina de adhesion del cemento [CAP] (7-10) y la proteina del cemento
1 [CEMP1] (7, 11).

CEMP1 es una proteina de 247 aminoécidos, con un peso molecular tedrico de 25.9 kDa, la cual fue
aislada inicialmente a partir de una biblioteca derivada de cementoblastos putativos (células derivadas
del cultivo de un cementoblastoma humano) cultivados in vitro (11). Su expresién tanto a nivel de
ARNmM como de proteina, se limita a cementoblastos, cementocitos a subpoblaciones de células
derivadas del ligamento periodontal con una localizacién paravascular y en los espacios endosteales del
hueso alveolar cercanos al ligamento periodontal (12). A la fecha, los analisis in silico no han
demostrado que esta proteina tenga homologia significativa en su secuencia de aminoécidos con
ninguna otra proteina en las bases de datos. También se demostré que la transfeccion con el gen de
CEMP1 y la sobreexpresion de ésta proteina en células con un fenotipo no mineralizante (fibroblastos
gingivales humanos adultos) dio como resultado la diferenciacién de dichas células hacia un fenotipo
mineralizante (12). Por otra parte, CEMP1 estimula la proliferacién de células del ligamento periodontal
en cultivos tridimensionales e induce la formacién de estructuras semejantes a tejidos mineralizados
como hueso y/o cemento radicular y tejido similar a cartilago (13). Finalmente el uso terapéutico de
CEMP1 ha sido probado en la regeneracién de defectos de tamafio critico en ratas Wistar, teniendo un
97% de regeneracion del defecto dseo (11, 14).

CAP fue la primera proteina aislada del cemento radicular, se ha determinado que participa en el
reclutamiento y la diferenciacién celular durate la formacion del cemento (15-17). Se expresa en células
del foliculo dental, promoviendo su adhesién y diferenciacion (9, 15, 18). Ademas, las células
periodontales crecidas en presencia de CAP son capaces de formar un tejido mineralizado, in vitro (15,
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19). Recientemente se informé de la identificacion de un ARNm obtenido de lisados de células del
ligamento periodontal y células derivadas del cemento utilizando un anticuerpo especifico para CAP (9,
15, 18). Este ARNm codifica un polipéptido de 140 aminoacidos. El anélisis BLAST de la base de datos
de proteinas NCBI revelé que la N-terminal de 125 aminoacidos de este ARNm es idéntica a una
isoforma truncada de 3-hidroxiacil-CoA deshidratasa 1/proteina tirosina-fosfatasa; siendo los dltimos 15
aminoacidos la diferencia entre ambas isoformas (19). Esta nueva molécula fue nombrada HACD1/CAP,
la cual se expresa en cementoblastos y algunas poblaciones de células del ligamento periodontal
(precursores probablemente de cementoblastos) pero no se detecta en otros tejidos como la encia o el
hueso (9, 19). En un estudio experimental, en un defecto segmental en la tibia de tamafio critico en
conejos Nueva Zelanda, HACD1/CAP mostrd su potencial en la regeneracion ésea (20), probablemente
por la induccién de la neovascularizaciéon y el posterior reclutamiento de células troncales
mesenquimales, ya que se ha demostrado que la proteina se expresa por células troncales
paravasculares en el ligamento periodontal, las cuales son progenitoras de los osteoblastos y
cementoblastos (9, 18, 19).

Las proteinas y péptidos juegan un papel critico en los procesos biolégicos y fisiolégicos en todos los
organismos vivos. Los péptidos son pequefias secuencias de aminoacidos que pueden cumplir
funciones como estimular, regular o inhibir numerosas funciones bioldgicas (19). En la naturaleza no
existen muchas proteinas que promuevan la nucleacién de cristales de hidroxiapatita y mucho menos
existen péptidos. Lo cual es de suma importancia y por esto inferimos que pueden tener un importante
papel terapéutico en el tratamiento de diversas afecciones de los tejidos mineralizados. Nosotros
seleccionamos estos péptidos porque imitan las funciones de las proteinas nativas y su uso terapéutico
(intervencion de actividades celulares especificas) nos permiten tener rutas alternativas para el control
de enfermedades 6seas. En lo correspondiente a nuestra linea de investigacion, en estudios previos se
ha demostrado que los péptidos en cuestion [péptido derivado de la proteina de adhesion del
cemento radicular (pHACD1/CAP) y el péptido derivado de la proteina del cemento 1 (pCEMP1)]
inducen la neoformacién 6sea, lo cual mejora el indice clinico de efectividad, asi como el impacto
positivo en el costo de los tratamientos, poseen una actividad biolégica inductora de la diferenciacion
osteoblastica y de biomineralizacién, por lo tanto se trata de péptidos Utiles para el tratamiento de la
osteoporosis. Sin embargo, la evolucién de los péptidos en biomateriales no puede simplemente
basarse en los avances en la quimica de péptidos y de su disefio, sino que también deberan ser
utilizados clinicamente (experimentalmente) para su mejor comprensién (21).

De acuerdo a la FDA, la ovariectomia bilateral es un modelo animal preclinico excelente que imita las
caracteristicas clinicas de la deplecién del estrégeno en los humanos y la respuesta a agentes
terapéuticos (22); también imita las condiciones de la menopausia: pérdida de hueso esponjoso y
endocortical aumentando la tasa global de remodelaciéon ésea y alterando el equilibrio entre la
formacién 6sea y la resorcion ésea.

El modelo murino presenta su madurez sexual a los 2.5 meses, y uno de sus indicadores de pérdida
6sea es el agrandamiento de la cavidad medular (resorcion endosteal). La pérdida osea
postovariectomia en las vértebras lumbares comienza a los 60 dias y en la cabeza femoral a los 30 dias,
motivo por el cual, nosotros iniciamos los tratamientos al cuarto mes postquirirgico.

El esqueleto de una rata madura, tiene muchas similitudes con el esqueleto humano: los huesos de
ambas especies se elongan por crecimiento epifisial (osificacion endocondral) y el area se incrementa
por crecimiento periostal (osificacién intramembranosa secundaria). El crecimiento radial crece a tasas
muy lentas como en los humanos; también, el remodelado de las trabéculas es similar al observado en
los humanos (23).
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Una de las grandes diferencias esqueletales entre estas especies, es que la rata tiene falta de
remodelacién de Havers [debido a que tiene poca cantidad de Sistema de Havers (intracortical)]. En el
humano, el aumento de la remodelacién de Havers es la principal causa de la porosidad ésea. En la
rata, la ganancia ésea cortical se produce en el periostio y el hueso cortical se pierde en el endostio.
También cabe destacar que el espesor trabecular y la separacién en los murinos, son aproximadamente
tres veces menores que en los seres humanos (23).

Existen otros modelos mas apropiados para el estudio del modelado de Havers: perros (inapropiado
para el estudio y tratamiento de la OS, alto costo de mantenimiento, dilemas éticos) y primates (alto
costo de adquisicién y mantenimiento, menor disponibilidad en centros experimentales y dilemas
éticos), sin embargo las pérdidas de hueso endocortical y esponjoso son las causas primarias de la OS,
mientras que la pérdida ésea inducida por el remodelado intracortical en el sistema de Havers
desempefia un papel menor. Luego entonces, una de las grandes ventajas que ofrece el modelo de
ovariectomia en ratas, es que debido a la disminucién de la masa 6sea que ocurre en la osteoporosis
postmenopausica, proporciona una informacién confiable para predecir la eficacia de los agentes
antiosteopordéticos (24). También existen otros modelos animales como: primates (macacos), ovejas,
perros y conejos, no obstante, presentan mas complejidad en su estudio (25).

Los sitios mas comunes de las fracturas por OS incluyen la vértebra y cadera (cuello femoral), donde la
informacién microestructural es una clave para el entendimiento de la patogénesis y la predileccién de
la mejoria del riesgo de fractura (24). La arquitectura trabecular da informacién adicional a la DMO, los
efectos de agentes terapéuticos son més grandes en la arquitectura trabecular en comparacién a los
resultados de la DMO.

La medicién de la DMO es por DEXA (gold standard), pero la uTC puede usarse para monitorizar o
medir la microarquitectura y la DMO en los animales de pequefias especies (26). El método estandar
para describir cuantitativamente la arquitectura del hueso es el calculo de los indices morfométricos
(morfometria cuantitativa); antes por métodos estereoldgicos. Actualmente, el calculo de los indices
morfométricos: grosor (Tb.Th), separacién (Tb.Sp) y nimero trabecular (Tb.N) se correlacionan por
medio de algoritmos 3D, independientes del modelo para calcular la microarquitectura. Estos indices
se derivan de conteo preciso de voxeles (voxel: unidad del volumen del escéner, el cual es el resultado
de la reconstruccion tomografica; es un volumen 3D que representa a las 2D de la imagen). La uCT no
s6lo se usa principalmente para generar informacién sobre la estructura 6sea, sino también se usa para
estimar la DMO. La cual se calcula a partir del coeficiente de atenuacion del tejido éseo (mgHA/cm?);
tanto la cantidad de tejido mineralizado como el grado de mineralizacién varian entre los huesos, el
genotipo o los tiempos de crecimiento y envejecimiento, y lo visto en nuestros resultados, la pCT
proporciona un medio para incorporar una medida de mineralizacién en un disefio de estudio rapido y
no destructivo en comparacién con los métodos tradicionales de evaluacién (27-29), por lo tanto, la
pTC puede mejorar el diagnéstico de OS y ya se puede considerar el gold standard entre otras técnicas
imagenolégicas, debido a que ya se ha reportado en estudios longitudinales in vivo que reducen el
nimero de animales requeridos e incrementa el poder estadistico para detectar cambios en la
arquitectura sea (30).

Considerando lo anterior, el presente estudio muestra evidencia cientifica sobre el efecto de la
utilizacion del péptido sintético derivado de la proteina de adhesion del cemento radicular
(PHACD1/CAP) y del péptido derivado de la proteina del cemento 1 (pCEMP1), ya que promueven el
incremento en la densidad mineral ésea, la restauracion de la microarquitectura dsea, asi como el
restablecimiento de las propiedades fisico-mecénicas y biolégicas del hueso en ratas Wistar
ovariectomizadas que cursaron con osteoporosis y que fueron tratadas con ambos péptidos.
Finalmente, el uso terapéutico de ambos péptidos ha probado que participa en la regeneracién ésea
local y sistémica, lo cual abre una posibilidad de que el pCAP y PCEMP1 tengan un potencial de ser
utilizados como biofdrmacos para el tratamiento de la osteoporosis.
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ANTECEDENTES

OSTEOPOROSIS

La osteoporosis (OS) es la enfermedad ésea mas comun en los seres humanos, la cual representa una
amenaza médica y socioeconémica emergente, lo que simboliza un importante problema de salud
publica (31). Se caracteriza por una disminucién sistémica de la masa ésea, deterioro del tejido dseo,
alteracién de la microarquitectura del hueso y resistencia 6sea comprometida, lo que aumenta la
propension de las fracturas por fragilidad (6).

La palabra osteoporosis literalmente significa hueso poroso, indicando que la densidad del hueso es
menor y los huesos son delgados. Sin embargo actualmente se sabe que los huesos no se fracturan
s6lo por estar delgados, por lo que se propuso una nueva definicién de acuerdo con la clasificacién
diagndstica de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS): "La osteoporosis estd presente cuando la
densidad mineral ésea -DMO- (BMD, bone mineral density) estd mas de 2.5 desviaciones estandar (DE)
por debajo de la de las mujeres adultas premenopausicas sanas, el T-score. La osteopenia o
disminucién de la masa dsea es definida como una densidad mineral ésea entre 1 y 2.5 desviaciones
estandar debajo de la media de los individuos normales”(5). En la actualidad se siguen utilizando los
criterios de la clasificacién de la OMS de 1994. La misma se basa en comparar los valores de DMO del
paciente adulto con los valores de la media del adulto joven del mismo sexo y raza. En la clasificacion
se considera el T-score, que es el nimero de desvios estdndar por arriba o por debajo de la media de
DMO normal de la poblacién adulta joven del mismo sexo, estudiada por DXA (absorciometria dual de
rayos X) (5).

Un individuo es clasificado con osteoporosis severa cuando una fractura se presenta debido a una
densidad dsea insuficiente. La osteoporosis es un factor de riesgo para la fractura al igual que la
hipertension es para el accidente cerebrovascular. El riesgo de fracturas es mayor en aquellos con la
DMO mas baja; sin embargo, la mayoria de las fracturas se producen en pacientes con baja masa 6sea
en lugar de osteoporosis, debido al gran nimero de individuos con la masa ésea en este rango (6).

La osteoporosis ha sido clasificada tradicionalmente como primaria o secundaria. La OS primaria
ocurre como resultado de las causas y consecuencias de la condicion fisioldgica: envejecimiento
(senescencia) y la osteoporosis secundaria se desarrolla como consecuencia de los principales efectos
fisiopatoldgicos sobre los huesos del esqueleto de numerosos trastornos y enfermedades de otros
érganos y tejidos del cuerpo.

Epidemiologia

La osteoporosis afecta a un gran nimero de personas, de ambos sexos y de todas las razas, y su
prevalencia aumentard a medida que la poblaciéon envejece. Con base en datos de la Encuesta llI-
National Health and Nutrition Examination (NHANES ll1), la Fundacién Nacional de Osteoporosis en los
Estados Unidos de Norteamérica (NOF, National Osteoporosis Foundation), ha estimado que mas de
9.9 millones de estadounidenses padecen osteoporosis y 43.1 millones tienen baja densidad dsea (32).

Aproximadamente una de cada dos mujeres caucésicas experimentaran una fractura relacionada con la
osteoporosis en algin momento de su vida, al igual que aproximadamente uno de cada cinco hombres
(31). Aunque la osteoporosis es menos frecuente en los afroamericanos, las personas con osteoporosis
tienen el mismo riesgo de fractura que los caucasicos.

Mas de 200 millones de personas en el mundo se ven afectadas por la osteoporosis, de las cuales la
mayoria son mujeres (33). De igual forma la osteoporosis est4 asociada con una significativa morbilidad,
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mortalidad y con una agobiante carga econémica para quien cursa con esta enfermedad. La pérdida de
hueso es mas abrupta durante la primera década después del establecimiento de la menopausia. Las
expectativas a este respecto no son promisorias ya que se espera que el 50% de mujeres y el 20% de
hombres presenten una fractura en su lapso de vida (34).

Las proyecciones actuales revelan un crecimiento sostenido en la poblacién mundial, la cual se estima
que aumentara de 7.5 mil millones a 10.5 mil millones para el afio 2050. Lo més importante es que, con
la excepcién de algunos paises, se registra un aumento de la poblacién de personas de edad avanzada
en cada regién. El mundo nunca antes habia tenido una poblacién anciana de esta magnitud. Se estima
que el cambio demografico continuara en el siglo XXI, con implicancias que seran trascendentales para
la sociedad y los sistemas de salud en todo el mundo. Para la regidén de América Latina el acceso al
diagnoéstico estd restringido y el acceso a la atenciéon médica es altamente variable, en especial, en
entornos urbanos en comparacién con entornos rurales. La falta extrema de datos confiables sobre
fracturas epidemioldgicas es un obstaculo importante para evaluar la dimensién del problema y, por lo
tanto, limita gravemente la capacidad de los expertos nacionales de ejercer presién con el fin de lograr
un cambio de politica que llevaria a una mejora en los servicios de diagndstico y atencién médica de un
paciente con osteoporosis (35).

De acuerdo a la OMS, la poblacién de mas de 65 afios aumentara significativamente en los préximos 50
afios en América Latina y la cantidad de fracturas de cadera seréa similar a las cifras actuales de EE.UU. y
Europa (35). Se ha calculado que en el afio 2050 se producirdn 6.3 millones de fracturas por afio en
todo el mundo y més de la mitad ocurrird en América Latina y Asia (36).

La osteoporosis se desarrolla menos frecuentemente en hombres que en mujeres, debido a que la
pérdida 6sea comienza més tarde y progresa més lentamente porque no experimentan un periodo de
cambios hormonales rapidos ni la subsecuente pérdida ésea acelerada; otro factor que disminuye la
incidencia de fracturas en los hombres son la geometria y su remodelado dseo. La edad es un factor de
riesgo independiente para las fracturas, por cada década de vida en las mujeres postmenopausicas se
incrementa 2 veces el riesgo de fractura, asimismo, el uso continuo e intermitente de altas dosis de
esteroides, también incrementa el riesgo de fractura. La combinacién de factores de riesgo y la
determinacién de la densidad mineral ésea mejora las posibilidades para predecir las fracturas. Los
factores de riesgo para mujeres menopadusicas son predictivos de fractura y estos son independientes
de la densidad mineral ésea.

México y OS

Al igual que las tendencias en otras regiones del mundo, la dinamica demogréfica de México cambié y
su poblacion esté envejeciendo. Si bien el proceso de envejecimiento ocurrié en un lapso de dos siglos
en paises industrializados y desarrollados, estd sucediendo muy rapido en México. La expectativa de
vida al nacimiento aumenté casi 39 afios en promedio en las Ultimas siete décadas (de 36,2 a 75 afios).
La poblacion del segmento etario de 60 afos y mas, que actualmente asciende a 10,7 millones,
aumentard a 36,4 millones en 2050. En ese momento, la expectativa de vida promedio de México sera
de 82 afios (37). Dado que las fracturas osteopordticas y por fragilidad son enfermedades asociadas con
el envejecimiento, se espera que su incidencia crezca de manera acorde.

Estadisticas de crecimiento demogréfico. Se calcula que la poblacién actual de México es de
113 millones de habitantes. De los cuales, el 18% (20 millones) esté representado por personas de 50
afios o mas y el 4.3% (5 millones) por personas de 70 afios o mas. Para el afio 2050, se estima que el
37% (55 millones) de la poblacién superara los 50 afios y el 14% (20 millones) tendré 70 afios o mas,
mientras que la poblacién total alcanzara 148 millones (37).

FSCH




14

Epidemiologia. Existen datos bibliograficos recientes con respecto a la cantidad de individuos con
un diagnéstico de osteoporosis y osteopenia detectado por densitometria 6sea central de acuerdo con
los criterios de clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud. El primer estudio se realizé en tres
zonas geogréficas diferentes de México. Delezé y otros compararon la densidad mineral ésea femoral y
de la columna lumbar de 4,460 mujeres entre 20 y 69 afios de zonas urbanas (38). Los autores
descubrieron una variacién significativa de la densidad mineral ésea en diferentes regiones de México.
Las mujeres del norte tenfan una densidad mineral 6sea mas alta en la columna lumbar que las mujeres
del centro o sur, pero eran significativamente més corpulentas y altas que las mujeres del centro o sur.
Los autores concluyeron que las diferencias regionales en la densidad mineral &sea variaban
significativamente segun la regién de la poblacién estudiada.

El segundo estudio se basé en mujeres mexicanas y el estudio de la prevalencia de fractura vertebral en
hombres. Se invité a que esta muestra aleatoria de 807 hombres y mujeres se realizaran una
densitometria ésea de la columna lumbar y el fémur. Los resultados en la columna lumbar revelaron que
el 9% y el 17% de hombres y mujeres respectivamente tenian osteoporosis y que el 30% y el 43 % de
hombres y mujeres tenian osteopenia respectivamente. Los resultados totales del fémur revelaron que
el 6% de hombres y el 16% de mujeres tenian osteoporosis y el 56% de hombres y el 41% de mujeres
tenian osteopenia (39).

Los casos de fractura de cadera registrados en el afio 2000 se recabaron en todos los hospitales de
atencidn terciaria mas importantes de los dos principales sistemas de salud de la ciudad de México: el
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y la Secretaria de Salud (SS). En todos los casos, los
diagnésticos fueron validados a través de la revision de casos. 169 mujeres y 98 hombres de cada
100,000 individuos sufren fracturas de cadera todos los afios y estas cifras aumentan en forma
exponencial con la edad en ambos sexos. En México, el riesgo de sufrir una fractura de cadera a los 50
afios fue de 8.5% en las mujeres y el 3.8% en los hombres. En otras palabras, una de cada 12
mujeres y uno de cada 20 hombres mayores de 50 afios sufrirdan una fractura de cadera
en la edad adulta.

Segun la clasificacion efectuada por Maggi y colaboradores, México presenta una tasa intermedia de
fracturas de cadera en comparacién con otros paises; las tasas mas altas se registran en Suecia o en
Whites, Olmsted, EE.UU. y las tasas mas bajas en China continental y Turquia (40). Un informe
recientemente publicado demuestra que las tasas de fracturas de cadera especificas por edad y sexo
entre 2000 y 2006 tanto para hombres como para mujeres aumentaron en un 1% por afio; este mismo
informe incluye las proyecciones hasta el afio 2050 donde los cambios demogréficos estimados para
México indican que la cantidad anual de fracturas de cadera aumentara de 29,3732 en 2005 a 155,874
(estimado) en 2050. Si la incidencia especifica relacionada con la edad de las fracturas de cadera
continla en aumento, la cantidad de fracturas de cadera se incrementaria en un 46% adicional.
El costo total directo de las fracturas de cadera estimado para 2006 segun la incidencia anual
proyectada de las fracturas de cadera en México superé levemente los USD 97 millones. Este célculo se
basé en la existencia de casi 22,000 casos de fracturas de cadera, con un costo individual por evento de
USD 4,365.50 (41). El tiempo de hospitalizacién promedio por fractura de cadera es diferente en cada
institucién. El Instituto Mexicano del Seguro Social tiene el promedio mas alto con 10,7 dias por
evento, mientras que la Secretaria de Salud tiene un promedio de 9,3 dias y las instituciones privadas
consideran 5,2 dias (41). Un estudio difundié la prevalencia de las fracturas vertebrales radiograficas
mediante morfometria digital en una muestra aleatoria de hombres mexicanos de 50 afios o més. Los
resultados demostraron que la prevalencia en hombres corresponde a la mitad de la prevalencia en
mujeres (9.8%). En ambos sexos, las fracturas aumentaban con la edad. Una de las principales
preocupaciones es que las fracturas vertebrales son subestimadas en gran medida. Las bases de datos
consultadas incluian salas de emergencia y consultas con especialistas en todos los centros médicos
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del pais pertenecientes al Instituto Mexicano del Seguro Social. Ninguno de estos centros contaba con
informes confiables sobre fracturas vertebrales. Una explicacién posible de esta tendencia es que las
fracturas vertebrales no son diagnosticadas en ningtn nivel de atencién médica y probablemente sean
informadas como espondiloartrosis o lumbago, por lo cual, se debe prestar especial atencién a este
tema. El diagnéstico oportuno de las fracturas vertebrales posibilita el diagnéstico y el tratamiento de la
enfermedad subyacente y la consecuente prevencién de futuras fracturas (42).

Impacto médico

Las fracturas mas comunes son las de las vértebras (columna vertebral), fémur proximal (cadera), y el
antebrazo distal (mufieca). Sin embargo, la mayoria de las fracturas en los adultos mayores se deben, al
menos en parte, a una baja masa 6sea, aln cuando sean consecuencia de un traumatismo fuerte. Las
fracturas en los adultos mayores de 50 afios de edad (en cualquier sitio del esqueleto, exceptuando
dedos, cara y craneo, que estan principalmente relacionados con un traumatismo severo en lugar de la
fuerza del hueso subyacente), deben ser consideradas como un evento significativo para el diagndstico
de la osteoporosis.

Las fracturas de cadera se asocian con un exceso de mortalidad del 8 al 36% dentro de 1 afio, con una
mortalidad mayor en hombres que en las mujeres (43); ademas, las fracturas de cadera se relacionan
con un aumento del riesgo de 2.5 veces mas de futuras fracturas (44). Aproximadamente el 20% de los
pacientes con fractura de cadera requiere de cuidadores profesionales a largo plazo, y sélo el 40%
recupera plenamente su nivel de independencia previo a la fractura (31). La mayoria de las fracturas
vertebrales inicialmente son silentes, estas fracturas se asocian a menudo con sintomas de dolor,
discapacidad, deformidad y mortalidad (45).

Las fracturas vertebrales, ya sea clinicamente aparentes o silenciosas, son los principales predictores de
riesgo de futuras fracturas: hasta 5 veces para la fractura vertebral posterior y de 2 a 3 veces mayor de
sufrir fracturas en otros sitios.

Las fracturas de mufieca son menos incapacitantes, pero pueden interferir con algunas actividades de
la vida diaria tanto como la cadera o fracturas vertebrales. Las fracturas de pelvis y las fracturas de
humero son también comunes y contribuyen al aumento de la morbilidad y la mortalidad. Las fracturas
también pueden causar sintomas psicosociales, sobre todo depresién y pérdida de la autoestima, ya
que los pacientes deben lidiar con el dolor, limitaciones fisicas, estilo de vida y los cambios estéticos.

Costo econémico

Se estima que cada afio, dos millones de fracturas se atribuyen a la osteoporosis, causando méas de
432,000 ingresos hospitalarios, 2.5 millones de consultas médicas, y alrededor de 180,000 admisiones a
hogares de ancianos en los EE.UU. (31). El programa Medicare paga el 80% de esas fracturas, y el 72%
de los costes de esas fracturas son las de cadera. Debido en parte al envejecimiento de la poblacién, se
espera que el costo de la atencion en el 2025 serd de $ 25.3 millones (46). A pesar de la disponibilidad
de los tratamientos para reducir el riesgo de fractura, sélo el 23% de las mujeres de 67 afios 0 més que
tienen una fractura relacionada con la osteoporosis, 6 meses después de la fractura reciben pruebas de
densidad 6sea o una receta de medicamentos para el tratamiento de la osteoporosis.

Diagnéstico

En la actualidad, no existen pruebas serolégicas ni en orina exactas que determinen las anormalidades
de la osteoporosis. Las técnicas utilizadas actualmente son en general, marcadores bioquimicos,
radiogréficos y métricos de la densidad mineral ésea. Sin embargo el uso de estas técnicas estd
limitado por razones de costo y exactitud (47). El diagnéstico de la osteoporosis se establece mediante
la medicién de la DMO o por la presencia de una fractura de cadera o vértebra en la edad adulta y en
ausencia de traumatismo importante (como un accidente automovilistico o historia de caidas multiples).
Las pruebas de laboratorio estén indicadas para excluir causas secundarias de osteoporosis (31).
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Medicién de la DMO y clasificacién

La tecnologia utilizada para establecer o confirmar el diagnéstico de la osteoporosis es la medicion
DXA (absorciometria dual de rayos x) de la cadera o la vértebra; también sirve para predecir el futuro
del riesgo de fractura y controlar/seguimiento a los pacientes. La DMO del area se expresa en términos
absolutos de gramos de mineral por centimetro cuadrado escaneado (g/cm? y en una relacién de dos
normas: en comparaciéon con la densidad mineral ésea de una poblacién de la misma edad, sexo,
origen étnico (Z-score) o en comparacién con una poblacién de referencia para jévenes y adultos del
mismo sexo (T-score). La diferencia entre la densidad mineral ésea del paciente y la DMO media de la
poblaciéon de referencia, dividido por la desviacion estandar (DE) de la poblacién de referencia, se
utiliza para calcular el T-score y Z-score (ver Tabla 1). La masa ésea méxima se alcanza en la edad adulta
temprana, seguido de una disminucién de la DMO. La tasa de pérdida 6sea se acelera en las mujeres
en la menopausia y continla progresando a un ritmo mas lento en las mujeres postmenopdusicas
mayores y en hombres de edad avanzada.

La DMO de un individuo se presenta como la desviacién estandar por encima o por
debajo de la DMO media de la poblacién de referencia.

Tabla 1. Definicion de las OMS de la osteoporosis por DMO

Clasificacién DMO T-score

Un valor de DMO que esta dentro de 1 DE del nivel medio para

. . - T-score hasta -1
una poblacién de referencia para jévenes y adultos

Normal

Entre 1y 2.5 DE debajo del nivel medio para una poblacién de

g ) T-score entre -1y -2.5
referencia para adultos jévenes

Baja masa 6sea (osteopenia)

2.5 DE o mas por debajo del nivel medio para una poblacién de

; - T-score inferior -2.5
referencia para adultos jévenes

Osteoporosis (preclinica)

Osteoporosis establecida o 2.5 DE o mas por debajo del nivel medio para una poblacién de | T-score inferior -2.5 con una
severa referencia para adultos jévenes con fracturas o mas fracturas

Nomenclatura:

DXA: en lugar de la DEXA

T-score: en lugar de T score, t-score o t score
Z-score: en lugar de Z score, z-score, o z score

La prueba de DMO se correlaciona con la fuerza del hueso y es un excelente predictor del riesgo de
fractura. En lugar de un umbral especifico, se aumenta el riesgo de fractura exponencialmente a
medida que disminuye la densidad mineral ésea. Aunque existen tecnologias de medicién central
(columna lumbar y cadera) y otros sitios esqueléticos periféricos (antebrazo, talén, dedos), la medicién
DXA en el cadera es el mejor predictor de riesgo futuro de fractura (la cantidad de exposicién de
radiacién es minima). En las mujeres posmenopausicas y hombres mayores de 50 afios, los criterios de
diagndstico de T-score (normal, baja masa dsea y osteoporosis) se aplican a la medicién de la DMO por
DXA central en la columna lumbar y cuello femoral (6). En las mujeres premenopausicas, los hombres
menores de 50 afios de edad, y los nifios, el diagnéstico y clasificacion de la OMS, no debera aplicarse
la medicién de la DMO. En estos grupos, el diagndstico de la osteoporosis no debe hacerse sobre la
base de criterios densitométricos solamente. La Sociedad Internacional de Densitometria Clinica (ISCD)
recomienda que en lugar de T-score, étnico o puntuaciones Z deben utilizarse Z-score de -2,0 o menos
definidos como "densidad mineral 6sea baja para la edad cronolégica" o "por debajo del rango
esperado para la edad" y los de arriba -2.0 ser "dentro del rango esperado para la edad "(6).

