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Resumen

La osteopetrosis maligna es una enfermedad rara, y Costa Rica se sitia con la incidencia
mas alta del mundo con 3,4 casos por cada 100 000 nacimientos comparada con 1 caso
por cada 250 000 nacimientos a nivel mundial. Por lo tanto, es de vital importancia
conocer los avances en el diagndstico y nuevas terapias que puedan surgir.

Al tratarse de una enfermedad rara, los avances han sido escasos en los Ultimos afios, y el
tratamiento se limita actualmente al trasplante de células madre hematopoyéticas. Sin
embargo, en algunos casos esta terapia no se puede aplicar por falta de donantes HLA
idénticos, y presenta complicaciones asociadas como la enfermedad de injerto versus
hospedero y el rechazo agudo. Recientemente, se han presentado nuevas aplicaciones de
la terapia génica como una potencial herramienta curativa para estos pacientes. Con el
uso de vectores lentivirales y mediante métodos ex vivo, se desarrolla un ensayo clinico
en fase [; de esta manera se estd a la expectativa de posibles resultados favorables para su
aplicacion futura en fases clinicas avanzadas.

En esta revision, se abordan aspectos generales de esta patologia, asi como las estrategias
terapéuticas convencionales, culminando con el disefio de modelos animales y
experimentales en fase clinica de prueba para vectores virales que acarrean los genes que
corrigen los defectos genéticos implicados.
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Abstract

Malignant osteopetrosis is a rare disease, and Costa Rica has the highest incidence with
a rate of approximately 3.4 out of every 100,000 births compared with 1 out of every
250,000 births around the world. Updates and advances in diagnosis and new therapies
in the future is crucial. Since it has been classified as a rare disease, in recent years
progress has been limited. Hematopoietic Stem Cell Transplantation is the first line
treatment.

However, in some cases this therapy cannot be useful due to the lack of HLA-identical
donors and associated complications such as graft versus host disease and acute rejection.
New applications of gene therapy have recently been arising as a potential curative
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treatment for these patients. With lentiviral vectors and ex vivo methods, with a phase I
clinical trial in progress, favorable results are expected for its future application in
advanced clinical phases. In this review, we describe general aspects of this disease, and
the conventional therapeutic strategies. We will analyze the design of animal and
experimental models in the clinical trial phase I for viral vectors that carry the genes that
correct the genetic defects involved.
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Osteopetrosis, gene therapy

Introduccion

El término osteopetrosis deriva del griego “osteo” hueso, y “petros” piedra. Se define
como una patologia poco frecuente o rara, caracterizada por un marcado aumento de la
densidad de los huesos en todo el esqueleto y una deficiente remodelacion de la metéfisis
debido a la alteracion de la funcion lisosomal de los osteoclastos y sus células precursoras,
los monocitos (1,2).

Los principales tipos de osteopetrosis son la autosémica dominante (OAD) y la
autosomica recesiva (OAR). La OAD es el tipo mas frecuente y menos grave, se inicia en
la adolescencia, afectando predominantemente el esqueleto axial y los huesos largos de
forma simétrica, y se acompafia de un aumento de la tasa de fracturas debido a la
inestabilidad de los huesos afectados. A pesar de describirse como benigna, presenta
alteraciones graduales que conllevan a una disminucion de la sobrevida de los pacientes
que la sufren (3,4). Por otro lado, la OAR se caracteriza por un aumento generalizado de
la densidad 6sea y una gran variedad de sintomas heterogéneos, tales como defectos
hematologicos y neurales de diversa gravedad, debido a la falla en la resorcion 6sea por
parte de los osteoclastos (5,6). Tiene una incidencia de uno en 250 000 nacimientos. Sin
embargo, a pesar de ser una enfermedad rara, la incidencia es particularmente alta en
algunas regiones geograficas como Oriente Medio, algunas regiones de Rusia y la

provincia de Visterbotten en el norte de Suecia, asi como también en Costa Rica, que
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figura como el pais con la incidencia mas importante. Esta distribucion se atribuye a un
efecto fundador, asi como también al aislamiento geografico y alta consanguinidad
parental (7,8).

