
ücH-(
f5b'( eL
, - t"¡ s"l
c"/

UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE PREGRADO

EsrnerecrA DE Tenrpn GÉn¡rce PARA

OsreoceNEsrs IupenrecrA EN CÉluus
TRot¡cnles Mgse¡¡ourrvlÁncAs ur! LrzAN Do uNA

RIaozItUIR INDEPENDIENTEMENTE DE uI MUTRC¡ÓN

oel GeN collnl

Tesis para optar altítulo profesional de lngeniero en

Biotecnología Molecular

CRROttttR ltr¡CRlp AUrRS HrRNA¡¡oez

Director de Tesis: Dra. Paulette Conget

Patrocinante: Dra. María Rosa Bono

Santiago-Chile
2003



ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS - UNTVERSIDAD DE CHILE

«ESTRATEGIA DE TERAPIA GENICA PARA OSTEOGENESIS IMPERFECTA
EN CÉLULAS TRONCALES MESENQUÍMATICAS UTILIZANDO UNA

RTBoZIMA INDEpENDIENTEMENTE DE LA MUTACTóN our- crx col- 1A1'

Memoria
parcia-l de los
Molecular.

de Título entregada a La Universidad de Chile en cumplimiento
requisitos para optar a1 Títu1o de Ingeniero en Biotecnología

CANOLIIÍA INGRID ATLERS HERN,.{ITDEZ

Comisión de Evalueción de la Memoria de

Dr. José Minguell Uribe
Presidente Comisión

Dr. Yedy Israel Jacard

2003Santiago de Chile,

Dlrectora de



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. pautette Conget por su ¡nagotabte espíritu docente, y por supreocupación por la persona más que por el alumno.

A mi tamitia, m¡ madre por su esfuerzo y a mi hermana por su constanteapoyo e incondicionatidad en agueilos momentos.

A V¡ctor quien de ser un cgmpañero má
indispensabte en mi v¡da. 

ulr'ttPqtteto rnas se COnvi¡tió en atgu¡en

A los integranfes del Programa de Terapias Génicas y ceturares detINTA' en especiar at Dr' José Mingue, y a ta Dra. ceciria Rojaspor fodos sasconseTbg a Arejandro por aregrar er trabajo, a María José por regararme unpoco de su tiempo.

A la Dra. Sophia Millington_Ward por su excele
a todos tos intesrantes det Departamento ae Genet¡)"J#liiJr-"íiI[;J

A la Dra. María Rosa Bono por su ayuda en la conecc¡ón del escrito deesfa fes¿s.

Y a todos aquertos gue me dejaron argún buen recuerdo...



TABLA DE CONTENIDO

Página

TNTRODUCCIÓN .................... ........................... 1

Bases moleculares de la Osteogenesis lm perfecta .........2

Bases celulares de la Osteogenesis lmperfecta ...................................... 5

Alternativas terapéuticas existentes para Osteogenesis lmperfecta ....... 6

Estrategias metodológicas para bloquear select¡vamente la expresión de

un gen ............ .................. I
Ribozimas ........................ I
Ribozimas y Osteogenesis lmperfecta ........................... 11

Células Troncales Mesenquimáticas................... .......... 14

H|PÓTESIS ....... 16

METODOS ........ 19



1. Cultivos celulares .... .... 19

La Obtención y cultivo de células troncales mesenquimáticas humanas

19

1.b Criopreservación de células troncales mesenquimáticas humanas

1.c Genotipificación de células troncales mesenquimáticas para el SNP

3210 del gen col1a1 .......20

Recuentos celulares ..............................21

2.a Número de células nucleadas .........21

2.b Número de células tota|es............. ...........................21

2.c Número de células adheridas . . . .22

Viabilidad celular............ .. .. . . .. . ...22

Diferenciación de células troncales mesenquimáticas humanas ........... 23

4.a lnducción osteogénica ...... . .. ...23

4.b Ensayo espectrocolorimétrico para medir actividad fosfatasa alcalina

.................. ...... 23

Xenotrasplantes ...............,..... ................24

5.a Marcación de élulas troncales mesenquimáticas humanas con

oFSE..... .. ... ................25

5.b lnfusión de células troncales mesenquimáticas humanas en ratones

inmunodeficientes .............,.... .........-...... 25

20

3.

4.

5.

iii



6.

5.c Detección de células troncales mesenqu¡máticas marcadas con

CFSE en cortes de tejidos ............ ........26

5.d Detección de células troncales mesenquimáticas humanas por PCR

en muestras de DNA genómico de tejidos murinos .......26

i) Extracción de DNA genómico de tejidos .........27

ii) Extracción de DNA genómico de suspensiones celulares ...... 28

iii) lntegridad y pureza del DNA ........................... 29

iv) Cuantificación de DNA ............ 30

v) PCR para B-globina humana ........................... 30

Transferencia génica con vectores retrovirales ............. 33

6.a Vectores utilizados ........................... 33

6.b lnfección de élulas troncales mesenquimáticas humanas ............. 36

6.c Determinación de la eficiencia de la transferencia génica ............... 36

i) Tinc¡ón con X-gal y análisís microscópico ........ 36

ii) Tinción con FDG y análisis por citometría de flujo ..................37

6.d Selección de células troncales mesenquimáticas transducidas ...... 37

Expresión de colágeno I ...................... .......................... 38

7.a Cuantificación a nivel de mRNA .............................. 38

i) Extracción de RNA ................... 38

li) Cuantificación de RNA ............ 39

iii) RT-PCR de tiempo real para collal ............ .. . . .. .... 39

iv) Curva estándar para col1a1 . ... . ... . .. ... 41

7.



v) RT-PCR de tiempo real para gapdh ...................................... 43

vi) Curva estándar para gapdh ............................ 45

vii) Determinación del número de copias del mRNA col1a1

normalizado por gapdh ................ 45

7.b Cuant¡ficación a nivel de proteína .. .. . . ............. . 46

¡) lnmunoensayo ligado a enzima tipo sandwich para colágeno 146

ii)Cuantificación de proteínas totales ..........................................47

RESULTADOS .............,........... 48

l. Trasplantabilidad de células troncales mesenquimáticas humanas

1. Efectos secundarios de la infusión intravenosa de células

troncalesmesenquimáticashumanas ... ...48

2. Análisis de la presencia de células troncales mesenqu¡mát¡cas

humanas en tejidos murinos ......,................... 48

2.a Consecuencias celulares de la marcación con CFSE ..... 49

2.b Biodistribución de células troncales mesenquimáticas

humanas marcadas con CFSE . . . 52

2.c PCR para B-globina humana selectivo y de alta sensibilidad

2.d Biodistribución a corto plazo de células troncales

mesenquimáticas humanas ........................... 56

48

54



2.e Biodistribución a largo plazo de células ironcales mesenquimáticas

humanas ................... 59

ll. Transducción de células troncales mesenquimáticas humanas con

vectores retrov¡rales y efectos de la presencia de la ribozima Rzpollal

sobre la expresión del gen col1al ............ ..... .... ..,....61

1. Determinación de los protocolos óptimos de transducción y de

selección de células troncales mesenquimáticas transducidas .. 61

2. Efectos moleculares de la ribozima Rzpoll al sobre la

expresión del gen col1a1 ............ ..............,.... 65

2.a Reducción de los niveles de mRNA col1a1 .....,............... 66

2.b Reducción de los niveles de proteína colágeno I ............. 68

3. Consecuencias celulares de la la expresión de Rzpoll a1

movilizada porel vector retroviral RNL-Pol ........ . ......... 68

3.a Efectos sobre la proliferación de células troncales

mesenquimáticas ................... ........................ 68

3. b Efectos sobre la diferenciación osteogénica de células

troncales mesenquimáticas ............._..... .........71

DlscusrÓN .................... . ..74

l. Trasplantabilidad de células troncales mesenquimáticas humanas

............74

ll. Efectos de la ribozima Rzpollal sobre la expresión del gen col1a1 . BO



l. Trasplantabilidad de células troncales mesenquimáticas humanas

74

ll. Efectos de la ribozima Rzpollal sobre la expresión del gen col1a1 . 80

l. Transducción de células troncales mesenquimáticas con

vectores retrovirales ............... 80

2. Efectos moleculares de la presenc¡a de la ribozima Rzpollal

sobre la expresión del gen col1a1 ............ ... .. .. .... . .......... 82

3. Consecuencias celulares de la de la expresión de Rzpollal

movilizada por el vector retrov¡ral RNL-Pol ..... ...................... 85



ír.¡orce DE FtcuRAS

Página

Figura 1: Sintesis de colágeno I 3

Figura 2: Representación esquemática de los vectores retrovirales 34

LZRNL y RNL-Pol

Figura 3: Estructura primaria y secundaria de la ribozima Rzpollal 35

Figura 4: Efecto de la marcación con CFSE sobre la proliferación de 50

células troncales mesenquimáticas

Figura 5: Efecto de la marcación con CFSE sobre la diferenciación 51

osteogénica de élulas troncales mesenquimáticas

Figura 6: Detección de células troncales mesenquimáticas humanas 53

marcadas con CFSE en cortes de pulmón murino

Figura 7: Análisis de Tm para los productos de PCR del gen B-globina 55

humano

Figura 8: Cinética de biod¡stribución de células troncales 58

mesenquimáticas humanas

Figura 9: Niveles de mRNA col1a1 en élulas troncales 67

mesenquimáticas control y celulas troncales mesenquimáticas

transducidas con el vector retroviral RNL-Pol, 5 y 30 días post-

infección

viii



Figura'10:

Figura '1 1:

Figura 12:

Niveles de colágeno I en células troncales mesenquimáticas 69

control y transducidas con el vector retroviral RNL-Pol, 5 y 30 días

post-infección

Efecto de la expresión de Rzpollal sobre la proliferación 70

de células troncales mesenquimáticas

Efecto de la expresión de Rzpollal sobre la diferenciación 72

osteogénica de células troncales mesenquimáticas

ix



í¡ro¡cE DE TABLAS

Página

fabla 1: Programa utilizado para las reacciones de PCR de tiempo real 31

para p-globina humano, en el sistema LightCycler

fabla2 Part¡dores utilizados en el RT-PCR para col1al y para gapdh 40

Tabla 3: Programa utilizado para las reacciones de RT-PCR para 42

col1a1, en el sistema Lightoycler

Tabla 4: Programa utilizado para las reacciones de RT-PCR para 44

gapdh, en el sistema LightCycler

Tabla 5: Biodistribución a largo plazo de Células Troncales 60

Mesenquimáticas humanas

Tabla 6: Resumen de los resultados de transducción de MSC humanas 64

con el vector retroviral LZRNL

X



ABREV]ATURAS

p-gal p-galactosidasa

cr-MEM medio mínimo esencial alfa

CFSE 5(y6) carboxifluoresceina d¡acetato,

succinimid¡l ester

CICP propéptido carboxilo terminal de colágeno I

CMN células mononucleadas

CMV citomegalovirus

ELISA-Sandwich lnmunoensayo Ligado a Enzima tipo Sandwich

FDG fluoresceina di-B-Dgalactopiranosido

mRNA RNA mensajero

MSC células troncales mesenquimáticas

neo neomicina fosfotransferasa

Ol Osteogenes¡s lmperfecta

PBS tampón fosfato salino

PCR reacción en cadena de la polimerasa

pfu un¡dad formadora de placa

Pl ioduro de propidio

pNF p-nitrofenol



RSV virus sarcoma rous

RT-PCR reacción en cadena de la polimerasa con

transcripción reversa

SFB suero fetal bovino

SNP polimorfismo de nucleótido único

TA temperatura ambiente

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil p-D-galactosido

xI



RESUMEN

La Osteogenesis lmperfecta (OI) corresponde a una enfermedad autosóm¡ca dom¡nante
negat¡va, que se man¡f¡esta a nivel sistém¡co. Es producida por mutac¡ones en los genes col1e1 o
col1a2, que codifcan para las cadenas pro-q. del colágeno l, pr¡nc¡pal componente de la matriz
elitracelular de los huesos. Se ha descrito uná extensa lista de mutaciones asociadas con Ol,
siendo las más comunes camb¡os de una base que resultan en el reemplazo de una glicina por otro
aminoácido, a consecuenc¡a de lo cual adopta una conformac¡ón alterada, por lo tanto hay un mal
ensambla.le de la fibra de colágeno ly con ello una m¡neralización ósea defectuosa. Debido a la
gran cantidad de mutaó¡ones que pueden generar Ol el desarrollo de terapias dir¡gidas contra cada
una de estas mutac¡ones ¡mpl¡caría costos y tiempos de producción elevadísimos. Como alternativa
hemos propuesto util¡zar como secuencia blanco un polimorf¡smo de nucleótido ún¡co (SNP) que
está ampliamenle representado en la población, así al localizarse en el mismo alelo que presenla
la mutac¡ón, perm¡tiría aumentar el número de pac¡entes a trater con una misma herramienta
terapéut¡ca, por ejemplo con una ribozima que bloquee la expresión del alelo mutado manteniendo
la expresión del alelo normal en los osteoblastos. Se ha descrito que las MSC son capaces de
d¡ferenciarse a un gran número de tej¡dos, como tejido óseo (principal tejido afectado en Ol) y se
ha demostrado que MSC trasplantadas en an¡males con ol producen un aumento de colágeno y
del contenido mineral en los huesos de los receptores. Así la hipótesis de este traba.lo fue: las
MSC, dada su capácidad de ser trasplantadas y destinadas al lejido óseo, son el blanco celular
ideal para estrategias de terap¡a génica para Ol ut¡l¡zando una riboz¡ma que no depende de la
mutación del gen col'l a'l .

Se evaluó la trasplantabil¡dad de las MSC humanas. Para ello las células se infundieron
intravenosamente en ratones ¡nmunodeficientes adultos en estado eslable, y se analizó la
presencia de células humanas en los d¡st¡ntos tej¡dos por PCR para el gen p-glob¡na humano. No
se observaron efectos secundarios en los receptores hasta 13 meses post-infusión. Se observó
que las MSC ¡nfund¡das ¡ntravenosamente se d¡slribuyen por el organismo y permanecen sólo en la
medula ósea y bazo, siendo estos los tejidos blanco de destinación de las MSC, y luego son
redesl¡nadas hacia otros tej¡dos mayoritariamente mesenquimáticos, siendo estos los primeros
resultados reportados de biodistribuc¡ón c¡nética de MSC.

Luego se evaluó, en MSC heterocigotas (T/C) para el SNP 3210 del gen col1a1, los efectos
de la presencia de la riboz¡ma cabeza de martillo Rzpollal (dirigida contra el alelo T de este gen)
sobre la expresión del gen col1a1 . Para ello las células se ¡nfectaron con el retrovirus recombinante
RNL-Pol, vector no repl¡cativo bic¡strón¡co que codifica para la ribozima Rzpollal bajo el control de
los promotores LTR y CMV y el gen neo bajo el control del promotor RSV. Los niveles de mRNA
colla'l se determ¡naron por RT-PCR cuant¡lativo y los valores se normalizaron por los niveles de
mRNA gapdh. A los 5 y 30 días postinfecc¡ón se observó una reducción del 6070 de los niveles de
mRNA colla1 en las MSC transducidas respecto de MSC control. Por lo tanto la expresión de la
r¡bozima provocó una disminución en los niveles de mRNA coll a1 , lo cual sería producto del
reconocimiento y corte selectivo del mRNA col l a1 por la ribozima. Los niveles de proieína
colágeno I se evaluaron cuantificando el propéptido C-term¡nal de colágeno I por ELISA-Sandwich,
como señal de la producción de novo de colágeno l. A los 5 días post-¡nfecc¡ón se observó una
reducción de aproximadamente un 95% en la cantidad de colágeno I producido de noyo en las
MSC transduc¡das. S¡n embargo, a los 30 días posl¡nfecc¡ón no se observaron d¡ferencias en la
cantidad de esta proteína. Para explicar este último resultado se propone un mecanismo
compensatorio que aumente la lraducción del mRNA colla1 ó col1a2, por lo tanto el colágeno I

s¡ntet¡zado por las MSC transduc¡das podría corresponder a una mezcla de heterotrímero u
homotrímeto. Cabe destácar que n¡ la transferencia génica, ni la expresión de la riboz¡ma tuvieron
efecto sobre el potenc¡al de d¡ferenciac¡ón al linaje osteogénico ni de proliferación. Por lo tanto el
colágeno I sintetizado por las MSc transduc¡das es fisiológ¡camente normal.

