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RESUREN

La  osteoporosis  postmenopfusica  es rna patologa que  se  caracteriza por rna

disminuci6n de la nasa dsea, producto del desbalance entre la resorci6n y la fomaci6n

del  hueso  Qhanolagas,  2000).  La  fomaci6n  del  tejido  6seo  es  producida  por  los

osteoblastos,  los  cuales  derivan  de  las  c6lulas  troncales  mesenquinaticas  Q4SCs)

presentes en la m6dula 6sea y otros tejidos Ounguell y col, 2000). En el ditimo tiempo,

se  han  realizado  multiples  esfuerzos  para  diluof dan  el  origen  y  las  causas  de  la

osteoporosis,   sin   embargo,   aun   no   se   conocen   con   exactitud   los   mecanismos

involucrados en la patogenesis de la enfemedad. Dado que las MSCs poseen tanbi6n la

capacidad de dar origen a adipocitos, en estos thtimos afros se ha planteado la "teon'a

lipidica  de  la  osteoporosis"  Q'arhami  y  col,  1999).  Esta  teoria  propone  que  en  la

osteoporosis  se  produce  una  disminuci6n  de  la  fomaci6n  de  c6lulas  osteog6nicas

concomitante  con  un  aumento  de  tejido  adiposo  en  la  m6dula  6sea.  En  esta  tesjs

estudiamos algunos factores que pudiesen alterar los procesos de diferenciaci6n de las

MSCs  en  estos  dos  grupos  de  mujeres.  Para  esto,  alslainos  MSCs  de  m6dula  6sea

provenientes  de  dos  grupos  de  donantes;  mujeres  postmenopausicas  osteopordticas y

muj eres postmenopausicas controles.

Los resultados muestran que las MSCs provehientes de donantes osteopor6ticas

presentan  rna  capacidad  de  diferenciaci6n  adipogehica  3  veces  mayor  que  las  de

donantes  controles;  esto  se  explica  en  parte  por  diferenof as  en  los  potenciales  de

diferenciaci6n de cada uno de los progenitores presentes en la m6dula 6sea, mas que per

diferencias en el ninero de progenitores. Ademas, las MSCs de donantes osteopor6ticas
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y  controles  responden  de  distinta  manera  frente  a  leptina y BMP-2,  estimulando  en

ambos casos la diferenciaci6n osteog6nica.  Sin embargo, leptina produce efectos en la

diferenciaci6n adipog6nica solo en MSCs provenientes de donantes controles, en donde

se  observa  rna  disminuci6n  significativa  del  ndmero  de  adipocitos.  EL  estfmulo  de

diferenciaci6n osteog6nico y adipog6hico a su vez aumenta de manera significativa la

capacidad de union de leptina en MSCs en ambos tipos de donantes, aun cunndo las

MSCs  provenientes  de  donantes  osteopor6ticas  muestran una capacidad de  union de

leptina menor que las controles. Los receptores tipo IA de ENAI' no presentan cambios de

inteusidad ni de distribuci6n en ambos tipos de donantes, a diferencia de los receptores

tipo  8,  donde  se  observan  cambios  en  su  distribuci6n  en  la  membrana  celular.  La

expresi6n de Cbfal en c6lulas provehientes de ambos tipos de donantes es coustitutiva y

no  cambia  significativamente  en  el  transcurso  de  la  diferenciaci6n.  Para  el  caso  de

PPARy  se  ve  que  hay un aumento  en la expresi6n de  este factor,  observindose rna

intensidad mayor y mds sosterida en celulas osteopor6ticas.

En conclusion,  las MSCs provehientes  de donantes  osteopordticas poseen rna

capacidad de diferenciaci6n adipog6rica mayor a la de donantes controles, lo cual en

parte se debe tanto a diferencias en los potenciales de diferenciaci6n de los progehitores

presentes   en  la  medula   dsea  como   tambien   a  la  respuesta  diferenof al   de   estos

progenitores frente a estimulos como leptina y Bra-2.

Los factores estudiados en esta tesis pueden ser de mucha utindad en el disefio de

nuevas terapias que ayuden a rebajar los altisimos costos que genera la osteoporosis.
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ABSTRACT

Postmenopausal osteoporosis is a pathology characterized by loss of bone mass,

as a result of an imbalance between bone resorption and bone formation Q4anolagas,

2000).   Bone   tissue   formation   is   generated   by   osteoblasts,   which   derived   from

Mesenchymal Stem Cells quscs) present in bone marrow and other tissues Ounguell et

al, 2000). In the last time many efforts have been done to elucidate the origin and causes

of  osteoporosis  eventhough  it  remains  unclean  which  are  exactly  the  mechanisms

involved  in  the  pathogenesis  of this  disease.  In  fact,  because  MSCs  have  also  the

capacity to  differentiate to  adipocytes,  in last years has  emerged the  "lipid theory of

osteoporosis"   ¢arhany   et   al,   1999).   'ms   theory  proposes   that   in   osteoporosis,

formation of osteoblast cells decreases while simultaneously adipose tissue increases in

the bone marrow. In this thesis we studied some factors that would change the dynamic

of differentiation of MSCs in both postmenopausal women groups. For this purpose, we

isolated MSCs  from bone marrow coming of two groups of donors: one Of osteporotic

women and the other one of control women.

The results show that MSCs taken from osteoporotic donors show an adipogehic

differentiation ability three tines hither than MSCs derived from the control donors; it

is explained partially by differences in the differentiation potentials of each one of the

mesenchymal progenitor cells presents in the bone marrow, rather than by differences in

the number of these progenitor cells.  Furthemore, MSCs from both osteoporotic and

control  donors, respond  in  a different way to  leptin and BMP-2,  stimulating in both

cases the osteogenic differentiation. However, leptin exerts some effects in adipogenic
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differentiation  only  on MSCs  coming from  control  donors  where  it  is  observed the

notoriously  decrease  in  the  number  of adipocytes.  The  stimulus  of osteogenic  and

adipogenic differentiation, also increase the potential Of binding leptin on MSCs in both

donors, though   MSCs from osteoporotic donors show lower ability of binding leptin

than the control donors. ENff type IA receptors do not change intensity nor distribution

in  both  group  of donors,  versus  receptors  18  where  changes  are  observed  in  their

distribution on cell membrane. The expression of cbfal in both osteoporotic and control

cells it is constitutive and do not change during the differentiation process. For PPARy

the observation  shows an increase in the expression  of this factor, being of a hither

intensity and more sustained in osteoporotic cells.

In  conclusion,  MSCs  from   osteoporotic  donors  have  a  higher  capacity  of

adipogenic  differentiation than the  control  donors,  which  in part  is  due not  only to

differences in the potential of differentiation of the mesenchymal stem cells in the bone

marrow,  also  to  the  differential  response  of these  progenitor cells  when  exposed to

stimulus as leptin and BNI-2.

The  factors studied in this thesis  could be useful for further investigations on

therapies to help diminishing the high costs generated by the treatment of osteoporosis.
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INTRODUcctoN

La osteoporosis postmenopausica es una patolocta que afecta a un ndmero cada

vez mayor de mujeres tanto en Chile como en el resto del mundo y que se caracteriza

por rna disminucich de la masa bsea.  Se ha propuesto que la disminucidn de la masa

6sea se produce por un desbalance entre la resoroidn y la formacidn del hueso por rna

excesiva  osteoclastogenesis  y  una  inadecuada  osteoblastog6nesis  Owlanolagas,  2000)

(Figura  1).  Este  desbalance produce una perdida de nasa 6sea,  lo que conlleva a un

aumento   en   la   fragilidad   del   hueso.   Esta   perdida   de   masa   6sea   aumenta   la

susceptibilidad  de  sufrir  fracturas  originando  discapacidad  y  morbilidad  en personas

mayores,  con  el  consiguiente  gasto  en  salud.  En  el  ultimo  tiempo  se  han  realizado

multiples esfuerzos para dilucidar el origen y fas causas de la osteoporosis, sin embargo,

en  la  actualidad  no  se  conocen  con  exactitud  los  mecanismos  involucrados  en  la

patogenesis de la enfemedad.

Figura 1 : Homcostasis del llueso



En condiciones nomales el tejido 6seo, al igual que otros tejidos, se encuentra en

constante recambio QTigura 1 ). Mientras la resorcjdn dsca es produofda por la acci6n de

los osteoclastos (celulas que derivan de celulas troncales hematopoyedicas), la formaci6n

del  tejido  6seo  es  producida  por  los  osteoblastos,  los  cuales  derivan  de  las  celulas

troncales   mesenquinaticas   (MSCs)   presentes   en   la   medula  6sea  y   otros   tejidos

(Minguell  y  col,  2000).  Las  MSCs  son  celulas  pluripotentes  con  la  capacidad  de

autorrenovarse y que se pueden diferenciar a distintos fenotipos celulares: osteoblastos,

adipocitos,  condrocitos, celulas de estroma de m6dula 6sea, entre otros, los cuales dan

origen a diferentes tejidos: hueso, tejido adiposo, cartilago, estroma de m6dula dsea, y

otros tejidos conectivos (Caplan,1991 ) ¢igura 2). El proceso de diferenciaci6n ocurre a

traves  de  etapas  discretas,  durante  las  cuales  se  produce  una  perdida  creciente  del

potencial de diferenciaci6n y un aumento de su compromiso hacia los distintos linajes

celulares.

Figura 2: Plastieidad de las MSCs

MSCs

Figura 2. Capacidad de diferenciaci6n de las MSCs a distintos fenotipos celulares.



La  fomaci6n  de  hueso   involucra  la  proliferaci6n  de  celulas  progenitoras

pluripotentes   (MSCs),   su   diferenciaci6n   hacia   c6lulas   progenitoras   osteogehicas,

migraci6n   de   estas   celulas   a   la  superficie   del  hueso   y  su  diferenciaci6n  hacia

osteoblastos.  qung y  col,  1995;  Lecanda y col,  1997).  Los  procesos  de  formaci6n y

resorci6n dsea son finamente regulados por factores locales y sistemicos (hormonas -

GH,  PTTI,  estr6genos,  vitamina D  -,  factol.es  de  crecimiento -Buns,  TGF-P,  IGF-I,

IGF-H, FGF -, citoquinas -IL-1, IL-6 -), con el fin de mantener constante la nasa 6sea.

Ya que ]as c6lulas progehitoras del hueso presentes en la medula 6sea poseen una gran

plasticidad, se acepta cada vez mss que cambios en ciertas propiedades funcionales de

estas  celulas,  como por ejemplo su capacidad de diferenciaci6n, podrian explicar ]os

defectos en la formaci6n del hueso que se observan en ciertas patologias 6seas. Hasta

ahora, s61o exjstian evidencias indirectas que sugerian que alteraciones en la regulaci6n

de  las  diferentes  vias  de  diferenof aci6n  de  ]as MSCs  podrian  ser  importantes  en  la

genesis de algunos desdrdenes 6seos (Gimble y col,  1996; Nuttall y col,  1998).  Ya que

las MSCs que dan origen a los osteoblastos poseen a su vez la capacidad de dar origen a

adipocitos, en estos ultimos afros se ha planteado la "teoria lipidica de la osteoporosis"

a'arhanii  y  col,  1999).  Esta  teoria  propone  que  en  la  osteoporosis  se  produce  una

disminuci6n de la formaci6n de celulas osteogenjcas concomitante con un aumento de

tejido adiposo en la medula 6sea.

Las primeras observaciones histomorfom6tricas suederen que en la osteoporosis,

el cambio de la dininica de las celulas 6seas es la consecuencia del reemplazo de la

poblaci6n de celulas  funcionales de la medula 6sea por tejido adiposo QTuttall  y col,



1998).  Estudios  clinicos  posteriores  mostraron  que  el  aumento  del  tejido  adiposo

observado en la medula dsea de pacientes osteopor6ticas se encuentra asociado con rna

disminuci6n del ndmero de celulas del linaje osteog6nico. Este aumento en el ndmero de

adipocitos presentes  en la m6dula 6sea se ha observado  en todas  las condiciones que

conducen a rna p6rdida de la nasa 6sea, tales como ovarioectom{a, inmovilizaci6n o

tratamiento con glucocorticoides (Nuttall y col, 1998; Nuttall y Gimble, 2000).

Esta  caracteristica  del hueso  osteopor6tico ha sido  avalada por observaciones

clinicas que indican La existencia de una correlaci6n entre la aparici6n de grasa en la

m6dula dsea y rna capacidad reducida de formar hueso sugiriendo la existencia de rna

relaci6n inversa entre adipocitos y osteoblastos (Gimble y col,  1996).  Ya que tanto los

osteoblastos como los adipocitos provienen de un precursor comdn y per ende pueden

ser  regulados  en  forma  conjunta,   los  hallazgos  mencionados  sugieren  que,  en  la

osteoporosis,  el compromiso  de las MSCs hacia la via de diferenciaci6n adipog6nica

ocurrin'a a expensas del ndmero de osteoblastos y de la funci6n osteog6nica (Gimble y

col,  1996; Parhami y col,  1999).

Resultados obtenidos z.# vjtro apoyan los datos clhicos que muestran un aumento

del tejido adiposo en la medula de pacientes osteopor6ticas. Asi, resultados obtehidos en

nuestro laboratorio (Rodriguez y col, 2000) muestran que MSCs obtenidas de pacientes

osteopor6ticas sintetizan rna matriz extracelular deficiente en colageno tipo I lo cual

favorece  la diferenciaci6n de estas  celulas hacia el  linaje  adipog6nico.  Sin embargo,

hasta ahora no se conocen con exactitud los mecanismos celulares y moleculares que

dan  cuenta  de  este  hecho.  Por  lo  tanto,  el  estudio  de  los  mecarismos  y  factores
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involucrados en la determinaci6n del fenotipo celular maduro, osteoblasto o adipocito,

es de gran importancia para comprender la patlgenesis de la enfemedad.

