UNIVERSIDAD DE SALAMANCA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA

Estudio de células stem mesenquimales

en pacientes con osteoporosis

M2 Sandra Muntion Olave
2010



UNIVERSIDAD DE SALAMANCA
Departamento de Medicina

D2 M2 CONSUELO DEL CANIZO FERNANDEZ-ROLDAN,
PROFESORA TITULAR DEL DEPARTAMENTO DE MEDICINA DE LA
UNIVERSIDAD DE SALAMANCA,

CERTIFICO:
Que el presente trabajo titulado “Estudio de células stem
mesenquimales en pacientes con osteoporosis” ha sido realizado bajo

mi direccion por la licenciada M2 Sandra Muntion Olave en el
Departamento de Medicina de la Universidad de Salamanca, y reune a
mi juicio las condiciones de originalidad requeridas para optar al grado de

Doctor por la Universidad de Salamanca.

Salamanca, a 7 de Mayo de 2010.

Fdo. Profd. Dra. D& M2 Consuelo del Cafizo Fernandez-Roldan .



UNIVERSIDAD DE SALAMANCA

Departamento de Medicina

D. FERMIN MARTIN SANCHEZ-GUIJO,
PROFESOR ASOCIADO DEL DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA Y
FARMACOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD DE SALAMANCA,

CERTIFICO:
Que el presente trabajo titulado “Estudio de células stem
mesenquimales en pacientes con osteoporosis” ha sido realizado bajo

mi direccion por la licenciada M2 Sandra Muntion Olave en el
Departamento de Medicina de la Universidad de Salamanca, y reune a
mi juicio las condiciones de originalidad requeridas para optar al grado de

Doctor por la Universidad de Salamanca.

Salamanca, a 7 de Mayo de 2010.

Fdo. Dr. D. Fermin Martin Sanchez-Guijo .



UNIVERSIDAD DE SALAMANCA

Departamento de Medicina

D. JUAN FRANCISCO BLANCO BLANCO,
PROFESOR ASOCIADO DEL DEPARTAMENTO DE CIRUGIA DE LA
UNIVERSIDAD DE SALAMANCA,

CERTIFICO:

Que el presente trabajo titulado “Estudio de células stem mesenquimales

en pacientes con osteoporosis” ha sido realizado bajo mi direccién por la
licenciada M2 Sandra Muntion Olave en el Departamento de Medicina de
la Universidad de Salamanca, y reune a mi juicio las condiciones de
originalidad requeridas para optar al grado de Doctor por la Universidad de

Salamanca.

Salamanca, a 7 de Mayo de 2010.

Fdo. Dr. D. Juan Francisco Blanco Blanco



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Chelo del Cafizo por acogerme en el laboratorio de Terapia

Celular y tener tanta paciencia en el desarrollo de este trabajo.

Al Dr. Fermin M. Sanchez- Guijo por corregir con paciencia mis multiples

errores, ensefiarme a considerar las cosas desde otro punto de vista.

Al Dr. Juan Blanco, sin su apoyo y sus muestras este trabajo no se

habria comenzado.

Al Prof. Dr. Jesus San Miguel, por haberme permitido desarrollar este
trabajo en el Servicio de Hematologia.

A la futura Dra. Soraya Carrancio, buena maestra y mejor persona,

absolutamente insustituible e imprescindible en la realizacion de este trabajo.

A Belén, Pilar y Miriam, sin cuya ayuda y conocimientos varios, hubiera

sido imposible desarrollar gran parte de esta tesis.

A Nacho, Maria, Conchi, Luis, Teresa Caballero, Carmen por lo mucho
que he aprendido a su lado , su buena disposicidon para ayudar y por crear una

atmosfera distendida y con buen humor en el trabajo diario.

Al futuro Jefe de Servicio, José Antonio Pérez SimOn, por su mas
silencioso apoyo. ( No te preocupes que te envio el cassette.)

A Carlos, Noemi, Maru por su amistad, su ayuda totalmente
desinteresada y tantas comidas juntos. En definitiva a todo el departamento de
Biologia Molecular por acogerme siempre con una tacita de café.



A Manu, Eva Lorenzo, Eva Garcia, Silvia, siempre dispuestos a hacer

algo por mi

Al resto de compafieros del laboratorio Eva Villaron, Teresa Garcia, Olga
Lépez, Natalia Lopez, Rebeca y los nuevos Veronica y Carlos por su compaiiia

y colaboracién

A los miembros del Laboratorio 12: Irene, Sara, Rocio, Cristina, Eva,
Mercedes, Montse, Ana, Monica y especialmente a Antofiito Garayoa por su
inagotable paciencia , calidad humana y enseifilarme MUCHAS, MUCHAS

técnicas.

Al departamento de Citogenética por su voluntad a dejarme siempre lo
que dia tras dia sigo pidiendo sin fin y como no a Manolo que tantos y tantos

archivos de esta tesis me ha recuperado.

A los miembros de este Servicio de Hematologia, por ser buena gente y

tan amablemente, siempre que he necesitado me han ayudado. Gracias.

A mis amigas Ester, Silvia, Nieva, Ana y Elena por su apoyo a lo largo de

todos estos meses y su amistad de tantos y tantos afos.

Finalmente para mis amigos, Juan Luis, Gemma, Manuel, Maria, M2
Angeles, Amador, Maite, Belén, Pilar, Don Agustin y especialmente a Norma
por que sin su ayuda, hoy no estaria en este Servicio y la citogenética seria una

gran desconocida en mi vida.



1. Introduccioén






Introducciéon

1. CELULAS STEM PROCEDENTES DE MEDULA OSEA:

1.1 Concepto, antecedentes y tipos principales

Una célula madre (también denominada célula “stem” ) se define como
aquella que tiene las siguientes tres caracteristicas®:

a) Capacidad de autorrenovacion o de formar durante su divisién al menos
una copia idéntica de la célula inicial, con las mismas caracteristicas y
propiedades bioldgicas.

b) Capacidad de diferenciacion hacia una (o varias) células maduras con
funcién especializada.

c) Capacidad de proliferacion a largo plazo.

En los afos 60, los experimentos de Till y McCulloch basados en el
trasplante de células mononucleadas de la médula 6sea en ratones letalmente
irradiados, demostraron por primera vez la existencia de células con estas
propiedades en la médula 6sea, las células madre hematopoyéticas®.
Posteriormente, un numero creciente de estudios han demostrado que la
médula O6sea contiene células madre con mayor versatilidad que las células
madre hematopoyéticas, ademas de las células progenitoras del estroma
medular, o células madre mesenquimales®.

Hay por ello un interés creciente en el aislamiento y expansion de estos tipos
celulares por su potencial empleo como herramienta terapéutica en programas

de terapia celular somatica.
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Son muchos los estudios que se han realizado con el fin de identificar,
aislar y caracterizar las subpoblaciones celulares existentes en la médula 6sea
(MO). Hoy en dia, se sabe que en la MO existen diversos tipos celulares,
algunos de ellos con caracteristicas de célula stem. Entre ellos se pueden
distinguir los siguientes:

= Multipotent Adult Progenitor Cells (MAPC). Fueron descritas por el grupo
de C.Verfaillie (Multipotent adult...). Existen algunos trabajos que
describen su aislamiento, expansion y potencial de diferenciacion hacia la
mayoria de estirpes celulares lo que sugiere que estas células pueden
considerarse como pluripotenciales. Las dificultades que presentan para
su aislamiento y expansion ha hecho que actualmente no se contemple su
uso en clinica.

» Hemangioblasto. Considerado como un progenitor comun de linea
hematopoyética (CSH) y endotelial (CPE).(Forrari a)(Loges S)(Xiong JW)
se sabia de su existencia en el embrion. En la actualidad se considera que
pueden estar también presentes en la médula ésea (M.O) y que pueden
estar implicados en mecanismos de reparacion vascular.

» Célula stem hematopoyética (CSH). Es posiblemente la célula stem
adulta mejor estudiada y caracterizada. Se aislo por primera vez en 1988
de la MO de ratén (Spangrude). Actualmente se caracteriza por la
expresion de distintos marcadores de membrana entre los que destaca el
CD34, mientras que carece de otros como CD38. Es capaz de regenerar
completamente todas las series hematopoyéticas (Krause DS-Blood 1996,

Wognum AW, Eaves....)
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= Célula stem mesenquimal (CSM). Objetivo del presente trabajo, las CSM
son las células stem del estroma medular. Contribuyen a la formacion del
nicho hematopoyético estando implicadas en los mecanismos que regulan
la proliferacion y diferenciacion de las células hematopoyéticas. Sus
particulares caracteristicas: pluripotencialidad y facilidad para obtenerlas y
aumentar su numero in vitro ha supuesto que se hayan convertido en una
fuente  celular idonea para los programas de terapias

avanzadas.(Minguell)*.

MAPC

CSM
Hemangioblasto

EPC CSH

Figura 1: Organizacion células stem dentro de la médula 6sea.
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1.2. CELULA STEM MESENQUIMAL:

1.2.1.DEFINICION:

En los dltimos afios ha habido un creciente interés por el estroma
medular, el cual incluye las células que soportan la hematopoyesis, conocidas
como células stem mesenquimales (CSM) y su progenie. Las CSM fueron
descritas por primera vez por Friedenstein en 1980 como células que residen
en el interior de la médula 6sea, que no son células hematopoyéticas, con
aspecto fibroblastico y caracteristicas de célula stem: capacidad de auto-
renovacion, proliferacion y con capacidad de diferenciarse a varias lineas de
tejido mesodérmico. A partir de entonces el interés clinico y biolégico que han
despertado estas células ha ido en aumento siendo muchos los estudios sobre
ellas en los que se han usando diferentes métodos de aislamiento, expansion y
caracterizacion. Con el fin de consensuar una definicion de CSM la Sociedad
Internacional de Terapia Celular (I.S.C.T)(Dominici) propuso unos criterios
minimos necesarios para definir la CSM humana, usadas tanto para estudios
experimentales como para los estudios clinicos. Dichos criterios son:

 Capacidad de adherencia al plastico cuando se mantienen en
condiciones de cultivo estandar.

* Expresion de CD90, CD73, y CD105 y ausencia de marcadores
hematopoyéticos como CD45, CD34, CD14, 6 CD11b, CD79a 6 CD19y

HLA clase

 Capacidad de diferenciacion in vitro a osteoblastos, adipocitos, y
condrocitos bajo condiciones estandar de diferenciacion.

Estas células tienen capacidad clonogénica, de forma que cuando se

cultivan a baja densidad tienen la propiedad de formar unidades formadoras de



Introducciéon

colonias  fibroblasticas  (CFU-F).(Castro-Malaspina H  Blood 1980
Aug;56(2):289-301)

Las CSM se han descrito como una poblacién heterogénea y uno de los
principales problemas para su caracterizacion inmunofenotipica es la falta de
un marcador especifico. Dentro de los marcadores expresados por las CSM
estan, ademas de los antes mencionados los siguientes: CD13, CD29, CD31,
CD44, CD54, CD63, CD 106, CD140b, CD166 y Strol.(Rojeswski)(Jones Elena

A Artritis&Rheumatism) (Stewart)(Jones Elena, Cytometry part B).

1.2.2. POTENCIAL DE DIFERENCIACION

Las CSM se consideran células capaces de diferenciarse hacia células
de tejidos de estirpe mesenquimal e incluso a otras estirpes, pero por
definicion, como comentdbamos previamente deben diferenciarse al menos a

tejido 6seo, cartilaginoso y adiposo.

DIFERENCIACION A OSTEOBLASTOS

La diferenciacion hacia osteoblastos de las CSM (Jaiswal N) ha sido
ampliamente demostrada in vitro. Habitualmente se realiza mediante el cultivo
de una capa adherente de CSM en un medio de induccion osteogénica, el cual
suele incluir dexametasona, ac. Ascorbico y B-glicerol fosfato. Las CSM forman
en un primer momento agregados o nddulos y aumenta la expresion de
fosfatasa alcalina. A partir de la primera semana se puede observar la aparicion
de depdsitos de calcio, pero no es hasta la tercera semana cuando se obtiene

una diferenciacion completa. Tanto la aparicion de depdsitos de calcio como el
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aumento de la actividad fosfatasa alcalina pueden valorarse por métodos
histoquimicos o por técnicas de genética molecular como cuantificacion de la

expresion de genes como la osteopontina, osteocalcina, etc...(Pierre J Marie).

0 4 7 14 21

Proliferacion

Diferenciacion

Mineralizacion

En situaciones normales existe un equilibrio entre la diferenciacion
osteoblastica y la diferenciacién adipogénica®. De hecho existen vias de
sefalizacion opuestas implicadas en ambas diferenciaciones. Una de las vias
mas importante en la diferenciacion celular de las CSM, es la via de WNT.

Las proteinas WNT constituyen una de las familias mas importantes de
moléculas de sefalizacion implicadas en el desarrollo celular y en otros
procesos claves del tejido adulto como por ejemplo en la regulacion de la
proliferacion y movilidad celular (Leah Etheridge). La via de Wnt puede
estimular al menos cuatro vias de sefalizacion diferentes aunque la mejor
conocida es la via Wnt/B-catenina, o también llamada ruta candnica, la cual es

particularmente importante para la biologia del hueso (Westendorf JJ)(Rawadi
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2005).

I. Inhibicién ' rrre

Il. Sin sustrato I1l. Con sustrato

m%ﬁ@a

Degradacion proteosomal
de B-Catenina

! E‘D\ Membrana plasmatica
\

B-Catenina

Citoplasma

SMRT/
NCoR

NUCIeO 300/CBP

Figura 1 Mecanismo de accion de la via de sefializacion de Wnt/$ catenina

La activacién de esta via provoca un aumento en la masa 6sea a través
de numerosos mecanismos incluyendo: renovacion de células madre,
estimulacion de la replicacion de preosteoblastos, inducciéon de
osteoblastogénesis e inhibicion de la apoptosis de osteoblastos y osteocitos
(Krishnan). La activacion de via Wnt/B-Catenina ocurre cuando las proteinas
Wnt se unen a sus receptores, bien a los dedos de Zn (Frizzled) o a los
receptores de lipoproteinas de baja densidad (LRPs). Las sefales son
generadas a través de proteinas citoplasmaticas Disheveled (Dvl), Axina y Frat-
1, las cuales disocian el complejo proteico APC (Adenomatus Polyposis Coli),
Axina y GSK-3 (glucégeno sintasa kinasa) e inhiben la actividad de la enzima

GSK-3 causando hipofosforilacién y estabilizacion de p-Catenina en el citosol.
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Dicho sustrato se trasloca al nucleo donde interactia con el factor de
trascripcion TCF/LEF desplazando a co-represores trascripcionales como ac.
retinoico y reclutando co-activadores trascripcionales como AMPCc.
Recientemente la via de sefalizacion WNT también se ha visto
implicada en el control de diferenciacion de la célula stem hematopoyética, de
la célula stem de la piel y en procesos de regulacion de miogénesis,
condrogénesis y adipogénesis. Pero uno de los procesos mas importante es la
regulacion de la osteoblastogénesis. La inhibicion de la GSK-3 estimula a las
CSM a diferenciarse a osteoblastos, mientras que la presencia de DKK1 inhibe
esta via blogueando la osteoblastogénesis. Ademas, como hemos comentado

previamente, la activacion de Wnt inhibe la adipogénesis de CSM.