La pérdida de las trabéculas horizontales determina el crecimiento en longitud de las trabéculas
verticales, por lo tanto, el mantenimiento de las trabéculas horizontales tiene una influencia sobre la
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resistencia de las trabéculas verticales; en el estudio que desarrollamos, la neoformacién trabecular esta
correlacionada positivamente con la resistencia y la resiliencia 6sea (48).

También es importante destacar que la médula dsea y el hueso presentan una estrecha
interdependencia funcional; las modificaciones ocurren a nivel de la médula ésea, con la disminucién
de la celularidad paralela a un aumento de la adiposidad a nivel medular: el aumento de la adiposidad
se produce debido a la disminuciéon de la diferenciacién de los pre-osteoblastos a favor de la
diferenciacién adipocitaria, hay aumento del peso de las células adiposas en la médula ésea y la
adiposidad medular estd relacionada con la vascularizacién del hueso. La médula ésea, asi como el
hueso, depende de un suministro sanguineo adecuado; en la OS el flujo sanguineo disminuye en el
hueso: los precursores de las células que participaran en el proceso de remodelado se encuentran en la
médula ésea y su alteraciéon tiene consecuencias sobre el proceso de remodelacién (49). Estos
planteamientos son compatibles con nuestros hallazgos, ya que las histologias éseas de las ratas
osteopordticas, se encuentran con esteatosis severa, no asi los animales tratados con los péptidos al
final del tratamiento (90 dias).

Marcadores bioquimicos de recambio éseo

EL hueso es un tejido conectivo especializado que estd constituido principalmente de glicoproteinas y
proteoglicanos. Las fibras del hueso estan compuestos principalmente por colagena tipo | impregnada
con mineral de hidroxiapatita. La integridad funcional y la fuerza del esqueleto estdn dadas por el
entrecruzamiento de esa estructura. Existen varios factores que pueden estar involucrados en la
determinaciéon de la calidad del hueso, incluyendo la densidad ésea y determinantes cualitativos de la
resistencia ésea, tales como la tasa de recambio dseo, la extensidn de la conectividad trabecular, el
tamano del hueso cortical, periostio y la morfometria esquelética (50).

En los ultimos afos se han identificado los componentes celulares de la matriz del hueso y clasificado,
ya sea como marcadores de formacién dsea o resorcidon y se han desarrollado con una mejor
sensibilidad y especificidad (las pruebas son fiables, rapidas, no invasivas y son ensayos rentables).
Aunque estos marcadores se han utilizado en la investigacion durante mucho tiempo, ahora estén
siendo reconocidos como herramientas en el manejo clinico de las enfermedades éseas (ver Tabla 2).
Los avances tecnoldgicos han mejorado en gran medida la exactitud y fiabilidad de la medicién de los
marcadores éseos [aunque todavia hay ensayos que varian significativamente] (51).

Tabla 2. Marcadores bioquimicos de formacién y reabsorcién en suero y orina

Marcadores de formacién Marcadores de reabsorcién

Telopéptido C de colédgena tipo | sérico (sCTX)
Telopéptido de la terminal carboxilo de coladgena tipo | sérico

Osteocalcina sérica (OCN) (ICTP)
Fosfatasa alcalina total sérica (ALP) Fosfatasa acida resistente al tartrato, sérica (TRACP)
Fosfatasa alcalina especifica de hueso sérica (ALP ésea) Fosfatasa acida 5b resistente a tartrato, sérica (s-TRACP 5b)

Propéptido C-terminal de la procoldgena tipo | sérico (P1CP) Telopéptido-N de coldgena tipo |, urinario (uUNTX)
Propéptido N-terminal de la procolagena tipo | sérico (P1NP) Telopéptido-C de colagena tipo |, urinario (uUCTX)
Piridolina total urinaria (uPYD)

Desoxipiridolina total urinaria (uDPD)

El recambio 6seo comprende dos etapas: resorcién y formacién ésea que son llevadas a cabo por el
esfuerzo colaborativo y secuencial de un grupo de células que se encuentran dentro de una estructura
temporaria denominada "unidad de remodelamiento 6seo"”. La frecuencia con que la superficie dsea se
activa, es decir, la frecuencia de activacién, determinard el nimero de sitios de remodelamiento
presentes en el hueso, por lo cual, la actividad remodelatoria de todo el esqueleto, puede evaluarse
bioquimicamente a través de la medicion de los marcadores bioquimicos del remodelamiento éseo.
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Los marcadores de reabsorcion dsea son enzimas de las células osteoclasticas, como la isoenzima 5b de
la fosfatasa resistente a tartrato (TRACP 5b), o los fragmentos proteoliticos de la matriz de coladgena
6sea, incluyendo las cadenas de colagena tipo | (piridinolina —PYD- y desoxipiridinolina -DPD-) y los
telopéptidos relacionados (NTX y CTX) los cuales pueden ser medidos en orina o suero. El péptido CTX
existe como dos formas isoméricas, la forma nativa (a0 CTX) y la relacionada con la edad (B CTX).
Ademas de estos marcadores, que han sido ampliamente evaluados, también estan disponibles los
marcadores de reabsorcion telopeptido-C de coldgena tipo | generado por metaloproteasas de matriz
[CTX-MMP o Telopéptido carboxiterminal sérico de colagena tipo | (ICTP)]; aunque su sensibilidad para
detectar el incremento de la reabsorcién ésea en la osteoporosis posmenopdusica es limitada. Los
marcadores de formacién de hueso sérico incluyen la isoenzima ésea de la fosfatasa alcalina (ALP), el
propéptido C y N de la coldgena tipo | (P1CP y P1NP, respectivamente) y la osteocalcina total. La
osteocalcina sérica también puede ser un predictor de un mayor riesgo de diabetes en mujeres
posmenopausicas, ya que se describe una asociacién consistente entre osteocalcina y marcadores del
sindrome metabdlico (52). También se han descrito que otros marcadores relacionados con el hueso,
tales como los niveles circulantes de osteoprotegerina, el Activador Receptor del ligando Nuclear
Factor-kB (RANKL) o la esclerostina (53).

Recientemente, la Fundacién Internacional de Osteoporosis y la Federacién Internacional de Quimica
Clinica y Medicina de Laboratorio recomendaron que P1NP y sCTX sean utilizados como marcadores
de intercambio dseo en los estudios clinicos [vér Apéndice A] (54); también recomienda que las
pruebas de laboratorio se deben guiar por los antecedentes y el examen clinico (55). El panel quimico
que puede ser (til incluye: el conteo sanguineo completo, funcién de la glandula tiroides, nivel de la
vitamina D 25-OH, electroforesis de proteinas séricas o urinarias, nivel de la hormona paratiroidea y
niveles de calcio en orina de las Gltimas 24 hrs (47, 56). Los marcadores bioquimicos de recambio 6seo
pueden predecir el riesgo de fractura de forma independiente de la DMO e inferir la rapidez de la
pérdida 6sea en los pacientes no tratados, pronosticar la reduccion del riesgo de fractura después de 3-
6 meses de tratamiento con terapias aprobadas por la FDA, medir la magnitud del aumento de la DMO
bsea con terapias aprobadas por el FDA; también ayuda a determinar la adecuacién del cumplimiento
del paciente y la persistencia con la terapia de la osteoporosis, ayuda a determinar la duracién de
"descanso de los medicamentos" y cuando debe ser reiniciado el medicamento (57). Los marcadores
bioquimicos de remodelacién éseo son més sensibles cuando se adquieren por la mafiana y en ayunas.

Tratamiento

El tratamiento de la osteoporosis con terapias no farmacoldgicas incluye medidas preventivas como el
ejercicio (58), adecuada nutricién, administraciéon de suplementos como calcio y vitamina D, sin
embargo no reducen significativamente las fracturas de esta (59) y se consideran coadyuvantes
fundamentales para la adiciéon de otras terapéuticas farmacoldgicas. El objetivo de las terapéuticas
farmacolégicas es mejorar la calidad 6sea y reducir el riesgo de fractura, estas se agrupan en tres
categorias bésicas (ver Tabla 3):

Tabla 3. Clasificacién de los farmacos aprobados por las autoridades regulatorias nacionales para la prevencién de fracturas
osteoporéticas, segln sus efectos sobre el remodelado 6seo(5)

bifosfonatos, tratamiento hormonal de reemplazo (THR), raloxifeno,

Anticatabdlicos (reducen el remodelamiento): .
calcitonina, denosumab

Anabdlicos (aumentan el remodelamiento pero con un saldo positivo a favor

o, teriparatida
de la formacién): P

De accién mixta (desacoplan el proceso de remodelacién reduciendo la

., . ranelato de estroncio
resorcion y aumentando la formacion):
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Sin embargo, los tratamientos para la osteoporosis incrementan la densidad mineral ésea, sin embargo
poseen efectos colaterales importantes como lo son: riesgo de desarrollar cancer de mama,
tromboembolia venosa, enfermedad de arterias coronarias e infarto, cancer endometrial, bochornos,
irritacion nasal, epistaxis, irritacion gastrointestinal, dolor musculo-esquelético y osteonecrosis del
maxilar y mandibula, hipercalcemia, calambres en las piernas, mareo y osteosarcomas.

La FDA actualmente ha aprobado opciones farmacolégicas para la prevenciéon y/o tratamiento de la
osteoporosis posmenopdusica (ver tabla 6): bifosfonatos (alendronato, ademas de alendronato D,
ibandronato, risedronato y &cido zoledrénico), calcitonina, estrégenos (estrégeno y/o terapia
hormonal), estrégeno agonista/antagonista (raloxifeno), complejo estrégeno selectivo de tejido
(estrégenos conjugados/bazedoxifeno), hormona paratiroidea (PTH, teriparatida), receptor activador del
factor nuclear kappa-f (RANK) y el ligando (RANKL) y denosumab.

Los beneficios antifractura de los medicamentos aprobados por la FDA en su mayoria se han estudiado
en mujeres con osteoporosis posmenopausica; los tratamientos han demostrado que disminuyen el
riesgo de fracturas en pacientes que han tenido fracturas por fragilidad y/u osteoporosis por DXA. La
farmacoterapia puede también reducir las fracturas vertebrales en pacientes con baja masa 6sea
(osteopenia) y sin fracturas, pero la evidencia es escasa.

« Bifosfonatos

Eficacia del farmaco: son analogos del pirofosfato y son de la clase de drogas anti-catabdlicas y
utilizadas para el tratamiento de la osteoporosis.

Alendronato, nombre comercial: Fosamax ®, Fosamax Plus D, Binosto™, y alendronato genérico

Estd aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) para aumentar la masa 6sea y para el
tratamiento de la osteoporosis en pacientes que toman glucocorticoides (60); dosis preventiva: 5 mg al
dia y 35 mg comprimidos semanales), y dosis tratamiento: 10 mg al dia, 70 mg por semana, 70 mg
comprimidos semanal con 2.800 o 5.600 Ul de vitamina D3, y 70 mg comprimidos efervescentes. El
alendronato reduce la incidencia de fracturas de la columna vertebral y fracturas de cadera en un 50% a
los 3 afios en pacientes con una fractura vertebral previa o en pacientes con osteoporosis en el sitio de
la cadera (61). Se reduce la incidencia de fracturas vertebrales en un 48% a los 3 afos en pacientes sin
fractura vertebral previa (62). Ibandronato, nombre comercial: Boniva® e ibandronato genérico.
Aprobado para la prevencién y tratamiento de la osteoporosis posmenopédusica; dosis: 150 mg
comprimido mensual y 3 mg cada 3 meses por inyeccién intravenosa. El ibandronato reduce la
incidencia de fracturas vertebrales en alrededor de 50% a los 3 afios, pero la reduccién en el riesgo de
fracturas no vertebrales con ibandronato no se ha documentado (63). Risedronato, nombre comercial:
Actonel®, Atelvia™ y risedronato genérico. Aprobado para la prevencion y tratamiento de la
osteoporosis posmenopausica, también para aumentar la masa o6sea y para la prevencién y el
tratamiento de la osteoporosis en pacientes que toman glucocorticoides; dosis: 5 mg comprimido al
dia; 35 mg comprimidos semanal; 35 mg semanales comprimidos de liberacién prolongada; 35 mg
comprimidos semanal con calcio 500 mg, 75 mg comprimidos en dos dias consecutivos cada mes y 150
mg comprimido mensual (64). El risedronato reduce la incidencia de fracturas vertebrales en un 41 a un
49% vy las fracturas no vertebrales en un 36% a los 3 afios (65). Acido zoledrénico, nombre comercial:
Reclast®. El 4cido zoledrénico estd aprobado para la prevencién y tratamiento de la osteoporosis en
mujeres posmenopdausicas, prevencion de nuevas fracturas clinicas en pacientes que recientemente han
tenido una fractura de cadera (66), para mejorar la masa ésea en hombres con osteoporosis y para la
prevencion y tratamiento de la osteoporosis en tratamiento con glucocorticoides durante al menos 12
meses; dosis: 5 mg en infusién intravenosa durante al menos 15 minutos una vez al afo para el
tratamiento y una vez cada 2 afios para prevencion. El dcido zoledrénico reduce la incidencia de
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fracturas vertebrales en un 70% (con una reduccién significativa en 1 afio), las fracturas de cadera en un
41%, y las fracturas no vertebrales en un 25% (67).

Efectos adversos de los bifosfonatos

Los efectos secundarios son similares para todos los bisfosfonatos orales e incluyen problemas
gastrointestinales, tales como dificultad para tragar e inflamacién del eséfago y el estémago. Todos los
bifosfonatos pueden afectar la funcién renal (contraindicado en pacientes con insuficiencia renal aguda),
puede ocurrir inflamacién ocular, osteonecrosis de la mandibula (ONM) (68), fracturas atipicas de fémur
y dolor en el drea del muslo o en la ingle.

« Calcitonina

Eficacia del formaco: es un agente biolégico de la clase anti-catabdlica. Sus efectos reflejan que es dtil
para incrementar la densidad mineral 6sea ligeramente en la espina dorsal y cadera y se determiné que
su administracién reduce las fracturas vertebrales, pero no se determiné algin beneficio para reducir las
fracturas de cadera o fracturas no vertebrales.

Calcitonina, nombre comercial: Miacalcin® o Fortical® y calcitonina genérica. La calcitonina de salmén
estd aprobada por la FDA para el tratamiento de la osteoporosis en mujeres con 5 afios después de la
menopausia y cuando los tratamientos alternativos no son adecuados; dosis: 200 Ul en una sola
atomizacion intranasal diaria. También estd disponible la administraciéon subcutanea. Miacalcin spray
nasal no ha demostrado aumento en la densidad mineral 6sea en mujeres con menopausia temprana.
La calcitonina reduce la aparicion de fractura vertebral en un 30% y en aquellos con fracturas
vertebrales previas no ha demostrado que reduzca el riesgo de fracturas no vertebrales. Debido a la
posible asociacién entre el uso de calcitonina-salmén y tumores malignos, el tratamiento debe ser
reevaluado en forma periédica (69).

Efectos adversos de la calcitonina

La calcitonina intranasal puede causar rinitis, edema y congestién nasal, epistaxis y reacciones alérgicas,
especialmente en aquellos con antecedentes de alergia a los salmones, nauseas, voémitos, mareos,
rubor facial y riesgo de ciertos tipos de cancer (70).

* Terapia hormonal de reemplazo (THR)

Eficacia del farmaco: estrogénos mas progesterona reducen significativamente las fracturas vertebrales,
de cadera, antebrazo y mufieca. El reemplazo hormonal alivia los sintomas de la menopausia tales
como la sequedad vaginal, bochornos y reduce el riesgo de cancer de colon.

Nombres comerciales: Climara®, Estrace®, Estraderm®, Estratab®, Ogen®, Premarin, Vivelle®,
Activella®, Femhrt®, Premphase®, Prempro®. La hormona estd aprobado por la FDA para la
prevencién de la osteoporosis, el alivio de los sintomas vasomotores y atrofia vulvovaginal asociada con
menopausia; dosis: disponible en una amplia variedad oral, asi como parches dérmicos. Las dosis
incluyen regimenes ciclicos, secuenciales y continuos. Si se interrumpe el tratamiento, la pérdida de
hueso puede ser rapida y deben ser considerados agentes alternativos para mantener la densidad
mineral 6sea. La terapia hormonal reduce el riesgo de fracturas vertebrales clinicas y de cadera en un
34% y otras fracturas osteopordticas en un 23% (71).

Efectos adversos de la terapia hormonal de reemplazo

Incremento en el riesgo de infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, cdncer de mama invasivo,
embolia pulmonar y trombosis venosa profunda.
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e Raloxifeno (estrégeno agonista/antagonista, anteriormente conocido como
SERM)

Eficacia del farmaco: es de receptor agonista de estrégeno/antagonista y es una droga anti-catabélica y
su administracién incrementa la densidad ésea en la espina lumbar, en la cadera y en el cuello del
fémur. Reduce el riesgo de fracturas vertebrales y recientemente el Raloxifene recibié una aprobacién
adicional por parte de la FDA como una droga que permite disminuir el riesgo de cancer de mama no
invasivo.

Nombres comerciales: Evista ® y el raloxifeno genérica. Aprobado por la FDA para los prevencién y
tratamiento de la osteoporosis en mujeres posmenopausicas. También esta indicado para la reduccién
del riesgo de cancer de mama invasivo en mujeres posmenopausicas con osteoporosis (72); reduce el
riesgo de enfermedad cardiaca coronaria. Dosis: tableta de 60 mg. El raloxifeno reduce el riesgo de
fracturas vertebrales en alrededor del 30% en pacientes con una fractura vertebral previa y alrededor
del 55% en los pacientes sin fracturas vertebrales previas (68). No se ha documentado una reduccién
del riesgo en fracturas no vertebrales.

Efectos adversos del raloxifeno

El raloxifeno aumenta el riesgo de trombosis venosa profunda en un grado similar al observado con
estrébgenos; aumento de riesgo de accidente cerebro vascular. También puede aumentar los sofocos y
causar calambres en las piernas.

* La hormona paratiroidea: teriparatida

Eficacia del farmaco: es una hormona biolégica recombinante y estd indicada para el tratamiento de la
osteoporosis post-menopalsica y en osteoporosis en hombres. Es una droga constituida por los
primeros 34 aminoacidos de la hormona paratiroidea. La Teriparatida incrementa la densidad mineral
6sea en la espina y la cadera, disminuye las fracturas vertebrales y no vertebrales. No se ha probado su
eficacia para el tratamiento de fracturas de cadera.

Nombres comerciales: Forteo®. PTH (1-34, Parathyroid hormone), la teriparatida, esta aprobada por la
FDA para el tratamiento de la osteoporosis en mujeres posmenopausicas y hombres con alto riesgo de
fractura. También estd aprobada para el tratamiento de pacientes con alto riesgo de fractura asociada
con la terapia con glucocorticoides (73). Dosis: la teriparatida es un agente anabélico (formador de
hueso), se administra 20 pg diarios en inyeccién subcutanea. Una vez que se interrumpe el tratamiento,
la pérdida de hueso puede ser rapida y se deben considerar agentes alternativos para mantener la
densidad mineral ésea. Se recomienda que la duracién del tratamiento no exceda los 18 a 24 meses. La
teriparatida reduce el riesgo de fracturas vertebrales en un 65% y no vertebrales en un 53% en
pacientes con osteoporosis, después de una media de 18 meses de tratamiento (74). Después del
tratamiento de teriparatida, para mantener o aumentar ain mas la DMO, generalmente se pueden usar
bisfosfonatos.

Efectos adversos de la teriparatida

Los efectos secundarios de la teriparatida incluyen nduseas, mareos, astenia y calambres en las piernas.
Debido a que causd un aumento en la incidencia de osteosarcoma en ratas (dosis altas y tratamiento de
larga duracién), los pacientes con mayor riesgo de osteosarcoma (por ejemplo, pacientes con la
enfermedad de Paget y los que tienen terapia de radiacién antes del esqueleto), metéstasis dseas,
hipercalcemia o antecedentes de tumores malignos del esqueleto, no deben recibir terapia de
teriparatida.

e Inhibidor de RANKL/RANKL: denosumab

Eficacia del farmaco: es un anticuerpo monoclonal producido contra el receptor activador del d factor
nuclear kB-ligando (RANKL). Cuando el Denosumab se une a RANKL, inhibe la formacién osteoclastica,
su funcién y sobrevivencia y por esto la densidad mineral 6sea se incrementa.
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Nombres comerciales: Prolia®. El denosumab es aprobado por la FDA para el tratamiento de la
osteoporosis en mujeres posmenopausicas con alto riesgo de fractura. También estd indicado para
aumentar la masa ésea en hombres con alto riesgo de fractura, tratamiento de la pérdida dsea en
mujeres con cancer de mama, y para el tratamiento de la pérdida ésea en los hombres que recibieron
tratamiento de reduccién de gonadotropina para el cancer de prostata y que estan en alto riesgo de
fractura. Dosis: 60 mg cada 6 meses en una inyeccién subcutdnea. Denosumab reduce la incidencia de
fracturas vertebrales en un 68%, fracturas de cadera 40%, y las fracturas no vertebrales 20% en 3 afios
(75). Cuando el tratamiento se interrumpe, la pérdida de hueso puede ser rapida y se deben considerar
agentes alternativos para mantener la densidad mineral ésea.

Efectos adversos del denosumab

Es un farmaco de reciente liberacién en el mercado, por lo que el verdadero perfil de seguridad atin no
estd definido. Puede causar hipocalcemia; estd asociado al aumenté en el riesgo de infecciones graves
de la piel (celulitis) y erupciones en la piel. En raras ocasiones se ha asociado con el desarrollo de la
ONM, tanto cuando se utiliza para tratar la osteoporosis como para tratar pacientes con cancer (a dosis
mucho més altas), aunque es mucho mas comun en la segunda configuracién. Denosumab también se
ha asociado raramente con el desarrollo de las fracturas de fémur atipicas.

MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL PARA OSTEOPOROSIS

Los multiples factores implicados en la osteoporosis, su compleja patogénesis, la dramatica disminucién
de la calidad de vida, la alta incidencia de la enfermedad (especialmente en las mujeres
posmenopausicas), el costo financiero y la elevada mortalidad, hacen necesaria la experimentacién en
modelos animales. La investigacién experimental puede mejorar la comprensién de la patogénesis y de
la actividad de los agentes farmacéuticos en la prevencién o el tratamiento de la OS. Aunque muchos
aspectos de la OS han sido revelados, otros no estan claros; la investigacién actual se centra en nuevas
posibilidades terapéuticas [més efectivas y con menos efectos colaterales] (25). Muchos de los
adelantos terapéuticos en el manejo de la osteoporosis se estudiaron primero en diversos modelos
animales y luego entraron en la préactica clinica. Todos estos modelos cumplieron con criterios basicos
similares: deben satisfacer las normas éticas y legislativas locales y nacionales, ser accesibles a los
centros experimentales, ser faciles y seguros de manejar, tener un bajo costo de adquisicién, requerir
poco mantenimiento, reproducir fiablemente la enfermedad y el material biolégico a ser examinado
debe estar facilmente disponible. Las ratas de laboratorio cumplen la mayoria de estos criterios.
Ademas, la disponibilidad de un conocimiento detallado del esqueleto de la rata y los protocolos para
la induccién réapida de la osteopenia, han aumentado la popularidad de este modelo (25).

Existen muchas similitudes entre la pérdida de hueso en ratas después de la ovariectomia y la pérdida
de hueso en mujeres menopdusicas, tales como el incremento de resorciéon ésea en comparacion a la
formacion 6sea, incremento de la pérdida dsea seguida por una formacién muy lenta de hueso, mayor
pérdida de hueso esponjoso que cortical y poca absorcién de calcio en el intestino (76). Los mayores
factores secundarios a la deficiencia hormonal, ya sea inducida o quirdrgica, son la disminucién de la
densidad ¢sea y el incremento de la fragilidad debido a la disminucién del volumen de hueso
esponjoso, caracterizado por el incremento de la separacién trabecular, disminucién del grosor,
conectividad y nimero trabecular (77).

¢ Modelo murino

i u utiliz u i udi Xperi ,
Los animales que se utilizan con mayor frecuencia para estudios experimentales son los roedores
principalmente ratas y ratones. Las investigaciones relacionadas a la osteoporosis no son la excepcion,
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los primeros estudios datan de 1985, y en 1991 se reportd por primera vez la ovariectomia (OVX) como
modelo para el estudio postmenopdusico de pérdida ésea. En 1994, la Administracién de Alimentos y
Medicamentos (FDA, Food and Drug Administration) establecié el uso del modelo en ratas
ovariectomizadas como estrategia para pruebas, tratamiento y prevenciéon de la osteoporosis
[Guidelines for preclinical and clinical evaluation of agents used in the treatment or prevention of
postmenopausal osteoporosis] (78). La rata ovariectomizada es un excelente modelo animal preclinico
que emula de manera correcta la clinica del esqueleto humano mermado de estrégenos y la respuesta
de los agentes terapéuticos sobre éste (79). El desarrollo de la osteopenia/osteoporosis es una de las
respuestas bioldgicas mas reproducibles en la investigacién ésea (22). Existen diferentes tipos de cepas
de ratas, sin embargo, los resultados son muy similares entre ellas. Las ratas adultas jévenes OVX
muestran una pérdida 6sea significativa, mientras que las de la mediana edad y las adultas mayores,
muestran mas similitud con la pérdida de hueso postmenopausica, debido a que la formacién de hueso
es menos y la resorcién es mayor. Existen varias intervenciones experimentales para inducir la
osteopenia y la osteoporosis en la rata (vér Apéndice B). Todos los protocolos experimentales de OS
pueden ser implementados en ratas esqueléticamente inmaduras o maduras (25). Aunque las ratas
alcanzan la madurez sexual a los 2,5 meses, su esqueleto se considera maduro después de los 10 meses
(22).

Osteoporosis posmenopausica

El modelo de rata ovariectomizado es el mas cominmente utilizado en la investigacidon sobre la OS
posmenopausica. Después de la ovariectomia, la reabsorcion ésea supera inicialmente la formacién
6sea, causando pérdida 6sea. Poco después, la remodelacién ésea alcanza un estado estacionario,
donde la resorciéon y la formacién se equilibran. La pérdida 6sea estadisticamente significativa se
observa en la metafisis proximal de la tibia después de 14 dias (80), en el cuerpo vertebral lumbar
después de 60 dias (81), y en el cuello femoral después de 30 dias (82). La OVX no induce la pérdida de
masa 6sea en las epifisis de los huesos largos, la metéfisis tibial distal, ni en las vértebras caudales (83,
84); estos tres sitios son abundantemente ricos en hueso trabecular. En el hueso cortical, el aumento de
la cavidad medular es una medida indirecta de la pérdida 6sea. Este agrandamiento en la diafisis de los
huesos largos se debe al aumento de la resorcién ésea endosteal (85) y la aposicion dsea peridstica
(86). La reabsorcion endosteal y la formacién dsea periosteal simultanea, dan lugar a una tasa de
pérdida ésea cortical muy lenta (87). Los cambios tempranos en la anchura del hueso cortical y en la
cavidad de la médula del eje femoral y tibial se observan entre los 90 y 120 dias después de la OVX
(88-90); el hueso cortical requiere 180 dias o mas después de la cirugia para lograr el estado
estacionario. Las disminuciones relacionadas con la edad en la DMO cortical en ratas hembra (sin
operar) comienzan en las vértebras lumbares a la edad de 15 meses y en la metafisis proximal de la tibia
a la edad de 12 meses (91).