Se sabe que numerosos factores, incluyendo hormonas, factores de creeimiento,

citoquinas y factores de transcripci6n, por nombrar algunos, estin involucrados en la

regulaci6n  de  la proliferaci6n y  diferenciaci6n  de  las  c6lulas  progenitoras  hacia  los

fenotipos osteogenicos y/o adipog6hicos. Dentro de estos factores nos interesa estudiar

el rol que tienen leptina (Thomas y col, 1999) y las proteinas morfogeheticas del hueso

a3MPs)  (Kadiyala  y  col,   1997)  en  la  diferenciaci6n  de  las  MSCs  en  condiciones

normales y de osteoporosis; y la expresi6n y activaci6n de los factores de trauscripci6n:

PPARs  (peroxisome  proliferator-activated  receptors)  Q4andrup  y  Lane,  1997;  Dani,

1999; Wu y col,  1999) y Cbfal  (core binding factor al) (Shapiro,  1999; Komori y col,

1997),   caracteristicos   de   las   vias   de   diferenciaci6n   adipogenica   y   osteog6nica,

respectivamente.

Dentro de los muchos factores asociados con ]a osteoporosis, el sobrepeso de los

individuos  es  relevante.   Diversos  estudios   clinicos  demuestran  que  nasa  6sea  y

contehido  graso  se  encuentran estrechaniente relacionados  (Thomas y col,  1999).  De

hecho se ha visto que en la menopausia mujeres con exceso de peso se encuentran mds

protegidas  contra  la  osteoporosis  que  aquellas  mujeres  de  peso  nomal  o  bajo  peso

(Odabasi  y  col,  2000;  Goulding y Taylor,  1998; Karsenty,  2001).  Aunque los niveles

plasmaticos de leptina, rna proteina secretada por las celulas adiposas, se encuentran

aumentados  en  la  obesidad,  no  se  ha  encontrado  rna relaci6n  directa  entre  niveles

plasmaticos de ]eptina y deusidad mineral 6sea, aunque estudios I.# w.fro muestran que

leptina actha sobre las celulas de estroma de medula 6sea aunentando su diferenciaci6n



hacia  osteoblastos  e  inhibiendo  su diferenciaci6n a adipocitos  (Thomas y col,  1999).

Leptina  es  una proteina  de  16  kDa  secretada por  las  c5lulas  adiposas que  regula la

ingesta de alimentos y el gasto de energia a nivel del hipotalamo para mantener el peso

corporal estable.  Por esta razdn se propuso a la leptina como un factor anti-obesidad

envuelto  directamente  en  un  feedback  entre  adipocitos  e  hipofalamo  (Zhang  y  col,

1994).

Parece interesante entonces estudiar el efecto que tiene leptina sobre los procesos

osteogenicos   y   adipogehicos,   aunque   los   dates   existentes   hasta   ahora   parecen

paradojales.  Mentras  se  ha  observado  un  efecto  protector  de  la  obesidad  sobre  la

osteoporosis  (Cousidine  y  col,  1996;  Thomas  y  col,  2000),  no  se  ha  encontrado  rna

relaci6n  directa  entre  los  riveles  plasmaticos  de  leptina y  la  masa  6sea  (Thomas  y

Burguera, 2002). Sin embargo, se ha observado que celulas progenitoras de medula 6sea

cultivadas  en presencia  de  estimulos  adipog6nicos  se  diferencian hacia  adipocitos y

durante la diferenciaci6n expresan y secretan altos niveles de leptina (Laliarrague y col,

1998). Aunque los sitios precisos de acci6n de la leptina no son bien conocidos, se cree

que sus efectos son mediados via hipot5lamo Q{arsenty, 2001). Sin embargo, la amplia

expresi6n del receptor de leptina en diferentes tejidos sugiere que leptina tambi6n podria

actuar  directamente  en  tejidos  perifericos  (Tartaglia,1997;  Reseland  y  col,   2001;

Holloway y col, 2002). Como resultado de splicing alternativo en el mRNA, existen ties

isoformas del receptor de leptina con diferentes longivdes y secuencias C-terndnal a3arr

y col,  1999; Kielar y col,  1998; Ghilardi y col, 1996); un receptor de membrana con un

domihio  citoplasmftico  corto  sin funci6n de transducci6n de  sefiales, un receptor de

membrana con un dominio citoplasmatico largo con la habilidad de transducir sefiales, y



un  supuesto  receptor  de  leptina  soluble  (Chen  y  col,  1996;  Lee  y  col,  1996).  Los

receptores de leptina (OB-R) de cadena corta y larga han sido encontrados en celulas

6seas  o  sus precursores caeseland y col, 2001;  Thomas y col,  1999; Kin y col, 2003;

Glauber y col,  1995).  Se ban visto variaciones en los contenidos de OB-R dependiendo

del  origen celular y la etapa de diferenciaci6n (Thomas y col,  1999;  Siegrist-Kaiser y

col,  1997; Glasow y col, 2001) pero la cantidad de proteina OB-R no ha sido medida en

foma cunntitativa.

De acuerdo con los datos reportados en la literatura, leptina no tendria un efecto a

hivel del compromiso de las celulas progenitoras a diferenciarse, sino que su efecto seria

aumentando  la  maduraci6n  osteogeniea  e  inhibiendo  la  maduraci6n  tardla  de  los

adipocitos (Thomas y col,  1999).  Se ha observado que leptina aumenta la actividad de

MAP quinasa (Mitogen Activated Protein kinase) (Takahashi y col,  1997), lo oral ha

servido para establecer rna relaci6n entre MAP quinasa y adipog6nesis. ha activaci6n de

MAP quinasa, mediada por leptina, fosforila PPARy lo cual resulta en la disminuci6n de

su actividad transcripcional (Jalswal y col, 2000). Todos estos datos apoyan la hip6tesis

que  leptina  es  un  regulador  fisiol6gico  de  ]as  vias  de  diferenciaci6n  osteogehicas y

adipog6nicas.

For otra parte, se ha observado que las Bras estinulan la actividad osteog6iiica

de  las MSCs,  e  inhiben el proceso adipog6nico (Gimble y col,  1995). Las BMPs, que

fueron originalmente identificadas como peptidos que inducian la formaci6n de cartilago

y hueso  j7}  v;.vo, juegan un rol  importante en la fomaci6n y en la diferenciaci6n de

c6lulas de hueso, y son componentes integrales de la matriz extracelular de este tejido
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(Chen   y   col,    1997).   Las   BREs   se   expresan   muy   tempranamente   durante   la

diferenciaci6n osteog6nica, lo cual sugiere que la diferenciaci6n puede ser el resultado

de la producci6n de BMP y de su subsecuente acci6n autocrirm (Wright y col,  1998).

BNI-2   inhibe  la  proliferaci6n  induciendo  la  diferenciaci6n  de  progenitores  6seos

humanos a celulas maduras, aumentando la expresi6n de las proteinas de la matriz del

hueso y promoviendo  su mineralizaci6n (Lecanda y col,  1997).  Esto  se  corrobora en

MSCs  a las  cuales se  les ha incorporado el gen para Bhff-2 y producen la proteina,

tienen aumentada la actividad de la fosfatasa alcalina, inducen la mineralizaci6n de la

matriz, y son capaces de generar hueso j# vi.vo (Wright y col, 1998).

En esta misma linea, el analisis del rol que tienen los receptores de END (tipo IA

y n3)  en el proceso de diferenciaci6n muestra que estos receptores transmiten sefiales

diferentes a la c6lula progenitora y por lo tanto juegan un rol clove en el compromiso y

diferenciaci6n a osteoblastos y adipocitos (Chen y col,  1998). Los receptores de BNI'

son miembros de ]a familia de receptores TGF-P,  los cuales inictan su acci6n por la

uhi6n  de  dos  tipos  de  serina/treonina  kinasa  de  transmembrana,  conocidos  como

receptores I y H. Aunque tanto los receptores de tipo I como los de tipo H se unen a su

ligando BMP, heteromeros de I.eceptores tipo I y tipo H se requleren para que la sefial

sea transductda quassague, 1998). El compromjso hacia osteoblastos o adipocitos puede

ser especificado bloqueando o activando selectivamente la sefial de los receptores tipo

IA y 18 para Bra. Esto sugiere que la adquisici6n o p6rdida temporal de un subtipo del

receptor de BMP en c6lulas precursoras prede ser rna etapa clove para el compromiso

de las celulas y su posterior diferenciaci6n hacia osteoblastos o adipocitos.



Tomando  en cuenta la participaci6n que tienen las BNI's  en los procesos de

diferenciaci6n,  el  uso  terap6utico potencial  de Bras  en el  manejo de enfermedades

6seas hace importante estudiar las respuestas de MSCs frente a este tipo de mol6culas

(Lecanda y col, 1997).

Los  procesos  de  diferenciaci6n  de  las  MSCs  hacia  el  linaje  osteog6nico  y

adipog6nico  involucran  la  expresi6n especifica  de  genes  asociados  a  cada fenotipo:

Cbfal, gen maestro regulador de la expresi6n g6nica de los osteoblastos, y PPARs (8 y

y), genes maestros para la adipog6nesis. El factor de trauscripci6n Cbfal se expresa s6lo

en osteoblastos y se ha visto en animales de experimentaci6n que una deleci6n en el gen

provoca la perdida de la capacidad de formaci6n de hueso (Shapiro, 1999; Komori y col,

1997).  La regi6n del  promotor de genes  caracteristicos  de  osteoblastos  (osteopontina,

osteocalcina, y sialoproteina del hueso) contiene secuencias de uni6n para Cbfal, y su

uni6n estimula la diferenciaci6n a osteoblastos Glarada y col,  1999). Por otra parte, se

sabe que la sobre expresi6n de PPARy induce la diferenciaci6n a adipocitos QTanbu-

Wakao y col, 2000). La activaci6n de PPAR8 por icidos grasos induce la transcripci6n

de genes que codifican para proteinas involueradas en el metabolismo lip{dico y PPARy,

lo cual demuestra que la expresi6n de PPARy es controlada por PPAR8. Esto significa

que  PPAR8  se  expresa  durante  las  etapas  iriciales  del  proceso  de  diferenciaci6n

adipog6niea  y  PPARy  lo   hace  en  la  etapas  tardias,  promoviendo   fuertemente  la

diferenciaci6n terminal a adipocitos (Saladin y col,  1999; Bastie y col,  1999). Por otra

parte,  se  ha  demostrado  que  existe  una  relaci6n  entre  los  factores  de  trauscripci6n

caracteristicos de la adipog6nesis a'PARy2) y osteog6nesis (Cbfal ).  Asi, resultados en



la literatura sugieren que PPARv2 regula negativamente la plasticidad de las c6lulas de

estroma suprimiendo la expresi6n de Cbfal, junto con rna disminuci6n de la sintesis de

colageno tipo I, fosfatasa alcalina y osteocalcina, mol6culas produof das por osteoblastos

qecka-Czemick y col, 1999).

En  esta tesis,  MSCs  aisladas  desde  muestras  de  medula 6sea provenientes  de

donantes normales y osteopordticas, sefan mantenidas en cultivo en condiciones basales

y de diferenof aci6n osteogenicas y adipog6hicas, y sometidas a los distintos factores en

estudio con el fin de determinar el rol que estos cuniplen en la diferenctaci6n de las

MSCs. Tambien, se determinari el ndmero de progeritores presentes en la medula 6sea

de ambos tipos de donantes y se evaluari el potencial de diferenof aci6n de cada uno de

estos.   Por  hltimo,   se   deteminara  la  expresi6n   de   los   factores   de  transcripci6n

involucrados en la diferenciaci6n de las MSCs hacia osteoblastos y adipocitos.

Los  resultados  que  se  obtengan  en  este  proyecto  se  sumarin  a  los  obtehidos

previamente en este laboratorio y que apuntan a demostrar de manera mds directa que

las    c6lulas    progehitoras    en    la   medula   6sea    de    pacientes    con    osteoporosis

postmenopausica  se  diferencian  preferentemente  hacia  adipocitos.  Estas  evidencias

obtenidas j.72 v7.fro contribuirin a apoyar ]a teon'a lipidica de ]a osteoporosis, la cual es

sustentada     hasta     ahora     principalmente     sobre     la     base     de     observaciones

histomorfom6tricas y de datos clinicos.

Conocer los factores que participan en la regulaci6n de las vias de diferenof aci6n

a3ermett  y   col,   1991)   y   sue  mecarismos   de   acci6n  en  condiciones  normales  y

patol6gicas (osteoporosis), ayudara a comprender el origen en ]a enfemedad y por lo
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tanto, pemitifa intervenir dichos procesos, de forma de poder inhibir especificamente el

proceso  de  la adipog6nesis  conjuntamente  con activar el proceso osteogenico.  Asi,  la

inhibici6n  de   la  adipog5nesis   en  la  medula  en  paralelo   con  un  aumento   en  la

osteogenesis   puede   representar   rna   aproxinaci6n   terap6utica   novedosa   para   el

tratamiento  de  las  enfemedades  osteop5nicas  relacionadas  con  la  edad  y  para  la

osteoporosis postmenopausica (Nuttall y col, 1998; Nuttall y Gimble, 2000). Una terapia

como 6sta usada sola o en conjunto con agentes antiresorptivos, puede ser mds eficaz en

la prevenci6n o tratamiento de des6rdenes osteopchicos.
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Hip6tesis

"Durante  la osteoporosis,  la diferenciaci6n preferencial  de  las MSCs hacia la

lfnea adipog6nica puede ser explicada tanto por diferencias en el ndmero y capacidad de

diferenciaci6n  de  las  c6lulas  progenitoras,  como  tambi6n  por  la  respuesta  de  estos

progenitores ante deteminados factores reguladores"

Objetivos Generates

Detelminar el rol de los progehitores mesenquimiticos y estudiar el rol de leptina y

Bhffs en la diferenciaci6n de las MSCs hacia osteoblastos y/o adipocitos, en muestras

obtenidas de pacientes normales y osteopor6ticas.

ObjetivosEspeciflcos

1-   Cuantificar la presencia de progenitores presentes en la medula 6sea provehiente de

donantes sanos y con osteoporosis postmenoprfusica.