O~ O
0]
0
PPARy 0 0 0
. ®
Adipocito Osteoclasto
(- @
. \
Proliferacién . . Mineralizacién . . .
. RUNX2 . . , . . , .
CSM . '
Osteoblasto -
A
o @

Condrocito Apoptosis

Figura 3 : Proceso por el cual se originan los distintos linajes de las células mesenquimales
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Muchos son los estudios basados en mutaciones del co-receptor de Wnt,
el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRPs), ya que dichas
mutaciones estan asociadas a una alteracion (incremento o pérdida) de masa
O0sea por un aumento o disminucién de la proliferacion de los osteoblastos
(Gong Y,)(Kato M). Como reguladores negativos de la via WNT se han
identificado una familia de péptidos relacionados con los dedos de Zn
(sFRPs)(Leyns L)(Wang S) los cuales impiden que las proteinas Wnt se unan a
Sus receptores y como consecuencia -catenina se acumula en el citoplasma,
donde es degradada mediante la via Ubiquitina/proteosoma. Otros estudios
muestran que la proteina morfogenética del hueso (BMP-2) induce la actividad
de fosfatasa alcalina, la mineralizacion en las CSMs (Rawadi G) y la formacién

de cartilago (.Chen D 2004)

DIFERENCIACION A ADIPOCITO.

La diferenciacion hacia adipocito, se consigue in vitro al incubar las CSM
en presencia de un medio de diferenciacion que suele incluir dexametasona,
insulina, isobutiimetilxantina e indometacina®(Post Bone 2008), y se dispone ya
en la actualidad de preparados comerciales. Trascurridas tres semanas de
cultivo se observan vacuolas lipidicas agrupadas en el citoplasma de las
células que ademas expresan el receptor PPARY2, lipoproteinlipasa y la
proteina acida P2, adipsina (pittenger MF)(Ulrico Noth)(Giaginis). Estos
acumulos de lipidos se ponen de manifiesto por técnicas citoquimicas, como la
tincion con rojo al aceite O (oil-red-O).(Chamberlain G).

El PPARY2, es un activador de la diferenciacion hacia adipocito, mientras

gue actia negativamente sobre la diferenciacion a osteoblasto (Lecka-Czernik

11
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B). Esto hace pensar, que existe una relacion reciproca entre la osteogénesis y
la adipogénesis, tal como se ha mostrado en la figura 2, de forma que la
diferenciacion por un camino restringe la expresion de genes especificos del
otro linaje®. La evidencia mas real de la existencia de este hecho entre
osteogénesis y adipogeénesis la demostraron Bennett y colaboradores al
demostrar la existencia de un inhibidor especifico de la glucégeno sintasa
kinasa 3, el cual estabiliza la B-catenina en el citosol celular e inhibiendo la
adipogenesis al bloquear la proteinas de unién al activador CCAAT (C/EBPs) y
el factor inductor de adipogénesis (PPARY).

Otra proteina inductora de adipogénesis e inhibidora de
osteoblastogénesis es la proteina trasportadora de retinol-RBP4 la cual se ha
demostrado que mantiene una relacién negativa con marcadores de actividad
O0sea como la osteocalcina (Hogstrom).

El tejido adiposo juega un papel importante en la homeostasis y en

procesos patoldgicos como obesidad, inflamacion, y diabetes, entre otros.

DIFERENCIACION A CONDROCITO:

La diferenciacion condrogénica de las CSM que se lleva a cabo in vitro
pretende mimetizar el proceso de formacién de cartilago in vivo y ha de
realizarse en un cultivo en tres dimensiones. Para dicho proceso se utiliza un
medio que contiene dexametasona, acido linoleico, insulina bovina, transferrina
o suplementos mas especificos como TGF-B1, factor de crecimiento
involucrado en su diferenciacién in vivo®’. La diferenciacién se pone de
manifiesto al demostrar en estas células la expresion de factores de

transcripcion como SOX-9 y componentes de la matriz extracelular como

12
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colagenos tipo I, IX, X o agrecano, siendo la expresion de estos cuatro ultimos
la forma mas habitual de demostrar la diferenciacion hacia condrocitos de las
CSM mediante técnicas histoquimicas (Jackson L)(Mastrogiacomo

M)(Johnstone B)

DIFERENCIACION HACIA OTROS TIPOS CELULARES:

La diferenciacion hacia otros tipos celulares no se ha estudiado tan
profundamente como las anteriores.

En cuanto la diferenciacion a miocitos diferentes autores han descrito

que las CSM al ser tratadas como 5-azacitidina pueden dar lugar a células
musculares (Taylor SM). Este potencial biogénico también se ha demostrado
en modelos in vivo xenogénicos cuando se han co-cultivado las CSM
procedentes de MO con células de muasculo esquelético de ratdén, lo que
sugiere que la interacion célula-célula es fundamental para esta diferenciacion
(Lee JH 2007).
Otros autores muestran también la importancia del contacto célula-célula para
la estimulacion de cardiomiogénesis usando co-cultivos de CSM vy
cardiomiocitos, en un ratén con infarto intramiocardial’. Actualmente tanto en
modelos animales como en ensayos clinicos se esta potenciando la
investigacion en regeneraciéon de tejido cardiaco.

Ademas de la diferenciacién a tejidos de origen mesodérmico, algunos
grupos han descrito que las CSM son capaces de adquirir caracteristicas
morfoldgicas y/o funcionales de células renales, hepaticas e incluso neuronales
cuando se utilizan determinadas condiciones de cultivo (Jackson L). Lo que

significaria que estas células no son UuUnicamente multipotentes sino

13
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pluripotentes. Dicha cuestion, supone hoy en dia un amplio debate, ya que hay

autores que no han reproducido estos hallazgos iniciales.

Celula Epitelial Ectodermo

Osteoblasto .
\ <
4
, < Neurona —
." ./',
. s, ' Adipocito
Auto renovacioén) /- * P

Osteoblasto

@ Condrocito

Célula Muscular Endodermo

CSM Mesodermo

Célula Pulmonar

HUESO MEDULA OSEA

Figura 3 : Proceso por el cual se originan los distintos linajes de las células mesenquimales
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1.2.3. FUENTES DE OBTENCION DE CSM

La posibilidad de obtener CSM de distintas especies y localizaciones ha
sido objeto de reciente interés.

Las CSM se pueden aislar de mdltiples especies, siendo las mas
conocidas y estudiadas las de origen humano (Pittenger), rata (Santa ML) y
ratbn (Baddoo M). Pero también se han podido aislar de otras especies como
babuinos (Devine SM), ovejas®, perros®, cerdos'® o vacas (Bosnakovski D).

Referente a los distintos tejidos de los que pueden obtenerse CSM son
muchos y variados®. Originalmente Friedenstein et al. aislaron CSM de médula
6sea y estroma de bazo y timo* Friedenstein).Desde entonces se han
conseguido aislar a partir de células madres de sangre periférica movilizada ,
de muestras fetales sanguineas, higado o médula 6sea (Campagnoli C),
obtenidas durante el primer trimestre de embarazo, pulmén fetal (Int Anker PS),
de vellosidades coridnicas de la placenta (Igura K) y del liquido amniético®*?.
Se ha demostrado la presencia de un porcentaje muy pequefio de CSM en

sangre procedente de cordén umbilical®*®

y en sangre periférica del individuo
adulto (Zvaifler NJ). Otros autores han conseguido extraer CSM de foliculos
pilosos, tejido de cuero cabelludo, ligamentos periodontales (Trubiani O),
cartilago, periostio, tejido y liquido sinovial, musculo y tendones, lo que sugiere
gue las CSM estan ampliamente distribuidas. Actualmente las fuentes mejor
estudiadas son la médula 6sea (Dominicci)(minguell)(Chamberlain) y el tejido
adiposo (Lee RH).

El presente trabajo se ha centrado en el andlisis y obtencion de CSM

obtenidas a partir de médula 6sea de cresta iliaca y CSM procedentes de

hueso trabecular (Sottile V).

15
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CELULAS STEM MESENQUIMALES PROCEDENTES DE HUESO
TRABECULAR

Las CSM procedentes de hueso trabecular se aislaron y expandieron por
primera vez por R. Tuli a partir de cabezas femorales obtenidas de artroplastias
totales y digeridas con colagenasa Xl (TUIli R) .Durante los ultimos afios se han
llevado a cabo diferentes estudios que han puesto de manifiesto su facil
obtencion y su similitud fenotipica y funcional de las CSM procedentes de MO

(Noth U,Tuli R, Sottite V, Song L, Fermin M Sanchez-Guijo).

1.2.4. POTENCIAL TERAPEUTICO DE LAS CSM

Las CSM se presentan como una herramienta terapéutica que podria
aplicarse a diversas enfermedades degenerativas e inmunes. Debido a su
amplia capacidad de auto-renovacion, proliferacién, multipotencialidad,
propiedades inmunomoduladoras y la capacidad para ser modificadas por
técnicas de ingenieria molecular han demostrado que podrian ser una
herramienta terapéutica Util en la reparacion y regeneracion de tejidos tanto en
estudios preclinicos como clinicos, principalmente en el sistema cardiovascular,
aparato locomotor, trasplante hematopoyético, tracto gastrointestinal, pancreas
e incluso en el sistema nervioso central.

Su via de administracibn puede ser mediante inyeccion intravenosa o por
administracion in situ. Otra aplicacién potencial su uso en terapia génica.

Se han empleado CSM en medicina regenerativa cardiovascular, donde

podrian aumentar la funcién miocardica tras un infarto de miocardio™.

16
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Se han empleado ademéas por sus propiedades regenerativas e
inmunomoduladores en enfermedades con un contexto autoinmune, como la
enfermedad inflamatoria intestinal, donde existen datos preliminares de su

capacidad para reparar Ulceras y fistulas'®*’

, 'Y en diabetes mellitus, donde
podrian mejorar el perfil glucémico por un incremento en el nimero de islotes
pancreaticos™®.

Como es logico, se han empleado en el contexto del trasplante
hematopoyético, con una doble indicacion. Por una parte, es conocido el hecho
de que en pacientes sometidos a trasplante el estroma suele estar dafiado, por
ello se han llevado a cabo varios ensayos con el fin de facilitar el injerto
hematopoyético tras el trasplante’®. En el segundo lugar dada la capacidad
inmunomoduladora se han llevado a cabo ensayos clinicos con el fin de

controlar la complicacion mas grave y frecuente del mismo, la enfermedad

injerto contra huésped?®.

Finalmente comentaremos su potencial terapéutico en enfermedades del
aparato locomotor, dado que, es el sistema en el que se ha demostrado mas
claramente la utilidad de estas células en el contexto de la medicina

regenerativa.

Las CSM influyen directamente en la homeostasis del hueso. Cabe
pensar, que esta pérdida de funcionalidad celular pueda ser tratada con el uso
de CSM, dado que se ha demostrado que las CSM injertan en
hueso®!,(PereiraRF). En los dltimos afios, la Terapia Regenerativa se ha

presentado como una nueva opcién terapéutica, y es en este campo, asi como
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en otras variantes de la terapia celular y génica donde las CSM se perfilan
como una herramienta muy util para el tratamiento de diferentes enfermedades.
Una muestra de ello es el gran numero de ensayos clinicos que se estan
iniciando o desarrollando en los ultimos afos, entre los que podemos destacar
el uso de CSM en osteogénesis imperfecta y otras enfermedades 6seas®*®
como osteopetrosis, osteogénesis imperfecta e hipofosfatasia infantil pero en la
actualidad no existe ningdn ensayo con pacientes diagnosticados de
osteoporosis. La terapia con células stem mesenquimales, las cuales poseen
capacidad autoregeneradora y son capaces de diferenciarse dentro de la
poblacién celular lo que han potenciado es una enorme mejora en la calidad de
vida de los pacientes con enfermedades 0sea. Esto tiene interés clinico, puesto
que los fragmentos 0seos de cabeza de fémur triturados del modo empleado
en nuestro trabajo, en el mismo acto quirdrgico, pueden utilizarse como fuente
de implante 6seo para uso terapéutico®

En osteogenesis imperfecta, enfermedad caracterizada por la producion
de poco colageno o porque esta producion sea anormal, en 1999 Horwitz
publicé el primer trasplante con médula ésea en un nifio el cual mostraba
evidencias de un mejor crecimiento, densidad O0sea a los 6 meses del
trasplante. La infusibn de CSM en estos casos, después del trasplante de
médula 6sea alogeénico, confirmo la mejora de tejidos mesenquimales.

En osteoporosis, se produce un desequilibrio en la reabsorcion ésea
debida a un descenso en el reclutamiento de osteoblastos. Con el tratamiento
de bifosfonatos se ha visto que aumento en la mineralizacién ésea, pero esto
realmente no cura la enfermedad. La terapia celular podrian potenciar el efecto

de estos factores aumentando el turnover del hueso?’. Como en otras
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enfermedades se cree que el trasplante de médula 6sea y en particular la
infusion de CSM podrian permitir la formacion del hueso. Se ha visto que la
infusion intravenosa de estas CSM en ratones, a los cuales se les ha
provocado la enfermedad, no resulta muy efectiva en cambio si las MSC se
inyectan directamente en la cavidad los resultados son mas satisfactorios.

Este trasplante podria permitir un aumetno de densidad 6sea y de
laclidad del huesoy por tanto una mejora en la calidad d evidad del paciente

con osteoporosis.
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2. OSTEOPOROSIS

2.1. El hueso
El tejido oseo es un tejido conectivo especializado constituyente principal
de Iso huesos de Iso vertebrados. Formado por la matriz 6sea ( componentes
extracelulares calcificados) y las células 6seas.
La matriz 6sea representa la sustancia intersticial intercelular que
compone el tejido 6seo. Se puede dividir en:
0 Sustancia fundamental, compuesta por
e glucosaminoglucanos (GAG) como acido hialurdnico,
condroitin sulfato, queratan sulfato.
« Proteoglucanos de pequeiio tamanio.
* Proteinas exclusivas del hueso: osteocalcina (BGLAP),

osteopontina (SPP1) y sialoproteina 0sea.

o Colageno: forma el 90% de la matriz organica predomina el
colageno tipo I.

0 Sustancia inorganica representada por depositos
submicroscopicos de fosfato calcico, citrato, bicarbonato, fluoruro,

maganesio e ién sodio.

Dentro de las células Oseas se pueden diferenciar cuatro tipos:
osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Los tres primeros
tipos son estadios funcionales de un Unico tipo celular., mientras los

osteoclastos tiene origen hematopoyético.
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Las células osteoprogenitoras se originan apartir de celulas

mesenquimales, la cuales se compromenten hacia una diferenciacion en
células formadoras de hueso como condroblastos u osteoblastos.

Los osteoblastos tienen su origen en las anteriores que inducidas pro

factiores de crecimento principalmente la proteina morfogenetica del hueso —
BMP-2, se diferncain a osteoblastos. En los primeros estadios de diferenciacion
comienzan a expresar colageno tipo |, fosfatasa alcalina, osteocalcina y
osteonectina entre otros. La funcion de los osteoblastos es sintetizar la matriz
O0sea y su actividad esta regulada por la hormana paratifoidea y vitamina D.
Esta hormona incrementa la reabsorcidon 0sea y en respuesta a ella, los
osteoblastos secretan un factor estimulante de los osteoclastos..

Los osteocitos, se forman a partir de Iso osteoblastos por difernciacion

de éstos. Son similares a Iso osteoblastos pero menos activos y su funcion es
la de sintetizar los componentes necesrios para el mantenimiento d ela matriz
que Iso rodea.

Los osteoclastos son conocidos como Iso magrigafos del hueso , su

funcién es destruir la matriz 6sea mineralizada para que Iso osteoblstos puedan
generarla de nuevo. A este proceso ser le denomina reabsorcion 6sea y sus
alteraciones son fundamentales en el desarrollo de enfermedades

relacionaddas con Iso huesos teniendo un papel principal en la osteoporosis.