Fisiopatologia de la osteopetrosis

Los osteoclastos son células altamente especializadas que degradan los minerales y la
matriz O0sea organica. Estos procesos son cruciales para la remodelacion y el
mantenimiento de la estabilidad biomecénica 6sea y la homeostasis mineral. Se estima
que el esqueleto adulto se regenera completamente cada 10 afios. La mayoria de las
formas de osteopetrosis son causadas por defectos en los productos génicos implicados
en la maquinaria de acidificacion. La secrecion de acido depende de dos moléculas clave
que facilitan el transporte de protones: una ATPasa vacuolar de la bomba de protones (V-
ATPasa) que es parte del regulador inmunitario de células T-1 (TCIRG1) y el canal i6nico

especifico de cloruro 7 (CLCN-7) (9,11).
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Figura 1. Generacion y participacion de osteoclastos en el proceso de resorcion 0sea
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Inicialmente en médula 6sea, a partir de células madre hematopoyéticas, se generan
precursores de monocitos de los cuales derivan estadios iniciales de osteoclastos. Para
una correcta diferenciacion, es clave la expresion de RANK el cual unird RANKL
producido por osteocitos y osteoclastos. Posteriormente, se forma el osteoclasto
diferenciado en el cual se dardn procesos de produccion de iones de hidrégeno que
disminuye el pH de los espacios cercanos a los huesos y favorecera su resorcion. En
detalle, se observa la produccion de H+. La anhidrasa carbonica Il genera iones H+ que
migraran al espacio extracelular por medio de transportadores como CLCN-7 y TCIRG1.
Los componentes marcados en rojo (RANK, anhidrasa carbonica I, CLCN7 Y TCIRG1)
pueden sufrir mutaciones, afectando la diferenciacion de osteoclastos y la generacion de
H+, lo cual derivaré en diversas formas de osteopetrosis (Figura 1).

En el afio 2000, Frattini y otro grupo de investigadores dilucidaron por primera vez que
las mutaciones en el TCIRG1 son una de las principales causas de OAR. El gen TCIRG1
se encuentra en el cromosoma 11q13, codifica una subunidad de 116 kD especifica de la
bomba de protones vacuolar de osteoclastos, contiene veinte exones y media el transporte
de H+ hacia las lagunas de resorcion donde el pH bajo es un requisito indispensable para
la disolucion de los cristales. De esta manera, alteraciones en las diferentes proteinas
involucradas en el flujo de protones, desencadenan una disminucién de la resorcion 6sea
a diferentes niveles. También pueden presentarse alteraciones de los genes que codifican
por el receptor RANK; en estadios iniciales, este es clave en la diferenciacion de los
osteoclastos y por lo tanto, al presentar mutaciones generan fenotipos con disminucion en
el nimero de células y por lo tanto una resorcion 6sea deficiente (12,14). Posteriormente,
analisis moleculares han demostrado que algunos genes adicionales (TNFSF11,
TNFRSF11A, CLCN7, OSTM1, SNX10, PLEKHMI) estan también implicados en la

patologia (15).
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Diagnéstico, tratamiento y alternativas terapéuticas

