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La degradacién de la matriz 6sea depende de la actividad de dos clases princi-
pales de proteasas, las cisteino-proteasas y las metaloproteasas de matriz. La cis-
teino-proteasa. que estd presente predominantemente en el osteoclasto, es la ca-
tepsina K. Esta enzima es muy activa contra proteinas de matriz como los
coldgenos tipo Iy I y es la primera catepsina descrita capaz de clivar la triple
hélice de coldgeno dentro de la parte helicoidal intacta de la molécula. La catepsina
K estd presente en el borde rugoso de los osteoclastos y en las lagunas de re-
sorcién de la superficie 6sea. La inhibicién de esta enzima inhibe la formacién
de lagunas de resorcién osteocldstica de una manera de concentracién depen-
diente. La picnodisostosis es una displasia esclerosante Gsea producida por una
deficiencia en la actividad de la catepsina K. El fenotipo osteopetrético de los
pacientes con picnodisostosis fue confirmado en ratones transgénicos, a los cua-
les se les habia producido disrupcién del gen de la catepsina K. Existen inhibidores
naturales de las cistefno-proteasas de la familia de la papaina, entre las cuales se
encuentra la catepsina K, llamadas cistatinas. Recientemente se han desarro-
llado varios inhibidores sintéticos no peptidicos de la catepsina K con un buen
perfil de selectividad con respecto a otras catepsinas. Estos firmacos han de-
mostrado ser potentes inhibidores de la resorcién ésea en animales y en huma-
nos, sugiriendo que la inhibicién de la catepsina K es una forma terapéutica
viable de tratamiento de la osteoporosis.
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Bone matrix degradation depends on the activity of two clases of proteinases, cisteino pro-
teinases and metalloproteinases. The cisteino proteinase predominantly present in the os-
teoclast is cathepsin K. This enzyme is highly active against matrix proteins as collagen
type I and 11 and is the first cathepsin that is capable of cleavage of the collagen triple
helix within the intact helicoidal part of the molecule. Cathepsin K is present in the ruf-
[le border of the osteoclasts and in the resorption lacunae of bone surface.

The inbibition of this enzyme inhibits the formation of osteoclastic resorption lacunae in
a concentration dependent way.

Picnodysostosis is a bone sclerosing dysplasia produced by a deficiency in catepsina K ac-
tivity. The osteopetrotic phenotype in picnodysostosis patients was confirmed in transge-
nic mice with disruption in the cathepsin K gene. There are natural inhibitors of the pa-
pain family of cystein proteinase among which cathepsin K is found, called cystatins.
Recently a number of non-peptidic synthetic inbibitors of cathepsin K have been develo-
ped with a good selectivity profile with respect to other cathepsins. These drugs have shown
t0 be potent inbibitors of bone resorption in animals and humans, suggesting that inhi-
bition of cathepsin K is a viable therapeutic form of treatment of osteoporosis.

KEY WORDS: cathepsin K, bone resorption, synthetic inhibitors, picnodysostosis,
0Steoporosis.

nodisostosis, osteoporosis.

INTRODUCCION

Varias enfermedades Jseas se caracterizan
por una excesiva resorciéon 6sea. Esta re-
sorcién puede ser generalizada a nivel del
esqueleto (como en la osteoporosis o en la
enfermedad de Paget multiostética) o lo-
calizada (como en las metdstasis Gseas).
La resorcién ésea puede ser dividida en dos
procesos bisicos: 1) la solubilizacién del
mineral 6seo, y 2) la degradacion de la ma-
triz 6sea. Mientras que la solubilizacién
del mineral 6seo depende de la produccién
de 4cido por el osteoclasto, la degradacién
de la matriz 6sea depende de la actividad
de proteasas. En la resorcién dsea han sido
implicadas dos clases principales de pro-
teasas.

1) Las cistefno-proteasas.
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2) Las metaloproteasas de matriz (MMP).
Las cisteino-proteasas lisosomales pueden
degradar eficientemente el coldgeno tipo
I, principal componente proteico de la
matriz 6sea, a pH 4cido’. Las catepsinas
Ly B pueden clivar en las extensiones no
helicoidales del telopéptido de coldgeno,
que lleva a la desnaturalizacién de las fi-
bras de coldgeno a pH 4cido, y después es
rdpidamente degradado a péptidos de bajo
peso molecular?. La laguna de resorcién
por debajo de osteoclasto que reabsorbe
activamente presenta un pH entre 4 y 5°
que garantiza el medio catalitico 6ptimo
para las proteasas acidicas lisosomales. Va-
rios estudios bioquimicos y ultraestruc-
turales han demostrado que las catepsi-
nas son realmente secretadas a la laguna
de resorcién® y que la degradacién prote-
olitica de la matriz 6sea tiene lugar a ese
nivel. La participacién de cisteino-prote-
asas en la resorcién Gsea también ha sido
demostrada en experimentos que utiliza-
ron inhibidores especificos de cisteino-
proteasas’®,

REEMO 2004;13(6):134-6

CATEPSINA K

Hasta hace muy poco se pensaba que las
catepsinas L y B eran las responsables de la
principal actividad de cisteino-proteasa de
los osteoclastos, por lo que se desarrolla-
ron esfuerzos para disefiar inhibidores de la
catepsina L como agentes terapéuticos para
la osteoporosis’. En 1994 se identificé en
conejos una nueva cisteino-proteasa ex-
presada predominantemente en el osteo-
clasto denominada OC2®. El homélogo
humano de la OC2 fue clonado en diver-
sos laboratorios y se le dio diferentes nom-
bres®'?, y, finalmente, se designé a esta
proteasa como catepsina K.