El hueso es un tejido en constante renovacion, en el que en situacion

normal se mantiene un equilibrio entre la formacion y la reabsorcion, es decir,

entre la actividad osteoblastica y osteoclastica.
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Durante las primeras etapas de la vida, nifiez y adolescencia,
predomina la formacion o&sea, para ir decreciendo y dando paso a la
reabsorcion a medida que vamos envejeciendo. Se calcula que en el hombre el
pico maximo de mineralizacion se sita en torno a los 20 afos, decreciendo, a
partir de entonces, un 4% por década. En las mujeres se mantiene el pico de
mineralizacion hasta la menopausia, perdiendo a partir de entonces un 15% por
década (Prevention and management of osteoporosis...). De esta forma,
aunque el namero de fracturas osteoporoticas es dificil de cuantificar con
exactitud, sabemos que su incidencia aumenta notablemente a partir de los 65

afos en el varén y de los 45 afios en la mujer, coincidiendo con la menopausia.

2.2. Osteoporosis: Definicion y tipos

La osteoporosis es la enfermedad metabdlica 6sea mas frecuente,
caracterizada por una disminucion de la masa Osea y por presentar
alteraciones en la estructura del hueso (pérdida de calidad 0sea), lo que sitla
al paciente en un riesgo incrementado de sufrir fracturas, especialmente de
cadera, columna y mufieca (Consensus development conference...). Esta
definicion publicada por la organizacién mundial de la Salud (OMS) en 1993 se
completo en 1994 con criterios diagndésticos facilmente objetivables basados
en la determinacién de la densidad mineral 6sea (DMO). Puesto que la cifra de
densidad mineral ésea es un valor continuo, hubo que establecer un punto de
corte para determinar cuando dicho indice debia considerarse patolégico. Asi,
se establecié como poblacion de referencia las mujeres de 30 afios. Se define,

pues, la osteoporosis como la densidad mineral Osea inferior a 2.5
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desviaciones estandar del promedio observado en la poblacion sana a los 30
afos (Kanis JA).

En la Tabla 1 podemos ver la clasificacion actual.

Tabla 1.- Clasificacién de la osteoporosis.

Categoria Criterios

Normal DMO +/- 1 DE del promedio de la poblacion

adulta joven.

Osteopenia DMO entre -1 y -2.5 DE del promedio de la

poblacion adulta joven.

Osteoporosis DMO > -2.5 DE del promedio de la poblacion

adulta joven.

Osteoporosis Criterios de osteoporosis y una o mas fracturas

establecida o grave osteopordéticas.

De Kanis y cols. en el informe de la OMS ?®. (DMO = densidad mineral 6sea).
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La osteoporosis es la enfermedad esquelética generalizada, una de la
principales causas de morbimortalidad y el segundo problema en cuanto a
importancia en el campo de la salud, tras las enfermedades cardiovasculares

(Ferrandez L, Epidemiologia de las fracturas osteoporoticas).

Figura 1: Comparacion entre hueso normal y hueso osteoporaético.

En la Figura 2 podemos apreciar como las fracturas osteoporoticas
suponen un problema sanitario de primer orden. En el informe de la
Organizacion Mundial de la Salud del afio 2004(The World Health report) que
evalla el estado de salud a nivel mundial, se pone de manifiesto como las
fracturas osteoporoticas (y de forma singular las fracturas de cadera), producen
una importante sobrecarga para los sistemas sanitarios al provocar una
discapacidad que se va a prolongar a lo largo de la vida de los pacientes. Asi,
va a causar mas afios de discapacidad que la hipertension o algunos tipos de

cancer.
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Parkinsonism

Onvarian cancer
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Prostiate cancer :I
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o

Figura 2.- Carga de morbilidad expresada como afios de vida ajustados en funcion de la

discapacidad por causas (DALY). Tomado de: Informe Sobre la Salud en el Mundo en 2004, de

la OMS?®

La osteoporosis es una enfermedad que afecta a 3 millones de personas
en Espafa de las cuales 2.5 millones son mujeres( epidemiology Ferrandez),
no obstante, sblo el 18% estan diagnosticadas (Alvarez prevencion de la
osteoporosis).

Esta patologia, con tan graves repercusiones, se ha dividido

clasicamente en dos grandes grupos en base a criterios etiolégicos (Tabla 2):
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Tabla 2.- Causas de la Osteoporosis.

Osteoporosis primaria

Involutiva: posmenopausica, senil.

Idiopatica: juvenil, del adulto.

Osteoporosis secundarias

Endocrinas:  hipogonadismos, S. de Cushing, hipertiroidea,
hiperparatiroidea, diabetes tipo I.

Digestiva: malabsorcion, hepatopatia cronica, postgastrectomia.
Inflamatoria: artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal.
Enfermedades genéticas del tejido conectivo: osteogénesis imperfecta,
S. de Marfan, homocistinuria.

Medicamentosas: corticoides, hormonas tiroideas, anticoagulantes,

anticonvulsivantes.

Tomado de Gonzélez Macias y cols..

Los principales determinantes del riesgo de fractura en una persona con

osteoporosis son la cantidad de masa 6sea y la alteracion de la calidad del

hueso. La cantidad de masa 6sea en un preciso momento esta determinada

por dos factores; el pico de masa 6sea alcanzado en la juventud y la pérdida de

hueso que se haya sufrido posteriormente.
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La Sociedad Espafiola de Traumatologia y Cirugia Ortopédica ha participado
en varios estudios de osteoporosis y en la creacidén y publicacion de guias y
recomendaciones para el tratamiento de la enfermedad. Sus estudios revelan
que Unicamente el 18% de los pacientes con osteoporosis son tratados antes
de producirse la fractura y de los pacientes que ya han padecido dicha fractura
osteoporotica solo el 26 % continua un tratamiento medico. Todo esto sugiere
que actualmente no se siguen pautas adecuadas para el tratamiento de
osteoporosis, ya que el tratamiento medico de estos pacientes puede ser un
importante impacto en salud publica con el fin de reducir la cantidad de frcturas
osteoporoticas.(Epidemiologia de osteoporosis en fracturas en Espafa

Ferrandez portal).
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Hipotesis

En la osteoporosis existe un desequilibrio en la remodelacion del hueso
puesto que la reabsorcion 6sea no esta suficientemente compensada por la
osteogénesis, lo que da como resultado un descenso en la masa é6sea. Este
descenso en la masa O0sea es mas acentuado en las areas trabeculares,
donde predominan los adipocitos sobre los osteoblastos. Dado que las células
mesenquimales son los progenitores del estroma medular, y que tienen
capacidad de diferenciacion tanto hacia osteoblastos como de adipocitos, y que
estos procesos estan regulados estrechamente en el micromedioambiente
medular, nuestra hipétesis de trabajo es que las células mesenquimales
podrian presentar alguna alteracion, tanto en su capacidad de expansion como
en su fenotipo o en su capacidad de diferenciacion, o incluso a nivel gendémico,
en pacientes con fracturas osteoporoticas, El estudio multiparamétrico de las
células mesenquimales obtenidas a partir de hueso trabecular de pacientes con
fracturas osteoporoticas de cadera, y su analisis comparativo con las células
mesenquimales de MO de los mismos pacientes y de donantes sanos, podria
ayudar a conocer mejor la fisiopatologia de la enfermedad y podria también

tener implicaciones terapéuticas.
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Objetivos

Objetivo global:

Estudiar las caracteristicas de las células mesenquimales obtenidas a
partir de hueso trabecular de pacientes con fracturas osteoporoéticas de cadera,
analizandolas comparativamente con las células mesenquimales de MO,
obtenidas mediante aspirado de cresta iliaca postero-superior de los mismos

pacientes y de donantes sanos.

Objetivos especificos:

1) Analizar si las CSM obtenidas de cabezas femorales de pacientes con
osteoporosis presentan alteraciones en su capacidad de expansion in vitro
(incluido el analisis del ciclo celular) o en sus en sus -caracteristicas
morfolégicas o inmunofenotipicas con relacion a las CSM de MO de los
mismos sujetos y a las CSM de MO de donantes sanos.

2) Evaluar su capacidad de diferenciacion multilineal, con especial énfasis en el
estudio cuantitativo de la capacidad de diferenciacion osteogénica y la
capacidad de mineralizacion en los tres grupos experimentales estudiados.

3) Estudiar la presencia de alteraciones genomicas en las MSC de pacientes
con fractura osteoporética de cabeza femoral, en las CSM de cresta iliaca de
los mismos sujetos y en los donantes sanos.

4) Analizar el perfil de expresion génica de las CSM de cabezas femorales de
pacientes con osteoporosis en relacion con CSM control, con un especial
interés en los genes y en las vias de sefalizacion relacionadas con la

osteogénesis..
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Material y Métodos

4.1- MATERIAL

Para la realizacion del presente trabajo, se utilizaron las muestras que se
indican a continuacion procedentes de la cresta iliaca y de la cabeza femoral.
En todos los casos se obtuvo previamente el correspondiente consentimiento
informado de acuerdo a las normas éticas y de buena practica clinica

establecidas por el Comité Etico del Hospital Universitario de Salamanca.

4.1.1.PACIENTES:

1 De 26 pacientes diagnosticados de osteoporosis se obtuvo la cabeza
femoral y en el mismo acto quirdrgico se les extrajo una muestra de
medula 0sea por aspirado de la cresta iliaca. La mediana de edad fue
84 afios (rango: 74-97) y al relacion hombres / mujeres (7/19).

1 Como muestras control se uso médula ésea de cresta iliaca procedente
de 30 donantes sanos voluntarios. La mediana de edad fue 46 afios

(rango: 27-85) y la relacion hombres / mujeres (14/16)

La extraccion de las cabezas femorales se realiz6 en el transcurso de
intervenciones quirdrgicas de artroplastia parcial y total de la cadera en el
Servicio de Cirugia Ortopédica y Traumatologia del Hospital Universitario

“Virgen de la Vega” de Salamanca.
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4.2-METODOS

4.2.1 OBTENCION DE MUESTRAS

4.2.1.1 MEDULA OSEA:

La extraccion de médula ésea se realizd, dependiendo de la situacion
clinica, bajo anestesia general o bajo anestesia locoregional, por puncién en la
espina iliaca postero-superior. Se utilizaron tubos estériles (Venoject; Terumo®) a
los que se afiadidé heparina libre de aditivos (Heparina 5000U/ml; Seromed Biochrom

KG), reconstituida con agua destilada Vitulia estéril (Laboratorios ERN, SA).

4.2.1.2 CABEZA FEMORAL

Para la colocacién de la proétesis la via de abordaje utilizada fue la
postero-lateral (Gibson A), por lo que el paciente fue colocado en posicién
decubito lateral con flexién de la cadera y rodilla contra-lateral en contacto con
el plano de la mesa vy fijacion del miembro con vendaje adhesivo. Se bloqued la

pelvis y el raquis lumbar mediante dos soportes. (Figura 1).

Figura 1 : Posicion del paciente en la mesa quirdrgica
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Una vez extraidas, las cabezas femorales fueron troceadas en varios
fragmentos con la ayuda de una sierra oscilante (Striker Ibérica, Madrid, Spain), la
misma que se empleod para la realizacion de la osteotomia en el cuello femoral.
En el mismo ambiente estéril, los fragmentos éseos fueron triturados en un
molinillo para hueso con cuchilla de 5 mm, Aesculap GB40 (Aesculap, Tuttlingen,
Alemania) (Fig 2), tal y como ha sido previamente descrito por nuestro grupo

(Sanchez-Guijo F.M.et al).

Figura 2 : Molinillo modelo Aesculap GB40 empleado en el estudio.

Los pequeiios fragmentos de hueso trabecular (€5 mm de diametro) se
introdujeron en un contenedor estéril con solucion salina y fueron procesadas
inmediatamente en la Unidad de Terapia Celular y Cultivos Celulares en

camara de flujo laminar y bajo rigurosas condiciones de esterilidad.
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4.2.2. SEPARACION DE LAS CELULAS MONONUCLEADAS

Tras comprobar la ausencia de coagulos en la muestra de aspirado de la
médula 6sea (MO), esta se diluyd en medio de Hanks en una proporcion 2/3
del volumen total y posteriormente se centrifugo sobre Ficoll-Paque™ Plus
(densidad:1.077k, GE Healthcare Bio-Sciences AB) durante 30 minutos a 500 g.
siguiendo el método descrito previamente por Minguell y cols. Las células
mononucleadas (CMN) recuperadas de la interfase se lavaron 2 veces con
medio de HBSS (Hank's Balanced Salt Solution with Phenol Red, BioWhittaker Lonza
Verviers, Belgium) durante 10 minutos a 300g. Finalmente el boton celular se
resuspendid en 1ml del medio de expansion descrito para células stem
mesenquimales (Villaron) consistente en: Dulbecco’s Modified Eagle’s médium-
low glucosa (DMEN,Gibco Invitrogen Paisely,UK) suplementado con 10% Suero
Bovino Fetal (SBF, BioWhittaker® Lonza, Verviers, Belgium) Yy 1%
Penicilinal0*U/ml/Estreptomicinal0*ug/ml (Gibco, Invitrogen, Paisely, UK) y se
procedio al recuento celular en cAmara de Neubauer.

Para el procesamiento de las células procedentes de la cabeza femoral,
se siguio el protocolo descrito por Sdnchez-Guijo et at(cita). Una vez recibidas
las muestras en la Unidad de Terapia Celular se diluyeron en Hanks (Hanks Salt
Solution, Seromed® Biochrom KG) y se filtraron a través de filtros con un tamafo de
poro de 40um (Becton-Dickinson Biosciences, San Jose, CA). Se coloco el contenido
en tubos cénicos de 50 ml con 15 ml de Ficoll-Paque™ Plus y posteriormente

se procesaron como se ha especificado en el parrafo previo.

42



Material y Métodos

4.2.3. AISLAMIENTO Y EXPANSION DE CSM

Las CMN, tanto de médula 6sea como de cabeza femoral, se plantaron a
una concentracién de 10° CMN/cm? con medio de expansién de células stem
mesenquimales y se incubaron a 37°C en una atmésfera humeda con 5% de
CO,. Dos veces por semana se recambio la totalidad del medio y las células no
adheridas fueron desechadas. Este cultivo se mantuvo hasta que las células
adherentes llegaron al 80-90% de confluencia. En este momento, se retird todo
el medio de cultivo del frasco, se lavdo con PBS estéril (GIBCO Invitrogen
Corporation, Paisely, UK) y se incub6 con tripsina 0.05% 1X (GIBCO Invitrogen
Corporation, Paisely, UK) durante 8 minutos a 37°C. Posteriormente, se neutralizé
la tripsina afiadiendo medio de expansiéon.de células mesenquimales. Para
aumentar el namero de células, las células se plantaron de nuevo a
concentracion de 5.000 células/cm? en frascos de cultivo de mayor superficie.

Tras el 3% pase se obtuvieron las células stem mesenquimales que
fueron caracterizadas, analizada su pureza y utilizadas para el resto de los

estudios (figura 3).