La deficiencia de hormonas promueve las células progenitoras derivadas de la médula que se
diferenciaran principalmente en osteoclastos por influencia del estroma medular del hueso, por lo
tanto, se necesita muchas proteinas solubles como las citocinas y factores de crecimiento para que se
desarrollen los osteoclastos. Los siguientes 7 dias después de la OVX, se incrementan las colonias de
macréfagos granulocitos, y forman una unidad y células de tipo osteoclastos. La proximidad de las
células de la médula ésea, explica el efecto del estrégeno para regular la expresion de citocinas de las
células (92). Los receptores de estrégeno estdn presentes en los osteoblastos y osteoclastos. Las
propiedades moduladoras del estrogeno en las células de la médula ésea muestran que los receptores
de estrogeno (Ers, estrogen receptors) oy B, se afectan en ratas OVX (presentes en osteoblastos y
osteoclastos). El estrégeno actla a través de la activacién del ERa de la célula madre mesenquimal (93).
Los estrogenos también pueden promover el desarrollo de los osteoblastos, aumentando su
proliferaciéon e incrementando un nimero importante de proteinas como el factor de crecimiento tipo
insulinico 1 (FGI, insulin like growth factor-1), factor de crecimiento transformante-p (FGT-B,
transforming growth factor-f}) y proteina morfogénica dsea-6 (BMP, bone morphogenic protein-6).
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Tambien, despues de la ovariectomia hay un incremento en la produccién de citocinas proinflamatorias,
especificamente la interleucina 1 (IL-1, interleukin 1) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, tumor
necrosis factor-alpha) en ratones (94, 95). La IL-6 regula el desarrollo de los osteoclastos en ratas OVX.
Los estrogenos suprimen la expresién de IL-6. La neutralizacién de IL-11 disminuye la pérdida de hueso
trabecular en ratas OVX por la disminucién de la formacién de osteoclastos. Aparte de las citocinas pro-
inflamatorias, la molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM 1, intracelular adhesiéon molecule 1) se
expresa en ratas OVX (lo que es importante para la osteoclastogénesis) (96). Las ratas deficientes del
factor inhibidor de la migracién de los macréfagos, estan protegidas contra la pérdida ésea inducida
por la ovariectomia (97). Las prostaglandinas aumentan el factor nuclear kp (NF-kp) en células de la
médula ésea de los animales OVX (98).

La deficiencia de estrégeno incrementa la produccién del factor estimulante de colonias de macréfago
(M-CSF, Macrophage colony stimulating factor) via la respuesta de crecimiento rapido (Erg-1, early
growth response) y Egr-null, incrementando la resorcién de hueso y la disminucion de masa ésea (99). A
altas concentraciones, los estrégenos incrementan los indices histomorfométricos de formacién dsea,
posiblemnete por el incremento de la sintesis de factores de crecimiento osteobléstico. La actividad
celular predominante en la superficie ésea endosteal (hueso esponjoso o trabecular y endocortical) es la
remodelacién (100, 101). Ademas, la pérdida 6sea en el envejecimiento ocurre en las superficies
endosteales adyacentes a la médula (102). Incluso el hueso cortical muestra un bajo nivel de
remodelado intracortical el cual puede ser inducido por condiciones metabélicas estresantes (103, 104).
El principal inconveniente del esqueleto de la rata es que algunos huesos conservan el crecimiento de
por vida y no fusionan la epifisis (105). Muchas placas de crecimiento epifisario de hueso largo en la rata
macho permanecen abiertas durante 30 meses (105). En contraste, el alargamiento éseo en otros sitios
como la tibia proximal y la tibia distal cesa aproximadamente a los 15 meses (79, 105), y las placas de
crecimiento vertebral lumbar pueden estar abiertas hasta los 21 meses. Una rata hembra a los 9 meses
exhibe una velocidad de alargamiento lenta, en la tibia proximal de 3 um/dia, y la cabeza femoral de <1
pm/dia. La expansion peridstica en la diafisis de los huesos largos contintia hasta aproximadamente 10
meses, marcando la edad del pico de masa dsea (83, 106) permitiendo un amplio tiempo para los
disefos experimentales para prevenir y restaurar la masa ésea y la fuerza (22).

La rata, al igual que otros modelos animales experimentales de osteopenia/osteoporosis, no tiene
fracturas de fragilidad de origen natural asociadas con la osteopenia. Esta deficiencia ha sido superada
mediante pruebas mecanicas de varios huesos, como el cuerpo vertebral (107-110), el eje femoral (88,
111, 112), y el fémur proximal (90, 109, 112-114). Sin embargo, tanto la pérdida y la fuerza significativa
de hueso esponjoso vertebral, se puede detectar a los 3 meses después de la ovariectomia (22, 107,
108). Los métodos alternativos a la OVX quirirgica que conduce a la OS son la administracién de
agentes farmacéuticos, tales como: agonista de la hormona liberadora de gonadotropina, antagonista
del receptor de estréogenos y el inhibidor de la aromatasa (que es reversible después de su retirada).
Estos agentes farmacéuticos que se utilizan en seres humanos para el tratamiento endocrino de la
endometriosis o el cadncer de mama, se asocian con una pérdida ésea acelerada (115). La administracion
de agonistas de la hormona liberadora de gonadotropina crea un modelo hipogonadotréfico-
hipogonadal, mientras que los antagonistas de los receptores de estrégeno e inhibidores de la
aromatasa producen un modelo de la osteoporosis hipergonadotrépico-hipogonadal. La
experimentacién en la rata como modelo de osteoporosis inducida por glucocorticoides ha dado
resultados inconsistentes. Algunos estudios no pudieron detectar la pérdida 6sea en ratas maduras,
pero otros informes corroboran la administracién de glucocorticoides con la pérdida de masa dsea
(116). No se dispone de pruebas que demuestren que la rata es capaz de replicar con exactitud la
pérdida ésea inducida por glucocorticoides observada en humanos adultos (22, 117). Existen otras
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intervenciones hormonales que resultan en osteopenia, incluyendo la hipofisectomia (118),
orquidectomfia (119) y paratiroidectomfa (120).

Limitaciones

Un inconveniente para el uso de modelos de rata para la OS es la falta de remodelacién Haversiana en
el esqueleto de la rata. En los seres humanos, el aumento de la remodelacién de Havers es la causa
principal de la porosidad cortical, pero las ratas carecen de un sistema bien desarrollado de
remodelacién de Havers. En el esqueleto de la rata, la ganancia 6sea cortical se produce en el periostio
y el hueso cortical se pierde en el endostio (121). Para el estudio del remodelado de Havers, se
recomienda los modelos animales més grandes como conejos (122), perros y primates (22). Sin
embargo, los caracteristicas especificas de la OS en perros (modelo inapropiado para la OS
posmenopausica, alto costo de mantenimiento, dilemas éticos) y primates (alto costo de adquisicién y
mantenimiento, menor disponibilidad en centros experimentales, dilemas éticos) limitan su uso en la
investigacion de la OS. En todos los modelos animales, la mayor parte de la pérdida ésea se concentra
en la superficie endosteal. Sin embargo, la ovariectomia (OVX) de ratas esqueléticamente maduras
permite una condicién similar a la menopausia, ya que la cirugia conduce a la pérdida de hueso
esponjoso y endocortical al aumentar la tasa global de remodelacién 6sea y altera el equilibrio entre la
formacion 6sea y la resorcion ésea (22). Las pérdidas de hueso endocortical y esponjoso son las causas
primarias de la OS, mientras que la pérdida de hueso inducida por remodelado intracortical en el
sistema de Havers desempefia un papel menor (123). Dadas las dificultades con otros modelos
animales de osteoporosis, la falta de la remodelacion por el sistema de Havers en el esqueleto de rata,
se considera una limitante menor (124).

La osteopenia de la rata debido a la edad, la ovariectomia (en la rata hembra) y la inmovilizacién tienen
un fuerte parecido con la osteopenia humana, tanto en sus caracteristicas anatémicas como en los
estados transicionales y estacionarios de la dindmica 6sea. Los principales atributos de la OS humana
son fracturas espontédneas y de bajo impacto, ninguna de las cuales ha sido reproducida en ningin
modelo animal (125). Sin embargo, teniendo en cuenta la definicion de la Organizacién Mundial de la
Salud, que establece que la osteoporosis estd presente cuando la densidad mineral ésea (DMO) es
superior a 2,5 desviaciones estandar por debajo de la media de referencia de los adultos jévenes, con o
sin la presencia de cualquier fractura (126), la rata osteopénica (sin fracturas espontaneas) se
considera un modelo apropiado para la investigacién de la osteoporosis (25).

PROTEINAS CEMENTO-ESPECIFICAS

Periodonto

El periodonto es una unidad biofuncional y proporciona el apoyo necesario para mantener lo dientes
en funcién. Consiste de cuatro componentes principales: encia, ligamento periodontal, cemento y
hueso alveolar. Cada uno de estos componentes periodontales tiene distinta ubicacién, arquitectura de
tejido, composicion bioquimica y composiciéon quimica, pero todos estos componentes funcionan
juntos como una sola unidad. El periodonto estd sometido a variaciones funcionales y morfolégicas y se
le ha dividido en dos partes: la encia, cuya funcién principal es proteger los tejidos y el aparato de
insercién, compuesto por el ligamento periodontal, el cemento y el hueso alveolar. El cemento se
considera una parte del periodonto porque, junto con el hueso, sirve como apoyo para las fibras del
ligamento periodontal (127).

La funcién principal del periodonto consiste en unir el diente al tejido éseo de los maxilares y en
mantener la integridad en la superficie de la mucosa masticatoria de la cavidad bucal. El periodonto,
también llamado "aparato de insercién” o "tejidos de sostén de los dientes” constituye una unidad de
desarrollo, biolégica y funcional, que experimenta determinados cambios con la edad y que ademas
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estd sometida a modificaciones morfoldgicas relacionadas con alteraciones funcionales y del

medioambiente bucal (128).

e Cemento radicular

El cemento radicular es un tejido
mesenquimal mineralizado que cubre la
raiz anatémica del diente y sirve para unir
el diente al hueso alveolar a través de las
fibras de coldgena del ligamento
periodontal; en contraste con el hueso,
no posee aporte sanguineo directo, no
estd inervado, no cuenta con drenaje

De manera muy simplista, el cemento se
define como una matriz extracelular
compuesta de fibras de coldgena de
Sharpey calcificadas, coldgena,
glicosaminoglicanos, proteoglicanos e
hidroxiapatita inorganica. Del cual, el
papel funcional principal del cemento es

linfético  nio sufre  procesos de servir como el sitio estructural anatémico
remodelacion fisiologica; posee para la unién de las fibras de Sharpey
caracteristicas unicas: contiene del ligamento periodontal. Sin embargo,

moléculas bioactivas que
promueven la migracién, adhesién,
y crecimiento de los fibroblastos e
influyen en la sintesis de la matriz
extracelular.

cuanto mas se ha estudiado este tejido,
su estructura y funcién ha resultado mas
compleja (1).

Existen diferencias funcionales, morfolégicas e histolégicas a lo largo de la longitud de la raiz, por lo
cual el cemento se clasifica en: intermedio (encontrado en la unién amelo-cementaria), acelular o
primario (localizado en la porciéon media y coronal) y celular o secundario (presente en la porcién apical
e interradicular, la cual contiene cementoblastos) (1).

El cemento acelular es el primer cemento en formarse, cubre aproximadamente el tercio cervical o la
mitad de la raiz y no contiene células. Este cemento se forma antes que el diente alcance su plano
oclusal y su espesor oscila entre 30 y 230 pm. Las fibras de Sharpey conforman la mayor parte de la
estructura del cemento acelular, que tiene un papel principal en el apoyo del diente. La mayoria de las
fibras se insertan casi en angulo recto a la superficie radicular y penetran profundamente en el
cemento, pero otras penetran profundamente en el cemento, pero otras entran desde direcciones
diferentes. Su tamafio, nimero y distribuciéon aumentan con la funcién. Las fibras de Sharpey estan
completamente calcificadas, con los cristales minerales orientados paralelos a las fibrillas, como en la
dentina y el hueso, excepto en un édrea de 10 a 50 um de ancho cerca de la unién amelodentinaria,
donde estén solo calcificadas en parte. Las porciones periféricas de las fibras de Sharpey en cemento
en activa mineralizaciéon tienden a estar mas calcificadas que las regiones interiores. El cemento acelular
también contiene fibrillas intrinsecas de coldgena calcificadas y organizadas de manera irregular o
paralelas a la superficie (127).

El cemento celular, formado después de que el diente alcanza el plano oclusal, es mas irregular y

contiene células (cementocitos) en espacios individuales (lagunas) que se comunican entre si mediante
un sistema de canaliculos anastomosados. El cemento celular es menos calcificado que el tipo acelular.
Las fibras de Sharpey ocupan una porciéon més pequefia del cemento celular y estdn separadas por
otras fibras que se encuentran organizadas paralelas a la superficie radicular o de un modo aleatorio.
Las fibras de Sharpey pueden estar completa o parcialmente calcificadas o pueden tener un nucleo
central, no calcificado, rodeado por un borde calcificado(127).
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En general, los tres tipos de cemento consisten de una matriz extracelular compuesta de fibras
coldgenas calcificadas de Sharpey, coldgena, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e
hidroxiapatita inorganica.

Las dos fuentes principales de fibras de coldgenas en el cemento son:
1. Fibras de Sharpey (extrinsecas), que son la porcién incluida de las fibras principales del
ligamento periodontal y estan formadas por fibroblastos, y
2. Fibras que pertenecen a la matriz del cemento (intrinsecas) y son producidas por los
cementoblastos

Los cementoblastos también forman los componentes no coldgenos de la sustancia fundamental
interfibrilar como proteoglicanos, glicoproteinas y fosfoproteinas. Los proteoglicanos suelen jugar un
papel en la regulacion de las interacciones célula-célula y célula-matriz, tanto en el desarrollo normal
como en la regeneracién del cemento; también estdn estrechamente relacionados con los
cementoblastos y cementocitos (127).

Composicién del cemento

El cemento radicular estad constituido aproximadamente por un 50% de contenido inorganico, formado
principalmente por cristales de hidroxiapatita [Ca1o(PO4)s(OH). es del 45 al 50%, que es inferior al del
hueso (65%), esmalte (97%) o dentina (70%)] y un 50% de contenido orgéanico. La mayor proporcién de
la matriz organica del cemento estd compuesta por coldgena tipo | (90%) y tipo Il (alrededor del 5%), la
cuales tienen una importante funcién estructural durante el proceso de biomineralizacién, porque sirven
como depésito para la nucleacion de hidroxiapatita, que posteriormente se desarrollaran en cristales de
apatita interfibrilar (129). Las fibras de Sharpey, que constituyen una proporcién considerable del

volumen de cemento estdn compuestas sobre todo por coldgena tipo I. La coldgena tipo Il parece
recubrir la coladgena tipo | de las fibras de Sharpey. Ademas de las coladgenas, el cemento también esta
constituido por mucopolisacéridos carboxilados y sulfatados (glicosaminoglicanos como versicano,
decorina, biglicano, fioromodulina y lumicano). Las proteinas no coldgenas del cemento radicular estan
presentes en el hueso, como: amelogenina, ameloblastina, enamelina, fosfatasa alcalina [ALP] (130),
sialoproteina 6sea (BSP), proteina de la matriz dentinaria-1 (DMP-1), fibronectina, osteocalcina,
osteonectina y osteopontina, ademds de diversos factores de crecimiento como el factor de
crecimiento tipo insulinico y el factor de crecimiento derivado del cemento (CGF). Hasta el momento,
s6lo se han reportado dos proteinas cementoespecificas, la proteina del cemento 1 (CEMP1) y la
proteina de adhesion del cemento radicular [CAP] (11).

Biomineralizaciéon del cemento

Como se menciond anteriormente, la formacién de cristales mineralizados se presenta inicialmente en
los espacios de las fibras de coldgena. Las fibras de coldgena proporcionan una estructura que
funcionan como andamio sobre el que se relacionan otras proteinas, las cuales cumplen diversas
funciones como se describe enseguida.

Glicosaminoglicanos

Los proteoglicanos que contienen glicosaminoglicanos son grupos heterogéneos de glicoproteinas con
disacéridos de repeticion larga. El porcentaje de glicosaminoglicanos es elevado en los tejidos
sometidos a fuerzas compresivas, como el cemento. Los proteoglicanos interactian especificamente
con colagenas en diversos tejidos. Los proteoglicanos en el cemento son componentes integrales de
las matrices de fijacion del substrato celular y median la unién entre el cemento antiguo y recién
formado, creando asi las lineas incrementales del cemento (1, 131, 132).

Los principales glicosaminoglicanos presentes en el cemento humano son el 4cido hialurénico, sulfato
de dermatan y el sulfato de condroitina (133, 134). El contenido de proteoglicanos en los tejidos
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mineralizados, generalmente es bajo. Estas diferencias podrian reflejar diferencias en la funcién entre el
tejido duro y el tejido blando, ya que los proteoglicanos parecen inhibir la mineralizacién de la
coldgena ocupando ubicaciones estratégicas que normalmente estan destinadas a ser llenadas con
hidroxiapatita. En el hueso, los proteoglicanos de sulfato de dermatan estan orientados paralelamente
al eje de las fibras de coldgena con proteoglicanos de condroitin de sulfato y acido hialurénico,
ocupando la regién interfibrilar (135). Entre otros glicosaminoglicanos presentes en el cemento, el
sulfato de queratadn parece ser uno de los componentes principales, que después de la digestién con
queratanasa |l y endo-beta-galactosidasa, produce dos proteinas principales: lumicano y fibromodulina
(1.

Interesantemente, estas proteinas estan localizadas predominantemente en cemento no mineralizado
(drea del precemento y pericementocito), lo que sugiere que desempefian importantes funciones
reguladoras durante la mineralizacién del cemento (136). De manera similar, también se ha
determinado que el glucosaminoglicano de sulfato de condroitina presente en cemento, contiene el
proteoglicano de unién al hialuronano, versicano, y los pequefios proteoglicanos intersticiales, decorina
y biglicano. El versicano se localiza en las lagunas que albergan a los cementocitos. La decorina se
asocia estrechamente con las fibras de coldgena del ligamento periodontal y con el biglicano en el drea
del precemento/cementoblastos. La distribucion diferente  del tejido sugiere que los
glicosaminoglicanos pueden desempefar papeles distintos durante el proceso de cementogénesis
ademas de regular la biomineralizacién del cemento (1, 137).

La osteoadherina, un proteoglicano que contiene sulfato de queratina, también esta asociada con la
fase inicial de la formacién de cemento, ya que las células de la vaina de la raiz epitelial de Hertwig
expresan este proteoglicano durante el desarrollo de la raiz (138), y aunque el cemento acelular no
contiene proteoglicanos, la formacién inicial del cemento acelular requiere una acumulacién densa de
proteoglicanos (1, 139).

Fosfatasa alcalina (ALP)

La fosfatasa alcalina (ALP, Alkaline phosphatase) es una ecto-enzima que cataliza la hidrélisis de grupos
éster monofosfato. Existen cuatro genes que codifican las isoenzimas: intestinal, placentaria, células
germinales y tejidos no especificos (hueso/osteoblasto, isoformas hepaticas y renales); las isoformas
resultan de la glicacion y sialacién post-traduccional. La isoforma del hueso (BALP, Bone-specific
alkaline phosphatase) estd implicada en la calcificacion esquelética por varios procesos -aumentando las
concentraciones locales de fosfato inorganico, destruyendo pirofosfato que inhibe la cristalizacion
mineral o actuando como una proteina de unién al calcio o Ca**- ATPasa (140). El higado y los huesos
son las fuentes primarias de las enzimas séricas, y las moléculas se diferencian después de la traduccién
en su patréon de glicosilacion; en el suero, el 95% de la ALP se deriva del hueso y del higado, en
cantidades aproximadamente iguales. La fosfatasa alcalina no especifica de tejido es un producto
predominante de los osteoblastos y de sus precursores (141), es una proteina glicosilada con actividad
enzimética localizada en la porcién externa de la membrana citoplasmatica, también se encuentra en las
vesiculas de matriz, que son organelos producidos por las células mineralizantes y estan localizadas en
la matriz extracelular. Dichas vesiculas contribuyen a la mineralizacién de la matriz extracelular formando
fosfatos de calcio amorfos y cristales de hidroxiapatita. La fosfatasa alcalina es responsable de regular
las concentraciones extracelulares de fosfatos, desfosforilando diversas moléculas. La actividad de ésta
molécula se incrementa cuando inicia el proceso de mineralizacién de la matriz extracelular, por lo que
es un marcador temprano de la biomineralizacién (11). Una de las principales funciones de la ALP es la
hidrdlisis de pirofosfato inorgéanico, un potente inhibidor de la formacién de hidroxiapatita. Los
cementoblastos son muy sensibles a los niveles de pirofosfato inorganico/fosfato inorgénico dentro de
la matriz extracelular. Los cambios en el nivel de fosfatasa alcalina tienen un efecto significativo sobre la
funcién de los osteoblastos, y en consecuencia sobre la mineralizacién de la matriz, lo que indica que la
fosfatasa alcalina no especifica de tejido desempefia papeles biolégicos clave en la mineralizacién del
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hueso y el cemento (1).

La ALP se expresa en la mayoria de los sitios del cuerpo durante el desarrollo embrionario, pero se
limita a huesos, rifiones, higado y los linfocitos B durante la vida adulta. Su actividad se ha localizado
principalmente en placas de crecimiento de cartilago, en células endosteales, células de médula ésea,
osteoblastos y cementoblastos. En hueso se ha identificado en el frente de mineralizacién y juega un
papel importante en la mineralizacion del esqueleto. El hecho de que también se expresa en los tejidos
no mineralizados sugiere que tiene otras funciones ademas de los asociados con la mineralizacion.
Entre algunas de estas otras funciones, se ha sugerido que puede regular el recambio, proliferacién,
diferenciacion y la maduracién del tejido.

La fosfatasa alcalina est4 altamente expresada en las células del ligamento periodontal, donde se cree
que desempefian un papel en el metabolismo del fosfato y la formacién del cemento, en particular la
formacién de cemento acelular (1).

Sialoproteina ésea (BSP)
Esta proteina constituye hasta el 15% del total de las proteinas no

coldgenas del hueso y cemento radicular. Glicoproteina altamente Regulador de Ia
nucleacién y

crecimiento de
cristales de
hidroxiapatita

fosforilada con altos niveles de acido glutamico (proteina acida), los cuales
se cree que tiene relacién con su capacidad de unién a la hidroxiapatita
asi como la nucleacién de los cristales de dicho mineral (11). Posee la
secuencia RGD (Arg-Gly-Asp, Arginina-glicina-acido aspartico) que se
encuentra relacionada con funciones de adhesién celular (por medio de
las integrinas) y participa en el inicio de la mineralizaciéon [contiene dos dominios poli-Glu, cuyas
secuencias repetitivas son conocidas por unir el calcio a las superficies minerales] (1); también se le
considera como un marcador de diferenciacion de osteoblastos y cementoblastos. Se localiza en hueso,
dentina y cemento radicular (que durante la formacién de la raiz, se localiza en las células que recubren
la superficie del cemento) y estd asociada a zonas de neoformacién ésea. Modula el proceso de
cementogénesis y es una proteina quimioatrayente que estd implicada en el proceso de adhesién y
diferenciaciéon de precementoblastos (142).

Tiene propiedades de fijacién de células y tiene una asociacién espacial con los primeros agregados
minerales, se une fuertemente a la hidroxiapatita y actia como nucleadora especifica y potente para la
formacién de cristales de hidroxiapatita in vitro [por lo que se le atribuye un papel importante durante
las primeras etapas de mineralizacién] (143).

Osteopontina (OPN)

También llamada sialoproteina ésea | (BSPI) o fosfoproteina secretada 1 (SPP1), es una proteina no
colagena, altamente fosforilada (fosfoproteina), expresada en estadios tempranos del desarrollo de la
raiz y del ligamento periodontal en dientes maduros. Aunque se considera un componente
fundamental del hueso, también se localiza en sitios no mineralizados como rifidn, células de musculo
liso arterial y en la superficie luminal de células epiteliales en tejidos ductales. También se encuentra en
la mayoria de las secreciones corporales como orina, leche, saliva y bilis. En el hueso se localiza en el
frente de mineralizaciéon y participa en la inflamacién regulando la activacion de monocitos hacia
macréfagos, fagocitosis y la produccion de oxido nitrico. En el periodonto, la osteopontina se expresa
en las células que estan en estrecho contacto con el cemento acelular, asi como por los cementocitos
M.

Regula la adhesion celular, la actividad osteocléstica (participa importantemente en la resorcién ésea) y
la mineralizacién de la matriz extracelular. La osteopontina se une ademas a colagena, fibronectina y
osteocalcina. Rellena los espacios creados durante el ensamble de la coldgena, ademés de que da
cohesion al tejido mineral por lo que permite que la deposicidon mineral se extienda a través de toda la
malla de coldgena. Regula la nucleacion y el crecimiento de cristales de hidroxiapatita [contiene sitios
putativos de unién a calcio, lo que explica su afinidad a los cristales de este mineral] (11). Se ha
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sugerido que la osteopontina y sialoproteina son necesarias para la iniciaciéon de la formacién de
cristales en las fibrillas altamente ordenadas de coldgena tipo | (144). Ambas proteinas son &cidas:
osteopontina tiene una poli-Asp y la sialoproteina contiene dos dominios de poli-Glu, y esto es
importante porque las secuencias repetitivas se sabe que unen el calcio a las superficies minerales. La
sialoproteina y la osteopontina estan unidas a la matriz coldgena y poseen propiedades de células de
fijacién gracias a su secuencias arginina-glicina-acido aspartico (RGD). Se cree que desempefian un
papel en la diferenciacion de las células progenitoras de cementoblastos a cementoblastos (1).

Osteocalcina (OCN)

También se le conoce como proteina Gla de hueso (primera proteina derivada de hueso que fue
caracterizada). Es la proteina no coldgena mas abundante encontrada en el hueso (145), forma
aproximadamente el 1% de la matriz orgénica del hueso, en el que existe una estrecha asociacion con
la superficie de los cristales minerales (tiene una gran afinidad por la hidroxiapatita); es un péptido de
49 aminoacidos que contiene de dos hasta tres residuos de dcido gamma-carboxiglutamico (Gla) de la
vitamina K, los cuales son responsables de las propiedades de unién al calcio de la molécula. Es
sintetizada por las células mineralizantes (osteoblastos y osteoclastos completamente diferenciados) y
es secretada a la matriz en el frente de mineralizacién. Su distribucién estd limitada a tejidos
mineralizados como el hueso, dentina y cemento. Durante la sintesis osteoide, la osteocalcina es
liberada por los osteoblastos, bajo el control de 1,25-dihidroxivitamina Ds, cuando estdn activos
depositando hueso (140). Esta asociada con la calcificacion de tejidos duros. Como se menciona arriba,
tiene una alta afinidad por el calcio y la hidroxiapatita a través de las interacciones con el residuo Gla. El
papel fundamental de esta proteina es la regulacién de la mineralizacién (11).

Modula el crecimiento, tamafio y forma de los cristales de hidroxiapatita, también participa en el
reclutamiento de osteoclastos y en la remodelacion ésea; también se ha reportado que bajas
concentraciones de osteocalcina retrasan el crecimiento de cristales de hidroxiapatita in vitro, por lo
que se especula que la osteocalcina también puede actuar como un regulador negativo més que
promotor de la mineralizacién de la matriz (146).

Proteina del cemento 1 (CEMP1)

El proteina del cemento 1 fue aislada del cemento radicular y de un cementoblastoma de origen
humano. El gen de CEMP1 se localiza en el brazo corto del cromosoma 16 [16p13.3] (12). Se compone
de 247 aminoacidos
(MGTSSTDSQQAGHRRCSTSNSAENLTCLSLPGSPGKTAPLPGPAQAGAGQPLPKGCAAVKAEVGIPAP
HTSQEVRIHIRRLLSWAAPGACGLRSTPCALPQALPQARPCPGRWFFPGCSLPTGGAQTILSLWTWRHFLNW
ALQQREENSGRARRVPPVPRTAPVSKGEGSHPPQNSNGEKVKTITPDVGLHQSLTSDPTVAVLRAKRAPEAHP
PRSCSGSLTARVCHMGVCQGQGDTEDGRMTLM) con un peso molecular calculado de 26 kDa, y que
parece ser una proteina alcalina (pl = 9,73), sin péptido sefial; hasta el momento no se han encontrado
secuencias similares en otras especies. No se ha detectado la expresiéon del ARNm ni de la proteina en
otros tejidos humanos, por lo que constituye a la fecha como el Unico marcador biolégico para el
cemento radicular, cementoblastos y los progenitores putativos en el ligamento periodontal (1, 147).
CEMP1 estd constituido por prolina (11,3%), glicina (10,5%), alanina (10,1%), serina (8,9%), leucina
(8,1%), treonina y arginina (7,7% cada uno) y contiene niveles bajos de triptéfano, acido aspartico,
isoleucina (cada uno 2,0%) y fenilalanina (1,6%). La tirosina no estd presente. La secuencia de
aminoacidos indica que es probable que sea una proteina nuclear; sin embargo, no tiene motivos de
unién al ADN. Los aminoacidos 30-110 muestran 48% de similitud con la coldgena humana de una
cadena a | (I), 46% con el tipo Xl y 40% con el tipo X (1).

