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Introduzione

Il tessuto osseo, sebbene possa sembrare inerte, risulta in realtà estremamente
dinamico, consentendo allo scheletro un incessante rimodellamento tale da
sostenere il carico meccanico e i continui microtraumatismi. I meccanismi di
rimodellamento si realizzano nelle cosiddette BMU (bone multicellular unit),
costituite da osteoclasti, osteoblasti e osteociti. Le cellule della BMU non sono in
diretta contiguità con il midollo osseo, ma sono ricoperte dalle lining-cell [1]. I
capillari penetrano le lining-cell e garantiscono una comunicazione con le cellu-
le della BMU. Queste ultime, insieme con i capillari e le lining-cell, costituiscono
il compartimento di rimodellamento dell’osso (CRO). 

Considerata la struttura della CRO, diviene più semplice comprendere il
ruolo chiave svolto dagli osteociti nel controllare il rimodellamento dell’osso,
nonostante si trovino imprigionati nella matrice ossea. È noto, infatti, che gli
osteociti agiscono anche come meccanocettori, in grado di rispondere ai cambia-
menti del microambiente ormonale (per esempio, carenza di estrogeni) e di inne-
scare un rimodellamento osseo, forse per mezzo della comunicazione con le
lining-cell [2-4]. All’interno della BMU le cellule pre-osteoblastiche, che espri-
mono il RANKL, probabilmente controllano la differenziazione degli osteoclasti
dai progenitori emopoietici [5]; d’altro canto il completamento della fase di rias-
sorbimento osseo è seguito da una fase di neoformazione controllata in parte da
citochine prodotte dagli osteoclasti, che stimolano la differenziazione e l’attività
degli osteoblasti attraverso un meccanismo d’azione paracrina. Nel contesto di
questa attività orchestrata all’interno della BMU, ci sono quindi cellule (gli osteo-
blasti, gli osteociti e gli osteoclasti, e forse le cellule endoteliali dei vasi ematici)
che sono il bersaglio di una serie di agenti farmacologici in grado d’incrementa-
re la massa ossea [6]. 

Differenziazione degli osteoblasti

Molti fattori di secrezione paracrina, autocrina ed endocrina influenzano lo sviluppo e
la maturazione dell’osteoblasto. Tra questi vi sono alcune proteine morfogenetiche del-
l’osso (BMP), PTH, FGF, IGF, endotelina-1 e agonisti delle prostaglandine [7-10].
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Gli osteoblasti, cellule mesenchimali derivate dal mesoderma, una volta diffe-
renziati producono molecole essenziali per la formazione della matrice minerale
e per il supporto dell’emopoiesi e dell’angiogenesi. L’espressione sequenziale di
questi “mediatori” facilita la differenziazione delle cellule progenitrici in pre-
osteoblasti proliferanti e quindi in osteoblasti, che producono matrice ossea, ed
eventualmente in osteociti o lining-cell. Il fattore di trascrizione 2 Runt-correla-
to (Runx2), che è il più precoce marcatore della linea cellulare osteoblastica,
regola la proliferazione cellulare, integra numerose vie di segnale e controlla l’e-
spressione di molti geni, quali l’osteocalcina, il VEGF (vascular endothelial growth
factor), il RANKL, la sclerostina e la proteina-1 della matrice (DMP1), che con-
sentono la maturazione degli osteoblasti [11,12]. Osterix è un altro fattore di tra-
scrizione essenziale per la formazione di pre-osteoblasti da progenitori multipo-
tenti [13]; esso agisce a valle di Runx2 [14], ma ostacola la differenziazione degli
osteoblasti e inibisce anche l’espressione di VEGF conseguente all’esposizione a
endotelina-1 [15]. Durante le fasi di maturazione osteoblastica e di formazione
delle matrice, la mineralizzazione ossea è garantita dalla simultanea espressione
di fosfatasi alcalina e collagene di tipo I [16]. Gli osteoblasti maturi, quindi, pro-
ducono osteocalcina, RANKL e il recettore per il PTH (PTHR1) che, tra l’altro,
regola sia la formazione dell’osso sia il suo riassorbimento. Quando gli osteobla-
sti vengono fissati all’interno della matrice ossea, si trasformano in osteociti e
iniziano a esprimere numerose molecole, tra cui DMP1 e sclerostina, che con-
trollano la formazione dell’osso e il metabolismo del fosfato [17].