Ficoll

Figura 3: Expansién hasta tercer pase de las MSC obtenidas de aspirado de espina iliaca y

cabeza femoral.
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4.2.4. CARACTERIZACION INMUNOFENOTIPICA

La caracterizacion inmunofenotipica se realiz6 en CSM en pase 3
empleando el siguiente panel de anticuerpos monoclonales y en las siguientes
combinaciones cuadruples de colores (FITC/PE/PerCPCy5.5/APC) mediante la
técnica de inmunofluorescencia directa con los anticuerpos monoclonales
indicados y marcados con el fluorocromo correspondiente, segun los criterios
establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular.(Dominicci)

Tubo 1: CD90/CD106/CD45/ _
Tubo 2: CD34/CD166/anti-HLA-DR /CD105
Tubo 3: CD14/CD73/CD19/ _

En todos los casos se utilizaron como control, células de la misma
muestra sin marcar con anticuerpos. En la tabla 1, se muestran las cantidades
necesarias segun el anticuerpo monoclonal utilizado. Las muestras se

incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
La adquisicion de las muestras se realiz6 en un citometro de flujo

modelo FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA), equipado
con un laser de argon sintonizado a una longitud de onda de 488 nm que emite
a una potencia constante de 15 mVatios. La calibracién del instrumento se llevd
a cabo utilizando los protocolos previamente establecidos por nuestro grupo
(Villaron). El soporte informatico empleado para la adquisicion de muestras fue
el programa CellQuest® (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA) Yy para el
analisis, el programa informatico PAINT-A-GATE-PRO™ (Becton Dickinson
Biosciences, San Jose, CA, USA) . Se adquirieron un total de 50.000 células por

cada tubo.
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Tabla 1: Anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio del inmunofenotipo de las CSM.

FLUOROCROMO CLON

ISOTIPO

PROCEDENCIA

CD14 FITC MIP9
CD19 PerCP Cy5.5  SJ25Cl1
CD34 FITC 8G12
CD45 PerCP Cy5.5 2Dl
CD73 PE AD2
CD90 FITC SE10
CD105 FITC 2H6F11
CD106 PE 51-10C9
CD166 PE 3A6
Anti-

HLA-DR PerCP L243

MouselgGo,K

Mouse IgGK

Mouse IgGK

Mouse IgGK

Mouse IgGK

Mouse IgGK

Mouse IgGK

Mouse IgGK

Mouse IgGK

Mouse IgGK

Becton-Dickinson
Bioscences, San Jose
CA, USA

Becton-Dickinson
Bioscences, San Jose
CA, USA

Becton-Dickinson
Bioscences, San Jose
CA, USA

Becton-Dickinson
Bioscences, San Jose
CA, USA

Becton-Dickinson
Pharmingen Bioscences,
San Jose CA, USA

Becton-Dickinson
Pharmingen Bioscences,
San Jose CA, USA

R&D System
Mineapolis,USA

Becton-Dickinson
PharmingenBioscences,
San Jose CA,USA

Becton-Dickinson
Pharmingen Bioscences,
San Jose CA, USA

Becton-Dickinson
Pharmingen Bioscences,
San Jose CA, USA

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina; PE: Ficoeritrina; PerCP Cy5.5: proteina

peridinin clorofilica cianina 5.5; APC: Aloficocianina
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4.2.5. ENSAYOS DE CICLO CELULAR:

Para el analisis del ciclo celular de las CSM en pase 3, en primer lugar
se procedio al marcaje de membrana utilizando los anticuerpos CD90 en FITC
(Becton Dickinson Bioscences, San Jose CA USA). Las células se incubaron durante
15 minutos en oscuridad, tras el lavado se incubaron con loduro de Propidio
qgue se une de forma estequiométrica al ADN, utilizando el Cycle Test DNA
Reagent Kit (Becton Dickinson Bioscences, San Jose CA USA) tal y como se ha
descrito por parte de nuestro grupo (San Miguel). Se adquirieron un total de
50.000 células, en un citometro de flujo modelo FACSCalibur (Becton Dickinson
Bioscences, San Jose CA USA) utilizando el programa informético CellQuest®
(Becton Dickinson Bioscences, San Jose CA USA) Dichos eventos se analizaron
mediante el programa PAINT-A-GATE-PRO ™ (Becton Dickinson Bioscences, San
Jose CA USA) con el que se selecciond la poblacion de interes para
posteriormente con el programa ModFit LT for Mac (verity Software House, Inc, ME,

USA) analizar el ciclo celular.
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4.2.6. DIFERENCIACION MULTILINEAL DE LAS CSM :

Diferenciaciéon Osteogénica: Se plantaron dos muestras en paralelo, una
para diferenciacion hacia osteoblastos y la otra se utilizo como control
manteniéndose en las mismas condiciones (37°C,5%CO,,humedad >90%). El
medio de diferenciacion osteogénica (NH Osteodiff Médium, Miltenyi, Bistec, Germany)
utilizado estaba compuesto por B-glicerol fosfato, acido ascérbico-2-fosfato,
dexametasona y suero bovino fetal. Estos cultivos se mantuvieron durante 10
dias. El recambio de medio se realiz6 cada 3-4 dias. Trascurrido este tiempo,
se lavaron los cultivos con PBS, se fijaron con etanol frio al 70% (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) durante 10 minutos. Para comprobar la diferenciacion se
analizd la actividad fosfatasa alcalina mediante tincibn con la solucién
NBT/BCIP (Nitroblue tetrazolium chloride 5 bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, Roche,
Basel, Switzerland) durante 20-30 minutos. y se contrastaron con 1 mL de

hematoxilina (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) durante 2 minutos.

Diferenciaciobn Adipogénica: Se realizé un procesamiento similar al
anterior. Al alcanzar la confluencia uno de los frascos se incub6 con medio de
diferenciacion a adipocitos (NH Adipodiff Médium, Miltenyi Biotec, Alemania) formado
por DMEM suplementado con 1% de penicilina-estreptomicina, 10% de suero
fetal, 10% de suero de caballo e insulina (Sigma-Aldrich Co) a una
concentracion final de 100ng/ml vy el otro frasco se incubo con medio de
expansion de células mesenquimales y sirvié de control negativo, ambos en las
mismas condiciones de humedad, temperatura y concentracion de CO, durante

21 dias. Para comprobar la existencia de acumulos lipidicos citoplasmaticos se
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utilizé la tincidbn con Rojo al aceite-O.(0Oil-Red_O solution, Certistain® Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) Para ello se retiraron los medios de diferenciacién y
expansion y se fijaron las muestras con formaldehido al 3.7% (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) durante 2 minutos. Después se afiadi6 1ml de solucién de
Oil-red-O, y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion

lenta.

Diferenciacion Condrogénica: Se llevé a cabo en cultivo en tres
dimensiones. Para ello, en dos tubos Falcon conicos de polipropileno de 15 mL
(Becton-Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA) se centrifugaron entre 5x10° y
1x10° de células por tubo. Los botones celulares obtenidos se cultivaron a
37°C y 5% CO,, uno de ellos con 500 microlitros de medio de diferenciacion a
condrocito (NH Chondrodiff Medium, Miltenyi Biotec, Alemania) y el otro, con medio de
expansion de mesenguimales, que sirvi6 como control negativo. El medio para
inducir la diferenciacion a condrocito esta compuesto de.DMEM, suero bovino
fetal, L-Glutamina y TGFB-1. Estos medios se cambiaron cada 3-4 dias y tras
21 dias de cultivo los botones celulares se incluyeron en parafina, para ser
cortados en secciones de 5 mm de grosor con criostato (MIKROM HM 505 N
Criostat, San Marcos,Canada) Para comprobar la diferenciacion a cartilago se
utilizaron técnicas de inmunohistoquimica mediante fluorescencia indirecta. Los
cortes se marcaron con anticuerpos monoclonales de ratén anti-agrecano
humano (Chemicon Internacional, Germany) durante 48 horas a 4°C seguido de
incubacion con anticuerpos secundarios de cabra anti-Mouse IgG conjugados
con Cy3 (Vector, Burlingame, CA USA) una hora y media a temperatura ambiente.

Finalmente se tifieron los nucleos con 4’-6-Diamidino-2-phenylinole (Dapi, Sigma,
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Buena, NJ). El andlisis de la muestra se realizO en un microscopio de
fluorescencia (Leica DMI6000 B, Wetzlar, Germany) con los filtros correspondientes

al fluorocromo utilizado.

4.2.7. CUANTIFICACION DE LA MINERALIZACION OSEA DE CSM

Para valorar mejor la capacidad de diferenciacion a hueso, se
cuantificaron los depdsitos de calcio existentes tras la induccién con medio de

diferenciacion osteogénica segun la técnica descrita por Gregory et al.

En la capacidad de difernciacion osteogenica se puede distinguir tres
etapas:

» Fase de proliferacion celular del dia 0 al dia 4-7 donde las células
se estan dividiendo y empiezan a aparecer los primeros
osteoblastos.

* Fase de maduracion del dia 7 al 14 como el nombre indica se
forman y maduran los osteoblastos.

* Fase de mineralizacion, ocurre en los ultimos dias del proceso, a

partir del 14.

Se plantaron 70.000 CSM en pase 3 tanto de médula 6sea de cresta

iliaca y de cabeza femoral del mismo paciente con osteoporosis como de cresta

iliaca de donantes sanos, en tres placas de Petri de 9,6 cm?. Una de las placas
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sirvié de control negativo. Las otras dos placas se utilizaron para diferenciacion
osteogénica, tal y como se ha descrito previamente y se mantuvieron durante
14 y 21 dias respectivamente. El medio se renovo cada 3-4 dias. Una vez
trascurrido ese tiempo se procedio a la tincion con Rojo de Alizarina 40mM pH
4,2 (sigma, Switzerland). Tras eliminar el sobrenadante se fijaron las células con
formaldehido al 4% (Merck, Darmstadt, Germany) durante 10 minutos, se lavaron y
se tifieron con 1ml de Rojo Alizarina durante 20 minutos. Finalmente se lavaron
con agua destilada para eliminar el exceso de colorante.

Para el ensayo cuantitativo, se despeg0 la capa adherente de células
con acido acético glacial al 10% y fue trasferida a un tubo Eppendorf al que se
afadio aceite mineral (Fluka. Biochemika) y se calentd a 85°C durante 10 minutos
para extraer todo el colorante del interior de las CSM. A continuacién, se enfrid
rapidamente en hielo para detener la reaccion de extraccién del colorante por
calor. El sobrenadante se mezcl6 con Hidroxido amonico al 10%
(Panreac,Barcelona, Espafia) para conseguir un pH = 4, y se midié por colorimetria
a una longitud de onda de 405 nm en el lector de placas Asys UVM 340 de
fondo transparente y paredes opacas.

La mineralizacion a 14 y 21 dias se determin6 con el cociente entre la
concentracion de rojo de Alizarina en cada uno de estos tiempos respecto a la
expresion basal en CSM sin diferenciar. Y para ver como variaba dicha
concentracion en la fase de mineralizacién se realizo la ratio entre ambos

tiempos.

50



Material y Métodos

4.2.8 ESTUDIO GENOMICO MEDIANTE CGH-ARRAY

Con el fin de valorar la existencia de alteraciones gendmicas no
balaceadas, se analizaron 4 pacientes diagnosticados de osteoporosis siendo
dos de ellos varones y los otros dos mujeres. para lo cual se estudio el genoma
de las CSM en tercer pase procedentes de cabezas femorales y médula 6sea,

del mismo paciente.

4.2.8.1. Disefio del microarray genémico
El microarray gendmico sobre el que se realizaron las hibridaciones de las
muestras se disefio a partir de la libreria “1Mb clone set” cedida por el Dr Nigel
Carter, Wellcome Trust Sanger Institute, Inglaterra. La libreria consta de 3.523
BACs con un tamafio medio de inserto de 165 Kb) . Ademas de estos BACs, se
incluyeron como controles negativos internos del microarray 5 clones de
Drosophila melanogaster (23N02, 35P22, 39C21, 45L08 y 47P08; Genoteca
CHORI221), 1 de Schizosaccharomyces pombe (cos 1782) y 99 de la solucién
DMSO al 50% (Dimetil sulfoxido, Merck). Como controles positivos se
incluyeron 12 diluciones seriadas de mezclas de productos de la DOP-PCR.
Los controles tanto negativos como positivos se distribuyeron aleatoriamente
por el portaobjetos (Robledo C). El contenido de cada clon se encuntra
disponible en la web “Cytoview” de Sanger Institute (http:// www.ensembl.org).
Lo primero que se realizé fue la réplica de la libreria . Para ello, se
inoculé la colonia a crecer en cada pocillo de la placa de 96 pocillos con medio
de cultivo LB (10gr/l Peptona, 5gr/l Extracto de levadura, NaCl 5gr/l) y el antibiético
apropiado, bien Cloramfenicol (Sigma) o0 Kanamicina (Sigma), dependiendo del

clon que se vaya a crecer. Se inoculo durante 16h a 37°C. El cultivo
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bacteriano de Escherichia Coli en medio de cultivo 2x YT(16gr/l Peptona, 10gr/|
Extracto de levadura, 5gr/l NaCl) se realiz0 para la obtencion de una gran cantidad
de ADN de los clones insertos. Se inocul6 una colonia bacteriana en cada
pocillo de la placa y se incubd durante 16h a 37°C. La extracciéon del ADN
bacteriano junto con el inserto se efectud, utilizando el método de tiocianato-
fenol-cloroformo.
Tras la comprobacién cualitativa de los ADNs extraidos mediante electroforesis
en gel de agarosa se realizaron para cada clon tres PCR con oligonucle6tidos
degenerados (DOP-PCR). Se emplearon tres cebadores (Termo, Electron
Corporation), descritos a continuacién, para la amplificacion del ADN humano
(Fiegler, 2003 462 /id).
Cebadores:

DOP 1: 5 —CCG ACT CGA GNN NNN NCT AGA A-3

DOP 2: 5.-CCG ACT CGA GNN NNN NTA GGA G-3’

DOP 3: 5-CCG ACT CGA GNN NNN NTT CTA G-3

Donde N puede ser cualquiera de los cuatro acidos nucleicos ( A, T,C,G).

La reaccién de DOP-PCR se realiz6 en la siguiente solucion de reacciéon TAPs
(“N-Tris[Hydroxymethyl]methyl-3-aminopropane-sulfonic acid” Sigma), dNTPs 25 mM
(Roche), Tag-Polimerasa 5U/pl (Promega).y W-1 al 1% (Polioxietilen eter, Sigma).

El programa de amplificacion utilizado fue:

94°C-4'30" 30°C 2'30” 10 ciclos
72°C-3’ 94°C 1’ 60°C 1'30” 72°C 10’ 30 ciclos
120C
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Una vez obtenidos los productos de DOP-PCR (dianas) resuspendidos
en DMSO al 50%, se procedio al depdsito robotizado, robot Microgrid I
(Biorobotics). Finalmente se depositaron los ADN de los BACs sobre un soporte
sélido (soporte de cristal con recubrimiento de amino-silano) por triplicado, y
fueron fijadas a 80°C durante 2h. Para comprobar que el proceso de déposito
habia sido correcto, los portaobjetos se escanearon usando el “scanner

GenePix 4000 B” (Axon Instruments) )(Later NP)(Fieglerh).

4.2.8.2. Preparacion del ADN a hibridar (sonda)

Se extrajo el ADN de lo cultivos de CSM utilizando, como se ha descrito
en apartados anteriores, el método de tiocianato-fenol-clororformo (Chomczynski
& Sacchi, 1987). Se determino la concentracion y pureza del ADN mediante la
medicion de la absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotdmetro, Nanodrop
nd-1000.

La digestion del ADN de las muestras problemas y de las muestras de
referencia se llevd a cabo a traves de la enzima endonucleasa Dpnll (Enzima
Dpnll 10.000 U/ml, Biolabs) 37°C durante 2 horas. La reaccion se detuvo
aumentando la temperatura a 65°C 20 minutos. Obtuvimos fragmentos entre
50-800 pares de bases que fueron purificados y marcados mediante el empleo
del kit Bio Prime DNA Labeling System® (invitrogen, Paisely,UK), con marcadores
fluorescentes Cy3 (colorante de Cyanina-3 color verde Dna control) y Cy5
(colorante fluorescente de Cyanina-5 color rojo DNA problema)(CyDye™ 3,5-
dCTP.Amershan Biosciences). La incorporacion del nucleétido marcado se
cuantifico empleando el espectofotometro Nanodrop a las absorbancias de

260nm, 320nm, 550nm, 650nm y 750nm. (Tabla 2)
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Tabla 3: Longitudes de onda (A) medidas mediante el espectrofotémetro de los fluorocromos

(Cy3y Cy5) empleados en el marcaje del ADN.