2-  Deteminar el potencial de diferenciaci6n de cada uno de estos progenitores.

3-   Estudiar el efecto que tiene leptina en la diferenciaci6n osteog6rica y adipog6nica de

MSCs provenientes de donantes normales y osteopor6ticas.

4-  Estudiar  el  efecto  que  tiene  Bun-2  en  la  diferencjaci6n  osteogehica  de  MSCs

provehientes de donantes normales y osteopor6ticas.

5-   Estudiar el rol que tienen los receptores de membrana tipo I para BMPs y de leptina

en  la  diferenciaci6n  osteog6hica  y  adipogenjca  de  ]as  MSCs  provenientes  de

donantes nomales y osteopor6ticas.
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6-  Determinar la presencia de los factores de transcripci6n Cbfal y PPAR gama en la

diferenciaci6n  osteog6nica y  adipog6nica  de  las  MSCs  provenientes  de  donantes

normales y osteopor6ticas.
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MATERIAlms y METODos

Selecci6n de fas Donantes.

Las donantes que participaron en este estudio fueron seleccionadas de acuerdo a

los  siguientes  criterios  de  selecci6n;  sexo,  edad,  valores  de  densidad  mineral  dsea,

ausencia de patologias que puedan asociarse con osteoporosis, que no se encuentren en

terapia de reemplazo  estrog6nico durante la postmenopausia o de cunlquiera otra que

pudiera afectar  al tejido 6seo.

Todas las donantes fueron pacientes de sexo femehino, portadoras de fractura de

cadera  o  de  algivn  miembro  inferior,  sin  ninguna  enfermedad  6sea  asociada,  que

ingresaron al Servicio de Ortopedia y Traumatologia del Hospital S6tero del RIo, para

someterse a cirugia como parte  del tratamiento habitual utilizado para estos casos.  A

cada rna de las potenciales donantes, se les solicit6 su autorizaci6n irformada para la

obtenci6n de rna muestra durante el procedimiento qLrirdrgico. Previamente, el medico

tratante le explic6 a cada paciente que la toma de muestra consistiria en rna aspiraci6n

de medula 6sea (10  ml) a nivel de la cresta iliaca en el momento de la intervenci6n

quirdrgica, que la obtenci6n de esta muestra no implicaba un riesgo para la potencial

donante, que no se extraeria rna cantidad de tejido mayor que la estrictamente necesaria

y que su negativa para ser donante no tendria ningin efecto en el tratamiento medico que

debia recibir.  Se adjunta copia de la autorizaci6n del comite de etica del INTA y del

Hospital S6tero del RIo; ademas, de rna copia de la autorizaci6n que debe fimar cada

una de las pacientes (vcr anexo).
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Del   total    de    potenciales    donantes,    se    seleccionaron    aquellas    mujeres

postmenopausicas que estuvieran en el rango de edad entre los 60 y 85  afros, que no

presentaran patologias asociadas a osteoporosis y que no estuvieran bajo tratamiento de

reemplazo hormonal.

A todas las donantes se les midi6 los valores de densidad mineral 6sea a.M.O.),

mediante   deusitometria   6sea   y,   de   manera   complementaria,   algunos   parinetros

bioquimicos   con  el   fin  de   descartar  otras   patologias   relaciormdas.   Utilizando  el

parinetro estadistico T-score, el cual se define como la relaci6n de D.M.O. (g/cm2) del

paciente con respecto al promedio de D.MO. que tiene un individuojoven normal de 21

afros, fue posible el diagn6stico de osteoporosis. Este parinetro, ademds de establecer el

"riesgo de fractura", ha permitido estratificar la poblaci6n de acuerdo al nivel de D.M.O.

del paciente (segdn la O.M.S.,  1994). De acuerdo con esta estratificaci6n, la poblaci6n

se puede agrupar en cuatro diferentes estratos de acuerdo a la deusidad mineral 6sea del

paciente con respecto al joven adulto normal.

Como se muestra en la Tabla 1, el grupo normal o control corresponde al grupo

de  pacientes  con  un  promedio  de  D.MO.  menor  de  -1  desviaci6n  estindar  a,S.)

respecto  al  promedio  de  D.M.O.  del  adulto joven  nomal  de  21  afros.  El  grupo  de

pacientes que tienen un promedio de D.M.O. respecto de un individuo joven normal que

se encuentra en el rango de -1 a ~2,5 D.S. corresponde a pacientes que presentan cierto

grado  de  osteopenia.  El  grupo  que  presenta rna desviaci6n estindar con respecto  al

promedio de D.M.O. del adulto joven nomal que sobrepasa los valores de -2,5 D.S., se

considera  un  grupo   de   pacientes   que  tienen  osteoporosis,   la  curl  si  ademds   es
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acompafroda  por  episodios  de  fracturas  frecuentes,  se  considera  severa  (Gajardo  H.,

1997).

Tabla 1 : Niveles de Densidad Mineral 6sca (OM.S. de 1994)

ES"TOS DIAGNOSTICO T-SCORE
1 Normal Masa 6sca mayor de -1,0 D.S. del valorjoven adulto normal.

2 Osteopenia Masa 6sea entre -1 a -2,5 D.S. del valorjoven adulto nomal.

3 Ostcoporosis Masa 6sca menor de -2,5 D.S, del valorjoven edulto normal.

4 Osteoporosis Masa 6sea menor de -2,5 D.S.  del valor joven adulto normal
severa con una o mis fracturas.

Los  valores  de D.M.O.  se  obtuvieron  usando  el  m6todo  de  absorciometria  de

doble energia radiol6gica (DEXA), en el laboratorio de densitometria del ll`ITA.

Este metodo permite obtener la D.M.O. en columna lumbar y cadera, dos sit].os

del  esqueleto  axial  de  gran  importancia  hiol6ctca  puesto  que  presentan  frocuentes

episodios de fractura. Como estandarizaci6n de este metodo se estableci6 la medici6n de

D.M.O.  a  nivel  de  L2-L4  por  ser  las  vertebras  que  presentan  menor  posibilidad  de

interferencias con estructuras adyacentes. A nivel de cadera, las regiones que siempre se

examinan son el cuello femoral, trocanter y triingulo de Ward (rect6n central distal del

cuello  femoral)  (32).  En  esta  tesis,  la D.M.O.  se  midi6  a nivel  de  columna  q2-L4),

cadera y cuerpo total.  Para esto,  se  utiliz6 un densit6metro (Lunar DPX-L,  Software

1.3z, Lunar Corp, Madison, WI, USA), el cual presento rna exactitud de un 98 a 99% y

un error de reproducibilidad del 1 a 2%.
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Obtenci6n y purificaci6n de MSCs.

Las MSCs  se  aislaron  desde  las  muestras  de  medula 6sea de  acuerdo  con el

procedimiento  descrito  por Jaiswal y colaboradores  (1997).  Brevemente,  a  10  ml de

aspirado de medula 6sea se le agregan 20 ml de Dulbecco's Modified Eagles Medium,

DREM (Sigma,  St.  Louis, MO, USA)  suplementado  con  100/o  de  suero  fetal bovino

(SFB) (Gibco BRL).  Esta mezcla se centrifug6 para colectar las c6lulas y descartar la

capa   grasa   presente   en   la   muestra.   Posteriormente,    las   c6lulas   colectadas   se

resuspendieron   en   10   ml   de   DREM   suplementado   con   10%   SFB,   pehicilina-

estreptomicina  (100  ug/ml)  y  gentamicina  (80  ug/ml)  (medio  de  cultivo  basal)  y  se

fiaccionaron en una gradiente de deusidad de Percoll al 70% (Sigma). La gradiente se

centrifug6 a 1600 r.p.in. por 15 minutes forindose tres fracciones, la frocci6n superior

(1,03 gI/ml), Ia fracci6n media (1,10 gr/ml) y la fracci6n inferior (1,14 gr/ml). De estas

tres fracciones se colect6 la fracci6n superior o de menor deusidad, donde se encuentran

mayoritariamente las MSCs.

En   la   fracci6n   mds   liviana   de   ]a   gradiente   se   encuentra  una   poblaci6n

heterog6nea  de  celulas,  la  cual  se  usa para  establecer  los  cultivos  primarios  y para

realizar los ensayos de uridades formadoras de coloulas (CFU-F). Para 6sto, las celulas

se lavaron tres veces y se resuspendieron en medio de cultivo basal.  Una parte de la

suspensi6n     celular    se    reserva    para    cultivo    primario     (I-2     x     107     celulas

mononucleadas/placa  100 mm) y otra parte (2  x  106 c61ulas/placa 35 mm) se reserva

para realizar el ensayo de CFU-F.
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Cu]tivo  de  MSCs  y  ensayo  de  unidades  formadoras  de  colonias  de  rlbroblastos

(CFU-F).

Cultivo de MSCs

Las    celulas    se    sembraron    a    una    deusidad    de    1-2    x    107    celulas

mononucleadas/placa 100 mm (Nunc, Naperville, H,, USA) en 8 ml de medio de cultivo

basal.  Las  c6lulas  se cultivan a 37° C en una atm6sfera humedecida en 5% de C02.

Despues de cuatro dias de cultivo, el medio de cultivo junto con las c6lulas que no se

adhirieron a la placa de cultivo, fue removido y se reemplaz6 por medio de cultivo basal

fresco. Estos cultivos se denominan cultivos primarios. El medio de cultivo se reemplaza

por medio fresco cada 4 dias.

Cuando  las  c6lulas  alcanzan  la confluencia,  las  celulas  se  liberan de  la placa

mediante un tratamiento suave con rna soluci6n de tripsina al 0.25% / EDTA, durante 5

minutes  a  37°C.  Las  c6lulas  liberadas  mediante  este tratamiento,  se  contaron  en un

hemocit6metro, luego de lo curl se sembraron a 1/3 de deusidad para contirmar con el

siguiente  pasaje  (primer  subcultivo).  Este  procediniento  se  repite  tres  veces  hasta

alcanzar el cuarto subcultivo. Los experimentos descritos en esta tesis se llevaron a cabo

desputs del cuarto subcultivo, donde la poblaci6n de MSCs es homog6nea.

Ensayo de CFU-F

Con el objeto de comparar el ndmero de progenitores presentes en la m6dula 6sea

de donantes controles y osteopor6ticas, y determinar el potencial de diferenciacidn de

cada  uno  de  ellos,  se  realiz6  el  ensayo  de  CFU-F.  Para  este  eusayo,  lag  c6lulas  se

cultivaron a una densidad celular baja, de manera que las  colohias tengan un origen
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clonal, es decir, provengan de una misma c6lula. Para esto, celulas aisladas mediante la

gradiente de Percoll (2 x 106 celulas mononucleadas) se sembraron en placas de 60 mm

Qwhc) en 3 ml de medio DREM suplementado con 20% de SFB y se cultivaron a 37°C

en una atm6sfera humedecida en 5% de C02. A las 72 horas de cultivo, se retiraron las

c6lulas no adheridas y se reemplaz6 el medio de cultivo por medio fresco. Despues de

12 dias de cultivo, se cont6 el ntimero de colonias formadas, y las colonias se liberaron

individunlmente de la placa de cultivo mediante un tratamiento suave con tripsina al

0,25% / EDTA y se sembraron en placas de 48 well. Al finalizar el segundo subcultivo,

las colonias se liberaron desde la placa de cultivo mediante un tratamiento suave con

tripsina y cada una de ellas se sembraron en 4 pocillos en placas de 48 well. Despdes de

alcanzada   la   confluencia,   el   medio   de   cultivo   fue   reemplazado   por   medio   de

diferenciaci6n osteog6nico o adipog6nico segdn corresponda (mds adelante se entregan

detalles  de  cada  uno  de  estos  medios).  Luego  de  catorce  dias  de  diferenciaci6n,  se

analiza el dep6sito de calcio y el ninero de adipocitos formados como marcadores de

diferenciaci6n  osteogenica  y  adipogenica,  respectivamente.  El  dep6sito  de  calcio  se

evidencia mediante la tinci6n de  las  colonias con Alizarin Red o tinci6n Von Kossa

(Parhami,  1999). La presencia de adipocitos,  se evidencia mediante la tinci6n con Oil

Red Oruttall y col,  1998).  Las colonias se ctasifican como positivas para uno u otro

linaje cuando se observa que sobre el 70-80% del area de la placa o el 70-80% de las

c6lulas presentes en la placa de cultivo se tifien con el colorante especifico. ha tinci6n de

las  colonias  se  observa  bajo  el  microscopio  y  los  resultados  (colohias  positivas  y

negatives) son tabulados.
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Criopreservaci6n.

Con el objeto de mantener un banco de celulas obtenidas de muestras de medula

6sea humana provenientes de ambos tipos de donantes,   las MSCs son criopreservadas.

Para 6sto, luego del segundo subcultivo las MSCs se liberan desde la placa de cultivo

con un tratamiento suave de tripsina, tat como se menciond anteriormente, son lavadas

con medio de  cultivo basal y resuspendidas en rna soluci6n de criopreservaci6n fria,

90%  SFB  y  10%  dimetilsulfoxido  @MSO,  Gibco BRL,  Sigma).  Las c6lulas  (1  x  106

c6lulas) suspendidas en 1  ml de la soluci6n de criopreservaci6n  se colocaron en viales

de  criopreservaci6n  (Nalgene  Brand  products),  se  congelan  mediante  un  desceuso

gradual de la temperatura hasta -196°C y luego son almacenadas en nitr6geno liquido.

Las  MSCs  criopreservadas  luego  de  ser  descongeladas,  mostraron  la  misma

viabilidad y funcionalidad celular que las celulas frescas. Por esta raz6n, en esta tesis fue

posible utilizar indistintamente c6Iulas frescas o criopreservadas, ya que los resultados

que se obtienen en ambas condiciones son comparables.

Diferenciaci6n Adipog5nica.