El diagnostico de la enfermedad es principalmente clinico debido a las alteraciones que
sufren los pacientes; estas son ceguera, sordera, aumento en la frecuencia y severidad de
fracturas, deformidades dseas, inmunodeficiencias y alteraciones hematoldgicas (16). A
pesar de esto, es necesario, para efectuar una confirmacion diagnoéstica, ejecutar andlisis
moleculares en los cuales se pueda evidenciar mutaciones en los genes mencionados
previamente. Mas recientemente, se han estudiado algunos marcadores como potenciales
dianas diagnosticas (17,18). Adicionalmente, con el auge en los ultimos afios de
tecnologias de andlisis como secuenciacion de Sanger, secuenciacion de genoma y exoma
completo, se han abierto muchas posibilidades de mejorar el diagndstico, y se espera que
sean campos que presenten gran crecimiento en afios venideros (19). El tratamiento es en
gran parte sintomatico, mediante esteroides, balance electrolitico, gamaglobulina
intravenosa y transfusiones de hemocomponentes. El trasplante de células madre
hematopoyéticas (TCMH) se emplea para las formas mas graves asociadas con
insuficiencia de la médula Osea y actualmente ofrece la mejor posibilidad de
supervivencia a largo plazo en este grupo. Las formas infantiles graves de osteopetrosis
se asocian con una esperanza de vida disminuida, y la mayoria de los nifios no tratados
mueren en la primera década como complicacion de la supresion de la médula osea (20).
Hasta el momento, el tnico tratamiento curativo es el TCMH, pero se asocia con una alta
mortalidad cuando no se dispone de donantes HLA idénticos. Por lo tanto, la osteopetrosis
es una enfermedad candidata para el desarrollo de terapia génica debido a su desenlace
fatal en etapas tempranas de la vida cuando el tratamiento actual no es factible. Como la
progresion de la enfermedad es répida, es importante iniciar el tratamiento lo antes posible

y con el uso de la terapia génica se pueden utilizar células autdlogas, eliminando asi la
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necesidad de encontrar un donante adecuado, asi como también corrigiendo defectos en
sistema nervioso central, que no se corrigen con el TCMH (21-23).

Avances en terapia génica para OAR

En 2008, se describid que la terapia génica en células madre hematopoyéticas en un
modelo de ratones con osteopetrosis maligna infantil; esta corregia muchos aspectos de
la enfermedad y tenia el potencial de restaurar la funcién de reabsorcion de los
osteoclastos sin exponerse a algunas de las limitaciones asociadas con TCMH alogénico,
como la disponibilidad limitada de un donante compatible y la enfermedad de injerto
contra hospedero. Uno de los principales problemas que surgio para la terapia génica en
humanos es obtener una cantidad suficiente de células madre para la transduccion in vitro,
ya que los nifios afectados tienen cavidades de médula 6sea reducidas. Sin embargo, dado
que estos pacientes tienen niveles elevados de células madre que circulan en la sangre
periférica, una opcion seria recolectar células CD34+ de esta fuente para la transduccion
in vitro, posiblemente incluso sin necesidad de administrar ningin régimen de

movilizacion previo (24) (Figura 2).
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Figura 2. Proceso de generacion de osteoclastos funcionales corregidos mediante
terapia génica

1. Inicialmente, se extraen células madre hematopoyéticas de médula 6sea del paciente
que presenta osteopetrosis. 2. Se realiza ex vivo, una transduccion con un lentivirus que
acarrea el gen TCIRG1. 3. Este se integra en el genoma de la célula madre y se expanden
en cultivo celular. 4. Se infunden las células modificadas genéticamente al paciente
nuevamente. 5. Se obtiene un fenotipo corregido con osteoclastos funcionales tanto a

nivel de médula dsea como sistémico.

En los modelos animales estudiados, la mutacion en TCIRG1 también es la causa de la
osteopetrosis y es muy similar a la enfermedad en humanos; las caracteristicas fenotipicas
de este modelo son un tamafio pequefio del animal, falta de dientes, aumento de la
densidad 6sea, ausencia de espacios en la médula 6sea y una vida corta de alrededor de

tres semanas (25). En un estudio, Johansson y su grupo demostraron el rescate terapéutico
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con terapia génica, utilizando una transferencia mediada por un vector gammaretroviral
de ADN con el gen TCIRGI en células madre hematopoyéticas (26). Sin embargo, los
vectores gammaretrovirales se han asociado con un riesgo de mutagénesis por insercion
en los sitios de inicio de la transcripcion que podria provocar leucemia, lo cual limit6 su
adecuado desarrollo (27). Posteriormente, la incorporacion de promotores celulares mas
débiles, como los que se utilizan en los ensayos de inmunodeficiencia combinada severa
ligada al cromosoma X (SCID) y de inmunodeficiencia combinada severa por deficiencia
de adenosina desaminasa (ADA-SCID), han logrado aumentar la seguridad terapéutica
(28-30). Mas recientemente, Moscatelli y su equipo de investigadores crearon un vector
lentiviral autoinactivante adecuado para su uso en un entorno clinico (Figura 3). El vector
con TCIRG1 humano fue capaz de corregir la funcion de los osteoclastos ex vivo, asi
como in vitro, mediante el trasplante de células CD34+ corregidas con terapia génica de
pacientes a ratones y la generacion de osteoclastos a partir de células aisladas después de

