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RESUMEN

La osteoporosis postmenopausica es una patologia que se caracteriza por una
disminucion de la masa 6sea, producto del desbalance entre la resorcion y Ia formacion
del hueso (Manolagas, 2000). La formacion del tejido Oseo es producida por los
osteoblastos, los cuales derivan de las células ironcales mesenquimaticas (MSCs)
presentes en la médula 6sea y otros tejidos (Minguell y col, 2000). En el hltimo tiempo,
se¢ han realizado multiples esfuerzos para dilucidar el origen y las causas de la
osteoporosis, sin embargo, aun no se conocen con exactitud los mecanismos
involucrados en la patogénesis de 1a enfermedad. Dado que las MSCs poseen también la
capacidad de dar origen a adipocitos, en estos Gltimos afios se ha planteado la “teoria
lipidica de la osteoporosis” (Parhami y col, 1999). Esta teoria propone que en la
osteoporosis se produce una disminucién de la formacion de células osteogénicas
concomitante con un aumento de tejido adiposo en la médula 6sea. En esta tesis
estudiamos algunos factores que pudiesen alterar los procesos de diferenciacion de las
MSCs en estos dos grupos de mujeres. Para esto, aislamos MSCs de médula ésea
provenientes de dos grupos de donpantes; mujeres postmenopéusicas osteopordticas y
mujeres postmenopausicas controles.

Los resultados muestran que las MSCs provenientes de donantes osteopordticas
presentan una capacidad de diferenciacion adipogénica 3 veces mayor que las de
donantes controles; esto se explica en parte por diferencias en los potenciales de
diferenciacion de cada uno de los progenitores presentes en la médula dsea, mds que por

diferencias en el nimero de progenitores. Ademds, las MSCs de donantes osteopordticas
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y confroles responden de distinta manera frente a leptina y BMP-2, estimulando en
ambos casos Ja diferenciacion osteogénica. Sin embargo, leptina produce efectos en la
diferenciacion adipogénica s6lo en MSCs provenientes de donantes controles, en donde
se observa una disminucién significativa del nimero de adipocitos. El estimulo de
diferenciacién osteogénico y adipogénico a su vez aumenta de manera significativa la
capacidad de unién de leptina en MSCs en ambos tipos de donantes, aun cuando las
MSCs provenientes de donantes osteopordticas muestran una capacidad de unién de
leptina menor que las controles. Los receptores tipo 1A de BMP no presentan cambios de
intensidad ni de distribucién en ambos tipos de donantes, a diferencia de los receptores
tipo IB, donde se observan cambios en su distribucién en la membrana celular. La
expresion de Cbfal en células provenientes de ambos tipos de donantes es constitutiva y
no cambia significativamente en el transcurso de la diferenciacién. Para el caso de
PPARy se ve que hay un aumento en la expresién de este factor, observandose una
intensidad mayor y mds sostenida en células osteopordticas.

En conclusion, las MSCs provenientes de donantes osteoporéticas poseen una
capacidad de diferenciacién adipogénica mayor a la de donantes controles, lo cual en
parte se debe tanto a diferencias en los potenciales de diferenciacién de los progenitores
presentes en la médula ésea como tambien a la respuesta diferencial de estos
progenitores frente a estimulos como leptina y BMP-2.

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

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




ABSTRACT

Postmenopausal osteoporosis is a pathology characterized by loss of bone mass,
as a result of an imbalance between bone resorption and bone formation (Manolagas,
2000). Bone tissue formation is generated by osteoblasts, which derived from
Mesenchymal Stem Cells (MSCs) present in bone marrow and other tissues {(Minguell et
al, 2000). In the last time many efforts have been done to elucidate the origin and causes
of osteoporosis eventhough it remains unclear which are exactly the mechanisms
involved in the pathogenesis of this disease. In fact, because MSCs have also the
capacity to differentiate to adipocytes, in last years has emerged the "lipid theory of
osteoporosis” (Parhamy et al, 1999). This theory proposes that in osteoporosis,
formation of osteoblast cells decrease:s while simultaneously adipose tissue increases in
the bone marrow. In this thesis we studied some factors that would change the dynamic
of differentiation of MSCs in both postmenopausal women groups. For this purpose, we
isolated MSCs from bone marrow coming of two groups of donors: one of osteporotic
women and the other one of control women.

The results show that MSCs taken from osteoporotic donors show an adipogenic
differentiation ability three times higher than MSCs derived from the control donors; it
is explained partially by differences in the differentiation potentials of each one of the
mesenchymal progenitor cells presents in the bone marrow, rather than by differences in
the number of these progenitor cells. Furthermore, MSCs from both osteoporotic and
control donors, respond in a different way to leptin and BMP-2, stimulating in both

cases the osteogenic differentiation. However, leptin exerts some effects in adipogenic




T e

differentiation only on MSCs coming from control donors where it is observed the
notoriously decrease in the number of adipocyies. The stimulus of osteogenic and
adipogenic differentiation, also increase the potential of binding leptin on MSCs in both
donors, though MSCs from osteoporotic donors show lower ability of binding leptin
than the control donors. BMP type IA receptors do not change intensity nor distribution
in both group of donors, versus receptors IB where changes are observed in their
distribution on cell membrane. The expression of Cbfal in both osteoporotic and control
cells it is constitutive and do not change during the differentiation process. For PPARy
the observation shows an increase in the expression of this factor, being of a higher
intensity and more sustained in osteoporotic cells.

In conclusion, MSCs from osteoporotic donors have a higher capacity of
adipogenic differentiation than the control donors, which in part is due not only to
differences in the potential of differentiation of the mesenchymal stem cells in the bone
marrow, also to the differential response of these progenitor cells when exposed to
stimulus as leptin and BMP-2.

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

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



INTRODUCCION

La osteoporosis postmenopausica es una patologia que afecta a un numero cada
vez mayor de mujeres tanto en Chile como en el resto del mundo y que se caracteriza
por una disminucion de la masa osea. Se ha propuesto que la disminucion de la masa
osea se produce por un desbalance entre la resorcion y la formacién del hueso por una
excesiva osteoclastogénesis y una inadecuada osteoblastogénesis (Manolagas, 2000)
(Figura 1). Este desbalance produce una pérdida de masa osea, lo que conlleva a un
aumento en la fragilidad del hueso. Esta pérdida de masa osea aumenta la
susceptibilidad de sufrir fracturas originando discapacidad y morbilidad en personas
mayores, con el consiguiente gasto en salud. En el dltimo tiempo se han realizado
multiples esfuerzos para dilucidar el origen y las causas de la osteoporosis, sin embargo,
en la actualidad no se conocen con exactitud los mecanismos involucrados en la

patogénesis de la enfermedad.

Figura 1: Homeostasis del hueso
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En condiciones normales el tejido 0seo, al igual que otros tejidos, se encuentra en
constante recambio (Figura 1). Mientras la resorcion ésea es producida por la accion de
los osteoclastos (células que derivan de células troncales hematopoyéticas), la formacion
del tejido 6seo es producida por los osteoblastos, los cuales derivan de las células
troncales mesenquimaticas (MSCs) presentes en la médula o6sea y otros tejidos
(Minguell y col, 2000). Las MSCs son células pluripotentes con la capacidad de
autorrenovarse y que se pueden diferenciar a distintos fenotipos celulares: osteoblastos,
adipocitos, condrocitos, células de estroma de médula osea, entre otros, los cuales dan
origen a diferentes tejidos: hueso, tejido adiposo, cartilago, estroma de médula 6sea, y
otros tejidos conectivos (Caplan, 1991) (Figura 2). El proceso de diferenciacion ocurre a
través de etapas discretas, durante las cuales se produce una pérdida creciente del
potencial de diferenciacion y un aumento de su compromiso hacia los distintos linajes

celulares.