En con.¡unto los resultados presentados en esla tesis muestran que las MSC son el blanco
celular adecuado para terapla génica para Ol, dada su capacidad de ser trasplantadas y
destinadas al tejido óseo. Por otro lado al ser transducidas con un veclor retroviral que codifica
para Rzpol1a1, se d¡sminuyen los niveles de mRNA colla'1 sin cambiar los niveles de colágeno l.
Proponemos que la infus¡ón de MSC modificadas ex vivo parece ser una alternativa óptima de
terapia génica para Ol. S¡endo este el principal aporte de esta tesis.
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ABSTRACT

Osteogenesis lmperfecta (Ol) is a negative autosomal dominantly inherited d¡sease that is
present at siystem¡c level. lt is produced by mutations in the genes col1a1 or col1a2, that cod¡fies
the pro-o¿ cha¡ns of the collagen l, ma¡n component of the extracellular malr¡x of the bone. An
extensive list of mutations associated with Ol has been described being the most common changes
of singlé base, that changes a glyc¡n by other am¡no acid, as result of which it adopts an altered
conformation, that ¡mplies a wrong assembly of the fiber of collagen I and a defect¡ve mineralization
of the bones. Oue to the enormous amount of mutations related to Ol lhe generation of lherap¡es
directed aga¡nst each one of these mutat¡ons would imply costs and time of production highest.
Since alternative we have proposed lo use as larget sequence a single nucleotide polymorphism
(SNP) that is widely present in the population, thus when as located in the mutated allele would
allow to increase the number of patients to treat w¡th the same therapeut¡c tool, for example w¡th a

ribozyme that ¡t blocks the expression of mutated allele maintaining the expression of normal allele
in osteoblasts. lt has been described that MSC are able to differentiate to a several cell types, l¡ke
osteoblasts (main affected cells in Ol) and it has been demonstrated thát MSC transplanted into
an¡mals with Ol produce an increase of the collagen and mineral content ¡n the receptor bones.
Thus, the hypothes¡s of this work was: MSC, due to their capacity to be transplanted and destined
to the bone tissue, are the ¡deal cellular target to strategies of gene therapy for Ol us¡ng a ribozyme
does not depends of the coll a1 mutation.

ll was evalualed the transplantability of human MSC. For this the cells were infused
intravenously in adult immunodef¡ciet slable state mice, and the presence of human cells in different
tissues was analysed by PCR for p-glob¡n human gene. lndirect effects in the host were not
observed up to 13 months after infusion. lt was observed that the MSC ¡nfused intravenously are
d¡stributed by the organism and remain only in the bone marrow and spleen, hom¡ng target t¡ssues
of MSC, and then they are redestiny to other t¡ssues mainly mesenchymatic, being these the first
reported results of the k¡net¡c b¡od¡stribut¡on of MSC.

Then, ¡n MSC heterocygotes CíC) for the SNP 3210 of the col1a1 gene, ihe effecls of the
hammerhead ribozyme Rzpolla'l (directed to the T allele of th¡s gene) on the expression of the
col1al gene was evaluated. For it ihe cells were ¡nfected w¡th the recombinant retrovirus RNL-Pol,
no replicative veclor bicistronic that codify to the ribozyme Rzpoll al under the control of the LTR
and CMV promoters and the neo gene under the control of the RSV promoter. The mRNA colla'l
levels were determ¡ned by quant¡tative RT-PCR and the values were normalised by the levels of
gapdh mRNA. Five as 30 days post-infect¡on, a reduclion of 60% in the levels of mRNA col1a1 was
observed ¡n transduced MSc respect to the control. Therefore, the ribozyme expression causes a

downregulat¡on of the mRNA col1a1 levels, due to the recogn¡tion and following cut of mRNA
col1al by Rzpol1a1. The levels of collagen I prote¡n were evaluated quantifying the C-terminal
propóptide of collagen I by ELISA-Sandwich, as signál of the de novo production of collagen I

prote¡n. F¡ve days post-infection it was obseNed a 95o/o of reduction in the emount of collagen I

produced de novo in transduced MSC. Nevertheless, 30 days post-infect¡on no differences were
observed in the collagen I production. To explain th¡s last result we propose a compensatory
mechanism that increase the translation of mRNA col1a1 or col1a2, therefore the collagen I could
be a mixture of heterotrimers end homotrimers. lmportant ¡s that neither the genetic transfer nor the
r¡bozyme express¡on had effect on the prol¡feration nor in the osteogen¡c differentiation potential, so
the collagen I synthesised by transduced MSC is physiologically normal.

Altogetherthe results presented in this thesis show that MSC are the suitable cellular target
for gene therapy for Ol, due to their capac¡ty to be transplanted and dest¡ned to the bone tissue. On
the other hand to the being transduced with a retrov¡rus that encode to Rzpol1a1, the levels of
mRNA colla't are reduced without changing the collagen I levels. We propose that the infus¡on of
MSC modif¡ed ex yiyo seems to be an optimal alternal¡ve for Ol. Being th¡s the ma¡n contribul¡on of
this thesis.
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INTRODUCCIÓN

La Osteogénesis lmperfecta (Ol) o "enfermedad de huesos quebradlzos",

es una enfermedad autosóm¡ca dominante negat¡va que se manifiesta a n¡vel

sistémico. Es produc¡da por mutaciones en los genes colla1 o col1a2, los

cuales codifican las cadenas pro-cr que forman la fibra de colágeno tipo l,

principal componente de la matriz extracelular de los huesos. En nuestro país

su frecuencia aún no ha sido determ¡nada, pero se han reportado valores en

Europa de aproximadamente 1 en 20.000 nacidos vivos. (Engelbert R y cols.,

1998)

De acuerdo a rasgos clínicos y reportes radiográficos, se han definido 4

tipos de Ol (Sillence y col., 1979). La Ol tipo I es la forma más leve y Ia OI tipo ll

la más grave, pacientes con Ol tipo ll generalmente mueren antes de 1 año de

edad. Dependiendo del tipo de Ol los pacientes presentan alta tendenc¡a a

fracturarse (tipos l, ll, lll y lV) en algunos casos las fracturas están presentes al

momento del nacimiento (tipo lll), su estatura es pequeña (tipos ll, lll y lV),

tienen bajo tono muscular (tipos ly lll), escleras azules (tipos Iy lll), severa

deformidad de los huesos (tipos ll y lll), costillas en forma de barril (tipos lll y

lV), curvatura espinal (tipos lll y lV) y pulmones subdesarrollados (tipo ll)

(Primorac y col., 2001).



Bases moleculares de la Ol.

La fibra de colágeno I corresponde a una triple hélice formada por dos

cadenas COL1A1 y una COL1A2. El proceso de formación de esta triple hélice

(Fig. 1) comienza con la síntesis en los ribosomas asociados a la membrana del

retículo endoplásmico rugoso, de precursores llamados cadenas pro-o cuyos

extremos llamados propéptidos amino (N-) y carboxilo (C-) terminales flanquean

la región central (Gly-X-Y)n (Beck y col., 1996). Estas secuencias repetitivas

sufren una serie de modificaciones post-traducc¡onales que concluyen en la

generación de una región de 5-6 tr¡pletes Gly-X-Hyp consecutivos en el C-

terminal, que actúa como sitio de nucleación para ensamblar tres cadenas pro-

cr mediante la formación de puentes de hldrógeno y así formar una triple hélice

conocida como procolágeno. Después de la formación de las moléculas de

proeolágeno, estas son secretadas al espacio extracelular donde enzimas

proteolíticas cortan los propéptidos formando las moléculas de colágeno que se

asocian para formar fibrillas de 10 - 300 nm, las que luego se agregan y forman

una f¡bra de colágeno de 0,5 - 3 pm (Alberts y cols., 2002).

En la Ol tipo I mutaciones nulas en los genes col1a1 o col1a2 provocan

que uno de los alelos no se exprese, por lo tanto el colágeno I que se s¡ntet¡za

es normal estructuralmente pero su cantidad está sign¡f¡cativamente disminuída.

En cambio en Ol tipos ll, lll y lV ambos alelos se expresan, pero deleciones o

inserciones o mutaciones de cambíos de una base, llevan a la síntesis de una

2
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Figura 1. Síntesis de colágeno l. Luego de la sÍntesis de las cadenas pro-ü,
estas sufren una serie de modificaciones post-traduccionales que finalizan en la
formación de la triple hélice de procolágeno, esta molécula luego es secretada
al espacio extracelular donde se cortan los propéptidos generando así la
molécula de colágeno. Finalmente moléculas de colágeno se ensamblan para
formar fibrillas que a su vez se agregan con más fibrillas para formar una fibra
de colágeno. (Alberts y cols., 2002)
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proteína alterada, lo cual conlleva un mal ensamblaje de la fibra de colágeno I y

con ello una mineralización ósea defectuosa (Baum y cols., 1999). Una extensa

lista de mutaciones relacionadas a Ol ha sido reportada y se encuentran en

bases de datos disponibles gratuitamente (Data Base of Human Type I and

Type lll Collagen Mutations, 2001).

En el caso de Ol tipo ll, ll y lV, la causa más común es el cambio de una

base que resulta en el reemplazo de una glicina por otro aminoácido, siendo los

más frecuentes serina, cisteína, arginina y ácido aspártico, esto produce un

quiebre en el patrón de secuencia repetitiva (Gly-X-Y)n (Kuivaniemi y col.,

1997). Modificaciones post-traduccionales del colágeno como hidroxilación de

prolinas y lisinas sólo ocurren en cadenas no plegadas. Estudios bioquímicos

sug¡eren que sustituciones de glicinas resultan en un plegamiento defectuoso

de la triple hélice del colágeno l. Se ha observado un incremento cercano al

60% de hidroxilación de prolinas y lisinas en moléculas de colágeno I de

pacientes con Ol (Lehmann y col., 1995; Kuivaniemi y col., 1997). Dado que, las

mutaciones retrasarían la formación de la triple hélice se extendería el tiempo

durante el cual las cadenas pueden ser modificadas enzimáticamente. Estudios

de plegamiento confirmaron que el colágeno I de pacientes con OI tiene una

velocidad de plegamiento menor que el colágeno I normal sugiriendo que la

propagación de la trÍple hélice desde el sitio de nucleación es retardada en el

sitio de la mutación. (Raghunath y col., 1994)
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Bases Celulares de Ol.

Los osteoblastos, principales células del hueso son las células que

sintetizan mayoritariamente colágeno l. El cual es indispensable para el proceso

de mineralizac¡ón durante el cual se forma el osteo¡de a medida que se deposita

hidroxiapatita, pr¡nc¡palmente de calcio y fósforo sobre la matriz extracelular,

donde cerca del 90% conesponde a colágeno l. En el caso de los pacientes con

Ol, al estar alterada la estructura de la fibra de colágeno l, la formación y

organización del osteoide también está alterada, con fbras de colágeno I mal

plegadas y distribuidas al azar. flNeill Medical College of Cornell University.

Congenital and Hereditary Bone Disorders, Osteogenesis lmperfecta, 204\, b

que conlleva a una mineral¡zación de los huesos defectuosa y menor densidad

ósea.

Por su parte, los osteoblastos también se ven afectados frente a la

presencia de moléculas de colágeno I alteradas, ya que al ser más prolongado

el tiempo de tráfico intracelular, las células mantienen grandes cantidades de

moléculas mal plegadas en su interior (Morike y col., 1992), lo que altera la

secreción de nuevas fibras de colágeno I y retarda la división celular (National

lnstitutes of Health. Osteoporos¡s and Bone Diseases-National Resource

Center, 2002).
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Alternativas terapéuticas existentes para Ol.

Por mucho tiempo, el tratam¡ento de la Ol se limitó a medidas paliativas,

como reducir al mínimo la actividad física. También, se han ut¡lizado

correcciones quirúrgicas de las deformaciones óseas, pero la cirugía resulta

riesgosa debido a la fragilidad ¡ntrínseca de los huesos de estos pacientes. Otro

tratamiento probado, ha sido la administración de calcitonina y calcio oral, con

lo cual se observó que la tasa de fracturas anual disminuía, que la capacidad de

los pacientes para mantenerse de pie y moverse aumentaba y, mediante

reportes radiográficos, se observó que aumentaba Ia densidad ósea, sin

embargo la mayoría de estos efectos se observaron sólo en niños menores de 5

años (Castells y cols., 1 979). También se ha utilizado de hormona de

crecimiento, sin embargo los resultados no son del todo claro§, ya que cuando

se administró esta hormona aumentaron tanto la velocidad de crecimiento como

la frecuencia de fracturas de los pacientes (Noda y cols., 2002). Previamente se

demostró que en niños con Ol tipo lll y lV, la administración de hormona de

crecimiento incrementó significativamente la tasa de intercambio de calcio, con

lo cual se aumentó el calcio disponible para la mineralización de los huesos

(Vieira y cols., 1999). Sin embargo, en este últ¡mo caso la mineralización

defectuosa de los huesos debido a la presencia de moléculas de colágeno I

alteradas no se ve mejorada. tlltimamente se ha probado el uso de

bifosfonatos, los cuales son potentes inhibidores de la reabsorción ósea ya que

inhiben la act¡vidad osteoclástica (Rogers y col., 2000). En un estudio con 28
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pacientes con Ol que recibieron infus¡ones ¡ntravenosas de bifosfonato por 2 a 9

años, se observó un incremento gradual en la densidad ósea y una disminución

en el recambio óseo, lo que coincidió con una considerable disminución del

dolor (Astróm y col., 2002).

En los tratamientos anteriormente descritos la causa original de la Ol

permanece inalterada. Además, los fármacos debieran administrarse de por

vida, siendo sus efectos a largo plazo desconocidos. Por lo tanto, la

administración de ellos no parece ser la alternativa óptima. Otra alternativa

terapéutica propuesta para los pacientes con Ol ha consistido en el trasplante

de células de médula ósea provenientes de dadores sanos, los efectos

observados fueron atribuidos a la presencia en la médula ósea de células que

se alojarÍan en el hueso y suplirÍan la acción de las propias células del huésped,

es decir, sintetizar colágeno I normal. Cinco niños recibieron trasplantes

alogeneicos de donantes sanos histocompatibles y en tres de ellos se observó

un aumento en la velocidad media de crecimiento, en el contenido mineral de

los huesos y una disminución considerable de la frecuencia de fracturas

(Horwits y cols., 1999). A pesar de estos alentadores resultados, esta estrateg¡a

presenta desventajas, como por ejemplo la dificultad de encontrar un dador que

sea compatible con el huésped y como en todo trasplante alogeneico de médula

ósea, existe la probabilidad de desarrollar un tipo de rechazo conoc¡do como

reacción injerto contra huésped, por lo que los pacientes deben ser mantenidos
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con drogas inmunosupresoras lo cual conlleva un riesgo ¡mportante. O

alternativamente puede producirse el rechazo del huésped contra el injerto.

Por Io tanto, una alternativa ópt¡ma sería corregir el desorden en las

propias células del pac¡ente, a través de una terapia génica que permita reparar

la mutación o suprimir la expres¡ón del alelo mutado sin que se afecte la

expresión del alelo normal.

Estrateqias metodolóoicas oara bloquear selectivamente la exoresión de un

qen.

La expres¡ón de un gen mutado puede bloquearse utilizando

oligonucleótidos cuya secuencia sea complementar¡a al DNA o al RNA

mensajero (mRNA) de interés. En el primer caso, la asociación del

oligonucleótido a su secuencia complementaria en el DNA forma una triple

hélice que impide la interacc¡ón con la maquinaria transcripcional, con lo cual no

se sintetiza el mRNA mutado. En el segundo caso, producto del apareamiento

entre el oligonucleótido y el mRNA de interés se forma un dúplex que no

interactúa con la maquinaria traduccional, por lo tanto no se sintetiza Ia proteína

codificada por dicho gen. Como mecanismo alternativo se ha propuesto que la

formación del dúplex oligonucleótido-mRNA disminuiría la vida media del mRNA

blanco al ser reconocido y degradado este dúplex por la Rnasa H. Otra

alternativa es el uso de ribozimas.
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Ribozimas.