varios meses (31).
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Figura 3. Esquema general para crear un lentivirus potencialmente utilizable en
terapia génica para osteopetrosis
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Inicialmente, el gen de TCIRG1 se codifica en un genoma de lentivirus, con su sefial de
encapsidacion, el transgén de interés, espaciadores IRES y proteina verde fluorescente
(Green Fluorescent protein, GFP) como gen reportero. Se utilizan plasmidos de
empaquetamiento, de envoltura y regulatorios. Estos pueden expresarse en células
HEK?292 y producir particulas virales con las que se puede transducir in vitro las células
madre hematopoyéticas para integrar el gen que codifica por TCIRGI1 y corregir el
defecto en estas células.

Recientemente, se generaron osteoclastos funcionales a partir de una linea de células
pluripotenciales inducidas (iPSC), derivada de pacientes con osteopetrosis, a través de
transferencia génica de un lentivirus, proporcionando un recurso valioso para estudios de
fisiopatologia y desarrollo de terapias para esta forma de osteopetrosis severa (32).

Otro estudio, desarrollado en 2013, tuvo como objetivo restaurar la funcion de
reabsorcion de los osteoclastos mediante la transferencia génica mediada por lentivirus
codificando la proteina TCIRG1. Se transdujeron células CD34+ de sangre periférica de
cinco pacientes y de sangre de cordén umbilical normal con vectores lentivirales que
expresaban TCIRG1 y proteina verde fluorescente (GFP) bajo un promotor SFFV, se
expandieron en cultivo y se diferenciaron en cortes 0seos a osteoclastos maduros. El
analisis de PCR cuantitativo y el western blot revelaron un aumento de los niveles de
ARNm y proteina de TCIRG1, comparable con los controles. Los osteoclastos corregidos
con este vector generaron una mayor liberacion de Ca2+ y el producto de degradacion
6sea CTX-I, asi como una mayor formacion de espacios de reabsorcion en los cortes
Oseos, mientras que los osteoclastos no corregidos no lograron reabsorber el hueso. La
resorcion fue aproximadamente del 70 al 80% de la de los osteoclastos generados a partir

de la sangre del cordon umbilical (33).
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Actualmente, se esta desarrollando un ensayo clinico (NCT04525352), es un estudio de
fase I no aleatorizado para evaluar la seguridad y eficacia preliminares. Consiste en
células madre hematopoyéticas CD34+ autdlogas transducidas con el gen TCIRGI,
codificado en un lentivirus, en pacientes pediatricos con OAD. Después del
acondicionamiento mieloablativo, los pacientes reciben una infusion de células madre
modificadas genéticamente (34). Los resultados de este ensayo clinico no han sido
publicados hasta el momento. Sin embargo, se espera que sean prometedores y poder
establecer las bases para fases clinicas posteriores.

Conclusion

Ante el escenario de una enfermedad rara, los avances en terapias alternativas cobran una
alta relevancia. Con el advenimiento de métodos de edicion génica como el uso de
vectores virales y tecnologias como CRISPR, es posible avivar el desarrollo de terapias
curativas a futuro, que son necesarias en nuestro contexto, principalmente debido a
nuestra alta incidencia a nivel mundial con osteopetrosis. El seguimiento del ensayo
clinico que se desarrolla actualmente es clave para nuestro pais y otras regiones del
mundo, ya que se espera represente a futuro una prometedora alternativa que traerd

grandes frutos en afos venideros.
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