Figura 2: Plasticidad de las MSCs

MSCs

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



La formacién de hueso involucra la proliferacion de células progenitoras
pluripotentes (MSCs), su diferenciacién hacia células progenitoras osteogénicas,
migracién de estas células a la superficie del hueso y su diferenciacion hacia
osteoblastos. (Long y col, 1995; Lecanda y col, 1997). Los procesos de formacion y
resorcion Osea son finamente regulados por factores locales y sistémicos (hormonas -
GH, PTH, estrogenos, vitamina D -, factores de crecimiento -BMPs, TGF-B, IGF-I,
IGF-H, FGF -, citoquinas — IL-1, IL-6 -), con el fin de mantener constante la masa 6sea.
Ya que las células progenitoras del hueso presentes en la médula 6sea poseen una gran
plasticidad, se acepta cada vez mas que cambios en ciertas propiedades funcionales de
éstas c€lulas, como por ejemplo su capacidad de diferenciacion, podrian explicar los
defectos en la formacién del hueso que se observan en ciertas patologias 6seas. Hasta
ahora, sélo existian evidencias indirectas que sugerian que alteraciones en la regulacion
de las diferentes vias de diferenciacién de las MSCs podrian ser importantes en la
génesis de algunos desdrdenes 6seos (Gimble y col, 1996; Nuitall y col, 1998). Ya que
Ias MSCs que dan origen a los osteoblastos poseen a su vez la capacidad de dar origen a
adipocitos, en estos ultimos afios se ha planteado Ia “teoria lipidica de la osteoporosis”
(Parhami y col, 1999). Esta teoria propone que en la osteoporosis se produce una
disminucion de la formacién de células osteogénicas concomitante con un aumento de
tejido adiposo en la médula dsea.

Las primeras observaciones histomorfométricas sugieren que en la osteoporosis,
el cambio de la dindmica de las células dseas es la consecuencia del reemplazo de la

poblacién de células funcionales de la médula dsea por tejido adiposo (Nuttall y col,



1998). Estudios clinicos posteriores mostraron gue el aumento del tejido adiposo
observado en la médula dsea de pacientes osteoporéticas se encuentra asociado con una
disminucion del nimero de células del linaje osteogénico. Este aumento en el nimero de
adipocitos presentes en la médula ésea se ha observado en todas las condiciones que
conducen a una pérdida de la masa dsea, tales como ovariogctomia, inmovilizacién o
tratamiento con glucocorticoides (Nuttall y col, 1998; Nuttall y Gimble, 2000).

Esta caracteristica del hueso osteoporético ha sido avalada por observaciones
clinicas que indican la existencia de una correlacion entre la aparicion de grasa en la
médula 6sea y una capacidad reducida de formar hueso sugiriendo la existencia de una
relacién inversa entre adipocitos y osteoblastos (Gimble y col, 1996). Ya que tanto los
osteoblastos como los adipocitos provienen de un precursor comin y por ende pueden
ser regulados en forma conjunta, los hallazgos mencionados sugieren que, en la
osteoporosis, el compromiso de las MSCs hacia la via de diferenciacién adipogénica
ocurriria a expensas del nimero de osteoblastos y de la funcion osteogénica (Gimble y
col, 1996; Parhami y col, 1999).

Resultados obtenidos in vitro apoyan los datos clinicos que muestran un aumento
del tejido adiposo en la médula de pacientes osteoporoéticas. Asi, resultados obtenidos en
nuestro laboratorio (Rodriguez y col, 2000) muestran que MSCs obtenidas de pacientes
osteoporéticas sintetizan una matriz extracelular deficiente en colageno tipe 1, lo cual
favorece la diferenciacion de estas células hacia ei linaje adipogénico. Sin embargo,
hasta ahora no se conocen con exactitud los mecanismos celulares y moleculares que

dan cuenta de este hecho. Por lo tanto, el estudio de los mecanismos y factores




involucrados en la determinacién del fenotipo celular maduro, osteoblasto o adipocito,
es de gran importancia para comprender la patogeénesis de la enfermedad.

Se sabe que numerosos factores, incluyendo hormonas, factores de crecimiento,
citoquinas y factores de transcripcién, por nombrar algunos, estin involucrados en la
regulacion de la proliferacion y diferenciacion de las células progenitoras hacia los
fenotipos osteogénicos y/o adipogénicos. Dentro de estos factores nos interesa estudiar
el rol que tienen leptina (Thomas y col, 1999) y las proteinas morfogenéticas del hueso
(BMPs) (Kadiyala y col, 1997) en la diferenciacion de las MSCs en condiciones
normales y de osteoporosis; y la expresion y activacién de los factores de transcripcion:
PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors) (Mandrup y Lane, 1997; Dani,
1999; Wu y col, 1999) y Cbfal (core binding factor al) (Shapiro, 1999; Komori vy col,
1997), caracteristicos de las vias de diferenciacion adipogénica y osteogénica,
Tespectivamente.

Dentro de los muchos factores asociados con la osteoporosis, el sobrepeso de los
individuos es relevante. Diversos estudios clinicos demuestran que masa dsea y
contenido graso se encuentran estrechamente relacionados (Thomas y col, 1999). De
hecho se ha visto que en la menopausia mujeres con exceso de peso se encuentran mas
protegidas contra la osteoporosis que aquellas mujeres de peso normal o bajo peso
(Odabasi y col, 2000; Goulding y Taylor, 1998; Karsenty, 2001). Aunque los niveles
plasmaticos de leptina, una proteina secretada por las células adiposas, se encuentran
aumentados en la obesidad, no se ha encontrado una relacién directa entre niveles
plasmaticos de leptina y densidad mineral 0sea, aunque estudios in vifro muestran que

leptina actiia sobre las células de estroma de médula 6sea aumentando su diferenciacion




hacia osteoblastos e inhibiendo su diferenciacién a adipocitos (Thomas y col, 1999).
Leptina es una protefna de 16 kDa secretada por las células adiposas que regula ia
ingesta de alimentos y el gasto de energia a nivel del hipotdlamo para mantener el peso
corporal estable. Por esta razon se propuso a la leptina como un factor anti-obesidad
envuelto directamente en un feedback entre adipocitos e hipotilamo (Zhang y col,
1994).