Fluorocromo
Cy3 Cy5
Linea basal 650 nm 750 nm
Absorbancia 550 nm 650 nm
Excitacion 550 nm 650 nm
Emision 570 nm 670 nm

Asi se calculé la cantidad de ADN obtenida; la cual debe de ser mayor

de 2,8 ug.

Es muy interesante conocer la cantidad de nucle6tidos marcados que se

incorporaron en nuestras muestras de ADN para conocer la eficacia de la

reaccion de marcaje para cada fluorocromo:

[Cy3] pmotes = (Ass0- Agso) / 0,15 x volumen de sonda ( pl)

[Cy5] pmotes = (Ass0- A7s0) / 0,25 X volumen de sonda ( pl)

4.2.8.3. Hibridacion de las sondas sobre el microar

ray genémico

Para que la hibridacién se efectuara de forma adecuada, se mezclo la

misma cantidad de cada sonda marcada, muestra y control, con 100ug de ADN

Cot-1 humano, ADN enriquecido en secuencias altamente repetitivas, (Cot

Human ADN 1pg/ul, Roche,Penzberg, Germany) ( Vermeesch, 2005 463/id) y se

incubaron con acetato sédico 3M ph5 (Winkler Gmb&Co,KG) 30 minutos a -80°C.
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Se afadio Yeast-t RNA 100ug/pl (Ambion Applied Biosystem, Austin, USA) junto con
la solucién de hibridacion (50% formamida (Merck, Darmstadt, Germany), 10%
dextransulfato (Amersham Pharmacia Biotech AB), 2X citrato salino estandar, 10mM
tris pH 7,6, 2,7% de sodio dodecyl sulfato) que se calentdé a 70°C. para
desnaturalizar y preanillar la sonda.

El soporte del microarray se pretrato a 42°C con una solucion de
formamida (Merck, Darmstadt, Germany).

La hibridacion del microarray junto con las sondas y los lavados post-
hibridacion, se realizaron en la estacién de hibridacion automatizada TECAN
HS-4800 pro, siguiendo el protocolo del fabricante.

Finalmente el microarray fue secado al vacio.

4.2.8.4. Adquisicion de imagenes y analisis de los resultados

Una vez realizada la hibridacion del porta, el microarray se escaned
simultdneamente a 532 y 635 nm, longitudes de onda para el Cy3 y Cyb
respectivamente, usando el laser escaner dual GenePix4000B (Axon
Instruments, Toronto,Canada). Para la identificacion de los BACs se ajusto una malla
sobre el array lo que permitio identificar cada punto con su clon correspondiente. Se
eliminaron los clones que no estuvieran bien hibridados y se comprobo la falta de
hibridacion en los controles negativos

Los datos del GenePix se exportaron a Microsolft-Excel donde se analizaron
los resultados.. El ratio de las intensidades de los dos fluorocromos se convirtio en el
log2 de la relacion, intensidad Cy3/intensidad Cy5 (Herrero J). Se calculo la
mediana,de los andlisis realizados por triplicado y se obtuvé un Unico valor para cada

punto lo que permitié obtener la intensidad relativa de cada clon.
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Figura 2 : Representaciéon esquematica de la metodologia de los microarrays genémicos desde

el disefio del microarrays hasta el analisis de los resultados.

4.2.9. ESTUDIO GENOMICO MEDIANTE MICROARRAYS DE

EXPRESION

Se analiz6 el patron de expresion génica mediante microarrays, para ello
se utilizé la plataforma de Affymetrix”de oligonucleétidos HU133A plus 2, que
contiene 22.283 secuencias, que identifican aproximadamente 13.000 genes.

La extraccion de ARN se realiz6 a partir de CSM en 3° pase utilizando el

meétodo de tiocianato-fenol-clororformo (Chomczynski & Sacchi, 1987). Para medir la
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concentracion y al mismo tiempo valorar la integridad de ARN, se utilizd el
sistema de Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA) con el kit “RNA 6000
Nano LabChip”.

La transcripcion reversa fue realizada segun *°. Un pg de ARN total se
agregd a una mezcla de 20 pL de volumen final conteniendo hexameros
random y 200 U de Super Script Rnase H reverse transcriptase (Invitrogen,
California, EEUU). Se incubd a 42°C durante 45 minutos, 3 minutos a 99°C y 30
minutos a 25°C. Para comprobar que la sintesis del ADNc era correcta se
realiz6 un gel de agarosa.al 1,6% (0.8% Agarosa en 50 ml de Tris base
0.004M, &cido bérico 0.001M, EDTA 0.5M (TBE) pH 8.

Una vez sintetizado el ADNc de doble cadena, se realizé una
transcripcion in vitro (IVT), sintesis de ARNc, y un marcado fluorescente
mediante el kit de Enzo®. Se mezclé ADNc con 10X HY Reaction Buffer, 10X
Biotin Labeled ribonucleotides, 10X DTT, 10X RNase Inhibitor Mix, 20X T7 RNA
Polymerase y se incubo durante 5h.

Posteriormente se procedié a la fragmentacion de 25 pug de ARNc a
95°C con MgCl, 10mM, y Fragmentation Buffer (200 mM Tris-acetate pH 8.1, 500 mM
KOAc, 150 mM MgOAc) para obtener fragmentos de ARNc entre 35y 200 pares de
bases. Se hibridé 15 pg del ARNc fragmentado de cada muestra sobre el
GeneChip de Affymetrix® durante 16 horas a 45°C con rotacion constante a 0,4
g. Después de la hibridacion, se realizé la tincion con estreptavidina-ficoeritrina
(SAPE 10ug/id) y anticuerpos anti-estreptavidina biotinilados (3 pg/ul). Tras las
tinciones y lavados, estos chips fueron escaneados con un “GeneArray
Scanner Version G2.500A” de Agilent. y el resultado se comprobd con el

programa Microarray Suite 5.0 (MAS 5.0, Affymetrix).107,108
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Los datos proporcionados por la hibridacién de los microarrays, se
normalizaron mediante los algoritmos,RMA (Robust Multichip Average) y MAS5
(“micorarrays analysis suite”)

Con el fin de filtrar los datos se eliminé la informacion de todas aquellas
sondas de baja intensidad (< 100.) y de las sondas que apenas presentaron
variacion entre los arrays, es decir, que la diferencia entre la sonda que
presenta mayor intensidad y la que presenta menor intensidad es muy
pequefia. Finalmente los niveles de expresiéon se transformaron en logaritmos
en base 2.

El algoritmo usado en los analisis no supervisados (Eisen MB, Spellman
PT) fue el agrupamiento jerarquico (“Hierachical clustering”). Para aplicarlo se
partié del fichero generado tras la normalizacion y el filtrado. Los resultados de
estos analisis se representan en forma de dendrogramas y mapas de colores
(heatmaps).

Para verificar la existencia de diferencias estadisticamente significativas
(andlisis supervisado) ( Tusher UG, Tibshirani) se usé el programa del
algoritmo SAM (significant analysis of microarrays) y tambien el SPOTFIRE 9.1
de datos apareados o no apareados segun el tipo de estudio. Para realizar el
analisis SAM se generd un archivo-tabla de salida que contenia la siguiente
informacion: identificador del gen, d-value (o score) o marcador del cambio
del gen para la comparacién realizada, p value (significacion estadistica del d-
value), fold change ” o medida del cambio del gen entre los grupos.

Para el andlisis de rutas metabdlicas se utilizd el programa comercial
“Ingenuity Pathways Analisis” (IPA). A partir del archivo generado con el

programa SAM. Este programa permite agrupar los genes con expresion
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diferente en rutas bioldgicas, asignando un color diferente (rojo o verde) en

relacion con el nivel de expresion.

4.2.10. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (RQ-PCR)

Para la PCR cuantitativa se utilizo el equipo Step One Plus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA) con ensayos comerciales TagMan®
Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA). LOS genes
analizados son los que se muestran en las tablas 3 y 4, asi como el numero de
identificacion de cada ensayo.

Se utilizaron 2 pL (40 ng) de ADNc que se agregaron a una mezcla con 5uL
de TagMan® Fast Master Mix, 0.5 pL del ensayo de expresién comercial en un
volumen final de 10 uL. Las condiciones de termociclador fueron:

50°C-2min, 50 ciclos x (95°C-15seg; 60°C-1min).
El ciclo en el cual la reaccién superaba un umbral determinado (Ct) sirvio para
cuantificar la expresion del gen en estudio respecto a un gen control (ABL1),
por medio de férmula 2-AACt ' donde:
ACt = Ctyen en estudio — CtasL1

AACt= ACtpaciente— ACt MO sana(mediana) -
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Tabla 3: Genes estudiados para confirmar la diferenciacion osteogénica

NUMERO DE CATALOGO DESCRIPCION NOMBRE
Hs03046558 sl ALP Fosfatasa Alcalina
Hs01587814 g1 BGLAP Proteina Carboxiglutamato y 6sea
Hs01055564 m1l BMP 2 Proteina morfogenética 6sea
Hs01076777_ml COL1A Colageno tipo |
Hs00183740 _ml DKK 1 Dickkopf related protein 1

Osterix
Hs00541729 _m1 SP7

Interleucina 6
Hs02621719 ul IL6

Factor de trascripcién de Run
Hs00231692_m1 RUNX2

Osteonectina
Hs00277762_m1 SPARC
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Tabla 4: Genes estudiados para confirmar los resultados de microarrays de expresion

NUMERO DE CATALOGO

DESCRIPCION NOMBRE
Hs00180066_m1 SFRP4 Screted frizzled related protein 4
Hs00198830_m1 RBP4 Proteina trasportadora de Retinol

Hs00270931_s1 CEBPD CCAAT enhancer binding protein

delta

Hs00371239 mi AEBP1 Adlpqcyte enhancer binding

- protein 1
Hs00897273_ml PDE1A Fosfodiesterasa 12
Hs01547870 m1 HSD11B1 11 beta 1 hydroxysteroide

- dehydrogenase 1
Hs00610060 m1 SFRP1 Secreted frizzled related protein 1
Hs00231692_m1 RUNX2 Factor de trascripcién de Run
Hs00947539_m1 PPAR Peroxisome proliferative activated

receptor

4.2.10. ANALISIS ESTADISTICO

Tanto para la realizacion de la estadistica descriptiva general como para
el andlisis comparativo de los datos obtenidos en este trabajo se utilizd el
programa informatico SPSS 15.0 para Windows (Chicago,IL,EEUU).

Se calcularon los valores de la mediana y el rango para cada una de las
variables. La comparacién de variables cuantitativas se realiz6 mediante la T
de Student o el test no paramétrico correspondiente (U de Mann-Whitney para
variables independientes).

Las diferencias observadas se consideraron estadisticamente

significativas cuando el valor de “p” fue inferior a 0.05.
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Resultados

5.1 ESTUDIOS DE EXPANSION Y CARACTERIZACION DE CSM.

5.1.1 Cultivo y expansion celular

Se expandieron CSM de las todas las muestras, procedentes de cabeza
femoral y cresta iliaca de los pacientes con osteoporosis asi como de cresta
iliaca de individuos sanos y se mantuvieron en cultivo hasta el cuarto pase. La
morfologia de las CSM fue muy similar en todos los grupos, observandose en
todos los casos células con un caracteristico aspecto fibroblastico con largas

prolongaciones.

La mediana del tiempo necesario hasta alcanzar cuarto pase, fue de 47
dias (rango:28-74 dias), siendo las CSM de cabeza femoral de pacientes con
osteoporosis las primeras en alcanzar cuarto pase no existiendo diferencias

significativas entre ninguna de las muestras del estudio y en ningun pase.

El numero de CSM obtenidas a partir de cabeza femoral de pacientes
con osteoporosis fue similar al nimero de CSM obtenidas a partir de médula
Osea de cresta iliaca de donantes sanos en pases iniciales. Sin embargo el
namero de células expandidas a partir de aspirado de cresta iliaca de pacientes
con osteoporosis fue significativamente superior a las de los dos grupos

anteriores, como puede observarse en la figura.l.
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Figura 1: Numero de CSM obtenidas tras los diversos pases en cultivo.

Mo.Cl Sana: Médula 6sea de cresta iliaca de donantes sanos.

Mo Cl OP: Médula 6sea de cresta iliaca de pacientes con osteoporosis.

CF OP: Cabeza femoral de pacientes con osteoporosis.

5.1.2 Andlisis Inmunofenotipico

Con el fin de comprobar si todas las células obtenidas cumplian los

criterios minimos que indica la ISCT para definir una célula como CSM,

realizamos su estudio inmunofenotipico en tercer pase.

En todos los casos se alcanz6 una pureza de CSM superior al 95%.

Todas las CSM presentaron el mismo patrén inmunofenotipico (figura 2),

fueron positivas para CD90, CD73, CD105, CD166, CD106 y negativas para los

marcadores de célula hematopoyética CD45, CD34, CD14, CD19 y HLA-DR,

sin diferencias significativas entre las distintas muestras para ningiin marcador.

Sin embargo, aunque como indicamos las diferencias no fueron significativas,
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la intensidad de la expresion de CD106 (molécula de adhesién VCAM-1), fue
mayorr en las muestras de CSM procedentes de cabezas femorales
osteoporéticas, mientras que la intesidad de expresion de expresion de CD90
(marcador de inmadurez), CD73 (5’ ribonucledtido fosfohidrolasa), CD166
(molécula de adhesion ALCAM), y CD105 (endoglina) fue menor con respecto

a la MO de los mismos pacientes y con respecto a las MO sanas.
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Figura 2: Comparacion del estudio inmunofenotipico de CSM de un paciente. En rojo se
representa la muestra de médula 6sea de cresta iliaca de paciente con osteoporosis, en verde
CSM de cabeza femoral del mismo paciente y en azul CSM de médula ésea de donantes

sanos.
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5.1.3 Analisis de ciclo celular

Cuando se analizd el ciclo celular mediante marcaje con loduro de
Propidio y analisis por citometria de flujo, se observdé que las CSM que
procedian de la cabeza femoral de pacientes con osteoporosis mostraban un
porcentaje de células en fase sintesis / mitosis de hasta tres veces inferior
respecto a las que procedian de cresta iliaca del mismo sujeto, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas (p=0.036). Lo mismo ocurrié con las
CSM de cresta iliaca de pacientes con osteoporosis, en las que la fase
sintesis/mitosis fue significativamente mayor (p=0.002) a la que presentaban

las CSM procedentes de donantes sanos.

‘ M Mo Cl Sanas ™ Mo Cl Osteoporosis ™ Cabeza femoral Osteoporosis

100

80

60

% CSM

40

20 |

—r

Sintesis/Mitosis G0/G1

Figura 3: Comparacion del ciclo celular. Los resultados se expresan en
porcentaje de CSM en fase GO-G1 de ciclo. S+M: Células en fase de sintesis

mas mitosis
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5.1.4 Capacidad de diferenciacion

Para demostrar la capacidad de diferenciacion multilineal de las CSM de
distinto origen, se indujo su diferenciacion hacia osteoblasto, adipocito y
condorcito, de acuerdo con lo descrito en Material y Métodos.

En todos los casos se obtuvo diferenciaciéon hacia los tres tipos celulares

mencionados.(Figura 4).