Las MSCs obtehidas desde donantes controles y osteopor6ticas fueron ensayadas

para medir su potencial adipog6nico mediante la cuantificaof6n, por citometn'a de flujo,

de   la  cantidad  de  adipocitos  acumulados  luego  de  cultivarlas  en  condiciones  de

diferenciaci6n adipog6rica. Para esto, las c6lulas (2,5xl04 celulas/poofllo, placa 24 well,

Nunc)  obterides  de  ambos  tipos  de  donantes  se  cultivaron  en  medio  de  cultivo

adipog5nico  (AS)  cousistente  en medio  basal  suplementado con dexametasona  lprM.
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iusulina  lot.dyml,  isobutilmetilxantina OBMX)  loo  Ltdyml  e indometacina  100  uM.  El

medio de cultivo se reemplaza por medio fresco cada cLratro dias.

Despues  de  14  dias  de  cultivo,  1as  celulas  se  liberaron  de  la placa  de  cultivo

mediante un tratamiento suave con tripsina (0.25% / EDTA, 5 minutos a 37°C), despues

de   lo   cuaL   las   celulas   se   contaron  en  un   hemocit6metro  y   se   ajustaron  a  una

concentraci6n de  lxl06 c6lulas/ml. Las c6lulas se incuban con Nile Red (l ug/ml) por 30

minutos y se analizan mediante citometria de flujo (Figura 3) con el fin de deteminar el

porcentaje de adipocitos presentes en la muestra (Dennis et al., 1999).

Figure 3: Citometria de Flujo
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Figura 3. ha figura muestra uno citometria de frojo representativa de la deter7nimof6n del porcentaje de

adipocitos generados a partir de MSCs provenientes de donantes coutroles (A) y donantes osteopor6ticas

0).
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Diferenciaci6n Osteog6nica.

I,as  MSC  obtenidas  a  partir  de  donantes  controles  y  osteopor6ticas  fueron

eusayadas   para   medir   su   potencial   osteog6nico.   Para   6sto,   1as   c6lulas   (2,5xl04

c6lulas/pocillo, placa 24 well, Nunc) obtenidas a partir de ambos tipos de donantes se

cultivaron en medio de cultivo osteog6nico (OS) que consiste en medio de cultivo basal

suplementado con dexametasona 100 hM, P-Bljcerofosfato  10 mM y 50 prgivml de acido

asc6rbico preparado y adicionado diariamente,  El medio de cultivo se reemp]aza por

medio fresco cada cuatro dias.

I.a capacidad de las  c61ulas para diferencial'se hacia osteoblastos se detemin6

midiendo   la   cantidad   de   calcio   depositado   en   la   matriz,   como   marcador   de

diferenciaci6n.  Despu5s  de   14   dias  de  cultivo,  1os  cristales  de  fosfato  de  calcio

deposhados en la capa celular se solubilizaron usando rna soluci6n de Hcl 0,5N y la

cantidad  de  calcio  solubilizado  se  midi6  por  espectrometria  de  absorci6n  at6mica  a

423nm (Alomic Absorption Spectrophotometer 2280, Perfun-Elmer) Qodriguez et al,

2002).

Efecto de leptina sobre la diferenciaci6n osteog6nica y adipogenica de MSCs.

Para estudiar el efecto de leptina sobre la diferenciaci6n osteog6nica, 1as c61ulas

(2,5xl04   c6lulas/pocillo,   placa   de   24   well)   se   cultivaron   en   medio   OS   solo   o

suplementado  con  lHg/inl  de  leptina  recombinante  humana  (rh-leptina,  Chemicon).

Despdes   de   14   dias   de   cultivo,   la  cantidad   de  ca]cio  depositado   se  midi6  por

espectrometria de absorci6n at6mica. Para determinar el efecto que tiene leptina sobre la
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diferenciaci6n  adipog6nica,  las  celulas  (2,5xl04  c61ulas/pocillo,  placa de  24  well)  se

cultivaron en medio AD s61o o suplementado con lprg/inl de rh-leptina. Despu5s de 14

dias de cultivo, el ndmero de adipocitos se determiho por citometria de flujo como se

indic6 anteriormente.

Determinaci6Ii de] receptor de ]eptina asociado a la membrana de MSCs.

El receptor de leptina asociado a la membrana celular de MSCs se detemjn6

utilizando  ]25I-1eptina  (2200  Ci/mmol,  NEN,  Boston,  MA,  USA).  Para  esto,  MSCs

derivadas de donantes control y osteopor6ticas fueron cultivadas en medio basal, OS o

AD por 3 dias. Despu6s  de esto, el medio de cultivo fue removido y la capa celular fue

lavada tres veces con PBS IX al 1% BSA (4°C) y luego incubada a 4°C en DMEM que

contiene 50pM de ]25I-leptina y 1% BSA (medio de uni6n). Las celulas fueron incubadas

en el medio de uni6n en presencia o ausencia de leptina fria (sin malca) (Chemicon

International Inc, Temecula, CA, USA) como competidor, durante cuatro horas a 4°C.

Una vez finalizado el periodo de incubaci6n, el medio de uni6n fue removido y la capa

celular  lavada  tres  veces  con  PBS  al   1%  BSA  (4°C).  Luego,  las  c6lulas  fueron

solubilizadas  con  rna  soluci6n  de    NaoH  0.4N y  la  ]25I-leptina  fue  medida  en  un

contador gama a'ackard, Downers Grove, EL, USA) a,iu et al, 1997).

Efecto de Bum-2 sobre la diferenciacj6n osteog6nica de MSC.

Para  deteminar  el  efecto  de  Bhff-2  sobre  la  diferenciaci6n  osteogenica,  las

celulas  (2,5xl04  c6lulas/poofllo,  24wells  dish Nunc)  se  cultivan  en medio  OS  solo  o

suplementado   con   50ng/ml   de   Bhff-2   recombinante   humana   Q&D   Systems,
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Mirmeapolis, USA or Wyeth).  Despues de  11  dias de cultivo, se mide la cantidad de

calcio depositado por espectroscopia de absorci6n at6mica.

Western Blot

Las proteinas obtenidas mediante lisis celular con buffer de lisis RIPA (tris-HC1

50 mM pH 7.4, Nacl 150 mM, EDTA 20 mM, diton X-1001%, dioxico]ato de Na 1% y

SDS 0,1%), se incubaron por 5 minutos a 100°C en buffer de carga (SDS 2%, glicerol

10%, tris 0.06 M pH 6.8, azul de bromofenol 0.01%) con a-mercaptoetanol al 4%, para

luego ser separadas en un gel SDS-PAGE al 10%. Las proteinas separadas en el gel se

transfirieron electrofoieticamente a una membrana de nitrocelulosa (BioRad, USA), Ia

cual se incub6 por 30 minutes en un buffer de bloqueo (soluci6n de leche descremada al

4%  en  TBS/tween  0,050/o).  Luego,  ]a membrana se  incuba con  el  primer anticuerpo

(rabbit anti-cbfal, diluci6n 1 : 100 y mouse anti-PPAR gamma, diluci6n 1 : 1000) durante

toda la noche a 4°C. La membrana se lava tres veces con TBS/tween 0,05% y euseguida

se incuba durante I hora con el segundo anticuexpo (anti-rabbit y anti-mouse conjugados

a peroxidasa a una diluci6n de 1:5000). I.a inmunoreactividad se determina utilizando la

reacci6n de  quiniolumihicenof a ECL  (Amershan Pharmacja Biotech).  Con el  fin de

realizar rna determinaci6n cuantitativa, 1a inteusidad de cada banda se trausforma en un

valor  digital,  para  lo  cunt  se  utiljza  un  scanner  (Snapscanl212,  Agfa)  y  la  version

digitalizada se analiza mediante el software Kodalc Dighal lD image.
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Inmunofluoresoencia.

Receptores de BMP

Las celulas de ambos tipos de donantes se cultivan en cubre objetos de vidrio

bajo  condiciones  de  diferenciaci6n  osteog6nica  y  adipog6nica  para  determinar  los

niveles de expresi6n de los receptores tipo I para Bra. Los cubre objetos de vidrio con

las c6lulas adheridas se lavaron dos veces con PBS IX, luego de lo curl se fijaron con

parafomaldehido 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Despu6s las c6lulas

se  lavaron  tres  veces  con  PBS  IX  y  se  bloquearon  con TBS  3%  BSA  durante  30

minutos. Posteriormente, las c6lulas se lavaron  tres veces con PBS IX, se incubaron con

el  primer  anticuerpo  (rabbit  anti-  AI.K3  y  rabbit  anti-AI.K6,  diluci6n  1:100)  a  4°C

durante toda la noche y luego con el segundo anticuel|)o (anti-rabbit FIT C, diluci6n

1:250) a 37°C durante rna hora, previo lavado con PBS  lx. Las celulas se observaron

bajo  el  microscopio  de  fluorescencia  con  el  filtro  coITespondiente  para  el  segundo

anticuerpo.
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RESUIJTADOS

Donantes.

Las  muestras  de  medula  dsea  se  obtuvieron  de  un  grupo  de  donantes  que

cumplian  con  los  criterios  de  inclusion  establecidos  para  este  estudio  y  que  fueron

detallados en Materiales y Metodos.

A todas las potenciales donantes, junto con realizdrseles una deusitomctria 6sea,

se  les  midieron  ciertos  patrones  bioquimicos  con  el  prop6sito  de  descartar  aquellas

donantes que mostraran patrones alterados que dieran cuenta de enfermedades asociadas.

Los resultados de las donantes seleccionadas para los estudios presentados en esta tests,

se observan en la tabla 2.

Tabla 2: Caracteristicas de las donantes

Edad T-score I)ile VHS Calcemin Fosfemia Fosf. Ale. GOT GPT N. Ureico Crcatinina Calciuria TSH
mmth mfydL mg/dlJ Uth Uth Uth mg/dlJ mfydL maIA Hrs UUI/m]

71 (-0.9) N 28 10,0 3,7 92 29 20 14 0,73 116 1.55

77 0.3 N 22 10,7 3,9 98 20 16 17 1.07 115 1,26
65 (-1.7) N 16 10,0 4,2 119 31 25 23 0,83 124 1,19

72 (-1.7) N 19 10,9 3,2 133 26 26 22 I,24 118 2,42
72 (-2.1) N 28 9,0 3,9 120 25 24 24 1,34 97 1,81

71,4 (-122' 5 23 10,1 3'8 112 26 22 20 I.04 114 1'65

70 (-3.2) 0 46 10,4 4,8 130 21 12 12 0,8 53 2,15
62 (-2.6) 0 30 9,1 4,I 155 14 18 18 0,71 147 1,77
75 (-2.9) 0 20 11.0 4,4 88 20 13 15 0.9 90 5,39
66 (4.7) 0 37 11.0 2.9 199 37 21 21 0,62 119 2.45
86 (-3.4) 0 26 10,0 3,6 134 21 21 23 1,14 98 5,67
75 (-6.2) 0 10 8,0 3,3 97 23 27 20 0.35 139 1.06

72`3 (-3.83) 6 28 9,9 3,9 134 23 19 18 0.7S 108 3,08

Tabin 2. En esta tchla se muestran los datos individuales y promedios (en negrita) de edad, valores de T-

score,   diagn6stico  y  n`inero   de  donantes  que  participan  en  este  estudio,  junto  con  una  completa

caracterizaci6n de los parinetros bioquimicos obtenidos.

26



Despues  de  corroborar con estos resultados  que las donantes  seleccionadas  no

presentan  patrones  bioquimicos  asociados  a  enfermedades  6seas  y  de  acuerdo  a  los

niveles de D.M.O.  medidos, se les clasific6 como donantes controles u osteopor6ticas

segtin la clasificaci6n establecida en 1994 por la O.M.S.

Tabla 3: Clasificaci6n de lag donantes

Donantes N Edad Phomedjo T-score I'romedio D.M.O. gr/cm'Z

Controles 5 71.4±4.28 -1.22 ± 0.95 1.057 ± 0.116
Osteopor6ticas 6 72,3 ± 8.41 -3,83 ± 1.37 0.742 ± 0.164

Tab]a  3. En  esta tabla se muestran el ndmero de donantes utilizadas en este estudio y su clasificad6n.

Tambi6n se muestran los promedios ± desviaci6n estindar de edad,   T-score y   D.M.O.  de las donantes.

Las diferencias observadas en los valores promedio de T-score y de D.M.O. son significativas ®<0.05).

En la tabla 3, se resumen algunas de las caracteristicas principales de los grupos

utilizados en este estudio.  Se ve que la edad promedio es pricticamente la misma para

ambos tipos de donantes y por lo tanto es un parimetro que no influye mayormente en

los  resultados  obtenidos.  Donde  si  se  observan  diferencias  significativas  es  en  los

valores de T-score y D.M.O., lo cual se encuentra dentro de lo esperado. El ndmero total

de  muestras  utilizadas  en  este  estudio  proviene  de   11  pacientes;  5  controles  y  6

osteopor6ticas.

Obtenci6n y cultivo de MSCs.

La obtenci6n y cultivo de las MSCs a partir de las muestras de m6dula 6sea se

efectu6   de   acuerdo   al   procediniento   descrito   en  Materiales  y  M6todos.   En  las

condiciones  utilizadas  en  este  estudio,  tanto  las  MSCs  de  donantes  controles  como
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osteopor6ticas  son susceptibles  de  ser mantenidas en cultivo,  adherirse a la placa de

cultivo y proliferar formando una monocapa. Luego de 24 horas en cultivo, ambos tipos

de celulas muestran niveles semejantes de adhesion a las placas de cultivo (alrededor de

un 70% de adhesion de las c6lulas). La amplificaci6n del ndmero de c6lulas se logra a

traves de subcultivos sucesivos, durante los cuales se logra tambien aumentar el grado

de homogeneidad de las c6lulas presentes en la placa de cultivo. Asi, despues del cuato

subcultivo, las c61ulas muestran un alto grado de homogeneidad con ausencia de c61ulas

adipociticas, cuboides, redondeadas o multinucleadas. Es por esta raz6n que los estudios

presentados en esta tesis  se realizan luego del 4° subcultivo.  Las celulas forman una

monocapa cuyas c6lulas presentan rna morfolo5a del tipo fibroblastoide. Sin embargo,

al  analizar los  cultivos  con mayor detenimiento se  observa que  la morfologia de las

MSCs provenientes de las donantes osteopor6ticas difiere de las MSCs provehientes de

donantes control (Figura 4), ya que son de mayor tamafio y memos alargadas.