Las riboz¡mas son moléculas de RNA que se aparean con secuencias

específicas y catalizan la hidrólisis de enlaces fosfod¡ester causando el corte del

RNA blanco. Existen varios tipos de ribozimas:

a) las de autoescisión, a las que corresponden los intrones del grupo ly
grupo ll; su tamaño es mayor a 400 nucleótidos. Estas ribozimas

generalmente requieren de pequeñas partículas nucleares

ribonucleoproteicas y otras proteínas para realizar el corte, el cual es

mediado por la formación de un spliceosoma (Maniatis y col., 1987). Su

mecanismo de acción es en c,s y la autoescisión ocurre por 2 reacciones

de transester¡ficac¡ón consecutivas, ambas iniciadas por ataques

nucleofílicos que finalizan en la generación del transcrito de RNA

maduro (Cech y col., 1981)

b) RNasa P es una endoribonucleasa, su tamaño es de aproximadamente

300 nucleótidos. El mecan¡smo de acción de esta ribozima es en frans y

corta sustratos precursores de IRNA en sitios especif¡cos generando un

terminal 5'fosfato y un terminal 3'hidroxilo (Darr y col., 1992)

c) RNAs de autofragmentación corresponden a pequeñas ribozimas de

menos de 150 nucleótidos, su mecanismo de acción es en frans y [a

reacción de corte es en ausencia de proteírras, el ataque nucleofílico del

oxigeno 2'al fosfato adyacente produce un fosfato 2' 3'cíclico y un

terminal 5'h¡droxilo (Sigurdsson y cols., 1995). Dentro de este grupo se
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encuentran las ribozimas del virus delta de la hepatitis tipo V, ribozimas

de horquilla, y ribozimas cabeza de mart¡llo, siendo estas últimas las más

pequeñas de aproximadamente 30 nucleótidos y las más utilizadas

debido a su tamaño y a Ia facilidad para ser sintetizadas químicamente.

Estructuralmente las ribozimas cabeza de martillo presentan un centro

catalítico flanqueado por dos brazos antisentido que se aparean con una

secuencia blanco y forman dos hélices. La secuencia de estos brazos no posee

bases conservadas, lo que le confiere un amplio rango de posibles secuencías

blanco con las cuales aparearse. El sitio de corte corresponde a secuencias

específicas NUH (N, cualquier nucleótido; U, uracilo; H cualquier nucleótido

excepto guanina) localizados en el mRNA blanco, la ribozima reconoce las

secuencias a ambos lados del sitio NUH por apareamiento de los brazos

antisentido y el centro catalítico entonces corta el sitio 3' del triplete NUH

generando un fosfato 2'3' ciclico y un terminal 5' OH.

Dentro de las alternat¡vas para administrar una ribozima se encuentra la

liberación exógena donde oligonucleótidos pre-sintetizados con actividad de

ribozimas pueden ser liberados directamente dentro de células en cultivo, para

esto se ha probado principalmente el uso de liposomas neutros o catiónicos (Gu

y col., '1997, Duzgunes y col., '1999), polímeros biodegradables (Fell y

co|.,1997), endocitosis mediada por receptor (Hudson y col., 1999), o en

animales mediante inyección intravenosa de la ribozima (Lyngstadaas y col.,

1995). Sin embargo, la acción de una ribozima administrada por estas vías está
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limitada por su vida media y su efecto biológico se observa sólo hasta que

permanece en la célula en una cantidad adecuada.

Otra alternativa de administración de ribozimas es mediante liberaciÓn

endógena, la cual depende de Ia presencia del gen codificante para la ribozima

en la célula. Para esto la secuencia correspondiente es clonada en un vector de

expresión y movilizada a la élula blanco, y la ribozima es sintetizada al

transcribirse dicho transgen. Se han probado diversos vectores de expresión

para movilizar genes codificantes para ribozimas como el uso de vectores

plasmidiales (Dawson y col., 2000), vectores adenovirales (Hu y cols., 2OO2), y

retrovirales (Li y col., 1996).

Ribozimas v Ol.

Se ha demostrado en f¡broblastos de piel de un paciente con Ol que

ribozimas cabeza de martillo dirigidas contra una mutación específica en el gen

col1a2, producen una disminución en la expresión de colágeno tipo lal

degradar el mRNA blanco (Dawson y cols., 2000). En este caso la ribozima

utilizada reconocía selectivamente la secuencia que corresponde a la mutación

asociada con la Ol. Sin embargo, sólo cerca del 25o/o de todas las mutaciones

en el gen del colágeno lgeneran un s¡tio de corte por ribozimas (Grassi y col.,

1996), por lo tanto el uso terapéutico de ribozimas dirigidas contra mutaciones

espec¡ficas estarÍa restringido a un pequeño grupo de los pacientes. Además,

ya que son variadas las mutaciones que producen la Ol una terapia de este tipo
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impl¡caría el diseño y construcc¡ón de una ribozima para cada paciente, lo que

aumentaría el c¡sto y tiempo de producción disminuyendo su aplicabilidad

terapéutica. Para ampliar el espectro de pacientes que podrÍan ser tratados con

una misma ribozima se debiera utilizar como blanco secuencias en el mRNA

que no correspondan a mutaciones particulares, sino que sean secuencias que

están ampliamente representadas en la población. Un posible candidato son los

sitios polimórficos, en particular los polimofismos de nucleÓtido único (SNP)

donde la diferencia en la secuencia nucleotídica corresponde al cambio de un

solo nucleótido, por lo tanto el número de variantes es bastante pequeño, lo que

permite aumentar el espectro de pacientes a tratar con la misma terapia.

Dicho blanco tendría utilidad terapéutica sólo si se encuentra en el mismo

alelo que posee la mutación relacionada con Ol, por lo tanto en este trabajo se

propone bloquear la expresión del alelo mutado utilizando una ribozima cabeza

de martillo dirigida contra un alelo del SNP 3210 del gen colla1 y mantener la

expresión del alelo normal. Este polimorfismo se encuentra en la región 3' no

traducida del gen col1a1 , en una zona abierta de la estructura del mRNA

col1a1, en la posición 3210. Sólo existen 2 variantes T (en adelante alelo T) y C

(en adelante alelo C) (GenBank no de acceso K01228), y sólo en el mRNA

sintetizado a partir del alelo T se crea un s¡t¡o de corte CUC, mientras el mRNA

sintetizado a partir del alelo C tiene una secuencia CGC en esta posición, la

cual no es sitio de corte por ribozimas cabeza de martillo.
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Se ha reportado que sobre el 40o/o de la población caucásica en Estados

Unidos y Europa es heterocigota (C/T) para el SNP 3210 del gen colla1 (Willing

y cols., 1992; Millington-Ward y cols., 1999), por lo tanto como mín¡mo el 20%

de los pacientes con Ol asociada al gen col1a1 se encontrarÍan dentro del

espectro de pacientes a tratar con la misma ribozima ya que la mutación se

encontraría en el alelo blanco (alelo T).

Previamente, en estudios in vitro se demostró que la ribozima cabeza de

martillo Rzpollal d¡rigida contra el SNP 3210 del gen collal reconoce el sitio

blanco (alelo T) y lo corta específicamente dejando intacto el control (alelo C)

(Millington-Ward y cols., 1999). Por lo tanto, en aquellos casos donde el SNP

3210 del gen col1a1 se encuentre en el mismo alelo que la mutación

(independientemente de cuál sea esta), utilizando la ribozima Rzpollal sería

posible bloquear la expresión del alelo mutado manteniendo la expresión del

alelo normal y con ello se estaría revirtiendo el fenotipo.

Para que esta estrategia tenga un valor terapéutico, debe probarse su

efectividad y selectividad en las células responsables del fenotipo patológico.

Ya que la Ol es una enfermedad que se presenia a nivel de todos los huesos, el

blanco celular ideal es una célula que después de ser manipulada ex vivo

pueda ser reinfundida en el organismo, y se destine a los huesos supliendo en

ellos la función de los osteoblastos patológicos, y por lo tanto candidato celular

obvio corresponde a las células troncales mesenquimáticas.
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Células Troncales Mesenquimáticas.

De la médula ósea de los individuos adultos, es posible aislar una

población de células conocidas como células troncales mesenquimáticas

(MSC). Estudios in vitro e in vivo han demostrado que estas células se

diferencian a células del hueso, cartílago, tendón, músculo esquelético y

cardiaco, grasa, estroma hematopoyético, células endoteliales, astrocitos,

oligodendrocitos y neuronas (Beresford y col.,'1992; Galmiche y col., 1993;

Pereira y col., 1995; Wakitani y col., 1995; Kuznetsov y col., 1997; Pittenger y

col., 1999; Dennis y col., 1999; Awad y col., 1999; Kopen y col., 1999; Reyes y

Verfaillie, 1999).

Además, las MSC pueden ser expandidas ex vivo y transduc¡das con

vectores retrovirales (Allay y cols., 1997) o adenovirales (Conget y col., 2000)

sin que se vea afectado su potencial de diferenciación. Por lo tanto, las MSC

presentan un gran potencial para ser utilizadas en protocolos de terapias

génicas o celulares, tanto para enfermedades que se desarrollan a n¡vel

sistémico como en tejidos específicos.

En el caso particular de la Ol se ha demostrado en el sistema murino que

infusiones intravenosas de MSC normales en ratones con Ol tipo I producen un

aumento de colágeno y del contenido mineral en los huesos de los receptores

(Pereira y cols., 1998). También se ha demostrado que en niños con Ol el

trasplante de médula ósea mejora considerablemente su condición patológica

(Horwits y cols., 1999). En consecuencia las MSC son el blanco celular ideal
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para la estrategia de terapia gén¡ca para Ol propuesta en esta tesis' ya que

podrían ser manipulada s ex vivo y luego reinfundidas en el organismo'
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HIPÓTESIS

Las MSC, por su capacidad de ser trasplantadas y destinadas al tejido

óseo, son el blanco celular ideal para estrategias de terapia génica para

Osteogénesis lmperfecta tipos ll, lll y lV; utilizando la ribozima Rzpollal para

disminuir la cantidad de proteína colágeno I mutada, independientemente de la

mutación del gen coll a'l .
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Desarrollar una estrategia de terapia génica para Osieogenesis

lmperfecta en MSC heterocigotas para el SNP 3210 del gen colla'l, utilrzando

la ribozima Rzpoll al .

Objetivo específico I

1. Estudiar los efectos secundarios de la infusión intravenosa de MSC

expandidas ex vivo.

2. Evaluar la trasplantabilidad de las MSC en receptores adultos en estado

estable.

3. Estudiar la cinética de biodistribución de las MSC infundidas

¡ntravenosamente.

4. ldentificar los tejidos de destinación de las MSC.

Objetivo específico ll

5. Determinar las condiciones óptimas de transducción de las MSC con

vectores retrovirales.
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6. Evaluar los efectos de la presencia de la ribozima Rzpollal sobre los

niveles de mRNA col1a1 en MSC heterocigotas para el SNP 3210 del

gen coll al.

7 . Evaluar los efectos de la presencia de la ribozima Rzpoll a1 sobre la

caniidad de proieína colágeno len MSC heterocigotas para el SNP 3210

del gen col'1a1 .

8. Estudiar los efectos celulares que produce la transducción con el vector

retroviral RNL-Pol y la expresión de Rzpollal sobre las MSC.
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'1 .a Obte¡ción .v cuitivo Cc i"4SC humanas

Las lt4SC hunranas se aislaron a pe*ir del material sobrante de cosechas

de rnédula ósea e!:ten!das de ¡ndividuos sanos, que participaban como

donantes en trasplantes alogeneicos. Las células de médula ósea fueron

colectadas usando heparina 100 U/ml como anticoagulante ¡r luego se diluyeron

3 veces con medio mínimo esencial alfa (a-MEM). Tres volúmenes de esta

suspensión celular se cargaron sobre dos volÚmenes de una gradiente continua

de Ficoll-Hypaque (densidad 1,077 gtcm3) Y se centrifugaron a 500 x g por 30

m¡n. a temperatura ambiente (TA). Desde Ia interfase de dicha gladiente se

extrajeron las céiulas mononucleadas (MNC) que posteriormente se lavaron con

o-MEM, centrifugando a 700 x g por '10 min. a TA. Luego, las MNC se

resuspenciieron en o-MEM + suero fetal bovino (SFB) 20% (v/v) y se

sembraron a una densidad de i x 106 MNC/cm2. Cuando la monocapa de

células adherentes establecida se h¡zo confluente (día 7), se eliminaron las

céi,-¡ias no adherentes y las adhei"entes se tripsifiizaroii. Pa¡"a eiio, las

moñocapas se incubarcn con tripsina 0,25% (p/v) en tampÓn fosfato salino

(PBS) (50 ¡rlicni2; a 37 "C pcr i5 ñin. Lüeüo. le t.ipsiila se inhibiÓ agregando i

volumen .ie ,,-i"lE¡"'l + SFB .iC% (viv) y-, se eliminó ceniriiuga¡do las céiiiias a
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700 x g por 10 min. a TA. Los subcuitivos de MSC se establecieron a partir de

estas células, las cuales se resuspendieron en c¿-MEM + SFB 10% (v/v) y se

sembraron a una densidad de 7 x 'Í 03 célulasicm2. Las MSe fueron

subcultivadas cada 4 días par"a evitar que alcanzaran confluencia, pai"a esto se

tripsinizaron y se sembr-aron a una densidad de 7 x 103 células/cm2 en u-MEM

+ SFB 10% (v/v). Los medios de culti';o utifizados incluían el antibiótico sulfato

de gentamicina 80 ¡rg/rnl y todos los cultivos celulares se mantuvieron bajo

atmósfera húmeda airelCO29515% a 37 'C.

'1 .b Criopreservación de MSG humanas.

Las células se tripsinizaron, se cent:'ifugaron a 700 x g por 10 min. y se

resuspendieron en SFB frío 90% (v/v) + dimetil sulfóx¡do 10olo (v/.;) a una

densidad de 1 x 106 células/ml. Luego, se alicuotaron en criotubos y se

enfriaron en vapores de nitrógeno líquido por 20 min. en posición 4 de ascensor

Taylor-Wharton (velocidad de enfriamiento = - 3,5 oClmin.) y luego por 20 min.

en posición '1 (velocidad de enfriamiento = - 8 oC/min), Finalmente se

almacenaron sumergidas en nitrógeno líquido a - 196 oC.

1.c Genotipificación de MSC pai'a el SNP 3210 del gen col1a1.

Para determinar s¡ las MSC disponibles en nuestro laboraiorio eran

heteroc¡gotas u homoclgotas para e! SNP en la posición 3210 del gen ccl1a1,

se extrajo DNA genómico de 1,r muestras, los cuales fuercn secuenciados en la
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región det gen col1al que incluye el SNP, desde la posición 162¿i9 hasia ,l6620

(GeneBank no de acceso AF017178) en el Departamento de Genéiica de

Trinity College, Dublin. Se determinó que 4 muestras eran heterccigotas (C/T) y

el resto homocigotas (T/T) para el SNP 3210 del gen co!'!al. Para evaluar los

efectos de la presencia de la ribozima Rzpoll al sobre la expresión del gen

col1a1 se utilizó exclusivamenie la muestra MSC 10, heterocigota para el SNP

3210 de dicho gen.

2. Recuentos celulares.

2.a Número de células nucleadas.

El número de células nucleadas de médula ósea y bazo se determinó en

cámara de Neubauer. Para esto una alÍcuota representativa de la muestra fue

diluída 50 veces con Cr¡stal Violeta 0,05% (plv) + ácido acética 5o/o (v/v) y se

contaron las células visualizadas en 4 cuadrantes de la cámara de Neubauer

bajo microscopio óptico (10 x). La concentrac¡ón celular se calculó de acuerdo a

la siguiente fórmula:

concentrac¡ón celular [células/ml] = recuento promedio x 104 x 50

2.b Número de células totales.