PACIENTE CON OSTEOPOROSIS DONANTE SANO

CRESTA ILIACA CABEZA FEMORAL CREST A ILIACA

Figura 4: Diferenciacion de CSM de un paciente con osteoporosis y un donante sano.
A,B,C: Diferenciacion a hueso. Imagenes a 10X
D,E,F: Diferenciacién a grasa. Imagenes a 20X

G,H,I: Diferenciacién a cartilago. Imadgenes a 10 y 20X
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5.2 CUANTIFICACION DE DIFERENCIACION OSEA

5.2.1. Mineralizacion 6sea con tincion Rojo de Aliz  arina

Esta metodologia se llevo a cabo con el fin de cuantificar la capacidad
de diferenciacion Osea. Para ello se utilizaron CSM de pacientes con
osteoporosis tanto de cresta iliaca como de cabeza femoral y CSM de cresta
iliaca de donantes sanos. La intensidad del colorante se evalu6 por colorimetria
en CSM basales / control (sin medio de diferenciacion) y en células cultivadas

con medio de diferenciacion osteogénico durante 14 y 21 dias.

CONTROL 14 DIAS 21 DIAS

Figura 5: Tincion con Rojo Alizarina a 0,14 y 21 dias.
A: CSM de médula 6sea de cresta iliaca de pacientes con osteoporosis.
B: CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis.

C: CSM de médula 6sea de cresta iliaca de donantes sanos.
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Al comparar si existia un aumento de la capacidad de mineralizacion
entre los 14 y 21 dias de cultivo ( determinado como el cociente entre ambos
valores), observamos que en las cabezas femorales de pacientes con
osteoporosis este valor era inferior a 1, lo que indica que la capacidad de
mineralizacion disminuye, a diferencia de lo que ocurre con las CSM de cresta
iliaca de donantes sanos y las procedentes de la medula ésea de cresta iliaca

del paciente con osteoporosis, como se observa en la figura siguiente:

® Mo ClSanas ™ Mo CI Osteoporosis ™
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Figura 6: Ratio de la concentracién a 21 dias dividido entre la concentracién a 14 dias.

Resultados expresados en medianas.
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5.2.2 Cuantificacion de la diferenciacion 6sea medi ante PCR.

Debido a que en el estudio anterior se observd una menor
mineralizacién de las CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis,
analizamos la expresion de una serie de genes implicados en la regulacién de
la mineralizacion y diferenciacion Osea. Se analizaron mediante PCR
cuantitativa los siguientes genes marcadores claves en la diferenciaciéon
osteoblastica especificos de osteoblastos: ALP (fosfatasa alcalina) importante
en la fase de proliferacion , COL1Al1 (colageno 1A1l), BMP2 (proteina
morfolégica del hueso) y RUNX2 (factor de trascripcion). Estos marcadores
alcanzan la mayor expresion durante la fase de diferenciacion o maduracion de
la matriz. Ademas, se analizaron otros marcadores de osteogénesis tardia, con
moléculas cuyo pico maximo de expresion ocurre en la fase de mineralizacion:
SPARC (osteonectina), SPP1 (osteopontina) y BGLAP (osteocalcina).

Para comprobar si la induccion a la diferenciacion modificaba la
expresion de algunos de estos genes se analizaron tanto de forma basal como
a los 14 dias de iniciar su cultivo in vitro en medio osteogénico.

Cuando realizamos el analisis de la expresion de estos genes
comparando las CSM de las distintas fuentes basalmente, previo a inciarse el
proceso de diferenciacion, pudimos observar que el gen BMP2 estaba
sobreexpresado significativamente (p=0,010) en las CSM de cabeza femoral de
los pacientes con osteoporosis al compararlas con las procedentes M.O.de

donantes sanos como se observa en la Figura 9.
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m Mo. Cl Sana ® Mo. CI Osteoporosis m Cabeza Femoral Osteoporosis ‘

2,5

1,5

Expresion BMP2 basal

0,5

Mo. CI Sana Mo. CI Osteop C F Ostep

Figura 7: Expresion basal del gen BMP2 en las distintas muestras de CSM.

Cuando se analiz6 la expresion basal de fosfatasa alcalina (ALP) esta
fue menor en las cabezas femorales de pacientes con osteoporosis al
compararlas con las crestas iliacas del mismo paciente (p=0,025). y con las

CSM de MO de donante sano
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Figura 8: Expresion basal del gen ALP en las distintas muestras de CSM.

73



Resultados

Como se observa en la Figura 9, la expresion basal de RUNX2 inferior

en las muestras procedentes de pacientes con osteoporosis, especialmente en

las muestras de cresta iliaca, donde las diferencias fueron estadisticamente

significativas (p=0,020).

‘ ® Mo. Cl Sana m Mo. Cl Osteoporosis ™ Cabeza Femoral Osteoporosis
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Figura 9: Expresion basal del gen RUNX2 en las distintas muestras de CSM.

Finalmente, cuando se analiz6 comparativamente la expresion basal del

resto de genes implicados en osteogénesis, no se observaron diferencias

significativas entre los tres grupos experimentales.
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Con el fin de valorar la variaciéon que habia sufrido la expresién de los
genes relacionados con la diferenciacion osteoblastica tras inducir a las CSM a
dicha diferenciacion, comparamos la expresiéon basal en las CSM con la
expresion tras cultivo con medio de diferenciacion osteogénico durante 14 dias,
expresando los resultados como la ratio o cociente entre ambos valores.
Pudimos comprobar que el incremento en la expresion génica era claramente
menor en las CSM de cabezas femorales frente a las CSM de crestas iliacas de
donantes sanos y de pacientes con osteoporosis para los siguientes genes:

Fosfatasa alcalina, BMP2, BGLAP, Colageno 1A1l, RUNX2, SPARC, SPP1,

(figural0).
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Ratio expresion BGLAP Ratio expresion BMP2
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Figura 10: Incremento de la expresion de 0 a 14 dias de diferenciacion, de los diferentes genes

en las distintas muestras de CSM.

Solamente para BGLAP aparecian diferencias significativas al comparar
las cabezas femorales de pacientes con osteoporosis con las crestas iliacas

del mismo paciente y también con las CSM de cresta iliaca de donantes sanos.

Dado que la osteogénesis estaba disminuida en las cabezas femorales
de pacientes con osteoporosis se incluyo en este apartado el analisis de la
expresion de genes reguladores de la osteogénesis. Asi, se comprobd como la
expresion de DKK, inhibidor de la diferenciacion 6sea en CSM, fue mayor en
las CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis al compararlas con
el resto de CSM del estudio, aunque sin diferencias significativas. Asi mismo, la

expresion de la citosina IL6, esencial en la regulacién de la resorcion 0sea se
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ve aumentada en pacientes con osteoporosis al compararla con las CSM de

donantes sanos.

® Mo. ClI Sana ® Mo. Cl Osteoporosis ™ Cabeza Femoral Osteoporosis
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Figura 11: Incremento de la expresion de 0 a 14 dias de diferenciacioén, de los diferentes genes

en las distintas muestras de CSM.

5.3. ANALISIS GENOMICO MEDIANTE CGH ARRAYS

Con el fin de analizar si las CSM de cabezas femorales de pacientes con
osteoporosis presentaban alteraciones gendémicas o si estas pudieran estar
presentes en las CSM de cualquier localizacion del paciente con osteoporosis
se llevaron a cabo estudios mediante CGH Arrays en estas poblaciones y se

compararon con las resultantes de las CSM de controles sanos.
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Se estableci6 como ganancia o perdida gendmica cuando al menos
existia mas de un clon consecutivo alterado.

Unicamente se observaron perdidas con mas de un clon consecutivo en
tres cabezas femorales, localizadndose dichas alteraciones en los cromosomas
4,13 y 19, nunca estas alteraciones gendmicas fueron recurrentes. Analizando
estas alteraciones se descarto la presencia de polimorfismos a esos niveles.

Estas alteraciones gendmicas correspondian a:

Paciente localizacion Bac Gen

1 4p15.31 bA441012-bA3J1
13q14.11 bA407E23-bA125A7
19p13.11 bA4134M18-bK3149D2 UNCI3A
19p13.2 bK2547N9-bK1444D3 ZNF317
19913.33 bK2571L23-bA3N16

2 4922.1 bA11N6-bA9B6 GRID2

4 13g13.3 bA131F1-bA131P10 UFM1

Ninguno de los genes presentes en estas localizaciones estan
relacionados directamente con la diferenciacion osea.

En ninguno de los casos en los que se analizaron CSM procedentes de
crestas iliacas tanto de donantes sanos como de pacientes con 0osteoporosis se
observo ninguna alteracion que incluyera mas de un BAC consecutivo alterado,

tal como se observa en la figura 12.
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5.4. ANALISIS MEDIANTE MICROARRAYS DE EXPRESION

Con el fin de valorar si existian diferencias en el perfil de expresion
génica entre las cabezas femorales y las células de la médula 6sea de cresta
iliaca del mismo paciente con osteoporosis se utilizaron microarrays de

expresion.

5.4.1. Andlisis no supervisado

El analisis no supervisado de agrupacion jerarquica realizado mostrd un
dendrograma con dos grandes ramas: una que incluia las muestras de CSM de cresta
iliaca y otra en la que se agrupaban las muestras de CSM de cabeza femoral de

pacientes con osteoporosis (Figura 13).

DOIPlacal CI.CEL
A DOAPlacal CI.CEL

1972P1lacal CI.CEL
DO4Placal CI.CEI. @——
d048PFlacal CI.CEL

DO4Placa? CF.CEL. —
1973Placa? CF.CELL. —

°! DOTPlaca? (CF.CEL
DOSPlaca? CF.CEL
d042P1laca? CF.CEL

Figura 13: Dendograma del analisis jerarquico de 5 pacientes con osteoporosis.
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Las barras horizontales a lo largo del arbol distinguen las muestras de crsta ilaica
en morado(A), y de cabeza femoral en verde (B) ambas del mismo paciente con

osteoporosis.

5.4.2. Andlisis supervisado

Mediante la aplicacion del algoritmo SAM se identificaron un total de 643
genes diferencialmente expresados de los cuales 573 estan implicados en
rutas celulares. De todos estos genes 161 presentaban cambios significativos
en su expresion (Fold Change >/= 2, </= -2). Todos estos genes excepto dos,
estaban sobreexpresados de forma significativa en las CSM de las cabezas
femorales frente a las CSM de las crestas iliacas del mismo paciente con

osteoporosis

i Dl e
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Figura 14: Diagrama en colores, que muestra la expresion de los genes mas significativos
al comparar los perfiles de expresion de la cabeza femoral frente a la cresta iliaca del mismo
paciente. Los genes estan representados en columnas y las muestras en filas. El color rojo
indica sobreexpresion de un gen, mientras que el color verde refleja represién génica. La

intensidad de Iso colores es proporcional al grado de expresion génica.

Posteriormente cuando analizamos en que funciones estaban implicados

estos genes disregulados y las mas relevantes fueron:

1. Desarrollo, funcion del tejido conectivo y del sistema musculo esquelético.
2. Desarrollo, crecimiento, proliferacion celular y muerte celular

3. Desarrollo y funcidn del sistema hematopoyético.

4. Cancer, enfermedades gastrointestinales

5. Enfermedades del tejido conectivo, reparacion de DNA...

Dadas las caracteristicas del presente trabajo nos centramos en
desarrollo y funcién del sistema musculo-esquelético en cuya funciéon estan
implicados 27 procesos entre los que destacamos:

1. Desarrollo del hueso

2. Desarrollo del esqueleto

3. Diferenciacion de osteoblastos

4. Osificacion

5. Proliferaciéon de osteoblasto

En la siguiente Figura 15 se pueden observar los procesos y los genes

gue se encuentran alterados en nuestro estudio.
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i:| 27 Processes
H-}D development of bone

[ affects development of bone (13/16)

—+(CD9, +CSF1, *FGF18*, tHDACS, *MMP2, +PBX1*, *PHC2, TRBL2, +SFRP1*,
[ decreases development of bone (1/16)

L+SUMF1

L] increases development of bone (2/16)

L+BMP2, +BMP4

B development of skeletal muscle

=H ] development of skeleton

H—} ] affects development of skeleton (35/38)

|_+.F|.EBF1, TAXINZ, +BMP2, +BMP4, +BMP2K (includes EG:55589), +CSF1, *EGFR, +ESR1,
FHEXE, *JUN*, +KLF10, +LTBP3, *MSX2, *NABL1*, *PBX1* T*PRELP*, TRUNX2Z, +5FRP1’

EF [ decreases development of skeleton {1/38)

—+SUMF1

E- [ increases development of skeleton (5/38)
+BMP2, +BMP4, 1CD276, *RUNX2, +THRB

B diameter of cardiomyocytes

J—]—D differentiation of osteoblasts

I%I- [] affects differentiation of osteoblasts (7/12)
-+BMP2, +BMP4, (D276, +FGF18", +MSX2, +RBL2, *RUNX2
=[] decreases differentiation of osteoblasts (4/12)
L+AXIN2, *FGF18*, *MSX2, 4 TWSG1"*
=+ [ increases differentiation of osteoblasts (8/12)
L4BMP2, *BMP4, $(D276, *EGFR, *GNAS, *IFI16*, *MSX2, tRUNX2
#H_| differentiation of smooth muscle cells

+H{_| endochondral ossification
#H_ | morphagenesis of knee

#H_| marphogenesis of limb

+{ ] myogenesis of organism
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J[L:IS profiferation of muscle cells
=H_| proliferation of osteoblasts
|i1' L] affects proliferation of osteoblasts (3/6)
IL —tLRPS, tMSX2, +TGFBR2"
(] increases proliferation of osteoblasts (3/6)

+EGFR, 1FGF13, 1FGF18"

#H_] proliferation of smooth muscle cells

—

] quantity of osteocytes

] skeletal and muscular process of bone

[] affects skeletal and muscular process of bone (6/8)
+(D9, +CSF1, 1FGF18°, *HDACS, *SFRP1*, +TWSG1*

=[] decreases skeletal and muscular process of bone (1/8)

—+SUMF1

(] increases skeletal and muscular process of bone (1/8)
L+BMP4

| Fe
=H_] ossification

S [ affacts ossification (18/22)

L+ AXINZ, *BMP2, *BMPZK lincludes EG:55589), +CSF1, TEGFR, tESR1, TFGF18*, +FMOD,
=+ [] decreases ossification (L2

4 SUMF1
- [ increases essification (5/22)

L+BMP2, +BMP4, +CD276, *RUNX2, +THRB
=H ] ossification of bane
é— L1 affects ossification of bone (5/7)
L4+CSF1, *FGF18*, *HDACS, +SFRP1*, *TWSG1*
=[] decreases ossification of bone (1/7)
—+SUMF1
=+ [ ] increases ossification of bane (1/7)
—+BMP4
#H | ossification of connective tissue

FH ] pasification of tissue

#H ] osteogenesis of muscle cell lines

Figura 15: Procesos y los genes que se encuentran alterados en las CSM procedentes

de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis.
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Estos genes estan implicados en diversas vias de sefializacion entre los que

destacamos los siguientes, por su relacién con la osteogénesis:

Via PPAR
Via de TGF-8,
Via de Wnt/ B-Catenina

Via de IL-6,

En la tabla 1 se muestran los principales genes implicados en las vias de

sefalizacion seleccionadas cuya expresion esta alterada de forma significativa
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Tabla 1. Principales genes con cambio significativo de expresion en las CSM de cabeza

femoral.

