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Resumen

Introduccidn:

El remodelamiento éseo normal se produce a través de los procesos de resorcion y
formacién dsea, los que a nivel celular dependen de la actividad de osteoclastos,
derivados de células madres hematopoyéticas, y osteoblastos, derivados de células
progenitoras mesenquimaticas (MSCs), respectivamente. Las MSCs se encuentran
presentes, entre otros tejidos, en el estroma de la médula dsea y se caracterizan por su
capacidad de diferenciarse hacia diferentes fenotipos celulares, incluyendo
osteoblastos, adipocitos y miocitos. Residen en un microambiente que juega un rol
fundamental en el destino y diferenciacidn de las MSCs debido a diversos factores que
interaccionan dentro de este medio. Entre estos, BMP-2 es ampliamente conocido por
su rol en la estimulacién de MSCs hacia osteoblastogénesis y adipogénesis, los ligandos
Wnt-10b y Dkk-1 producen efectos sobre la via Wnt/B-catenina, activandola e
inhibiéndola, respectivamente, con el consiguiente efecto sobre la osteoblastogénesis.
Por ultimo, irisina, un factor secretado por el musculo esquelético, juega un rol
importante en la diferenciacion de MSCs hacia el linaje osteoblastogénico. En esta tesis
se propone medir los niveles de moléculas reguladoras presentes en el fluido de
médula dsea de donantes osteopordticas y controles. Los factores reguladores elegidos
para su medicion son BMP-2, Wnt10b, Dkk-1 e irisina.

Objetivo general:

Comparar la composicién del microambiente medular de las MSCs a través de la
medicion de factores regulatorios especificos en el fluido de médula ésea de donantes
osteoporéticas y donantes controles.

Metodologia:

Las donantes (24), corresponden a mujeres postmenopausicas de entre 60y 75 afios de
edad, que se sometieron a cirugia por tratamiento de fractura dsea o artroplastia, y se
clasifican en controles u osteopordticas de acuerdo a su densidad mineral ésea (t-
score) medida por absorciometria de rayos X de energia dual (DEXA). Ademads, se
obtiene el porcentaje de grasa, indice de masa corporal e indice de masa muscular. El
fluido de médula ésea (FMO) se obtuvo de la centrifugacion de la muestra de aspirado
de médula 6sea. La medicidén de los factores BMP-2, Wnt-10b, Dkk1 e irisina se realiz
en el FMO utilizando Kits ELISA disponibles comercialmente y de acuerdo a las
instrucciones de los fabricantes. Los datos fueron analizados mediante T student y
correlacién de Pearson. Se considerd significativo p<0,05.



Resultados:

El peso y el porcentaje de grasa corporal son significativamente mayores en las mujeres
del grupo control al compararlo con las osteoporéticas (66,2 £+ 9,3 vs 57,9 + 10,4 y 45,0
+ 6,7 vs 35,0 + 9,0; con p = 0,03 y p = 0,01, respectivamente). No existe relacién
evidente entre incidencia y/o prevalencia de osteoporosis y sarcopenia. Las
concentraciones de BMP-2 e irisina son significativamente mas altos en muestras
controles que en muestras osteoporoticas (222 + 97 vs 155+ 73y 5,2+ 0,5vs 4,8 + 0,4
con p = 0,04 y p= 0,02, respectivamente). La concentracién de irisina en FMO no
depende del indice masa muscular (r = 0,09 y p > 0,05), sino mas bien de la DMO de las
donantes (r=0,47 y p = 0,02).

Conclusion:

Las mujeres osteopordticas tienen menor peso, masa muscular y porcentaje de grasa
que las mujeres controles, por lo que el peso corporal podria tener un efecto protector
frente al desarrollo de osteoporosis. Los niveles de BMP-2 e irisina son
significativamente mayores en mujeres controles que en osteopordticas. La medicién
de factores es diferente en el FMO de donantes controles y osteopordticas, lo que
reflejaria una composicion particular del microambiente



Summary

Introduction:

Normal bone remodeling occurs through both bone resorption and formation
processes, which at the cellular level depend on the activity of osteoclasts, derived
from hematopoietic stem cells, and osteoblasts, derived from mesenchymal progenitor
cells (MSCs), respectively. MSCs are present, among other tissues, in the stroma of the
bone marrow and are characterized by their ability to differentiate into different cell
phenotypes, including osteoblasts, adipocytes and myocytes. They reside in a
microenvironment that plays a fundamental role in the fate and differentiation of MSCs
due to various factors that interact within this environment. Among these, BMP-2 is
widely known for its role in the stimulation of MSCs towards osteoblastogenesis and
adipogenesis, the Wnt-10b and Dkk-1 ligands produce effects on the Wnt / B-catenin
pathway, activating and inhibiting it, respectively, with the consequent effect on
osteoblastogenesis. Finally, irisin, a factor secreted by skeletal muscle, plays an
important role in the differentiation of MSCs into the osteoblastogenic lineage. In this
thesis it is proposed to measure the levels of regulatory molecules BMP-2, Wnt10b,
Dkk-1 and irisin present in the bone marrow fluid of osteoporotic and controls donors. .

General objective:

To compare the composition of the bone marrow microenvironment of the MSCs
through the measurement of specific regulatory factors in the bone marrow fluid of
osteoporotic and control donors.

Methodology:

Donors (24) correspond to postmenopausal women between 60 and 75 years old, who
underwent surgery for bone fracture or arthroplasty, which are classified as controls or
osteoporotic according to their bone mineral density (t-score) measured by dual energy
X-ray absorptiometry (DEXA). In addition, the percentage of fat, body mass index and
muscle mass index are obtained. Bone marrow fluid (BMF) was obtained after
centrifugation of the bone marrow aspirate sample. Measurements of the BMP-2, Wnt-
10b, Dkk1 and Irisin were performed on the FMO using commercially available ELISA
Kits and according to manufacturer instructions. Data were analyzed using T student
and Pearson correlation. It was considered significant p <0.05.

Results:

Weight and body fat percentage were significantly higher in the control women
compared to osteoporotic women (66.2 + 9.3 vs 57.9 + 10.4 and 45.0 + 6.7 vs. 35.0 £
9.0, with p = 0.03 and p = 0.01, respectively). There is no evident relationship between



incidence and / or prevalence of osteoporosis and sarcopenia. The concentrations of
BMP-2 and irisin were significantly higher in control than in osteoporotic samples (222
+97vs 155+ 73 and 5.2 £ 0.5 vs 4.8 £ 0, 4 with p = 0.04 and p = 0.02, respectively). The
concentration of irisin in BMF does not depend on the muscle mass index (r = 0.09 and
p> 0.05), but rather on the BMD of donors (r =0.47 and p = 0.02).

Conclusion:

Osteoporotic women have lower weight, muscle mass and fat percentage than women
controls, so body weight could have a protective effect against the development of
osteoporosis. BMP-2 and irisin levels are significantly higher in controls than in
osteoporotic women. Factor measurement is different in BMF from controls and
osteoporotic donors, reflecting a particular composition of themicroenvironment.



Introduccion
1. Remodelamiento seo normal

El tejido dseo, al igual que otros tejidos, estd en constante remodelacién lo que
le confiere al esqueleto su capacidad regenerativa y de adaptacidon funcional. El
remodelamiento éseo normal se produce a través de los procesos de formacién y
resorcion Osea, los cuales a nivel celular dependen de la actividad de osteoblastos y
osteoclastos, respectivamente. En condiciones normales, estos procesos estan
estrechamente regulados.

Los osteoblastos son las células responsables de la formacion ésea, derivan de
las células progenitoras mesenquimaticas (MSCs) y estan presentes, entre otros tejidos,
en el estroma de la médula dsea. Representan una poblacién de células madre adultas
multipotentes con capacidad de diferenciarse hacia diferentes fenotipos celulares,
incluyendo osteoblastos, adipocitos y miocitos, entre otros. La formacién del hueso
involucra la proliferaciéon de las células progenitoras, la migracién de las células
progenitoras osteogénicas a la superficie del hueso y su diferenciacidon a osteoblastos.
Estas ultimas células secretan abundantes proteinas de matriz extracelular, sobre la
cual se produce el depdsito de calcio.”

Por su parte, los osteoclastos, células responsables de la resorcion dsea, derivan
de precursores de células madres hematopoyéticas de linaje monocito/macréfago en la
sangre y médula 6sea.?) La resorcién corresponde al proceso mediante el cual los
osteoclastos eliminan tejido 6éseo, liberando minerales, lo que resulta en una
transferencia de ién calcio desde la matriz dsea a la sangre. En la edad adulta, las fases
de resorciéon y formacion ésea proceden coordinadamente, de forma tal que al final de
cada ciclo, la masa dsea se mantiene. Esta coordinacion es fruto de complejos
mecanismos de control del remodelamiento, en los cuales intervienen tanto factores
genéticos como locales del hueso, asi como sistémicos (hormonales, nutricionales,
neurales, mecanicos). Durante la infancia y adolescencia, debido a la accién combinada
de factores genéticos, hormonales y ambientales, el proceso de formacion excede a la
resorcién, por lo cual los huesos crecen tanto en largo como en espesor; cambian de
forma, aumentando masa y densidad 6sea, llegando a un equilibrio que se alcanza
entre los 30 y 40 afios de vida. Sin embargo, posteriormente, como consecuencia del
envejecimiento, hay una pérdida neta de hueso debido a que distintos factores influyen
generando que el proceso de resorcion exceda a la formacion dsea, pudiendo
producirse distintas enfermedades, dentro de las que destaca la osteoporosis.(3)



2. Osteoporosis y sarcopenia

La unidad funcional musculo — hueso es la que nos permite estar de pie,
movernos y protege nuestros 6rganos vitales.”) Se denomina sistema musculo
esquelético a la interaccion conjunta del tejido dseo y el musculo, ya que el
funcionamiento de uno depende de la presencia y actividad del otro; estd compuesto
por huesos, musculos esqueléticos, tendones, ligamentos, cartilagos, articulaciones y
otros tejidos conectivos que permiten la funcidn y proporcionan a los seres humanos la
capacidad de locomocion.” Estos tejidos, huesos y musculos interaccionan formando
la “unidad funcional musculo — hueso”, que se define como el contenido mineral dseo
por area de seccidn transversal muscular local y proporciona una medida de relaciéon
existente entre la resistencia 6sea y la fuerza muscular.®

La pérdida de masa ésea (osteoporosis) y muscular (sarcopenia) son problemas
de salud publica creciente.”® La osteoporosis es considerada como un padecimiento
comun, multifactorial, progresivo y debilitante de la arquitectura del esqueleto dseo. La
sarcopenia, por su parte, puede ser considerada como el equivalente muscular de la
osteoporosis, ya que da lugar a la falta de equilibrio, la reduccién de la velocidad de
marcha, caidas y fracturas. La combinacién de la osteoporosis y sarcopenia es un
contribuyente importante a la fragilidad en la poblacién de adultos mayores. (6.10)

La osteoporosis es una de las enfermedades dseas de mas alta prevalencia entre
las mujeres mayores, en la cual se produce un desequilibrio entre la resorcion y
formacién del hueso, predominando el primer proceso, con lo cual se produce una
disminucion de la calidad y densidad mineral ésea, que conlleva finalmente a una
mayor pérdida de masa ésea, aumentando el riesgo de sufrir fracturas.™ En Ila
actualidad, esta enfermedad ha sido reconocida por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) como uno de los cinco principales problemas de salud publica mundial,
debido al significativo impacto econdmico asociado principalmente a fracturas de
cadera, una de las expresiones clinicas mas frecuente de la osteoporosis, que conlleva
una alta mortalidad durante el primer afio de ocurrida (12 a 20%), aun en paises con
alto desarrollo tecnolégico.(lz)

En nuestro pais, son escasos los datos epidemioldgicos recientes que
demuestren la prevalencia de osteoporosis. El afio 2007, Rodriguez, et al, seleccionaron
a 555 mujeres entre 55 y 84 afios para un estudio que analizaria la frecuencia de las
fracturas vertebrales. Se utilizd como parametro de medicidon la densidad mineral ésea
(DMOQ), considerandose osteoporaéticas aquellas mujeres que tuvieran t-score menor o
igual a -2,5 DE de la densidad mineral 6sea (DMOQ). El estudio reveld que el 14% de las
mujeres tenian un t-score de -2,5 de DMO o menos en la cadera, mientras que el 32%
tenia un t-score de -2,5 de DMO en la columna vertebral. Para las participantes de
entre 80 y 85 afos, la osteoporosis en el cuello femoral alcanzé un indice de 53,3%.™)
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Datos proporcionados por la Fundaciéon Chilena de Osteoporosis (FUNDOP) de un
estudio realizado en el afio 2009, donde se evalué a 10.350 individuos, (81% mujeres),
de edad promedio 56,6+15,7 afios, se encontrd que 5,09% de las mujeres presentaban
osteoporosis (T-score < -2,5) y 43,33% osteopenia (t-score -2,49 a -1,0), mientras que
de los hombres 2,38% presentaron osteoporosis y 28,05% osteopenia.(”) Los datos
oficiales del Ministerio de Salud indican que los egresos hospitalarios por fractura de
cuello de fémur en Chile fueron 3.953 en el afio 2001 y 5.350 en el aio 2006, con una
tasa de fractura de cadera en mujeres mayores de 65 afios de 278/100.000 habitantes.