Ef número de élulas totales se determinó en cámara de Neubauer, para

eeto las células se tripsinizar"on, una alícuota rep:'esentativa se diluyó 2 veces

con Azul Tripán 0,4% (p/v) y se contaron las células visualizadas en 4
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cuáijrañtes de ia cámara ie iiei¡bauer bajo miei"oscopio óptico (i 0 x). La

conceniiación celular se caicuió de acuerdü a fa siguiente fórmuía.

conceÍiliación c€lular [cé!uláslñ:l] = ¡6g-a-1^ profiiedio x 1Aa x2

2.c Número de células adhe¡"idas.

El número de céiuias adheridas a ia placa de culiivo se determinó

espectrofctor,rétiicamente después de teñif las células adheridas. Para ello, se

!a'-,-aron con FBS (0,25 ml/cn':2) ),, se tiñeron con Crista! Violeta 0,2% iplv) +

etanal 1Ao/o {v/v) {0,1 mi1cm2) incubanCc a TA por 5 min. Luego, las células se

lavaron 4 veces con PBS {0,25 ml/cm2) oara eliminar el exceso de colorante y el

colorante unido a las células se solubiljzó con una mezcla de NaH:PO¿ 0.1 M

pH 4,5 + etanol 50% (50:50: 0,'1 mllcm2) a TA por 5 min. Finalmente se

determinó la absorbancia a 570 nm en lector de microplaca. El número de

células se calculó interpolando los datos en curva estándar Aszo (0,1 - C,5) vs.

número de céluias (1 - 6 x 103). la cual se obtuvo a part¡r de cultivos paralelos

eri ios cijales se üeterminó ei número de céiuias por recuento en cámara de

Neubauer.

/] \ r:^Lr!i.J--.! --r .r^-.). v !¿lu tudu Lcr tr r.¡¡

Pa¡-a determinar Ia viabiiiciad (VB) se utilizó el criteiio dc exciusión del

colciante vital A,zul Tripán. Las cé!uias se tripsiniaaron y una alícuote

!'epresentativa se diluyó 2 veces .on A.z l T ripán e ,4oA (p/v) Se detei"n:inó en



cániara de iieubauei ei ¡úmero de céiillas iütaies v de céiuias i-nuerias. las

cuales no exciuyen ei coforante vitai. La VB se caiculó usando ia siguienie

\/Fl /o/^ ) _ 
^álutas totales _ células muer^taS y 1 00

céiulas totales

.1. Sifei'enciació¡-¡ de fuiSC hr..¡mar¡as.

Ei potencial de diÍe¡"enciación osteogénico de las |L{SC se deierminó de

acuerdo a su capacidad par-a generar, in vitrc y con estímuios epropiados,

osteoblatas.

4.a lnciL¡cción osteogéíi¡ca.

Las iV'lSC se sembraron a una üensjdad de 1 x 'i 0/ céluias,'c¡;r' a,' ,.-.-

MEM + SF§ iC% (v/v) Tres días más taide, el medir: de cuitivo se cambió por

ei medio de estimuiación osteogénico que contenía dexámetasona C.'l pi',{ + p-

glicerofosÍaio j0 mM + ascoíbato-2-fosfaio 50 ¡ii,il; al cuaño día posi-

,-^+:á,,1^^iÁÉ --. ^^,-!.;.:. ^t -.^_-.¡i^ ., ^r ^,,iñ+^ ai- ^^ ^,,-1,,¿^ r^ ^^--:^r-- !-rrür ¡urdur\rrf §v udirr(.,,r\J Er llrcur\J y or qurritu uté 59 cvdiL¡u iii dvdi¡uiu¡¡ utr

^cró^hi.cl^. mi¡liann¡ I¡ ¡¡ti.¡in¡n á¿ l¡ an:imc {aof¡t¡¡a ¡!¡.rli¡¡

4.b Ensayo espectrocolorimétrico para medir actrvie¡aci fosÍa'iasa aicalina.

Las cólulas se lavai-on dos veces co¡ Ti'is-HCl 20mM pH 7.5 + NaCl 15C

nrM (TBS) (0,15 ml/cm2) y se fijaron con etanoi + forrnaldehído (90:10, 0.15

n'll/r:r'nl\ inr:r rh¡nclo : TA ¡nr 10 c. I ¡iaññ qe lavarnn 1 rrc¡cq ¡nn TR§ ca ¡¡ro¡Á
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el sustrato p-n¡trofenilfosfato 1mg/ml + tampón bicarbonato 100 mM pH 9,6 +

ltJlgCl2 1 mt"4 (C,15 ml/cm2) y se incubaron a 37 oC por 20 min. La solución

anter¡or se fetiró de los pozos y la reacción enzimática se detuvo agregando 0,5

volúmenes de NaOH 3N. Finalmente se determinó la absorbancia a 405 nm en

lector de microplaca. La actividad enzimática se expresó en función de la

formación del producto p-n¡trofenol (pNF), cuya concentración se determinó

interpolando los valores de absorbancia en curva estándar A¿os (0,2 - 1,4) vs.

concentración de pNF (3 - 25 pmoles) obtenida a partir de diluclones de

concentración conocida de pNF puro. El número de células se determinó

tiñendo directamente las células en los pozos con Cristal Violeta (método 2.c).

Finalmente, los resultados de la actividad fosfatasa alcalina se expresaron

como pmoles de pNF/min.l105 células.

5. Xenotraspiantes.

La biodistribución de ll{SC humanas post-infusión ¡ntravenosa se estudió

en un modelo xenogénico. Para ello, se infund¡e!"on MSC humanas (no

transducidas con vectores retrovirales) en ratones inmunodeficienies desnudos

(ratones NUDE). La presencia de las MSC se analizó por microscopía de

epifluorescencia buscando células teñidas con 5-(y-6)-carboxifluoresceina

diacetato, succinim¡d¡l ester (5(6)-CFDA, SE ó CFSE) en criosecciones y por

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) evaluando la presencia del gen B-



giob¡na humana en muestras de DNA genómico obien¡das de los órganos dei

receptor.

5.a l,4arcación Ce MSC humanas con CFSE.

Las células que habían sido sembradas a una densidad de 9 x 103

células-/cm2 48 h antes de la marcación, se lavaron Cos veces con PBS (g0

pllcmz) y se incubaron con CFSE 5 ¡rM (1S yllcm2) a TA por 10 min. en

oscuridad, agitando la placa de cultivo cada 3 min. Luego, para eliminar el

exceso de CFSE se agregó SFB (18 pllcm2), se incubó a TA por 1 min. en

oscuridad y las células se lavaron dos veces con PBS (90 pl/cm2). Finalmente,

se tripsinizaron y se determ¡nó el porcentaje de células marcadas con CFSE por

conteo en cámara de Neubauer (método 2 b) en microscopio de

epifluorescencia utilizando el filtro para FITC (470 - 490 nm). En todos los

experimentos realizados se obtuvo un 100% de élulas marcadas.

5.b lnfusión de MSC humanas en ratones inmunodeficientes.

Los ratones inmunodefcientes utilizados correspondieron a hembras

balb/c desnudas, Ce tres meses de edad. Para la infusión de las células los

animales se mantuvieron a 37 oC por 15 min., luego fueron inmovilizados en

una cámara diseñada para tales fines y por la vena de la cola se le inyectaron

300 sl de suspensión celular. Cada animal recibió 5 - 20 x 10s MSC

resuspendidas en «-MEM. Antes y después de la infusión, los animales se
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mantuvieron en cond¡ctones asépt¡cas en una hab¡tación aislada del resto del

bioterio, temperada a 25 oC, con agua y comida ad libitum.

5.c Detección de MSC humanas marcadas con CFSE en cortes de iejidos.

Uno, 7 y 30 días poslinfusión de 5 x 105 células marcadas con CFSE,

los ratones fueron sacrificados por dislocación cervicai y se disectaron la

médula ósea, el bazo y los pulmones. lnmediatamente, los tejidos fueron

embebidos en O.C.T., congelados en mezcla de hexano/hielo seco y

almacenados a - 80 oC. Luego, de cada tejido se hicieron al menos 30 cortes

de 8 pm de espesor en criostato, los cuales se almacenaron a - 80 'C por al

menos 24 horas. Poster¡ormente, las criosecciones fueron teñidas con Pl 'l

¡rg/ml a TA por 2 min. en oscuridad, luego se lavaron 5 veces con agua

destilada y finalmente se montaron en Dabco/Mowiol (114). La búsqueda de

élulas marcadas con CFSE se realizó observando los cortes en microscopio de

epifluorescencia, utilizando el filtro para FITC (470 - 490 nm). La presencia de

MSC humanas en tejido murino se detectó como marcas de color verde

(CFSE+) que colocalizan con marcas anaranjadas (Pl+).

5.d Detección de MSC humanas por PCR en muestras de DNA genómico de

tejidos murinos.

Cero horas a 13 meses post-infusión Ce 5 - 20 x105 MSC humanas, los

ratones fueron sacrificados por dislocación cervical y se diseetaron:



. tej¡dos du¡'os: músculo esqi.relético, corazón, dienie, hueso, cola, oreja.

. tejidos blandos: riñón, hígado, ovaríos, bazo, pulmón, cerebro.

o células en suspensión: sangre, médula ósea, bazo.

A partir de ellos se extrajo el DNA genómico utilizendo el kit Wizard Genomic

DNA Purification de Promega.

i) Extracción de DNA genómico de tejidos.

Veinte mg de cada tejido duro se coítaron en pequeños trozos que luego

fueron congelados en nítrógeno líquido, pulverizados y homogenizados en 600

¡rl de solución de lisis nuclear del kit suplementada con EDTA 100 rnM y

proteinasa K 0,5 ng/ml. Luego se incubaron a 55 oC por" toda !a noche.

Alternativamente, 20 mg de cada iejido blando se cortaron en pequeños trozos

que fueron homogenizados en 600 ¡rl de solución de lisis nuclear del kit y se

incubaron a 65 oC por 30 min.

A ambos tipos de muestras se les agregó RNAsa A 20 *glml y se incubó a

37oC por 30 min. y se dejaron enfriar- Una vez que las muestras alcanzaron la

TA se agregaron 0,3 volúmenes de solución de precipitación de proteínas del

kit, se mezció en vortex por 20 s y se incubó en hielo por 5 min. Luego, las

muestras fueron centrifugadas a 15.000 x g por 5 min. a TA. El DNA que se

encontraba en el sobrenadante se transfirió a un tubo limpio que contenía 1

volumen de isopropanol, se invirtió varias veces hasta que se formara un flóculo

y se centrifugó a 15.000 x g por I min. Finalmente, para precipitar ei DNA se



agregó 1 volumen de etanoÍ 71o/o(vlv) ysecentrifugóa f5.000xgpor1min.,

se retiró todo el etanof y las muestras de DNA fueron resuspendidas en 100 pl

de solución de rehidratación (Tris HCI 10 mM pH 7,4 + EDTA 1mM pH B,C) y se

almacenaron a 4 'C.

ii) Extracción de DNA genómico de suspensiones celulares.

A partir de 2 fémures y 2 tibias se obtuvieron las células de médula ósea.

Para ello, se cortaron las epífisis y se hizo fluir por el interior de elles 3 ml de

PBS con una jeringa utilizando una aguja de 26 % G. Para obtener las células

de bazo, éste se perfundió con 3 ml de PBS con una jeringa utilizando una

aguja de 23 % G. En ambos €sos, se determinó el número de células

nucleadas (método 2. a), se tomó el volumen correspondiente a 50 X 106

células nucleadas y se agregó la cantidad necesaria de pBS para completar un

volumen de 3 ml, en el caso de la sangre el protocolo fue el mismo, pero se

trabajó con aproximadamente 300 pl de muestra. Luego para lisar los eritrocitos

cada muestra se mezcló con 3 volúmenes de solución de lisis celular del kit y se

incubó a TA por 10 min., invirtiendo el tubo cada 3 min. para l¡sar los glóbulos

rojos. Se centrifugó a '15.000 x g por 10 min. a TA, se eliminó el sobrenadante y

el pellet que coi"respondÍa a las células nucleadas se resuspendió en las gotas

que quedaron en el tubo rnezciando por 15 s. Luego se agregó 1 volumen de

solución de lisis nuclear del kit y se pipeteó 6 veces pera rompe!" las células

nucleadas, se agregó RNAsa A 20 ,¡glml y se incubó ta nezcla a 37 oC por ls
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min. Cuando las muestras alcanzaron la temperatura ambiente se agreEó i

volumen de solución de precipitación de proteínas del kit, se mezcló en vortex

por 20 s y se centrifugó por "!0 min. a 15.000 x g. Luego se prosiguió como en

el protocolo utilizado para la extracción de DNA genómico de tejidos duros y

blandos. Finalmente las muestras se resuspendieron en 250 ¡rl (para DNA de

médula ósea y bazo) ó 100 pl (para DNA de sangre) de solución de

rehidratación y se almacenaron a 4 oC.

iii) lntegridad y pureza del DNA.

La integridad del DNA genómico se determlnó por electroforesis en geles

de agarosa 0,8ok {plv) utilizando tampón Tris-acetato 40 mM + EDT, A 2 mM, pH

8 que incluía bromuro de etidio 0,5 pg/rnl. La electroforesis se realizó a corriente

constante de 60 mA durante -r h. Se utilizó como estándar de peso molecular el

DNA del bacteriófago lambda cortado con la enzima de restricción Hindlll. Los

geles se visualizaron en transiluminador UV (312 nm) y se fotograf¡aron con

película blanco y negro. Se consideró como DNA íntegro aquellos que

presentaban una banda definida en el gel.

La pureza del DNA se estimó determinando simultáneamente la

absorbancia a 260 y 280 nm en espectrofotómetro Gene Quant. Se

cons¡deraron puros aquellos DNAs que presentaron un cuociente A25s/A266 entre

1,7 y 2,1.



iv) Cuantificación de DNA.

La cuantificación de DNA se realizó midiendo la absorbancia a 260 nm en

espectrofotómetro Gene Quant. Para ello, una alícuota de cada muestra se

dilu;rfl 19 veces en agua libre de nucleasas y la concentración de DNA total se

calculó de acuerdo a la siguiente fórmula:

dsDNA [ngipl] = A,oo x 10 x 50

v) PCR de tiempo real para B-globina humana.

La reacciones de amplificación se realizaron en un volumen final de 20 ¡rl

que contenía 200 rrg de Dl{A genómico + mezcla de PCR LightCycler-DNA

Master SYBR Green 1 x (Iaq DNA pclimerasa + tarnpón de i"eacción + dATP +

dUTP + dCTP + dGTP + SYBR Green l) + MgCl2 4 mM + partidores sentido 0,5

¡rM y antisentido 0,5 ¡rM. Estos partidores corresponden a los del kit LightCycler

- control Kit DN.A de Roche, por lo que sus secuencias están protegidos por

patentes comerciales. Las concentraeiones de enzima. tampón de reacción y

dNTPs corresponden a las recomendadas para el kit LightCycler-DNA Master

SYBR Green lde Roche.

La programa utilizado para las reacciones de PCR para el gen B-globina

humano se muestra en la tabla l. El tamaño del producto de amplificación

esperado fue de 110 pb y su temperatura de denaturación empírica de 85 t 0,5

"C. La señal analizada correspondió a la fluorescencia que em¡te el SYBR

Green al intercalarse en la doble hebra de DNA del amplicón, la cual se detectó

cn



Etapa No

Ciclos

Temperatura

fc)
Tiempo

(s)

Variación de

temperatura

(oC/s)

Detección de

fiuorescencia

Amplificación:

denaiuración

apareamiento

extensión

95

64

72

0

10

2A

20

,)ñ

no

no

no

Curva de

melting:

denaturación

renaturación

denaturación

1

95

65

95

0

15

0

20

20

0,1

no

no

sí

Enfriamiento 1 40 30 20 no

Tabla 1. Progi"ama utilizado para las reacciones de PCR de tiempo real pai"a B-
globina humano, en el sistema LightCycler.

31



en el canal Fl (530 nm) durante toda la etapa de cíenaturación final para

construir la curva de melting y verificar que el amplicón generado cori'espondía

al esperado.

En cada experimento se incluyeron los siguientes controles:

. blanco: sin DNA templado

. negativo: 200 ng de DNA de ratón que no recibió MSC

r positivo 1: 3 pg de DNA humano

. positivo 2: 3 pg de DNA humano en 200 ng de DNA de ratón que no recibió

MSC.