Parece interesante entonces estudiar el efecto que tiene leptina sobre los procesos
osteogénicos vy adipogénicos, aunque los datos existentes hasta ahora parecen
paradojales. Mientras se ha observado un efecto protector de la cbesidad sobre la
osteoporosis (Considine y col, 1996; Thomas y col, 2000), no se ha enconirado una
relacion directa entre los niveles plasméticos de leptina y la masa ésea (Thomas y
Burguera, 2002). Sin embargo, se ha observado que células progenitoras de médula 6sea
cultivadas en presencia de estimulos adipogénicos se diferencian hacia adipocitos y
durante la diferenciacion expresan y secretan altos niveles de leptina (Laharrague y col,
1998). Aunque los sitios precisos de accidn de la leptina no son bien conocidos, se cree
que sus efectos son mediados via hipotdlamo (Karsenty, 2001). Sin embargo, la amplia
expresion del receptor de leptina en diferentes tejidos sugiere que leptina también podria
actuar directamente en tejidos periféricos (Tartaglia,1997; Reseland y col, 2001;
Holloway y col, 2002). Como resultado de splicing alternativo en el mRNA, existen tres
isoformas del receptor de leptina con diferentes longitudes y secuencias C-terminal (Barr
y col, 1999; Kielar y col, 1998; Ghilardi y col, 1996); un receptor de membrana con un
dominio citoplasmiético corto sin funcién de transduccién de sefiales, un receptor de

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




un supuesto receptor de leptina soluble (Chen y col, 1996; Lee y col, 1996). Los
receptores de leptina (OB-R) de cadena corta y larga han sido encontrados en células
Gseas o sus precursores (Reseland y col, 2001; Thomas y col, 1999; Kim y col, 2003;
Glauber y col, 1995). Se han visto variaciones en los contenidos de OB-R dependiendo
del arigen celular y la etapa de diferenciacién (Thomas y col, 1999; Siegrist-Kaiser y
col, 1997; Glasow y col, 2001) pero la cantidad de proteina OB-R no ha sido medida en
forma cuantitativa.

De acuerdo con los datos reportados en Iz literatura, leptina no tendria un efecto a
nivel del compromiso de las células progenitoras a diferenciarse, sino que su efecto seria
aumentando la maduracion osteogénica e inhibiendo la maduracion tardia de los
adipocitos (Thomas y col, 1999). Se ha observado que leptina aumenta la actividad de
MAP quinasa (Mitogen Activated Protein kinase) (Takahashi y col, 1997), lo cual ha
servido para establecer una relacién entre MAP quinasa y adipogénesis. La activacion de
MAP quinasa, mediada por leptina, fosforila PPARY lo cual resulta en la disminucion de
su actividad transcripcional (Jaiswal y col, 2000). Todos estos datos apoyan la hipdtesis
que leptina es un regulador fisiolégico de las vias de diferenciacion osteogénicas y
adipogénicas.

Por ofra patte, se ha observado que las BMPs estimulan la actividad osteogénica
de las MSCs, e inhiben el proceso adipogénico (Gimble y col, 1995). Las BMPs, que
fueron originalmente identificadas como péptidos que inducian la formacioén de cartilago
y hueso in vivo, juegan un rol importante en la formacién y en la diferenciacién de

células de hueso, y son componentes integrales de la matriz extracelular de este tejido



(Chen y col, 1997). Las BMPs se expresan muy tempranamente durante la
diferenciacién osteogénica, lo cual sugiere que la diferenciacion puede ser el resultado
de la produccién de BMP y de su subsecuente accion autocrina (Wright y col, 1998).
BMP-2 inhibe la proliferacién induciendo la diferenciacién de progenitores ¢seos
humanos a células maduras, aumentando la expresién de las proteinas de la matriz del
hueso y promoviendo su mineralizacion (Lecanda y col, 1997). Esto se corrobora en
MSCs a las cuales se les ha incorporado el gen para BMP-2 y producen la proteina,
tienen aumentada la actividad de la fosfatasa alcalina, inducen la mineralizacién de la
matriz, y son capaces de generar hueso in vivo (Wright y col, 1998).

En esta misma linea, 'el analisis del rol que tienen los receptores de BMP (tipo 1A
y IB) en el proceso de diferenciacion muestra que estos receptores transmiten sefiales
diferentes a la célula progenitora y por lo tanto juegan un rol clave en el compromiso y
diferenciacion a osteoblastos y adipocitos (Chen y col, 1998). Los receptores de BMP
son miembros de la familia de receptores TGF-B, los cuales inician su accién por la
unioén de dos tipos de serina/treonina kinasa de transmembrana, conocidos como
receptores I y II. Aunque tanto los receptores de tipo I como los de tipo II se unen a su
ligando BMP, heteromeros de receptores tipo I y tipo II se requieren para que la sefial
sea fransducida (Massague, 1998). El compromiso hacia osteoblastos o adipocitos puede
ser especificado blequeando o activando selectivamente la sefial de los receptores tipo
IA y IB para BMP. Esto sugiere que la adquisicion o pérdida temporal de un subtipo del
receptor de BMP en células precursoras puede ser una etapa clave para el compromiso

de las células y su posterior diferenciacion hacia osteoblastos o adipocitos.



Tomando en cuenta la participacién que tienen las BMPs en los procesos de
diferenciacién, el uso terapéutico potencial de BMPs en el manejo de enfermedades
Oseas hace importante estudiar las respuestas de MSCs frente a este tipo de moléculas
(Lecanda y col, 1997).

Los procesos de diferenciacion de las MSCs hacia el linaje osteogénico y
adipogénico involucran la expresion especifica de genes asociados a cada fenotipo:
Cbfal, gen maestro regulador de la expresion génica de los osteoblastos, y PPARs (8 vy
), genes maestros para la adipogénesis. El factor de transcripcion Cbfal se expresa sélo
en osteoblastos y se ha visto en animales de experimentacién que una delecion en el gen
provoca la perdida de la capacidad de formacion de hueso (Shapiro, 1999; Komori y col,
1997). La region del promotor de genes caracteristicos de osteoblastos (osteopontina,
osteocalcina, y sialoproteina del hueso) contiene secuencias de unién para Cbfal, y su
uni6n estimula la diferenciacion a osteoblastos (Harada y col, 1999). Por otra parie, se
sabe que la sobre expresion de PPARYy induce la diferenciacién a adipocitos (Nanbu-
Wakao y col, 2000). La activaciéon de PPARS por &cidos grasos induce la transcripcién
de genes que codifican para proteinas involucradas en el metabolismo lipidico y PPARY,
lo cual demuestra que la expresion de PPARy es controlada por PPARS. Esto significa
que PPARS se expresa durante las etapas iniciales del proceso de diferenciacion
adipogénica y PPARy lo hace en la etapas tardias, promoviendo fuertemente la
diferenciacion terminal a adipocitos (Saladin y col, 1999; Bastie y col, 1999). Por otra
parte, se ha demostrado que existe una relacién entre los faciores de transcripcion

caracteristicos de la adipogénesis (PPARY2) y osteogénesis (Cbfal). Asi, resultados en




1a literatura sugieren que PPARY2 regula negativamente 1a plasticidad de las células de
estroma suprimiendo la expresion de Cbfal, junto con una disminucion de la sintesis de
colageno tipo I, fosfatasa alcalina y osteocalcina, moléculas producidas por osteoblastos
(Lecka-Czernick y col, 1999).

En esta tesis, MSCs aisladas desde muestras de médula 6sea provenientes de
donantes normales y osteoporéticas, seran mantenidas en cultivo en condiciones basales
v de diferenciacion osteogénicas y adipogénicas, y sometidas a los distintos factores en
estudio con el fin de determinar el rol que estos cumplen en la diferenciacion de las
MSCs. También, se determinara el nimero de progenitores presentes en la médula 6sea
de ambos tipos de donantes y se evaluari el potencial de diferenciacién de cada uno de
estos. Por tltimo, se determinard la expresién de los factores de transcripcion
involucrados en la diferenciacion de las MSCs hacia osteoblastos y adipocitos.