La mayor prevalencia de osteoporosis se observa en mujeres menopausicas y
postmenopdusicas, en quienes los niveles plasmadticos de estrégenos disminuyen
ocasionando lo que se conoce como “deprivacién hormonal” de los osteoblastos. El
aumento de la actividad osteoclastica en respuesta a la disminucién estrogénica se
produce en desmedro de la actividad osteoblastica, generando un balance negativo en
el recambio éseo y por consiguiente la pérdida neta de masa 6sea y el desarrollo de
osteoporosis. Este tipo de osteoporosis se denomina osteoporosis tipo |, aunque el
concepto adecuado seria osteoporosis hormono dependiente o peri menopal]sica.(15)

Ademas del desequilibrio generado por el aumento de la actividad
osteoclastica y disminucién de la actividad osteoblastica, otro factor importante a
considerar en la fisiopatologia de la osteoporosis, es la mayor diferenciaciéon de las
MSCs hacia linaje adipogénico en desmedro de la diferenciacion hacia linaje
osteoblastico, que se ha observado en este tipo de pacientes. Aunque las causas de
esto aln no son bien comprendidas, diversos estudios asi lo han demostrado.™

La sarcopenia es una condicidn que esta relacionada con la fragilidad, implica
disminucion de la masa y funcién muscular. Tiene una prevalencia de entre 11 y 50% en
las personas mayores de 80 afios, ocasionando deterioro de la funcién fisica,
disminucion de la calidad de vida y aumento de la mortalidad. Puede ser dependiente o
independiente de la osteoporosis.

En términos generales, Rosenberg en 1989,"®) definen la sarcopenia como la
pérdida de masa muscular asociada a la edad, derivado del griego “sarcos” en
referencias a la carne y “penia” a la falta de. Actualmente, la sarcopenia se define como
un sindrome caracterizado por una pérdida de masa muscular progresiva y
generalizada con pérdida de calidad y fuerza muscular esquelética; se acompana de un
aumento de riesgo de discapacidad fisica y reduccién de la calidad de vida. Esta pérdida
es un proceso complejo y multifactorial, donde ademas de la edad, influyen factores
como cambios de los niveles hormonales, muerte de neuronas motoras y
sedentarismo, entre otros.*”)
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Respecto a la prevalencia de sarcopenia, no hay un consenso debido a que esta
varia segin el método de diagndstico. Baumgartner et al. (1998), describen que la
prevalencia de sarcopenia alcanza entre 5 — 13% de la poblacién de entre 60 y 70 afios,
y entre 11 y 50% en los mayores de 80 afios."® Mas recientemente, Cruz-Jentoft et al.
(2010) refieren que actualmente la sarcopenia afecta a mas de 50 millones de personas
y que en 40 afios afectard a mas de 200 millones de personas.(w) En nuestro pais, la
prevalencia de sarcopenia, determinada a través de la utilizacion de puntos de corte
adecuados a la poblacién chilena por edad, ya que las caracteristicas de la poblaciéon
Latinoamericana difieren de la europea, arroja un 10,6% en la poblacién de 60 — 69
afos, 17,1% entre 70 y 79 aios y 32,1% en los mayores de 80 anos, obteniendo un
13,5% de prevalencia total.*”

Dada la interaccion funcional entre el musculo y el esqueleto cabe preguntarse
si hay sefales que relacionen directamente ambos tejidos, es importante mencionar
que estos dos tejidos tienen una relacidn fisica intima, una interaccién a través de los
puntos de insercién del musculo en los tendones y la interaccidon nerviosa que controla
ambos tejidos. Entonces, ¢hay un medio propio de esta interaccion?

3. Células progenitoras mesenquimaticas (MSCs): microambiente

Las células madre mesenquimaticas (MSCs, del inglés Mesenchymal Stem Cells),
se clasifican en embrionarias y somaticas o adultas; en general comparten dos
caracteristicas distintivas: la auto-renovacion y la capacidad de producir células
diferenciadas. Las células madre embrionarias son pluripotentes, mientras que las
MSCs presentes en el estroma de la médula ésea representan una poblacién de células
madre adultas multipotentes con capacidad de diferenciarse en diferentes fenotipos
celulares. #2223

Las MSCs permanecen durante la mayor parte de su vida en estado de reposo
proliferativo hasta que senales especificas las conducen a reingresar en el ciclo celular
ya sea para reponer el pool de células madre, o para que se diferencien hacia un linaje
celular especifico. (24,25, 26) | lugar donde las MSCs residen da lugar a un microambiente
especializado (“nicho”) que presenta caracter dinamico, (27) permite su auto-renovacién
y, finalmente, su diferenciacion. 28 En condiciones normales, la relacién funcional
entre los fenotipos que se encuentran en la médula 6sea generan un microambiente
distintivo a través de factores solubles producidos localmente, componentes de la
matriz extracelular y factores sistémicos.? 3% Sélo los componentes celulares
primarios del estroma de la médula, generan una amplia gama de sefiales resultantes
de la actividad de adipocitos, macrofagos, fibroblastos, células madre hematopoyéticas
y su progenie, asi como de células endoteliales y reticulares. Diversas citoquinas,
factores de crecimiento, moléculas de adhesién y moléculas de matriz extracelular se
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integran en el microambiente influyendo en el destino de las células madre, ya sea para
apoyar la auto-renovaciéon o determinar el compromiso de diferenciacion hacia un
fenotipo especifico.**?® 3 32 En este microambiente puede influir la actividad
muscular tan intimamente asociada al esqueleto, ya sea por la actividad de la tensién
sobre el hueso y/o el cartilago o en la microcirculacion.

El destino de las MSCs parece estar determinado en etapas muy tempranas de
la diferenciacién celular (“commitment”); durante este periodo, la interaccion de
condiciones intrinsecas (genéticas) y ambientales (locales y/o sistémicas) pueden
delinear el destino de la célula hacia uno de los linajes posibles.®® La combinacion
adecuada de las senales intrinsecas y extrinsecas conduce a la activacién de los factores
de transcripcién especificos. Como se menciond anteriormente, en la médula dsea las
MSCs son precursoras comunes para la formacién de hueso, musculo y grasa; el
compromiso y la diferenciacién de MSCs hacia un fenotipo especifico depende de
factores sistémicos y locales que regulan la expresién y/o actividad de genes maestros
en la diferenciacion como Runx2, MyoD y PPARy, para la osteogénesis, miogénesis y
adipogénesis respectivamente.

Aunque existen dudas acerca de los eventos celulares y moleculares
implicados en el compromiso de las MSCs, se reconoce que su regulacion es complejay
dependiente del tiempo. ?* 3% Diferentes estudios postulan que hay una relacién
reciproca entre las vias de diferenciacién que podria seguir un MSCs, la alteracion de
esta, por ejemplo, facilitaria la formacién de tejido adiposo en la médula désea a
expensas de la formacidn de osteoblastos y disminuyendo por tanto, la masa dsea. Esta
situacion podria repercutir también generando una disminucién en la diferenciacion de
miocitos. Esta condicién de desequilibrio del destino de diferenciaciéon de las MSCs
podria estar ocurriendo en la médula désea en los pacientes con
osteoporosis/osteopenia.

4. Conversacion entre vias de diferenciacion: osteoblastogénica, miogénica y
adipogénica

Un estudio que analizé mediante histomorfometria biopsias de cresta iliaca de
mujeres mayores, demostré que la médula ésea de mujeres con osteoporosis tiene una
acumulacién de adipocitos mayor que los niveles observados en mujeres jovenes
sanas.®® Estudios posteriores han confirmado mayor adiposidad en la médula dsea de
mujeres con osteoporosis, asi como una asociacion negativa entre grasa en la médula
Osea y la velocidad de formacion de hueso.®>37) A pesar de estos antecedentes, hasta
hace poco la infiltracién grasa de la médula dsea se habia considerado como una
secuela irrelevante del envejecimiento normal. Recientemente, se ha propuesto que en
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pacientes osteopordticas la acumulacion de tejido adiposo en la médula dsea se
contrarresta con una disminucién en la produccién de células osteogénicas.*® 3

La interrelacidon de diferenciacion entre MSCs y miocitos, es menos clara pero
hay pérdida de masa muscular y 6sea asociada al envejecimiento. Ademas, se observa
una mayor adiposidad en la médula ésea como en el tejido muscular, asociado a
infiltrados grasos en los nervios y capilares. 4%

Evidencias de la embriologia en el crecimiento y funcién muscular adulta,
proponen que la masa magra se relaciona positivamente con la masa dsea, mientras se
mantenga la integridad muscular hay una reduccion en la posibilidad de sufrir fracturas.
La interaccidn entre el musculo y el hueso, ya sea en el control local del musculo sobre
el hueso (tension) y/o interacciones humorales sistémicas entre el musculo y el hueso.
(41, 42) Estudios indican que el aumento de masa muscular estad relacionado con el
aumento de la densidad mineral ésea (DMO) y con una disminucién del riesgo de
fracturas, especialmente en las mujeres posmenopéusicas.(43) Ademas de la interaccidn
funcional, se ha propuesto que también hay una comunicacién a través de factores
humorales, por ejemplo, citoquinas proinflamatorias, principalmente el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), que induce la diferenciacion de células del estroma
presentes en el musculo a células osteoprogenitoras y promueve la reparacién de
fracturas 6seas.* Ademas, un estudio reciente demostrd, que las células madre
derivadas del musculo adquieren un papel primordial en la respuesta reparadora de
una lesién grave en el periostio.(45)

La interaccidn a través de factores humorales, podrian tener efectos anabdlicos
y/o catabdlicos sobre el metabolismo de las células éseas y musculares. Esto plantea la
posibilidad de que podria haber factores humorales que se producen en los tejidos que
afecten los huesos y viceversa, favoreciendo o inhibiendo la funcién de estos tejidos
(Figura 1).(43)
Blood

|GF-1, FGF-2, IL-G, IL-7, IL-15, MMP-2, Irisin,
Dsteonection, Osteoglycin, FAMSC

Endocrine Endocrine
factors ™y ; o factors
A K *-
Mechanical Mechanical
siress - ) stress

Sclerostin, Osteocalcin,
PGs, BMPs
Blood

Figura 1: Factores humorales producidos por tejidos dseo y/o muscular y sus efectos entre si. Figura
tomada de Kahi H. 2013.*®
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5. Factores reguladores

Existe una amplia gama de factores que puede interactuar en huesos y musculo,
por tanto, por limitaciones econdmicas y por el enfoque de nuestro estudio, nos ha
interesado estudiar los factores BMP-2, Wnt10b, Dkk-1 e irisina, ya que pueden actuar
en las vias osteoblastogénica, miogénica y adipogénica.