AI final de cada reacción de PCR se analizó la curva de melting

observando la altura del pico de amplificación de cada muestra, y se consideró

como señal positiva, es decir, presencia de MSC humanas en tejidos murinos, a

la aparición de un pico de amplificación por sobre el control negativo. La

sensibilidad de este método fue determinada realizando d¡luc¡ones ser¡adas 3 -
30.000 pg de DNA humano en 20C ng de DNA murino. En estas condiciones la

sensib¡lidad fue de 1 célula humana en 7C.000 células de ratón para una

reacción de PCR. La reproducibilidad de este método para la amplificación del

gen B-globina humano a partir de 3 pg de DNA humano fue del 70%.



6. Transferencia génica con vectores retrovirales.

6.a Vectores utilizados

Pare el desarrcllo de esta tesis se utilizarcn dos vectcres retrovirales

LZRNL y RNL-Pol, derivados del virus de la leucernia murina. A.mbos fueron

construidos en el Centro de Biolcgía Molecular de la Escuela de Medicina de la

Universidad de California, Estados Unidos.

El vector retrov¡ral LZRNL se utilizó para establecer el protocolo óptimo

de transducc¡ón de las MSC. Como se muestra en la Fig. 2.a este vector

contiene 2 genes reporteros: el gen lac Z río abajo del promotor LTR y el gen

neomicina fosfotransferasa (neo) río debajo del promotor del virus sarcoma

Rous (RS$.

El vector RNL-Pol se utilizó para evaluar los efectos de la ribozima

Rzpollal sobre la síntesis de colágeno 1al. Como se muestra en la Fig. 2.b

este vector contiene el gen codificente para la ribozima Rzpoll al en 2

posiciones, río abalo del prornotor LTR y río abajo del promotor de

citomegalovirus (CM$, y el gen neo rÍo abajo del promotor RSV. El hecho

que el gen codificante para la ribozima se encuentre en 2 posiciones bajo

promotores constitutivos diferentes asegura su expresión.

La ribozima Rzpoll a'1 presente en el vector retroviral RNL-Pol

corresponde a una ribozima de martillo (Fig. 3), la cual está dirigida contra el

SNP en la posición 3210 del gen del colágeno 'ta'1. La acción de esta riboz¡ma



(ITP

3'LTR

3'LTR Rzpollal

Figura 2. Representación esquemática de los vectores retrovirales LZRNT (a) y
RNL-Pol (b). En ambos casos, se destacan los promotores presentes con
flechas indicando la dirección de la transcripción, se muestra fa ubicación
aproximada de los genes reporteros lac Z y neo, y del gen codificante para la
ribozima Rzpol'1a1,
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Figura 3. Estructura primaria y secundaria de la ribozima cabeza de martillo
Rzpolla1. En rojo se muestra un fragmento de la secuencia del mRNA blanco
colía1 (alelo T) y en cursiva negrita la secuencia reconocida para el corte, la
flecha indica el sitio de corte del mRNA coll a1 .

G

A
U

G

A

(,

)E



está d¡íiEida sólo al alelo T, estudios ¡n vifro demuestran que sólo este alelo es

cortado (Millington-Ward y cols., 1999).

6.b infección de MSC humanas.

Las células se sembraron a una densidad de 2 x 10s células/cr¡2 en u-

MEM + SFB 20oA (vlv). Al día siguiente, el medio de cultivo se reempiazó por el

vector retrovirai (LZRNL o RNL-Poi) difuido en c¿-MEM + SFB 20% (v/v),

suplementado con polibreno 20 pg/ml (8C pllcm2). La infección se prolongó por

1 día, manteniendo los cultivos bajo atmósfera húmeda airelCO2 9515% a37 'C,

para luego agrega!- más medio de cultivo (0,1 ml/cm2).

6.c Determinación de la eficiencia de la transferencia génica.

La eficiencia de la transferencia génica se evaluó en función del

porcentaje de células que una vez infectadas con el retrcvlrus ITRNL

expresaban el tr"ansgen lac Z.

l) Tinción con X-gal y análisis microscópico.

Las células adheridas a la placa de cultivo se lavaron 2 veces con PBS y

se frjaron con formalCehíCo 1% (ptv) + glutaraldehído 0,2% (ptv) (0,1 ml/cm2) a TA

por 5 min. Después de lavarlas nuevamente 2 veces con PBS, las células se

tiñeron con X-gal 0,4 mg/ml + Mg0lz 2 mM + fenocianuro de potas¡o 4 mM +

ferricianuro de potasio 4 mM + PBS (0,1 mllcm2) a 37 'C por 4 h. Una vez
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eliminada la tinción, las células se visualizaron bajo microscopio de luz. Las

élulas transducidas corresponden a aquellas que expresan el gen lac Z por lo

tantc presentan tinción azul en su c¡toplasma.

ii) Tinción con FDG y análisis por citometría de flujo.

Las élulas se tripsinizaron y resuspendieron en PBS a una densidad de 1

x 107 células/ml. Una alícuota de esta suspensión celular (20 pl) se incubé a 37

"C por 5 min. y luego, se diluyó a la mitad con el reactivc FDG 2 mM precalentado

a37 "C + agua bidestilada. Enseguida las células se incubaron a37 "C por 1 min.,

para así producir el shock osmótic¡ que permite la entrada del FDG.

Rápidamente, las células se enfriaron a 4 "C agregando 360 prl de PBS frío +

ioduro de propidio {Pl) 5 prglml y se analizaron en citómetro de flujo Becton

Dickinson. La fluorescencia emitida por la fluoresceína generada a partir del FDG,

se detectó en el canal FL-'l y la de Pl en FL-3. Se adquineron al menos 10.000

eventos y se analizaron sólo las células vivas (Pl negativas) usando el software

Cellquest.

6.d Selección de MSC transducidas.

Para enriquecer los cultivos en células tiansducidas, a partir del segundo

dÍa post-infección el medio de cultivo fue suplementado con el análogc de

neomicina G418 400 ¡rg/nn l, el cual se rnantuvo durante todo el tiempo de

cultivo. Siete días poslinfección las células se tripsinizaron y se sembraron a

J/



una densidad de 104 céiulas/cm2. Posteriormente fueron subcultivadas cada 4

días, bajo las mismas condiciones.

7. Expi"esión de colágeno L

La expi-esión de colágeno lse evaluó a nivei de mRNA por reacción en

cedena de la polimerasa con transcripción reversa (RT-PCR), !, a n¡vel de

proteína en función de la secreción del propéptido carboxilo terminal del

colágeno I (CICP) por lnmunoensayo Ligado a Enzima tipo Sandwich (ELISA -
Sandwich).

7,a Cuaniificación a nivei de mRNA.

i) Extracción de RNA.

Cincc y 30 días post-infección de IISC con el vector retrov¡ral RNL-Pol

se extrajo RNA. tota!, en condiciones libres de nucleasas. Para ello, las células

se t!"ipsinizaron, se centrifugaron a 700 x g por 10 min. y se resuspendieron en

800 pl de Trizol + 175 yg de glicogeno. Luego de incubar a TA por 5 min. se

agregaron 0,4 volúmenes de cloroformo, se agitó enérgicamente por l5 s y se

incubó a TA por 3 min. Las muestras se centrifugaron a 12.000 x g por 15 min.

a 4 oC. El RNA, que se encontraba en la fase acuosa, fue transferido a un tubo

nuevo gue contenía 0,6 volúmenes de isopropanol, se incubó a TA por 10 min.

y se centrifugó a 12.000 x g por 10 min. a TA. Luego, el precipitado de RNA se

lavó con 1,25 volúmenes de etanol 75oA (vlv) y se centr¡fugó a 7.500 x g por s



min. a TA. Finalmenie se eliminó el sobrenadante,

etanol y el RNA aislado se resuspendió e agua

alrnacenóa-80oC-

se evaporó el exceso de

lib¡'e de nucleasas v' se

i¡) Cuant¡ficación de RNA

La cuantificación de RNA se realizó midiendo la absorbancia a 250 nm en

espectrofotómetro Gene Quant. Para ello' una a!ícuota de cada muesti'a se

diluyó 45 veces en agua libre de nucleasas y la concentración de RNA total se

calculó de acuerdo a la siguiente fórmula:

ssRNA [ng/¡rl] = Azoo x 45 x 40

i¡i) RT-PCR dÉ tiempo real para col1a1.

Las reacciones de RT-PCR Se realizaron en el Sistema Lightcycler en un

vo|urnenfina|de20¡rlquecontenía50ngdeRNAtotal+QuantiTectRTMix

(mezcla de t!"anscriptasas reversas Omniscript y Sensiscript ) + QuantiTect

SYBRGTeenRT-PCRMasterMixlx(DNApolimerasaHotStar+tampón

QuantiTECt SYBR GTCEN RT-PCR + dATP + dUTP + dCTP + dGTP + SYBR

Greenl+MgCl27,5mM)+partidorsentidol¡.tMyantisentidolptMparacollal

(Tabla 2), Las concentraciones de enzimas, tampón y dNTPs que se utilizaron

correspondieron a las recomendadas en el kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR

de Qiagen.



Gen pariicior sentido partidor antisentido

Tamaño

amplicón

(pb)

Tm

fc)

col1a1 5'cag gaaitcggcttcga3' 5'g gttca gtttg ggttgcitg 3' tzc 82 n 1,0

gapdh 5'cagccicaagatcatcagca3' 5'catga gtccttccacgatac3' 100 80 t 0,8

Í abla 2. Partidores util¡zados en las reacciones de RT-PCR para colla'1 y para
gapdh En ambos casos se indica la secuencia de partidores utilizados, el
tamaño del amplicón generado y su temperatura de denaiuración empírica,



En la tabla 3 se muestra el programa utilizado para las reacciones de

RT-PCR para collal. El producto de amplificación esperado fue de 125 pb y su

temperatura de denaturación empírica de 82 I 1,0 "C. La señal analizada

correspondió a la fluorescencia que emite el SYBR Green al intercalarse en la

dcble hebra del DNA del amplicón, !a cual se detectó en el canal F"! (530 nm) al

final de cada ciclo de ampiificación para detectar el aumento de producto en

función del aumento de fuorescencia, y durante toda la eiapa de denaturación

final para construir la curva de melting y verificar que el amplicón generado

correspondía al esperado.

iv) Curva estándar para colial

Para construir la curva estándar se preparó RNA rn vÍro a partir de un

fragmento de 586 pb del gen col1a1 clonado en los sitios de restricción Hindlll y

Xbal del plasmidio pcDNA3. Esta reacción se realizó en un volumen iotal de 20

¡rl que contenía 1,6 ¡tg de DNA + (¿¡p6¡ de transcripciónT7 1x + dNTPs (ATP

+ CTP + GTP + UTP 7,5 mM de cada uno) + 2 ¡-rl de enzima T7 y se incubó a

37 oC por 3 h. La concentración de enzima utilizada correspondió a la

recomendada para el kit RiboMAX Large Scale RNA Production System - T7 de

Promega. Para degradar el DNA templado se agregó 1 ¡rl de DNAsa (40 pg/ml)

y se incubó a 37 oC por 20 min. Luego para inactivarla se incubó a 65 oC por 20

min., el RNA así gener"ado se almacenó a - 80 oC. Su concentración se

+l



Variac¡ón de

Iemperatura

Detección de

fiuorescencia

F-tapa No

Cicios

Tempe!'atura

(- (,)

Tiempo

(s)

12AA 2A no
TranscriPción

reversa

1 50

900ActivaciÓ¡ de

DI'lA

polifferasa

.----
Arnp!!frcacion.

denair-tractón

apareamlento

extensión

1

94

57

1Á

20

5

20

2A

20

no

ci

35

l:
20

20

0,1

no

no

-í5l

Curva de

meltinq:

denaturación

renaturación

denaturación

I

1

o4

65

95

40 JU 20 no
Enfriamiento

Tabia 3. Progiama '-¡tiii¿acio 
pai'a las reacclones de RT-FCR par"a coiial' ei-i ei

sistema LightCYcler'
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determinó espectrofoiométricamente (método 7.a ii) y se calculÓ

concentración en número de copias/¡ri de acuerdo a la siguiente fórmula:

concentracién ssRNA [copiaslpl] = ss RNAlqluli x 6 x 1023 lcopias/moll
peso molecular [gimol]

Donde, el peso molecular promedio del ssRNA generado es: 199240 (g/mol).

Las curvas estándar para col1a1 generadas se hic¡eron a partir de

diluciones seriadas 1 03 - l oe de RNA stock.

v) RT-PCR de tiempo i'eal para gapdh.

Las reaccíones de RT-PCR se realizaron en un volumen final de 20 pl

que contenían 5C ng de RNA total + Quant¡Tect RT Mix (mezcla de

transcriptasas reversas Omniscript y Sensiscript.) + QuantiTect SYBR Green

RT-PCR Master Mix 1x (DNA. polimerasa HotStar + Buffer QuantiTect SYBR

Green RT-PCR + dATP + dUTP + dCTP + dGTP + SYBR Green I + MgCl2 2,5

mM) + partidor sentido 0,5 pM y ant¡sentido 0,5 ¡.rM para gapdh (Tabla 2). Las

concentraciones de enzimas, tampón y dNTPS que se utilizaron

correspondieron a las recomendadas en el kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR

de Qiagen.

En la tabla 4 se muestra el programa utilizado para las reacciones de RT-

PCR para gapdh. El tamaño del producto de amplificación esperado fue de '100

pb y su temperatura de denaturación empÍrica de 80 I 0,8 'C. La señal

analizada correspondió a la fluorescencia que emite el SYBR Green al
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VariaciÓn cie

temperatura

(-u,sl

Detecc¡Ón de

fiuorescencia

Etapa No

Cicios

Temperatura

(" c)

Tiempo

(s)

no
TrairscriPciétr

i evcl §é

l 50 1200 2A

ActivaclÓn de

DNA.

po merasa

I 95 9UU

20

20

20

no

no

cí

Amplificactón:

denaturación

apareamiento

extensión

94

E1

72

15

20

0

'10

0

zu

20

0,1

20

no

no

eí

no

Curva de 
i

melting: i

denaturación I

renaturación

denaturación

1

95

65

95

Enfriamiento I 1 40 30

Tabla 4 Programa utilizado para ias reacc¡ones de RT-PCR para gapdh' en el

sistema LightCYcler.



intercalarse en la dobie hebra de DNA del amplicón, la cual se detectó en el

canal F1 (530 nm) al fínal de cada cicfo de amplificación para detectar el

aumentc de producto en función del aumento de fluorescencia, y durante toda

la etapa de denaturación final para construir la curva de melt¡ng y verificar que

el amplicón generado correspondía al esperado.

vi) Curva estándar para gapdh.

Las curvas estándar para gapdh se construyeron a pai'tir de diluciones seriadas

70 pg a 500 ng de un RNA total stock de MSC.

vii) Determinación del número de copias del mRNA colla l normaiizado por

gapdh.

El número de coplas Cel mRNA del gen col1a1 se determinó interpolando

en curva estándar log de la concentración de rnRNA col-ra1 (3 - 9) vs. número

de ciclos (5 - 30) obtenida a partir de diluciones seriadas de concentración

conocida de RNA sinteiizado in vitro. Los valores se normalizaron con respecto

a la cantidad de mRNA del gen constitutivo gapdh, cuya concentrac¡ón fue

obtenida interpolando los datos en curva estándar log de la concentración de

mRNA gapdh (0,5 - 3,5) vs. número de ciclos (15 - 35) obtenida a partir de

diluciones seriadas de concentración conocida de RNA total de MSC.

La reproducibilidad de este método fue cie un 90%, ia cual se determinó

realizando cada experimento en duplicado y luego comparando los resultados



Los valores de concentración de CICP se obtuvieron analizando los

resultados en una curva estándar de 4 parámetros, de concentración, utilizando

el software MetraFlT 1.1. Los resultados fueron normalizados por la cantidad de

proteínas totales en las muestras.

ii) Cuantif,cación de proteínas totales.

Para determinar {a concentración de proteínas totales se utilizó el método

de Bradford. Para ello, 100 pl de !"nuestra se mezclarcn con 1 ml del reactivo de

Bradford, se incubó a TA por" 2 min. y luego se deterrninó la absorbancia a 595

nm en espectrofotómetro. La concentración de proteinas toiales se calculó

interpolando los datos en curva estándar Asgs (0,01 - 0,14) vs. cantidad de

proteína total (1 - 10 ug) obtenida a partir de diluciones seriadas de

concentración conocida de albúmina sérica bovina en a-MEM.