Wnt e differenziazione osteoblastica

Le Wnt sono glicoproteine di secrezione cruciali per lo sviluppo e il rinnova-
mento di molti tessuti, incluso il tessuto osseo. Esse stimolano numerose vie di
segnale attraverso il legame di un complesso recettoriale, formato dalla proteina
5 correlata con il recettore dell’LDL (LRP5) o da LRP6 e da una delle 10 moleco-
le Frizzled (Fz) [18]. La via di segnale Wnt più studiata negli osteoblasti è quella
della canonical Wnt, che coinvolge la stabilizzazione della β-catenina e la regola-
zione di molteplici fattori di trascrizione (Lef1, Tcf7, Tcf7L1 e Tcf7L2). Questa
via è attivata in tutte le cellule della linea osteoblastica, inclusi i pre-osteoblasti,
le lining-cell e gli osteociti. In particolare, la via della Wnt/β-catenina rappresen-
ta una risposta fisiologica al carico meccanico [19] e partecipa ai processi di “gua-
rigione” delle fratture [20]. Il segnale Wnt svolge tre funzioni principali sulle cel-
lule della linea osteoblastica: 
• determinare la differenziazione da osteo/condroprogenitori 
• stimolare la proliferazione osteoblastica 
• aumentare la sopravvivenza degli osteoblasti e degli osteociti. 

All’interno della BMU, la Wnt stimola la maturazione degli osteoclasti attra-
verso la regolazione dei livelli di RANKL negli osteoblasti [21].

Il ruolo cruciale della via della canonical Wnt nelle cellule dell’osso è emerso da
studi che dimostrano come la perdita di funzione del gene che codifica per LRP5
determina una riduzione della massa ossea e viceversa [22-25]. La via di segnale
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della canonical Wnt facilita la differenziazione osteoblastica da progenitori mesen-
chimali a scapito dell’adipogenesi, con conseguente incremento della densità mine-
rale ossea. Numerosi studi mostrano, inoltre, che questa via di segnale partecipa
alla trascrizione di fattori Runx2 e Osterix, stimolando la maturazione degli osteo-
blasti [26-30]. È evidente, quindi, che diversi meccanismi intervengono nel con-
trollo dell’omeostasi ossea. La β-catenina, per esempio, incrementa la massa ossea
inducendo l’espressione genica per l’osteoprotegerina (OPG), e quindi inibendo la
maturazione osteoclastica [26,30]. L’incremento della LRP5 o la somministrazione
di Wnt3a aumentano la proliferazione dei pre-osteoblasti e prevengono l’apoptosi
degli osteoblasti e degli osteociti senza agire sugli osteoclasti [24-31]. Quindi l’at-
tivazione delle vie di segnale della Wnt, per mezzo del legame delle proteine Wnt
ai loro recettori, ne innesca altre, differenti da quelle che coinvolgono la β-cateni-
na [31] la quale, a sua volta, partecipa ad altre vie di segnale, indotte dai recettori
tirosina-chinasi attivati e dai recettori nucleari ormonali [32]. 

Ulteriori studi sono necessari per riconoscere i complessi ruoli che le singole
Wnt hanno entro la BMU e per determinare in che misura la β-catenina possa
essere utilizzata come surrogato per misurare l’attività Wnt. La via di segnale
della Wnt si propone come potenziale bersaglio in terapie orientate a incremen-
tare la massa ossea. Il limite è rappresentato dalla difficoltà e dal costo elevato
della purificazione delle molecole, per cui al momento il suo utilizzo nella tera-
pia dell’osteoporosi appare poco praticabile. Le possibili alternative sono: 
• inibire gli antagonisti della Wnt (Dkk1, sclerostina e Sfrp1) con anticorpi

neutralizzanti 
• inibire la glycogen synthase kinase 3β (GSK3β), che determina la fosforilazio-

ne della β-catenina e ne promuove la degradazione. 
Quest’ultimo approccio è stato realizzato nei topi, dove la somministrazione

di molecole a basso peso molecolare, che inibiscono la GSK3β, si è dimostrata in
grado di: 
• prevenire la perdita di massa ossea causata dall’età, dal deficit di estrogeni e

dalle mutazioni di LRP5 [33] 
• incrementare la sensibilità degli osteoblasti e degli osteociti al carico meccanico
• accelerare la “guarigione” delle fratture [21]. 

Appare necessaria un’attenta valutazione degli effetti a lungo termine degli
inibitori della GSK3β e degli agonisti della via di segnale della Wnt, prima di un
loro utilizzo clinico come agenti anabolizzanti [34,35].