Proteinas morfogenéticas del hueso (BMP)

Las proteinas morfogenéticas del hueso (BPM) pertenecen a la superfamilia de
los factores de crecimiento transformantes beta (TGF-B) y estdn directamente
relacionada con la condrogénesis, osteogénesis y la induccidn de tejido conjuntivo.(“)
Se caracterizan principalmente por su inmenso potencial osteoinductivo, ya que son
capaces de promover la formacidon de hueso nuevo mediante la estimulacién de las
células osteoprogenitoras para diferenciarse en osteoblastos. " %8

Dentro de las BMP, BMP-2, BMP-4, BMP-6 y BMP-7 son los mediadores bien
establecidos de los osteoblastos y/o diferenciacion de miocitos y adipocitos a partir de
MSCs 9% BMP-2 es una proteina que actta como factor de crecimiento capaz de
inducir la formacién del hueso y cartilago mediante la estimulacidn de la diferenciacion
de los osteoblastos y los condrocitos en diversos tipos celulares.®® ") A su vez, se ha
descrito que BMP-2 inhibe la diferenciacion miogénica en mioblastos, debido a que
induce la transcripcién de Id1, un inhibidor para la miogenesis.(ss)

La exposicion de MSCs a BMP ha mostrado como resultado el aumento de la
expresion de marcadores especificos de osteoblastos, incluyendo fosfatasa alcalina,

osteocalcina, osteopontina y factores de crecimiento del tejido conectivo, entre otros.
(59, 63)

La via de sefalizacién de BMP se inicia con la unién del ligando a un receptor
(BMPR2) que desencadena una serie de fosforilaciones que llevan a la activacién del
receptor BMPR1. (64-66) Se han identificado siete receptores BMPRs tipo 1, entre estos,
BMPR- IA (también llamado ALK-3), BMPR-IB (también llamado ALK- 6) y el receptor de
activina | (también llamado ALK-2) que juegan roles importantes en la formacion de
tejido adiposo y del esqueleto.(67)

La activacion de los receptores desencadena una de dos via de sefializacién:
Smad-dependientes o Smad-independientes, los que terminan finalmente regulando la
expresion génica,(64'66) por ejemplo para el caso adipogénesis/osteogénesis el efecto de
BMP-2 converge en Ultima instancia en PPARy." ®)
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Varios miembros de la familia BMP son secretados por los osteoblastos y
regulan la masa ésea en una forma autocrina y paracrina, ya que inducen directamente
la diferenciacién de osteoblastos a partir de MSCs y mediante el aumento de la funcién
de los osteoblastos diferenciados en la produccién de matriz.”> ”) Modelos de ratones
genéticamente modificados para receptores y ligandos BMP, o sus inhibidores
enddgenos han confirmado el papel esencial de la sefializacién de BMP en la formacion
6sea.’2" 78

Via Wnt/B-catenina: Wnt-10b y Dkk-1

La via Wnt/B-Catenina es un importante regulador de la masa 6sea.” su
activacion promueve la diferenciacién de MSCs hacia osteoblastos y bloquea la
adipogénesis inhibiendo la expresion de los factores de transcripcion C/EBPa vy
PPARy.(SO'sz) Estudios experimentales en modelos animales mostraron que la via
activada incrementa la masa 6sea, evitando tanto la pérdida ésea dependiente de
hormonas como la inducida por la edad.®”

Los ligandos Wnts son una familia de glicoproteinas que ejercen efectos
autocrinos y paracrinos mediante la unién a receptores frizzled (fzd), y coreceptores 5y
6 relacionados a proteinas LDL (LRP5/6).®Y En la via Wnt/B-catenina, ligandos Wnt
median efectos rio abajo por la estabilizacion de B-catenina, una proteina
multifuncional implicada en la adhesion celular y la regulacién transcripcional. La
activacidon de esta via se produce por la union de ligandos Wnt a Fzd y LRP5/6 lo que
induce seiales intracelulares que se agrupan como via candnica y no canénica, de las
cuales la primera es la mejor conocida. El acontecimiento clave en la cascada candnica
es la acumulacién de la B-catenina en el citoplasma y su posterior translocacién al
nucleo donde modula la transcripcidn de diferentes genes regulando, de esta forma, el
destino celular de las MSCs. En ausencia del ligando Wnt, la via se mantiene inactiva
debido a que la B-catenina citopldsmica se localiza dentro de una multi-proteina
formando un “complejo de destruccién”. Dentro de éste, B-catenina es fosforilada
permitiendo su ubiquitinacion y la posterior degradacién proteosomal (Figura 2).(82’ 51)

El ligando Wnt10b es un regulador establecido del destino de MSCs, que inhibe
la adipogénesis y estimula la osteoblastogénesis influyendo, por ende, sobre la masa
dsea in vivo. El primer estudio que une la via Wnt a la adipogénesis demostré que la
expresion de Wnt10b disminuye durante la adipogénesis in vitro y que la expresion
ectopica de Wnt10b inhibe la adipogénesis mediante la supresion de la expresion de
los factores de transcripcion adipogénicos, PPARy y CCAAT/potenciador de unidn
proteina-a (C/EBP).(83'85) Numerosos estudios adicionales se han centrado en Wnt10b
como el candidato que regula el destino de las MSCs. Por otra parte, los ratones
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transgénicos (FABP4-Wnt10b) que sobre expresan Wnt10b en el tejido adiposo han
reducido la adiposidad y son resistentes a la obesidad.®® & Esto demuestra que
Wnt10b puede inhibir el desarrollo del tejido adiposo in vivo, ademds de aumentar la
masa osea de los ratones FABP4-Wnt10b; por el contrario, los ratones que carecen
Wnt10b tienen disminuido el tamafio del hueso trabecular.®® Estas observaciones
condujeron a la identificacion de Wnt1l0b como un regulador endégeno de la
osteoblastogénesis y la formacién 6sea in vivo.® °° Sin embargo, los mecanismos a
través de los cuales Wnt10b ejerce estos efectos son poco conocidos.

A WithoutWnt /7 g B With Wnt
Gz" r\Fz Wnt

N/
3 LrpS/Lrp6
conoooconconooos cnood bocoreooooo
rrmmj’f]m 0000000 POSSAGS0000

TRy

Wnt-responsive gene

v v AV AN T
5 V\m responsive geno _

Figura 2: Via de sefializacion Wnt/ B-catenina en ausencia (A) y presencia (B) del ligando Wnt. Figura
tomada de Deal C, 2009 51)

La interrupcién de la sefializacion de Wnt/B-catenina promueve adipogénesis
espontanea in vitro.®> 92 %) se han descrito diversos tipos de moléculas capaces de
antagonizar las sefiales Wnt al unirse a distintos correceptores. Entre estos, la familia
de las proteinas Dickkopf (Dkk), principalmente Dkk-1 y Dkk-2, han demostrado su rol
en la inhibicién de la via candnica de senalizacion Wnt en diferentes organismos y tipos
de células (Figura 3), (94101, 108 4ando como resultado la inhibicién de la
osteoblastogénesis; 192} prk-1, secretado por osteoblastos y osteocitos, ha sido
ampliamente estudiado y se sabe que inhibe la sefalizacion de Wnt/B-catenina en el

metabolismo éseo mediante la unidn al correceptor de Wnt, LRP5/6.(1°°’ 102, 103)

® m

(-
|
e52a

= d=D

Figura 3: Via de sefializacion Wnt/ B-catenina en ausencia (A) y presencia (B) del ligando Dkk. Figura
tomada de Christodoulides C, et al. 2009 (104
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Estudios realizados en ratones han mostrado que Dkk-1 produce un aumento de
la osteopenia mediante la reduccion de la proliferacion y la mineralizacion de
osteoblastos, induciendo a estos al proceso de apoptosis.**> %) Ademds, otro estudio
mostré que Dkk-1 estaba implicado en la homeostasis del hueso ya que se detectd un
exceso de su expresion en células neopldsicas de pacientes con mieloma multiple y
lesiones osteoliticas generalizadas."™® Esta observacion sugirié que la inhibicién de la
sefializacion de Wnt en los osteoblastos por Dkk-1 derivados de células plasmaticas
malignas interrumpen la capacidad de los osteoblastos a diferenciarse y/o funcionar
eficazmente para depositar hueso nuevo.

Irisina

Afos atrds, se propuso que irisina es una mioquina circulante, generada por el
musculo esquelético y su produccion es inducida por el ejercicio. (110) Recientemente, se
demuestra que también es producida por otros tejidos, como el adiposo; en particular,
se ha detectado, en ratas, su produccién por el tejido adiposo subcutdneo,
demostrando su rol en el complejo eje mUscuIo—hueso—grasa.(m)

(110) (112)

Zhang et al. y Bostrom et al. reportaron que irisina promueve la
diferenciacién de osteoblastos a través de la activacion de la via de Wnt-B-catenina e
inhibe la diferenciacidon de los osteoclastos mediante la supresién del activador del
receptor del ligando del factor nuclear-kappa B (RANKL)/ via factor nuclear de células T
activadas (NFAT) cl. La principal evidencia preclinica que relaciona irisina con el
metabolismo éseo fue proporcionado por Colaianni et al.t3) gue muestra, que in vitro,
se produce un aumento en la diferenciacién de osteoblastos en presencia de medios
condicionados por mioblastos maduros que expresan altos niveles de irisina; en este,
muestran que irisina ejerce efecto de supresion de la esclerostina, conocido inhibidor
de la via de sefializacién Wnt. El mismo estudio refiere que la formacion 6sea mediada
por irisina, esta dada inicialmente por ATF4 (factor 4 activador de transcripcién),
seguido por la expresion de Runx2 (Runt relacionado con el factor de transcripcion 2),
la que a su vez desencadena un programa de osteogénesis global; aunque se necesitan
mas estudios, parece claro que ésta, es mediada por el receptor en el que la
fosforilacién de Erk (quinasa regulada por sefal extracelular) es estimulada al aplicar la
R-irisina. Ademas, por otra parte se demostré que los niveles plasmaticos de irisina
fueron menores en mujeres con fracturas osteopordticas previas.™

Sin embargo, aunque existe evidencia de que a mayor concentracién de irisina
se producen menos fracturas osteoporéticas, estudios anteriores no han dilucidado
gue la concentracién de irisina se relacione directamente con la cantidad de masa
magra o grasa. Sélo un estudio investigd la relacidn entre irisina y composicién corporal
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y el impacto de sus niveles en fracturas; en éste, mostraron que irisina estd
inversamente relacionada con fracturas vertebrales en mujeres postmenopdusicas,
siendo la concentracidon de irisina independiente de la densidad mineral dsea y
composicidon corporal. 13 por lo tanto, estd claro que irisina puede ser un factor
protector 6seo y/o ayudar a la formacion ésea, pero no se ha encontrado la relacién
entre la concentracidn de irisina y masa muscular.

6. Propuesta de tesis

Una gran cantidad de factores de crecimiento y moléculas reguladoras
desempeiian un papel fundamental en el logro de la competencia funcional de las
MSCs, como parte del microambiente que rodea a las células progenitoras. Estd
demostrado que el microambiente juega un rol fundamental en la diferenciacién y
linaje de destino de las MSCs, como fue descrito anteriormente, y esto es debido a los
factores que interaccionan dentro de este medio.