RESULTADOS

l. Trasplantabilidad de MSC humanas.

l.Efectos secundarios de la infusión intravenosa de MSC humanas.

Para evaluar toxicidad, compromiso vital, tumorigenicidad y otros efectos

secundarios que podría tener la infusión intravenosa de MSC expandidas ex

vivo, se evaluaron parámetros macroscópicos como sobrevida, formación de

tumores, deformaciones óseas y variaciones en el peso corporal de los

receptores. La sobrevida de los animales fue del 100% hasta 13 meses post-

infusión, no se observaron alteraciones en ninguno de los parámetros

analizados. Además, los animales que recibieron la infusiÓn de MSC

envejecieron de manera similar a aquellos que no la recibieron.

Por lo tanto, la manipulación ex vivo de las MSC es inofensiva y su

infusión no produce efectos tóxicos en el receptor.

2. Análisis de la presencia de MSC humanas en tejidos murinos.

Para estudiar la trasplantabilidad de MSC, inicialmente se utilizó como

método de análisis la técnica de inmunohistoquímica indirecta con ant¡cuerpos

monoclonales específicos

Desafortunadamente, todos

selectivos para antígenos humanos.

anticuerpos secundarios que se probaron

v

los

presentaron reacción cruzada con el tejido murino. Como se esperaba que la
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cant¡dad de células humanas presentes en los tejidos murinos fuese baja

resultaba indispensable amplificar la señal generada, por lo que no era posible

realizar inmunohistoquímica directa, para así prescindir de los anticuerpos

secundarios. Como método alternat¡vo se decidió marcar las MSC con el

fluoróforo CFSE y luego analizar la presencia de ellas en cortes de tejidos,

visualizándolos en microscopio de epifluorescencia equipado con filtro para

fluoresceína. Este método se pretendía utilizar para visualizar las células

humanas en tejidos murinos sólo a tiempos cortos post-infusión, ya que a

medida que transcurre el tiempo, si las células proliferan la marca se diluye.

2.a Consecuencias celulares de la marcación con CFSE.

Primero se estudiaron los efectos que podría tener la marcación con

CFSE en las MSC, para lo cual se evaluaron los potenciales de proliferación y

de diferenc¡ación osteogénica en las células marcadas.

Como se muestra en la Fig. 4 no ex¡sten d¡ferenc¡as significativas en la

cinética de proliferación de MSC marcadas o no con CFSE, encontrándose en

ambos casos un tiempo de duplicación poblac¡onal de 1,3 días.

Por su parte, tanto en las MSC marcadas con CFSE como en las no

marcadas la exposición al estímulo osteogén¡co indujo la expresión de fosfatasa

alcalina, sin observarse diferencias significativas entre ellas (Fig. 5).
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Figura 4. Efecto de la marcación con CFSE sobre la proliferación de MSC. Las
MSC sin marcar (línea continua) y marcadas con CFSE (línea dlscontinua) se
sembraron a una densidad de 2,6 x 103 células/cm2 y se cultivaron en cr-MEM +

SFB 10% (v/v). A distintos tiempos post-siembra se determinó el número de
élulas vivas adheridas por el método de tinción con cristal violeta.
Los datos mostrados son representat¡vos de 2 experimentos independientes y
en cada experimento las muestras se analizaron en duplicado.
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Figura 5. Efecto de la marcación con CFSE sobre Ia diferenciación osteogénica
de MSC. Las MSC sin marcar y marcadas con CFSE se expusieron (barras
achuradas) o no (barras gr¡ses) al estímulo osteogénico. Al quinto día posl
estimulación se evaluó la actividad fosfatasa alcalina
espectrocolorimétricamente, la cual se expresó como pmoles pNF/min./106
células.
Los daios mostrados son representat¡vos de 2 experimentos independientes y
en cada experimento las muestras se analizaron en duplicado.
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Figura 6. Detección de MSC humanas marcadas con CFSE en pulmón murino.
Ratones desnudos recibieron por infusión intravenosa el vehículo de inyección
(a) ó 0,5 x 106 MSc marcadas con CFSE (b). Un día más tarde, los animales
fueron sacrificados y se obtuv¡eron criosecciones de sus pulmones, que fueron
teñidas con Pl y montadas en Dabco/Mowiol. Luego se analizaron en
microscopio de epifluorescencia con filtro para FITC. Las flechas muestran las
MSC marcadas con CFSE que colocalizan con la marca anaranjada del Pl.
Los datos mostrados son representativos de 2 experimentos.
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detectar hasta 1 en 100.000 células (Mira y col.2002) y además facilita el

anál¡s¡s simultáneo de un gran un¡verso de muestras.

2.c PCR para B-globina humana selectivo y de alta sensibilidad.

Se establecieron las c¡ndiciones óptimas de la PCR que permitieran

amplificar selectivamente pequeñas cantidades de DNA humano aún en

presencia de grandes cantidades de DNA murino, ya que dada la barrera de

especie, junto con los antecedentes de la literatura para trasplante de otras

células, la frecuencia de células humanas en tejidos murinos debiera ser muy

baja. Se probaron 6 parejas de partidores específicos para distintas secuencias

humanas (Alu, B-actina, gapdh, B-globina) pero con todos ellos se observó

amplificación inespecífica de DNA murino indistinguible de la amplificación

obtenida a partir de DNA humano. Finalmente se optó por utilizar los partidores

para el gen de la p-globina humana incluidos en el k¡t DNA Control, de Roche,

ya que después de 40 ciclos de amplificación al utilizar como templado DNA

murino sólo se observó una señal marginal en la región de Tm correspondiente

al amplicón generado a part¡r de DNA humano. (Fig. 7). lntentos para disminuir

al máximo la señal generada a part¡r de DNA murino sin comprometer la

sens¡bil¡dad de la PCR, incluyeron cambios en Ia temperatura y tiempo de

apareamiento, y en la concentración de MgClz.
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Figura 7. Análisis de Tm para los amplicones del gen p-globina humano. El pico
de amplificación con Tm cercano a 78 oC corresponde a los dímeros de
partidores. El pico de amplificación con Tm igual a 85 f 0,5 oC corresponde al
amplificado específico para B-globina humana.
Se muestran curvas representat¡vas de controles y muestra problema. La curva
'l corresponde a 200 ng de DNA genóm¡co murino (control negativo), la curva 2
corresponde a 3 pg de DNA humano en 200 ng de DNA murino (control posit¡vo
2) y la curva 3 corresponde a una muestra problema positiva.
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El protocolo original fue modificado aumentando la temperatura y el tiempo de

apareamiento a 64 'C y a 5 s, respeciivamente y frjando la concentración de

MgCl2 en 4 mM.

La sensibilidad de la PCR para p-globina humana se determinó

amplificando cantidades decrecientes de DNA humano (3.000, 300, 30 y 3 pg)

en presencia de 200 ng de DNA murino. Se observó que en estas condiciones,

seguía siendo posible detectar 3 pg de DNA humano. Puesto que esta cantidad

de DNA corresponde a 1 genoma equivalente, la sensibilidad de la PCR para p-

globina humana resultó ser de 1 célula humana en 70.000 de ratón. Con una

reproducibilidad del 70%.

En adelante, se consideró que en los tejidos analizados había MSC

humanas (tejidos positivos) cuando se encontraba una señal de amplificación

tal que en el análisis de Tm el pico de amplificación estaba por sobre la señal

obtenida para 3 pg de DNA humano en 200 ng de DNA murino (control positivo

2) y cuya temperatura de denaturación era de 85 + 0,5 oC.

2.d Biodistribución a corto plazo de MSC humanas.

La dinámica de biodistribución de MSC humanas infundidas

intravenosamente se analizó por PCR para el gen B-globina humano. Para ello,

se extrajo DNA genómico de dist¡ntos tejidos murinos (médula ósea, bazo,

hueso, diente, cola, oreja, músculo esquelético, oorazón, pulmón, hígado, riñón,

cerebro, ovarios), disectados 15 min. 3 y 24 h, 1 y 2 semanas post-infusión de
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0,5 - 2 x 106 MSC humanas. Como se muestra en Ia Fig. 8 en 14 de 45 tejidos

murinos analizados hasta 3 h post-infusión fue posible detectar células

humanas. Estos tej¡dos corresponden a médula ósea, bazo, pulmón, diente,

hueso, cola, y músculo esquelético. Sin embargo, a un tiempo mayor post-

infusión, 24 h - 1 semana, la distribución de MSC se restringió a 11 de 74

tejidos analizados, siendo estos médula ósea, bazo, y pulmón. Ahora bien, a las

2 semanas post-infusión sólo 4 de 30 tejidos analizados fueron positivos, y

correspondían exclusivamente a médula ósea y bazo. Por su parte, fue posible

detectar la presencia de DNA humano en células nucleadas de sangre

obtenidas hasta 2 semanas post-infusión.

A pesar que no se real¡zó un análisis cuantitativo, dado que las

magnitudes relat¡vas de las señales de fluorescencia obtenidas en los tejidos

positivos fueron sim¡lares a las de 3 pg de DNA humano en 200 ng de DNA

murino, y considerando los rendimientos de las extracc¡ones de DNA genómico

de los tejidos analizados, fue posible estimar que menos del 3% del iotal de

MSC infundidas se destinan y permanecen en la médula ósea y el bazo.

Estos resultados sugieren que las MSC infundidas ¡ntravenosamente

circularían por el organismo concentrándose en los tejidos mesenquimáticos y

el pulmón. Sin embargo, en un plazo de 2 semanas post-infusión

desaparecerÍan de ellos, permaneciendo sólo una pequeña fracción de MSC en

médula ósea y bazo; ambos tejidos hematopoyéticos en el ratón.

57



E
, ¡,,

al3
:tñ
ele

slÉ
elP

60

50

40

30

20

'10

0

15 min. - 3h 24 h - 1 sem. 2 sem. 3,5 - 13 meses

Tiempo post-infusión de MSC humanas

Médula ósea
Bazo

Pulmón
Diente
Hueso
Cola

Músc. Esquelético

Médula ósea
Bazo

Pulmón

Médula ósea
Bazo

Pulmón
Dienle
Hueso
Cola

Músc. Esquelét¡co
Oreja

Corazón
Hígado
Riñón

Médula ósea
Bazo

Figura 8. Cinética de biodistribución de MSC humanas. Ratones
inmunodeficientes hembras balb/c de 3 meses de edad recibieron 0,5 - 2 x '106

MSC por vía intravenosa, 15 min. a 13 meses post-infusión los ratones fueron
sacrificados, se disectaron sus órganos y se analizó en ellos la presencia de
células humanas por PCR para el gen 0-globina humano. Los valores
corresponden a la cantidad de tejidos positivos expresados como porcentaje
respecto del total de tejidos analizados (100%). Los cuocientes sobre las barras
indican la razón entre el número de tejidos positivos y el toial de tejidos
analizados, Para cada tiempo se muestran los tejidos positivos.
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Por lo tanto, las MSC extraídas de la médula ósea y expandidas ex vivo,

una vez infundidas intravenosamente en un organismo en estado estable

volverian a alojarse exclusivamente en los tejidos hematopoyéticos.

2.e Biodistribución a largo plazo de MSC humanas.

Sorprendentemente, después de la disminución durante las 2 primeras

semanas la variedad de tejidos positivos observados, a partir de los 3,5 meses

se encontraron con mayor frecuencia tejidos positivos, siendo 52 tejidos

posit¡vos de 97 analizados (Fig. 8), los cuales correspondieron a tejidos

hematopoyéticos pero también mesenquimáticos y no mesenquimáticos.

Como se muestra en la Tabla 5, en este periodo los tej¡dos que fueron

positivos la mayor cantidad de veces fueron los hematopoyéticos, es decir, en

todas las médulas óseas y bazos analizados siempre fue posible encontrar

células humanas en ellos. Por su parte, al analizar los tej¡dos mesenquimáticos

más de Ia mitad de los tejidos analizados fueron posit¡vos y entre ellos cabe

destacar el hueso, encontrándose MSC humanas en 6 de 7 muestras

analizadas, Io cual es una ventaja para la terapia propuesta, ya que en la Ol

este tejido corresponde al principal tejido afectado. También se observó

presencia de MSC en tejidos no mesenqu¡máticos como pulmón, hígado, y

riñón, sin embargo la frecuencia con que estos tejidos fueron positivos fue

menor (3/7 - 1/6). Finalmente en tejidos como ovario y cerebro nunca se

detectaron MSC humanas.
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Tejido analizado Tejidos psitivos/tej ¡dos

anal¡zados

Médula ósea 7¡7

Bazo 8/8

Hueso 6n

Cola 7t9

Diente 214

Oreja 3/6

Músc. Esquelético 419

Corazón 419

Pulmón 317

Hígado 3t7

Riñón 116

Ovario 0t6

Cerebro 0t7

Tabla 5. Biodistribución a largo plazo de MSC humanas. Ratones hembras
balb/c de 3 meses de edad recibieron 0,5 - 2 x 106 MSC por vía intravenosa,
3,5 a 13 meses post-infusión los ratones fueron sacrificados, se disectaron sus
órganos y se analizó en ellos la presencia de células humanas por PCR para el
gen B-globina humano los valores corresponden a la cantidad de tejidos
positivos respecto del total de muestras analizadas.
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Por lo tanto, a largo plazo las MSC son redestinadas desde la médula

ósea y el bazo hacia tejidos mesenquimáticos como no mesenquimáticos.

Dado que el tejido óseo fue frecuentemente positivo, se sugiere que las

MSC podrían ser utilizadas en protocolos de terapia génica para enfermedades

óseas, como Ol. Sin embargo, es necesario evaluar la posibilidad de

transducirlas con vectores retrovirales que expresen genes que permitan

revertir el fenotipo patológico.

ll. Transducción de MSC humanas con veciores retrovirales y efectos de la

presencia de la ribozima Rzpoll al sobre la expresión del gen coll a1 .

1. Determinac¡ón de los protocolos óptimos de transducción y de selección de

MSC transducidas

Las condiciones óptimas de transducción son aquellas que

permiten obtener el mayor porcentaje de células que expresan el transgen

movilizado por el vector sin afectar el fenotipo. Para determinar dichas

condiciones en MSC humanas, se utilizó el vector retroviral LZRNL, que codiflca

para los transgenes reporteros lacZy neo, y se ensayaron distintas condiciones

de infección. Alternativamente se evaluaron las siguientes variables:

muliiplicidad de infección (moi) (1, 2,5, 10 y 20 unidad formadora de

placa/célula (pfu/cé|.)), concentración de polibreno (0, 8, 20 y 40 ¡rg/ml),

concentración de SFB (10 y 2oo/o v/v), infección de células adheridas o en
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placa/célula (pfu/é|.)), concentración de polibreno (0,8,20 y 40 ¡rg/ml),

concentración de SFB (1O y 2Qo/o v/v), infección de células adheridas o en

suspensión, número de ciclos de infección (1, 2, y 3). La eficiencia de la

transferencia génica se evaluó mediante tinción rn sifu con X-gal y luego los

resultados se confirmaron mediante tinción con FDG y análisis de las células

por citometría de flujo.

Con relación a la moi al visualizar la cant¡dad de células azules (que

expresan el transgen lac Z), se observó que el porcentaje de élulas

transduc¡das aumentaba al aumentar la moi, alcanzándose un máximo a moi 5

pfu/cé|. A valores superiores la morfología celular cambiaba drásticamente

observándose además muerte celular masiva.

Al evaluar el efecto de la concentración de polibreno se observó que con

20 pg/ml se alcanzaba el mayor porcentaje de MSC transducidas y que a

mayores concentraciones este porcentaje no cambiaba.

Por lo tanto se prosiguió evaluando las demás variables manteniendo la

moi y la concentración de polibreno frjas, a 5 pfu/cé|. y 20 pg/ml,

respectivamente.