Los resultados que se obtengan en este proyecto se sumardn a los obtenidos
previamente en este laboratorio y que apuntan a demostrar de manera mas directa que
las células progenitoras en la médula ésea de pacientes con osteoporosis
postmenopausica se diferencian preferentemente hacia adipocitos. Estas evidencias
obtenidas in vitro contribuiran a apoyar la teorfa lipidica de Ia osteoporosis, la cual es
sustentada hasta ahora principalmente sobre la base de observaciones
histomorfométricas y de datos clinicos.

Conocer los factores que participan en la regulacion de las vias de diferenciacién
(Bennett y col, 1991) y sus mecanismos de accion en condiciones normales y

patoldgicas (osteoporosis), ayudarda a comprender el origen en la enfermedad y por lo
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tanto, permitird intervenir dichos procesos, de forma de poder inhibir especificamente el
proceso de la adipogénesis conjuntamente con activar el proceso osteogénico. Asi, la
inhibicion de la adipogénesis en la médula en paralelo con un aumento en la
osteogénesis puede representar una aproximacion terapéutica novedosa para el
tratamiento de las enfermedades osteopénicas relacionadas con la edad y para la
osteoporosis postmenopausica (Nuttall y col, 1998; Nuttall y Gimbie, 2000). Una terapia
como ésta usada sola o en conjunto con agentes antiresorptivos, puede ser mas eficaz en

la prevencion o tratamiento de desérdenes osteopénicos.
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Hipotesis
“Durante la osteoporosis, Ia diferenciacién preferencial de las MSCs hacia la
linea adipogénica puede ser explicada tanto por diferencias en el nimero y capacidad de
diferenciacion de las células progenitoras, como también por la respuesta de estos

progenitores ante determinados factores reguladores”

Objetives Generales
Determinar el rol de los progenitores mesenquimaticos y estudiar el rol de leptina y
BMPs en la diferenciacion de las MSCs hacia osteoblastos y/o adipocitos, en muestras

obtenidas de pacientes normales y osteoporéticas.

Objetives Especificos

1- Cuantificar la presencia de progenitores presentes en la médula ésea proveniente de
donantes sanos y con osteoporosis postmenopéusica.

2- Determinar el potencial de diferenciacion de cada uno de estos progenitores.

3- Estudiar el efecto que tiene leptina en la diferenciacién osteogénica y adipogénica de
MSCs provenientes de donantes normales y osteopordticas.

4- Estudiar el efecto que tiene BMP-2 en la diferenciacién osteogénica de MSCs
provenientes de donantes normales y osteopordticas.

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

en la diferenciacién osteogénica y adipogénica de las MSCs provenientes de

| donantes normales y osteopordticas.

12

o



6- Determinar la presencia de los factores de transcripcion Cbfal y PPAR gama en la
diferenciacién osteogénica y adipogénica de las MSCs provenientes de donantes

normales y osteoporéticas.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccién de las Denantes.

Las donantes que participaron en este estudio fueron seleccionadas de acuerdo a
los siguientes criterios de seleccion; sexo, edad, valores de densidad mineral o¢sea,
ausencia de patologias que puedan asociarse con osteoporosis, que no se encuentren en
terapia de reemplazo estrogénico durante la postmenopausia o de cualquiera otra que
pudiera afectar al tejido dseo.

Todas las donantes fueron pacientes de sexo femenino, portadoras de fractura de
cadera o de algin miembro inferior, sin ninguna enfermedad ésea asociada, que
ingresaron al Servicio de Ortopedia y Traumatologia del Hospital Sétero del Rio, para
someterse a cirugia como parte del tratamiento habitual utilizado para estos casos. A
cada una de las potenciales donantes, se les solicitd su autorizacion informada para la
obtencién de una muestra durante el procedimiento quirirgico. Previamente, el médico
tratante le explic6 a cada paciente que la toma de muestra consistiria en una aspiracion
de meédula 6sea (10 ml) a nivel de Ia cresta iliaca en el momento de la intervencion
quirtrgica, que la obtencion de esta muestra no implicaba un riesgo para la potencial
donante, que no se extraeria una cantidad de tejido mayor que la estrictamente necesaria
¥y que su negativa para ser donante no tendria ningim efecto en el tratamiento médico que
debia recibir. Se adjunta copia de la autorizacién del comité de ética del INTA y del
Hospital Sétero del Rio; ademas, de una copia de la autorizacién que debe firmar cada

una de las pacientes (ver anexo).
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Del total de potenciales donantes, se seleccionaron aquellas mujeres
postmenopausicas que estuvieran en el rango de edad entre los 60 y 85 afios, que no
presentaran patologias asociadas a osteoporosis y que no estuvieran bajo tratamiento de
reemplazo hormonal.

A todas las donantes se les midi6 los valores de densidad mineral dsea (D.M.O.),
mediante densitometria G6sea y, de manera complementaria, algunos pardmetros
bioquimicos con ¢l fin de descartar otras patologias relacionadas. Utilizando el
parametro estadistico T-score, el cual se define como la relacién de D.M.O. (g/em?) del
paciente con respecto al promedio de D.M.O. que tiene un individuo joven normal de 21
afios, fue posible el diagndstico de osteoporosis. Este parametro, ademas de establecer el
“riesgo de fractura”, ha permitido estratificar la poblacién de acuerdo al nivel de D.M.O.
del paciente (segin Ia O.M.S., 1994). De acuerdo con esta estratificacion, la poblacion
se puede agrupar en cuatro diferentes estratos de acuerdo a Ia densidad mineral ¢sea del
paciente con respecto al joven adulto normal.

Como se muestra en la Tabla 1, el grupo normal o control corresponde al grupo
de pacientes con un promedio de D.M.O. menor de —1 desviacion estandar (D.S.)
respecto al promedio de D.M.O. del adulto joven normal de 21 afios. El grupo de
pacientes que tienen un promedio de D.M.O. respecto de un individuo joven normal que
se encuentra en el rango de —1 a-2,5 D.S. corresponde a pacientes que presentan cierto
grado de osteopenia. El grupo que presenta una desviacién estdndar con respecto al
promedio de D.M.Q. del adulto joven normal que sobrepasa los valores de -2,5 D.S., se

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

1997).

Tabla 1: Niveles de Densidad Mineral Osea (O.M.S. de 1994)

ESTRATOS DIAGNOSTICO T-SCORE
1 Normal Masa 6sea mayor de —1,0 D.S. del valor joven adulto normal.
2 Osteopenta Masa Osea entre -1 a—2,5 D.S. del valor joven adulto normal.
3 Osteoporosis Masa 6sea menor de —2,5 D.8. del valor joven adulto normal.
4 Osteoporosis Masa Osea menor de -2,5 D.S. del valor joven adulto normal
severa con una ¢ mis fracturas.

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

doble energia radiologica (DEXA), en el laboratorio de densitometria del INTA,

Este método permite obtener la D.M.O. en columna lumbar y cadera, dos sitios

del esqueleto axial de gran importancia biolégica puesto que presentan frecuentes

episedios de fractura. Como estandarizacién de este método se establecié la medicion de

DM.O. a nivel de L,-Ly por ser las vértebras que presentan menor posibilidad de

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

examinan son el cuello femoral, trocanter y tridngulo de Ward (region central distal del

cuello femoral) (32). En esta tesis, la D.M.O. se midié a nivel de columna (L,-Ly),

cadera y cuerpo total, Para esto, se utilizé un densitémetro (Lunar DPX-L, Software

1.3z, Lunar Corp, Madison, WI, USA), el cual presenté una exactitud deun 982 99%y

un error de reproducibilidad del 1 a 2%.