En esta tesis se propone medir los niveles de factores reguladores presentes en
el fluido de la médula 6sea de donantes osteopordticas y controles. Debido a la
organizacién anatdémica y funcional de la interaccion hueso — musculo, hay una gran
dificultad en llegar a conocer el microambiente de estos. Por esta razén, hemos
propuesto como modelo de aproximacion a ese microambiente, el FMO, el cual se
obtiene a través de un procedimiento sencillo de centrifugacién de la muestra de
médula extraida. Estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio, muestran que
hay diferencias en varias sefales reguladoras del FMO entre mujeres osteoporéticas y
controles, ademdas hay antecedentes que proponen que este fluido es diferente al
plasma sanguineo.(lls’ U En el presente trabajo, queremos conocer cual es la relacidn,
en el FMO, entre los factores medidos y los datos antropométricos de nuestras
donantes.

Los factores reguladores elegidos para su medicién son BMP-2, Wnt10b, Dkk-1 e
irisina. BMP-2 se selecciona debido a que es un factor producido por los huesos que
tiene un rol conocido en la estimulacion de MSCs hacia la osteoblastogénesis, aunque
también hacia la adipogénesis; también fueron seleccionados los ligandos Wnt-10b y
Dkk-1 ya que ambos, producen efectos sobre la via Wnt/B-catenina; Wnt-10b juega un
rol activador de la via, favoreciendo por tanto la osteoblastogénesis, por el contrario
DKK-1 se selecciona por su rol inhibidor de la via, inhibiendo por tanto la formacion
Osea a favor de la diferenciacién de adipocitos. Por ultimo se selecciona irisina, que tal
como se describe previamente es un factor secretado por el musculo esquelético que
juega un rol importante en la diferenciacion de MSCs hacia el linaje osteoblastogénico.
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Hipétesis

La composicion del microambiente de las MSCs, reflejado en el fluido de médula ésea
obtenido de donantes osteopordticas, en funcién de los factores reguladores BMP-2,
Wnt-10b, Dkk-1 e irisina, es diferente al compararlo con el de donantes controles.

Objetivo general

Conocer la composicion del microambiente medular de las MSCs a través de la
medicion de factores reguladores especificos en el fluido de médula dsea y su relacidn
con parametros antropométricos de donantes osteoporéticas y donantes controles.

Objetivos especificos

- Comparar el nivel de BMP-2, Wnt-10b, Dkk-1 e irisina en el fluido de médula
Osea de donantes osteopordticas y donantes controles.

- Relacionar los niveles de los factores regulatorios medidos en el fluido de
médula dsea con la densidad mineral dsea (t-score) de donantes osteopordticas
y donantes controles.

- Relacionar los niveles de los factores regulatorios medidos en el fluido de
médula dsea con el indice de masa muscular esquelética (IMMAE) de donantes
osteopordéticas y donantes controles.
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Materiales y Métodos

Sujetos

Se les solicitdé donar una muestra de aspirado de médula dsea a mujeres
postmenopadusicas de entre 60 a 75 afios de edad, que requerian cirugia, como parte
de su tratamiento, debido a fractura ésea o artroplastia. El procedimiento se realizd en
la Seccién de Traumatologia del Hospital Sétero del Rio, Santiago de Chile. Con
anterioridad, las donantes firmaron un consentimiento informado, previamente
aprobado por los comités de ética tanto del Instituto de Nutricion y Tecnologia de los
Alimentos (INTA) como del Hospital Stero del Rio (se adjuntan en anexo).

La muestra de médula ésea se obtuvo mediante aspiracion desde la cresta iliaca
durante el procedimiento quirl]rgico.(m) Con posterioridad a la cirugia, a cada donante
se midid la densidad mineral 6sea (DMQO) en la columna lumbar (L2-L4) mediante
absorciometria de rayos X de energia dual (DEXA) (LUNAR, Prodigy, General Electric
Medical Systems, Madison, WI, USA). Los datos que entrega esta medicién son: DMO,
peso, talla, t-score, indice de masa corporal (IMC), masa muscular apendicular
esquelética (MMAE) y porcentaje de grasa corporal.

El IMC corresponde a una medida de asociacion entre el peso y la talla de un
individuo, se obtiene mediante la férmula: Peso/TaIIaZ. Para estimar el significado de Ia
masa muscular de los pacientes se utilizd el indice de masa muscular esquelética
(IMMAE), que define un punto de corte de 5,88 kg/mz, por sobre este valor se deduce
que la persona tiene una masa muscular apropiada y por el contrario si se encuentra
por debajo de él, se clasifica como sarcopénica. El valor se obtiene a través del MMAE,
gue corresponde a la suma de la masa magra (kg) de las piernas y los brazos en relacion
a la talla (IMMAE = MMA/Talla%). Esta definicién de sarcopenia, se ajusta a la del

2
consenso europeo.( o

Las donantes se clasificaron como controles u osteopordticas utilizando el valor
de su DMO segun la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud. En el grupo
control se incluyen aquellas donantes que tenian un valor de t-score superior a -1 DE
de la DMO media para los adultos jovenes, mientras que las donantes osteopordticas
corresponden a aquellas que tenian un t-score inferior a -2,5 DE de la pmo.1%

Todas las donantes se consideraban sanas, a excepcién de la cirugia, y no
estaban bajo terapia de reemplazo de estrégenos o tratamiento con glucocorticoides.

Para la realizacién de la tesis se conté con los datos demograficos ya
mencionados de las donantes y las muestras del fluido de médula dsea de las mismas,
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ya que son parte del proyecto FONDECYT #1130045, que se realiza en el laboratorio de
Biologia Celular del INTA.

Fluido de Médula Osea (FMO)

El FMO se obtuvo después de centrifugar la muestra de aspirado de médula
0sea (~2mL) durante 5 minutos a 600 x g.(lzo) Aproximadamente 500 a 800 uL de fluido
de médula ésea fue recolectado y se mantuvo a -20°C hasta la medicién de los factores
regulatorios.*?”)

Medicion de factores reguladores

Se utilizaron Kit de ELISA disponibles comercialmente para la mediciéon de los
factores estudiados. Para la medicion de Dkk-1 y BMP-2 se utilizaron los kits Quantikine
ELISA, Human Dkk-1 Immunoassay (Catalog Number DKK100) y BMP-2 Immunoassay
(Catalog Number DBP200, SBP200, PDBP200) respectivamente, ambos fabricados y
distribuidos por R&D Systems (Minneapolis, USA). Irisina y Wnt-10b fueron medidos
utilizando los ELISA kit, Irisin competitive BioAssay 044961 y Wingless Type MMTV
Integration Site Family, Member 10b (Wnt10b) BioAssay 028924, ambos fabricados y
distribuidos por USBiological Life Sciences (Massachusetts, USA). El procedimiento
usado para la medicion de los cuatro factores es el recomendado por los fabricantes de
cada kit. Las determinaciones se realizaron en triplicado de 12 muestras controles y de
12 muestras osteoporéticas diferentes.

Analisis Estadistico

Todos los resultados fueron expresados como media = DE. Comparaciones entre
los grupos no-osteoporéticas y osteopordticas se realizaron mediante prueba t student
de una cola; se utilizd coeficiente de correlacion de Pearson para examinar la
correlacién bivariada. Se consideré6 que p <0,05 representa una diferencia
estadisticamente significativa. El peso, edad o ambos fueron ajustados a través del
método lineal general.
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Resultados
1. Caracteristicas demograficas de la poblacion

El laboratorio de Biologia Celular del INTA cuenta con un banco de muestras de
fluido de médula 6sea (FMO) provenientes de mujeres postmenopausicas donantes
controles y osteopordticas (n=139) (muestra total) y los datos demograficos de todas
estas donantes. De estas, se selecciond un total de 24 muestras, 12 controles y 12
osteoporéticas, basdndose en el criterio de densidad mineral ésea de las donantes;
estas 24 que corresponde a una submuestra de la muestra total.

En la tabla 1 se muestran los datos demograficos de las 139 mujeres
postmenopdusicas (incluye la submuestra). De acuerdo a lo descrito en Materiales y
Métodos, el grupo control incluye a aquellas donantes con un valor de t-score superior
a -1 DE de la densidad mineral ésea (DMO) media para los adultos jévenes, mientras
que las donantes osteopordticas a aquellas con un t-score inferior a -2,5 DE. El grupo
control se conforma de 70 donantes y el grupo de osteoporéticas corresponde a 69
donantes.

En el valor de t-score se observa una diferencia significativa entre los grupos
control y osteopordticas (<0,003). En cuanto a la edad, las mujeres osteoporéticas son
significativamente mayores al compararlas con el grupo control, 82,3 vs 78,2 afios,
respectivamente (p = 0,03).

Respecto al peso, indice de masa corporal (IMC) y porcentaje de grasa, son
significativamente mayores en el grupo control al compararlos con las mujeres
osteopordéticas (68,8 vs 59,0; 29,3 vs 25,4 y 47,0 vs 41,7 con valores p=0,03, p=0,03 y
p = 0,009, respectivamente). Al comparar el indice de masa muscular esquelética
(IMMAE) se observan diferencias significativas entre ambos grupos, siendo mayor en el
grupo control respecto del grupo osteoporético (6,0 vs 5,3; p = 0,04); sin embargo,
ambos valores se encuentran cercanos al punto de corte (5,88). La talla no muestra
diferencias significativas al comparar ambos grupos.
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TABLA 1: Caracteristicas demograficas de la muestra total

ANTECEDENTES DEMOGRAFICOS
CONDICION Edad Peso Talla IMC Grasa
~ T-Score IMMAE
(afios) (kg) (m) (kg/m’) (%)
Control
(n=70) 78,2+ 8,5 68,8+11,4 | 1,5+6,0 0,2+1,3 29,3+4,5 | 60+1,2 | 47,2+8,3
Ost oti

S e(‘:‘ 'i‘:;’) 1688 | 9)34+86 | 59,0+107 | 1,546,3 | -34+1,1 | 254442 | 53+0,9 | 41,7+8,9

Valor p 0,03* 0,02* >0,05 0,003* 0,03* 0,04* 0,009*

* Los datos se expresan como promedio + desviacion estandar para los grupos control y osteopordticas.
* T student: p<0,05

En la tabla 2 se muestran los datos demograficos de la submuestra, que
corresponde a 24 mujeres postmenopdusicas. Al igual que la muestra total, las
donantes son clasificadas en grupo control y osteopordticas de acuerdo al criterio de
los valores de t-score. Cada grupo quedd conformado por 12 donantes.

Al igual que en la muestra total, en el valor de t-score se observa una diferencia
significativa entre los grupos control y osteopordticas (p = 0,0004), ya que los grupos
fueron conformados utilizando como criterio el valor de este pardmetro. Al igual que
en la muestra total, se observa una diferencia significativa en la edad de ambos grupos,
siendo significativamente mayores las mujeres osteopordticas respecto de las
controles, 73 vs 69 afos (p=0,01).

En cuanto a los pardmetros peso, indice de masa corporal (IMC) y porcentaje de
grasa, todos son significativamente mayores en el grupo control al compararlos con las
mujeres osteopordticas (66,2 vs 57,9; 29 vs 25,2; 45 vs 35; con un p=0,03; p=0,02 y p=
0,01, respectivamente).