La proteina CEMP1 expresada en fibroblastos gingivales de origen humano se compone principalmente
de hojas B (32.4% p antiparalela, 16.7% giros-f y 5.8% f paralelo), 10% de a-hélice, y 35% de
conformacién aleatoria (espiral). Esta caracteristica se asocia con proteinas que tienen un alto
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porcentaje de estructura de espiral al azar, las cuales se ha demostrado que son multifuncional y tienen
diversas propiedades de unién; esto podria ayudar a explicar porqué la proteina CEMP1 regula la
composicién y el crecimiento de cristales de apatita (1).

De acuerdo con el anélisis in silico, la proteina del cemento 1 posee dos sitios de N-glicosilacién, es
decir, aspargina-X-serina en aminoacidos 20 y 25. El papel exacto de los hidratos de carbono unidos a
proteinas de cemento 1 es desconocida; sin embargo, la glicosilacién puede afectar a la funcién de la
proteina CEMP1 durante el proceso de mineralizacién porque a su superficie aniénica se pueden unir
un gran nimero de iones Cax+ y regular el crecimiento de la hidroxiapatita. Los glicanos también estan
implicados en la regulaciéon de la osificacion endocondral, el remodelado éseo y la reparaciéon de
fracturas (1).

La presencia de fosfato también favorece la unién de Caz* a la proteina, y las proteinas asociadas
(sialoproteina y osteopontina) con el proceso de mineralizacién son altamente fosforiladas en residuos
de treonina y serina. Por lo tanto, CEMP1 puede desempefar un papel en las primeras etapas de
mineralizacién durante la formacién de fosfato octacalcico (130). La proteina del cemento radicular 1 no
reacciona con los grupos sulfidrilo; por lo tanto, todos los residuos de cisteina podrian estar
relacionados con puentes
disulfuro, que generalmente
juegan un papel estabilizador
de estructura de proteinas

(1.

En un sistema en estado
estacionario con
concentraciones de calcio y
fosfato CEMP1 es eficaz en la
promocién de la nucleacién
de fosfato octacélcico (en gel
de agarosa). La proteina del
cemento radicular 1 posee
una alta afinidad por la
hidroxiapatita (depodsito vy
composicion de cristales de
hidroxiapatita), incluso sin
modificaciones post- W ™ s, e

traduccionales.  El  analisis Figura 1. Los cristales de hidroxiapatita inducidos por la proteina CEMP1.

elemental realizado con Panel (A y B) Microesferas de cristales homogéneos planos y cuadrangulares
andlisis de rayos X de de hidroxiapatita. Panel (C) el centro de la microesfera se observa un ntcleo

100pm IFUNAM  10/7/2014 em——— 100pm IFUNAM  10/7/2014
1.00kV LED 5|

1.00kV LED sEM WD 10.1mm

dispersion de energia solido con cristales de hidroxiapatita en forma de aguja que irradian. Panel
(D) formacién de estructuras utilizando albimina sérica bovina (20 mg/mL),
estas placas corresponden a cristales de hidroxiapatita.

identifica una relacion
calcio/fésforo de 1.4, que
corresponde a fosfato octacalcico. Estos hallazgos indican que biolégicamente, la proteina desempefia
un papel durante el proceso de biomineralizacion (ver Fig. 1). El fosfato octacélcico es una fase
transitoria durante el crecimiento de los cristales bioldgicos. En los cristales pequefios, se transforma
completamente en hidroxiapatita por hidrélisis y sélo se puede detectar en grandes cristales debido a
su cinética lenta de transformacion. El fosfato octacélcico fosfato también es un precursor necesario de
apatitas bioldgicas (1).

En experimentos celulares, se demostré que CEMP1 participa en la regulacién de la expresién de las
proteinas ALP, OPN y BSP en cementoblastos, por lo que es probable que juegue un papel
fundamental en la regulacion local de la diferenciacion de los cementoblastos y en la mineralizacion de
la matriz extracelular del cemento. Recientemente se utilizd como marcador de cementoblastos
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derivados de las superficies radiculares de humano y ademas se confirmé su expresiéon en cemento,
cementoblastos y células derivadas del ligamento periodontal (1, 11).

La funcién de CEMP1 se ensayd adicionalmente mediante transfeccion en células no mineralizantes,
tales como los fibroblastos gingivales humanos. En contraste con los fibroblastos gingivales humanos
normales, los fibroblastos gingivales/proteina del cemento 1, mostraron un incremento en la
proliferacién, la formacién de nédulos mineralizados, aumento de la actividad de fosfatasa alcalina
especifica y la expresién de novo de osteocalcina, osteopontina, sialoproteina, factor de transcripcion 2
runt/ndcleo de unién del factor alfa 1 y ARNm de la proteina de unién cemento y proteinas. Estas
moléculas estadn todas asociados con la formacién de hueso/cemento (12). Los estudios apoyan
firmemente la idea de que CEMP1 tiene la capacidad de cambiar el fenotipo de las células de no
mineralizantes (fibroblastos gingivales humanos) a mineralizantes (osteoblastos/cementoblastos)
mediante la regulacién de la proliferacion y la expresion génica, lo que resulta en la diferenciacién de
estas células y la produccién de matriz extracelular mineralizada semejante al cemento (1).

Proteina de adhesién del cemento (CAP)
El gen de la proteina CAP se localiza en el cromosoma 10 (10p13-14), con un peso molecular de 14.92
KDa, su carga eléctrica es nuestra (pl 7.78) y carece de péptido sefial. Estd compuesta por 140
aminoéacidos
(MGRLTEAAAAGSGSRAAG
WAGSPPTLLPLSPTSPRCAA
TMASSDEDGTNGGASEAG
EDREAPGERRRLGVLATAW
LTFYDIAMTAGWLVLAIAMV
RFYMEKGTHRGLYKSIQKTL
KFFQTFALLEVSFPSCCFSIA
VIFM). Es una proteina con
una movilidad relativa de
54-57 KDa que se ha °
aislado, caracterizado vy
purificado a partir de
extractos de  cemento

maduro bovino y humano,
mediante el empleo de un
anticuerpo monoclonal anti-
CAP bovina (3G9). Se ha
inmunolocalizado en la

matriz del cemento
Figura 2. Cristales de hidroxiapatita inducidos en un sistema libre de células

en presencia de la proteina CAP. Las imagenes de SEM muestran formaciones
cristalinas laminares que crecen a partir de un nlcleo agrupadas en esférulas (A
alveolar 'y en zonas y B). El tamafio de las esférulas es variable, obteniendo un promedio cercano a
paravasculares del los 160 pm. Se observan cristales de hidroxiapatita inducidos en un sistema
ligamento periodontal, asi libre de células en presencia de CAP. Nétese la formacion de microesferas y la
como en cementoblastos disposicion de los cristales poliédricos (C y D).

(143, 147, 148).

radicular, en espacios
endosteales del hueso

Recientemente se clond e identificé un ARNm a partir de una biblioteca derivada de una linea celular
de un fibroma cemento-osificante humano, que codifica para una isoforma truncada de la 3-hidroxiacil-
Coenzima A-deshidratasa 1 (HACD1, 3-hydroxyacyl- CoA dehydratase-1) cuyo homénimo es CAP. El
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gen de CAP codifica para una proteina de 140 aminoécidos de los cuales los 125 aminoécidos de la
Terminal-N son idénticos a HACD1, la cual codifica para 288 aminoécidos. El resto del terminal
carboxilo de CAP constituye el sitio de splicing donador en el exén 2 de HACD1. CAP posee dos sitios
transmembranales y la proteina se trunca después del segundo sitio transmembranal. Esta truncacion
elimina la secuencia de HACD1 que consiste de los siguientes aminoécidos: IVHCLIGIVPT; la cual es el
motivo de sitio activo de fosfatasa, el cual es sustituido por la secuencia de 15 aminoacidos
VSFPSCCFSIAVIFM. CAP es entonces una isoforma de HACD1, y splicing alternativo y homénimo de
ésta (1). Como se menciona anteriormente la CAP codifica para un producto de 140 aminoécidos y el
splicing alternativo ocurre exactamente en el sitio activo de la HACD1, por lo que se infiere que su
funcién puede ser diferente. Este splicing alternativo comprende la terminal carboxilo de la proteina:
VSFPSCCFSIAVIFM. Esta secuencia es Unica en las bases de datos. Mas importante aln, el péptido que
ha sido sintetizado ha demostrado poseer propiedades Unicas de utilidad biolégica ya que posee alta
afinidad por la hidroxiapatita y asimismo, promueve la formacién de cristales de hidroxiapatita in vitro y
su organizacién supramolecular (ver Fig. 2).

Aunque el ARNm HACD1 se expresa ampliamente en muchos tejidos, el ARNm de CAP/HACD1 se
expresa en células cementoespecificas y marginalmente solo en algunas células del ligamento
periodontal (en dientes humanos) y en el espacio endosteal del hueso; no se ha encontrado expresada
en los dientes de rata (149), lo que sugiere que podria haber algunas diferencias entre especies.

Esta proteina tiene una secuenciacién de aminoéacidos que presenta cuatro secuencias que contienen
repeticiones Gly-X-Y tipicas de la coldgena; se sugiere que ésta proteina puede ser una proteina de
adhesién colagena localizada exclusivamente en el cemento (10).

Se ha demostrado que CAP une a la hidroxiapatita con més fuerza al cemento que a la superficie de la
dentina (150); también se une a la fibronectina, pero se une 150 veces mas fuertemente a la
hidroxiapatita que a la fibronectina (151). Al igual que CAP, la proteina CAP/HACD1 también se une a
la hidroxiapatita con alta afinidad (152); éstas observaciones sugieren que ésta puede jugar un papel
regulador durante la formacién de cemento. También se ha demostrado que la proteina de adhesion
del cemento promueve la adhesién de los fibroblastos gingivales, células endoteliales y células del
musculo liso (153). Las células dseas se unen mas fuertemente a CAP que las células del ligamento
periodontal, que a su vez, se unen mas fuertemente a la proteina adhesion del cemento en
comparacién con las células gingivales (300% para las células &seas, 250% para las células del
ligamento periodontal y 150% para las células gingivales). CAP promueve la adhesién y diferenciacion
de las células osteoblasticas (18, 150, 151). La adhesion de la proteina CAP por los fibroblastos
gingivales humanos estd mediada principalmente por la integrina asBi (154), esta integrina esta
implicada en diversos aspectos del desarrollo (1) y es posible que también pueda desempefiar un papel
importante en la cementogénesis y neo-cementogénesis través de interacciones con la proteina CAP.

Se ha reportado que CAP posee la capacidad de unir clonas progenitoras de ligamento periodontal y
que esto estd directamente relacionado con la expresion de fosfatasa alcalina y la formacion de tejido
mineralizado. Estas caracteristicas se encuentran en células derivadas de un cementoblastoma, el cual
produce nédulos mineralizados (1). También se detecté una correlacién directa entre la expresiéon de
fosfatasa alcalina y la formaciéon de tejido mineralizado en clonas con alta capacidad de unién a CAP, lo
que indica que la proteina de adhesién del cemento se asocia con la formacién de progenitores de
mineralizacién de formadores de tejido mineralizado en el ligamento periodontal. Los grupos de clonas
que se unen a CAP y producen tejido mineralizado similar al cemento celular, representan 7% de la
poblacién del ligamento periodontal y el 15% de los clonas pertenecientes al linaje cementoblastico
formadores de tejido mineralizado (1).

FSCH



34

CAP promueve la migracién celular con mayor afinidad para las células del ligamento periodontal y del
hueso alveolar, incrementa la actividad especifica de la fosfatasa alcalina y promueve la condrogénesis
y mineralizaciéon en células mesenquimatosas, es decir, induce la diferenciacién celular (155). También
se he demostrado que fibroblastos tratados con BMP-2 expresan CAP y ALP, por lo que BMP-2 puede
reclutar progenitores e inducir la diferenciacién celular por medio de la expresiéon de moléculas
especificas de cemento radicular (11, 156). Las via de sefalizacién involucradas que se han identificado
y se propone que participan en la proliferacién y diferenciacién celular son la via de Smad-1 (via
canodnica de sefializacién de BMP) y MAPK (157, 158).

PEPTIDOS

Los péptidos son un tipo de moléculas formadas por la unién de varios aminoacidos mediante enlaces
peptidicos. Los péptidos, al igual que las proteinas, estan presentes en la naturaleza y son responsables
de un gran nimero de funciones, muchas de las cuales todavia no se conocen. La unién de un bajo
nimero de aminoacidos da lugar a un péptido, y si el nimero es mayor de 50 aminoéacidos
(aproximadamente) se considera una proteina. Los péptidos se diferencian de las proteinas en que son
mas pequefios (tienen menos de diez mil o doce mil daltons de masa) y que las proteinas pueden estar
formadas por la unién de varios polipéptidos, tampoco poseen estructura tridimensional, pueden
cumplir funciones como estimular, regular o inhibir numerosas funciones bioldgicas; pueden actuar
como transmisores de informacién y coordinar distintas actividades en varios tejidos. Se han encontrado
presentes en células o en fluidos del cuerpo en cantidades pequefias, por lo cual, se consideran como
posibles agentes terapéuticos (19).

En este sentido, los péptidos sintéticos han sido desarrollados con el interés de fabricar un biomaterial
osteoconductor. Los péptidos ofrecen grandes ventajas como: mayor estabilidad (evita tecnologia de
proteinas recombinantes), tienen secuencias cortas de aminoacidos, capacidad de incorporarlos a altas
concentraciones en comparacién a las proteinas completas, tolerancia por sujetos (mamiferos),
desempefian un papel similar a la proteina nativa, son faciles de sintetizar artificialmente, tienen bajo
costo de produccién por lo que se pueden producir a gran escala, no producen efectos adversos como:
sobrecrecimiento 6seo, calcificaciones en vasos sanguineos, hematomas idiopaticos, presién en troncos
nerviosos o tractos intestinales, reaccién o rechazo inmunolégico; también pueden modificar respuestas
celulares, desencadenar vias de transduccién de sefiales, sefiales mitogénicas y de diferenciacion
celular, entre otros procesos. Por tal motivo, los péptidos son ampliamente utilizados en ingenieria de
tejidos mineralizados (capas cemento-miméticas), biomineralizacién (incrementar las funciones de los
osteoblastos), diagnéstico (oncoldégico y Alzheimer), diferenciacion (células madre neuronales y
cardiomiocitos), inmunologia (modificar la respuesta inflamatoria, activar mecanismos de reaccién
inmunitaria) y transduccién de sefiales (modificar vias de sefializacion).

En estudios realizados previamente, los resultados han demostrado la actividad biolégica de los
péptidos pHACD1/CAP (AVIFM, 5 aa) y pCEMP1 (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 20 aa) en
la nucleacién de cristales de hidroxiapatita en un sistema libre de células (promueve el depésito de
iones de calcio y fosfato) y los hallazgos in vivo también nos indican claramente que estos
péptidos poseen un potencial terapéutico muy importante para la regeneracién ésea y el tratamiento
de la osteoporosis [controla el autoensamble del proceso de mineralizacién in vivo e in
vitro promueven la proliferacién y diferenciacién celular de células derivadas del
mesénquima hacia fenotipos osteoblasticos y condroblasticos] (ver Fig. 3).

FSCH




Figura 3. A. pHACD1/CAP Las imagenes de SEM (microscopia electrénica de barrido), muestran
formaciones cristalinas laminares que crecen a partir de un nicleo agrupadas en esférulas. El tamano de las
esférulas es variable, obteniendo un promedio cercano a los 160 pm. B. Imagenes de SEM del péptido
pCEMP1. Cristales de hidroxiapatita inducidos en un sistema libre de células en presencia del péptido. Se
observa la formacién de microesferas y disposicién de los cristales en forma de hojuelas y cristales

poliédricos.

En los andlisis de EDS (espectroscopia por dispersiéon de energia de rayos X), los resultados de las
muestras de ambos péptidos indican que los cristales inducidos con el péptido de pHACD1/CAP y
pCEMP1, tienen una alta cantidad de fosfato de calcio, con relacién estequiométrica de Ca/P 1.62 (ver
Fig. 4).

Las imagenes tridimensionales de AFM (microscopia de fuerza atémica) muestran topografia cristalina
irregular, el crecimiento de los cristales se observa de forma paralela y prismatica, el tamafio de los
prismas alcanzan 1.5 pm. La observacién en alta resolucién con microscopia de fuerza atémica de los
cristales de hidroxiapatita son resultado del efecto biolégico del péptido pHACD1/CAP (ver Fig. 5).

Figura 4. Espectro de energia

dispersa de rayos X (EDS), de los

cristales de hidroxiapatita formados en

= = presencia del péptido pHACD1/CAP
(A) y pCEMP1 (B). La relacién Ca/P
1.62 corresponde a hidroxiapatita de
tipo bioldgico.
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Figura 5. Los cristales de hidroxiapatita muestran un agrupamiento ordenado en forma de prismas de los

péptidos pHACD1/CAP (A) y pCEMP1 (B)

Figura 6. Estudio experimental en ratas Wistar en
defectos de tamafio critico en calvaria.

En un estudio experimental se comprobé la actividad biolégica mineralizante de ambos péptidos,
donde se demostré que ambos péptidos promueven la regeneracién 6sea in vivo en ratas Wistar en
defectos de tamafio critico en calvaria [9mm] (ver Fig. 6-8).
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Figura 7. Recontrucciones de fotomicrografias de cortes histologicos tefiidos con Tricromica de Masson,
tomados a 20x. Estudio experimental en ratas Wistar, el péptido de pCEMP1. A. Péptido 60 pg/disco (3D
matriz de gelatina con péptido pCEMP1), se observa neoformacion ésea en la brecha del defecto en calvaria.
B. Control (3D matriz de gelatina), ndtese el tejido conectivo no mineralizado. C. Defecto regenerado con

A v

Figura 8. Recontrucciones de fotomicrografias de cortes histoldgicos tefiidos con Tricromica de Masson,
tomados a 20x. Estudio experimental en ratas Wistar, el péptido de pHACD1/CAP. A. Péptido 60 pg/disco
(3D matriz de gelatina con péptido pCAP), se observa neoformacién dsea en la brecha del defecto en
calvaria. B. Control (3D matriz de gelatina), notese el tejido conectivo no mineralizado. C. Defecto
regenerado con control a 12 meses; después de 1 afo: el péptido no promueve sobrecrecimiento éseo.
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El péptido de pHACD1/CAP también ha sido probado experimentalmente en el tratamiento de fracturas
segmentales de tamafio critico en tibia de conejo Nueva Zelanda. En las microtomografias se observd una
regeneracion 6sea en casi toda la longitud del segmento osteotomizado [70%] (ver Fig. 9).

Figura 9. A, Fotografia clinica del defecto segmental de la tibia del conejo. B, Reconstruccién tridimensional de las etapas
iniciales de la regeneraciéon ésea. C, Recontrucciones de fotomicrografias de cortes histolégicos tefiidos con azul de alciano,
tomados a 20x, donde se observa hueso neoformado, nétense las glicoproteinas hacia fenotipo condroblastico tefiidas de color
azul. D, Recontrucciones de fotomicrografias de cortes histoldgicos tefiidos con safranina O, tomados a 20x, obsérvese el tejido
mineralizado y los condroblastos tefiidos. E, Recontrucciones de fotomicrografias de cortes histolégicos tefiidos con tricrémica de
Masson, tomados a 20x, de conejo tratado con el pCAP. Se observa un fragmento de hueso vital, el cual presenta diversas areas
de calcificacién, el hueso cortical y trabecular es vital (a), presenta hacia el centro del corte una extensa zona de fibras de
colagena dispuestas en forma condensada (b), se observa también una zona de cartilago vital el cual esta activo y estd generando
calcificacion ésea de tipo endocondral (c). Estas areas se encuentran entremezcladas con éreas de tejido hematopoyético
correspondiente a médula amarilla y en menor grado roja (d); dispuesto todo sobre una matriz de tejido conjuntivo fibroso denso
y laxo bien vascularizado (e). F, Recontrucciones de fotomicrografias de cortes histoldgicos tefiidos con tricrémica de Masson,
tomados a 20x, de conejo sin el tratamiento del péptido pCAP. Se observan dos fragmentos de tejido 6seo compuesto por
hueso cortical y trabecular vital entremezclados con areas de médula amarilla (a). En el centro se observa un drea de hemorragia

mezclada con plasma.



DEFINICION DEL PROBLEMA

La osteoporosis se caracteriza por la disminucién en la masa 6sea y el deterioro microarquitecténico del
tejido 6seo con la consecuente fragilidad dsea y la subsiguiente susceptibilidad a fracturas vertebrales,
de cadera y mufeca. El equilibrio homeostatico entre la formacién de hueso y la resorcién ésea,
determina la masa y la integridad estructural del esqueleto, lo cual se ve afectado durante el proceso
de la osteoporosis. La incidencia de las fracturas secundarias a osteopenia y/u osteoporosis va en
incremento; por lo tanto, estos padecimientos 6seos representan un problema de salud publica a nivel
mundial (2).

Algunas alternativas terapéuticas actuales para el tratamiento de la osteoporosis, disminuyen el riego
de fracturas osteoporoéticas, reduciendo la resorciéon dsea y preservando su arquitectura, pero no
estimulan la formacién ésea, por lo tanto, también se requieren medicamentos que curen por medio de
deposicion de tejido mineral éseo y regeneracion tisular 6sea. También, varias de esos tratamientos
farmacolégicos presentan efectos secundarios deletereos para el organismo humano que van desde
padecimientos  gastrointestinales, mareos, tinitus, epistaxis, dolores musculoesqueléticos,
osteonecrosis, hasta osteosarcomas y cdncer de mama y endometrial (64-69, 75).

Para corregir las alteraciones que las entidades patolégicas causan sobre el sistema esquelético, se
requiere de tratamientos farmacolégicos para prevenir y regenerar las estructuras dseas. Los péptidos
sintetizados artificialmente promueven la sintesis de hidroxiapatita y generan sefiales osteoinductivas,
por lo que se constituyen una alternativa de uno de los elementos fundamentales para contribuir a la
deposicion de tejido mineral éseo y a la regeneracion tisular ésea y en general para el desarrollo de
tecnologias en el campo de la ingenieria de tejido mineral éseo. Con base en esto, nos planteamos el
problema: ;Se incrementara la densidad mineral 6sea del hueso osteoporético del fémur y de la cuarta
vértebra lumbar de las ratas Wistar, administrando intraperitonealmente (IP) los péptidos sintéticos
derivados de la proteina de adhesion del cemento radicular (pHACD1/CAP) y de la proteina del
cemento 1 (pCEMP1) durante 12 semanas ininterrumpidas, en comparacién con el fémur y la cuarta
vértebra lumbar de los animales sanos (control)?

JUSTIFICACION

Debido al crecimiento de la poblacién adulta y al potencial incremento en el nimero de pacientes con
osteoporosis, es necesario establecer terapéuticas para la prevencién y tratamiento de este problema

2).

Las alternativas terapéuticas actuales para el tratamiento de la osteoporosis, con la excepcién de la
hormona paratiroidea, disminuyen el riesgo de fracturas osteopordticas, reduciendo la resorcién ésea y
preservando su arquitectura, pero no estimulan la formacién ésea y la mayoria de los tratamientos son
costosos o presentan efectos secundarios severos (159). Es por eso que se requiere de la fabricacion de
farmacos que sean econdémicos y que no presenten efectos secundarios en comparacién a los
tratamientos comerciales. Con el advenimiento de la ingenieria tisular, se abre una nueva opcién para la
regeneracion ésea; uniendo los conocimientos de biologia celular, ingenieria biomecénica,
biomateriales y ortopedia. Las nuevas tecnologias terapéuticas de la ingenieria tisular, inducen la
regeneracion y/o remineralizacién ésea empleando péptidos sintéticos, factores de crecimiento, células
osteogénicas, membranas biocompatibles o la combinacion de estas medidas terapéuticas (148).

Los péptidos pueden modificar respuestas celulares y desencadenar vias de transduccidon de sefales y
se ha comprobado que inducen la remineralizacién oésea, lo cual es de suma importancia para la
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utilizacién clinica en osteoporosis, debido a que poseen un alto potencial osteogénico, no son
inmunogénicos, son faciles de obtener y de manejar y no precisan costos elevados. Los péptidos
representan una opcién viable para diversos padecimientos debido a que HACD1/CAP (AVIFM) y
CEMP1 (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN) han sido sintetizados, caracterizados y han demostrado
poseer propiedades Unicas de utilidad biolégica ya que poseen alta afinidad por la hidroxiapatita y
asimismo, promueven la formacién de cristales de hidroxiapatita in vitro y promueven la regeneracion
6sea in vivo (18). De tal forma que esto nos permitira entender en el futuro mediato de un modo
especifico, los mecanismos celulares y moleculares regulados por estos factores durante el proceso de
biomineralizacién; esta contribucién original adicionard conocimiento novel en el érea de la biologia de
los tejidos mineralizados y permitiria el disefio de terapéuticas predecibles para la regeneracién de
tejidos mineralizados particularmente enfocado en el tratamiento y prevencién de la osteoporosis (18,
148, 160).

HIPOTESIS

v Los péptidos pHACD1/CAP y pCEMP1 son inductores del proceso de mineralizacién e incrementan
la densidad mineral 6sea en un modelo de rata osteoporética inducida (OVX), en comparacion con
el modelo de rata Wistar sana

H1: Los péptidos sintéticos pHACD1/CAP (AVIFM, 20 pg/kg) y pCEMP1 (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN,
40 y 80 pg/kg) son inductores del proceso de mineralizacién e incrementan la densidad mineral 6sea
(DMO) en las ratas ovariectomizadas en comparacién con las ratas sanas

H2: Los péptidos sintéticos pHACD1/CAP y pCEMP1 incrementan la resistencia a la compresién de la
quinta vértebra lumbar de las ratas ovariectomizadas tratadas con los péptidos sintéticos pHACD1/CAP
(AVIFM, 20 pg/kg) y pCEMP1 (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 40 y 80 pg/kg) en comparacién con el
modelo de rata sana

H3: No existen cambios histolégicos en los tejidos blandos (cerebro, corazén, pulmones, bazo, higado,
rifones); si hay cambios en el tejido éseo de la cuarta vértebra lumbar de los animales tratados con los
péptidos pHACD1/CAP y pCEMP1

H4: Los niveles de biomarcadores serolégicos en ratas con ovariectomia tratadas con los péptidos
sintéticos pHACD1/CAP (AVIFM, 20 pg/kg) y pCEMP1 (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 40 y 80 pgrkg),
son similares a los del modelo de rata sana

H5: La utilizacion de los péptidos sintéticos pHACD1/CAP (AVIFM, 20 ug/kg) y pCEMP1
(MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 40 y 80 pg/kg) promueven la proliferacion celular

Hé6: Hay expresién de marcadores relacionados a mineralizacion ésea en osteoblastos humanos
tratados con los péptidos sintéticos pHACD1/CAP  (AVIFM, 20 pug/kg) y pCEMP1
(MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 40y 80 pg/kg)

OBJETIVOS
Objetivo general
v' Determinar si los péptidos sintéticos pHACD1/CAP (AVIFM, 20 pg/kg) y pCEMP1
(MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 40 y 80 pgrkg) actdan en la correccion del estado osteoporético en
ratas Wistar ovariectomizadas durante 12 semanas de tratamiento terapéutico intraperitoneal
ininterrumpido e identificar cuél de las tres dosis es la méas efectiva para dicha correcién
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Objetivos especificos

1. Determinar si la administracion intraperitoneal (IP) de los péptidos sintéticos pHACD1/CAP (AVIFM,
20 pg’/kg) y pCEMP1 (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 40 y 80 pg/kg) incrementan la densisad
minera 6sea (DMO) medida en: espesor, espacio y nimero trabecular, medido en la cabeza del
fémur derecho y en la cuarta vértebra lumbar en ratas ovariectomizadas (OVX)

2. Determinar si la administracion de los péptidos sintéticos pHACD1/CAP (AVIFM, 20 ug/kg) y
pCEMP1 (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 40 y 80 p g/kg) proporcionan una resistencia a la
compresién igual o mayor al hueso sano de la quinta vértebra lumbar (expresada en Newtons)

3. Identificar si al término de la administracién de los tratamientos [péptidos sintéticos pHACD1/CAP
(AVIFM, 20 pg/kg) y pCEMP1 (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 40 y 80 p g/kg)] existen cambios
histolégicos (calcificaciones y/o inflamacién aguda/crénica) en: cerebro, corazén, pulmones,
bazo, higado, rifiones, fémur y cuarta vértebra lumbar

4. Determinar si la administracion de los péptidos sintéticos pHACD1/CAP (AVIFM, 20 ug/kg) y
pCEMP1 (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 40 y 80 pg/kg) normalizan los niveles de biomarcadores
serolégicos de osteocalcina (OCN), fosfatasa alcalina (ALP), osteoprotegerina (OPG) y ligando del
receptor activador del factor nuclear kappa B (RANKLB) en ratas Wistar ovariectomizadas (OVX) en
comparacién con el modelo de rata sana

5. lIdentificar si la utilizacion de los péptidos sintéticos pHACD1/CAP (AVIFM, 20 pg/kg) y pCEMP1
(MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 40 y 80 pg/kg) son citotdxicos

6. Determinar si existe expresién de diferentes marcadores relacionados a mineralizacién dsea
[ALP, BSP, CBFA1 (subunidad alfa-1 del factor de unién al nucleo), OCN y COL 1 (coldgena 1)] en
osteoblastos humanos tratados con los péptidos sintéticos pHACD1/CAP (AVIFM, 20 ugr/kg) y
PCEMP1 (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 40 y 80 pug/kg)

METODOLOGIA

Disefio. Estudio experimental; nimero de muestras a estudiar: 25 animales; conocimiento que tienen
los investigadores de los factores del estudio: abierto; participacién del investigador: experimental;
tiempo en que suceden los eventos: prospectivo; relaciéon que guardan entre si los datos: longitudinal.
Universo de estudio. Ratas cepa Wistar, de 4 meses de edad, 250 = 20 gr de peso, obtenidas del
bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). Los
animales estuvieron en resguardo en el bioterio de la Facultad de Odontologia de la Divisién de
Estudios de Posgrado e Investigacién (DEPel) de la Universidad Nacional Auténoma de México, a una
temperatura ambiente de 22°C, con un fotoperiodo de 12 horas y humedad relativa a 50%, la
alimentacién (Rodent Diet 5001®) y el agua fueron ad libitum (161).
Tamafio de la muestra. La muestra total fue de 25 animales (N=25 ratas). Se conformaron 5 grupos,
cada uno constituido por 5 animales (n=5).
Asignacién de casos. La asignacion de los casos fue aleatoria; todos los animales fueron obtenidos
en un solo evento. Los animales fueron aclimatados durante siete dias de estancia en el bioterio de la
DEPel; después del periodo de adaptacion, las ratas fueron distribuidas al azar en cada brazo del
estudio (cinco grupos). El objetivo fue conseguir que los diferentes grupos fueran comparables y
homogéneos, para evitar sesgos en la asignacion de casos a los grupos y garantizar que las pruebas
estadisticas tuvieran valores de significacion estadistica validos. La asignacion se realizé con una tabla
de nimeros aleatorios disefiada para producir secuencias de nimeros sin un orden aparente [oculto al
investigador] (ver Fig. 10).
Constitucién de grupos. Se constituyeron 5 grupos, cada uno constituido por 5 animales (N=25
ratas):

* Grupo 1 (n=5) experimental. pPCEMP1, 40 ug/kg.