Obtencién y purificacion de MSCs.

Las MSCs se aislaron desde las muestras de médula osea de acuerdo con el
procedimiento descrito por Jaiswal y colaboradores (1997). Brevemente, a 10 ml de
aspirado de médula 6sea se le agregan 20 ml de Dulbecco's Modified Eagles Medium,
DMEM (Sigma, St. Louis, MO, USA) suplementado con 10% de sucro fetal bovino
(SFB) (Gibco BRL). Esta mezcla se centrifugd para colectar las células y descartar la
capa grasa presente en la muestra. Posteriormente, las células colectadas se
resuspendieron en 10 ml de DMEM suplementado con 10% SFB, penicilina-
estreptomicina (100 ug/ml) y gentamicina (80 ug/ml) (medio de cultivo basal) v se
fraccionaron en una gradiente de densidad de Percoll al 70% (Sigma). La gradiente se
centrifugd a 1600 r.p.m. por 15 minutos formandose tres fracciones, la fraccién superior
(1,03 gr/ml), la fraccion media (1,10 gr/ml) y la fraccién inferior (1,14 gr/mi). De estas
tres fracciones se colecto la fraccién superior o de menor densidad, donde se encuentran
mayoritariamente las MSCs.

En la fraccion mas liviana de Ja gradiente se encuentra una poblacién
heterogénea de células, la cual se usa para establecer los cultivos primarios y para
realizar los ensayos de unidades formadoras de colonias (CFU-F). Para ésto, las células
se lavaron tres veces y se resuspendieron en medio de cultivo basal. Una parte de la
suspensién celular se reserva para cultivo primario (1-2 x 107 células

mononucleadas/placa 100 mm) y ofra parte (2 x 10° células/placa 35 mm) se reserva

para realizar el ensayo de CFU-F.




Cultivo de MSCs y ensayo de unidades formaderas de colonias de fibroblastos
(CFU-F).
Cultivo de MSCs

Las células se sembraron a una densidad de 1-2 x 107 células
mononucleadas/placa 100 mm (Nunc, Naperville, IL, USA) en 8 ml de medio de cultivo
basal. Las células se cultivan a 37° C en upa atmdsfera humedecida en 5% de CO,.
Después de cuatro dias de cultivo, el medio de cultivo junto con las células que no se
adhirieron a la placa de cultivo, fue removido y se reemplazd por medio de cultivo basal
fresco. Estos cultivos se denominan cultivos primarios. El medio de cultivo se reemplaza
por medio fresco cada 4 dias.

Cuando las células alcanzan la confluencia, las células se liberan de la placa
mediante un tratamiento suave con una solucién de tripsina al 0.25% / EDTA, durante 5
minutos a 37°C. Las células liberadas mediante este tratamiento, se contaron en un
hemocitémetro, luego de lo cual se sembraron a 1/3 de densidad para continuar con el
siguiente pasaje (primer subcultive). Este procedimiento se repite tres veces hasta
alcanzar el cuarto subcultivo. Los experimentos descritos en esta tesis se llevaron a cabo

despues del cuarto subcultivo, donde la poblacién de MSCs es homogénea.

Ensayo de CFU-F

Con ¢l objeto de comparar el numero de progenitores presentes en Ia médula 6sea
de donantes controles y osteoporéticas, v determinar el potencial de diferenciacion de
cada uno de ellos, se realizd el ensayo de CFU-F. Para este ensayo, las células se

cultivaron a una densidad celular baja, de manera que las colonias tengan un origen
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clonal, es decir, provengan de una misma célula. Para ésto, células aisladas mediante la
gradiente de Percoll (2 x 10 células mononucleadas) se sembraron en placas de 60 mm
(Nunc) en 3 m! de medio DMEM suplementado con 20% de SFB y se cultivaron a 37°C
en una atmasfera humedecida en 5% de CQO,. A las 72 horas de cultivo, se retiraron las
células no adheridas y se reemplazé el medio de cultivo por medio fresco. Después de
12 dias de cultivo, se contd el niimero de colonias formadas, y las colonias se liberaron
individualmente de la placa de cultivo mediante un tratamiento suave con tripsina al
0,25% / EDTA y se sembraron en placas de 48 well. Al finalizar el segundo subcultivo,
las colonias se liberaron desde la placa de cultivo mediante un tratamiento suave con
tripsina y cada una de ellas se sembraron en 4 pocillos en placas de 48 well. Después de
alcanzada la confluencia, el medio de cultivo fue reemplazado por medio de
diferenciacion osteogénico o adipogénico segiin corresponda (més adelante se entregan
detalles de cada uno de estos medios). Luego de catorce dias de diferenciacion, se
analiza el depdsito de calcio y el nimero de adipocitos formados como marcadores de
diferenciacion osteogénica y adipogénica, respectivamente. El depdsito de calcio se
evidencia mediante la tincion de las colonias con Alizarin Red o tincién Von Kossa
(Parhami, 1999). La presencia de adipocitos, se evidencia mediante Ia tincién con Qil
Red (Nuttall y col, 1998). Las colonias se clasifican como positivas para uno u otro
linaje cuando se observa que sobre el 70-80% del 4rea de la placa o el 70-80% de las
células presentes en la placa de cultivo se tifien con el colorante especifico. La tincion de
las colonias se observa bajo el microscopio y los resultados (colonias positivas y

negativas) son tabulados.
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Criopreservacion.

Con ¢l objeto de mantener un banco de células obtenidas de muestras de médula
dsea humana provenientes de ambos tipos de donantes, las MSCs son criopreservadas.
Para ésto, luego del segundo subcultivo las MSCs se liberan desde la placa de cultivo
con un tratamiento suave de tripsina, tal como se mencioné anteriormente, son lavadas
con medio de cultivo basal y resuspendidas en una solucion de criopreservacion fria,
90% SFB y 10% dimetilsulfoxido (DMSO, Gibco BRL, Sigma). Las células (1 x 10°
células) suspendidas en 1 ml de ia solucién de criopreservacion se colocaron en viales
de criopreservacién (Nalgene Brand products), se congelan mediante un descenso
gradual de la temperatura hasta -196°C y luego son almacenadas en nitrégeno liquido.

Las MSCs criopreservadas luego de ser descongeladas, mostraron la misma
viabilidad y funcionalidad celular que las células frescas. Por esta razén, en esta tesis fue
posible utilizar indistintamente células frescas o criopreservadas, ya que los resultados

que se obtienen en ambas condiciones son comparables.

Diferenciacién Adipogénica.

Las MSCs obtenidas desde donantes controles y osteoporodticas fueron ensayadas
para medir su potencial adipogénico mediante la cuantificacion, por citometria de flujo,
de la cantidad de adipocitos acumulados luego de cultivarlas en condiciones de
diferenciacién adipogénica. Para ésto, las células (2,5x10* células/pocillo, placa 24 well,
Nunc) obtenidas de ambos tipos de donantes se cultivaron en medio de cultivo

adipogénico (AS) consistente en medio basal suplementado con dexametasona 1M,
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insulina 10ug/ml, isobutilmetilxantina (IBMX) 100 pg/ml e indometacina 100 pM. El
medio de cultivo se reemplaza por medio fresco cada cuatro dias.