Cuando se estudió el efecto del SFB se encontró que el porcentaje de

células transducidas era mayor cuando las MSC se sembraban y luego se

¡nfectaban en presencia de SFB 20olo (v/v). Al ¡nfectar las MSC adheridas, con

lo cual se aumenta la superficie de contacto de la élula, el porcentaje de MSC

transducidas era cercano al máximo obtenido.
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Con relación al número de ciclos de infección, se ha reportado que son

necesarios 4 ciclos de infección para transducir eficientemente MSC humanas

con un vector retroviral que codifica para el gen reportero neomicina

fosfotransferasa (Li y col., 1995). Sin embargo, los resultados presentados en

esta tesis muestran que no hay un aumento significat¡vo del porcentaje de

células transducidas al repetir la infección.

En conjunto los resultados anteriores muestran que el protocolo óptimo

de transducción de MSC con vectores retrovirales consistía en infectar por un

único ciclo las élulas adheridas y cultivadas en cr-MEM + SFB 207o (v/v), a una

moi 5 pfu/cé|., en presencia de polibreno 20 ¡rg/ml, pot 24 h. Protocolo con el

cual se obtuvo aproximadamente un 10% de MSC transducidas (Tabla 6).

Dos días post-infección con el vector retroviral LZRNL las células se

expusieron al análogo de neomicina G4l8 a 2 concentraciones (200 y 400

pg/ml). Tres días más tarde, se observó que en presencia de 200 pg/ml una

pequeña parte de la población celular moría, en cambio con 400 ¡rg/ml se

producía una muerte celular masiva y el remanente de élulas que permanecía

adheridas correspondía a células vivas que seguían proliferando y que eran

resistentes a G41 8; este resultado se confirmó al exponer en las mismas

condiciones células que no estuvleron en presencia del virus, en tal caso la

muerte celular fue total. Desde el cuarto día post-infección, y a pesar de la

presencia de G4,l8, en adelante no se observó muerte celular, lo que confirmó

que las células expresaban el transgen de resistencia, por lo tanto en un tiempo
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Condición
N" de ciclos de

inferción
vB (%)

Células que

expresan el

transgen (% de

élulas g-gal+)

MSC adheridas

cr-MEM + SFB

10o/o (vlv)

sin infectar

1 día

1y3dÍas

80

79

/J

1,6

7,4

8

MSC no adheridas

c¿-MEM + SFB

10% (v/v)

sin infectar

1 día

1y3días

82

67

oz

1,5

4,3

9,6

MSC adheridas

cr-MEM + SFB

20Yo (vlv)

sin infectar

1 día

1y3días

87

B8

72

1,7

9,8

7,2

MSC no adheridas

a-MEM + SFB

20o/o (vlv)

sin infectar

1 día

I y3días

75

67

70

,1 E

6,8

E

Tabla 6. Resumen de los resultados de transducción de MSC humanas con el
vector retroviral LZRNL. Para determinar las cond¡ciones óptimas de
transducc¡ón, se evaluó la concentración de SFB, el número y frecuencia de
ciclos de infección, infectando células adheridas o en suspensión, a moi 5
pfu/él. en presencia de 20 pg/ml de polibreno. La eficiencia de la transferencia
génica se evaluó mediante tinción in slfu con X-gal y los resultados se
confirmaron mediante tinción con FDG y análisis de las células por citometría de
flujo.
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aprox¡mado de 3 días era posible seleccionar la población de MSC

transducidas. Estas células proliferaron y se mantuvieron en cultivo en

presencia de G418 por aproximadamente 6 meses. Además, las MSC

transducidas se criopreservaron en las mismas condiciones utilizadas para las

MSC sin infectar, manteniéndose la expresión de los transgenes post-

criopreservación.

2. Efectos moleculares de la ribozima Rzpollal sobre la expresión del gen

col1a1.

Sobre la base de los resultados anteriores, el protocolo que se utilizó

para evaluar los efectos moleculares de la presencia de la ribozima Rzpollal

movilizada por el vector retroviral RNL-Pol sobre el gen col'ta1 en MSC fue

hecho según el siguiente esquema:
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La acción de Rzpollal sobre la expresión del gen col1a1, en MSC

heterocigotas (C/T) para el SNP 3210 de dicho gen, se evaluó a nivel de mRNA

cuantificando el mRNA col1a1 por RT-PCR cuantitativo, y los valores se

normalizaron por la cantidad de mRNA gapdh. Además, a nivel de proteína se

cuantificó el propéptido Cterminal CICP en el medio de cultivo por ELISA-

Sandwich, como señal de la producción de novo de la proteína COL1A1. En

ambos casos se compararon los valores obtenidos para MSC transducidas con

el vector retroviral RNL-Pol vs. las mismas células sin infectar (control).

2.a Reducción de los niveles de mRNA col l al .

A los 5 días post-infección, se observó que en MSC transducidas con el

vector retroviral RNL-Pol la cantidad de mRNA collal correspondía a un 43 +

6% de la cantidad de mRNA col1a1 de MSC control (Fig. 9.a). Esta diferencia

se mantuvo 30 días post-infección, ya que la cant¡dad de mRNA col1a1 en MSC

transducidas correspondía al 38 + 137o con respecto de las MSC control (Fig.

9.b). Además se cuantificaron los niveles de mRNA col1a2 y se observó que

estos no variaron en MSC transducidas respecto de MSC control (datos no

mostrados), lo cual prueba la selectividad de Rzpollal sobre el mRNA col1a1.

Por lo tanto, la expresión de la ribozima Rzpoll al en las MSC

transducidas con el vector retroviral RNL-Pol provoca una disminución en los

niveles de mRNA col1a1, lo cual sería producto del reconocimiento y siguiente

corte del mRNA collal por la ribozima Rzpollal.
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Figura 9. Niveles de mRNA col1a1 en MSC control y MSC transducidas con el
vector retroviral RNL-Pol, 5 días (a) y 30 (b) días post-infección. Los valores
corresponden a la cantidad de mRNA col1a1 normalizada por la cant¡dad de
mRNA gapdh, obtenidos por RT-PCR y expresados como porcentajes respecto
del control (100%).
Los datos mostrados son representativos de 2 experimentos independientes,
las muestras se analizaron por triplicado y en cada experimento la viabilidad
celular fue del 100%.
* 

Datos estadísticamente s¡gnif¡cat¡vos, p < 0.05.
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2.b Reducción de los niveles de proteína colágeno l.

A los 5 días post-infección, se observó que la cantidad de colágeno I producido

de novo en las MSC transduc¡das con el vector retroviral RNL-Pol correspondía

al 5 t 2% de las MSC control (Fig. 10.a). Sin embargo, a los 30 días post-

¡nfecc¡ón no se observaron diferencias significativas en la concentración de

colágeno len MSC transducidas respecto del control (Fig. 10.b).

Por lo tanio, se observa una drástica reducción en Ia síntesis de novo de

colágeno I en las MSC infectadas con el retrovirus RNL-Pol por un tiempo

discreto post-¡nfección (5 días). Sin embargo, posteriormente dicha reducción

es revertida, restableciándose los valores de colágeno l.

3. Consecuencias celulares de la expresión de Rzpoll al movilizada por el

vector retroviral RNL-Pol.

Para determinar si el proceso de transducción con el vector retrov¡ral

RNL-Pol y la expresión de Rzpollal tenÍa algún efecto adverso en las MSC, se

evaluaron los potenciales de proliferación y de diferenciación osteogénico de

MSC transducidas con el vector retroviral RNL-Pol a los 30 días post-infección y

se compararon con los de MSC no transducidas (control).

3.a Efectos sobre la proliferación de MSC.

Como se muestra en la Fig. 11, las MSC control y las MSC transducidas

con el vector retroviral RNL-Pol presentan cinéticas de proliferación similares.
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Figura'10. Niveles de colágeno len MSC control y MSC transducidas con el
vector retroviral RNL-Pol, 5 días (a) y 30 (b) días post-infección. La síntesis de
novo de colágeno I se evaluó en función de la secreción de CICP, el cual se
cuantificó por ELISA-Sandwich. Los valores fueron normalizados por la cantidad
de proteína total y luego expresados como porcentajes respecto del control
(100%).
Los datos mostrados son representativos de 2 experimentos independtentes.
Las muestras se analizaron por tr¡pl¡cado y en cada experimento la viabilidad
celular fue del 100%.
* Datos estadÍsticamente significativos, p < 0.05.
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Figura 11. Efecto de la expresión del Rzpollal sobre la proliferación de MSC.
Las MSC control (lÍnea continua) y transducidas con el vector retroviral RNL-Pol
(línea cortada) se sembraron a una densidad de 2,6 x 103 célulaslcm2 y se
cultivaron en c¿-MEM + SFB 10% (v/v). A distintos tiempos post-siembra se
determinó el número de células vivas adheridas por el método de tinción con
cristal violeta.
Los datos mostrados son representativos de 2 experimentos independientes. En
cada experimento las muestras se analizaron en cuadrupl¡cado-
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Además, al comparar los tiempos de duplicación poblacional no se observaron

diferencias significativas. (1,8 y 1,6 días para M§C control y MSC transducidas,

respectivamente).

Por su parte, tanto las MSC control, como las MSC transducidas con el

veclor retroviral RNL-Pol presentaron inhibición de la proliferac¡ón por contacto

(datos no mostrados). Estos resultados sugieren que la transducción con el

vector retroviral RNL-Pol no convierte a las MSC en élulas tumorigénicas, lo

cual fue apoyado por experimentos en ratones inmunodeficientes que recibieron

intravenosamente MSC transducidas con el vector retrov¡ral RNL-pol; luego de

I meses post-infusión no presentaron formación de tumores y los animales

envejecieron de manera similar a aquellos que no recibieron MSC. En conjunto

estos resultados muestran que ni la transducción, ni la expresión de Rzpolial

transforma a las MSC en células tumorigénicas.

3.b Efectos sobre la diferenciación osteogénica de MSC.

Se observó que al igual que las MSC control, las MSC transducidas con

el vector retroviral RNL-Pol son capaces de responder al estímulo de

diferenciación osteogénico, ¡nduciendo la expresión de la enzima fosfatasa

alcalina (Fig. 12).

Por lo tanto, el potencial de diferenciación de las MSC al linaje

osteogénico no se pierde al transducirlas con el vector retroviral RNL-pol ni con

la expresión de Rzpol1a1.
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Figura 12. Efecto de la expresión de Rzpollal sobre la diferenciación
osteogénica de MSC. Las MSC control y transducidas con el vector retroviral
RNL-Pol se expusieron (barras achuradas) o no (barras grises) al estÍmulo
osteogénico. Al quinto día post-estimulación, se evaluó la actividad fosfatasa
alcalina espectrocolorimétr¡camente, la cual se expresó como pmoles
pNF/min./106 células.
Los datos mostrados son representativos de 2 experimentos independientes y
en cada experimento las muestras se analizaron en duplicado.
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Como era de esperar, en ausencia de estímulo osteogénico las MSC

control no expresaron la enzima fosfatasa alcalina. Sin embargo, en las

condiciones basales las MSC transducidas con el vector retroviral expresaban

levemente esta enzima.

Además, los n¡veles a los que se induce la enzima fosfatasa alcalina son muy

superiores en MSC transducidas comparadas con los de MSC control (27 vs. 5),

lo que sugiere compromiso al linaje osteogénico.
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DISCUSIÓN

l. Trasplantabilidad de MSC humanas.

Nuestros resultados de xenotrasplantes indican que las MSC humanas

expandidas ex vivo e infundidas por vía intravenosa permanecen en el

organismo por al menos 13 meses post-infusión, sin provocar efectos

secundarios en el receptor como formación de tumores, deformaciones óseas o

cambios en el peso corporal. Estos resultados concuerdan con el hecho de que

hasta la fecha no se han reportado datos que sugieran que la expansión ex vivo

convierta a las MSC en élulas tumorigénicas o que su infusión intraveno§a

comprometa la vida del receptor. Por lo tanto la expansión ex vivo de las MSC,

su infusión ¡ntravenosa y su eliminaciÓn no es tóxica para el receptor y no

provoca efectos secundarios.

Nuestros estudios de biodistribuciÓn a corto plazo, es decir, hasta 3 h

post-infusión, muestran que las MSC se destinan inicialmente a médula ósea,

bazo, pulmón, diente, hueso, cola y músculo e§quelético y no a otros tejidos

analizados como coraán, hígado, riñón, ovario y cerebro. La presencia de las

MSC en estos teiidos, excepto pulmón, conespondería a una destinación

preferencial hacia estos tejidos a corto plazo. Se puede descartar que la

presencia de células humanas en estos tejidos se debe a las MSC en sangre
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periférica, ya que en tejidos de alta irrigaeión, como hígado o corazón, no se

encontraron.

En relación a la retención temprana en el pulmón de las MSC infundidas

intravenosamente, esta ha sido observada previamente por nosotros y por otros

grupos (Pereira y cols., 1995, Gao y col., 2001). lmágenes de nuestro

laboratorio en y-cámara de ratones que recibieron MSC marcadas con Tc99

mostraron a las 3 h post-infusión una gran cant¡dad de células marcadas en el

pulmón (Allers y cols., 2003). Es lógico pensar que esta retención se debe a

que el diámetro de las MSC es mayor que el de los capilares pulmonares (20 -
25 vs. 10 - 15 pm). Por lo tanto, la presencia de ellas en este órgano es sólo

transitoria y no conesponde a un sitio de destinación a corto plazo.

Se ha reportado que los cultivos de MSC expandidas ex vivo

conesponden a una población heterogénea que presenta células con distinto

grado de compromiso (Muraglia y cols., 2000). Entonces la destinación a corto

plazo podría estar relacionado con el grado de compromiso de las élulas, sólo

aquellas que presentan mayor grado de compromiso serían retenidas en el

tej¡do con el cual están comprometidas, en cambio aquellas células no

comprometidas o con un compromiso muy temprano se dirigirían hacia la

médula ósea y bazo, lugar donde fis¡ológicamente se encuentran las MSC.

Destacable es que los únicos §idos en que las MSC se destinan a eorto

plazo y permanecen son médula ósea y bazo. Lo cual podría estar dado por las

características del microambiente del tej¡do al cual llegan las células, es decir, la
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sobrevivencia de las MSC luego de la infusión dependería de su encuentro con

un microambiente favorable.

También fue posible detectar MSC en muestras de sangre periférica. El

hecho que las MSC c¡rculen en la sangre periférica aún no está claro. En el

modelo murino las MSC circularían y migrarían hac¡a los tejidos

hematopoyéticos (Piersma y col., ,1983). En humanos, sólo se han detectado

células con características de MSC en recolecciones de sangre periférica

obtenida después de la movilización de precursores hematopoyéticos con

factores de crecimiento, pero no en sangre de individuos normales (Fernández

y col., 1997). Sin embargo, estos resultados no han sido confirmados por otros

investigadores (Ojeda-Uribe y cols., 1993; Lazarus y cols., 1997). Ya que el

método utilizado detecta sólo DNA humano en presencia de DNA murino y dado

que las muestras de sangre se obtuvieron a tiempos cortos post-¡nfus¡ón de las

MSC, la señal positiva en estas muestras podría corresponder a macrófagos

que c¡rculan con DNA humano fagocitado.

Por lo tanto, luego de ser infundidas las MSC se dirigen hacia tejidos

hematopoyéticos y mesenquimáticos para luego permanecer sólo en médula

ósea y bazo, tejidos hematopoyéticos en el ratón.

Del total de las MSC Infundidas sólo una pequeña proporción,

aproximadamente 3%, se alojó en los tejidos hematopoyéticos del ratón y el

resto murió, esto podría deberse a la diferencia de especie (humano-ratón)

entre las células infundidas y el receptor. Sin embargo, en el trabajo de Pereira
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en 1995 a pesar que el trasplante fue en la misma especie y el huésped se

encontraba en condiciones de demanda, el porcentaje de células presentes en

los tejidos hematopoyéticos no superó al valor mostrado en esta tesis. Por lo

tanto, las células que se dest¡nan tempranamente a los tejidos hematopoyéticos

podrían conesponder a una población particular dentro de la población total de

MSC. Esto concuerda con el trabajo de Beauchamp en 1999, donde se muestra

que luego de la infusión la mayor parie de la población celular muere, y se

sugiere que el pequeño porcentaje de células que sobreviven corresponden a

una población particular que presenta características de células troncales que

poseen capacidad de autorenovación y diferenciación.