Simbolo del ien Nombre del ien Fold. Chanie

peroxisome proliferator-activated receptor 2,2

PPARy
gamma
ILIR1 interleukin 1 receptor, type | 2,4
PDGFD platelet derived growth factor D 2,6
STAT5B ?gnal transducer and activator of transcription 21
Via Wnt/B-Catenina
CD44 CD44 molecule (Indian blood group 2,7
SERP1 secreted frizzled-related protein 4 10,7
SERP4 secreted frizzled-related protein 4 3,7
TGFBR2 transforming growth factor, beta receptor Il 2,2
Via sefializacion
TGFB
RUNX?2 runt-related transcription factor 2 3,8
TGFBR2 transforming growth factor, receptor Il 2.2
Beta
Otros genes
AEBP1 AE binding protein 1 6,7
HSD11B1 hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 1 2,7
PDE1A phosphodiesterase 1A, calmodulin-dependent 2,9
RBP4 retinol binding protein 4, plasma 3.1
CEBPD CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), 5,6

delta
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5.4.2.Confirmacién mediante PCR de los genes

sobreexpresados

Para confirmar el cambio en la expresion de ciertos genes implicados en
las vias de sefializacion anteriores, realizamos PCR cuantitativas en CSM de
cabeza femoral y médula 6sea de cresta iliaca de 10 pacientes con

osteoporosis y CSM de médula 6sea de cresta iliaca 10 donantes sanos.

Se estudiaron los siguientes genes: AEBP1, HSD1181, PDE1A, PPAR,

RBP4, FRZB, SFRP1, SFRP4, (figuras 1-9).

Con relacién a la expresion de AEBP1, gen inductor de adipogénesis,
comprobamos que estaba significativamente sobre expresado en las CSM de
cabeza femoral al compararlo con la expresion en las CSM obtenidas de cresta

iliaca tanto de sujetos sanos como de pacientes con osteoporosis.
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® Mo. ClI Sana ® Mo. Cl Osteoporosis ™ Cabeza Femoral Osteoporosis ‘
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Figura 16: Representacion de la expresion de AEBP1

De forma similar PPAR yotro gen implicado en promover diferenciacion
adipogénica a la vez que bloquea diferenciacion osteogénica, esta expresado
mas intensamente en las CSM de cabezas femorales osteoporoéticas al
compararlas con la CSM de cresta iliaca del mismo paciente y de los controles

(Figura 17), y un comportamiento parecido presenta el gen HSD1141 (Figura

18).
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Figura 18: Representacion de la expresion de HSD1141.
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Resultados

Otros genes que aparecian sobre-expresados en el estudio supervisado
eran genes que indirectamente bloguean la osteogénesis como PDE1A vy la
proteina trasportadora de retinol, RBP4. Esta sobre-expresion fue significativa

en las cabezas femorales al comparalas con los otros dos grupos de estudio.
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Figura 19: Representacion de la expresion de PDE1A.
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Figura 20: Representacion de la expresion de RBP4.
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Ademas, cuando analizamos se observo una sobre-expresion de dos
genes inhibidores de la via candnica de Wnt/S-catenina. SFRP1 y SFRP4
confirmamos que, al igual que sucedia con los arrays de expresion estaban
sobre expresados cuando se analizaron mediante PCR en tiempo real (Figura
21-22) confirma su sobre expresion en las CSM procedente de cabeza femoral
frente a las CSM de cresta iliaca del mismo individuo o de un donante sano, tal

como se muestras en la figura.
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___Figura 21: Representacion de la expresion de SFRP1
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Figura 22: Representacion de la expresion de SFRP4.

FRZB, receptor de la proteinas Wnt, se encuentra infraexpresado en las
CSM de pacientes con osteoporosisl tal como se indica en la siguiente gréfica:
La expresion de FRZB fue significativamente menor en las CSM de paciente
con osteoporosis frente a las CSM. procedentes de cresta iliaca de donante

sano.

92



Expresion FRZB

Resultados

® Mo. Cl Sana ® Mo. Cl Osteoporosis ™ Cabeza Femoral Osteoporosis ‘

12 .

0,8 |
06 |

0.4

Do

Mo. Cl Sana Mo. Cl Osteop C F Osteop

Figura 23: Representacion de la expresion de FRZB.
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Discusion

La osteoporosis es una enfermedad sistémica del esqueleto relacionada
directamente con la edad. En su desarrollo interviene un importante
componente genético. Se caracteriza por la perdida de masa 6sea y la
alteracion de la calidad del hueso, lo que hace que el paciente tenga mayor
riesgo de sufrir fracturas. Aunque se han producido discretos avances en el
conocimiento de la fisiopatologia y por tanto del tratamiento de esta
enfermedad, en el momento actual la mayoria de los autores consideran que
las pautas de tratamiento no son las optimas.

El descubrimiento, en los Ultimos afios, de las CSM con sus especiales
caracteristicas ha abierto nuevas expectativas en el tratamiento de
enfermedades del sistema osteo-muscular dentro del contexto de la medicina
regenerativa. Una muestra de ello es el gran nUmero de ensayos clinicos que
se estan iniciando o desarrollando en los Ultimos afios, entre los que podemos

destacar el uso de CSM en osteogénesis imperfecta32;33

y otras enfermedades
6seas como osteopetrosis, e hipofosfatasia infantil®***.La terapia con células
stem mesenquimales, las cuales poseen capacidad de regeneracion tisular y
son capaces de diferenciarse a diferentes lineas, estan permitiendo obtener
una mejora en la calidad de vida de los pacientes con enfermedades 0sea.

El uso clinico en otros contextos lleva también varios afios de
experiencia. La primera infusion intravenosa en humanos de células stem
mesenquimales autélogas se realiz6 en 1995 demostrando asi la viabilidad de
estas células “ex vivo” (Lazarus HM, Bone Marrow trasplant1995;16). En 2002
se realizé la primera infusibn de CSM alogénicas, en pacientes sometidos a

trasplante de médula 6sea para tratar la enfermdad injerto contra huesped con

resultados esperanzadores (Horwitz EM. Proc Natl Acad Sci USA 2002 ;99).
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La osteoporosisis es una enfermedad caracterizada por un déficit de
masa 6sea que hace que los pacientes que la padecen tengan mayor riesgo de
fracturas 6seas. El objetivo general del presente trabajo fue analizar si las CSM
de estos pacientes presentaban alteraciones funcionales 6 de expresion génica
gque nos permitan valorar la utilidad de CSM sanas en el contexto de la terapia
regenerativa.

Nuestro primer objetivo fue analizar si las CSM de cabeza femoral
presentaban las mismas caracteristicas de proliferacién y fenotipo que las de
MO del mismo paciente y de sujetos sanos. Se utilizaron cabezas femorales de
pacientes con fracturas osteoporéticas porque en ellos es donde realmente se
encuentra la alteracion 6sea mas marcada que conduce a la fractura. Hemos
utilizado el método descrito por nuestro grupo Sanchez-Guijo por el cual se
obtuvo CSM de cabeza femoral sin tratamiento enzimatico echo que permite
utilizar la obtenciéon de estas células en salas con la normativa GMP ya que
cumplen todos los criterios de definicion propuestos por la Sociedad
Internacional de Terapia Celular.

Estas CSM obtenidas de hueso trabecular, en otros contextos, son
similares a las derivadas de médula 6sea con capacidad de de adhesion al
plastico, apariencia fibroblastica, muestran un amplio potencial de proliferacién
y son capaces de diferenciarse a varios tipos celulares de origen
mesodérmico.(Song 2005, Sottle2002) (Tuli,Sakaguchi,Sottile). Hasta la
actualidad y en lo que alcanza nuestro conocimiento, ningun autor que ha
trabajado con los ambos tipos celulares, CF y MO, ha detectado diferencias
significativas entre ellas. Los trabajos de Jones (Artisitis reumatoide feb 2010) y

Sanchez-Guijo confirman que las CSM son méas abundantes en las cavidades
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de hueso trabecular de pacientes sanos o con osteoartritis que en la MO.
Caterson EJ et al compararon la capacidad de produccién de células
mesenquimales a partir de un volumen similar de médula 6sea y de hueso
trabecular observando que la cantidad de células obtenidas es mayor en el
hueso trabecular. En nuestro estuido, las CSM de cabeza femoral de pacientes
con osteoporosis son discretamente inferiores a las CSM de sujetos sanos, y
sorprendentemente, las CSM de MO de pacientes con osteoporosis, presentan
la proliferacibn aumentada. Lo que nos puede sugerir que el reducido niumero
de células que presentan nuestras cabezas femorales se pueda deber a la
patologia de la enfermedad ya que en estos pacientes donde se ha producido

la rotura sufre mayor estrés.

Otros estudios previos, realizados por varios grupos (Quarto et al) han
cuantificado el numero de células en modelos animales viejos demuestran que
varia tanto el numero celular como su actividad osteogénica. Egrise et al
encuentran que el numero de CSM si disminuye pero no la actividad de la
Fosfatasa alcalina, Marie et al. también afirma una disminucion potencial en el
crecimiento.

Trabajos previos de otros autores han analizado el comportamiento de
las CSM provenientes de pacientes de edad avanzada y/o con osteoporosis.
Algunos de estos trabajos sugieren que la disminucion en la capacidad
proliferativa de las CSM estaba directamente relacionada con la edad
(Rodriguez 1999), mientras que otros autores no confirman estos hallazgos
(Bellantuono 2009,MA Baxter, Stenderup). Asi Stenderup et al consideran que
el defecto de la formacidn 0sea y de la mineralizacion es debido a la alteracion

del micro medio ambiente secundario a la edad. teoria no compartida por
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Puesto que, como acabamos de decir, a partir de las cabezas femorales
osteoporéticas obteniamos menor nimero de CSM, quisimos confirmar con
otros métodos si realmente existia una disminucién en la proliferacion. Para
ello, se realizaron estudios de ciclo celular y comprobamos que la proporcién
de células en fases S-M de las CSM procedentes de la cabeza femoral de los

pacientes era menor que las CSM procedentes de MO del mismo paciente.

Dentro de los criterios necesarios para la caracterizacion de las MSC
exigida por la ISCT se necesita demostrar su potencial de diferenciacion a tres
lineas celulares: adipocito, osteoblasto y condrocito En cuanto a este potencial
de diferenciacion nuestros resultados discrepan de los estudios de Jones y
colaboradores los cuales trabajaron con CSM nativas 0 sometidas a una
minima expansion celular, ya que aseguran que en la expansion estas células
pierden potencialidad, echo que en nuestro caso dicha potencialidad no se ha

visto afectada ni tampoco en otros trabajos (LEE de osteonecrosis, Tuli, Marie-

_ 36
review)

El estudio fenotipico de las CSM constituye uno de los criterios
necesarios establecidos por la ISCT para su caracterizacion. Pese a los
multiples intentos que se han llevado a cabo con el fin de buscar marcadores
especificos que identifiquen estas células en varios tejidos, pero hoy por hoy
todavia no se ha definido un Unico panel que permita su caracterizacion. Esto
condiciona que sea necesario realizar al menos el panel recomendado por
ISCT para definir estas células. La mayoria de los autores coinciden en que las

MSC de estos pacientes tienen idénticos marcadores que las CSM de sujetos
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7677 .
sanos. Datos de nuestro grupo (Sanchez-Guijo,) demuestran que las CSM

procedentes de cabeza femoral cumplen los criterios minimos de definicion de
CSM propuestos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT).
Aunque al comparar la intensidad de fluorescencia del marcador CD90
observamos que era significativamente mayor en las muestras procedentes de
cabeza femoral con respecto a las CSM de aspirado medular. Curiosamente,
cuando en el presente trabajo hemos comparado este marcador, CD90, en
nuestros pacientes hemos comprobado que su expresién es menor sobre todo
en las cabezas femorales. Estos resultados coinciden con los publicados
previamente , en los que observaron que la expresion de CD90 es menor en
las MSC de estos pacientes. Hay que resaltar que dicho marcador es
considerado de inmadurez. Su menor expresidn podria suponer en estas
células un mayor grado de diferenciacién lo que iria unido a su menor
capacidad proliferativa.

De hecho se ha publicado previamente que la expresion de CD90 es menor en
las MSC de estos pacientes, dato confirmado en el presente trabajo. Esta
menor expresion podria estar implicada en la relacion alterada entre el estroma

medular y las células hematopoyéticas.

El diagnostico de los pacientes con osteoporosis se hace en base a un
descenso en la masa Osea, Tedricamente este descenso en la formacion 0sea
puede deberse a un descenso en la capacidad de diferenciacion y posterior
reclutamiento de osteoblastos o bien a una disminucion en la actividad de los
osteoblastos maduros. El segundo objetivo que nos planteamos fue analizar si

estas CSM procedentes de cabezas femorales osteoporoticas tenian una
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capacidad de diferenciacion normal. Cuando realizamos el analisis cualitativo
observamos que tal y como exige la ISCT, las CSM se diferenciaban a
osteoblasto, adipocito y condrocito. Sin embargo cuando medimos la capacidad
de mineralizacién con una tincion semicuantitativa mediante Rojo de Alizarina
comprobamos que existe una disminucién significativa en las CSM de la
cabeza femoral de pacientes con osteoporosis, mientras esta conservada en
las CSM provenientes de MO, datos coincidentes estos ultimos con los
estudios de otros autores( Stenderup, Mari et al). Esto sugiere que el descenso
de masa Osea y déficit de mineralizacion se produce en las CSM de cabezas
femorales de pacientes con osteoporosis. Una vez comprobado que estas CSM
procedentes de cabezas femorales eran funcionalmente anémalas quisimos
comprobar si genes implicados en al diferenciacion osteogénica podrian estar
diferencialmente expresadas en estas células y de este modo justificar su
diferenciacion 6sea deficitaria. Para ello, analizamos por PCR cuantitativa
genes claves en la diferenciacion osteoblastica: fosfatasa alcalina (ALP)
importante en la fase de proliferacion , colageno 1A1 (COL1Al), proteina
morfolégica del hueso (BMP2) y factor de trascripcion RUNX2 genes cuya
mayor expresion se alcanza durante la fase de diferenciacion o maduracién de
la matriz, y finalmente el resto de marcadores analizados presentan su pico
maximo de expresion en la fase de mineralizacion: SPARC (osteonectina),
SPP1 (osteopontina) y BGLAP (osteocalcina). (Kulteren)

Existen datos en la literatura sobre la expresion de diferentes genes implicados
en la diferenciacion 6ésea en pacientes con osteoporosis. Sin embargo, estos
estudiso se han llevado a cabo en muestras obtenidas de hueso. Nostros

hemso preferido analizar estos genes en las CSM, las progenitoras de laso
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osteoblastos, para comprobar si ya, a ese nivel de diferenciacion dichos genes
se encuntran alterados.

La fosfatasa alcalina esta implicada en la diferenciacibn 6sea ya que va
aumentando progresivamente desde el principio de la diferenciaciéon hasta el
dia 4 y decrece a partir del dia 14 hasta el 21 durante la fase de mineralizacion.
El gen que codifica para esta proteina, se ha visto en estudios desarrollados
por Balla et al 2008, estaba infraexpresado en el hueso osteoporético
comparado con el hueso normal. Los datos presentados en el estudio muestran
que, a nivel de CSM este gen esté infraexpresado, pero Unicamente caundo las
CSM se obtienen de la cabeza femroal con osteoporosis. Por el contrario, las
CSM obtenidas d ela MO de estos pacientes tiene una expresion aumentada
con respecto a las obtenidas de MO de sujetos sanos, pareciendo que estan,
de alguna manera, compensando con un incremento en su expresion, el

defecto de diferenciacon a hueso.