En la submuestra no se observan diferencias significativas en el IMMAE de
ambos grupos, sélo se observa una tendencia a ser mayor en el grupo control. Al
comparar este dato con el obtenido en la muestra total, se observa en esta ultima un
valor significativamente mayor en el grupo control. La talla no muestra diferencias
significativas entre ambos grupos.
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TABLA 2: Caracteristicas demogréficas de la submuestra

ANTECEDENTES DEMOGRAFICOS

CONDICION Edad Peso Talla IMC Grasa
= T-Score IMMAE
(afios) (kg) (m) (Kg/m’) (%)
Control
(:"f 1’2‘; 71493 | 66293 | 1,5+0,1 | 1,240,8 | 29,0+39 | 64+1,0 | 45,0+6,7
Osteoporéti
: e(‘:r_‘;rz") %5 79,8489 | 57,9+104 | 1,5%0,1 | 3,400 252+51 | 56%1,2 | 350£9,0
Valor p 0,01* 0,03* >0,05 | 0,0004* | 003* | >0,05 | 0,01*

* Los datos se expresan como promedio + desviacion estandar para los grupos control y osteopordticas.
* T student: p<0,05

6sea como de masa muscular asociada al proceso de envejecimiento.

En la figura 4 se muestra la correlacion entre edad y t-score, y edad e IMMAE de
las mujeres del grupo control y osteoporéticas de la muestra total. Los resultados
muestran que existe una correlacién negativa tanto para la edad con t-score, como
para la edad con IMMAE. Los resultados obtenidos, son similares a los descritos en la
literatura, los que apuntan a una relacién entre la pérdida tanto de densidad mineral

(9, 10)

FIGURA 4: Correlacién entre edad, t-score e IMMAE de los grupos control y
osteopordéticas de la muestra total.
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En la tabla 3 se muestran correlaciones entre los datos demograficos peso, talla,
t-score, IMC, IMMAE y porcentaje de grasa de ambos grupos, control (n=12) vy
osteopordéticas (n=12) de la submuestra.

Se observa una correlacién positiva entre las variables t-score y peso
(p=0,0176). Esta observacién apoya la proposicién de que el peso corporal podria ser
un factor protector frente al desarrollo de osteoporosis. El IMC también se correlaciona
de forma positiva con t-score (p=0,034).

IMMAE se correlaciona de forma positiva con las variables peso (p<0,0001) e
IMC (p<0,0001) tanto en el grupo control, como en el grupo osteoporéticas.

Respecto a la grasa corporal, esta se correlaciona de forma positiva con las
variables peso (p=0,003), t-score (p=0,013), IMC (p=0,004) e IMMAE (p=0,021).

Al correlacionar los datos de la muestra total, se observa que la submuestra se
comporta de manera similar a esta, ya que los pardmetros que muestran correlacién
significativa en la muestra de estudio, también muestran significancia en la muestra
total. La uUnica diferencia se obtiene al correlacionar los parametros IMMAE vy t-score,
donde se observa una correlacidon positiva significativa entre ambos pardmetros;
resultado esperable debido a lo mencionado anteriormente.

TABLA 3: Correlacién de datos demograficos de la submuestra

Peso Talla ' IMC O Grasa
-score
(kg) (m) (kg/m?) (%)
Peso 1
(kg)
Talla 0,15 1
(m) (>0,05)
t-score 0,48 0,02 1
(0,02%) (>0,05)
IMC 0,88 0,32 0,44 1
(kg /mz) (<0,0001*) (>0,05) (0,03%)
0,81 0,09 0,34 0,84
IMMAE (<0,0001*) (>0,05) (>0,05) (<0,0001*) 1
Grasa 0,58 0,02 0,50 0,57 0,47 1
(%) (0,003*) (>0,05) (0,01%) (0,004*) (0,02%)

* Los datos presentados corresponden al valor r y valor p correspondientes a cada correlacion.

* Test de Pearson, significancia p< 0,05
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Con el fin de evaluar el comportamiento de ambas muestras, se analiza la
distribucién de la poblaciéon en cuanto a los valores de t-score y de IMMAE. Si bien el
dato obtenido no indica temporalidad, por lo cual no se puede inferir si la osteoporosis
ocurre antes o después de la sarcopenia, nos permite evidenciar que ambas patologias
no se presentan necesariamente de forma simultdnea. En el grafico se puede
determinar qué porcentaje de la poblacidén corresponde a mujeres controles, vale decir
que no presentan osteoporosis ni sarcopenia, cual a donantes osteoporéticas no
sarcopénicas, a donantes sarcopénicas no osteopordticas y a donantes osteopordticas
y sarcopénicas.

La figura 5, A y B, muestran la distribucion de la muestra total y submuestra,
respectivamente, de acuerdo a los pardmetros de t-score e IMMAE.

La linea “a” representa el punto de corte -2,5 DE del parametro t-score,
observandose a la izquierda de esta linea las donantes osteopordticas. La linea “b”
representa el punto de corte -1 DE del parametro t-score, por lo cual a la derecha de
ésta se observan las donantes control. La linea “c” representa el punto de corte 5,88
del pardametro IMMAE, que define el limite bajo el cual se encuentran las personas que
presentan sarcopenia; por lo cual sobre esta linea se encuentran las donantes control y
bajo esta las donantes sarcopénicas. Por lo tanto, el cuadrante superior izquierdo
corresponde a donantes osteopordticas con masa muscular normal, el cuadrante
superior derecho corresponde a donantes controles con masa muscular y masa dsea
normal, el cuadrante inferior izquierdo corresponde a donantes osteoporodticas vy
sarcopénicas, y el cuadrante inferior derecho corresponde a donantes controles
respecto de la masa dsea y sarcopénicas de acuerdo a la masa muscular.

De la muestra total correspondiente a 139 mujeres, se observa que alrededor
del 27% se ubica en la categoria control, tanto desde el punto de vista éseo como
muscular (cuadrante superior derecho), por el contrario un 35,3% presenta
osteoporosis y sarcopenia (cuadrante inferior izquierdo). El 15% de la poblacién es
osteoporética, pero con un indice muscular normal (cuadrante superior izquierdo) y el
22% sarcopénica, con una densidad mineral ésea normal (cuadrante inferior derecho)
(Figura 6A).

En cuanto a la submuestra (n=24) (Figura 6B), se observa una distribucién mas
homogénea, el 29% corresponde a mujeres controles (cuadrante superior derecho), el
25% son mujeres osteoporéticas y sarcopénicas (cuadrante inferior izquierdo). El 25%
es osteopordtica (cuadrante superior izquierdo) y el 21% es sarcopénica (cuadrante
inferior derecho).
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Por lo tanto, al comparar ambos grupos se observa que los grupos de mujeres
control y sarcopénicas se comportan de forma similar en ambas muestras (total y
submuestra).

FIGURA 5: Distribuciéon de las muestras

A. Muestra total B. Submuestra

12,00
n=139 . ®

o
=]
"
N
N

10,00

@
o
3

+*

‘:
.
-
‘t

indice de Masa muscube esquelética (IMMAE)
*
+ 8¢
ey,
+
- +
*
+ ?t*
NN
+ *
o *
4
Indcie de Masa Musculr Esquelética (IMMAE)
w
* ¢
*
*
*
L
*
*
+

g
=]
=]

+

T T T T T T T T T T |
0.00 60 50 40 -30 -20 -10 0 1.0 2,0 3.0 4,0 5.0
-8,0 -6,0 -4,0 -2,0 0,0 20 4,0 8,0 8,0 T - Score
T Score

Fig 5A-B. a) Punto de corte -2,5 D.E t-score. b) Punto de corte -1 D.E t-score. c) Punto de corte 5,88 del
parametro IMMAE. Cuadrante superior izquierdo: donantes osteopordticas, cuadrante superior derecho:
donantes controles, cuadrante inferior izquierdo: donantes osteopordticas y sarcopénicas, cuadrante
inferior derecho: donantes sarcopénicas.

2. Niveles de BMP-2, Wnt-10b, Dkk-1 e irisina en FMO de donantes control y
osteoporoticas de la submuestra.

En la tabla 4 se muestra el nivel de los factores BMP-2, Wnt-10b, Dkk-1 e irisina
medidos en el fluido de médula 6sea (FMO) de las donantes del grupo control y
osteoporéticas de la submuestra. Estos factores juegan roles importantes en la
diferenciacion de MSCs, ya sea promoviendo la diferenciacién hacia linaje
osteoblastogénico (BMP-2, Wnt10b e irisina) o inhibiendo dicho proceso (Dkk-1).

En esta tabla, se observa que los niveles de los factores BMP-2 e irisina son
significativamente mayores en el grupo control al compararlo con el grupo de donantes
osteoporéticas (p = 0,04 y p = 0,02 respectivamente). En cuanto a Wnt-10b y Dkk-1 no
se observan diferencias significativas entre ambos grupos.
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Cabe mencionar que la variacién que se observa en los valores de Dkk-1,
corresponderia a una actividad variable en la producciéon del factor Dkk-1, siempre hay
presencia de este factor pero la cantidad es muy variable entre una muestra y otra.

TABLA 4: Niveles de Factores en FMO en muestras control y osteopordticas de la
submuestra

222 +97 14,6 £ 6,2 2111 +606,3 52+0,5
155+ 73 12,7 £3,7 1877 £716,6 4,8+0,4
0,04* >0,05 >0,05 0,02*

* Los datos se expresan como promedio + desviacion estandar para los grupos control y osteopordticas.
* T student: p<0,05

3. Correlaciéon entre datos demograficos y niveles de factores medidos en FMO de
donantes control y osteoporéticas de la submuestra

En la tabla 5 se muestran las correlaciones entre los datos demograficos IMC,
IMMAE vy porcentaje de grasa y los factores BMP-2, Wnt-10b, Dkk-1 e irisina medidos
en el FMO de todas las donantes que forman la submuestra. No se encuentra
correlacién entre los datos analizados.

TABLA 5: Correlacion datos demogréaficos y factores medidos en el FMO de la
submuestra

0,25 0,37 0,19 0,20
(>0,05) (>0,05) (>0,05) (>0,05)

0,27 0,18 0,06 0,09
(>0,05) (>0,05) (>0,05) (>0,05)
0,008 0,27 0,03 0,27
(>0,05) (>0,05) (>0,05) (>0,05)

* Los datos presentados corresponden al valor r y valor p correspondientes a cada correlacion.
* Test de Pearson, significancia p< 0,05, entre paréntesis.
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En la figura 6 se observan las correlaciones entre t-score y los factores BMP-2,
Dkk-1, irisina y Wnt-10b medidos en el FMO de las donantes controles y osteopordticas
gue forman la submuestra.

Se observa una correlacién positiva entre irisina y t-score, por el contrario no se
observan correlaciones significativas para los factores BMP-2, Wnt10b y Dkk-1, aun
cuando BMP-2 tiene concentraciones significativamente mas altas en el grupo control
al compararlas con el grupo de osteopordticas.

FIGURA 6: Correlacion entre t-score y los factores medidos en el FMO de las donantes
control y osteoporéticas de la submuestra
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* Los datos presentados corresponden al valor r y valor p correspondientes a cada correlacion.
* Test de Pearson, significancia p< 0,05.
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En la figura 7 se muestra la correlacién entre la edad y los niveles de irisina
medidos en el FMO de donantes controles y osteoporéticas de la submuestra.

Como se describe previamente, irisina es una mioquina sintetizada vy liberada
por el musculo esquelético. A mayor edad hay menor masa muscular esquelética
(Figura 5B), en base a esto quisimos analizar si la concentracién de irisina en el FMO
disminuye en funcidn a la disminucién de la masa muscular esquelética relacionada a la
edad. Para esto, en la figura 7 se muestra la correlaciéon entre la concentracién de
irisina en FMO vy la edad de las donantes control y osteoporéticas de la submuestra.
Como se puede apreciar, no se observa una correlacidn significativa entre los niveles de
irisina en el FMO y la edad de donantes controles y osteopordticas.