Los estudios de biodistribución a largo plazo muestran que la presencia

de MSC humanas no se restringía sólo a tejidos hematopoyéticos, sino también

era posible encontrarlas en tejidos mesenquimáticos y no mesenquimáticos,

excepto cerebro y ovario donde en nunca se encontraron.

Dentro de los tejidos mesenquimáticos positivos el más frecuente fue el

hueso, lo cual es una ventaja para la terapia propuesta ya que en la Ol el tejido

óseo corresponde al tejido principalmente dañado a nivel sistémico, por lo tanto

el uso de las MSC en terapia para Ol parece ser el blanco celular adecuado.

En los tej¡dos no mesenquimáticos como pulmón, hígado y riñón, las

MSC podrían formar parte del estroma de estos, sin embargo recientemente se

ha reportado que in vivo las MSC se pueden diferenciar a células renales o a

hepatoc¡tos luego de ser infundidas en ratones con daño renal o hepático
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(Petersen y cols., 1999, lto y cols., 2001). En consecuencia, la población de

MSC que se aloja en los tejidos hematopoyéticos y que luego se es redestinada

hacia otros tejidos posee la capacidad de generar otros t¡pos celulares no

mesenquimáticos, prueba de la plasticidad de estas células.

Por lo tanto, las MSC son destinadas a los §idos hematopoyéticos y

luego son redestinadas hacia otros tejidos. La redestinación de las MSC

conllevaría la expansión de las MSC gue se destinaron a los tejidos

hematopoyéticos, es decir, al dividirse una MSC una célula hija se mantiene en

el tejido de destinacién y la otra es redestinada hacia otros tejidos para

diferenciarse. Lo anterior se apoya en que la intensidad de la señal de la

presencia de MSC en médula ósea y bazo no varió durante todo el t¡empo de

experimentación.

Las MSC extraídas de la médula ósea y expandidas ex vivo, una vez

infundidas intravenosamente en un organismo en estado estable volverían a

alojarse en los tejidos hematopoyéticos y su redestinación hacia otros tejidos

sería provocada por señales de demanda, ya que en este ca§o los animales

anal¡zados eran adultos en estado estable, esta señal correspondería al

recambio fisiológico de cada tejido.

Los trabajos de Pereira en 1995, Liechty en 2000, lto en 2001, y Devine

en 2001 muestran Ia presencia de las MSC en §idos hematopoyéticos,

mesenquimáticos y no mesenquimáticos luego de ser infundidas

intravenosamente, sin embargo en todos ellos los animales se encontraban en
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estado de demanda en alguno de sus tejidos, ya sea por alguna enfermedad o

porque habían sido irradiados o porque se encontraban en etapa de

crecim¡ento. Hasta la fecha no hay trabajos que hayan reportado la destinación

de las MSC tanto a corto como largo plazo en individuos adultos en estado

estable, por lo tanto los resultados mostrados en esta tesis son los primeros en

los que se muestra la presencia y destinación de las MSC humanas en dichos

individuos.

Las eélulas humanas encontradas en los tejidos murinos corresponderían

a élulas diferenciadas y no a MSC, ya que se ha descrito que en animales

infundidos intravenosamente con MSC humanas, las células encontradas hasta

13 meses post-infusión en los diversos §idos corresponden a élulas que se

han integrado y presentan características del tejido donde se encuentran

(Liechty y cols., 2000). Así como resultados de nuestro laboratorio utilizando la

técnica de hibridación rn srÍu confirmaron la presencia de élulas humanas

integradas en tejidos murinos (Allers y cols., 2003).

Hasta la fecha todos los trabajos que analizan la presencia de MSC post-

infusión se han realizado a tiempos f¡jos, por lo tanto los resultados de esta tesis

conesponden al primer estudio cinético de biodistribución de MSC.

En conjunto los resultados mostrados apoyan fuertemente que las MSC

son el blanco celular ideal para protocolos de terapia génica para Ol, ya que

luego de ser manipuladas ex vivo sobreviven a la infusión intravenosa y son

redestinadas frecuentemente al tejido óseo, por lo tanto podrían suplir la función
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de los osteoblastos patológicos. Estos resultados validan una parte de la

hipoótesis propuesta y sirven de base para evaluar los efectos de la ribozima

Rzpoll al sobre la expresión del gen col1a1 en estas células.

ll. Efectos de la presencia de la ribozima zpoll al sobre la expresión del gen

col1a1 .

1 . Transducción de MSC con vectores retrov¡rales.

En las condiciones óptimas de transducción de MSC establecidas en

esta tes¡s se obtuvo como máximo un 10% de células que expresaban los

transgenes reporteros.

Las principales etapas l¡mitantes de la transducción con vectores

retrovirales corresponden a la entrada del virus a la célula y a la entrada del

DNA viral al núcleo para su integración en el genoma (Wang y cols., 1991). A

nivel molecular estas etapas están determinadas por la expresión de receptores

de superficie en la membrana celular y por la etapa del ciclo celular en que se

encuentran las células, respectivamente.

Se observó que el máximo de células transducidas se obtenÍa en

presencia de polibreno 20 pglml, y que d¡sminuía a concentraciones menores.

Esto concuerda con lo reportado, que la etapa de adsorción del virus es

mediada por esta molécula, la cual al tener carga neta positiva favorece la

eficiencia de infección al disminuir la repulsión electrostática entre la membrana
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viral y la membrana celular (ambas con carga neta negativa), favoreciendo así

la unión de estas (Toyoshima y col., 1969).

El trabajo de Max en 1999, muestra que la transducción de las MSC

esta limitada por la expresión del receptor viral anfotrófico P,1-2 (transportador

de fosfato), es decir, la eficiencia de transduc¿ión estaría limitada también por la

expresión de este receptor, por lo tanto la población de MSC transducidas con

RNL-Pol correspondería a aquella que expresó el receptor Pif-2 durante el

tiempo de infección.

Para obtener el máximo de élulas transducidas fue necesario crecer e

¡nfectar las MSC en med¡o con alta concentrac¡ón de sFB (2AYo vlv). Estudios

de nuestro laboratorio sugieren que la concentración de sFB en el medio de

cult¡vo determina la veloc¡dad de proliferación celular, es decir, a medida que lá

concentrac¡ón de sFB aumenta también aumenta el porcentaie de células que

están en activa proliferación, por lo tanto aumentaría la cantidad de células que

pueden ser transducidas. Análisis del estado de ciclo celular de las MSC

muestran que sólo una parte, 10% de la población, se encuentra en fase

s/G2ll\4 (conget y col., 1999). Por lo tanto sÓlo esa pequeña proporción sería

susceptible a ser transducida.

En resumen, las élulas Suscept¡bles de ser transducidas con el vector

retroviral RNL-Pol corresponderían a aquellas que expresan el receptor

anfotrófico P¡t-2 y que se encuentran en ac,tiva proliferación dufante el tiempo

de infección, y que corresponden al 107o de la población total de MSC'
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2. Efectos moleculares de presencia de la ribozima Rzpollal sobre la expresión

del gen collal.

Los resultados presentados en esta tesis muestran que en MSC

heterocigotas (C/T) para el SNP 3210 del gen col1al transducidas con el vector

retroviral RNL-Pol, tanto 5 como 30 días post-infección se observa una

disminución de aproximadamente 607o en los niveles de mRNA col1al respecto

de las MSC sin infectar.

Se ha descrito que la unión de proteínas a secuencias en la región 3'no

traducida del mRNA col lal estabilizan esta molécula (Stefanovic y cols., 1997),

por lo cual con el corte producido por Ia ribozima Rzpollal en esta región se

perderían los sitios de unión a proteínas generando así una molécula más

inestable, con lo cual disminuiría su vida media.

El método utilizado para cuantificar el mRNA col1a1 no permitía distinguir

los transcritos generados a partir de cada alelo, ya que el cambio de una C por

una T o viceversa en un amplicón de 125 pb no modifica la Tm. Sin embargo,

previamente se había demostrado que ¡n vitro utilizando independientemente,

RNAs del alelo T o C, la ribozima Rzpollal reconoce y degrada sólo el mRNA

generado a partir del alelo T, dejando ¡ntacto el mRNA generado a partir del

alelo C (Millington-Ward y cols., 1999). Estos antecedentes, junto con la

observación que en el sistema celular la reducción en los niveles de mRNA

col1a1 es cercana al 50o/o, y que los mRNA para otras moléculas (col1a2), no

se ven alterados, indican que Ia disminución en los niveles de mRNA col1a1 se
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puede atr¡bu¡r a que Rzpollal expresada ex vivo crrrta selectivamente el mRNA

col1a1 generado por el alelo T, dejando el mRNA generado por el alelo C

intacto.

Concordante con la disminución en la cantidad de mRNA, a los 5 dÍas

post-infección de las MSC con el vector retroviral RNL-Pol se observó una

disminución de aproximadamente un 957o en la cantidad de colágeno I

sintetizado de novo respecto de las MSC control. Por lo tanto, como era de

esperar la disminución de la cantidad de mRNA col1al a corto plazo conlleva

una disminución de la cantidad de proteína COL1A1 y esta una disminución del

colágeno I ensamblado.

Sin embargo, disminuciones a nivel de mRNA a largo plazo no conllevan

cambios en la expresión a nivel proteico, ya que a los 30 días post-infección no

se observaron diferencias significativas entre la concentrac¡ón de colágeno I

sintetizado de novo en MSC transducidas vs. control.

Esta falta aparente de inhibición no puede atribuirse a un cese en la

expresión del vector, ya que las células seguían siendo res¡stentes a G418, el

cual se mantuvo en los cultivos durante todo el tiempo de experimentación para

ev¡tar la aparic¡ón de revertantes. Además el vector RNL-Pol incluye 2 cassettes

de expresión para Rzpollal con distintos promotores, ambos constitutivos y

fuertes. Por último, como se discutió previamente, la disminución a nivel de

mRNA col1al se mantuvo independientemente del t¡empo y la criopreservación.
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En consecuencia, el restablecimiento de los niveles normales de

colágeno I a los 30 días post-infección de las MSC con el vector retroviral RNL-

Pol podría atribuirse a un mecanismo compensatorio ante la drástica

disminución de colágeno I observada inicialmente.

Entonces, a medida que comienza a disminuir la cantidad de mRNA

col1a1 en las MSC transducidas y en consecuencia disminuye la concentrac¡ón

de COL1A1 y con ello colágeno l, se activaría algún mecanismo para que a

partir de una menor cantidad de mRNA colla1 se sintetice una mayor cantidad

de proteína COL1A1, con lo cual se aseguraría la síntesis y secreción de una

cantidad mínima fisiológica de colágeno l.

Hasta la fecha poco se conoce sobre la regulación post-transcripcional

de la síntesis de colágeno l, sin embargo se ha demostrado que frente a

pequeños cambios a nivel transcripcional mecanismos aún no claros perm¡ten

aumentar significativamente la cantidad de colágeno I sintetizado de novo

(Stefanovic y cols., 1997).

Puesto que el ELISA-Sandwich utilizado en este trabaio no d¡scr¡mina

entre ambos propéptidos C-terminales, podría postularse que el colágeno I

sintetizado en las MSC transducidas con RNL-Pol podría ser una mezcla de

heterotrímeros (COL1A1)2COL1M y homotrímeros (COL1A2)3 como lo ha

demostrado Alvares y cols. en 1999,

Para los objetivos de la terapia aquí propuesta, el restablecimiento de los

niveles de colágeno I en MSC transducidas con el vector retroviral RNL-Pol
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respecto de las M$C control es una ventaja ya que en células de pacientes con

Ol se eliminaría el mRNA col1al anómalo, s¡n embargo, los niveles de colágeno

I no se verían afectados.

3. Consecuencias celulares de la expresión de Rzpolla'l movilizada por el

vector retrovlral RNL-Pol.

Nuestros resultados demuestran que el potencial de diferenciación

osteogénico y de proliferación en las MSC transducidas no se pierde. Dado que

la diferenciación osteogénica depende de la expresión de colágeno l, es posible

decir que el colágeno I sintetizado por las MSC transducidas corresponde a

colágeno f¡siológicamente normal. Lo cual es ventajoso s¡ se piensa en aplicar

esta estrategia con fines terapéuticos.

En condiciones de cultivo sin estímulo osteogénico sólo las MSC

transducidas expresaron la enzima fosfatasa alcalina y frente al estímulo la

expresión de esta enzima fue casi 6 veces mayor en las MSC transducidas

respec,to de MSC control. Estos resultados sugieren que la poblaeión de MSC

transducidas podría corresponder a células comprometidas tempranamente al

linaje osteogénico, seleccionadas en el momento de la infección con el vector

retroviral en func¡ón de la expresión de un transportador de fosfato (P¡t-z). El

hecho de no haber observado mineralización de las MSC transducidas con

RNL-Pol durante casi 6 meses que se mantuvieron en cultivo, indica que el

compromiso hacia el linaje osteogénico debería ser un @mpromiso temprano.
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Por lo tanto, la transducción de las MSC con vectores retrovirales

conllevaría Ia selección de progenitores osteogénicos. En el caso de una terapia

contra Ol, este resultado sería una ventaja ya que la población infundida de

MSC transducidas con el vector retroviral se d¡ferenciaría principalmente a

osteoblastos, principales células afectadas en la patología estudiada.

En conjunto todos los resultados presentados en esta tesis apoyan

fuertemente que una estrategia como la descrita en este trabajo, para tratar

pacientes con Ol tipo ll, lll ó lV, en los cuales la mutación se encuentra en el

mismo alelo que el SNP 3210 del gen col1a1, el protocolo sería el siguiente:

extraer médula ósea del paciente, expandir ex yiyo sus MSC, transducirlas con

el vector RNL-Pol que contiene la secuencia codificante para la ribozima

Rzpol1a1, e infundirlas intravenosamente al paciente. Nuestras observaciones

nos permiten prever que los niveles de colágeno anómalo serían disminuidos

manteniéndose los niveles de colágeno normal y luego de ser infundidas las

MSC en el paciente serÍan redestinadas principalmente al tej¡do óseo.
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CONGLUSIONES

Las conclusiones más relevantes de esta tesis son:

1. la expansión de las MSC ex yivo es inofensiva y su infusión intravenosa no

produce efectos secundarios en el receptor.

2. las MSC sobreviven a la infusión intravenosa y permanecen por al menos 13

meses en el receptor.

3. existe una b¡odistr¡bución de las MSC infundidas ¡ntravenosamente en

función del tiempo:

- a corto plazo, las MSC se distribuyen en los tejidos hematopoyéticos y

mesenquimáticos, permaneciendo sólo en los tejidos hematopoyéticos

- a largo plazo, las MSC que permanecen en médula ósea y bazo, pero

además son redestinadas mayoritariamente hacia otros tejidos,

mesenquimáticos entre los cuales se encuentra el tejido óseo, y en

menor frecuencia hacia otros tejidos no mesenquimáticos.

87



4. el 10% de la población de MSC expand¡das ex vivo es transducida por

vectores retrovirales. Esta poblac¡ón puede selecc¡onarse eficientemente en

función de su resistencia a G418.

5. la expresión de la ribozima Rzpoll al provoca una disminución en los niveles

de mRNA col1a1 , lo cual sería producio del reconocimiento y corte selectivo

por Rzpollal del mRNA col1a1 generado por el alelo T.

6. la disminución en los niveles de col1a1 conlleva una disminución drástica en

la cantidad de colágeno I sintetizado de novo sólo inicialmente y luego, la

concentración de colágeno I se restablece a los niveles normales.

7. ni la expresión de Rzpol1a1, ni el evento de transducción con vectores

retrovirales tiene efectos sobre los potenciales de proliferación, ni de

diferenciación osteogénica de las MSC humanas.

8. aunque en esta tesis no se estudió la trasplantabilidad de MSC transducidas

con el vector retroviral que codifica para la ribozima Rzpoll a1 , en conjunto

todos los resultados sugieren que dado que las MSC al ser trasplantadas

son redestinadas finalmente al hueso y que es posible disminuir en ellas los

niveles de mRNA col1al sin afectar los niveles de colágeno l, parecen ser el

blanc¡ celular adecuado para ¡ntervenciones de terapia génica para Ol.
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