L’altro approccio terapeutico si basa sulla possibilità di neutralizzare, median-
te anticorpi monoclonali umanizzati, gli antagonisti della via della canonical Wnt,
che può essere inibita a livello extracellulare dal sequestro sia del ligando sia del
recettore. Il Dkk1 e la sclerostina inibiscono la via di segnale della Wnt attraver-
so la dissociazione di LRP5 da Fz e Wnt. La Sfrp, invece, lega la Wnt e ne previe-
ne l’associazione con il complesso LRP5/Fz. I livelli sierici del Dkk1 (inversa-
mente proporzionali alla massa ossea nel topo) sono un marcatore biochimico
dell’osteolisi associata al mieloma multiplo nell’uomo, così come i livelli di Sfrp1
sono inversamente correlati alla formazione di tessuto osseo, con una modula-
zione da parte degli ormoni sessuali [36,37]. Gli anticorpi che neutralizzano il
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Dkk1 sono stati sperimentati in diversi studi, mentre gli anticorpi che neutraliz-
zano la Sfrp1 non sono stati ancora descritti. Diarra e coll. hanno rilevato, in un
modello murino di artrite reumatoide, la riduzione delle lesioni a carattere ero-
sivo in seguito alla somministrazione di anticorpi anti-Dkk1, con un aumento del
numero degli osteoblasti, della neoformazione ossea, dell’espressione di OPG e
della riduzione degli osteoclasti [38]. È interessante notare che gli animali tratta-
ti con anticorpi anti-Dkk1 sviluppavano osteofiti, convertendo il quadro in un
modello di osteoartrite. Tale elemento suggerisce, inoltre, un possibile ruolo del
Dkk1 nel prevenire l’osteoartrite. In un altro studio con un modello murino di
mieloma multiplo, la somministrazione di un anticorpo anti-Dkk1 promuoveva
la neoformazione ossea a livello sia del femore colpito dalle lesioni mielomatose
sia del femore sano [39]. Gli anticorpi anti-Dkk1 riducono il numero di osteo-
blasti che esprimono la fosfatasi acida tartrato-resistente (TRAP) e incrementa-
no il numero di osteoblasti che producono osteocalcina.

Sebbene quindi gli anticorpi specifici per il Dkk1 possano promuovere la for-
mazione di tessuto osseo, esistono alcuni timori riguardo la potenza e il profilo di
sicurezza, poiché in molte neoplasie si osserva un’attivazione della via di segnale
Wnt. Non si può quindi escludere che tale approccio si associ con un incrementa-
to rischio di sviluppare tumori, anche se ciò appare altamente improbabile.

La funzione osteocitaria

La sclerostina, secreta esclusivamente dagli osteociti, rientra tra i bersagli di tera-
pie biologiche volte a incrementare la massa ossea. Essa è il prodotto del gene
SOST, che risulta mutato e/o inibito in soggetti affetti da sclerosteosi e da malat-
tia di van Buchem, patologie caratterizzate da un’elevata massa ossea [40]. La
produzione di sclerostina è ridotta in risposta al carico meccanico e alla secre-
zione intermittente di PTH. La sua principale azione è quella di inibire l’attività
degli osteoblasti, e quindi la neoformazione ossea, sequestrando LRP5 e LRP6 e
dunque inibendo la via di segnale Wnt. È interessante notare che una mutazione
di LRP5 che inibisce il legame della sclerostina con la LRP5 è associata a un’ele-
vata BMD (anche nell’uomo). 

La sclerostina lega anche le BMP, ma con bassa affinità, senza interessare
direttamente i geni bersaglio delle BMP2 negli osteoblasti. Sembra, quindi, bloc-
care indirettamente la formazione di osso BMP-indotta attraverso l’inibizione
delle vie di segnale Wnt. Studi preliminari con anticorpi monoclonali sclerosti-
na-specifici hanno mostrato attività anabolizzante sull’osso in modelli animali e
donne in post-menopausa, offrendo, in prospettiva futura, un possibile approc-
cio anabolizzante sull’osso [41,42].

L’interazione osteoblasto-osteoclasto

Nella maggior parte dei casi l’osso riassorbito è sostituito da osso neoformato. È
noto che gli osteoblasti modulano la differenziazione osteoclastica attraverso la
presentazione di membrana di RANKL, M-CSF e OPG. In molte circostanze la
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soppressione dell’OPG, generalmente associata con l’aumentata espressione di
M-CSF e di RANKL, incrementa il riassorbimento osseo [43,44]. 