Figura 4: MSCs provenientes de donantes controles y osteopor6ticas

Figura  4.  Fotografia  microscopio  de  contraste  de  fases  (lox)  de  cultivos  de:  MSCs  provenientes  de

donantes controles (A) y MSCs provenientes de donantes osteopor6ticas 03). Las c6Iulas se encuentran en

4° subcultivo luego de 3 dias de cultivo.
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Tanto los cultivos de c6lulas obtenidas de donantes controles como de donantes

osteopor6ticas  poseen  la  capacidad  de  proliferar  I.#  vJ.fro  hasta  alcanzar confluencia,

luego  de  lo  cual  el  crecimiento  de  las  MSCs  se  detiene  por  inhibicidn por  contacto

c6lula-celula.  Trabajo  previos  (Rodriguez  y  col,  1999)  ham  mostrado  que  las  MSCs

provenientes de donantes osteopor6ticas presentan una velocidad de proliferaci6n menor

que las MSCs provenientes de donantes controles (datos no mostrados) y que el ndmero

de c61ulas presentes al final de cada subcultivo es siempre menor en cultivos de c61ulas

provenientes  de donantes  osteopor6ticas.  El  mayor tamafio  de las c61ulas de donantes

osteopor6ticas puede explicar en parte la diferencia observada en el ndmero de celulas

con que se alcanza la confluencia.

Las  MSCs  obtenidas  de  donantes  controles  y  osteopor6ticas  son  capaces  de

diferenciarse j# 1/7.fro hacia el linaje osteog6nico o adipog6nico, entre otros, dependiendo

del  estimulo  de  diferenciaci6n  que  reciben.  Esta  capacidad  de  diferenciaci6n  esth

presente a trav6s de los distintos subcultivos.

Adipog6nesis j.# tJi./ro.

Tal como se mencion6 en la introducci6n Ofuttall y col,  1998), se ha postulado

que las MSCs provenientes de pacientes osteopor6ticas tendrian aumentado su potencial

de diferenciaci6n hacia el linaje adipog6nico en desmedro de la via osteog6rica.  Para

conoborar  esta  observaci6n  se  analiz6  la capaofdad  de  diferenciaci6n hacia  el  linaje

adipog6rico  que tienen  las MSCs  provehientes  de  donantes  control  y osteopor6ticas

¢igura 5).
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Figura 5: Adipog6nesis de MSCs I.» vdro

Figura 5. Fotografia microscopio de contraste de fases de MSCs provenientes de donantes osteopordticas

en la que se observa:  A.  Tinci6n con oil red donde se observan clararnente en rojo los grinulo8 de grasa

presentes (lox); 8. Aspecto tipico de un adipocito despuds de catorce dies de diferenciaci6n (40x).

Para analizar la capacidad que tienen las MSCs provenientes tanto de donantes

controles como osteopor6ticas para diferenciarse hacia el linaje adipogenico, las celulas

se  cultivaron  en  medio  de  cultivo  adipogenico  como  se  describi6  en  Materiales  y

Metodos.    Los    resultados    muestran   que    las    MSCs    provenientes    de    donantes

osteopordticas  y  de  donantes  controles,  presentan  rna  capacidad  de  diferenciaci6n

adipog6mca diferente, Como se muestra en la tabla 4, la cantidad de adipocitos presentes

en las muestras de pacientes osteopordticas al final del periodo de cultivo es tres veces

mayor que el ndmero de adipocitos que se observa en muestras de donantes controles, lo

cunt concuerda con datos reportados anteriomente por este laboratorio Qodriguez y col,

2000).
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Tabla 4: I)iferenciaci6n a Adipocitos

No Adinocjtos (re]ativo)

Controles 1.0

Ostcopor6ticas 3.1  I 1.1

Tab]a 4. En esta tabla se muestra ct ninero de adipocitos relativo, el cual se defoe como la raz6n entre el

ninero de adipocitos en muestras de donantes osteopor6ticas y el ndmero de adipocitos en muestras de

donantes controles.

Las  diferencias  observadas en la cantidad de  adipocitos generados a partir de

ambos  tipos  de  muestras  se  pueden  explicar  por  diferencias;  a)  en  el  ninero  de

progenitores   presentes  en  la  medula  6sea,  b)  en  la  capacidad  de  diferenciaci6n

adipog5nica de dichos progenitores o, c) en ]a respresta de estos a distintas mol6culas

reguladoras.  Con  el  objeto  de  dilucidar cual  de  las  altemativas  anteriores  explica de

mejor manera los resultados obtenidos, se disefiaron los experimentos siguientes.

Ensayo de unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F).

El ensayo de CFUF permite cuantificar el ndmero de progenitores presentes en

las muestras de m6dula 6sea tanto de donantes controles como osteopor6ticas. Ademas,

permite   ensayar   la   capacidad   de   diferenciaci6n  haofa   el   linaje   osteog6nico   y/o

adipogerico que tienen los precursores.

Las celulas se mantienen en cultivos de baja densidad por doce dias y luego se

cuenta el ninero de colonias de progeritores fomadas. Las colonias se liberan de ]a

placa de cultivo individunlmente, se mantienen en cultivo para ampljficar el ndmero de

c6lulas de cada una de ellas y posteriormente se ensaya su capacidad de diferenciaci6n

hacia  ambos  linajes  celulares.  Los  resultados  obtenidos  muestran  que no  existe  rna
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diferencia  significativa  en  el  ndmero  de  colonias  presentes  en  cultivos  de  MSCs

obtenidas     de     donantes     controles     y     osteopordticas:     12,7+/-5,6     y     14,1+/-2,6,

respectivamente (Figura 6). Este resultado indica la existencia de un ndmero similar de

progeultores  mesenquimaticos  presentes  en  las  muestras  de  medula  6sea  tanto  de

donantes  controles  como  de  donantes  osteopor6ticas.  Este  ndmero  corresponde  a un

porcentaje  muy  pequefio  (0,01%)  del  total  de  c6lulas  mononucleadas  presentes  en  la

medula 6sea de ambos tipos de donantes, Aunque el ninero de colonias es similar en

ambos tipos celulares, datos obtehidos anteriomente en este laboratorio mostraron que

el ndmero de c6lulas por colonia era mayor en las muestras provenientes de donantes

controles que en las muestras provehientes de donantes osteopor6ticas (Carat, 1999), lo

cual se explica por la diferencia en la velocidad de proliferaci6n observada en las MSCs

provenientes de ambos grupos de donantes Qodiguez y col, 1999).

Figura 6: Ndmero de co]onias

Controles                        Osteopor6tJcae

Figtira  6.  Grifico  que  muestra  el  rfumero  de  colorias  obtenidas  a  partir  de  muestras  provenientes  de

donantes controles ®arra de color azul) y osteopor6ticas (barra de color rojo). Los realtados se expresan

como el promedio del ndmero de colonias en cada rna de las muestras ± la desviaci6n estandar. Los datos

mostrndos coresponden al total de muestras utilizadas en este estndio ( I I ).
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Determinaci6n del potencial de diferenciaci6n de las CFU-F

De acuerdo a los resultados presentados en la secci6n anterior, las diferencias

observadas  en  la  diferenciaci6n  adipog6nica  en  muestras  provenientes  de  donantes

controles  y  osteopor6ticas  no  pueden  ser  explicadas  por  el  ndmero  de  progenitores

presentes en la medula 6sea, ya que el ndmero de progenitores presentes en la m6dula

6sea  result6 ser similar en ambos tipos de donantes. Por esto, nuestro siguiente objetivo

fue evaluar el potencial de diferenciaci6n de los progenitores presentes en la medula

6sea de ambos tipos de donantes hacia los linajes osteogenicos y adipogenicos.

Las colonias liberadas individunlmente de la placa de cultivo se amplifican hasta

confluencia y luego  se  ensaya su capacidad para diferenciarse hacia cada uno de los

linajes  celulares mencionados,  en presencia del estimulo de diferenciaci6n especifico.

Los resultados que se muestran en la tabla 5, indican que el potencial de diferenciaci6n

de  los  progenitores  hacia el  linaje osteog6rico y adipog6nico  es  diferente en c6lulas

provenientes de donantes controles y osteopor6ticas.  En las muestras provenientes de

donantes controles se observa que los progenitores presentes en ellas muestran un claro

predominio   del  potencial   de  diferenciaci6n  osteog6nico   (0)  (45,1%),   respecto  al

potencial adipogenico (A) (13,6%). Un 20,8% de los progenitores presenta la capacidad

de  diferenciaci6n hacia ambos  linajes  (O/A), mientras el  22% no tiene capacidad de

diferenciaci6n pro) hacia los linajes eusayados en este estudio. En celulas proveliientes

de donantes osteopor6ticas, se observa rna disminuci6n del potencial de diferenciaci6n

osteog6nico  (30%)  acompafiado  de  un  aumento  en  el  potencial  de  diferenciaci6n

adipog6rico (300/o) de los progenitores. En este tipo de muestras no se observan cambios
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significativos en el porcentaje de progenitores que aparecen como bipotentes (O/A) y

aquellos que no se diferencian ate).

Tabla 5: Potencial de diferenciaci6n de las colonias

0 A 0/A No
O/a 0/o O/a a/o

Controles 45,I ± 6,7 13,6 ± 6.4 20,8 ± 4.2 22.0 ± 6.7
Osteopor6ticas 30.0 ± 4.7 30.0 ± 14.1 16.7 ± 4.7 23.3 ± 4.7

Tab[a  S.  En  esta tabla se muestra el porcentaje de colonias  que se diferencian hack uno u otro lirmje;

oateogenieo (0),  adipog6nico (A), ambos (O/A) o que no se diferencian QJ). Los valores conesponden a

log porcentajes promedios ± su desviaci6n estindar. Se analizaron tres muestras por donante en duplicado.

Ademds de las diferencias observadas en el potenctal de diferenciaci6n de las

celulas progeritoras presentes en la m6dula 6sea, se quiso deteminar la manera como

deteminados factores regulatorios, mas especificamente leptina y Brm,  podrian influir

sobre la diferenciaci6n osteog6nica y/o adipog6nica de ambos tipos de c6lulas.

Efecto de Leptina sobre la diferenciaci6n osteog6nica y adipog6nica de MSCs.

Para   analizar  el   efecto   de   leptina   sobre   ]a  diferenciaci6n   de   las   MSCs

provenientes tanto de donantes controles y osteopor6ticas, las  c5lulas se cultivaron en

medios de diferenciaci6n suplementados con leptina tat como se describe en Materiales

y  M6todos.  Los  resultados  muestran  que  leptina  produce  un  aumento  similar  en  la

diferenciaci6n   osteog6nica   en   ambos   tipos   celulares,   Asi,   mientras   en   muestras

provenientes de donantes controles el aumento que produce la suplementaci6n del medio

de  diferenciaci6n  osteog6nico  con  leptina  (1  ug/ml)  es  de  alrededor  de  un  17%,  en

muestras de donantes osteopor6ticas este aumento es alrededor de un 14% (figura 7). Sin
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embargo, al comparar anbos tipos de donantes se observa una diferencia en los niveles

de dep6sito de calcio,  tanto en presencia como en ausencia de leptina,  siendo mayor

(casi el doble) en muestras provenientes de donantes controles.

Figure 7: Efeeto de leptim sobre la diferenciaci6n osteogchica de MSCs

Co ntro les                 Osteopordti cas

Figura 7. Los resultados se expresan como el calcio total depositado en microgramos, en preseneia ®ams

azul y roja) o ansencia (harras grises) de leptina, por las celulas controles  y ostcopor6ticas.  Ifa diferencia

observada en donantes controles es significativa (*), al igual que la diferencia observada eutre anbos tipos

de donantes (p<0,05).

AI  analizar el  efecto  de  leptina sobre  la diferenciaci6n  adipogenica se obseTva

una inportante diferencia entre ambos tipos celulares. En celulas obtenjdas de donantes

controles  la  presencia  de  leptina  produjo  una  dismjnuci6n  entre  un  50-60%  en  el

porcentaje  de  adipocitos  presentes  en  la  placa  de  cultivo.  Sin  embargo,  en  c6lulas

provenientes de donantes osteopor6ticas no se observan efectos sighificativos de leptina

sobre el ntimero de adipocitos. Es decir, en presencia y ausencia de leptina el porcentaje
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de  adipocitos  es  similar (22,3  y 21,9  respectivamente) (figura  8).El  efecto diferencial

que tiene leptina sobre la diferenciaci6n adipog6ulca en celulas proverientes de donantes

controles es estadisticamente significativo.

Figura 8: Efecto de leptim sobre la diferenciaci6n adipogchica de MSCs

Controles                Ostcopor6ticas

Figure 8..  I.os resultados se expresan como el porcentqje de edipocitos producidos, en presencia ®artus

azul y roja) o ansencia ¢arras gnses) de leptina, por las celulas controles  y osteopor6ticas. La diferenria

observada en donantes controles es significativa (*), al igunl que la difereneia observada entre ambos tipos

de donantes (p<0,05).