Proteina formadora del hueso 2 (BMP2), como su propio nombre indica
es fundamental para formar el hueso. El gen, BMP2, que codifica para esta
proteina tiene mayor expresion basal en las CSM de cabeza femoral que el los
otros tipos de CSM de estudio. Ha sido estudiada en el contexto de la
osteoporosis y se ha asociado con la patofisiologia de la enfermedad. Se han
descrito ventajas que suponen que el tratamiento local o sistémico de fracturas
osteoporéticas con BMPs inducen un rapido aumento de la fortaleza 6sea en el
area de la fractura.(Kanakaris 2009).

Posteriormente quisimos comprobar la diferente expresion de Iso genes

uan vez inducidas las CSM a diferenciacion. Para comprobar su incremento
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calculamos el ratio de incremento de cada gen dividiendo la expresion en el dia
+ 14 entre la expresion basal.

El dnico gen que presentaba diferencias significativas en el ratio de
incremento fue el gen de la osteocalcina, BGLAP. Es un gen tardio en la
diferenciacion dsea ya que alcanza su pico maximo de expresion a partir del
dia 14(Kulteren). Cuando hemos analizado su expresion en este momento
hemos comprobado que su incremento era muy superior en las CSM de MO
con osteoporosis comparandolas con Iso otros dos grupos de células por lo que
nuestros resultados muestran una mayor expresion basal en las CSM de
cabeza femoral ya que cabe pensar que la poblaciéon en este tipo de muestra
sean CSM ya maduras.

El Colageno tipo I, , es el componente principal de la matriz 6sea y es
sintetizado por los osteoblastos para finalizar la etapa de resorcién Osea,
COL1A1L, es el gen que codifica para esta molécula. Hasta donde alcanza
nuestro, no hay ningun estudio que cuantifique la expresion de este gen en
MSC de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis. Estudios previos
indican que las CSM de médula 6sea de pacientes con osteoporosis producen
menos cantidad de colageno tipol que las CSM de donantes sanos(Pablo
Rodriguez. Journal of Cellular Biochemistry 2000). Nosotros no hemos
analizado la capacidad de sintesis, Unicamente hemos analizado la capacidad
de estas células de incrementar la expresion del gen que la codifica.
Curiosamente, su incremento es similar en las CSM de MO sanas que en las
procedentes de cabeza femoral, pero se incrementa mucho en las CSM

procedentes de MO de estos pacientes. Resultados similares se reflejan en el
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analisis de otros genes como: SPARC, gen que codifica para la osteonectina y
SPP1, que codifica para osteopontina.
Dos genes gque también hemos considerado interesantes han sido, el gen
DKK1 y el gen que codifica la interleucina 6, IL6. Estos genes no estan
directamente implicados en la diferenciacion ésea. DKK1 es un inhibidor de la
via canonical de Wnt (Kawano 2003, Park 2008), este gen esta aumentado en
las CSM de cabezas femorales al inducir su diferenciacién, lo que sugiere que

no solo esta bloqueada sino que estan aumentados sus inhibidores.

En resumen todos estos resultados sugieren que las CSM de pacientes
con osteoporosis presentan una capacidad de diferenciacidn osteogénica
deficitaria desde el punto de vista de la mineralizacién asi como de expresion
génica.

En resumen el estudio de cuantificacion de la mineralizacién o6sea
confirma que las CSM de la fractura osteoporética tienen menor capacidad de
diferenciacion 6sea y como es légico al tener menor osteoblastos presentan
menor potencial de mineralizacion tal como ocurre en los estudios sobre

células de hueso trabecular de Balla-07 y Hopwood.-09

Hemos querido estudiar si estas células presentan otras alteraciones
gendmicas para poder dar respuesta al interrogante de la presencia o no de
alteraciones gendmicas en estas células. Para ello hemos llevado a cabo el
estudio mediante técnica de CGH arrays, técnica mas sensible que permite
estudiar las pérdidas o ganancias de material genémico. En todos los casos

analizados de pacientes con osteoporosis se encontraron anomalias, al igual
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gue las MSC de los donantes sanos que tampoco presentaban cambios
recurrentes. En las MSC de cabeza osteoporoticas aparecieron pérdidas de
mas de un clon consecutivos en tres cabezas femorales pero como ya hemos
comentado en la seccién de resultados estas pérdidas no eran recurrentes y
ademas no estaban relacionados directamente con genes implicados en
osteogénesis. Hasta el momento no se han descrito resultados que presenten
alteraciones genomicas que puedan justificar la patologia de la enfermedad,
por lo cual esto constituye la primera descripcion de CGH arrays en CSM
procedentes de pacientes con osteoporosis. Si hemos visto estos mismos
estudios y con resultados no recurrentes también, en CSM de pacientes con
mieloma multiple que como ya es conocido es una enfermedad que puede

cursar con lesiones osteoliticas.

Como hemos referido previamente en el capitulo de resultados, en el
estudio de arrays de expresion se llevd a cabo un analisis no supervisado
donde encontramos que las MSC de hueso trabecular de los pacientes con
osteoporosis se agrupaban en un cluster bien diferenciado, cluster A, y en el
cluster B se incluia las CSM de medula 6sea de cresta iliaca del mismo
paciente con osteoporosis. Estos hallazgos sugieren que algo sucede en las
CSM del paciente con osteoporosis que las clasifica por fuente de obtencion.
Con el fin de profundizar sobre las diferencias halladas entre ambos cluster en
el estudio del perfil de expresion, decidimos analizar qué genes y vias de
sefalizacion, que pudieran estar implicados en el desarrollo de la osteoporosis,
podrian estar expresados de forma diferente en ambos cluster. Varios genes

aparecian sobreexpresados en el cluster B, las CSM de cabeza femoral, los
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cuales podrian desempefiar un importante papel en la patogénesis y en las
caracteristicas clinicas de la enfermedad.

Recientemente se ha comenzado a plantear la hipétesis de que en
osteoporosis se presentan un desequilibrio entre la diferenciacion osteogénica
y la diferenciacién adipocitica, favoreciéndose la adipogénesis en el hueso
osteoporético a la vez que se bloquea la osteogénesis (Takada). Como se
parte de la idea de que tanto los adipocitos como los osteoblastos provienen de
un precursor comun, la célula stem mesenquimal, pues se cree que este
desequilibrio lo deben presentar dichas CSM.

Estudios previos (Hopwood) han visto implicados un ndmero de vias de
sefalizacion y genes en la patogénesis de la osteoporosis, estas incluyen la via
de Wnt, entre otras, .y moléculas relacionadas con la diferenciacion adipocitica.
Elegimos los siguientes genes, ya que presentaban un valor significativamente
mayor en las cabeza femorales, para su estudio mas detallado: genes
implicados en la regulacion de la diferenciacion adipocitica (AEBP1, PPARYy,
HSD11p1), genes implicados indirectamente en la diferenciacion osteogénica
(PDE1A, RBP4), genes implicados en la diferenciacion 6sea (RUNX2) y
también genes implicados en la via de sefalizacion Wnt (SFRP1,SFRP4)..
Analizamos la expresion de estos genes mediante PCR cuantitativa en una
serie de 15 pacientes con osteoporosis, con sus respectivas muestras de
cabeza femoral y cresta ilaica, y 8 individuos sanos.

El gen AEBP1 es un factor trascripcional pro-adipogénico a la vez que actia
como represor de la diferenciacion osteogénica.(Ohno 1996)(Pacenti 2006)
HSD11p1, hidroxiesteroide 11 beta deshidrogenada 1, juega un importante

papel en la formacion de adipocitos (Justesen2004). Existiendo una relaciéon
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inversa entre la expresion de este gen y la diferenciacion osteoblastica(Eijken
2005)Ademas se sabe también que un incremento de la expresion de este gen
en el tejido adiposos va asociada a obesidad y resistencia a insulina(Makkonen
J 2007)

PPARy es le factor de trascripcion imprescindible para la difernciacion
adipogénica.

El analisis estadistico de los resultados muestra que la sobre expresion de los
genes que favorecen la adipogénesis fue significativa en las Células Stem
Mesenquimales de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis frente a las
CSM de médula 6sea de cresta iliaca del mismo grupo de pacientes. Lo que
confirma junto con otros estudios que estos genes juegan un papel importante
en el desequilibrio existente en cuanto a diferenciacion en la osteoporosis pero
existiendo Unicamente este desequilibrio en las mesenquimales procedentes
del cabeza femoral y no en las CSM de médula ésea de la cresta iliaca del
mismo paciente. Referente al gen PPARy este gen no se presento
sobreexpresado en los trabajos de Hopwood mientras que nuestros resultados
si muestran un Fold. Change proximo a 2. Ademas comentar que Hopwood
trabajé con células obtenidas directamente de hueso y médula ésea a las
cuales extrajo ARN y realizo arrays de expresion en ningun momento habla de

CSM ni seleccionadas directamente ni expandidas in vitro.

Otros genes que se aparecian sobre expresados eran genes que se
encuntran indirectamente bloqueando la osteogénesis como
PDEA1,fosfosdiesterasa 1, proteina perteneciente a una superfamilias de
enzimas conocidas como nucleodtidos fosfodiesteras que actuan inactivando al

AMPc, adenosina monofosfato ciclico, un importante mensajero secundario en
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la regulacion hormonal del metabolismo 6seo como puede ser la hormona
paratifoidea (PTH).
Nuestros estudios sugieren al igual que los realizados con lineas celulares de
osteosarcoma (AHLStrém2005) una sobre expresién de esta enzima lo que
hace que el AMPc quede inactivo y la regulacién hormonal del hueso quede
bloqueada.

Otro gen que también se presenta sobreexpresado en las CSM de
cabeza femoral de los pacientes con osteoporosis fue RBP4, la proteina
trasportadora de retinol 4. Es una proteina sintetizada por adipocitos y se ha
demostrado que mantiene una relacién negativa con la osteocalcina proteina
indicadora de la actividad osteoblastica en suero sanguineo (Hogstrom 2008),
aunque no se conoce si esta proteina esta relacionada con la densidad de
masa Osea. Estos datos corroboran nuestros resultados ya que hemos visto
sobreexpresion del gen RBP4 mientras, como hemos comentado
anteriormente, las CSM procedentes cabeza femoral de pacientes con

osteoporosis presentan mineralizacion disminuida.

Para finalizar nos intereso mucho la sobre expresién, muy elevada, de
dos antagonistas de la via de Wnt, SFRP1 y SFRP4. Proteinas relacionadas
con los dedos de Zinc, las cuales contienen un dominio rico en cisternas por las
cuales interacciona con las proteinas WNT. Se a comprobado que provocando
una mutacién de SFRP1 en ratones resultaba una aumento en la masa 0sea
entre los 7 y 9 meses, lo que sugiere gue esta proteina mantiene la masa 0sea
del esqueleto adulto y cuando ella esta mutada aparece una sobre expresion

de RUNX2,(Gaur 2005) lo que se encuentra en concordancia con nuestros
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resultados ya que su elevada expresion provoca una pérdida de masa Gsea en
pacientes con osteoporosis al compararlos con individuos sanos, pero ademas
la expresion es mayor en las CSM de cabeza femoral donde se ha producido la
fractura osteoporética, que es como hemos explicado anteriormente el
microambiente donde se desarrolla la enfermedad.

Existe una hipotesis alternativa sobre cuél es el mecanismo antagonico
de estas proteinas. Asi se ha demostrado que SFRPs, se unen a receptor Znc
formando un complejo inactivo (Kawano), efectivamente Bafico et al
demostraron este echo en el que SFRP1 se une a HFz6. Por todo esto se
sugiere que las proteinas SFPRs lo cual sugiere que a altas concentraciones
de receptores ellas actuarian como ligandos activos, en este contexto actuarian
como antagonistas cuando hubiera poca concentracion de receptores, lo cual
concuerdan con los resultados presentes en CSM de cabeza femoral en las
cuales la expresion de FRZB, receptor de proteinas Wnt, se encuentra
infraexpresada mientras que como hemos comentado anteriormente las
proteinas de nuestro estudio de SFPR1y 4 se encuentran sobreexpresadas.

Previamente se ha visto que ante entre los procesos que se aceleran
para curar una rotura aparece un aumento de la via de Wnt debido a un
aumento en los niveles de [3-catenina, el trabajo de Gaur et al 2009 demuestra
que el aumento en al via de Wnt también se puede deber a una perdida funcion
de SFRP1 en los estadios primeros de reparacion 0sea, lo cual esta sugiriendo
que si se ha producido una fractura osteoporotica donde la expresion de
SFRP1 es elevadisima como ocurre en nuestro estudios cuando se

desencadenan los procesos para la reparacion de esa fractura lo primero que
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pierde actividad esta proteina. Otros estudios se refieren a SFRPs como
proapoptoéticas en otras enfermedades (Melkonyan eta al 1997).

Todo lo dicho anteriormente se puede aplicar a otra proteina de la
misma familia, SFRP4,cuya expresion como hemos comentado en este capitulo
también es muy elevada. Estudios previos han demostrado que estos niveles
aumentan gradualmente durante la adipogénesis via inhibicion de Wnt. Por lo
que todos estos resultados muestran que los antagonistas de la via de Wnt,
SFRPs y DKK1, presentan una importante funcion en la adipogénesis de MSC
de tejido adiposo (Park2008). Quizas estos resultados podamos extrapolarlos a

nuestras CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis.

En definitiva, nuestros resultados ilustran que las MSC procedentes de
cabeza femoral no soélo presentan un crecimiento alterado, con una
mineralizacion disminuida confirmanda con la expresion de los genes
implicados en el proceso de diferenciacidon 6sea, sino tambien un perfil de
expresion caracteristico de pacientes con osteoporosis. Echso que no se han

observados en los otros dos tipos de CSM a estudio.
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De lo expuesto en el presente trabajo podemos concluir:

1. En relacion a las caracteristicas de las CSM pro cedentes de cabeza

femoral de pacientes con osteoporosis

1.A. Las CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis tienen menor
capacidad de crecimiento in vitro menor al compararlas con las CSM de médula

0sea del mismo paciente y de las CSM de MO de sujetos sanos.

1.B. Las CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis presentan el
patron de expresion fenotipico caracteristico de las CSM pero con
infraexpresion de algunos marcadores como CD90, CD73, CD105, CD166 y

con sobreexpresion de CD106.

1.C. Las CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis se encuentran

la mayoria en fase G0-G1, es decir quiescentes.

2. En relacién con su capacidad de diferenciacion
2.A. Las CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis son capaces

de diferenciarse a adipocito, osteoblasto y condrocito.

2.A. Las CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis presentan la

diferenciacion 6sea mantenida, pero al cuantificar la capacidad de

mineralizacion esta esta alterada.

115



Conclusiones

3. En relacién con la presencia de alteraciones gen  dmicas:

3.A. Las CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis no presentan

alteraciones gendémicas recurrentes cuando se analizan mediante CGH-Array.

4. En relacion a la expresion de genes relacionados con la diferenciacion

osteogénica y adipogénica:

4.A. Las CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis tieen un patrén
de expresion genica definido que las agrupa en un cluster diferenciado del

cluster de las CSM de médula 6sea de cresta iliaca del mismo paciente.

4.B. Las CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis presentan
sobreexpresion de genes, como AEBP1, PPARyy HSD111, relacionadas con

la diferenciacion adipocitica.

4.C. Las CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis presentan
sobreexpresion de genes antagonistas de la via Wnt como SFRP1 y SFRP4,

implicados en el bloqueo de diferenciacién osteogénica

4.D. Las CSM de cabeza femoral de pacientes con osteoporosis presentan

sobreexpresion de genes, como PDEA1 y RBP4, implicados indirectamente en

la inhibicién de la diferenciacién ésea.
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4.E. >Todos estos datos sugieren la existencia de un desequilibrio entre la
diferenciacion osteogénica / diferenciacion adipognenica en las cabezas de

fémures de pacientes con osteoporosis.
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