FIGURA 7: Correlacién entre edad y niveles de irisina en FMO de donantes control y
osteopordéticas de la submuestra
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* Los datos presentados corresponden al valor r y valor p correspondientes a cada correlacion.
* Test de Pearson, significancia p< 0,05, entre paréntesis.
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Discusion

En esta tesis se analizaron factores reguladores presentes en el fluido de
médula dsea (FMO) de donantes osteoporéticas y controles. Los factores elegidos para
su medicion fueron irisina, BMP-2, Wnt10b y Dkk-1. Ademas, también se analizaron los
datos demograficos de dichas mujeres, con el objeto de establecer si existe relacidon
entre dichos factores y alguno de los pardmetros antropométricos medidos.

Con el objeto de determinar si las donantes que conformaron la submuestra
donde se midieron los factores era representativa de una muestra mas amplia, se
analizaron los datos demograficos de una muestra mayor, formada por un total de 139
pacientes, siendo 70 de ellas controles y 69 donantes osteopordticas, cuyos datos
estaban disponibles en el laboratorio de Biologia Celular del INTA. Al comparar los
datos analizados en esta muestra mayor con los datos de la submuestra, se puede
observar que la mayor parte de los datos demograficos de ésta, se comportan de
manera muy similar a los de la muestra total, lo que indica que la submuestra
seleccionada para este estudio se puede considerar como representativa de una
poblacion mayor.

Entre los datos analizados se encuentra la edad. Los resultados indican que las
mujeres osteopordéticas de ambas muestras (de estudio y total) son significativamente
mayores al compararlas con el grupo control. Existe evidencia que refiere mayor
prevalencia de osteoporosis en mujeres postmenopausicas, donde ademds de ser la
edad un factor importante, la deprivacién hormonal ejerce el mayor efecto sobre la
incidencia de esta patologl'a.(lo) Sin embargo, ambos grupos considerados en este
estudio, donantes controles y osteoporéticas, son postmenopdusicas de edades
relativamente similares, aun cuando se observe una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos grupos y no todas se encuentren en la categoria de
osteopordéticas. Esto apoya la idea que la osteoporosis es una patologia cuyas causas
son multifactoriales donde existen otros factores, ademas de la edad y la disminucidn
de los estrégenos, que estan incidiendo en el desarrollo de esta enfermedad.

El peso corporal, indice de masa corporal (IMC) y porcentaje de grasa, son
significativamente menores en el grupo de mujeres osteoporéticas, en ambas muestras
(total y submuestra). Por tanto, se puede suponer que el peso corporal y la grasa
podrian actuar como factores protectores del hueso, evitando la pérdida de la masa
Osea y de esta forma el desarrollo de la enfermedad. Esto se ve corroborado al hacer la
correlacién entre peso corporal y t-score, obteniéndose una correlacion positiva entre
ambas variables. Datos reportados en la literatura concuerdan con los datos reportados
en esta tesis. Asi, un estudio realizado en mujeres postmenopdausicas controles,
osteopénicas y osteopordticas, mostrd una relacién indirecta entre el IMCy el riesgo de
osteoporosis; mujeres con menor IMC tenian un riesgo significativamente mayor de
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osteoporosis en comparacién con las que tenian peso corporal normal. El aumento de 1
punto de IMC se asoci6 a una disminucién de 12% de riesgo de osteoporosis.**!

En esta misma linea investigativa, un estudio reportado en la literatura analizé
los factores de riesgo que influyen en la presentacién de osteoporosis en 504 mujeres
perimenopausicas. Para medir la densidad d6sea utilizaron tomografia computarizada
cuantitativa en el extremo distal del radio, de esta manera establecen los grupos de
mujeres con osteoporosis, osteopenia y control utilizando el mismo criterio utilizado en
el estudio mencionado anteriormente. Adema3s, para relacionar la osteoporosis con las
distintas fases de la perimenopausia dividieron a las mujeres en 4 grupos, dependiendo
si estaba establecida o no la menopausia. Los resultados muestran, que en todos los
grupos estudiados, las mujeres con IMC mas alto tienen menor tendencia a osteopenia-
osteoporosis.(m)

Se han propuesto dos mecanismos mediante los cuales la grasa y el peso
corporal podrian actuar como factor protector del desarrollo de la osteoporosis. Por
una parte, la grasa corporal extra aumenta la produccién de estrégenos, los cuales
protegen contra la pérdida rapida de hueso. Cuando el depdsito de estrégenos es
deficiente, aumenta el indice de recambio éseo que determina mayor pérdida dsea;
por otra parte, se estima que los individuos obesos alcanzan mayor grado de DMO
cuando son jovenes en comparacién con sujetos delgados, por lo que son menos
propensos a presentar osteoporosis en la vejez. Ademas, en estos sujetos el peso
corporal que los huesos tienen que soportar es mayor (haciendo que estos se hagan
mas fuertes) lo que a su vez puede aminorar el impacto de los golpes de una caida
(protegiendo a los huesos de una fractura).(m)

Si bien, algunos autores consideran que el peso corporal y la grasa corporal
pueden ser factores protectores en el desarrollo de la osteoporosis, otros autores han
reportado que esto se produce en presencia de sobrepeso leve, y por el contrario la
obesidad seria un factor de riesgo en el desarrollo de la enfermedad. Asi lo muestra un
estudio realizado en 398 personas (291 mujeres y 107 hombres). En ellos se determind
la grasa corporal, la masa magra y DMO mediante DEXA, considerando la DMO de la
columna lumbar; ademas, se realizan mediciones de peso y estatura para determinar el
IMC. En base a esto, los participantes en este estudio se dividen en 3 grupos:
sobrepeso, obesidad y obesidad grave. En el grupo con sobrepeso la mayor parte
presenta DMO normal, mientras que en el grupo con obesidad y obesidad grave (IMC >
30) tenian alteraciones significativas de DMO, proponiendo que la obesidad podria ser
considerada un estado inflamatorio, que se asocian con un aumento en la produccién
de citoquinas proinflamatorias, algunas de las cuales son osteoclastogénicas,
favoreciendo la pérdida de masa 6sea.? Es importante mencionar que, a diferencia
del estudio mencionado, las mujeres de ambas muestras de nuestro estudio presentan

33



un IMC entre 25y 29,9 kg/m?, es decir tienen un estado nutricional correspondiente a
sobrepeso.

El punto de corte de sarcopenia para la poblacidn chilena, se obtiene a través de
un estudio que consta de dos etapas: la primera, de prediccion, donde se analizan los
datos transversales para estimar puntos de corte propios del IMMAE en adultos
mayores chilenos, medidos por DEXA y estimados por una ecuacion de prediccién, y la
segunda, de validacién, donde se realiza una validacidn transversal de los puntos de
corte estimados por la ecuacion de prediccion y por DEXA, en una muestra de adultos
mayores beneficiarios del sector publico. Para el punto de corte de IMMAE disminuida
se utiliza el percentil 20 (p20) de una muestra de adultos mayores chilenos de estudios
previos (SABE y ALEXANDROS), valores posteriormente confirmados a través de su
utilizacién en el algoritmo diagndstico de sarcopenia del consenso europeo. (20

Al comparar la masa muscular de los grupos control y osteopordticas de la
submuestra, no se observan diferencias significativas, a pesar de que las mujeres del
grupo control tienen una mayor masa muscular; mientras que en la muestra total si se
observa una diferencia significativa. Cabe mencionar que el valor de IMMAE obtenido
en el grupo control de la submuestra es mayor que el de la muestra total y se
encuentra por sobre el punto de corte que se utiliza para definir sarcopenia (5,88
kg/mz). En cuanto a las mujeres osteopordticas de la submuestra, éstas presentan un
valor de IMMAE que se encuentra levemente bajo el punto de corte anteriormente
mencionado. Al correlacionar las variables IMMAE y t-score tampoco se observa
diferencia significativa en la muestra de estudio, pero si en la muestra total. Se observa
gue las mujeres osteopordticas no solo tienen menor DMO sino también menor masa
muscular. Se esperaba encontrar una correlacién positiva entre estos dos pardmetros,
debido a que diversos estudios mencionan a la masa muscular como un factor
protector de la masa dsea, e incluso refieren que la pérdida de ambos tejidos se
produce de forma simultanea. (41-43)

La diferencia observada entre la submuestra y la muestra total puede haberse
generado debido a que el tamafio muestral utilizado en este estudio es pequefio, ya
gue probablemente si el nimero de donantes analizadas fuera mayor, ambos
resultados serian coincidentes respecto de la significancia de las diferencias observadas
en la muestra total. Esto propone que la masa muscular podria ser un posible factor
protector, como lo han sugerido diferentes autores que refieren la producciéon de
factores de crecimiento local por el tejido muscular esquelético, los que ejercen efectos
anabdlicos sobre los tejidos 6seos. I Genaro et al. (2010) evaluaron la relacién entre
la masa magra, grasa y masa ésea en 65 mujeres postmenopausicas con osteoporosis a
guienes se les midié la DMO y el indice de musculo esquelético a través de DXA. Los
resultados de ese trabajo demostraron que las mujeres con sarcopenia tenian una
DMO significativamente mas bajas en el fémur total y cuello femoral que las no
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sarcopénicas, sugiriendo que la masa magra tendria un papel relevante en la DMO,
jugando un rol protector sobre ésta.?)

La relacidén entre la masa dsea y masa muscular se puede explicar porque las
células dseas y miocitos provienen de una célula progenitora comun, por lo que se
podria suponer que la disminucion de la masa dsea y muscular podrian estar
relacionadas. En esta tesis se analizd, en ambas muestras (total y submuestra), si la
presencia de osteoporosis implica también la presencia de sarcopenia o viceversa, en
funcion de los parametros t-score e IMMAE. Los resultados muestran que no existe una
relacion evidente entre la incidencia y prevalencia de sarcopenia y osteoporosis. Se
observa una distribucién similar en los grupos de ambas muestras, que evidencia que la
presencia de osteoporosis no implica necesariamente la presencia simultanea de
sarcopenia y viceversa.

Si bien se ha descrito que la osteoporosis y sarcopenia se encuentran
relacionadas, no se sabe con exactitud si una precede a la otra o si ocurren de manera
simulténea,(9'1°'126) sin embargo, parece ser la edad el factor preponderante en la
alteracion de las vias de regulacion. Los resultados obtenidos en esta tesis sélo reflejan
un momento, no tenemos conocimiento de cuando se produce el inicio de
osteoporosis, sarcopenia o ambas, ni tampoco cudl antecede a la otra. Seria
interesante hacer un seguimiento a una cohorte para estudiar como es la evolucién de
la osteoporosis y la sarcopenia y si alguna de ellas precede a la aparicién de la otra.

En esta tesis se ha propuesto que la medicién de los factores solubles que se
encuentran en el fluido refleja el microambiente en el que se encuentran las MSCs. Se
ha demostrado que éste es un microambiente dindmico, donde los distintos factores
gue se encuentran en él generan una amplia gama de senales que determinan la
decision (“commitment”), diferenciacion y maduracion de las MSCs hacia los distintos
linajes celulares.®® Las MSCs interactian a través de receptores especificos de
superficie celular con la matriz extracelular, con moléculas de superficie de las células
del nicho y con productos secretados por los diferentes tipos celulares presentes en el
microambiente, lo que refleja la estrecha relacién entre los componentes celulares de
la médula 6sea.™®” Por tanto, cambios en la concentracién de algin o algunos
factor(es) en este medio, pueden estar relacionados con la presencia o ausencia de
alguna alteracion del metabolismo dseo, como por ejemplo la osteoporosis. Hasta
ahora, la medicién de estos factores en pacientes osteoporédticas y controles se ha
limitado a mediciones en el plasma circulante que podria no estar reflejando de de
buena forma lo que ocurre efectivamente en el fluido de médula désea. Todos los
estudios que se mencionardan mas adelante midieron los niveles de Wnt10b, Dkk-1 e
irisina en suero; sin embargo, por tratarse de grupos con ciertas caracteristicas
similares a nuestra muestra son considerados en el analisis; sin embargo, cabe recalcar
gue lo realizado en esta tesis no ha sido descrito previamente.
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Recientemente, en nuestro laboratorio se analizé la concentracién de citoquinas
adipogénicas y proinflamatorias en el FMO de mujeres osteopordticas, en este se
observa que 7 de los 8 factores medidos se encuentran en concentraciones
significativamente diferentes en ambos grupos.(“s) Posteriormente se analizd la
composicion de los acidos grasos presentes en el FMO de donantes postmenopausicas.
En este estudio se compararon los niveles de distintos acidos grasos tanto en FMO
como en plasma sanguineo encontrando diferencias significativas en 8 de los 12 acidos
grasos evaluados.™”) Esto demuestra qgue el FMO no corresponde a un filtrado de
suero, sino un medio que genera un microambiente particular importante para el
desarrollo celular. Esto apoya el interés de nuestro estudio de analizar las
concentraciones de los distintos factores en este fluido.