El efecto diferencial de leptina sobre la diferenciaci6n adipog6nica sugiere que

pudieran existir diferencias a nivel del receptor de leptina (ndmero y/o afinidad) uhido a

la  membrana  plasmatica  o  bien  a  hivel   de  las  rutas  de  transducci6n  de  sefiales

involucradas. Para esto, estudiamos los receptores de membrana para leptina asociados a

las MSCs provenientes de ambos donantes.
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Determinaci6n de la presencia del receptor de leptina asociado a membrana en ]as

MSCs,

Considerando que el receptor de leptina asociado a membrana en las MSCs debe

jugar un rol fundamental en la respuesta especifica de estas c6lulas y que no ha sido

reportada su presencia en  este tipo  celular,  en esta tesis  estudiamos  la capacidad de

uni6n de  la leptina a MSCs provehientes de pacientes controles y osteopor6ticas, en

condiciones  basales  y  de  diferenciaci6n  osteog6nica  y  adipog6nica.  Los  primeros

resultados mostraron que  los  niveles del receptor de membrana para ambos tipos  de

donantes en condiciones basales de cultivo eran may bajos y  no presentaban diferencias

significativas entre si.  Sin embargo, cunndo las celulas eran sometidas a estinulos de

diferenciaci6n osteog6nicos incrementaban de manera importante su capacidad de uni6n

a leptina con respecto a los valores basales. Por lo tanto, era importante cuantificar los

cambios en los niveles del receptor de leptina en c6lulas a diferentes tiempos de cultivo

en presencia  de estimulos  de  diferenciaci6n osteogenicos  o adipog6nicos.  La figura 9

muestra  la  capacidad  de  union  de  ]25I-leptina  que  tienen  las MSCs  provenientes  de

donantes normales y osteopor6ticas a diferentes tiempos de cultivo en condiciones de

diferenciaci6n  osteog6nica  y  adipogenica.  Los  dates  muestran  que  en  condiciones

basales de cultivo, la capacidad de uni6n de  L25I-leptina es muy baja y es similar para

ambos tipos de c6lulas. Sin embargo, en condiciones de diferenciaci6n osteogchica esta

capacidad de uni6n se incrementa significativamente y este aumento depende del tiempo

de diferenciaci6n (figura 9A).  Tanto  en muestras provenientes de donantes  controles

como  osteopordticas,  1a maxima capacidad de  union se  observa despu6s de 3  dias de

cultivo en condiciones de diferenciaci6n osteog6hicas y es entre 1,5 a 2 veces mayor que
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la  uni6n observada al  comienzo  del periodo  de  diferenciaci6n.  Despu6s  del  dia 3  de

cultivo,  la  capacidad  de  uni6n  de  ]25I-leptina  decae  progresivamente  alcanzando  los

niveles basales alrededor del dia 10 de cultivo.

Figura 9: Capacidad de uni6n de ]25I-Ieptina en el transcurso de la diferenciaci6n

0         2         4         6         8        10
Dias de cultivo

25

20

15

10
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0 0        2        4        6         8        10
Dias de cultjvo

Figure 9. Uul6n de  t25I-leptina durante el transcurso de la diferenciaci6n osteog6nica (A) y adipog6nica

a)  de  c€1ulas provenientes  de donantes  controles (circulos rellenos) y osteopor6ticas (ctrculos vacios).

Los datos se expresan como finoles de ]25I-leptina unida por mill6n de celulas.  Se analizaron tres muestras

por dormte en triplicado.

Es importante hacer notar que durante todo el periodo analizado la capacidad de

union  de  las  MSCs  provenientes  de  donantes  controles  fue  siempre  mayor  que  la

capacidad de union de las celulas obtenidas de donantes osteopor6ticas. Ias condiciones

de cultivo adipog6nicas tambien modifican la capacidad de union de leptina en MSCs

derivadas de donantes controles y osteopor6ticas, pero el patr6n de uni6n que se aprecia

durante  la  diferenciaci6n  adipog6nica  es  diferente  al  observado  en la diferenciaci6n

osteog6nica Q7igura 98).  Asi,  aunque la capacidad de  union de  leptina de  las  c6lulas

control aumenta durante la diferenciaci6n adipogehica, 1a variaci6n mckima de union es
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menor  que  la  observada  en  condiciones  de  diferenciaci6n  osteog6nica  (15,7  y  22,6,

respectivamente). Al igual que lo observado para la diferenciaci6n osteogenica, el valor

mfximo de uni6n se alcanza a los 3 dias de diferenciaci6n. Por otra parte, aunque al final

del periodo  de  diferenciaci6n adipog6nica eusayado  la capacidad de  union de  leptina

disminuye,  los valores continhan siendo mds  altos  que los observados en condiciones

basales. Las celulas osteopor6ticas muestran un incremento en su capacidad de union de

leptina  similar  a la observada en c61ulas  controles,  sin embargo el valor maximo  de

uni6n se alcanza en forma mas tardia (dia 6)(figura 98). La tabla 6 resume la capaof dad

de  uni6n  de  leptina  de  las  MSCs  provenientes  tanto  de  donantes  control  como  de

donantes osteopor6ticas a los tres dias de diferenciaci6n, tiempo de uni6n maxima en las

celulas controles.

Tabla 6: Capacidad de uni6n de leptina

MSCs
Controles                          Osteopor6ticas

Condiciones de cultivo                                           (finol/106 ceHs)

Basal                                        8.2 ± I.8                                    8.6 ± I.3
Osteog6nico                               22.6 ± 3.8a                                19.9 ± 0.9a
Adipog6nico                              15.7 ± 2.oaib                              io.7 ± o.ia,a

Tabla 6. Uhi6n de leptina de donantes controles y osteopor6ticas despu6s de tres dias de diferenciaci6n

osteog6nica   y   adipog€nica.   Los   resultndos   mlestran   significancia   estadistica   al   compararlos   con:
acondiciones basales; h4SCs osteopor6tica§; Ccondiciones osteog6nicas.

Se ve que en condiciones de diferenciaci6n las celulas- osteopor6ticas presentan

menor union a la leptina comparada con las c6lulas controles. As{, mientras en celulas

controles la capacidad de union de  '25I-leptina en c6lulas cultivadas en condiciones de
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diferenciaci6n    osteog6rica    y    adipog6nica    se    incremento    2,7    y    1,9    veces,

respectivamente,  comparadas  con  la  capacidad  de  uni6n  observada  en  condiciones

basales;  en  las  c61ulas  osteopordticas  la capacidad de  union incrementa en 2,3  y  1,2

veces  durante  la  diferenciaci6n  osteogenica  y  adipog6nica,  respectivamente,  al  ser

comparadas con la union en condiciones basales.

Por  otro  lado,  se  quiso  deteminar  la especificidad  de  la uni6n de  la  leptina

marcada con el receptor en ambos tipos de muestras. La leptina no marcada desplaz6 de

manera dosis dependiente la union de la '25I-leptina a la monocapa celular de rna forma

monofdsica. La uni6n de leptina mostr6 rna alta afiinidad comparativa (IC5o = 0.4 ± 0.09

ino y de igual magnitud en MSCs provenientes de donantes controles y provehientes de

donantes osteopor6ticas Q7igura 10A y 108).

Fjgura 10: Curva de desplazamiento

A a
.,

.

-12       -11      -10        L9        i3-12      -11      -10        -9           a

Concentraci6n de Leptina (log M)

Figure  10.  EL  grifico  muestra  la  curve  de  desplazamiento  para  la  uni6n  de  L25I-leptina  durante  el

trauscurso   de   la   diferenciaci6n   osteogdica   de   celulas   provenientes   de   donantes   controles   (A)   y

osteopor6ticas @). Experimento representativo de una muestra par donante en duplicado.
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Efecto de BMP sobre la diferenciaci6n de MSCs.

Para analizar el efecto de BMP sobre la diferenciaci6n osteogchica de las MSCs

provenientes tanto de donantes controles como osteopordticas, las celulas se cultivaron

en medio de diferenciaci6n suplementado o no con BNI-2 (50 ng/ml).

Tal  como  se  menciond,   la  diferenciaci6n  osteogenica  se  determin6  por  el

depdsito de calcio total luego de 12 dias de diferenciaci6n. Los resultadus indican que la

presencia  de   BMP-2   en   el   medio   de   diferenciaci6n  produce  un  aumento   de   la

diferenciaci6n osteogchica tanto en muestras provehientes de donantes controles como

osteopor6ticas.  ha magnitud de dicho aumento es similar en ambos tipos de donantes.

Mientras  en las  celulas provenientes de donantes controles el aunento producido por

BhAI'-2 es de alrededor de un 37%, en c6lulas obtenidas de donantes osteopordticas este

aumento alcanza un 33% (Figura 11 ).

Figura 11 : Efecto de BMP-2 sobre ]a diferenciaci6n osteogenica de MSCs

Contro les                    Osteopor6ticas

Figura 11. Los resultados se expresan como el calcio total depositado en miligranios, en presencia ®arras

azul y roja) o ansencia ®arras grises) de BMP-2, por lag celulas controles  y osteopor6ticas. IA diferencia

observada en donantes ostcopor6ticas cs significativa (*) (p<0,05).
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Determinaci6n de los receptores tipo I pan Bnff en MSCs.

Ya  que  Bun-2  provoca  un  aumento  en  el  dep6sito  de  calcio  de  magnitudes

distintas entre una muestra y otra, se quiso vcr de que manera los receptores tipo I para

BP\ff podrian dr cuenta de estas diferencias. La determinaci6n (identificaci6n) de los

receptores  tipo  I  para BMP  se  realiz6  mediante  ensayos  de  inmunofluorescencia.  Los

resultados se pueden observar  en la figura 12.

Figure 12: Inmunofluorescencias para ]us receptolrs de BMP tipo I

A.
Receptor ti|.I] I-A {AI,K 3)

Basal Osteo
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Basal Osteo Osteo + BRE

Figura  12. I.as microfotografias de inmunofluorescencia muestmn la distribucich de los reccptores para

Bho tipo IA (A) y 18 a) en muestras provenientes tanto de donantes controles (C) como de donantes

osteopototicas  (0),  en condiciones basales y  de  diferenciacich osteogenica de tres  dfas,  en ausencia o

presencia de un estinulo con BMP-2.

Al analizar los resultados para el receptor de BMP tipo IA (ALK 3) en muestras

provenientes  de  donantes  controles,  no  se  observan  diferencias  significativas  en  la

expresi6n o en la distribuci6n del receptor en las c6lulas cultivadas tanto en condiciones

basales como en condiciones de diferenciaci6n osteogdica, en presencia o no de Bhff-

2. Algo similar se aprecia para muestras las provenientes de donantes osteopordticas, en

donde  tampoco  se  observan  diferencias  claras.  Sin  embargo,  los  resultados  para  el

receptor de Bhff tipo 18 (ALK 6) son completanente distintos. Asi, se puede vcr que en

muestras provenientes de donantes controles no se observan diferencias significativas en
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Ia inteusidad de  fluorescencia pero  si  en la distribuci6n del  receptor.  Esto queda de

manifiesto al comparar las c6lulas en condiciones basales con aquellas bajo estimulo de

diferenciaci6n  osteog6nico  con  y  sin  Bra-2,  donde  se  observa  un  cambio  en  la

distribuci6n del receptor, el cunl se localiza en zonas especificas de la membrana. Algo

similar se observa en muestras provenientes de donantes osteopordticas, aunque en este

tiltimo  caso junto con un canbio de distribuci6n tambi6n es posible apreciar un leve

aumento en la inteusidad del receptor. AI comparar las celulas en condiciones basales

entre si, no se observan diferencias importantes ri en la expresi6n ni la distribuci6n del

receptor en la membrana.

Factores de transcripci6n.

La determinaci6n de los factores de trauscripci6n Cbfal  y PPARy en muestras

provenientes tanto de donantes controles como de donantes osteopor6ticas, se realiz6 tal

como se describe en materiales y m6todos. En la figura 13 se muestra un experimento

representativo donde se cuantifica el Cbfal y el PPARv, con sus respectivos controles de

actina,    a    diferentes    tiempos    de    diferenciaci6n    osteogenica    y    adipog6nica,

respectivamente.  En  esta  figura  se  observa  que  el  nivel  de  expresi6n  del  Cbfal  en

condiciones  basales  no  cambia  significativamente  luego  de  someter  a  las  celulas  a

estinulos  de  diferenciaci6n osteog6nica al memos hasta los  5  dias de diferenciaci6n,

tiempo  maximo   ensayado  (figura   13A  y   13C).  Esto  se  observa  tanto  en  celulas

provenientes de donantes controles como osteopor6ticas. Cuando se analizan los niveles

de PPARy durante  la diferenciaci6n adipog6nica,  si se observan cambios importantes

¢igura  138 y  13D).  En condiciones basales,  los riveles de expresi6n del PPARy son
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bastante  similares  entre  anbos  tipos  de  muestras.  En  condiciones  de  diferenciaci6n

adipogendca, tanto las celulas provehientes de donantes controles como osteopor6ticas

aumentan  el  nivel  de  expresi6n  de  PPARy  (i,9  y  2,4  veces,  respectivarnente)  para

posteriormente volver a valores similares a los basales (dia 5), En ambos casos el valor

miximo  se  obtiene  a  las  24  horas  de  diferenciaci6n  adipog6nica.  Sin  embargo,  1a

expresi6n   del   factor   es   un   60%   mayor   en   muestras   provenientes   de   donantes

osteopordticas  y  se  mantiene  por  un  tiempo  mas  prolongade  durante  el  periodo  de

diferenciaci6n estudiado.

Figura 13: Determinaci6n de ]os factores de transcripci6n durante e] transcurso de

la diferenciaci6n
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Fig(Ira   13.   Westemblot   para   Cbfal   (A)   y  PPARy   q3),   con   sus   respectivos   controles   de   actina.