La catepsina K (EC 3.4.22.38) pertenece a
la familia de la papaina de cisteino prote-
asas y constituye la proteasa predominan-
te del osteoclasto. Hasta el presente se co-
nocen al menos 12 cisteino-proteasas
humanas pertenecientes a la familia de la
papaina, cuyas secuencias se han obteni-
do (catepsinas B, L, H, S, O, K C, W, F,
V(L2), Z(X) y bleomicina hidrolasa). Va-
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rias de estas nuevas enzimas tienen una
distribucién tisular restringida, lo que im-
plica funciones celulares especificas. Uti-
lizando un andlisis de Northen Blot en cé-
lulas de osteoclastoma se evidencié que los
transcriptos de catepsina K estaban pre-
sentes al menos en 50 a 100 veces con re-
lacién a los transcriptos de las catepsinas
LyS"b.

La catepsina K es altamente activa contra
proteinas de matriz, como los coldgenos
tipo I y Il y es la primera catepsina des-
crita capaz de clivar la triple hélice de co-
lageno dentro de la parte helicoidal intacta
de la molécula'®. Recientes estudios mi-
croscépicos de inmunoluminiscencia e in-
munofluorescencia han demostrado la pre-
sencia de catepsina K en el borde rugoso de
los osteoclastos y en las lagunas de resor-
cién de la superficie 6sea®.

Para evaluar la contribucién de la catep-
sina K en la resorcién ésea mediada por
osteclastos, Inui et al'¢
desoxinucleétidos (S-ODN) antisentido
de catepsina K. As{ cultivaron osteoclastos

utilizaron oligo-

de conejo sobre cortes de dentina durante
24 horas en presencia o ausencia de
S-ODN, administrando como elementos
portadores liposomas policatiénicos. El
S-ODN antisentido inhibi6 la formacién
de lagunas de resorcién osteocldstica de
una manera concentracién dependiente.
Los S-ODN con sentido o mismatch no tu-
vieron efecto sobre el nivel de formacién de
lagunas. Estos autores también usaron un
inhibidor no especifico de cisteino-prote-
asas, el E-64, que redujo la produccién de
lagunas de resorcién de una manera simi-
lar dosis dependiente.

PICNODISOSTOSIS Y CATEPSINA K

La picnodisostosis (MIM 265800) es una
displasia esclerosante ésea que se cree que
afect6 al pintor impresionista francés Hen-
ri de Toulouse-Lautrec (1864-1901)". Esta
enfermedad se transmite en forma auto-
sémica recesiva y existe consanguinidad
de los padres en el 30% de los casos des-
critos. Desde su primera descripcién en
1962 se han detectado mds de 100 casos
en 50 familias'® y parece ser especialmen-
te comtn en Japén'. La picnodisostosis
se diagnostica por regla general en la pri-
mera infancia por una desproporcionada
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baja estatura y rasgos dismérficos que in-
cluyen una prominencia frontooccipital,
fontanela anterior y otras suturas craneales
abiertas, crdneo relativamente grande, dn-
gulo mandibular obtuso, paladar arquea-
do alto, maloclusién dental, proptosis y
nariz puntiaguda®. Los dedos son cortos
y con el extremo ensanchado por acroos-
tedlisis o aplasia de las falanges termina-
les, con hipoplasia de las ufias y manos
cortas y cuadradas. Finalmente, el térax es
estrecho y puede existir pectus excavatum,
acompafiado de cifoescoliosis e incremen-
to de la lordosis lumbar. Las fracturas Gse-
as son frecuentes especialmente en las ex-
tremidades. Desde el punto de vista
radiolégico, tiene caracteristicas parecidas
a la de las osteopetrosis como es la osteos-
clerosis generalizada. La radiograffa lateral
de crdneo muestra caracteristicamente la
base de crdneo esclerética con los bordes
de la 6rbita radiodensos y suturas cranea-
les marcadamente abiertas. El estudio his-
topatoldgico muestra que la estructura del
hueso cortical aparece como normal, a pe-
sar de una disminucién de la actividad os-
teocldstica y osteobldstica’.