En cuanto a los factores medidos en la submuestra, se observa que a mayor DMO
hay una concentracién de BMP-2 e irisina significativamente mayor. BMP-2 es un factor
que promueve la formaciéon dsea, por lo tanto el resultado obtenido refleja dicha
caracteristica, ya que las mujeres que no presentan la enfermedad tienen niveles mas
altas de este factor.

Chen et al, (1998), estudiaron el rol de los receptores de BMP-2 en la diferenciacion
de MSCs precursoras de los linajes osteoblastogénico y adipogénico; para lo cual,
analizaron una linea celular provenientes de calotas de ratén. En esta linea celular se
encuentra que BMP-2 induce la diferenciacién de osteoblastos maduros."?® Otro
estudio en ratones genéticamente modificados para receptores y ligandos BMP, o sus
inhibidores enddgenos, han confirmado el papel esencial de la sefializacion de BMP-2
en la formacién 6sea’?, apoyando los resultados obtenidos en nuestro estudio. Si bien
ambos estudios mencionados son realizados en modelos animales, son mencionados y
comparados con nuestro estudio, ya que no existen estudios en humanos que analicen
la concentracién de BMP-2 y su relacidn con la osteoporosis en plasma ni tampoco en
FMO.

Se ha descrito que irisina, factor secretado por el musculo, también estimula la
formacién de la masa dsea. En este trabajo se observa una mayor concentracion de
este factor en las mujeres del grupo control al compararlas con las osteoporéticas,
resultado que estd de acuerdo a los descritos en la literatura.™ sin embargo, al
asociar este resultado a los datos de T-Score (indicador de masa dsea) e IMMAE
(indicador de masa muscular esquelética, érgano secretor de irisina), se observa que
estos no muestran una correlacién positiva, aunque irisina exhibe una tendencia a ser
mayor en el grupo control al compararlo con el grupo de las donantes osteoporéticas.
Bajo esta relacidn, asociando la concentracidn de irisina con la DMO, diversos estudios
analizan los niveles de irisina circulante en suero asociado a fracturas, proponiendo que
los niveles de esta, se asocian con fracturas osteoporéticas en mujeres

36



postmenopdusicas (con baja DMO) y confirmando la existencia de una correlacion
inversa entre los niveles de irisina y fracturas vertebrales. En los estudios mencionados
previamente el comportamiento de irisina es similar al observado en nuestro estudio
(mayor concentracion en controles), sin embargo nuestros resultados muestran una
concentracion de irisina en FMO alrededor de 10 veces mayor al que se ha observado
en plasma. 1> 39 Esto apoyaria el interés que tiene realizar las mediciones en el FMO.

Palermo et al, (2015), analizan la correlacion de irisina con la masa muscular, no
encontrando correlacion con este parametro demogréfico.(lls) Este dltimo resultado
también apoya lo encontrado en nuestro estudio, ya que al analizar la concentracion de
irisina segun IMMAE (considerando un grupo sarcopénico y otro control), no se
encuentran diferencias significativas para los niveles de este factor (datos no
mostrados).

Hay controversia de la validez de la medicién de irisina;(m) sin embargo, con otros
métodos (espectrometria) se confirmd que irisina esta presente en el plasma y que es
regulado por el ejercicio.(m) Aun asi, dado el interés que tenia la medicién de irisina
como sefial de la actividad muscular, se decide realizar la medicion de este y en nuestra
experiencia, el método parece confiable debido a que las mediciones guardan
proporcion en la curva estandar.

La activaciéon de la via de sefializacion Wnt es esencial para el desarrollo y
formacién de un hueso sano. Dentro de los ligandos que activan estd via induciendo la
osteoblastogénesis se encuentra Wnt10b. Este factor fue medido en el FMO de las
donantes de nuestro estudio, con el fin de evaluar si cambios en la concentraciéon de
este factor en las muestras de las donantes osteopordticas podrian dar cuenta de un
funcionamiento defectuoso de la via de sefalizacion Wnt y por consiguiente una
osteoblastogénesis disminuida. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas al comparar los grupos osteopordticas y controles. Otros estudios han
mostrado una relacién entre los niveles de este factor y la presencia de osteoporosis,
sin embargo, se debe considerar que el factor fue medido en suero. (133, 134)

Por su parte, Dkkl inhibe la via Wnt, por tanto también puede modular el
desarrollo dseo, por regulacidn directa de la actividad de los osteoblastos. En nuestro
estudio, no observamos diferencias significativas en el nivel de Dkk1 en el grupo de
osteopordéticas al compararlo con el grupo control, pero hay que tener en cuenta la
variabilidad individual que puede tener la produccién de este factor.

Un estudio donde se analizé la concentracion de Dkk1l y su relacion con el
metabolismo dseo y enfermedad ateroesclerética en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2, observaron una correlacidn positiva entre Dkk-1 y DMO lumbar; pero no se
encontraron diferencias en funcién del diagndstico de osteoporosis o presencia de
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(135)

fracturas vertebrales morfométricas'"™”’, sin embargo no reportan el valor de Dkk-1y

ademas son valores circulantes.

Tian et al. (2015) estudiaron la asociacidn de los niveles séricos de Dkk-1 en mujeres
osteoporéticas postmenopdausicas y controles sanos, sus resultados arrojaron que los
niveles séricos de Dkk-1 en el grupo de osteopordticas fue significativamente mayor al
compararlo con el grupo control, sin embargo, se debe considerar que a diferencia de
nuestro estudio, los valores son en plasma.**®

Distintos factores contribuyen a determinar lo que se conoce como microambiente
regulador de la célula en la médula ésea. Dada la dificultad de conocer in situ el
microambiente, los resultados obtenidos demuestran que la medicién en el fluido
puede ser una buena aproximacién para encontrar diferencias por ejemplo entre
osteopordéticas y controles. La concentracién de factores en este fluido, seria diferente
a la concentracién de éstos en el plasma.
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Conclusiones

Mujeres osteopordticas tienen menor peso, masa muscular y porcentaje de
grasa que las mujeres controles, lo que concuerda con lo reportado anteriormente por
otros autores.

Las concentraciones de BMP-2 e irisina son significativamente mas altos en
muestras controles que en muestras osteoporéticas.

La medicién de Dkk-1 no fue diferente en controles y osteoporéticas, sin
embargo ésta muestra una gran variabilidad individual.

Estudios anteriores no han podido dilucidar la relacién entre irisina y masa
magra, en nuestro estudio observamos que la concentracién de irisina en FMO no
depende del indice de masa muscular, sino mas bien de la DMO de las donantes.

La medicién en el FMO de los factores reguladores de la actividad de células
reflejaria la actividad en ese microambiente.

Las mediciones en FMO realizadas en nuestro trabajo reflejan wun
microambiente diferente al que se determina en el plasma.

En esta tesis demostramos que el ambiente regulador de factores importantes

para la actividad de formacidn de hueso, es distinta en pacientes control y
osteopordticas.
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Anexos

1. Consentimiento Informado

Universidad de Chile
Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos
(INTA)

Av. El Libano 5524, Macul
www.inta.cl

CONSENTIMIENTO INFORMADO

LAS CELULAS MADRES DE LA MEDULA OSEA DE MUJERES
OSTEOPOROTICAS TIENEN DIFERENCIAS FUNCIONALES RESPECTO DE
LAS NORMALES.

INVESTIGADOR RESPONSABLE: JUAN PABLO RODRIGUEZ VIVES

Informacién sobre el estudio de investigacion.

La osteoporosis es una enfermedad del hueso que produce fragilidad de éste y
facilidad para sufrir fracturas. En este estudio se analizara la calidad funcional
de las “células madre” que se encuentran en la médula désea; se piensa que
estas células tendrian alguna alteracion en su funcién en las mujeres
osteopordticas. Durante la cirugia de cadera que Ud. requiere como parte de su
tratamiento, se puede obtener una muestra de médula 6sea. Este estudio se
realizara en las células obtenidas desde esa muestra y mantenidas en cultivo
en el laboratorio.

¢ Cual es el propoésito del estudio?
Conocer si las “células madre” que se encuentran en la médula 6sea son
distintas entre mujeres con y sin osteoporosis.

¢ Quién puede participar en este estudio?

Mujeres mayores de 64 anos, que por indicacion del médico tratante, requieren
cirugia de cadera.
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¢Por qué debo considerar mi participacion como sujeto de investigacion
en este estudio?

Porque puede contribuir al estudio de células de tejidos humanos. Al participar
en el estudio colaboro para la obtencidén de la muestra de tejido, desde el cual
se obtendran las células.

¢Tengo necesariamente que participar en este estudio? ¢Si acepto
participar, puedo cambiar de opinion o retirarme?

Su participacion es voluntaria, sélo si consiente se guardara la muestra de
tejido. Si cambia de opinidn y no quiere participar, la muestra sera desechada
de acuerdo a los procedimientos establecidos para ello.

¢ Si decido participar en el estudio, en qué consisten precisamente las
evaluaciones, y qué tipo procedimientos me van a practicar?

a) Durante la cirugia se sacara una pequefia porcion del tejido interno del hueso
(médula), 20 ml (2 cucharadas). Esa muestra se llevara al Laboratorio de
Biologia Celular del INTA, lugar en el que se aislaran las células.

b) Luego de algunos dias de la cirugia y en el momento que indique su médico
tratante, usted sera trasladada al Policlinico del INTA (bajo la responsabilidad
del proyecto), para realizar un examen llamado densitometria O0sea. Este
examen permite saber si usted tiene o0 no osteoporosis; este examen no es
molesto ni invasivo, y requiere de una radiacion equivalente a la de una
radiografia dental.

c) Se lo solicita que autorice utilizar una parte de la muestra de sangre que de
todos modos se le tomara antes de la cirugia a la que usted sera sometida
como parte de su tratamiento. Esta muestra de sangre se utilizara para la
medicion de algunos indicadores relacionados con enfermedades del hueso.

¢Usaran informacion incluida en mi ficha clinica?
Si, conoceremos los datos de los examenes de rutina de sangre y de orina que
son indicadores de la salud de los huesos.

¢La muestra obtenida sera utilizada exclusivamente en este estudio?

Si, la muestra de médula 6sea sera utilizada solamente en este estudio. Sin
embargo, si Ud. lo autoriza, las células aisladas de esta muestra podrian usarse
posteriormente para otros estudios relacionados con la actividad del hueso. Si
Ud. no lo autoriza, las células seran descartadas después de finalizado este
proyecto.

¢Qué peligros podria experimentar en este estudio, y que haran los
investigadores para reducir el riesgo, si es que lo hay?
Usted no experimentara ningun riesgo adicional al de la cirugia que esta
indicada. La densitometria no representa ninguna molestia adicional excepto el
tiempo necesario para el examen y traslados (60 minutos).
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¢Qué haran los investigadores para asegurar que la informacion que
recolectaran sobre mi, no caera en manos equivocadas?