Cuantificaci6n de las bandas para Cbfal  (C) y PPARy @),  normalizadas con actim.  Las lineas de color

rojo representan a las celulas proverientes de donantes osteopor6ticas y las de color negro a las c6hilas

provenientes de donautes controles. Los resultados, correspondientes a dos muestras por tipo de donante,

se  expresan  como  la  raz6n  entre  la  intensidad  media  de  los  factores  v/s  ha  de  actina.  Las  difereneias

observadas entre donantes es significativa (*) ®<0,05).
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DISCUSI0N

Como  consecuencia  del  aumento  sostenido  en  la  expectativa  de  vida  de  la

poblaci6n  en  los  ultinos  afros,   1a  incidencia  de   osteoporosis  postmenopausica  ha

adquirido  cada  vez  mas  relevancia  en  mujeres  tanto  en  Chile  como  en  el  resto  del

mundo.  Esta  patologia,  que  depende  de  mdltiples  factores,  se  caracteriza  por  una

disminuci6n  de  la  nasa  6sea,  con  lo  cual  se  aumenta  la  susceptibilidad  de  sufrir

fracturas,   originando   discapacidad   y   morbilidad   en   personas   mayores,    con   el

consiguiente  gasto  en  salud.  En  los  Estados  Unidos  mas  de  25  millones  de personas

sufren osteoporosis, convirtiendo a esta enfermedad en un grave problema de salud, con

costos   que   superan   los    17   billones   de   d6lares   anuales   QTational   Osteoporosis

Foundation,  USA).  En  Chile,  no  se  dispone  de  datos  estadisticos  detallados  sobre  la

incidencia de la enfermedad y su costo para el Estado y el sector privado. Sin embargo,

en el tiltimo tiempo ha aumentado  la expectativa de vida de la poblaci6n chilena y el

ndmero de mujeres de 60 afros o mas, el principal grupo de riesgo para esta enfermedad,

alcanza el 6,4% de la poblaci6n total segdn el Censo 2002. Hasta aliora son muchos los

estudios, I.# w.vo e j.# vz.fro, que se ham realizado con el fin de dilucidar los on'genes y las

causas de la osteoporosis y de esta manera, disefiar nuevas terapias que pemitan tratar

de  mejor  forma  la  enfermedad,  con  la  consiguiente  rebaja  de  los  costos  que  dicha

patologia implica. A pesar de los mtiltiples  esfuerzos  desplegados,  atn no  se conocen

con exactitud las causas de la enfermedad. Por otra parte, la mayoria de los estudios z.#

v!.fro   han   sido   desarrollados   utilizando   c61ulas   6seas   maduras,   osteoclastos   y/o
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osteoblastos,   siendo   muy  pocos   los   estudios   que   analizan   como   cambios   en   las

caracten'sticas  funcionales  de  las  c6lulas progenitoras  de  osteoclastos  (GM-CFU) y de

osteoblastos Orscs), pueden contribuir en la patogenesis de la enfermedad. Las MSCs

son c6lulas  que poseen  la capacidad  de  autorrenovarse y  que  se pueden  diferenciar  a

distintos fenotipos celulares (Caplan,1991), siendo dos de las vfas de diferenciaci6n mas

importantes  la  osteog5nica y  la  adipogchica.  En  el  tiltimo  tiempo  se  ha postulado  la

"teoria lipidica" para explicar el origen de la osteoporosis, en la cual se propone que en

la m6dula 6sea existe un reemplazo de c6lulas osteog5nicas por tejido adiposo Q'arhami

y col,  1999).  Resultados obtenidos i.# vz.two  apoyan los dates clinicos que muestran un

aumento de tejido adiposo en la m6dula 6sea de pacientes osteopor6ticas, aunque hasta

aliora no se conocen los mecanismos que dan cuenta de este hecho.

Sobre la base de los antecedentes presentados, en esta tesis se quiso estudiar si

existian  diferencias  en  la  capacidad  que  tienen  las  MSCs  obtenidas  de  muestras  de

medula  6sea  provenientes  de  donantes  controles  y  osteopor6ticas  para  diferenciarse

hacia ambos linajes celulares, y determinar si estas diferencias podian ser explicadas por

caracteristicas intrinsecas de los progenitores presentes en la m5dula 6sea o bien por la

respuesta de  estos  frente  a determinados  factores.  Para esto,  se utilizaron muestras  de

m6dula 6sea de ambos tipos  de donantes, para la obtenci6n y posterior estudio  de  las

MSCs presentes en las muestras. Es inportante recalcar que en la actualidad no existen

estudios que utilicen este tipo de c6lulas obtenidas de donantes humanos que presenten

la patologia.  Mas  ath,  la mayoria  de  los  estudios  que  utilizan progenitores  humanos

corresponden a lineas celulares inmortalizadas.
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Los resultados obtenidos en esta tesis muestran algunas similitudes y diferencias

entre  c6lulas  provenientes  de  donantes  controles  y  c6lulas  provenientes  de  donantes

osteopor6ticas. Es asi como las MSCs de donantes osteopor6ticas tienen aumentado su

potencial de  diferenciaci6n  adipog5nico  con respecto  a donantes  controles,  lo  cual no

puede ser explicado por el ndmero de progenitores presentes en la medula 6sea, ya que

este es  similar en las muestras  obtenidas  de ambos tipos de donantes.  Sin embargo, el

analisis  de  los  progenitores presentes  en  la m6dula  6sea  de  ambos  tipos  de  donantes

muestra  diferencias  importantes  a  nivel  del  potencial  de  diferenciaci6n  de  5stos,  as£

como en su respuesta frente a estinulos extemos como ocurre en el caso de la leptina.

La respuesta a Bra-2 fue en ambos tipos de donantes similar, produciendo un aumento

de  la diferenciaci6n osteog6nica.  Tampoco  se observan diferencias  significativas  entre

ambos tipos de donantes en la expresi6n del factor de transcripci6n Cbfal , mientras que

para  PPARy,  se  observa  un  aumento  en  la  expresi6n  durante  la  adipog6nesis  siendo

mayor en donantes osteopor6ticas.

El aumento del potencial de diferenciaci6n adipog6nico observado  en esta tesis

en las MSCs provenientes de donantes osteopor6ticas respecto de las donantes controles

(3 veces mayor) estin de acuerdo con datos obtenidos anteriormente en este laboratorio

Qodriguez y  col,  2000),  que reportan un  aumento  en la diferenciaci6n adipog6nica y

rna disminuci6n de la diferenciaci6n osteogchica en MSCs de donantes osteopor6ticas.

Estos resultados,  obtenidos  a nivel celular,  tambi6n concuerdan con las  observaciones

clinicas  e  histomorfom6tricas  existentes.  Todos  ellos  apoyan  la  idea  que  durante  la

osteoporosis  existe  un  aumento  del  tejido  adiposo  en  la medula  6sea  asociado  a una
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disminuci6n del ndmero de c5lulas del linaje osteogenico Oruttal y col,  1998; Nuttal y

Gimble, 2000).

El   aumento   en  la  diferenciaci6n  hacia  el   linaje   adipog6nico  no  puede   ser

explicado por diferencias en el ndmero de los progenitores presentes en la m5dula 6sea,

ya  que  en  ambos  tipos  de  donantes  el  ninero  de  progenitores  es  similar.  Se  puede

entonces sugerir que en la osteoporosis las celulas progenitoras presentes en la m6dula

6sea   presentan   un   potencial   de   diferenciaci6n   osteog5nico/adipogenico   diferente,

dependiendo del tipo de donante del cual deriven. As£, en la osteoporosis presentan un

potencial osteog6nico disminuido junto con un potencial de diferenciaci6n adipog6nico

aumentado,  lo cual puede ser uno  de  los factores relevantes que expliquen el aumento

del ndmero de adipocitos presentes en la m5dula 6sea de este tipo de donantes y, por lo

tanto, podria dar cuenta, en parte, del reemplazo de la poblaci6n de c6lulas osteog5nicas

funcionales por tejido adiposo QTuttal y col, 1998; Nuttal y Gimble, 2000). Sin embargo,

estos  cambios  en  los potenciales  de  diferenciaci6n  de  los progenitores  no pueden  dar

cuenta  por  si  solos  del  aumento  observado  en  el  ndmero  de  adipocitos  de  donantes

osteopor6ticas con respecto a las donantes controles. Es importante considerar tambi6n

la respuesta  que pudieran tener ambos tipos  de  c6lulas  fi.ente  a  factores  que,  se  sabe,

acthan a nivel 6seo,  como leptina y BMP.  Mas ain, tomando en cuenta que en ambos

tipos de muestra, existe un porcentaje importante (alrededor de un 20°/o) de progenitores

que exhiben tanto uri potencial de diferenciaci6n osteogenico como adipog5nico (O/A).

Por lo tanto, la respuesta que tengan estos progenitores bifuncionales frente a estinulos

como  los  indicados,  podrian  explicar  el  aumento  de  la  diferenciaci6n  hacia  la  linea

adipogenica.  En resumen,  las  diferencias  observadas  sugieren  que  en  la  osteoporosis
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existe un mayor compromiso de los progenitores presentes  en la m6dula 6sea hacia la

via adipogenica y no un cambio significativo en el ninero total de 6stos.

Diversas evidencias indican que leptina puede ser uno de los factores que podrfa

jugar  un  rol  importante  en  la  regulaci6n  de  la  diferenciaci6n  de  las  MSCs.  A  este

respecto,  es  importante  mencionar  que  las  mujeres  postmenopausicas  con  exceso  de

peso  se  encuentran mas protegidas  contra la osteoporosis  que  las personas  delgadas y

que  en  personas  obesas  los  niveles  plasmaticos  de  leptina  se  encuentran  elevados

(Odabasi y col, 2000; Goulding y Taylor,1998; Karsenty, 2001). Sin embargo, atn no se

encuentra rna relaci6n directa entre los niveles elevados de leptina y densidad mineral

6sea. Por otra parte, se ha reportado que cultivos de adipocitos de m6dula 6sea humana y

osteoblastos primarios producen leptina Qeseland y col, 2001 ; Laharrague y col,  1998;

Gordeladze y col, 2002), lo cual sugiere que esta homona podria ser una sefial paracrina

importante entre adipocitos y c5lulas preosteobldsticas en el microambiente de la m6dula

6sea,   es   decir  podria   tener  un  rol   en   el   compromiso   y/o   diferenciaci6n   de   los

progenitores.  Tambi6n existen evidencias que muestran una acci6n directa de leptina a

nivel  celular  (Thomas  y  col,   1999).  Serfa  muy  importante  entonces  deteminar  los

niveles  locales  de  producci6n  de  leptina,  que  pudieran  dar  cuenta  de  rna  acci6n

paracrina en la m6dula 6sea y los factores que pudieran estar regulando  el nivel de su

sintesis. Con estos antecedentes, se analiz6 el efecto de leptina sobre las MSCs obtenidas

de   donantes   controles   y   osteopor6ticas   durante   la   diferenciaci6n   osteog6nica   y

adipog6nica.

El efecto de leptina observado por nosotros sobre las MSCs controles concuerda

con los datos obtenidos por otros autores en lineas celulares estromales de m6dula 6sea
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hunana  (Thomas  y  col,   1999).   En  ambos   casos   se  reporta  una  inhibici6n  de  la

diferenciaci6n adipog6nica por efecto de la leptina junto con favorecer la diferenciaci6n

hacia el linaje osteog6nico. Esto sugiere fuertemente que la acci6n protectora de leptina

contra  la  osteoporosis  observada  en personas  obesas  se  puede  explicar por  la  acci6n

directa de la hormona sobre las celulas progenitoras 6seas (Thomas y Burguera, 2002).

En condiciones normales leptina ejerce su efecto a traves de su receptor de cadena larga,

el  cual  es  el  hnico  capaz  de  transducir  la  sefial,  activando  la  ruta  de  sefializaci6n

JAK/STAT QTigura 14). Asi, STAT3 activa la ruta de las MAP quinasas lo que conlleva

a  la  activaci6n  de  las  ERKs  a-ERKs),  las  cuales  son  capaces  de  favorecer  tanto  la

diferenciaci6n  osteog6nica  como   de  inhibir  la  diferenciaci6n  adipogenica  (Jalswal,

2000). Estos efectos estin asociados con la activaci6n del factor de transcripci6n Cbfal

y la inhibici6n del factor de transcripci6n PPARy, ambos por fosforilaci6n mediada por

p-ERKs (Xiao, 2000; Adams,  1997). Por otra parte, en ratones se ha demostrado que el

receptor de cadena corta para leptina es incapaz de activar la ruta de las STAT (Ghilardi,

1996). Es importante recalcar que en la actualidad no existen estudios sobre la acci6n de

la   leptina  en  MSCs  provenientes   de   donantes   osteopor6ticas.   Nuestros   resultados

muestran que, a diferencia de lo que ocurre con las c51ulas controles, leptina no inhibe la

diferenciaci6n de las MSCs de  donantes osteopor6ticas hacia el linaje adipog6nico. Es

decir,   en  este  tipo   de   donantes   leptina  no   seria  capaz  de  revertir  el  proceso   de

diferenciaci6n adipog6nico. Este efecto diferencial podria ser explicado por diferencias

en el mecanismo de acci6n, diferencias a nivel del receptor de membrana para leptina o

por diferencias en el mecanismo de transducci6n de la sefial. El ensayo de uni6n de ]25|-
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leptina,  el  primero  en  analizar  la  proteina  de  uni6n  leptina  en  MSCs,  mos  permiti6

determinar la alta afmidad de uhi6n a leptina de las MSCs de ambos tipos de donantes,

datos que estin de acuerdo con aquellos reportados para receptores de leptina en otros

tipos celulares @arr y col,1991; Liu y col,  1997). Aun cuando las MSCs provenientes

de donantes osteopor6ticas presentan diferencias en la capacidad de union a leptina con

respecto  a  las  c61ulas  controles  bajo  condiciones  de  diferenciaci6n  adipogchicas,  esta

diferencia no logra explicar del todo la ausencia de respuesta por parte de las MSCs de

donantes osteopor6ticas frente al estinulo con leptina en la adipog5nesis. A su vez, es

inportante mencionar que el ensayo de uni6n no es capaz de distinguir entre el receptor

de  cadena  corta  y  larga.  Estas  evidencias  mos  permiten  sugerir  entonces  que  en  la

osteoporosis podia existir una mayor expresi6n del receptor de cadena corta (OBR-C)

en desmedro del receptor de cadena larga (OBR-L), lo cual resultarfa en una deficiencia

en activaci6n de la ruta JAK/STAT (Figura  14). De acuerdo a lo  indicado mas arriba,

esta deficiencia favoreceria  la adipog5nesis y reduciria  la osteogenesis.  Aunque  el rol

exacto del receptor de leptina de cadena corta aun se encuentra en estudio, se cree que

podria  actuar  como  un  reclutador  de  leptina  y  de  esta  manera  ayudar  a  bajar  las

concentraciones   de   leptina  libre   en   el  suero   (Ghilardi,   1996).   Por  lo  tanto,   seria

interesante  el determinar la proporci6n en que  se encuentran  los receptores  de  cadena

larga y corta en ambos tipos de c6lulas, y vcr de que manera estos receptores afectan la

ruta de transducci6n de sefiales y la expresi6n de genes caracteristicos de ambas vias de

diferenciaci6n.
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FIGURA 14: Resumen de [os resu]tados

Figure 14. Cundro resumen que muestra los principales resultados obtenidos en esta tesis y las principales

rutas  de  sefializaci6n  involueradas  en  los  procesos  de  diferenciaci6n  ostcog6nico  y  adipog6nico.  Iras

flechas rojas indican el comportamiento esperado de celulas osteopor6ticas frente a leptina y BMP.