*  Grupo 2 (n=5) experimental. pPCEMP1, 80 ug/kg.
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*  Grupo 3 (n=5) experimental. pHACD1/CAP, 20 ug/kg.
*  Grupo 4 (n=5) control 1. Osteoporosis (OVX).
*  Grupo 5 (n=5) control 2. Sanas (control)

Figura 10. Flujograma de estudio experimental

Plan de trabajo

Se obtuvieron 25 animales del bioterio de la Facultad de Medicina, se aclimataron durante 7 dias en el
bioterio de la Facultad de Odontologia. Se recolecté la sangre y se adquirieron las microtomografias
(INCan) de las 25 ratas. Se realizaron 20 ovariectomias y después de 4 meses de desarrollo de la
osteoporosis, se volvié a recolectar la sangre y las microtomografias [llamado "tiempo inicial”] para
comprobar el estado osteoporético de los animales. Pasados estos 4 meses (post ovariectomia), se
inyectaron intraperitonealmente las 15 ratas durante 12 semanas ininterrumpidas. Terminados los 3
meses, se efectuaron las eutanasias de los 25 animales para realizarles todos los analisis [llamado
"tiempo final"] (ver Fig. 10).

Criterios de seleccién

Criterios de Inclusién: ratas hembra, cepa Wistar, ovariectomizadas, osteopordticas, obtenidas y
mantenidas en bioterio. Criterios de exclusién: ratas con enfermedades sistémicas, osteopenia,
obesas, anémicas. Criterios de eliminacién: ratas que desarrollen enfermedades éseas, fracturas
traumaticas y/o patoldgicas, necrosis avascular, infeccidn tisular y muerte por causas no consecuentes al
estudio, como enfermedades infectocontagiosas (virus, hongos, bacterias), las cuales, en caso de
presentarse, seran evaluadas por un Médico Veterinario Zootecnista con el fin de descartar que la
enfermedad no haya sido consecuencia derivada del estudio.
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Definicién de variables

Variable
independiente

Variable dependiente

qRT-PCR
o
Prueba Histomorfo- (Ensayo por Citotoxi-
. . DMO . . , . ., ) la
Péptido sintético biomecéanica metria inmunoabsorcién cidad .
. . polimerasa
pCEMP1 ligado a enzimas) roversa on
(MGTSSTDSQQA .
tiempo real)
GHRRCSTSN) - - — =
, Resistencia a Regeneracion Expresion
Numero L, , . .
Grosor la compresion bsea Biomarcadores Prolifera- de marcado-
L o . Moédulo Alteraciones serolégicos cién celular | res minerali-
Péptido sintético Espacio L. .
eléstico tisulares zantes
PHACDT/CAP Escala de medicidn
(AVIFM) ; —
Unidades .| Cuantificaci
) Absorbanci i ;
Hounsfield N/mm? pum? pg/ml 2 570 (Asy) on relativa
(UH) (QR)

Analisis estadistico de datos. El andlisis estadistico de datos se realizé mediante una prueba de
homogeneidad de varianza; si ésta demostré homogeneidad, entonces se realizdé Andlisis de Varianza;
si no hubo homogeneidad de varianza se usé estadistica no paramétrica. El nivel de significancia para
rechazar la hipétesis nula (Ho) fue de p<0.05. La proliferaciéon y las pruebas serolégicas, asi como el
PCR respecto a los tratamientos con ambos péptidos sintéticos (pHACD1/CAP y pCEMP) o ambos
factores respecto a sus controles, fueron evaluados con una prueba de ANOVA de medidas repetidas
de una via para determinar la variabilidad y llevar a cabo la prueba de Tukey para determinar la
significancia estadistica a nivel de confianza de p<0.05. Los datos para el anélisis histomorfométrico
fuéron analizados estadisticamente por medio de la prueba exacta de Fisher (2x2) para comparar los
grupos experimentales y control. Se utilizé el programa Sigma Stat (V 9.0 /Jandel Scientific).

Consideraciones éticas. Todos los procedimientos estuvieron de acuerdo con lo estipulado en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud. Titulo séptimo.
De la investigacion que incluya la utilizaciéon de animales de experimentacién. Capitulo Unico. Articulos
121-126. El trabajo fue realizado mediante el aval del Comité de Investigacién y Etica de la Facultad de
Odontologia de la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacién (DEPel) de la Universidad Nacional
Auténoma de México: Aprobado CIE/06/19/03/2014 (ver apéndice C).

Métodos - Descripciéon de procedimientos:

Produccién del péptido

El péptido sintético AVIFM con una pureza del 95% que representa la terminal carboxilo de la proteina
de  adhesion  del  cemento  radicular  humano  (pHACD1/CAP) 'y el  péptido
MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN con una pureza del 95% que representa la terminal amino de la
proteina del cemento 1 (pCEMP1), se sintetizaron por el método convencional FMOC/tBu en sintesis de
fase sélida (producciéon comercial se solicité a Invitrogen, Carlsbad, USA).

Marcaje directo del estudio de su
biodistribucién

péptido pHACD1/CAP y pCEMP para el
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Con el objeto de conocer los érganos blanco de los péptidos y su posible acimulo o su total
eliminacién del organismo, se ha determinado en estudios previos, la biodistribucién de los péptidos
AVIFM y MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN. Para evaluar la biodistribuciéon que presentan los péptidos
PHACD1/CAP y pCEMP es necesario marcarlos con un material radiactivo, para tal objeto, primero se
analizaron las estructuras de los péptidos y se utilizé el radiontclido tecnecio 99 metestable (Tc ™), ya
que al hacer una reduccién quimica y llegar a su estado de oxidacién +V (el cual es el més estable), se
puede unir a las cisteinas que presentan los péptidos; unas de las caracteristicas que presenta el
tecnecio es que es un emisor gamma, con un tiempo de vida media de 6 horas y facilmente detectable
con una energia de 140 keV. El estudio se realizd en el Instituto Nacional de Cancerologia, Laboratorio
de Fisica Médica e Imagen Molecular micro PET, Unidad de Investigacién Biomédica en Céncer,
UNAM, Dra. Janet Serrano Bello y Dr. Luis Alberto Medina.

Marcaje del péptido

Los péptidos se marcaron por medio de la técnica de marcaje directo, utilizando el tecnecio en forma
de pertecnectato (TcOy), con el objeto de afectar lo menos posible los dobles enlaces que presentan
los péptidos. Para tal situacién se ajustan las cantidades del agente reductor (SnCl; necesario para el
marcaje con TcOs’) al minimo nivel, sin afectar el rendimiento del marcado. Para realizar el marcaje se
preparé la solucién de trabajo, conteniendo los péptidos, 50 pl de tartrato (2 mg/ml de buffer de
acetato pH5), 10 pl de SnCl;(2mg/ml HCL 0.1 N), 50 pl de acido gentisico (Tmg/ml) y 50 pl de 99mTec-
NaTcO4 (5 mCi). Ulteriormente, se colocd el vial con dicha soluciéon en un sonicador a 80°C durante 10
minutos.

Pureza radioquimica

La pureza radioquimica de la solucién de trabajo se determiné mediante cromatografias ascendentes
de papel, utilizando como fase estacionaria papel cromatografico Whatmann 3 MM y como fases
moviles: 1) soluciéon salina fisiolégica 0.9% -sistema para determinar la eficiencia de marcaje de los
péptidos- y 2) metiletilcetona, MEC -sistema para cuantificar la cantidad de Tc-99m libre-.

Estabilidad

La estabilidad in vitro, del radioconjugado se evalué agregando 50 ul del radiopreparado a 450 pl de
suero humano incubandolo a 37 °C a diferentes tiempos post marcaje (0, 1 h, 3 h, 6 h'y 24 h), utilizando
cromatografia ascendente de papel.

Biodistribucién

La biodistribucién se evalué de dos maneras, la tradicional y por imagen, esto para correlacionar los
resultados y en un futuro utilizar Unicamente imagenes. Para evaluar la biodistribucién de manera
tradicional, se formaron grupos de tres ratas a las cuales se les inyecté de manera intraperitoneal 40
de los péptidos marcados, las cuales se sacrificaron con sobredosis de anestésico secuencialmente a 1,
3, 6 y 24 horas. Se colectaron muestras de sangre, corazén, pulmon, higado, bazo, rifiones, estomago,
intestino delgado, intestino grueso, musculo, hueso y tiroides. Dichos érganos se pesaron en una
balanza analitica y posteriormente se contaron en un contador de centelleo sélido de Nal (Tl) para
detectar la actividad de cada uno de los érganos. Con lo anterior se obtuvo el porcentaje de la dosis
inyectada por gramos de tejido (%DI/g). Los estudios de biodistribucién por imagen se evaluaron de
igual manera en ratas Wistar a las cuales se les administré 40 pl de los péptidos marcados con 3 mCi de
"Tc a cada animal, por via intraperitoneal. Posteriormente se realizé SPECT/CT en un sistema de
imagen Albira pPET/SPECT/CT a diferentes tiempos (1, 3, 6 y 24 horas) después de la inyecciéon. Los
parametros de adquisicién para el SPECT a utilizar fueron: SPECT 3D, FOV 80, PH 10 s para 1h, 20 s
para 3h, 30 s para 6h y 60 s para 24 h. Los parametros utilizados para el uCT son: CT Best HD-HV.
Posterior a la adquisicion de cada una de las imagenes, se adquirié un estandar, es decir, se colocé una
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actividad conocida en un tubo eppendorf y se realizé un SPECT con los mismos pardmetros de
adquisicién de la imagen de la rata, con la finalidad de poder realizar un anélisis de la actividad que se
presenta en cada uno de los érganos. Por otro lado para saber si el péptido sigue unido al tecnecio, se
recolectaron muestras de sangre, las cuales se pesaron y midieron. Posteriormente se centrifugaron
para extraer el suero, con el cual se realizé un estudio de precipitacién de proteinas y con esto se
descarté que la actividad encontrada en sangre era producto del tecnecio libre: para ello se tomaron 50
upl del suero de cada animal y se diluyeron en 200 pl de albumina de suero bovino (BSA) al 4% y 250 pl
de acido tricloroacético (TCA) al 20%, se incubaron por 30 minutos a 4°C. Posteriormente se
centrifugaron durante 15 minutos a 1500 rpm. Se descarté el sobrenadante y se midié el precipitado en
un contador de pozo de centelleo sélido de Nal (Tl).

Generacién del modelo osteopordético en ratas wistar

Las ratas fueron sedadas y tranquilizadas con Zolazepam (20-40 mg/kg) y Maleato de acepromacina
(0.5-1 mg/kg), ambas por via intramuscular. Se realizé la tricotomia de la zona quirdrgica (dorsal lumbar)
y se realizd la antisepsia de rutina con yodopovidona jabdn. Se aplicé anestésico local en la zona
quirdrgica (mepicavacaina al 3%), y a continuacion se realizé una incisién lineal de 1 cm a lo largo de la
linea media dorsal (caudal a la Gltima costilla), se realiza una segunda incisién para atravesar la
musculatura abdominal. Suavemente se pinza la grasa que rodea a los ovarios; una vez expuestos, se
ligan con seda 3/0 (Atramat®) y se remueven. Se sutura por planos, con puntos simples; el plano
profundo con acido poliglicélico 4/0 y piel con 4cido poliglicédlico 3/0 (Atramat®). Finalmente, se irriga
la zona con una solucién amortiguadora de fosfatos estéril (PBS) para remover detritos y la
yodopovidona. Terminado el acto quirlirgico, se procede a realizar los mismos pasos de lado
contralateral. Las ratas fueron medicados con analgesia y antibioticoterapia postquirirgica. Los
animales fueron asignados a cada una de las diferentes condiciones previamente referidas (161).

Muestras serolégicas

Todas las muestras sanguineas se obtienen del plexo venoso retroorbital. Con el dedo indice, se
empuja el tubo capilar (pipeta) insertdndolo en el canto interno del ojo (el ojo se protruye levemente);
el dedo pulgar debe presionar detrés de la mandibula para impedir el retorno venoso de la cabeza y
que la sangre llene mas el plexo. Una vez recolectada la sangre requerida, el capilar es removido. Se
realiza una ligera presién en el globo ocular con el objetivo de reposicionarlo y evitar un hematoma o
exoftalmos post orbital. La sangre es recolectada y etiquetada en tubos eppendorf. Se centrifuga a
4000 rpm durante 15 minutos para posteriormente colectar el suero.

Preparacién de los péptidos

El péptido de la proteina de adhesién del cemento radicular pHACD1/CAPS5 (AVIFM) se diluyé en 20
microgramos por un mililitro de solucién salina fisiolégica. El péptido derivado de la proteina del
cemento 1 pCEMP1 (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN) se diluyd en 40 y 80 microgramos por un mililitro
(respectivamente) de solucién salina fisioldgica. Los péptidos se prepararon semanalmente, todos se
filtraron y se organizaron en la campana UV, ulteriormente se almacenaron bajo refrigeraciéon a 4 °C.

Administracién intraperitoneal

Para realizar esta administracién, la aguja debe entrar en la piel en un angulo de 20 a 45 °. Con el
objetivo de que la inyeccién no perfore el intestino o la vejiga urinaria, es esencial insertar sélo la punta
de la cénula en la cavidad peritoneal (162). Las sustancias administradas por esta via se absorben
primero en la circulacién portal. La biotransformacién de las sustancias inyectadas puede tener lugar en
el higado antes de alcanzar la circulacion general, de modo que su biodisponibilidad es muy diferente a
la de una inyeccién intravenosa. Las inyecciones intraperitoneales se |levaron a cabo sin anestesia y en
el cuadrante inferior izquierdo del abdomen [en esta zona de la rata no hay érganos vitales, excepto el
intestino delgado] (162).

FSCH




46

Procedimiento terapéutico

Con el sustento cientifico y apoyados en los estudios de ratas ovariectomizadas como modelo
experimental adecuado de osteoporosis humana postmenopausica y de igual forma, con los reportes
de estudios histolégicos en ratas ovariectomizadas que demuestran las disminuciones marcadas del
volumen 6seo, se procede a elegir el modelo osteoporético en ratas Wistar (76). Inicialmente se

pesaron, se adquirieron las microtomografias y se obtuvieron las muestras sanguineas. Posterior a las
pruebas de gabinete y laboratorio, a todas las ratas (20 ratas) se les realizé las ovariectomia bilateral
(OVX) bajo sedacién e infiltracion local. Después de cuatro meses de realizada la ovariectomia bilateral,
se corrobora microtomograficamente la osteoporosis de las hembras para poder iniciar el plan
terapéutico con los péptidos. Los tratamientos fueron administrados rutinariamente de forma
intraperitoneal durante 12 semanas ininterrumpidas (a la misma hora, 13 hrs) Los estudios de
laboratorio (extracciéon de sangre para obtener mediciones de osteocalcina, fosfatasa alcalina y calcio) y
gabinete (microtomografia) fueron repetidos al inicio y al final del tratamiento (semana 0 y 12 post
ovariectomia) para evaluar la densidad mineral ésea (grosor, espacio y nimero trabecular). La eutanasia
se realizé sin dolor y siguiendo lo establecido por el Comité de Investigacién y Etica de la Facultad de
Odontologia. Después de la necropsia se recolectara: fémur derecho e izquierdo, columna vertebral,
pulmones, corazén, bazo, estémago, rifiones, higado y cerebro. El fémur izquierdo y la vértebra lumbar
nimero cinco fueron utilizados para anélisis de fuerza compresiva. Los érganos fueron incluidos para su
analisis histolégico e histomorfométrico. El fémur derecho y la vértebra lumbar ndmero cuatro fueron
analizados en el microtomdgrafo y ulteriormente se analizaron histomorfométricamente. Las muestras
sanguineas fueron centrifugadas para separar el suero/plasma y posteriormente realizarle los estudios
serolégicos correspondientes. Los procedimientos siguieron los fundamentos establecidos por el
Comité de Etica de la Facultad de Odontologia, UNAM (25).

Eutanasia

Las eutanasias se llevaron a cabo (al término del periodo de 12 semanas), de acuerdo a lo establecido
en el Comité de Investigacién y Etica de la Facultad de Odontologia de la UNAM; se utilizé6 monéxido
de carbono para evitar dolor y sufrimiento a los animales de experimentacién (161).

Microtomografia computarizada (uTC)

Para evaluar la densidad mineral ésea (DMO) se adquirieron las microtomografias en el yPET, pSPECT,
pCT (Albira®, Oncovision, Espafia) en el Instituto Nacional de Cancerologia, Laboratorio de Fisica
Médica e Imagen Molecular micro PET, Unidad de Investigacién Biomédica en Céncer, UNAM, Dra.
Janet Serrano Bello y Dr. Luis Alberto Medina. Se tomaron las microtomografias de 3 animales por
grupo (al inicio y final del tratamiento). Se evalué la densidad 6sea de la cuarta vértebra lumbar y el
fémur, la medida del escaneo es de 4 x 4 cm a una velocidad de 5 mm/seg y una resolucién de 0.2 x
0.2 mm. El anélisis volumétrico 3D del fémur y de la vértebra se llevd a cabo incluyendo el extremo
proximal que se extendié aproximadamente 7 mm en sentido distal y paralelo a la placa de crecimiento
(163). La medicién se inicia en este punto y seguido distalmente a 350 cortes de anélisis (20 ym de
espesor). El drea osteoide y mineralizada neoformada como efecto de los tratamientos, se normalizaron
a los valores de un hueso sano (164). Los resultados se analizaron utilizando el programa AxioVisionLE
4.3.6 Software (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). La reconstruccién de las imagenes 3D se realizé a
maxima intensidad de proyecciones con el propio software del equipo Albira, utilizando el método de
retroproyeccion filtrada [FBP] (24, 27, 165).

El anélisis se basé en la evaluacién de la DMO de la cuarta vértebra lumbar y del fémur, a partir de la
determinacién del coeficiente de atenuacion de rayos X, para describir los diferentes niveles de radio-
densidad, y estd expresado en unidades Hounsfield (HU). Los valores del contenido de hidroxiapatita
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(HA) estan dados en un Phantom estandar con diferentes niveles de concentraciéon de HA que se
compararon con los valores obtenidos de las muestras. Se identificé una regién de interés (ROI) de 1
mm?3 entre la diafisis y metéfisis de las areas corticales del fémur y en la regién central del hueso cortical
del cuerpo de la vértebra. Los resultados de la DMO se muestran en valores porcentuales tomando
como referencia el grupo control sano (100%). Los porcentajes de cada grupo se obtuvieron por medio
de una regla de tres (24). Para evaluar la neoformacion ésea se midié la intensidad ésea de las im

Histologia e histomorfometria

Los especimenes (muestras Oseas: cuarta vértebra lumbar y fémur; tejidos blandos: higado, rifién,
corazén, pulmén, cerebro y bazo) se fijaron en formaldehido al 10% por 48hrs. Para las muestras dseas,
después del formaldehido, se colocaron en una solucién de EDTA al 10% durante 4 semanas para su
descalcificacién (se cambio el EDTA cada semana). Posteriormente, las muestras se clarificaron con
xileno y se embebieron en parafina para la realizacién de cortes secuenciales (espesor 5 pm), los cuales
fueron tefidos con Tricrémica de Masson (TM) para la histomorfometria y para el analisis histolégico. Se
tomaron fotomicrografias del cuello y el céndilo del fémur y de la cuarta vértebra lumbar con el fin de
analizar la composicién del hueso trabecular, patrones de remineralizacién ésea y/o aumento del grosor
trabecular, presencia de osteocitos, osteonas, osteoblastos, vascularizacién y matriz osteoide (24). Para
el procesamiento de los tejidos blandos, posteriormente a la fijacién en formaldehido, los tejidos fueron
deshidratados durante 12 horas con diferentes porcentajes de etanol. Las muestras se clarificaron con
xileno y se embebieron en parafina para la realizacién de cortes secuenciales (espesor 5 pm), los cuales
fueron tefiidos con con Hemotoxilina y Eosina (HE) para la histomorfometria y para el analisis
histolégico. Se tomaron fotomicrografias para observar las estructuras de los tejidos, probables
reacciones inflamatorias agudas o crénicas y/o reaccién a cuerpos extrafios. El andlisis histolégico se
realiz6 mediante microscopia éptica, utilizando el microscopio AxioSkop 2 (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany). Los andlisis histomorfométricos se realizaron en vistas panoramicas del tejido utilizando el
software Zen Lite (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). Se tomaron microfotografias de los cortes
histolégicos con el fin de analizar la histomorfometria de los érganos y de las estructuras éseas (24).

Actividad de fosfatasa alcalina

Todas las muestras fueron ensayadas bajo condiciones que aseguraron la linearidad respecto al tiempo
y a la concentraciéon de proteina. Los grupos experimental y control se mantuvieron como se
describieron anteriormente. La concentracién de proteina se determiné de acuerdo al método de
Bradford (166), utilizando albimina sérica bovina como estandar. La actividad especifica de ALP en los
grupos experimental y control se determiné de acuerdo al método Lowry, utilizando P-nitrofenil fosfato
(PNP) como sustrato para la enzima y MgCl, mM en amortiguador de Tris Hel 0.1 M, pH 9.8 e incubadas
a 37 °C durante 30 minutos (12). La reaccién se detuvo por adicién de 50 ml de NaOH 0.05 N y la
absorbancia se determiné a 405 nm. Los ensayos se hicieron por triplicado y se repitieron tres veces
(24).

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay; ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas)

Todas las muestras fueron ensayadas bajo condiciones que aseguraron la linearidad respecto al tiempo
y a la concentraciéon de proteina. Los grupos experimental y control se mantuvieron como se
describieron anteriormente. La concentracién de proteina se determiné de acuerdo al método de
Bradford (166), utilizando albimina sérica bovina como estandar.

Por medio del ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzimas, se realizaron las pruebas para la
identificacién de los biomarcadores de osteocalcina (OCN), ligando del receptor activador de RANK
(RANKL) y osteoprotegerina (OPG), utilizando el kit Rata Osteocalcin ELISA, ALPCO® por método
directo (24, 167). Se colocaron 3 pl de muestra por cada pozo y se agregé el buffer con PBS al 1x
dejadndose incubar toda la noche. Al dia siguiente se realizaron los lavados correspondientes y se
colocé albimina bovina (BSA) para bloquear los sitios inespecificos. Posteriormente se hicieron lavados
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y la colocacién del primer anticuerpo (correspondiente a cada uno de los biomarcadores), incubandolo
durante una hora; ulteriormente se realizaron lavados y se colocé el segundo anticuerpo; después de
una hora de incubacién, se lavd y se colocd el sutrato de reaccion (ABTS) durante 30 minutos. Se
tomaron lecturas a 405 nm cada 15 minutos y se detuvo la reaccién a los 60 minutos. Los ensayos se
hicieron por triplicado y se repitieron tres veces (24).

Pruebas biomecénicas

Las puebas biomecanicas se realizaron en el Laboratorio de Materiales Dentales de la DEPel, con apoyo
del Dr. Carlos Alvarez Gayoso). La resistencia a la compresién y el médulo elastico de la quinta vértebra
lumbar (L5) se determinaron utilizando la maquina de pruebas univeral Instrén (modelo 5543) equipada
con una celda de carga de 1,000 Newtons (N). Se realizé de la siguiente manera: se desarticuld y se
diseco la quinta vértebra lumbar con un disco de diamante fino, se realizd un corte perpendicular al eje
céfalo-caudal para retirar las apofisis espinosas de las vértebras; se midieron el didmetro y la longitud
de cada una de las vértebras. Se colocé la muestra en posicién vertical en la zona de fijacién del Instron
(base de la maquina) con un pistéon moviéndose paralelamente al eje céfalo-caudal para la compresion
de la muestra a una velocidad de 1 mm/min hasta lograr la fractura de la muestra; los datos obtenidos
se transmitieron al software Merlin de la maquina Instrén, reflejando la curva de deformacién de la
muestra. La carga maxima fue calculada de acuerdo a la curva y es expresada como Newtons (N). Con
los valores de la fuerza (F) se calculé la resistencia a la compresiéon y el médulo elastico. Los resultados
se promediaron y se reportaron como resistencia a la compresién y médulo elastico en N/mm? (24).

Proliferacién celular

La proliferacién celular se determiné por medio del ensayo con MTT [enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa de células metabdlicamente activas] (168). Este ensayo se basa en la reduccién
metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan),
permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. Las osteoblastos humanos
se sembraron en cajas de cultivo de 96 pozos, a una densidad de 2.5x10° células por pozo; entre el
segundo y tercer pasaje se incubaron 24 hrs para permitir su adhesién. El dia siguiente se le asigné
como dia 0, se cambié el medio y se colocaron 10 pl de MTT (0.5 mg/ml) y se dejaron incubar 3 horas.
Posteriormente se retird todo el medio (MTT), se cambiaron los materiales a una caja de pozos nueva y
se colocaron 1000 pl de DMSO, los platos se agitaron y se incubaron durante 15 minutos, se retiraron
150 pl de cada pozo y se leyé la absorbancia a 570 nm en el FM5. Los experimentos se realizaron por
triplicado y se repitieron dos veces. El mismo nimero de células se evaluaron a 24, 48 y 96 horas bajo
las mismas condiciones (169, 170).

Expresién génica

Extraccién de ARN

El ARN total purificado de las células de los osteoblastos cultivados mediante la técnica de tiocinato de
guanidina fenol cloroformo (Trizol® Reagent, Invitrogen USA) de acuerdo a las especificaciones del
fabricante (171). El ARN purificado fue cuantificado espectrofotémetricamente mediante Nanodrop
2000-200c¢ (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA™) con 2 ul de muestra y una absorbancia de 260
nm. El rango de absorbancia se establecio entre 260 y 280nm para medir la pureza del RNA; se
considero adecuado si se encontraba entre 1.8 y 2 de densidad optica.

Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcriptasa reversa (QRT-PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcriptasa reversa (RT-qPCR, Reverse
transcription polymerase quantitative chain reaction) es una variante de PCR; técnica de laboratorio
usada en biologia molecular para generar una gran cantidad de copias de ADN, proceso llamado
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"amplificacion”. En el RT-gPCR, sin embargo, un templado de ARN es retrotranscripto en ADN
complementario (ADNc) mediante una enzima llamada transcriptasa reversa: un templado de ADN, un
par de cebadores especificos, dNTPs, un tampén de reaccién adecuado, una ADN polimerasa; a dicha
mezcla se le adiciona una sustancia marcada con un fluoréforo, en un termociclador que albergue
sensores opticos. Para medir fluorescencia tras excitar el fluoréforo a la longitud de onda apropiada,
permita medir la tasa de generaciéon de uno o mas productos especificos (170). Se realizé6 RT-gqPCR con
ARN total para determinar la expresién de los genes. La cadena de ADNc fue sintetizada del ARN total.
Se determinaron transcritos de la linea osteoblastica mediante reacciones de qRT- PCR, para lo cual se
utilizaron 10 ng de RNA. RT-gPCR se usaron los primers especificos como se muestra en la tabla 7 y el
kit SuperScript ®lll Platinum® SYBR® Green-Step gRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se realizd el
analisis por triplicado, tanto por los diferentes marcadores relaciondos a mineralizacién ésea como por
tiempo de cultivo (0, 3 y 10 dias). La programacion fue la siguiente: dos periodos de desnaturalizacion a
60°C durante 30 segundos y realineamiento a 60°C por 30 segundos; la extension fue a 72°C por un
minuto (172). Para determinar la expresion relativa se utilizé el método de cuantificacion relativa AA CT
(2-[delta] [delta] Ct) (173) y se utilizd a GAPDH como control endégeno (170, 174).

Tabla 4. Secuencia de oligonucledtidos utilizados para el analisis de la expresion

génica con RT-qPCR

G.en Secuencia F (5°-3") Secuencia R (5-3)

(primer)

GAPDH CAACGGATTTGGTCGTATTGG GCAACAATATCCACTTTACCAGAGTTA
ALP AGCACTCCCACTTCATCTGGAA GAGACCCAATAGGTAGTCCACATTG
BSP AACGAAGAAAGCGAAGCAGAA TCTGCCTCTGTGCTGTTGGT

OCN GGGCTCCCAGCCATTGAT CAAAGCCTTTGTGTCCAAGCA

CBFA1 ACCCAGAAGGCACAGACAGAAG AGGAATCGCCCCTAAATCACT

coL CGAAGACATCCCACCAATCAC CGTTGTCGCAGACGCAGAT
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RESULTADOS

v" Microtomografia computarizada (uCT)

Para determinar la DMO en el fémur y en la cuarta vértebra lumbar, se obtuvieron las imédgenes del uCT
al incio (dia cero) y al final del tratamiento (90 dias). En la cuarta vértebra lumbar, se seleccioné una ROI
de 1 mm? en la regién central superior del hueso cortical (ver Fig. 11). La ROl seleccionada para el
fémur fue de 1 mm?3 en la region cortical en la interseccion entre la metéfisis y la diafisis del fémur.

Transversal Sagital

Figura 11. Microtomografia de cuarta vértebra lumbar, se observa misma region de interés vista desde
diferentes secciones (coronal, transversal y sagital). Se selecciona el ROl de la regién central.

La Tabla 5 resume las cantidades obtenidas de la DMO, de la cantidad de HAmg/cc de la ROI del la
cuarta vértebra lumbar y del fémur; los porcentajes obtenidos son con base en los valores del grupo
sano [100%] (ver Fig. 12). El andlisis estadistico de pruebas pareadas mostré igualdad con respecto al
control sano. Pruebas pareadas * igualdad, p >0.05

Tabla 5. Comparacién de la DMO a los 0 y 90 dias entre el grupo control y los grupos

experimentales

Grupo Vértebra Fémur
Sano 100 % 100 %
OvX 55 % 67 %
pCEMP1, 40 g 91 % 99 %
pCEMP1, 80 g 92 % 81 %
pCAP, 20 ug 98 % 94 %
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Vértebra Fémur

Figura 12. Comparaciéon de la DMO a los 0 y 90 dias entre el grupo control y los grupos

experimentales, Pruebas pareadas * igualdad, p > 0.05

En la Figura 13 se presentan las imagenes obtenidas a través de microtomografia computarizada (uCT)
y reconstruccién tridimensional del cuerpo vertebral de la cuarta vértebra lumbar de ratas Wistar que no
fueron sometidas a ovariectomia y por lo tanto es representativo del grupo control sano, del grupo al
que se le realizé la ovariectomia y que no recibié tratamiento con los péptidos y del grupo al que se le
realizé la ovariectomia y 4 meses después se inicié el tratamiento con los péptidos sintéticos: A, se
observa la imagen supero-inferior de la cuarta vértebra lumbar del grupo control sano, particularmente

el cuerpo de esta, con todos sus componentes anatémicos incluidas las apéfisis transversas y espinosa,
el agujero vertebral, donde se observa la cortical 6sea como una linea compacta, asi como el hueso
esponjoso ocupando todo el espacio de esta entidad anatémica, sin presentar espacios. B, imagen
obtenida a través de microtomografia computarizada de la cuarta vértebra lumbar de rata Wistar
sometida a ovariectomia, que desarrollé osteoporosis y que no recibié tratamiento. Se observan las
caracteristicas anatémicas vertebrales en una posiciéon supero-inferior y descrita en la figura A. La
reconstruccion tridimensional indica que el cuerpo vertebral presenta espacios medulares de mayor
tamafio y disminucién de las trabéculas dseas asi como de su grosor. En la imagen insertada se observa
a detalle el hueso esponjoso, cuyos espacios aparecen mas grandes y hay zonas donde es evidente la
ausencia de hueso esponjoso. C, imagen obtenida a través de microtomografia computarizada de la
cuarta vértebra lumbar de rata Wistar sometida a ovariectomia, que desarrollé osteoporosis y que
recibié como tratamiento la formulacién farmacéutica del pCAP disuelto en solucién fisiolégica salina, e
inyectada intraperitonealmente, diario y durante 90 dias a partir de 4 meses después de realizada la
ovariectomia. En la reconstruccién tridimensional, se observa la imagen supero-inferior de la cuarta
vértebra lumbar con todos sus componentes anatémicos. La imagen tridimensional nos muestra la
cortical electrodensa del cuerpo de la vértebra asi como el hueso esponjoso con pequefios espacios y
donde el hueso esponjoso estd presente en casi la totalidad del cuerpo vertebral. D, se observa la
imagen supero-inferior de la cuarta vértebra lumbar del grupo control sano. E, imagen obtenida a
través de microtomografia computarizada de la cuarta vértebra lumbar de rata Wistar sometida a
ovariectomia, que desarrollé osteoporosis y que no recibié tratamiento. La reconstruccion
tridimensional indica que el cuerpo vertebral presenta espacios medulares de mayor tamafo y
disminucién de las trabéculas éseas asi como de su grosor; el hueso esponjoso presenta espacios mas
grandes y zonas donde es evidente la ausencia de hueso esponjoso. F, imagen obtenida a través de
microtomografia computarizada de la cuarta vértebra lumbar de rata Wistar sometida a ovariectomia,
que desarrollé osteoporosis y que recibié como tratamiento la formulacién farmacéutica del pCEMP1
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disuelto en solucién fisioldgica salina, e inyectada intraperitonealmente, diario y durante 90 dias a partir
de 4 meses después de realizada la ovariectomia. En la reconstruccién tridimensional, se observa la
imagen supero-inferior de la cuarta vértebra lumbar con todos sus componentes anatémicos. La imagen
tridimensional nos muestra la cortical electrodensa del cuerpo de la vértebra asi como el hueso
esponjoso con pequefios espacios y donde el hueso esponjoso estd presente en casi la totalidad del
cuerpo vertebral.

Figura 13. Se presentan las imagenes obtenidas a través de microtomografia computarizada (uCT) y
reconstruccién tridimensional del cuerpo vertebral de la 4% vértebra lumbar de ratas Wistar.

Los resultados del analisis de la vértebra indican que en el dia O (al inicio del tratamiento), los grupos de
tratamiento fueron iguales al grupo ovariectomizado; en el dia 90 (al final del tratamiento), los grupos
de tratamiento [pCEMP1 40 pg (91%), pCEMP1 80 pg (92%) y pCAP 20 pg (98%)] fueron iguales al
sano, con lo cual se demuestra un incremento de la DMO en los animales tratados con los péptidos, al
final del tratamiento. Los resultados del analisis del fémur indican que en el dia O (al inicio del
tratamiento), los grupos de tratamiento fueron iguales al grupo ovariectomizado; en el dia 90 (al final
del tratamiento), los grupos de tratamiento [pPCEMP1 40 ug (99%) y pCAP 20 pg (94%)] fueron iguales
al sano, con lo cual se demuestra un incremento de la DMO en los animales tratados con los péptidos,
al final del tratamiento. Cabe destacar que el pCEMP1 80 pg (81%) no fue estadisticamente
significativo, sin embargo, también se demuestra una mejoria de la DMO con respecto a los animales
ovariectomizados (67%). Todas las diferencias son estadisticamente significativas.

Para determinar si la administracion intraperitoneal (IP) de los péptidos sintéticos pHACD1/CAP (AVIFM,
20 pg/kg) y pPCEMP1 (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 40 y 80 pg/kg) incrementan la regeneracion dsea,
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También se midi6 el grosor (Tb.Th), separacién (Tb.Sp) y nimero (Tb.N) trabecular de la cuarta vértebra
lumbar y de la cabeza femoral. Se obtuvieron las imagenes del UTC al incio (dia cero) y al final del
tratamiento (90 dias). En la cuarta vértebra lumbar, se seleccioné una ROl de 1 mm? en la region central
superior del hueso cortical (ver Fig. 37). La ROI seleccionada para el fémur fue de 1 mm?* en la region
cortical en la interseccién entre la metéfisis y la diafisis del fémur (ver Fig. 14).

A B C D

Figura 14. Fotografia de la reconstruccién tridimensional del VOI para medir el grosor, separacién y
nimero trabecular. A animal sano, B animal ovariectomizado (con osteoporosis), C animal tratado
con pCEMP1 80 pg y D animal tratado con pCAP 20 pg.

Para valorar la conficién final, los resultados del anélisis de la vértebra y fémur, indican que en el dia 0
(al inicio del tratamiento), los grupos de tratamiento fueron iguales al grupo ovariectomizado; en el dia
90 (al final del tratamiento), los grupos de tratamiento debieran ser iguales al sano (ver Fig. 15). En las
gréficas se observan que todos los grupos al inicio se encontraban osteopordticos, exceptuando el
grupo sano. Todas las diferencias son estadisticamente significativas.

Los resultados del anélisis de la vértebra y fémur, indican neoformacién désea. En las gréficas se
observan que todos los grupos, excepto las ratas osteoporéticas (OVX), al finalizar los tratamientos
(pCEMP1 40 pg, pCEMP1 80 pg y pCAP 20 pug), presentan formacién de nuevas trabéculas, las cuales
tienen caracteristicas de trabéculas sanas: son gruesas y la distancia que hay entre trabécula y
trabécula, es menor; también se comprueba que en el dia 90 (al final del tratamiento), los grupos de
tratamiento son iguales al sano. Todas las diferencias son estadisticamente significativas (ver Fig. 16).
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Vértebra

Cabeza femoral

Figura 15. En las gréficas (cuarta vértebra lumbar y cabeza
femoral) se observan que todos los grupos al inicio del tratamiento
(O dias) se encontraban osteopordticos, exceptuando el grupo
sano; * igualdad p > 0.05
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Vértebra

Cabeza femoral

Figura 16. En las gréficas (cuarta vértebra lumbar y cabeza
femoral) se observan que todos los grupos experimentales, al
finalizar los tratamientos (90 dias), los resultados del anélisis de la
vértebra y fémur, indican neoformacién ésea. El grupo OVX se
encuentra diferente a todos los grupos; * igualdad p > 0.05
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v" Pruebas biomecénicas

La prueba de la resistencia a la compresién y médulo eléstico son los principales puntos que se utilizan
para la evaluacion biomecanica. La resistencia se define como la carga maxima antes del punto de
fractura y el médulo elastico es la capacidad de un material, mecanismo o sistema para recuperar su
estado inicial cuando ha cesado la carga a la que habia estado sometido. Para determinar si los
tratamientos (pCEMP1 40 pg, pCEMP1 80 pg y pCAP 20 pg) proporcionaban soporte a cargas
mecénicas y si el hueso neoformado tenia las caracteristicas clinicas de un hueso humano (de
resiliencia), se realizaron las pruebas biomecanicas. En las gréficas (ver Fig. 17) se muestra la resistencia
a la compresién del cuerpo vertebral de la quinta vértebra lumbar obtenidas de ratas Wistar al término
del periodo experimental que fue de 90 dias después de un periodo de 4 meses de realizada la
ovariectomia. Se realizaron pruebas de resistencia mediante la Mdquina de Pruebas Universal Instron en
el cuerpo de la quinta vértebra lumbar con una velocidad comprimida de Tmm/min hasta lograr la
fractura de la muestra. La fuerza ejercida se expresa en N/mm?. Se analizaron los cuerpos vertebrales de
la quinta vértebra lumbar de 5 ratas Wistar sanas, 5 ratas Wistar ovarioectomizadas y 15 ratas Wistar
ovarioectomizadas osteopordticas tratadas con los péptidos (pCEMP1 40 pg, pCEMP1 80 pg y pCAP 20
Hg) disueltos en solucién fisioldgica salina, e inyectados intraperitonealmente, diario y durante 90 dias a
partir de 4 meses después de realizada la ovariectomia. Como se observa en la grafica (ver Fig. 43), los
niveles la resistencia de los cuerpos vertebrales de la quinta vértebra lumbar de las ratas osteoporéticas
(OVX) presentan una disminucién de resistencia a la compresién de un 58%. Las ratas osteopordticas y
tratadas con el péptido pCAP 20 g, presentan valores similares con las ratas control sanas de
resistencia a la compresion, exhibiendo una diferencia del 2% respecto al control. Los niveles la
resistencia de los cuerpos vertebrales de la quinta vértebra lumbar de las ratas osteopordticas y
tratadas con el péptido pCEMP1 40 pg, pCEMP1 80 ug presentan valores similares con las ratas control
sanas de resistencia a la compresién, exhibiendo una diferencia del 19% respecto al control (o CEMP1
80 pg). Los datos de los médulos elésticos de las quintas vértebras lumbares de las ratas osteoporéticas
(OVX) presentan una disminucién del médulo elastico de un 73%. Las ratas osteopordticas y tratadas
con los péptidos pCEMP1 40 ug, pCEMP1 80 pg y pCAP 20 pg, presentan valores similares con las
ratas control sanas de modulo eléstico. Todas las diferencias son estadisticamente significativas. Estos
resultados indican que el tratamiento de la osteoporosis con cualquiera de los tres péptidos,

Figura 17. Pruebas biomecanicas: comparacién de la resistencia a la compresion y del médulo
elastico en la 5” vértebra lumbar entre los grupos a los 90 dias; * igualdad p >0.05



promueven la resistencia a la compresién y resistencia a la fractura similar al hueso control sano,
indicando que cualquiera de estos péptidos promueven el incremento de la densidad mineral ésea.

v Histologia e histomorfometria

Para identificar si al término de la administracion de los tratamientos [péptidos sintéticos pHACD1/CAP
(AVIFM, 20 pg/kg) y pCEMP1 (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, 40 y 80 pg/kg)l, éstos desencadenaban
alguna respuesta inflamatoria (aguda/crénica), a cuerpo extrafio y/o calcificaciones, se recolectaron los
érganos (cerebro, corazén, pulmones, bazo, rifidn e higado) de todos los grupos de estudio para su
observacién a través del microscopio invertido (5X, 10X, 20X y 40X). En la figura 44 se presentan
microfotografias del corte histolégico de un grosor de 5 pm y que muestra las caracteristicas
histolégicas de diversos tejidos de ratas Wistar que no presentan osteoporosis y ratas Wistar sometidas
a ovariectomia, que desarrollaron osteoporosis y se trataron con los péptidos pCEMP1 40 pg. En el
higado se identificé las triadas hepaticas (vena, arteria y conducto biliar) para delimitar los I6bulos
hepéticos y las células de Kuffer; no se observé ninguna alteraciéon. Los tejidos del rifion (tdbulos
renales y glomérulos), no presentaron alteracién. Se examiné la porcién del ventriculo del corazén hacia
la zona externa del pericardio, en el cual se observé el musculo cardiaco sin alteraciones. En el pulmén
se examinaron los alvedlos y bronquios, observandose una arquitectura normal (se detecté infiltrado
crénico leve, caracteristica del estado normal de esta region). En el cerebro se examiné el plexo
coroideo, se analizé cerebelo y sus componentes como la capa molecular, la capa de la célula de
Purkinge, la capa granular y la sustancia blanca, todo sin alteraciones. El bazo y sus estructuras, como la
pulpa blanca (nédulos esplénicos con linfocitos T y B) y la pulpa roja (sinusoides esplénicos llenos de
sangre y con ldminas de tejidos linfoide), no presentaron anomalias o alteraciones. No se observan
diferencias microscépicas en los tejidos, ni alteraciones en la microarquitectura de estos, por lo que los
tejidos tratados experimentalmente con los péptidos objeto de este estudio, no producen dafio celular,
ni tisular, ni alteraciones morfoldgicas, observandose caracteristicas normales y similares a las de un
sujeto sano. Esto implica que los péptidos sintéticos son inocuos como farmacos para el tratamiento de
la osteoporosis, no produciendo reacciones adversas o secundarias a nivel celular o tisular (ver Fig. 18).
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40X 20X
L L
Sana pCEMP1 80 pg pCAP 20 ug
H H
R R
Co Co
P P
Ce Ce
Ba Ba

Figura 18. Analisis histolégico. Fotomicrografias de cortes histoldgicos tefiidos con H&E , tomados a 20X
y 40X, de los animales sanos y los ovariectomizados tratados con los péptidos. H, higado. R, rifidén. Co,
corazén. P, pulmén. Ce, cerebro. Ba, bazo.
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Los fémures de los grupos controles sanos fueron examinados y se observé el tamafio trabecular, linea
epifisiaria y cuerpo femoral normal. En la figura 45 se observan los cortes histolégicos de 5 pm de
grosor y tefiidas con la tinciéon Tricrémica de Masson en los cuales la microarquitectura de la epifisis del
fémur de rata Wistar se analiza a detalle.

La letra (A) corresponde al grupo sin ningln tratamiento y es grupo control sano. En el corte histolégico
tefiido con la tincién Tricrémica de Masson, se observa la microarquitectura normal de la epifisis del
fémur con hueso esponjoso y los espacios medulares llenos de médula ésea y hueso ocupando los
espacios intermedulares y se observa también la placa epifisiaria y el cartilago articular. La letra (B)
muestra la microarquitectura de la epiffisis del fémur de rata Wistar y que corresponde al grupo que fue
sometido a ovariectomia, que desarrollé osteoporosis y que recibié como tratamiento la inyeccién del
vehiculo (solucién fisiolégica salina) después de cuatro meses de realizada la ovariectomia. El
tratamiento con el vehiculo tuvo una duracién de 90 dias. El anélisis de los tejidos al término del
periodo experimental con solucién fisiolégica salina revela en la microfotografia las caracteristicas
histolégicas de la epifisis del fémur de rata Wistar. Se observa la microarquitectura donde los espacios
medulares en la epifisis contienen escasa médula ésea por lo que estos estan vacios por lo que el
hueso se observa poroso y da la apariencia de esponja (pérdida de continuidad trabecular, trabéculas
delgadas y escasa cantidad de las mismas). Estos espacios se observan de dimensiones variables.
Abundante esteatosis. Las letras (C, D y E) muestran la microarquitectura de la epifisis del fémur de rata
Wistar que corresponde a los grupos que fueron sometidos a ovariectomia y que desarrollaron
osteoporosis y que recibieron como tratamiento la formulacién farmacéutica consistente con pCEMP1
40 pg, pCEMP1 80 pg y pCAP 20 ug. En estos cortes histoldgicos tefiidos con la tinciéon Tricrémica de
Masson, se observa la microarquitectura normal de la epifisis del fémur con hueso esponjoso y donde
los espacios medulares se observan llenos de médula ésea y hueso ocupando los espacios
intermedulares y se observa también la placa epifisiaria y el cartilago articular. Se observan nuevas
trabéculas 6seas de grosor semejante al de las ratas sanas. No se observa pérdida de continuidad.

Estas microfotografias con las caracteristicas histolégicas antes mencionadas, demuestran que las ratas
Wistar sometidas a ovariectomia, que desarrollaron osteoporosis y fueron tratadas con los péptidos,
muestran caracteristicas de hueso normal sano (ver Fig. 19).
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Figura 19. Fotomicrografias tomadas 10X, Tincién TM. Histologia de cabeza femoral. A, rata sana. B, rata
osteopordtica (OVX), obsérvese la reducciéon en el grosor y disminucién del nimero trabecular y aumento en
la separacion trabecular, abundate esteatosis. C , rata tratada con pCEMP1 40 pg. D, rata tratada con
pCEMP1 80 pg. E, rata tratada con pCAP 20 pg. En los animales tratados con los péptidos, casi no se
observa la presencia de médula 6sea amarilla. Se observa coloracién rojiza alternada con predominio azul
como caracteristica propia del cartilago de crecimiento. Abundante médula ésea roja.
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Se realizaron las histomorfometrias respectivas de las cabezas femorales, las fotomicrografias de los
cortes histolégicos tefiidos con Tricrémica de Masson, fueron tomados a 20x; la tabla 9 presenta los
datos y los porcentajes obtenidos. Los porcentajes obtenidos son con base en los valores del grupo
sano [100%]. Todas las diferencias son estadisticamente significativas. Los animales osteopordticos
disminuyeron més del 60% su &rea dsea con respecto a los animales sanos. Los animales tratados con los
péptidos durante 90 dias obtuvieron mayor area 6sea [los animales tratados con el péptido pCEMP1 40
pg tuvieron 50% més de ganancia 6sea que los controles sanos; el pPCEMP1 80 pg y pCAP 20 pg
tuvieron casi la misma cantidad de hueso que las ratas sanas (80%)], es decir, presentaron neoformacién
Osea (ver Fig. 20y 21).

” ‘ Tabla 6. Histomorfometria de cabeza femoral

Grupo pm? %
Sano 371,184.60 100
OvX 123,181.39 33.18+1
pCEMP1, 40 pg 557,045.36 1501
pCEMP1, 80 pg 299,476.53 80.68+1
pCAP, 20 ug 295,245.09 79.54=1

Figura 20. Histomorfometria femoral:
comparacion de la regeneracion 6sea por um?
# igualdad, p > 0.05

Histomorfometria, cortes histoldgicos tefiidos con Tricromica de Masson, al 20x (ver Anexo C)

Control OVX

pCEMP1 40 ug pCEMP1 80 ug pCAP 20 ug
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Figura 21. Fotografias de microscopia electrénica de barrido del fémur A, By C a 1,000X; D, Ey F a
5,000X. A, rata sana (control), obsérvese la integridad de la trabécula. B, rata osteoporética. C, rata
osteopordtica tratada con el pCAP, la trabécula estad regenerandose. D, rata sana, multiples trabéculas con
estructura integra. E, rata osteopordtica, el hueso se ve con mdltiples perforaciones. F, rata tratada con el
péptido pCAP, en el centro de la imagen se observan micoesferas compatible con hidroxiapatita.

Se observaron las microfotografias de cortes histolégicos de 5 pm de grosor del cuerpo de las cuartas
vértebras lumbares en los planos transversal y sagital, tefiidas con la tincién Tricrémica de Masson (ver
Fig. 22). La letra (A) corresponde a el cuerpo de la cuarta vértebra lumbar en los planos transversal (a) y
sagital (a’) de rata Wistar sana, en donde se puede observar que el nimero, tamafio y espacio
trabecular son normales sin périda de la continuidad de la estructura ésea y los espacios estan
ocupados con médula ésea. La coloracién rojiza corresponde al depésito del tejido biomineral sobre la
matriz extracelular normal de hueso. La letra (B) de las figura 48, corresponde a el cuerpo de la cuarta
vértebra lumbar en los planos transversal (b) y sagital (b) de rata Wistar osteopordtica tratada con
solucién salina fisiolégica; se observan la cortical dsea y el trabeculado éseo de un grosor méas delgado
que las ratas Wistar sanas, se observa pérdida de la continuidad trabecular con apariencia lagunar, los
espacios medulares entre el trabeculado 6seo ocupado por tejido graso (esteatosis), siendo estos
espacios de mayor area si se comparan con el control sano. Se observa una coloracién azul que
corresponde a la pérdida de tejido mineral, ya que la tincién es especifica para coldagena, mostrando la
pérdida de tejido mineral. Las letras (C, D y E) muestran la microarquitectura de la cuerpo de la cuarta
vértebra lumbar de rata Wistar que corresponde a los grupos que fueron sometidos a ovariectomia y
que desarrollaron osteoporosis y que recibieron como tratamiento respectivamente con la formulacién
farmacéutica consistente con pCEMP1 40 ug, pCEMP1 80 pug y pCAP 20 pg. En estos cortes
histolégicos tefiidos con la tincién Tricrémica de Masson, se observa la microarquitectura normal de la
cuarta vértebra lumbar; los tres grupos osteoporéticos tratados con los péptidos presentan coloracion
rojiza similar al que se observé en el control sano, recuperacién de nimero y grosor trabecular, se
observa un trabeculado éseo denso bien organizado con los espacios ocupados por médula ésea.; la
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cortical 6sea es similar al presentado por las ratas Wistar sanas. Estas microfotografias con las
caracteristicas histolégicas antes mencionadas, demuestran que las ratas Wistar sometidas a
ovariectomia, que desarrollaron osteoporosis y fueron tratadas con los péptidos, muestran
caracteristicas de hueso normal sano.

Se realizaron las histomorfometrias respectivas de las las cuartas vértebras lumbares, las
fotomicrografias de los cortes histolégicos tefiidos con Tricrémica de Masson, fueron tomados a 20x; la
tabla 10 presenta los datos y los porcentajes obtenidos. Los porcentajes obtenidos son con base en los
valores del grupo sano [100%]. Todas las diferencias son estadisticamente significativas. Los animales
osteopordticos disminuyeron el 69% su area dsea con respecto a los animales sanos. Los animales
tratados con los péptidos durante 90 dias obtuvieron mayor area dsea [los animales tratados con el
péptido pCEMP1 40 g tuvieron 18% y el pCEMP1 80 pg 13% mas de ganancia ésea que los controles
sanos; el pCAP 20 pg tuvieron casi la misma cantidad de hueso que las ratas sanas (96%)], es decir,
presentaron neoformacién ésea (ver Fig. 23).
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Figura 22. Fotomicrografias tomadas 10X, Tincién TM. Histologia de cuarta vértebra lumbar. A, rata sana.
(a) corte transversal, (a') corte sagital. B, rata osteopordtica (OVX), obsérvese la reduccién en el grosor y
disminucion del nimero trabecular y aumento en la separaciéon trabecular, abundate esteatosis. C , rata
tratada con pCEMP1 40 pg. D, rata tratada con pCEMP1 80 pg. E, rata tratada con pCAP 20 pg. En los
animales tratados con los péptidos, no se observa la presencia de médula ésea amarilla. Abundante médula

Osea roja.
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‘ Tabla 7. Histomorfometria de cuarta vértebra lumbar

Grupo pm? %
Sano 177,694.79 100
OvX 55,753.16 31.37+1
pCEMP1, 40 pg 210,031.16 118.19+1
pCEMP1, 80 pg 201,388.45 113.33«1
pCAP, 20 ug 171,174.52 96.33+1

Figura 23. Histomorfometria vertebral: comparacion de la regeneracién 6sea por pm? # igualdad, p >0.05

Histomorfometria, cortes histolégicos tefiidos con Tricrémica de Masson, al 20x (ver Anexo D)

Control OVX

pCEMP1 40 ug pCEMP1 80 ug pCAP 20 ug
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v Biomarcadores seroldgicos

Se evaluaron los niveles de expresion proteica a nivel sérico de los biomarcadores asociados al proceso
de biomineralizacién, se realizé el ensayo de la actividad de la fosfatasa alcalina (TNP) y se llevaron aa
cabo ensayos ELISA para eterminar los niveles de expresion sérica de la osteocalcina (OCN),
osteoprotegerina (OPG) y el ligando del receptor activador de RANK (RANKL).