Después de 14 dias de cultivo, las células se liberaron de la placa de cultivo
mediante un tratamiento suave con tripsina (0.25% / EDTA, 5 minutos a 37°C), después
de lo cual las células se contaron en un hemocitometro y se ajustaron a una
concentracion de 1x10° células/ml. Las células se incuban con Nile Red (1ug/ml) por 30
minutos y se analizan mediante citometria de flujo (Figura 3) con el fin de determinar el

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

Figura 3: Citometria de Flujo
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Figura 3. La figura muestra una citometria de flujo representativa de la determinacion del porcentaje de
adipocitos generados a partir de MSCs provenientes de donantes controles (A) y donantes osteoporoticas

(B).
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Las MSC obtenidas a partir de donantes controles y osteopordticas fueron
ensayadas para medir su potencial osteogénico. Para ésto, las células (2,5x10*
células/pocillo, placa 24 well, Nunc) obtenidas a partir de ambos tipos de donantes se
cultivaron en medio de cultivo osteogénico (OS) que consiste en medio de cultivo basal
suplementado con dexametasona 100 nM, B-glicerofosfato 10 mM y 50 pg/ml de acido
ascorbico preparado y adicionado diariamente. El medio de cultivo se reemplaza por
medio fresco cada cuatro dias.

La capacidad de las células para diferenciarse hacia osteoblastos se determiné
midiendo la cantidad de calcio depositado en la matriz, como marcador de
diferenciacion. Después de 14 dias de cultivo, los cristales de fosfato de calcio
depositados en la capa celular se solubilizaron usando una solucién de HCI 0,5N y 1a
cantidad de calcio solubilizado se midio por espectrometria de absorcion atémica a
423nm (Atomic Absorption Spectrophotometer 2280, Perkin-Elmer) (Rodriguez et al,

2002),

Efecto de leptina sobre la diferenciacion osteogénica y adipogénica de MSCs.

Para estudiar el efecto de leptina sobre la diferenciacion osteogénica, las células
(2,5x10° células/pocillo, placa de 24 well) se cultivaron en medio OS sélo o
suplementado con 1pg/ml de leptina recombinante humana (th-leptina, Chemicon).
Después de 14 dias de cultivo, la cantidad de calcio depositado se midié por

espectrometria de absorcion atémica. Para determinar el efecto que tiene Ieptina sobre Ia
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diferenciacién adipogénica, las células (2,5x10* células/pocillo, placa de 24 well) se
cultivaron en medio AD sdlo o suplementado con 1pg/ml de rh-leptina. Despucs de 14
dias de cultivo, el nimero de adipocitos se determiné por citometria de flujo como se

indico anteriormente.

Determinacién del receptor de leptina aseciado a la membrana de MSCs.

El receptor de leptina asociado a la membrana celular de MSCs se determind
utilizando 'PI-leptina (2200 Cifmmol, NEN, Boston, MA, USA). Para esto, MSCs
derivadas de donantes control y osteoporéticas fueron cultivadas en medio basal, OS o
AD por 3 dias. Después de esto, el medio de cultivo fue removido y 1a capa celular fue
lavada tres veces con PBS 1X al 1% BSA (4°C) y luego incubada a 4°C en DMEM que
contiene 50pM de “I-leptina y 1% BSA (medio de uni6n). Las células fueron incubadas
en el medio de unién en presencia o ausencia de leptina fria (sin marca) {(Chemicon
International Inc, Temecula, CA, USA) como competidor, durante cuatro horas a 4°C.
Una vez finalizado el periodo de incubacién, el medio de union fue removido y la capa
celular lavada tres veces con PBS al 1% BSA (4°C). Luego, las células fueron
solubilizadas con una solucién de NaOH 0.4N y la '®Ieptina fue medida en un

contador gama (Packard, Downers Grove, IL, USA) (Liu et al, 1997).

Efecto de BMP-2 sobre Ia diferenciacion osteogénica de MSC.
Para determinar el efecto de BMP-2 sobre 1a diferenciacién osteogénica, las
células (2,5x104 células/pocillo, 24wells dish Nunc) se cultivan en medio OS sélo o

suplementado con 50mg/ml de BMP-2 recombinante humana (R&D Systems,
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Minneapolis, USA or Wyeth). Después de 11 dias de cultivo, se mide la cantidad de

calcio depositado por espectroscopia de absorcion atémica.

Western Blot

Las proteinas obtenidas mediante lisis celular con buffer de lisis RIPA (tris-HCI
50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 20 mM, triton X-100 1%, dioxicolato de Na 1%y
SDS 0,1%), se incubaron por 5 minutos a 100°C en buifer de carga (SDS 2%, glicerol
10%, tris 0.06 M pH 6.8, azul de bromofenol 0.01%) con B-mercaptoetanol al 4%, para
luego ser separadas en un gel SDS-PAGE al 10%. Las proteinas separadas en el gel se
transfirieron electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa (BioRad, USA), Ia
cual se incubd por 30 minutos en un buffer de bloqueo (solucion de leche descremada al
4% en TBS/tween 0,05%). Luego, la membrana se incuba con el primer anticuerpo
(rabbit anti-cbfal, dilucién 1:100 y mouse anti-PPAR gamma, dilucién 1:1000) durante
toda la noche a 4°C. La membrana se lava tres veces con TBS/tween 0,05% y enseguida
se incuba durante 1 hora con el segundo anticuerpo (anti-rabbit y anti-mouse conjugados
a peroxidasa a una dilucion de 1:5000). La inmunoreactividad se determina utilizando 1a
reaccion de quimioluminicencia ECL (Amersham Pharmacia Biotech). Con el fin de
realizar una determinacion cuantitativa, la intensidad de cada banda se transforma en un

valor digital, para lo cual se utiliza un scanner (Snapscani212, Agfa) y la version

digitalizada se analiza mediante el software Kodak Digital 1D image.,




Inmunofluorescencia.

Receptores de BMP

Las células de ambos tipos de donantes se cultivan en cubre objetos de vidrio
bajo condiciones de diferenciacion osteogénica y adipogénica para determinar los
niveles de expresion de los receptores tipo I para BMP. Los cubre objetos de vidrio con
las c€lulas adheridas se lavaron dos veces con PBS 1X, luego de lo cual se fijaron con
paraformaldehido 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después las células
se lavaron tres veces con PBS 1X y se bloquearon con TBS 3% BSA durante 30
minutos. Posteriormente, las células se lavaron tres veces con PBS 1X, se incubaron con
el primer anticuerpo (rabbit anti- ALK3 y rabbit anti-ALK6, dilucién 1:100) a 4°C
durante toda ia noche y luego con el segundo anticuerpo (anti-rabbit FIT C, dilucion
1:250) a 37°C durante una hora, previo lavado con PBS 1x. Las células se observaron
bajo el microscopio de fluorescencia con el filtro correspondiente para el segundo

anticuerpo.



RESULTADOS
Donantes. \
|

Las muestras de médula dsea se obtuvieron de un grupo de donantes que
cumplian con los criterios de inclusioén establecidos para este estudio y que fueron
detallados en Materiales y Métodos.