All’interno della matrice dell’osso vi sono numerosi fattori di crescita in
grado di promuoverne la formazione, come TGF-β, IGF-I e IGF-II [45,46].
Poiché il riassorbimento osseo, osteoclasto-mediato, rilascia IGF e TGF-β dal-
l’osso, si è ipotizzato che questi ultimi abbiano un ruolo nell’interazione tra rias-
sorbimento e conseguente neoformazione dell’osso, sebbene non ci sia nessuna
evidenza diretta di ciò. In modelli murini dove l’osteoclastogenesi era presente,
ma non era capace di determinare il riassorbimento dell’osso (topi knock-out per
il canale cloro-7 o per c-Src) [47-49], non si osservava alcun difetto di formazio-
ne dell’osso. Allo stesso modo nell’uomo, in presenza di inattivazione di uno dei
geni che codificano per il canale cloro-7, gli osteoclasti sono presenti senza l’ini-
bizione del riassorbimento dell’osso né la riduzione della neoformazione dell’os-
so. Questo dato entra in forte contrasto con i modelli murini con difetto di osteo-
clastogenesi (topi knock-out per c-fos o M-CSF), che non posseggono osteoclasti
e che presentano anche un difetto di formazione dell’osso. Quindi la presenza di
osteoclasti sembra essere necessaria per la normale formazione di tessuto osseo,
indipendentemente dall’azione riassorbitiva [50-52].

Recentemente alcuni Autori hanno descritto la presenza di un segnale bidire-
zionale, mediato dalle proteine transmembrana eprinaB2 e recettore EPH B4
(EphB4), espresse rispettivamente sugli osteoclasti e sugli osteoblasti [53]. Il con-
flitto di queste molecole stimola la differenziazione degli osteoblasti e la forma-
zione degli osteoclasti. L’eprinaB2 dell’osteoclasto sembra stimolare la differen-
ziazione dell’osteoblasto attraverso il legame dell’EphB4 sulle cellule osteoproge-
nitrici, promuovendo la formazione di tessuto osseo. D’altro canto l’EphB4, sulle
cellule osteoblastiche, riduce la differenziazione degli osteoclasti. Queste intera-
zioni, che probabilmente si realizzano nella CRO, richiedono un contatto diretto
della linea osteoblastica con pre-osteoclasti e osteoclasti maturi. Tale vicinanza è
già stata dimostrata dalla scoperta che il RANKL, legato alla membrana e alla M-
CSF sulle cellule della linea osteoblastica, promuove la differenziazione degli
osteoclasti [54,55].

Ryu e coll. hanno dimostrato che la sfingosina 1-fosfato (S1P), prodotta dagli
osteoclasti, stimola la migrazione e la sopravvivenza degli osteoblasti. Quindi gli
osteoclasti potrebbero reclutare gli osteoprogenitori a livello dei siti di riassorbi-
mento dell’osso, per mezzo della secrezione di S1P, e stimolare la differenziazione
osteoblastica attraverso la stimolazione del segnale EphB4. D’altro canto, il segna-
le osteoblasto-mediato, attraverso il legame Eph4 alla eprinaB2 sui precursori degli
osteoclasti, potrebbe reprimere la differenziazione degli osteoclasti, inibendo la fase
di riassorbimento dell’osso e attivando quella di neoformazione [56].

Il paratormone (PTH)

È assodato che l’esposizione intermittente dell’osso al PTH incrementa la forma-
zione della massa ossea nell’uomo, in contrasto con quanto avviene a seguito di
una esposizione continua [57], come nell’iperparatiroidismo primitivo. Anche se
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il PTH (teriparatide o paratormone 1-84) è ampiamente utilizzato nella terapia
dell’osteoporosi, il meccanismo d’azione resta oggetto di ricerca. Il PTH proba-
bilmente agisce su osteoblasti, bone lining-cell, osteociti e osteoclasti e su multi-
ple vie che insieme stimolano la neoformazione del tessuto osseo. In analisi su
tessuto osseo di ratti trattati con PTH, è emerso come un ampio numero di geni
(circa 1000) era modulato da tale ormone. Essi includono i geni coinvolti nella
via di segnalazione Wnt (Wnt4 e Sfrp4), fattori di trascrizione (modulatori di
elementi di risposta cAMP, CREM), fattori di crescita (ampiregulina, AREG) e
chemochine (CCL2, anche nota come MCP-1) [58].

Come dimostrato da Jilka e coll. [59], il trattamento intermittente con PTH
nei topi inibisce l’apoptosi degli osteoblasti, incrementandone il numero e pro-
muovendo la neoformazione di tessuto osseo. Tuttavia l’inibizione dell’apoptosi
da parte del PTH nell’uomo deve ancora essere confermata [60]. Studi su coltu-
re di cellule osteoblastiche hanno mostrato che il PTH attiva rapidamente le vie
di segnale anti-apoptotiche che coinvolgono l’attivazione cAMP-mediata di PKA,
la sua conseguente fosforilazione e l’inattivazione dell’antagonista della proteina
pro-apoptotica BCL2 (Bad), come anche l’incrementata espressione di geni della
sopravvivenza (Bcl-2). Il PTH sembra, inoltre, diminuire la proliferazione osteo-
blastica promuovendone la differenziazione; tali effetti potrebbero essere dovuti
alla ridotta espressione della ciclina D1 e all’espressione di inibitori delle chinasi
ciclina-dipendenti [61,62]. Nello stesso tempo, il PTH incrementa transitoria-
mente i livelli e l’attività della Runx2; questi dati supportano il ruolo della via di
segnale Wnt LRP5-mediata nel determinare almeno parte dell’effetto anaboliz-
zante del PTH.