Fosfatasa alcalina (ALP)

Se analizé la actividad especifica de la fosfatasa alcalina a partir del suero de las ratas Wistar sanas, ratas
Wistar ovarioectomizadas y ratas Wistar ovarioectomizadas osteopordticas tratadas con el péptido
pCAP y pCEMP1. Como se observa en la gréfica (ver Fig. 24) al comienzo del tratamiento (0 dias), las
ratas osteoporéticas muestran un incremento del 53% de la actividad especifica de la fosfatasa alcalina
en suero con respecto a los valores de esta misma enzima en las ratas normales sanas. A los 90 dias,

final del tratamiento, las ratas Wistar osteoporéticas tratadas con el péptido pCAP 20 pg, muestran una
reducciéon del 1% respecto a las ratas Wistar controles sanas y una disminucion del 48% respecto a la
actividad especifica de la fosfatasa alcalina que se mantiene elevada en las ratas osteoporoticas. Estos
resultados indican que el péptido pCAP 20 ug, es capaz de regular la actividad especifica de la
fosfatasa alcalina y por lo tanto el péptido participa en el proceso de remineralizaciéon ésea en el
tratamiento de la osteoporosis. Los resultados son estadisticamente significativos (ANOVA one-way p
<0.05). En la gréfica (ver Fig. 25) se puede observar que al comienzo del tratamiento (0 dias), las ratas
osteopordticas muestran un incremento del 47% de la actividad especifica de la fosfatasa alcalina en
suero con respecto a los valores de esta misma enzima en las ratas normales sanas. Al final del
tratamiento (90 dias), las ratas Wistar osteopordticas tratadas con el péptido pCEMP1 80 pg, muestran
una reduccién del .8% respecto a las ratas Wistar controles sanas y una disminucion del 50% respecto a
la actividad especifica de la fosfatasa alcalina que se mantiene elevada en las ratas osteopordticas.
Estos resultados indican que el péptido pCEMP1 80 pg, es capaz de regular la actividad especifica de la
fosfatasa alcalina y por lo tanto el péptido participa en el proceso de remineralizaciéon 6sea en el
tratamiento de la osteoporosis. Los resultados son estadisticamente significativos (ANOVA one-way p
<0.05).

Osteocalcina

La osteocalcina circulante en suero extraido de ratas Wistar al inicio y al término del periodo
experimental que fue de 90 dias después de un periodo de 4 meses de realizada la ovariectomia.
Como se puede observar en la gréfica (ver Fig. 26) los niveles de osteocalcina en suero se incrementa
en un 156% respecto a los niveles de osteocalcina determinados en el suero de ratas controles sanas.
Sin embargo, a los 90 dias al término del tratamiento, en las ratas osteopordticas sin tratamiento los
niveles de osteocalcina en suero se incrementan hasta un 205%, mientras que las ratas osteopordticas
tratadas con el péptido pCAP 20 pg muestran una reduccién del 61% cuando se comparan con los
valores de osteocalcina en ratas osteopordticas sin tratamiento. Esto indica que la administracién del
péptido pCAP 20 pug promueve la disminucién de los niveles de osteocalcina en suero cuando se
compara con ratas osteoporoéticas sin tratamiento, indicando que los péptidos promueven el proceso
de remineralizacién ésea. Los resultados son estadisticamente significativos (ANOVA one-way p <0.05).
Para los animales tratados con pCEMP1 80 ug (ver Fig. 27), los niveles de osteocalcina en suero se
incrementa en un 193% respecto a los niveles de osteocalcina determinados en el suero de ratas
controles sanas. Sin embargo, a los 90 dias al término del tratamiento, en las ratas osteoporéticas sin
tratamiento los niveles de osteocalcina en suero se incrementan hasta un 197%, mientras que las ratas

osteopordticas tratadas con el péptido pCEMP1 80 pg, muestran una reduccién del 70% cuando se
comparan con los valores de osteocalcina en ratas osteopordticas sin tratamiento. Esto indica que la
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administracion del péptido pCEMP1 80 pg, promueve la disminucién de los niveles de osteocalcina en
suero cuando se compara con ratas osteoporoéticas sin tratamiento, indicando que los péptidos
promueven el proceso de remineralizaciéon 6sea. Los resultados son estadisticamente significativos
(ANOVA one-way p <0.05).

Ligando del receptor activador RANK (RANKL)

Se determinaron los niveles de RANKL por medio de ensayo de ELISA (ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas), a partir del suero de ratas Wistar sanas, ratas Wistar ovariectomizadas y que
recibieron como tratamiento la inyeccién intraperitoneal de solucién fisiolégica salina durante 90 dias y

ratas Wistar ovarioectomizadas osteoporoéticas tratadas con pCAP 20 pg/kg disuelto en solucién
fisiolégica salina, e inyectada intraperitonealmente, diario y durante 90 dias a partir de 4 meses
después de realizada la ovariectomia. Como se observa en la gréfica (ver Fig. 28) los niveles de RANKL
en ratas osteopordticas al inicio del tratamiento estdn aumentados en un 155% respecto al control
sano. A los 90 dias de concluido el tratamiento con los péptidos pCAP 20 pg, muestran un incremento
de 305% de RANKL en suero de ratas osteoporéticas respecto al control sano. Los niveles de RANKL en
las ratas Wistar osteoporoéticas tratadas con el péptido pCAP 20 pg, muestran una disminucién del 49%
respecto a los niveles de RANKL encontrados en ratas osteopordticas, las cuales recibieron como
tratamiento la inyeccion intraperitoneal de la formulaciéon farmacéutica consistente con solucién
fisioldgica salina durante 90 dias. Los resultados son estadisticamente significativos (ANOVA one-way p

<0.05). Estos resultados indican que el tratamiento con pCAP, inhiben el proceso de resorciéon ésea (ver
Fig. 54). Para los animales tratados con pCEMP1 80 pg/kg (ver Fig. 29), se determinaron los niveles de
RANKL, los niveles de RANKL en ratas osteoporéticas al inicio del tratamiento estdan aumentados en un
80% respecto al control sano. A los 90 dias de concluido el tratamiento con los péptidos pCEMP1 80,
muestran un incremento de 273% de RANKL en suero de ratas osteoporéticas respecto al control sano.

Los niveles de RANKL en las ratas Wistar osteopordticas tratadas con el péptido pCEMP1 80 pg,
muestran una disminucién del 27% respecto a los niveles de RANKL encontrados en ratas
osteopordticas, las cuales recibieron como tratamiento la inyeccién intraperitoneal de la formulaciéon
farmacéutica consistente con solucién fisioldgica salina durante 90 dias. Estos resultados indican que el
tratamiento con pCEMP1, inhiben el proceso de resorcién dsea. Los resultados son estadisticamente
significativos (ANOVA one-way p <0.05).

Osteoprotegerina

Se determinaron los niveles de osteoprotegerina por medio de ensayo de ELISA (ensayo por
inmunoabsorciéon ligado a enzimas), a partir del suero de ratas Wistar sanas, ratas Wistar
ovarioectomizadas y que recibieron como tratamiento la inyeccién intraperitoneal de solucién
fisiolégica salina durante 90 dias y ratas Wistar ovarioectomizadas osteoporoéticas tratadas con el
péptido pCAP 20 pg/kg disuelto en solucioén fisioldgica salina, e inyectada intraperitonealmente, diario
y durante 90 dias a partir de 4 meses después de realizada la ovariectomia. Como se observa en las
gréficas de la figura 30, los niveles de osteoprotegerina en suero de ratas osteopordticas al inicio del
tratamiento disminuyen en un 30% respecto al control sano. A los 90 dias de concluido el tratamiento
con el péptido pCAP 20 ug, se muestra un incremento de osteoprotegerina circulante en suero y que
alcanza niveles similares al control sano con solo una diferencia del 5%. Los resultados son

estadisticamente significativos (ANOVA one-way p <0.05). Se determinaron los niveles de
osteoprotegerina para los animales tratados con pCEMP1 80 ug. En las graficas de la figura 31, se
observa que los niveles de osteoprotegerina en suero de ratas osteopordticas al inicio del tratamiento
disminuyen en un 36% respecto al control sano. A los 90 dias de concluido el tratamiento con el
péptido pCEMP1 80 pg, se muestra un incremento de osteoprotegerina circulante en suero y que
alcanza niveles similares al control sano con solo una diferencia del 2%. Los resultados son

estadisticamente significativos (ANOVA one-way p <0.05). Los resultados indican que la administracién
de cualquiera de los dos péptidos, incrementan los niveles de osteoprotegerina en suero, lo que se
interpreta como un papel regulador en el metabolismo 6seo.
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Figura 24. Actividad especifica de la fosfatasa alcalina en suero extraido de ratas Wistar normales
(control), con osteoporosis (OVX) y con osteoporosis que recibieron tratamiento con el péptido pCAP a
una dosis de 20 ug/Kg peso y durante 90 dias de administracion diaria por via intraperitoneal. La
actividad especifica de la fosfatasa alcalina fue determinada al inicio y al final del tratamiento.

* igualdad, p > 0.05

Figura 25. Actividad especifica de la fosfatasa alcalina en suero extraido de ratas Wistar normales
(control), con osteoporosis (OVX) y con osteoporosis que recibieron tratamiento con el péptido pCEMP
a una dosis de 80 ug/Kg peso y durante 90 dias de administracion diaria por via intraperitoneal. La
actividad especifica de la fosfatasa alcalina fue determinada al inicio y al final del tratamiento.

* igualdad, p >0.05
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Figura 26. Niveles de osteocalcina circulante en suero extraido de ratas Wistar normales (control), con
osteoporosis (OVX) y con osteoporosis que recibieron tratamiento con el péptido pCAP a una dosis de
20 pg/Kg peso y durante 90 dias de administracion diaria por via intraperitoneal. La actividad especifica
de la fosfatasa alcalina fue determinada al inicio y al final del tratamiento.

* igualdad, p >0.05

Figura 27. Niveles de osteocalcina circulante en suero extraido de ratas Wistar normales (control), con
osteoporosis (OVX) y con osteoporosis que recibieron tratamiento con el péptido pCEMP1 a una dosis
de 80 pg/Kg peso y durante 90 dias de administracién diaria por via intraperitoneal. La actividad
especifica de la fosfatasa alcalina fue determinada al inicio y al final del tratamiento.

* igualdad, p >0.05
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Figura 28. Concentracién del ligando de receptor activador para el factor nuclear « B (RANKL)
circulante en suero extraido de ratas Wistar normales (control), con osteoporosis (OVX) y con
osteoporosis que recibieron tratamiento con el péptido pCAP a una dosis de 20 ug/Kg peso y durante
90 dias de administracién diaria por via intraperitoneal. La actividad especifica de la fosfatasa alcalina
fue determinada al inicio y al final del tratamiento.

* igualdad, p > 0.05

Figura 29. Concentracién del ligando de receptor activador para el factor nuclear k B (RANKL)
circulante en suero extraido de ratas Wistar normales (control), con osteoporosis (OVX) y con
osteoporosis que recibieron tratamiento con el péptido pCEMP a una dosis de 80 pg/Kg peso y
durante 90 dias de administracion diaria por via intraperitoneal. La actividad especifica de la fosfatasa
alcalina fue determinada al inicio y al final del tratamiento.

* igualdad, p >0.05
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Figura 30. Nivel de la osteoprotegerina (OPG) circulante en suero extraido de ratas Wistar normales
(control), con osteoporosis (OVX) y con osteoporosis que recibieron tratamiento con el péptido pCAP a
una dosis de 20 pg/Kg peso y durante 90 dias de administracion diaria por via intraperitoneal. La
actividad especifica de la fosfatasa alcalina fue determinada al inicio y al final del tratamiento.

# igualdad, p > 0.05

Figura 31. Nivel de la osteoprotegerina (OPG) circulante en suero extraido de ratas Wistar normales
(control), con osteoporosis (OVX) y con osteoporosis que recibieron tratamiento con el péptido pCEMP
a una dosis de 80 pg/Kg peso y durante 90 dias de administracion diaria por via intraperitoneal. La
actividad especifica de la fosfatasa alcalina fue determinada al inicio y al final del tratamiento.

# igualdad, p > 0.05
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v Proliferacién celular

El efecto citotoxico y el efecto sobre la proliferacion celular fue evaluado por medio del ensayo
colorimétrico MTT (tetrazolium) [3-(4,5-dimethylthazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoliumbromide], durante 1,
2, 3 y 4 dias. Osteoblastos humanos derivados de hueso alveolar se sembraron a una densidad de
1x10* en placas de 96 pozos. Las células fueron tratadas con los péptidos (independientemente)
durante 4 dias con las concentraciones 1, 3 y 5 pg/ml de cada uno de los péptidos. El medio se
reemplazé diariamente y los péptidos administrados de igual forma. Los controles utilizados fueron
medio con suero fetal bovino al 10% (control positivo) y medio con suero fetal bovino al 0.5% (control
negativo). Los péptidos se administraron a las diversas concentraciones contenidos en medio al 0.5%.
Al final de cada dia de tratamiento 10 pL de la solucién de MTT (5mg/mL) se adicionaron a los pozos y
se incubaron durante 3 horas. Al término se retird el sobrenadante y se realizé la extraccién por medio
de DMSO durante 1 hora a 37°C. La densidad 6ptica del sobrenadante se leyé en un lector para ELISA
a 570 nm.

La densidad optica refleja el nimero de células vivientes presentes en el cultivo. Los resultados indican
que la administraciéon de 5 pg de ambos péptidos utilizados independientemente, promueven la
proliferacién celular (ver Fig. 32). Los resultados indican que el péptido pCAP (AVIFM) a una
concentracion de 5ug/mL a los 4 dias, promueve la proliferacién en un 82% respecto al control positivo
(10% suero fetal bovino) (A). El péptido pCEMP1 (MGTSSTDSQQAQHRRCSTSN) a una concentracién
de 5 pg/mL promueve la proliferacién celular a un 92% respecto al control positivo (10% suero fetal
Bovino) (B). Los resultados son estadisticamente significativos (ANOVA one-way p <0.05). Estos
resultados indican que ambos péptidos promueven la proliferacién celular y no son citotéxicos para los
osteoblastos humanos.
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Figura 32. Citotoxicidad y proliferacién in vitro utilizando los péptidos pCAP (A) y péptido pCEMP1 (B)
a concentraciones crecientes: 1, 3y 5 pg/ml. p < 0.05
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v" Reaccién en cadena de la polimerasa reversa en tiempo real, cuantificacién
relativa (RT-qPCR)

Se utilizé el analisis AA CT para obtener la expresién relativa de cada gen comparado contra el GAPDH
y su tiempo 0. Se analizaron a 3y 10 dias.

pCAP

En el analisis a los 3 dias, ALP se encontraba més expresado en los osteoblastos tratados con pCAP, sin
embargo, no se encontré diferencia significativa con la expresién obtenida a los 10 dias (p <0.0.1). BSP
se encontraba expresada en los osteoblastos igualmente a los 3 que a los 10 dias (p=0.0001). CBFA1 se
expreso a los 3 dias, pero se sobre expresoé significativamente a los 10 dias. OCN fue incrementando su
expresion gradualmente en los periodos de tiempo; se encontraba mas expresada a los 10 dias (p
<0.0.1). COL1 se expresé a los 3 dias, pero no fue significativo su crecimiento en comparacién con los
osteoblastos con y sin tratamiento, sin embargo, incrementd su expresion a los 10 dias (ver Fig. 33).

pCEMP1

En el anélisis a los 3 dias todos los genes se encontraban expresados (ALP, BSP, CBFA1, OCN, COL1),
sin embargo no fueron significativos con respecto a los osteoblastos sin tratamiento. Sélo OCN a los 3
dias tuvo una diferencia significativa (p <0.0.1). ALP fue incrementando su expresién gradualmente en
los periodos de tiempo; se encontraba mas expresada a los 10 dias (p <0.0.1). El resto de los genes se
expresaron a los 10 dias pero no significativamente (p >.05) (ver Fig. 34).
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Figura 33. Expresion Relativa por AA CT del qRT-PCR en osteoblastos tratados con el péptido pCAP.
Se observa diferencia significativa en la cantidad de transcrito para los marcadores ALP, BSP y CBFA1 a
los 3 dias; BSP, CBFA1y OCN a los 10 dias, p <0.0.1.

Figura 34. Expresiéon Relativa por AA CT del gRT-PCR en osteoblastos tratados con el péptido
pPCEMP. Se observa diferencia significativa en la cantidad de transcrito para los marcadores OCN a los
3 dias y ALP para 10 dias, p <0.0.1.
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v Biodistribucién

Para conocer la biodistribuciéon de los péptidos (pCAP 20 y pCEMP1), se marcaron utilizando el
tecnecio en forma de pertecnectato (TcOy). Para realizar el marcaje se preparé la solucién de trabajo, la
cual contenia: 40 ug de los péptidos objeto de esta invencién, 50 ul de tartrato (2 mg/ml de buffer de
acetato pH5), 10 pl de SnCl;(2mg/ml HCL 0.1 N), 50 ul de acido gentisico (Tmg/ml) y 50 ul de 99mTc-
NaTcO4" (5 mCi). Se utilizaron ratas Wistar machos de 250 g de peso, las cuales se encontraban a una
temperatura de 22°C, con un fotoperiodo de 12 horas y humedad relativa a 50%, la alimentacién y el
agua fue ad libitum. Para evaluar la biodistribucién, fue formando grupos de tres ratas a las cuales se les
inyecto de manera intraperitoneal 40 pl del péptido marcado, las cuales se sacrificaron con sobredosis
de anestésico a los 30 minutos, 1, 3, 6 y 24 horas. Se colectaron muestras de sangre, corazén, pulmén,
higado, bazo, rifilones, estdbmago, intestino delgado, intestino grueso, musculo, hueso, tiroides, cerebro
y diente. Dichos 6rganos fueron pesados en una balanza analitica y posteriormente se metieron en un
contador de pozo de centelleo sélido de Nal (Tl) para detectar la actividad de cada uno de los 6rganos.
Con lo anterior se obtuvo el porcentaje de la dosis inyectada por gramos de tejido (%Dl/g).

Los resultados indicaron que el péptido pCAP (AVIFM) presentaron el méaximo valor en el intestino
grueso de un 2.1% a los 30 minutos, disminuyendo sus valores a 0.3% a las 24 horas. En el momento de
la administracion del péptido, los érganos donde hubo mayor presencia del péptido con un porcentaje
de 2.1% fueron el higado e intestino delgado, disminuyendo a 0.8 y 0.08% de péptido remante a las 24
horas respectivamente. En el rifién alcanzé su maximo de presencia de 2.4% a las 3 horas de inyectado
el péptido y disminuyé al 0.02% a las 24 horas de administrado. En la figura 35 se aprecia la grafica (A)
y la tabla de biodistribucion de este péptido en los diferentes tiempos que fueron analizados (B). Los
resultados indican a que a los 30 minutos, el péptido pCEMP1 (MGTSSTDSQQAQHRRCSTSN) alcanza
un méaximo nivel de 3.6% en el intestino grueso para disminuir a niveles de 0.006% a las 24 horas. En el
hueso se presenta el 1.3% a los 30 minutos y 1.4% a la hora, disminuyendo a las 24 horas al 0.4%. En el
higado el porcentaje de péptido remante en este érgano alcanza porcentajes de 3.4% a la hora de
inyectado el péptido, disminuyendo al 0.2% a las 24 horas. En el rifdn se presentan porcentajes de 1.6,
2.6y 1.3,ala1, 3y 6 horas respectivamente, disminuyendo la presencia del péptido a las 24 horas a un
0.9%. Por lo consiguiente, son estos los érganos donde se determiné el mayor porcentaje de péptido
remanente. Esto se aprecia en la figura 36, donde se presenta la grafica (A) y la tabla con los
porcentajes de presencia del péptido en los diferentes 6rganos examinados (B). La eficiencia del
marcaje del péptido fue estable de 0 a 24 hrs [98.5% p <0.0.5] (ver Fig. 37 y 38).
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Figura 35. Biodistribucion del péptidos pCAP con marca de pertecnectato (TcO4-), niveles
detectados en los diferentes tejidos y sangre de Ratas Wistar.
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Figura 36. Biodistribucion del péptidos pCEMP1 con marca de pertecnectato (TcO4-), niveles
detectados en los diferentes tejidos y sangre de Ratas Wistar.
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Figura 37. Tomografia de emisién por fotén Unico. Véase la distribucion de la administracion del
péptido marcado: 1 hr se encuentra en el sitio de inyeccién y vejiga; 3 hr, rifiones e higado, gastro-
colico y vejiga; 6 hr, rifones y menor cantidad en higado; 24 hr: rifiones y colon, y en menor
cantidad en el higado.

Figura 38. La eficiencia del marcaje del péptido fue estable de 0 a 24 hrs [98.5% p <0.0.5].
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DISCUSION

Actualmente existen pocos estudios sobre la utilizacién de péptidos que promuevan la nucleacién de
cristales de hidroxiapatita. Los péptidos han estado a la vanguardia de la investigacion cientifica de las
Ultimas décadas; su diversidad estructural y alto nivel de selectividad los posicionan como principales
candidatos para el desarrollo terapéutico. El campo de estudio de la sintesis quimica de péptidos se
hizo factible por el desarrollo de la técnica de Sintesis de Péptidos en Fase Sélida (SPPS) en 1960 por
Bruce Merrifield (Premio Nobel Quimica, 1984). Ademas de hacer la sintesis de péptidos practica, esta
técnica permite la introduccion de aminoacidos no nativos y modificaciones post-traduccionales (PTMs)
de manera regulada. A medida que el uso terapéutico de proteinas nativas o recombinantes para la
remineralizacién aldn no es viable, la investigacion se ha centrado en el desarrollo de compuestos
peptidicos miméticos o a la identificaciéon de dominios funcionales dentro de proteinas de origen
natural. Los péptidos naturales son en su mayoria fragmentos de proteinas de tejido éseo que se sabe
estan implicados en la mediacién de la formaciéon de hidroxiapatita. La secuencia de aminoacidos de
los péptidos pCAP y pCEMP1, son capaces de unirse a dicho mineral y hacer una plantilla para la
integraciéon estructural de matrices organicas e inorganicas. También existen proteinas no coldgenas
involucradas en la biomineralizacién, las cuales son ricas en aminoécidos con residuos &cidos que tienen
la capacidad de unirse con iones metélicos e inician el proceso de mineralizaciéon. Por ejemplo, los
péptidos de unién a calcio derivados de la proteina de matriz de dentina 1 (DMP1) afectan a la
nucleacién in vitro de hidroxiapatita, y la regién rica en acido glutdmico de BSP, esta involucrada en la
nucleaciéon de critales. Aunque muchas investigaciones se han dedicado a la aplicacion de péptidos
relacionados con la mineralizacién, hay poca evidencia acerca del empleo de péptidos naturales (19).
Sin embargo, caracteristicas propias de las proteinas/péptidos como punto isoeléctrico, presencia de
grupos fosfato o carboxilato y la propia carga-neta de la secuencia de aminoacidos juegan un papel
predominante en la interaccién con minerales. Siempre se debe tomar en cuenta que los estudios in
vitro son sélo aproximaciones de lo que sucede en sistemas biolégicos, ya que in vivo existe un gran
numero de variables (distintos iones, pequefias moléculas y/o macromoléculas); asi pues, el proceso de
cristalizacion de la hidroxiapatita aiin no es claro y lo mecanismos moleculares de la interaccién de
proteina-proteina y proteina-mineral son poco conocidos, por lo que descifrar dichas interacciones
permitird establecer estrategias promisorias en la regeneracién de tejidos mineralizados in vivo (19).

El presente estudio muestra evidencia sobre el efecto de la utilizaciéon de dos péptidos sintéticos
derivados de la proteina de adhesién del cemento radicular (oHACD1/CAP -AVIFM-) y el péptido
derivado de la proteina del cemento 1 (cCEMP1 - MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN)] en un modelo animal
osteopordtico. Estudios previos han permitido establecer las caracteristicas que poseen ambos
péptidos: tienen el potencial de actuar como nucleadores de cristales de hidroxiapatita, por lo tanto, se
les asocia a procesos de biomineralizacién; también se ha evidenciado que los péptidos pCAP y
pCEMP1 promueven la formacién de nuevo tejido dseo in vivo en defectos de tamafio critico en
calvarias de rata Wistar (175) y en defectos segmentales en tibias de conejos Nueva Zelanda (20). Por lo
cual, estos resultados nos encauzaron a preguntarnos si ambos péptidos serian capaces de ejercer un
efecto regenerativo a nivel sistémico aplicados a una enfermedad metabdlica generalizada como la
osteoporosis; para lo cual, tuvimos que partir de una dosis terapéutica basada en los estudios
reportados en los ensayos clinicos aleatorizados de la teriparatida (74, 176) [forteo®, fragmento
biolégicamente activo de la hormona paratiroidea o parathormona (PTH), utilizada en el tratamiento de
la osteoporosis establecida. La PTH y sus fragmentos han demostrado ser potentes estimuladores de la
formacién y resorcién oéseas. La administracién diaria en forma subcutdnea de PTH estimula la
formacion dsea pero tiene diferentes efectos sobre la resorcién ésea y la masa dsea], la cual se
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administra subcutdneamente a una concentracion de 20 pg diarios (177). De igual forma, en el estudio
realizado por Montoya et al (19), concluye que el péptido de la proteina de adhesion del cemento a
una concentraciéon de 20 ug promeve la formacién de cristales de hidroxiapatita y que dicho péptido
tiene la capacidad de regular la morfologia y fase cristalina en un sistema libre de células, el cual se
basa en la precipitaciéon de una fase movil desde soluciones supersaturadas de calcio y fosfato,
concluyendo también que la capacidad de controlar la organizacién de iones de calcio y promover la
formacion de hidroxiapatita es dependiente de la concentracién del péptido. Cabe mencionar que el
mecanismo exacto de cémo el pCAP favorece la agrupaciéon de los iones para la formacion cristalina de
la hidroxiapatita no es clara, pues el péptido es altamente hidrofébico, por lo que presumiblemente se
den interacciones entre varias moléculas peptidicas y a su vez, cada uno de los radicales de
aminoacidos establezcan interacciones interatémicas con los iones calcio, brindando la capacidad
reguladora que tiene dicho péptido, por lo cual, hacen falta estudios moleculares mas especificos para
determinar la interaccién precisa de los péptidos con los iones y los cristales de hidroxiapatita (19).

Pese a que en la literatura casi no hay estudios experimentales en regeneracién dsea por péptidos,
menos cementoespecificos, nosotros obtuvimos datos contundentes de regeneraciéon ésea. Los datos
recolectados en este estudio corroboran microtomogréaficamente los cambios estructurales éseos
evaluados en diversos periodos de tiempo con el objetivo de monitorizar la progresién de la
enfermedad y la eficacia del tratamiento. Con lo cual observamos que con la administraciéon de ambos
péptidos, los animales osteopordticos sometidos a la administacion de pCAp y pCEMP1, regeneraron
trabéculas éseas con caracteristicas similares a los animales sanos (controles) y mejoraron su densidad
mineral 6sea, esto probablemente debido a que el papel exacto de los hidratos de carbono unidos a la
proteina del cemento 1 es desconocida; sin embargo, la glicosilaciéon puede afectar a la funcion de la
proteina CEMP1 durante el proceso de mineralizacion porque a su superficie aniénica se pueden unir
un gran nimero de iones Ca;" y regular el crecimiento de la hidroxiapatita. Los glicanos también estan
implicados en la regulaciéon de la osificacion endocondral, el remodelado éseo y la reparaciéon de
fracturas (1). La presencia de fosfato también favorece la unién de Ca;" a la proteina, y las proteinas
asociadas con el proceso de mineralizacién (sialoproteina y osteopontina), son altamente fosforiladas en
residuos de treonina y serina. Por lo tanto, CEMP1 puede desempefiar un papel en las primeras etapas
de mineralizacién durante la formacién de fosfato octacalcico (130). Por otro lado, *P promueve la
migracién celular con mayor afinidad para las células del ligamento periodontal y del hueso alveolar,
incrementa la actividad especifica de la fosfatasa alcalina y promueve la condrogénesis y mineralizacién
en células mesenquimatosas, es decir, induce la diferenciacién celular (155). También se ha demostrado
que fibroblastos tratados con BMP2 expresan CAP y ALP, por lo que BMP2 puede reclutar progenitores
e inducir la diferenciacién celular por medio de la expresiéon de moléculas especificas de cemento
radicular (11, 156). Las via de sefalizaciéon involucradas que se han identificado y se propone que
participan en la proliferacion y diferenciacion celular son la via de Smad-1 (via candnica de sefializacion
de BMP) y MAPK (157, 158).