A todas las potenciales donantes, junto con realizarseles una densitometria dsea,
_se les midieron ciertos patrones bioquimicos con el proposito de descartar aquellas
donantes que mostraran patrones alterados que dieran cuenta de enfermedades asociadas,
Los resultados de las donantes seleccionadas para los estudios presentados en esta tesis, .

se observan en 1a tabla 2.

Tabla 2: Caracteristicas de las donantes

Edad | T-score [Diag] VHS |Calcemia|Fosfemia| Fosf. Alc. |GOT |GPT| N. Ureico [Creatinina| Calciuria | TSH |

mm/h| mg/dL | mg/dL U/L U/L U] mg/dL mg/dL. [ mg/24 Hrs [uUlm]
71 | (-09) | N | 28 10,0 3,7 92 29 |20 14 0,73 116 1,55
771 03 N[ 221 107 3,9 98 20 | 16 17 1,07 115 1,26
65 | 1L I N| 16 10,0 4,2 il9 31 125 23 0,83 124 1,19
72 | -1y N | 19 10,9 3.2 133 26 | 26 22 1,24 118 242
72 (21D | NJ 28 9,0 3,9 120 25 124 24 1,34 97 1,81
71,4 {(~1,22) | 5 | 23 10,1 3.8 112 26 | 22 20 1,04 114 1,65
70 | (-3.2) | O | 46 10,4 4.8 130 21 |12 12 0,8 53 2,15
62 (26 0] 30 9,1 4,1 155 14 | 18 18 0,71 147 1,77
512910 20 11,0 44 88 20 | 13 15 0,9 90 5,39
6 | (4N |0 37 ] 110 2,9 199 37 | 21 21 0,62 119 2,45
86 | (34|01 26 10,0 3,6 134 21 |21 23 1,14 o8 5,67
75 | -6.2) | O { 10 8,0 3,3 o7 23 | 27 20 0,35 139 1,06
72,3 1(-3,83)| 6 | 28 9,9 3,9 134 23 | 19 18 0,75 108 3,08

Tabla 2. En esta tabla se muestran los datos individuales y promedios {en negrita) de edad, valores de T-
score, diagndstico y nimero de donantes que participan en este estudio, junto con una completa

caracterizacion de los parametros bioquimicos obtenidos.
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Después de corroborar con estos resultados que las donantes seleccionadas no
presentan patrones bioquimicos asociados a enfermedades 6seas y de acuerdo a los
niveles de D.M.O. medidos, se les clasificé como donantes controles u osteopordticas

segln la clasificacion establecida en 1994 por la O.M.S.

Tabla 3: Clasificacion de las donantes

Donantes N | Edad Promedio | T-score Promedio | D.M.O. griem®

Controles 5 714+4.28 -1,22 +0.95 1,057 £0.116
Osteopordticas | 6 7231841 -3,83 +1.37 0,742 £0.164

Tabla 3. En esta tabla se muestran el ndmero de donantes utilizadas en este estudio y su clasificacion.
También se muestran los promedios + desviacion estandar de edad, T-score y D.M.O. de las donantes.

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

En la tabla 3, se resumen algunas de las caracteristicas principales de los grupos
utilizados en este estudio. Se ve que la edad promedio es practicamente la misma para
ambos tipos de donantes y por lo tanto es un pardmetro que no influye mayormente en
los resultados obtenidos. Donde si se observan diferencias significativas es en los
valores de T-score y D.M.O., lo cual se encuentra dentro de lo esperado. El nimero total
de muestras utilizadas en este estudio proviene de 11 pacientes;, 5 controles y 6

osteopordticas.

Obtencion y cultive de MSCs,
La obtencién y cultivo de las MSCs a partir de las muestras de médula dsea se
efectué de acuerdo al procedimiento descrito en Materiales y Métodos. En las

condiciones utilizadas en este estudio, tanto las MSCs de donantes controles como
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osteopordticas son susceptibles de ser mantenidas en cultivo, adherirse a la placa de
cultivo y proliferar formando una monocapa. Luego de 24 horas en cultivo, ambos tipos
de células muestran niveles semejantes de adhesion a las placas de cultivo (alrededor de
un 70% de adhesion de las células). La amplificacion del niimero de células se logra a
través de subcultivos sucesivos, durante los cuales se logra también aumentar el grado
de homogeneidad de las células presentes en la placa de cultivo. Asi, después del cuarfo
subcultivo, las células muestran un alto grado de homogeneidad con ausencia de células
adipociticas, cuboides, redondeadas o multinucleadas. Es por esta razon que los estudios
presentados en esta tesis se realizan luego del 4° subcultivo. Las células forman una
monocapa cuyas células presentan una morfologia del tipo fibroblastoide. Sin embargo,
al analizar los cultivos con mayor detenimiento se observa que la morfologia de las
MSCs provenientes de las donantes osteopordticas difiere de las MSCs provenientes de

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

Figura 4: MSCs provenientes de donantes controles y osteoporéticas

Figura 4. Fotografia microscopio de contraste de fases (10x) de cultivos de: MSCs provenientes de
donantes controles {A) y MSCs provenientes de donantes osteoporéticas (B). Las células se encuentran en

4° subcultivo Iuego de 3 dias de cultivo.
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Tanto los cultivos de células obtenidas de donantes controles como de donantes
osteopordticas poseen la capacidad de proliferar in vitro hasta alcanzar confluencia,
Iuego de lo cual el crecimiento de las MSCs se detiene por inhibicién por contacto
célula-célula. Trabajo previos (Rodriguez y col, 1999) han mostrado que tas MSCs
provenientes de donantes osteopordticas presentan una velocidad de proliferacién menor
que las MSCs provenientes de donantes controles (datos no mostrados) y que el nimero
de células presentes al final de cada subcultivo es siempre menor en cultivos de células
provenientes de donantes osteopordticas. El mayor tamafio de las células de donantes
osteapordticas puede explicar en parte la diferencia observada en el nimero de céluias
con que se alcanza la confiluencia.

Las MSCs obtenidas de donantes controles y osteopordiicas son capaces de
diferenciarse in vitro hacia el linaje osteogénico o adipogénico, entre otros, dependiendo
del estimulo de diferenciacién que reciben. Esta capacidad de diferenciacién estd

presente a través de los distintos subcultivos.

Adipogénesis in vitro.

Tal como se menciond en la introduccion (Nuttall y col, 1998), se ha postulado
que las MSCs provenientes de pacientes osteoporoticas tendrian aumentado su potencial
de diferenciacion hacia ¢l linaje adipogénico en desmedro de la via osteogénica. Para
corroborar esta observacioén se analizo la capacidad de diferenciacion hacia el linaje

adipogénico que tienen las MSCs provenientes de donantes control y osteoporéticas

(Figura 5).
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Figura 5: Adipogénesis de MSCs in vitro

Figura 5. Fotografia microscopio de contraste de fases de MSCs provenientes de donantes osteoporoticas
en la que se observa: A. Tincion con oil red donde se observan claramente en rojo los granulos de grasa

presentes (10x); B. Aspecto tipico de un adipocito después de catorce dias de diferenciacion (40x).