El hecho mds convincente del papel criti-
co de la catepsina K en el remodelado éseo
dada por la demostracién de que la pic-
nodisostosis se produce por una deficien-
cia en la actividad de la catepsina K. Los
osteoclastos de los pacientes con picnodi-
sostosis exhiben acumulacién de fibras de
coldgeno no digerido en sus lisosomas®.
Estudios de andlisis de asociacién locali-
zaron el gen de la picnodisotosis al cro-
mosoma humano 1q21 y, subsecuente-
mente, el intervalo genético se estreché
entre los marcadores D182612 y D1S2345.
La secuencia expresada de este gen corres-
pondia a la catepsina K, que también ha-
bfa sido mapeada en esa regién cromosé-
mica?. Se ha demostrado también que la
secuencia de nucleétidos y de aminodci-
dos de la catepsina K del ratén estd alta-
mente conservada con los homélogos de
humanos, conejos y pollos a lo largo de la
prorregion y de la enzima madura. Rood

et al*

estudiaron la organizacién gend-
mica de la catepsina K humana. Esta es
similar a las de las catepsinas S y L; se ex-
tiende a lo largo de 12,1 kb de 4cido de-
soxirribonucleico (ADN) genémico y estd
compuesto de 8 exones y 7 intrones. El

andlisis de la regi6n de flanco 5’ indica
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que este gen carece de las cajas candnicas
TATA, AAT, y contiene multiples poten-
ciales sitios de regulacién transcripcional.
El fenotipo osteopetrético de los pacien-
tes con picnodisostosis fue confirmado en
ratones transgénicos, a los cuales se les ha-
bfa producido disrupcién del gen de la ca-
tepsina K.

INHIBIDORES NATURALES
DE CATEPSINA K

La cistatina es una proteina con potente
actividad inhibidora de las peptidasas, que
fue hallada por primera vez en la clara de
huevo de pollo a fines de la década de los

26 Desde entonces las cistati-

afios sesenta
nas se han constituido en una superfami-
lia de proteinas similares presentes en ma-
miferos, aves, peces, insectos, plantas y
algunos protozoos. En la actualidad se co-
nocen 12 parientes funcionales de la cis-
tatina de pollo en humanos. El tipo 1 de
cistatinas (A y B) son principalmente in-
tracelulares, las cistatinas tipo 2 (C, D,
E/M, E G, S, SN, y SA) son extracelula-
res y las tipo 3 (L-y H kinindgenos), son
proteinas intravasculares. Todas las verda-
deras cistatinas inhiben las cisteino-pro-
teasas de la familia de la papaina, entre
ellas a la catepsina K.

INHIBIDORES SINTETICOS
DE LA CATEPSINA K HUMANA

Distintas empresas farmacéuticas han ela-
borado inhibidores especificos de la ca-
tepsina K humana. Novartis Pharma ha
desarrollado arilaminoetil amidas como
inhibidores de esta cistefno-proteasa con
excelente especificidad con respecto a las ca-
tepsinas L y S¥. El AAES581 es el prime-
ro de esta nueva clase de inhibidores de la
catepsina K, cuya administracién es de una
vez por dfa. Este producto que estd en fase
II, ha sido asociado con un 70% de re-
duccidn de la resorcién 6sea. En el pro-
grama de ensayos clinicos de fase II, un
estudio doble ciego en 140 mujeres pos-
menopdusicas demostré una significativa
reduccién en los marcadores de resorcién
comparado con placebo (p < 0,001). La
fase IIb de ensayos clinicos estd proyecta-
da para empezar a comienzos del afio 2004.
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El Merck Frosst Centre for Therapeutic Rese-
arch de Canadd ha elaborado una nueva
clase de inhibidores potentes y reversibles
nopeptidicos biarilicos de catepsina K hu-
mana®®. La unién amida P2-P3 de un co-
nocido dipéptido 1 aminoacetonitrilo fue
remplazada por un anillo fenilo, que dio
lugar a esta serie de compuestos biarilicos
que retienen potencia contra la catepsina
K, y muestran un mejor perfil de selecti-
vidad contra otras catepsinas. La modifi-
cacién estructural dentro estas series re-
sulté en la identificacién del compuesto
R-2, un potente inhibidor de la catepsina
K (IC50 = 3 nM) que es selectivo contra
la catepsina B (IC50 = 3950 nM) ,.L (IC50
= 3725nM), y S IC50 = 2010 nM). En
un ensayo 7z vitro, utilizando osteoclastos
de conejo y hueso bovino, el compuesto
R-2 inhibi6 la resorcién Gsea con una IC50
de 95 nM. Esta clase de inhibidores no-
peptidicos nitrilo es poco probable que sea
hidrolizada por cisteino-proteasas. Es mds,
la inhibicién de la catepsina K por el com-
puesto R-2 se mostré que era completa-
mente reversible y aparentemente no tiem-
po-dependiente. Para demostrar la eficacia
del compuesto R-2 iz vivo, se administr
a monas rhesus ovariectiomizadas a 20
mg/Kg por boca una vez al dia durante 8
dias, midiendo la resorcién Gsea a través
de un marcador de turnover 6seo urinario,
el N-telopéptido de coldgeno tipo I. Du-
rante los 8 dfas de administracién el com-
puesto R-2 redujo el marcador de resor-
cién urinario en un 80%, sugiriendo que
la inhibicién de la catepsina K es una for-
ma terapéutica viable de tratamiento de
la osteoporosis.
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