La calidad dsea es un pardmetro importante para la evaluacién de la OS, el riesgo de fracturas y el
tratamiento de la misma. La resistencia 6sea estd comprometida con la DMO vy la calidad ésea. Los
hallazgos de este estudio estdn de acuerdo con informes previos en ratas OVX en demostrar que las
disminuciones en la DMO vy las propiedades biomecénicas se producen mas rdpidamente en las
vértebras que en el fémur (5). La resistencia dsea no depende solamente de su masa, sino de sus
propiedades geométricas, estructurales y materiales, englobadas en un concepto: calidad ésea. El
comportamiento biomecanico del hueso resulta extremadamente complejo debido a su caracter
heterogéneo, anisotrépico y viscoelastico (178). En multiples estudios, la resistencia a la flexion de la
vértebra disminuyé significativamente en la OS como con el grosor cortical. La disminucién de la
resistencia 6sea estd relacionada con las caracteristicas estructurales y de composicién de la matriz
6sea. En nuestros grupos de estudio, el drea cortical y el grosor cortical disminuyeron en las OVX, y
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aumentaron en los animales tratados con los péptidos (179). Cualquiera que sea el tipo de fuerza a la
que se somete un hueso, el médulo elastico siempre es proporcional a la DMO, por lo que la carga
necesaria para la deformacién del hueso serd proporcional al grado de mineralizacién del mismo (60-
80% resistencia biomecéanica del hueso; 40-20% calidad 6sea); el descenso en el nimero de trabéculas
disminuye la resistencia. También se ha estudiado la relacién lineal entre a fuerza y la densidad, donde
ésta es la caracteristica mas valiosa en las propiedades mecénicas del hueso trabecular, reflejandose en
el incremento de la resistencia mecénica (24, 180). En los resultados obtenidos de los grupos tratados
con los dos péptidos, se observé una ganancia trabecular desde el estado osteoporético hacia un
fenotipo parecido al sano, observandose un incremento del nimero trabecular; esto es sumemante
importante debido a que Caeiro et al (2015) reporté que una estructura ésea con mayor nimero, grosor
y conectividad entre trabéculas es mas resistente, que otra con menor nimero, menor grosor y mayor
separacion, aunque ambas presenten la misma masa ésea (181). También es importante sefialar que
Hoffler et al (2000) publicé que no se ha encontrado un efecto en la edad, el género o el indice de
masa corporal en el médulo elastico o la dureza de las trabéculas, por lo que puede deducirse entonces
que el moédulo elastico y la dureza de la matriz del hueso entero podrian ser debidas a otros factores,
como cambios en la masa y la organizacién del tejido (181, 182), y teniendo en cuenta esto, debemos
inferir que nuestro estudio experimental versé en animales de especie pequefia y que la extrapolacién a
humanos, podria significar una diferencia importante en dureza y en la resiliencia ésea.

El andlisis de la arquitectura dsea en la osteoporosis tiene una importancia particular para la
comprensién de ciertas manifestaciones clinicas y de ciertas complicaciones porque se sabe que los
cambios estructurales afectan la calidad del hueso (183). Los resultados de nuestra investigacion son
similares a los resultados de otros estudios especializados (184); esto significa que en la mayoria de las
secciones éseas examinadas con la tincidn tricrémica Masson, se identificaron las diferencias del tejido
osteoide (coloracién azul) y de la matriz 6sea mineralizada (coloracién rojiza). Tanto en las vértebras
como en los fémures de las ratas osteoporoéticas tratadas con ambos péptidos, se observé mayor
tendencia a la coloracién rojiza, que de acuerdo a las caracteristicas descritas por Gruber et al (185),
corresponde a un depodsito mineral en proceso de constituir una nueva matriz ésea (inmadura) (24).
Aparte, la disminuciéon de la conectividad trabecular, asi como la aparicion de perforaciones
trabeculares y la esteatosis, son fenémenos que se vuelven mas evidentes con el envejecimiento y la
osteoporosis. La médula ésea y el hueso presentan una estrecha interdependencia funcional; las
modificaciones ocurren a nivel de médula dsea, con la disminuciéon de la celularidad paralela a un
aumento de la adiposidad a nivel medular. El aumento de la adiposidad se produce debido a la
disminucién de la diferenciacion de los osteoblastos de los precursores de las células estromales en
favor de la diferenciacion adipocitaria (183). Nuestros resultados coinciden con otros estudios (186),
que también muestran el aumento del tamafio de las células adiposas en el nivel de la médula ésea en
las laminillas de los huesos osteoporéticos. Otra causa que puede atribuirse al aumento de la
adiposidad medular esta relacionada con la vascularizacién del hueso. Para realizar 6ptimamente sus
funciones, la médula dsea, asi como el hueso, dependen de un suministro sanguineo adecuado.
Siguiendo un conjunto de investigaciones a nivel femoral, Griffith et al (49) sefialé que en la
osteoporosis hay una reduccién del flujo sanguineo en el hueso; el mismo autor mostré la importancia
de la conexién entre la perfusion sanguinea del tejido 6seo y la de la médula ésea, existiendo una
disminucién del suministro sanguineo a nivel medular seguida por el aumento del contenido adiposo
de la médula. Esto puede explicarse por el hecho de que la médula muestra una estrecha dependencia
funcional; siendo las células de la médula ésea las precursoras de las células que participaran en el
proceso de remodelado: su alteracién tendré consecuencias sobre el proceso de remodelacién (183). A
diferencia de nuestro estudio, cabe destacar que nuestros animales osteopordticos esteatdsicos
progresaron a cavidades medulares con neoformacion trabecular. Este enfoque es prometedor
destacando las propiedades curativas de ambos péptidos.
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Marcu et al (2011) en un estudio de biopsias de hueso osteoporético de fémur y vértebras, menciona
que en las etapas avanzadas de la enfermedad, las trabéculas éseas se adelgazan, éstas aunque mas
fragiles debido a la ostedlisis excesiva, histolégicamente representan una disminucién del nimero y de
la conectividad trabecular, asi como la aparicién de perforaciones 6seas (183). Los resultados de
nuestra investigaciéon son similares a los resultados de otros estudios especializados (184): el
mantenimiento de la conectividad del sistema trabecular es de gran importancia para la resistencia ésea
(183, 187), lo cual coincide con nuestros resultados de la histomorfometria (100% sano, 33.18+1 OVX,
150+1 pCEMP1 40 pg, 80.68+1 pCEMP1 80 pg, 79.54+x1 % pCAP 20 pg). En la histomorfometria
vertebral, corresponde a la misma respuesta positiva con la utilizacién de los péptidos (100% sano,
31.37x1 OVX, 118.19+1 pCEMP1 40 pg, 113.33x1 pCEMP1 80 pg, 96.33x1 % pCAP 20 pg). Las
particularidades histolégicas antes mencionadas, demuestran que las ratas Wistar sometidas a
ovariectomia, que desarrollaron osteoporosis y que fueron tratadas con los péptidos, muestran
caracteristicas de hueso normal sano. Se han estudiado las funciones de CEMP1 mediante ensayos de
transfeccién de células no mineralizantes (HGF-CEMP1). Las células HGF-CEMP1 mostraron una mayor
proliferaciéon, formaciéon de nédulos de calcio, aumentaron la actividad especifica de la ALP, y la
expresion de OCN, OPN, BSP, CAP, entre otras. Estas moléculas estan asociadas a la formacién de
hueso y cemento (12). Los estudios apoyan firmemente la idea de que CEMP1 tiene la capacidad de
cambiar el fenotipo de las células de no mineralizantes (HGF) hacia fenotipos osteo/cementoblasticos,
regulando la proliferacién y la expresién génica, lo que resulta en la diferenciacion de estas células y la
produccién de una matriz extracelular mineralizada y probablemnete sea ésta la razén por la cual el
PCEMP1 regenerd trabéculas dseas en los modelos osteopordticos.

En los estudios histolégicos de los érganos vitales, se percibe que con la utilizaciéon de los péptidos no
se observan diferencias microscépicas en los tejidos, ni alteraciones en la microarquitectura de estos,
por lo que los tejidos tratados experimentalmente con los péptidos objeto de este estudio, no
producen dafio celular, ni tisular, ni alteraciones morfoldgicas, observandose caracteristicas normales y
similares a las de un sujeto sano. Esto implica que los péptidos sintéticos son inocuos como farmacos
para el tratamiento de la osteoporosis, no produciendo reacciones adversas o secundarias a nivel
celular o tisular. Nuestros resultados sugieren que probablemente por el peso molecular de los
péptidos pCAP (1.65kDa) y pCEMP1 (2.18 kDa) y que éstos derivan de una proteina enddgena, el
sistema inmunoldgico no desencadend ninguna reaccién inflamatoria.

Wheater et al (51), reporta que el recambio éseo se correlaciona con la presencia de ciertos marcadores
bioquimicos en el suero y en la orina que resultan de la actividad metabdlica del hueso (51), y aunque
en un principio se determinaban en orina, actualmente es posible evaluarlos en suero (188). Los
marcadores bioquimicos de recambio éseo pueden predecir el riesgo de fractura de forma
independiente de la DMO e inferir en la rapidez de la pérdida ésea en los pacientes no tratados,
pronosticar la reduccién del riesgo de fractura después de tres meses de tratamiento, medir la
magnitud del aumento de la DMO, la adecuaciéon del cumplimiento del paciente y la persistencia del
tratamiento (140). En nuestra investigacién medimos la fosfatasa alcalina (ALP), enzima de membrana
celular del OB, la cual es sintetizada por los osteoblastos maduros y sus precursores; y aunque su
funcién precisa no ha sido aun bien establecida, es sabido que juega un rol importante en la formacién
e iniciaciéon de la mineralizacion ésea; implicada en la calcificacion del esqueleto: aumenta en las
concentraciones locales de fosfato inorgénico, destruyendo el pirofosfato que inhibe la cristalizacion
mineral y actia como una proteina de unién a Caz*. El aumento del remodelado éseo que ocurre
después de la menopausia, incrementa los niveles de actividad de ALP dos veces el rango de referencia
(también la presencia de microfracturas). Por ello, la medicién de su actividad en suero es una medida
indirecta del proceso de formacién. Las ratas OVX tuvieron un incremento del 53% de la actividad
especifica de la ALP con respecto a los valores en las ratas normales sanas. Al final del tratamiento, las
ratas OVX tratadas con el péptido pCAP 20 pg, mostraron una reduccién del 1% respecto a las ratas
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Wistar controles sanas y una disminucién del 48% respecto a las ratas osteoporoéticas. Se observaron
resultados muy similares para el péptido pCEMP1. Estos resultados indican que los péptidos pCAP y
pCEMP1, son capaces de regular la actividad especifica de la ALP y por lo tanto, los péptidos participan
en el proceso de remineralizaciéon ésea en el tratamiento de la osteoporosis (189). La medida de la
formacién ésea dada por la fosfatasa alcalina es indirecta, y depende del exceso de enzima secretada
por los osteoblastos activos y probablemente también por los preosteoblastos, células de revestimiento
y osteocitos. Por lo tanto, al igual que con todos los estudios de recambio éseo, la correlacién
cuantitativa entre los niveles séricos de ALP y la tasa real de deposicién ésea no puede ser simple o
constante entre los pacientes (141); lo mismo aplica para estudios animales, por lo tanto, esto explica la
variabilidad intragrupal encontrada en nuestro estudio. La osteocalcina (OCN o proteina Gla del hueso)
es una proteina no-coldgena méas abundante en la matriz 6sea y dentina (145), producida por el
osteoblasto, con una alta afinidad por calcio e hidroxiapatita; su distribucién esté limitada a tejidos
mineralizados. Estd implicada en la regulacién de la mineralizacion; modula el crecimiento, tamafio y
forma de los cristales de hidroxiapatita: inhibe la precipitaciéon de PO y Ca," evitando la excesiva
mineralizacién de la matriz ésea (190). La OCN recién sintetizada se incorpora en gran medida a la
matriz 6sea extracelular, sin embargo se libera una pequefa fraccién a la circulacién, proporcionando
un marcador de formacién ésea. Es un marcador tardio de la actividad osteoblastica, en comparacién
con la sintesis de ALP y coldgena tipo I. Los niveles séricos de OCN se correlaciona bien con la tasa de
formacion &sea [evaluado tanto por histomorfometria ésea y por cinética de calcio] (191). La
osteocalcina se degrada rapidamente in vivo e in vitro, asi que la molécula intacta y los fragmentos (1-
43 aa) coexisten en la circulacion (140). Algunos fragmentos de OCN también se liberan durante la
resorciéon o6sea (192). Segln algunos estudios relacionados a tratamientos experimentales de
osteoporosis, la osteocalcina sérica presenta niveles bajos en mujeres de 20 a 49 afios de edad, con un
aumento progresivo después de los 50 afios e incluso después de 60 afios (53). Lo visto en nuestros
resultados es conforme lo reportado en la literatura: se incrementa en condiciones asociadas con el
aumento del remodelado éseo. En OS, donde la resorcién y la formacién se encuentran desacopladas,
la OCN sélo sirve como un marcador de formacién ésea. En las ratas OVX los niveles de osteocalcina
en suero se incrementan hasta un 156%, mientras que las ratas tratadas con el péptido pCAP 20 ug
muestran una reduccién del 61%; en los animales tratados con pCEMP1 80 pg, hay una reduccién del
70% en comparacién con las ratas OVX (p <0.05). Esto indica que la administracion de ambos péptidos,
promueven la disminucion de los niveles de OCN en suero cuando se comparan con ratas OVX sin
tratamiento, indicando que los péptidos promueven el proceso de remineralizacién ésea.

El ligando del receptor activador del factor nuclear kB (RANKL)/receptor activador del factor nuclear kB
(RANK)/osteoprotegerina (OPG) es un importante sistema de sefializacién en la diferenciacion de los
osteoclastos: mantienen el equilibrio metabdlico e integridad 6sea entre la formacién y la resorcién
6sea mediada por osteoblastos y osteoclastos (193). Numerosas hormonas y citocinas estan implicadas
en la regulacién de osteoblastos y osteoclastos, entre los cuales el sistema RANKL/RANK/OPG juega un
papel clave. Los osteoblastos y las células estromales de la médula 6sea secretan RANKL, que se
combina con RANK en osteoclastos/células precursoras de huesos osteopordticos para mediar la
maduracién de los osteoclastos y aumentar la resorcion ésea (194). Simultdneamente, expresan OPG,
que se combina competitivamente con RANKL para inhibir la generacién y maduracién de osteoclastos
(195). La OPG también promueve la apoptosis de los osteoclastos para inhibir la resorcion dsea (196).
De acuerdo a los estudios de Berenson et al, el sistema OPG/RANKL/RANK regula la diferenciacion, la
activacién y la apoptosis de los osteoclastos para promover la formacién 6sea mediante el avance del
contacto con las células osteogénicas (197). Entre las 3 proteinas, la relacion OPG/RANKL puede ser un
factor clave que afecta a la reaccién mediada por osteoblastos. Una mayor relacion OPG/RANKL se ha
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correlacionado con una funcién mediada por osteoblastos mas fuerte (198). La relacion OPG/RANKL en
el tejido éseo osteopordtico es mucho menor que la del tejido 6seo humano normal, lo que sugiere
que la formacién de osteoclastos es mayor en el tejido 6seo osteopordtico que en el tejido éseo
normal. La formacién de osteoclastos es probablemente el principal mecanismo patolégico de la OS.
Los estudios se han centrado en la relacion entre osteoporosis y el sistema RANKL/RANK/OPG durante
el periodo de la menopausia (193). En mdltiples estudios reportados en la literatura, la determinacion
del papel del sistema OPG/RANK/RANKL en la regulacién del metabolismo éseo creé nuevas vias para
el desarrollo de farmacos para prevenir y controlar la OS. La expresiéon de OPG o RANKL en la via de
sefalizacion OPG/RANK/OPG se ha convertido en el objetivo terapéutico més relevante para la
enfermedad osteolitica (193, 194, 199, 200).

Los estrégenos reducen la expresion de RANKL, aumentan la secrecién de OPG (188). En un estudio
realizado por Syed y Khosla (2005), el hueso trabecular aumenté significativamente en ratas
ovariectomizadas tratadas con OPG, pero disminuyé en ratas ovariectomizados no tratadas. Cuando los
niveles de estrégeno disminuyen, incrementan los niveles de RANKL (ya que los estrégenos limitan a
RANKL) y por consiguiente, también disminuyen los niveles de osteoprotegerina (140). En la
osteoporosis, los niveles de osteoprotegerina disminuyen, aumentando los niveles de RANKL activando
la funcién osteoclastica (51). Nuestros resultados son concordantes con lo reportado en la literatura, los
niveles de RANKL en ratas OVX al inicio del tratamiento estdn aumentados y concluido el tratamiento
con los péptidos, muestran una disminucién. Estos resultados indican que el tratamiento con ambos
péptidos, inhiben el proceso de resorciéon désea. Los niveles de OPG que se determinaron, muestran un
incremento estadisticamente significativo; los resultados demuestran que la administracién de los
péptidos pCAP y pCEMP1, incrementan los niveles de osteoprotegerina en suero, lo que se interpreta
como un papel regulador en el metabolismo éseo inhibiendo el proceso de resorcién y promoviendo la
remineralizacién &sea, la cual se refleja en el incremento de la densidad mineral ésea y en el
incremento de las propiedades mecénicas del tejido dseo.

Los resultados del desempefio de los péptidos pCAP y pCEMP1 muestran que para las ratas con
osteoporosis, la ausencia de tratamiento no evita la pérdida ésea ni la presencia de espacios medulares
vacios en la epifisis de fémur, ni evita la resorcién 6sea como se observa en la cuarta vértebra lumbar,
acompafiada de la reducciéon en el grosor de la cortical 6sea que rodea o cubre el cuerpo vertebral.
Asimismo y como consecuencia de dicha pérdida ésea, los marcadores bioquimicos involucrados en el
proceso de resorcion y aposicion ésea presentes en el suero, indican que la fosfatasa alcalina y la
osteocalcina presentan valores elevados respecto a lo normal como consecuencia en el incremento de
la resorcién ésea. Otros marcadores como la osteoprotegerina y RANKL presentan valores disminuidos
respecto al normal como consecuencia del incremento de la resorciéon ésea. Los animales tratados con
los péptidos presentan los espacios medulares llenos, sin evidencia de espacios osteoporéticos, con
microarquitectura 6sea normal. Los marcadores bioquimicos del proceso de resorcién y aposicion ésea
presentes en suero muestran valores similares a los obtenidos de ratas Wistar sanas. Los tejidos
examinados histolégicamente y presentados en este proyecto, no muestran alguna diferencia en los
controles sanos y los obtenidos de ratas Wistar tratadas con cualquiera de los péptidos: con la
utilizacion de ambos péptidos, los niveles de ALP, OCN y el sistema RANKL/OPG se encuentran dentro
de los pardmetro de niveles sanos.

La medicién de la viabilidad celular y la proliferacién (201) forman la base de numerosos ensayos in
vitro como respuesta de una poblacién celular a factores externos (202). En un estudio hecho por Li et
al, exploraron los mecanismos subyacentes de un nuevo medicamento (Andrografolida) en la
proliferacién de osteoblastos, con la esperanza de proporcionar nuevas direcciones para disefar
terapias innovadoras en el tratamiento de las enfermedades éseas. Las primeras 48 hr de cultivo celular,
la proliferacién de osteoblastos fue lenta; las tasas de proliferacién comenzaron a acelerarse a partir de
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las 72 hr de cultivo celular y entraron en la fase de crecimiento exponencial. Y al igual que nuestros
resultados, el ensayo de MTT mostré que las tasas de proliferacién de osteoblastos aumentaron a
concentraciones crecientes del medicamento/péptidos [las tasas de proliferacién aumentaron al
aumentar el tiempo de cultivo] (203) y a diferencia de su estudio, nosotros también comprobamos que
los péptidos utilizados en esta investigacién, aparte de no ser cititoxicos, también presentaban pruebas
biomecanicas satisfactorias y compatibles con huesos sanos. Nuestros resultados indicaron que ambos
péptidos a una concentracién de 5 pg/mL a los 4 dias, promueven la proliferacion celular (82% pCAP y
92% pCEMP1, p <0.05) y no son citotdxicos para los osteoblastos humanos. Otro estudio para el
desarrollo de un nuevo medicamento para la osteoporosis, la amentoflavona (bioflavonoide) medicina
tradicional china, la cual tiene efectos anti-inflamatorios, antioxidantes, antivirales y anticancerigenos y
que es conocida por ser beneficiosa en el tratamiento de trastornos éseos (efecto anabdlico sobre el
metabolismo 6seo), también probaron el efecto de la amentoflavona en la proliferacién de
osteoblastos. Sus resultados mostraron que la amentoflavona aumentaba la proliferacién de una
manera dependiente de la dosis (204), sin embargo, su medicamento no proporcionaba neoformacién
de trabéculas dseas, y a diferencia de nuestros estudios experimentales, los péptidos son efectivos para
promover el crecimiento celular a dosis crecientes y también participan en el proceso de neoformacién
trabecular.

En este estudio se evalud in vivo la capacidad que tienen los péptidos para promover la regeneracién
6sea. In vitro, nuestros resultados muestran un incremento importante en la expresiéon de CBFA1
(Subunidad alfa-1 del factor de unién al nucleo [core-binding factor subunit alpha-1 (CBF-alpha-1),
también conocido como RUNX2 (Runt-related transcription factor 2)], el cual es un factor de
transcripcion clave asociado con la diferenciacion de los osteoblastos, codificado en humanos por el
gen RUNX2, perteneciente a la familia de factores de transcripcion RUNX; éste es esencial en la
diferenciacion osteoblastica y en la morfogénesis del esqueleto, y actiia como una proteina estructural
para los acidos nucleicos y factores reguladores implicados en la expresiéon génica relacionada con el
esqueleto. La necesidad de Runx2 se ha analizado en varios estudios, su ausencia provoca pérdida
parcial de osteoblastos y problemas esqueletales severos (205). En nuestro ensayo, los resultados
indican que los genes involucrados en el proceso de mineralizacién, incrementan su expresién en los
osteoblastos humanos tratados con los péptidos objeto de este estudio y todos los marcadores estan
relacionados a mineralizacién 6sea (206), en especial CBFAT.

En este estudio se emplearon dos péptidos de proteinas que se han demostrado participar activamente
en el proceso de biomineralizaciéon (19), y la via de administracién es importante debido a su
distribucién biolégica dentro del sistema circulatorio. En el ensayo de biodistribucion (farmacocinética),
se analizaron las acciones de la sustancia activa (péptidos) sobre el organismo de los animales una vez
que se administraron intraperitonealmente. Se observé que el péptido presenta una marca estable de
las O a las 24 horas (p <0.05), lo cual es de relevancia clinica porque en comparacién con otras proteinas
como las BMP-2 y BMP-7/OP1, aparte de requerir grandes dosis o aplicaciones mdltiples para lograr el
efecto osteogénico deseado, estas proteinas poseen una vida media de 1 a 4 horas y necesitan dosis
de aplicacién exégena de BMP equivalente a la cantidad enddgena presente en 1,000 seres humanos.
Lo anterior representa una seria preocupacion respecto a su seguridad y costo, adicionalmente se han
relacionado complicaciones clinicas severas incluyendo hematomas generalizados en tejido blando y
resorcion ésea peri-implante (207), debido a concentraciones suprafisiolégicas como resultado de una
cinética de liberacion imperfecta de BMPs, donde el 30% del encapsulado es perdido en la fase inicial.
Otro efecto colateral de la administracion de BMP es que éstas promueven el crecimiento éseo
excesivo, lo que trae como consecuencia presién sobre el tracto gastrointestinal y raices nerviosas, y
son inductoras potentes de la calcificacion arterial, lo que puede predisponer a los individuos
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recipientes a complicaciones serias como ateromas o trombosis; luego entonces, la administracién de
los péptidos es satisfactoria clinicamente con respecto a otros medicamentos por mantener su marca
estable con el paso de las horas y sin evidencia de patologias locales o sistémicas.

Pese a que la informacion reportada en este trabajo es contundente con respecto al proceso
favorecedor del uso de los péptidos en la neoformacion dsea, también es importante mencionar que
presenta algunas limitaciones: los resultados contenidos en este trabajo no recaban informacién sobre
los mecanismos especificos de accién que pueda orientarnos a distinguir las propiedades de los
diferentes péptidos, por lo que se sugiere abrir otra linea de investigacién para dilucidar el mecanismo
de accion de ambos péptidos con respecto a su potencial regenerador; el estudio fue impulsado para
determinar la correccién del estado osteoporético, pero no para detectar cambios en el seguimiento a
largo plazo ni como tratamiento correctivo; en este estudio se utilizé una séla dosis del péptido pCAP,
la via de administracién fue intraperitoneal diaria y se trabajé con la muestra minima. Sin embargo, este
estudio es sélo un ejemplo del potencial regenerador a nivel sistémico 6seo de ambos péptidos. Por lo
que en estudios posteriores sera necesario ampliar las investigaciones para clarificar completamente su
agente regenerador asi como hacer un seguimiento a largo plazo (diferentes dosis y tiempos) con y sin
tratamiento de tejido dseo y érganos, aumentar el nimero de grupos de estudios con diferentes dosis
de pCAP, determinar terapéuticas preventivas, incrementar el nimero del tamafio de muestra, realizar
los estudios en otra especie animal (primate u oveja) y modificar la via de administracién (via oral o
subcutidnea semanal).

El presente estudio cuenta con registro de patente: Instituto Mexicano de la Protecciéon Intelectual

Ndmero de solicitud: MX/a/2012/005314; Mayo 7, 2012 (ver apéndice D). El proyecto fue realizado con
apoyo: DGAPA-UNAM [T200414, CONACyT 224081.
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CONCLUSIONES

Este trabajo se relaciona al campo de la medicina, especialmente en la utilizacién de péptidos sintéticos
biolégicamente activos. El péptido derivado de la proteina de adhesion del cemento radicular
[PHACD1/CAP, (AVIFM)] y el péptido derivado de la proteina del cemento 1 [pCEMP1,
(MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN)], inducen la regeneracion &sea (osteoinductivos), detentan una
actividad bioldgica inductora de la diferenciacién osteoblastica y de biomineralizacién, por lo tanto se
trata de péptidos Utiles para el tratamiento de la osteoporosis, desempefian un papel similar a la
proteina nativa, promueven el depédsito de sales de calcio y fosfato, participan en la nucleacién de
cristales de hidroxiapatita, controlan el autoensamblaje del proceso de mineralizaciéon in vivo, son
faciles de sintetizar artificalmente, gozan de un bajo costo de produccién, por lo tanto, poseen mayor
factibilidad de manufacturar a gran escala, también presentan una masa molecular pequefia, lo que les
da la caracteristica de evitar reacciones inmunoldgicas, finalmente, los péptidos pueden mejorar el
indice clinico de efectividad (efectos secundarios indeseables), asi como el impacto positivo en el costo
de los tratamientos para la osteoporosis (la mayoria de los tratamientos utilizados actualmente son
costosos).

Los péptidos pCEMP1 a concentraciones de 40 y 80 pg/kg y pCAP a concentracién de 20 pg/kg
muestran eficacia terapéutica para el tratamiento de la osteoporosis en un modelo experimental. A
mayor concentracién, mejor resultado en la densidad 6sea y en la resistencia a la compresion. El
péptido pCAP demostrd ser mas eficaz respecto a la densidad mineral sea, resistencia a la compresion
e histomorfometria, que los resultados observados con la utilizaciéon del pCEMP1. Esta propuesta es
ventajosa ya que estos péptidos podrian disminuir la pérdida de la densidad mineral ésea asi como sus
efectos colaterales (fracturas de cadera, vertebrales, cabeza del fémur, etc.) debido a su actividad
bioldgica inductora de la diferenciacion osteoblastica y de biomineralizacién asi que, son muy utiles
para el tratamiento de la osteopenia y/u osteoporosis, por lo tanto, los resultados proporcionan una
alternativa para futuras terapias contra dichos padecimientos.

Queda determinada la eficacia clinica en la utilizacién de los péptidos sintéticos biolégicamente activos
para el tratamiento de la osteoporosis por lo que con base en esto, se podria plantear una estrategia
metodoldgica y de anélisis con el objeto de determinar su eficacia y viabilidad en una fase preclinica,
también abre la posibilidad de trabajar en nuevas lineas de investigacién acerca del uso a largo plazo,
multiples dosificaciones, uso en otras especies y/o mayor nimero de animales experimentales asi como
su administracién preventiva.
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ANEXO B

Algoritmo para la seleccién de intervenciones experimentales para inducir osteopenia y/u osteoporosis

en las ratas de laboratorio (25).
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ANEXO C

Histomorfometrias respectivas de las cabezas femorales, las fotomicrografias de los cortes histolégicos
tefiidos con Tricrémica de Masson, fueron tomados a 20x.

Control

Osteopordética

FSCH




pCEMP 40 ug

pCEMP 80 ug

pCAP 20 ug

FSCH
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ANEXO D

Histomorfometrias respectivas de las cuartas vértebras lumbares, las fotomicrografias de los cortes
histolégicos tefiidos con Tricrémica de Masson, fueron tomados a 20x.

Control

Osteopordética

FSCH



pCEMP 40 ug

pCEMP 80 ug

pCAP 20 ug
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ANEXO E

+4+
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ANEXO F
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