La informacion es guardada en fichas que se mantienen bajo llave, en el INTA
de la Universidad de Chile, y a la que tienen acceso solo los investigadores de
este proyecto. Su identidad no sera revelada.

¢Qué beneficios personales puedo yo esperar al participar en este
estudio?

Todos los examenes indicados permitiran un mejor diagnostico respecto a la
salud de sus huesos. Los costos de los examenes y del traslado hacia y desde
el INTA son de cargo del proyecto.

¢En qué podria este estudio beneficiar a otros?
El estudio permitiria conocer mejor la osteoporosis y podria ayudar a disefar
nuevos tratamientos.

¢ Qué haran los investigadores si sufro algun dafno durante el estudio?
No sufrira ningun dafio.

¢ Se cobrara a mi, o a mi ISAPRE, o FONASA el costo de alguno de estos
estudios?
No, el costo de dichos examenes es por cuenta del proyecto.

¢Una vez que yo haya ingresado como sujeto de estudio, a quien tendria
que dirigirme para averiguar mas acerca del estudio o para hacer llegar
algun reclamo respecto al trato recibido?

Al investigador responsable: Juan Pablo Rodriguez V. (fono 978 1452, direccion
Av. El Libano 5524 Macul) y para realizar alguna consulta sobre mis derechos
como sujeto participante en la investigacion a Dr. Patricio Peirano, Secretario
Permanente del Comité de Etica del INTA (fono 978 1447).

¢Si decido no participar en este estudio, qué me puede suceder, o qué
otras opciones tengo si necesito tratamiento?

Si usted decide no participar, no tiene ninguna consecuencia en el tratamiento
ya indicado por su médico.
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Documentacion del consentimiento.

¢Después que firme el documento, quién lo guardara?
El doctor German Seitz, colaborador del proyecto. Una copia de los documentos
se le entregara a usted.

(o T RUT...coii :
he leido la informacion descrita y mis preguntas acerca del estudio han sido
respondidas satisfactoriamente. Al firmar esta copia, indico que tengo un
entendimiento claro de lo que se me solicita y deseo participar en el estudio.

Firma de la voluntaria Fecha
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DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Le he entregado toda la informacion sobre el estudio a la voluntaria
invitada a participar en esta investigacion. En mi opiniéon esta informacion es
precisa y suficiente para que ella entienda completamente la naturaleza, los
riesgos y beneficios del estudio.

No ha existido coercién ni influencia alguna. He sido testigo que la
voluntaria firmé libremente el documento.

Nombre del
Investigador

Firma del
Investigador Fecha
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2. Acta de aprobacion Comité de ética Instituto de Nutricion y Tecnologia de los
Alimentos

S \‘ig
Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos ;17\ };

[ LY
Avda. El Libano 5524, Macul, Casilla 138, Correo 11, Santiago - Chile A‘_(g
www.inta.cl 5|

Univers‘i’&ad de ¢

Acta de Aprobacion N° 14
Miércoles 11 de Julio de 2012

Asisten: Patricio Peirano Secretario Permanente (Médico Cirujano, Prof.
Titular), Patricia Alday (Representante de la Comunidad), Hugo
Sanchez (Médico Cirujano, Prof. Asistente), Erna Raimann (Médico
Cirujano, Prof. Asociado), Mariana Cifuentes (Bioquimico, Prof.

Asociado).
Preside: Prof. Patricio Peirano
Proyecto:  “Functional alterations in IGF-1, BMP-2 and Wnt signaling are

distinctive of mesenchymal stem cells (MSCs) from the bone marrow
of osteoporotic women”.

Investigador: Dr Juan Pablo Rodriguez.
Documentos revisados: Proyecto y consentimiento informado.

Se analiza el Proyecto a la luz de los postulados de la Declaracion de
Helsinski, del Codigo de Niremberg y del Reglamento de Etica del Instituto de
Nutricién y Tecnologia de los Alimentos (INTA) de la Universidad de Chile.

Sobre las bases de la informacion proporcionada en el texto (Copia en archivo) y
de los antecedentes aportados personalmente por el investigador, el Comité de
Etica estima que el estudio no significa para los sujetos involucrados un riesgo
adicional al de la cirugia indicada, tampoco hay riesgos psiquico, social, legal o de
otra naturaleza, propios de este tipo de investigacion.

En la evaluacion del proyecto el comité de ética del INTA consider6 los siguientes
fundamentos: el valor social del proyecto resulta de su aporte al conocimiento
cientifico, relacionado con las propiedades de las células madre humana (de
sujetos controles y osteoporéticas). El proyecto tiene validez cientifica, segun se
desprende del analisis del documento completo, incluyendo los antecedentes de
los investigadores. En el disefio no hay discriminacién arbitraria de participantes;
los sujetos de estudio no experimentan un riesgo adicional al de la cirugia de
cadera a la que de todos modos se someterian por indicacién médica; en dicho
procedimiento clinico se obtiene el tejido desde el cual se obtienen las células.
Adicionalmente, se puede considerar como un beneficio para la voluntaria
participante el acceso a una densitometria 6sea, que permite un mejor diagnéstico
de la enfermedad ésea.

Se estimd que el consentimiento expresa la informacién necesaria en un
lenguaje claro, incluyendo la proteccion de los derechos de las personas al
establecer la posibilidad de no participar, y de contactar a este Comité para
consultas respecto a los derechos de participantes en estudios de investigacion.

Teléfonos: INFORMACIONES: 978-1400; DIRECCION: 978-1411; EXTENSION: 978-1401; DOCENCIA: 978-1451;
CEDINTA: 978-1467; DIRECCION DE NEGOCIOS: 978-1404; CONTABILIDAD: 978-1416 FAX: 221-4030
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Finalmente, los miembros del Comité no tienen ninguna relacion con el
patrocinante, ni con el investigador, que pudiera ser motivo de conflicto de interés.

En virtud de tales consideraciones el Comité otorga la autorizaciéon
correspondiente para la realizacién del estudio dentro de las especificaciones
sefialadas en el protocolo, que incluye el Proyecto de Investigacion y el
Consentimiento Informado.

Cualquiera madificacion del protocolo debe ser autorizada por este Comité.
Una vez finalizado el estudio, ¢l comité debera ser informado de los resultados de

éste. l

Atentamente, _—

Dr. PXTRICIO PEIRANO COMITE DE ETICA

Secretario Permanente

%

k, 32
'Urkla )

\
01 y TECNOLOBIAE

W
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3. Acta de aprobaciéon Comité de ética Hospital Sotero del Rio

SERVICIO DE SALUD METROPOLITANO SUR ORIENTE
HOSPITAL “ DR. SOTERO DELRIO*
COMITE DE EVALUACION ETICO-CIENTIFICO

ACTA DE APROBACION

Miembros del Comité de Evaluacién Etico Cientifico que participaron en la sesién del 14 de
Junio 2012

Comité constituido en conformidad a la resolucion exenta N°2886 del Servicio de Salud
Metropolitano Sur Oriente de fecha de fecha 06 de Julio 2009

Dr. Patricio Michaud Ch, Presidente del Comité

Dr. Rafael Téllez T. Secretario

Sr Robert Davis. Psicélogo. Complejo Asistencial Dr Sétero del Rio
Dra. Maria Inés Gémez , Medico. Hospital Padre Hurtado

Dr. Lorna Luco, Médico. Hospital Padre Hurtado

Dr Gonzalo Menchaca. Medico Peditra CASR

Sra. Edith Mora. Trabajador Social SSMSO

PROTOCOLO

Investigador Principal. Dr. Juan Pablo Rodriguez V

Coinvestigadora: Dra. Ana Maria Pino Zuhiga

Universidad de Chile Instituto de Nutricién y Tecnologia de los Alimentos
Colaborador Local: Dr. German Seitz

Este informe se refiere a la revisién que dos miembros del Comité hicieron de los siguientes
documentos:

1: “FUNCTIONAL ALTERATIONS IN IGF-1, BMP-2 AND WNT SIGNALING ARE DISTINCTIVE OF
MESENCHYMAL STEM CELLS (MSCs) FROM THE BONE MARROW OF OSTEOPOROTIC WOMEN"
2- Formulario de Informacidn al Paciente y consentimiento Informado

Se evaluaron los siguientes requisitos Eticos

1. Valor Social: SE trata de la continuacion de una linea de investigacién, con protocolo ya
aprobados por este Comité y que aportaria informacion importante sobre el
funcionamiento de células progenitoras en medula dsea de mujeres osteoporoéticas

2. Valides Cientifica: No hay observaciones.

3. Discriminacion arbitraria de los participantes: No hay, se hard en pacientes que por
indicacion médica van a ser sometidos a cirugia de caderas.

4. Razén riesgo / beneficio. No hay riesgos, mayores. Ya que el procedimiento no implica
riesgos en una paciente que esta siendo sometida a cirugia de cadera en la cual lo Unico
que se hard sera tomar una muestra de medula asea en el sitio quirdrgico. No implica
ningun costo para la Institucion

Av. Concha y Toro 3459 - Paradero 30 Vic. Mackenna - Teléfonos: 288 0965 - 353 6684 - Puente Alto 59



SERVICIO DE SALUD METROPOLITANO SUR ORIENTE
HOSPITAL “ DR. SOTERO DELRIO*
COMITE DE EVALUACION ETICO-CIENTIFICO

5. No se sefialan conflictos de interés, los miembros del Comité no tienen ninguna relacién
ni con el patrocinante, ni con el investigador que pudiera ser motivo de conflicto de
interés

6. Consentimiento informado: Se considera que el consentimiento comprende todo lo
necesario en él, se aceptaron sugerencias de este Comité

7. -Proteccion de los derechos de las personas: Se considera la posibilidad de no participar

CONCLUSION: Teniendo presente lo adecuado del disefio y la ausencia de objeciones éticas este
Comité considera que no hay objeciones para solicitar a la autoridad administrativa local, la
aprobacion para realizar este estudio en sus dependencias

Le solicitamos: 1) Usar para el consentimiento informado fotocopias del que se adjunta validado
por este Comité 2) Conservar toda la documentacion en su poder por lo menos hasta tres afios
cerrado el estudio. 3) Informar a lo menos una vez al afio de su marcha, como también de
cualquier publicacion o presentacidon a congresos que de el se generen. 4) La validez de esta
aprobacioén es por un afio, por lo que solicitamos se nos informe cuando se inicie el proyecto.

=)

— - -
Dr. Patricio Michaud Ch. P
Presidente
Comité de Evaluacion Etico Cientifico
Servicio de Salud Metropolitano Sur Oriente

Cc Direccién Direccion Complejo \2,
Archivo
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4. Acta Confirmacion de aprobacion del Comité de ética Instituto de Nutricion y
Tecnologia de los Alimentos

[ O
UNIVERSIDAD DE CHILE
mv‘;unud: Nnn\:h:.nlr': Barros

i

Santiago 14 de Diciembre de 2016

Dr. Juan Pablo Rodriguez V.
INTA

Estimado Dr. Rodriguez el comité de ética se ha informado y registra que la tesis de la Sra.
Natalia Flores B, alumna del programa de magister en Nutriciéon y Alimentos, titulada
“Determinacion de BMP-2, Wnt 10b, Dkk-1 e irisina en el fluido de médula 6sea de
mujeres postmenopdusicas y su relacion con la densidad mineral dsea, masa magra y masa
corporal", se realiz6 de acuerdo al protocolo y consentimiento informado del proyecto
FONDECYT N° 1130045. La aprobacion de dicho proyecto por este comité corresponde
al Acta N° 14 del 11 de julio del 2012.

Saluda a usted atentamente,

. Ana Maria Ping Z
Presidenta del Comité de Etica del INTA
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