Tambich se puede postular que leptina puede ejercer su rol protector activando la

sintesis j.# s!./# de estradiol, ya que se sabe que los estr6genos son agonistas osteogenicos

y   antagonistas   de   la   adipog6nesis   @ani,   1999)   y  por   lo   tanto  juegan   un   papel

fundamental  en  el proceso  de  remodelaci6n  6sea.  Se  sabe  que  leptina,  en  otros  tipos
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celulares,  induce  la  expresi6n  de  la  enzima  aromatasa,  enzima  que  transforma  el

andr6geno  circulante  en  estr6geno  o  estradiol  (Catalano,  2003),  via  ERKs  y  AP-1

Q]igura  14).  Esto  es  muy  importante  ya  que  6sta  es  la  fuente  mas  significativa  de

estr6genos despu6s de la menopausia. Por lo tanto,  sera muy interesante  determinar el

efecto de  leptina sobre aromatasa en donantes  osteopor6ticas, para ver si diferencias a

este nivel podrian dar cuenta del rol de leptina en este tipo de donantes.

En resumen, nosotros observamos un efecto directo de leptina sobre las MSCs y

que   este   efecto   es   diferencial   en   MSCs   provenientes   de   donantes   controles   y

osteopor6ticas.  Asi,  en  celulas  controles  leptina  ejerci6  efectos  osteogenicos  y  anti-

adipog6nicos, pero en c6lulas osteopor6ticas el efecto anti-adipog6nico es elininado por

completo.

Los datos sobre la acci6n de BMP-2  son concordantes con los datos reportados

en  la  literatura  que  indican  que  las  BMPs  estinulan  la  actividad  osteog6nica  de  las

MSCs, e inhiben el proceso adipog5nico (Gimble y col,1995). Es importante mencionar

que  el  efecto  estimulatorio  de  BMP-2  sobre  la diferenciaci6n  osteog6nica  fue  similar

para ambos tipos de donantes. Por otra parte, es inportante recordar que la transducci6n

de sefiales producida por el estinulo con BMP requiere de la formaci6n de un complejo

entre  los  receptores  de  BMP  tipo  I  y  tipo  11  con  su  ligando,  luego  de  lo  cual  este

complejo  heterodimeriza  y  es   capaz  de  transducir  la  sefial  via  proteinas   SMAD

(Massagu6,  1998). Esto fmalmente lleva a la activaci6n de la transcripci6n de Cbfal, el

cual  en  su  forma  fosforilada  es  capaz  de  incrementar  la  osteog6nesis  (Shui,  2003)

Q7igura 14). Recientemente se han caracterizado dos receptores tipo I para BMP: tipo IA

y  tipo  18,  los  cuales  transmiten  sefiales  diferentes  a  la  c5lula.  El  analisis   de  los
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receptores de membrana para BMP, revel6 que no existian diferencias importantes ni en

la intensidad ni  en  la  distribuci6n  del receptor de  membrana tipo  IA  para  BMP.  Las

diferencias observadas en la distribuci6n de los receptores tipo 18 de BMP en el proceso

de   diferenciaci6n,   sugieren   que   la  activaci6n   de   estos   receptores  juega  un  papel

fundamental en la diferenciaci6n de las c6lulas progenitoras a osteoblastos o adipocitos,

tal como ha sido descrito por otros autores (Chen y col,1998); los cunles muestran que

la  supresi6n  de  la  funci6n  del  receptor tipo  18  de  Bhff  tiene  como  consecuencia  la

p6rdida  de   la  capacidad  de  las   c6lulas   de  diferenciarse  hacia  la  via  osteog6nica,

describiendo   por   lo   tanto   a   estos   como   los   receptores   asociados   a   esta  via   de

diferenciaci6n.  Estos  resultados  permiten  sugerir  que  el  estinulo  de  diferenciaci6n

osteogchico produce cambios de distribuci6n en los receptores tipo 18 con respecto a las

condiciones basales y que estos canbios son similares en ambos tipos de donantes. Esto

concuerda con el aumento de la diferenciaci6n osteog6nica observada en ambos tipos de

donantes   frente   al   estinulo   con  BMP-2.   Sin   embargo,   no   se   observan   cambios

significativos ni de intensidad ni de distribuci6n de  los receptores al  ser sometidas las

c6lulas  de  ambos  donantes  al  estinulo  con  BMP-2,  comparadas  con  c5lulas  bajo

condiciones  de  diferenciaci6n  osteogchica.  Por  lo  tanto,  Bhff-2  ejerceria  su  efecto

estimulatorio  sobre  la  osteog6nesis  a trav6s  de  su receptor tipo 18  en ambos  tipos  de

donantes,   lo  cual  concuerda  de  buena  manera  con  los  cambios  observados   en  la

distribuci6n de este receptor bajo condiciones de diferenciaci6n osteog6nicas.  Sin duda,

resultaria  muy  inportante  el  estudio  del  efecto  de  BMP-2  sobre  la  diferenciaci6n

adipogchica de ambos tipos de donantes y el rol que el receptor tipo IA cumple en este

proceso. Aun cuando se sabe que la sefial de BMP-2 por medio del receptor tipo IA es
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capaz de inducir la expresi6n de PPARy (Chen y col,1998), no se conoce con exactitud

la  ruta  de  sefializaci6n  involucrada  (Figura  14).  Por  otra  parte,  tampoco  se  sabe  si

existen diferencias en la expresi6n de  este receptor bajo condiciones  de diferenciaci6n

adipog6nicas  en  donantes  osteopor6ticas,  lo  cual hace  muy  interesante  su  estudio.  EI

conocer el efecto de BMP sobre de la diferenciaci6n osteogchica puede resultar de vital

importancia en el disefio de nuevas terapias contra la osteoporosis.

Se   sabe   que   las   BMPs,   entre   otras   cosas,   participan   directamente   en   la

diferenciaci6n  de  c5lulas  de  hueso,  estinulan  la  sintesis  de  colageno  tipo  I  y  son

componentes integrales de la matriz extracelular 6sea (Chen y col,  1997), lo cual apoya

la idea de que el microambiente de la m5dula 6seajuega un papel clave en el proceso de

remodelaci6n 6sea. Asi por ejemplo,  la uni6n de determinados factores de crecimiento

(FC)  a  receptores  especificos  de  membrana  es  capaz  de  inducir  la  diferenciaci6n

osteog6nica, al igual que la interacci6n de ciertas integrinas con proteinas caracteristicas

de la matriz extracelular (MEC) tales como coligeno tipo I (Figura 14). Esta inducci6n

de la osteog6nesis mediada por estos factores  se encuentra relacionada principalmente

con  la  activaci6n  de  la  ruta  de  las  MAP  quinasas  las  cuales,  tal  como  se  dijo

anteriormente, regulan la actividad de Cbfal y PPARy Q]ranceschi, 2003).

Tal   como   se   mencion6   en   la   introducci6n,   los  procesos   de   diferenciaci6n

osteog5nicos y adipog6nicos involucran la expresi6n de genes maestros asociados a cada

fenotipo: Cbfal y PPARs, respectivamente. Cabe mencionar que la region del promoter

de   genes   caracteristicos   de   osteoblastos,   tales   como   osteopontina,   osteocalcina   y

sialoproteinas  del  hueso,  contiene  secuencias  de  uni6n  a  Cbfal.  Por  otra  parte  la
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supresi6n de  Cbfal  resulta en una completa p5rdida en la  capacidad de  formaci6n de

hueso. Los resultados de expresi6n de Cbfal  en c6lulas controles estin de acuerdo con

los datos de la literatura que muestran que en celulas de hueso de m6dula 6sea humana

existe rna expresi6n constitutiva del factor que no  se ve  alterada bajo  condiciones  de

diferenciaci6n  osteogchica.  Sin  embargo,  si  observa  un  aumento  en  la  actividad  de

Cbfal bajo condiciones de diferenciaci6n osteog6nicas (Shui y col, 2003) a trav5s de la

determinaci6n de  la cantidad de proteina fosforilada.  Como  se vio  anteriormente,  esta

activaci6n serfa mediada por las ERKs, las cuales son activadas por una gran variedad de

factores  presentes   en  el  microambiente  de   la  m5dula  6sea.   Por  lo  tanto,  parece

importante   estudiar   el   rol   que   pudiese   tener   la   activaci6n   de   este   factor   ante

determinados estimulos mss que diferencias en la expresi6n en alnbos tipos celulares.

En  el  caso  de  PPARy,  los  datos  muestran  que  este  factor  se  expresa  mas

tardiamente  durante  el proceso  de  diferenciaci6n  adipog6nico,  lo  cual  sugiere  que  la

funci6n  de  este  factor  estaria relacionada  con  la  diferenciaci6n terminal  a  adipocitos,

mas que con el compromiso de las c6lulas progenitoras. Es importante hacer notar que

algunos resultados obtenidos sugieren que PPARy2 regula negativamente la plasticidad

de  las  c6lulas  de  estroma  suprimiendo  la  expresi6n  de  Cbfal,  lo  que  produce  una

disminuci6n de la sintesis de mol6culas producidas por osteoblastos a,ecka-Czemick y

col,   1999).  Los  resultados  observados  y  la  relaci6n  existente  entre  los  factores  de

transcripci6n  PPARy  y  Cbfal,  pueden  ser  inportantes  para  explicar  las  diferencias

observadas  en  los  potenciales  de  diferenciaci6n  de  los  progenitores  presentes  en  la

m5dula 6sea, y por lo tanto de las diferencias observadas en el ndmero de adipocitos. Se

58



puede decir entonces que durante la osteoporosis existe rna mayor expresi6n de PPARy

por parte de los progenitores, el cual junto con facilitar la diferenciaci6n adipog6nica de

los mismos, podria estar inhibiendo la diferenciaci6n hacia la via osteog6nica.

En  resumen,   los  resultados  obtenidos  en  esta  tesis  indican  que  durante  la

osteoporosis   existe   una   diferenciaci6n   preferencial   de   las   MSCs   hacia   el   linaje

adipog6nico,  lo  cual puede  ser  explicado  en parte por  diferencias  en  la  capacidad  de

diferenciaci6n  que  tienen  los  progenitores  presentes  en  la  m6dula  6sea,  y  no  por

diferencias en el ndmero de progenitores. Tambi6n las celulas progenitoras obtenidas de

ambos tipos de donantes responden de manera diferencial frente a estinulos como es la

presencia  de  leptina  y  BIVI'-2.   Tambi6n  parece  ser  relevante  en  la  diferenciaci6n

preferencial  hacia  adipocitos  la  expresi6n  diferencial  de  los  factores  de  transcripci6n

Cbfal    y   PPARy   involucrados   en   la   diferenciaci6n   osteog6nica   y   adipog6nica,

respectivamente.

Ya que no  se  conoce  el mecanismo  a trav6s  del  cual leptina y BMP  ejerce un

efecto diferencial sobre las MSCs de ambos tipos de donantes, las altemativas de estudio

para el futuro son variadas. Sin duda, resultaria muy interesante estudiar que ocurre con

las rutas de sefrolizaci6n de estas celulas luego de ser sometidas a los distintos estinulos

de  diferenciaci6n.  Recordemos  que,  como  se  dijo  anteriormente,  tanto  leptina  como

BhAI's  se  unen a receptores  especificos  de  membrana,  dando  inicio  a una  cadena  de

transducci6n de sefiales.  Sen'a interesante tambien ver la manera en que responden las

MSCs provenientes de ambos tipos de donantes frente a los factores estudiados, para vcr

si en conjunto pueden ser considerados como un tipo de terapia altemativo.
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El  conocer  los  mecanismos  involucrados  en  la  diferenciaci6n  osteogenica  y

adipog6nica  en  ambos  tipos  celulares,  permitiria  el   disefio   de  nuevas   altemativas

terap6uticas.    Asi,    compuestos    que    produzcan    inhibici6n    de    la    adipogenesis

conjuntamente   con  favorecer  la  diferenciaci6n  osteog6nica,  pueden  ser  de  mucha

utilidad en terapias contra la osteoporosis. Es  importante mencionar que estas terapias

que  modulen  la  diferenciaci6n  celular  a  nivel  de  la  medula  6sea  deben  ser  6rgano-

especifico, ya que si ella compromete el tejido adiposo extramedular,  su acci6n puede

ser contraproducente.
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CONCLUSIONES

1.   Las  MSCs  provenientes  de  donantes  osteopor6ticas  tienen  una  capacidad  de

diferenciaci6n adipog6nica significativamente mayor a la de donantes controles.

2.   La mayor capacidad de diferenciaci6n adipog5nica de las MSCs provenientes de

donantes  osteopor6ticas  se  debe,  en parte,  a  diferencias  en  los  potenciales  de

diferenciaci6n de los progenitores presentes en la medula 6sea y no a diferencias

en el ndmero de estos.

3.   La  adici6n  de  leptina  o  BNI'-2  al  medio  de  diferenciaci6n  produce  efectos

diferentes en ambos tipos  de  donantes.  Aun cuando no  se observan diferencias

significativas  entre  anbas  donantes,  el  aumento  siempre  es  mayor  en  c61ulas

provenientes de donantes controles.

4.   Los  factores  estudiados pueden  ser  de  mucha  utilidad  en  terapias  altemativas

contra  la  osteoporosis,  lo  cual  contribuina  a  rebajar  los  altisinos  costos  que

genera esta enfemedad.
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