Alcune azioni del PTH sulle cellule osteoblastiche potrebbero essere dovute
all’aumentata produzione di IGF-I e IGF-2 dotati di effetti autocrino/paracrini
[63,64]. È possibile, inoltre, che il PTH possa attivare le bone lining-cell quiescenti
sulla superficie dell’osso in modo da spiegare il precoce incremento di neofor-
mazione di tessuto osseo in seguito a terapia con PTH [65]. A differenza degli
effetti che si realizzano sulle cellule osteoblastiche differenziate, il PTH non sem-
bra influenzare la proliferazione e la differenziazione delle cellule osteoprogeni-
trici non commissionate, forse per il fatto che il recettore del PTH è espresso sol-
tanto una volta che le cellule sono differenziate per la linea osteoblastica [66]. Il
PTH sarebbe, infatti, in grado di determinare una riduzione transitoria dei livel-
li di mRNA che codifica per la sclerostina negli osteociti, tale da condurre a un
incremento del segnale Wnt nel microambiente locale, possibile meccanismo
attraverso cui il PTH determinerebbe lo sviluppo dell’osteoblasto agendo sull’o-
steocita [67].

I bisfosfonati

Esistono diverse evidenze a sostegno dell’azione dei bisfosfonati, oltre che a livel-
lo degli osteoclasti, sugli osteoblasti/osteociti con differenti meccanismi [68]. A
conferma di ciò, è noto che l’effetto anti-apoptotico dei bisfosfonati sulla linea
cellulare osteoblastica si realizza a concentrazioni molto inferiori a quelle neces-
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sarie per indurre l’apoptosi degli osteoclasti (più basse di circa tre ordini di gran-
dezza: 10–8-10–9 M il primo, 10–5-10–4 il secondo) [69-73]. Esistono, inoltre,
molecole come l’aminoolpadronato (IG9402), inattive sugli osteoclasti ma capa-
ci di accentuare la sopravvivenza degli osteoblasti e degli osteociti [70,73].
Sebbene i bisfosfonati non aminati e gli aminobisfosfonati riconoscano meccani-
smi d’azione differenti (rispettivamente a livello della sintesi di ATP e della via
del mevalonato), condividono l’effetto anti-apoptotico esercitato sugli osteobla-
sti e sugli osteociti attraverso una via indipendente dalla loro capacità di inibire
gli osteoclasti [74]. Nello specifico, i bisfosfonati causano la transitoria apertura
di emicanali non giunzionali Cx-43, determinandone un cambiamento confor-
mazionale e la conseguente attivazione della Src. A sua volta, un’aumentata atti-
vità della chinasi Src determina l’attivazione di una cascata di chinasi attivate da
mitogeni che culmina della fosforilazione di ERK (extracellular signal-regulated)
e conseguente sopravvivenza cellulare [75].

Sebbene quindi l’efficacia dei bisfosfonati nelle malattie metaboliche dello
scheletro sia per lo più attribuita all’inibizione del riassorbimento del tessuto
osseo attraverso la capacità di indurre apoptosi degli osteoclasti, questi farmaci si
sono dimostrati efficaci anche in condizioni in cui il riassorbimento degli osteo-
clasti appare normale, come per esempio l’osteoporosi idiopatica giovanile [76].
Si ricorda, inoltre, come i bisfosfonati prevengano le fratture nell’osteoporosi da
glucocorticoidi, nonostante l’effetto pro-apoptotico dei bisfosfonati sugli osteo-
clasti sia antagonizzato dagli steroidi [77]. È importante infine osservare che la
somministrazione a lungo termine di bisfosfonati incrementa lo spessore trabeco-
lare, un indice di focale incremento del numero e/o dell’attività degli osteoblasti,
dando luogo a un maggiore riempimento delle cavità di riassorbimento [78-81]. 

In conclusione, esiste un numero sempre maggiore di evidenze del ruolo non
trascurabile che i bisfosfonati svolgono nel prolungare la sopravvivenza degli
osteoblasti e degli osteociti.
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