Para analizar la capacidad que tienen las MSCs provenientes tanto de donantes
controles como osteoporoéticas para diferenciarse hacia el linaje adipogénico, las células
se cultivaron en medio de cultivo adipogénico como se describio en Materiales y
Métodos. Los resultados muestran que las MSCs provenientes de donantes
osteopordticas y de donantes controles, presentan una capacidad de diferenciacion
adipogénica diferente. Como se muestra en la tabla 4, la cantidad de adipocitos presentes
en las muestras de pacientes osteoporéticas al final del periodo de cultivo es tres veces
mayor que el nimero de adipocitos que se observa en muestras de donantes controles, lo
cual concuerda con datos reportados anteriormente por este laboratorio (Rodriguez y col,

2000).
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Tabla 4: Diferenciacion a Adipocites

N° Adipocitos (relativo)
Controles 1,0
Osteoporéticas 3,1+1,1

Tabla 4. En esta tabla se muestra el nimero de adipocitos relativo, el cual se define como la razén entre el
mimero de adipocitos en muesiras de donantes osteopordticas y el nimero de adipocitos en muestras de

donantes controles,

Las diferencias observadas en la cantidad de adipocitos generados a partir de
ambos tipos de muestras se pueden explicar por diferencias; a) en el nimero de
progenitores presentes en la médula 6sea, b) en la capacidad de diferenciacion
adipogénica de dichos progenitores o, ¢) en la respuesta de estos a distintas moléculas
reguladoras. Con el objeto de dilucidar cual de las alternativas anteriores explica de

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

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

El ensayo de CFU-F permite cuantificar el nimero de progenitores presentes en
las muestras de médula ésea tanto de donantes controles como osteopordticas. Ademas,
permite ensayar la capacidad de diferenciacién hacia el linaje osteogénico y/o
adipogénico que tienen los precursores.

Las células se mantienen en cultivos de baja densidad por doce dias y luego se
cuenta el nimero de colonias de progenitores formadas. Las colonias se liberan de la
placa de cultivo individualmente, se mantienen en cultivo para amplificar el niimero de
células de cada una de ellas y posteriormente se ensaya su capacidad de diferenciacién

hacia ambos linajes celulares, Los resultados obtenidos muestran que no existe una
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diferencia significativa en el nimero de colonias presentes en cultivos de MSCs
obtenidas de donantes controles y osteoporodticas: 12,7+-5,6 y 14,1+-2.6,
respectivamente (Figura 6). Este resultado indica la existencia de un nimero similar de
progenitores mesenquimaticos presentes en las muestras de médula d6sea tanto de
donantes controles como de donantes osteoporoticas. Este nimero corresponde a un
porcentaje muy pequefio (0,01%) del total de células mononucleadas presentes en la
médula osea de ambos tipos de donantes. Aunque el nimero de colonias es similar en
ambos tipos celulares, datos obtenidos anteriormente en este laboratorio mostraron que
el numero de células por colonia era mayor en las muestras provenientes de donantes
controles que en las muestras provenientes de donantes osteoporoéticas (Garat, 1999), lo
cual se explica por la diferencia en la velocidad de proliferacion observada en las MSCs

provenientes de ambos grupos de donantes (Rodriguez y col, 1999).

Figura 6: Nimero de colonias

N° de Colonias

Controles Osteoporéticas

Figura 6. Grafico que muestra el nimero de colonias obtenidas a partir de muestras provenientes de
donantes controles (barra de color azul) y osteoporéticas (barra de color rojo). Los resultados se expresan
como el promedio del nimero de colonias en cada una de las muestras + la desviacion estandar. Los datos

mostrados coresponden al total de muestras utilizadas en este estudio (11).
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Determinacién del potencial de diferenciacién de las CFU-F

De acuerdo a los resultados presentados en la seccion anterior, las diferencias
observadas en la diferenciacion adipogénica en muestras provenientes de donantes
controles y osteopordticas no pueden ser explicadas por el nimero de progenitores
presentes en la médula dsea, ya que el niimero de progenitores presentes en la médula
6sea resultd ser similar en ambos tipos de donantes. Por esto, nuestro siguiente objetivo
fue evaluar el potencial de diferenciacion de los progenitores presentes en la médula
osea de ambos tipos de donantes hacia los linajes osteogénicos y adipogénicos.

Las colonias liberadas individualmente de la placa de cultivo se amplifican hasta
confluencia y luego se ensaya su capacidad para diferenciarse hacia cada uno de los
linajes celulares mencionados, en presencia del estimulo de diferenciacion especifico.
Los resultados que se muestran en la tabla 5, indican que el potencial de diferenciacion
de los progenitores hacia el linaje osteogénico y adipogénico es diferente en células
provenientes de donantes controles y osteopordticas. En las muestras provenientes de
donantes controles se observa que los progenitores presentes en ellas muestran un claro
predominio del potencial de diferenciacién osteogénico (O) (45,1%), respecto al
potencial adipogénico (A) (13,6%). Un 20,8% de los progenitores presenta la capacidad
de diferenciacion hacia ambos linajes (O/A), mientras el 22% no tiene capacidad de
diferenciacién (No) hacia los linajes ensayados en este estudio. En células provenientes
de donantes osteoporéticas, se observa una disminucién del potencial de diferenciacion
osteogénico (30%) acompafiado de un aumento en el potencial de diferenciacion

adipogénico (30%) de los progenitores. En este tipo de muestras no se observan cambios
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significativos en el porcentaje de progenitores que aparecen como bipotentes (O/A) y

aquellos que no se diferencian (No).

Tabla 5: Potencial de diferenciacion de Ias colonias

0 A O/A No

% % y) %
Controles 45,1 £6,7 13,6+ 64 20,842 22,0+6,7
Osteoporéticas 30,0447 30,0+ 14,1 16,7 4.7 233147

Tabla 5. En esta tabla se muestra el porcentaje de colonias que se diferencian hacia uno u otro lingje;
oateogénico (O), adipogénico (A), ambos (O/A) o que no se diferencian (N). Los valores corresponden a
los porcentajes promedios * su desviacion estdndar. Se analizaron tres muestras por donante en duplicado.
Ademas de las diferencias observadas en el potencial de diferenciacion de las
células progenitoras presentes en la médula ésea, se quiso determinar la manera como

determinados factores regulatorios, mds especificamente leptina y BMP, podrian influir

sobre la diferenciacion osteogénica y/o adipogénica de ambos tipos de células.

Efecto de Leptina sobre la diferenciacion esteogénica y adipogénica de MSCs.

Para analizar el efecto de leptina sobre la diferenciacion de las MSCs
provenientes tanto de donantes controles y osteopordticas, las células se cultivaron en
medios de diferenciacién suplementados con leptina tal como se describe en Materiales
y Métodos. Los resultados muestran que leptina produce un aumento similar en la
diferenciacion osteogénica en ambos tipos celulares. Asi, mientras en muestras
provenientes de donantes controles el aumento que produce la suplementacion del medio
de diferenciacién osteogénico con leptina (1 ug/ml) es de alrededor de un 17%, en

muestras de donantes osteopordticas este aumento es alrededor de un 14% (figura 7). Sin
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embargo, al comparar ambos tipos de donantes se observa una diferencia en los niveles
de deposito de calcio, tanto en presencia como en ausencia de leptina, siendo mayor

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

Figura 7: Efecto de leptina sobre la diferenciacion osteogénica de MSCs

Depésito de Calcio
(ng/placa)

Controles Osteopordticas

Figura 7. Los resultados se expresan como el calcio total depositado en microgramos, en presencia (barras
azul y roja) o ausencia (barras grises) de leptina, por las células controles y osteoporoticas. La diferencia
observada en donantes controles es significativa (*), al igual que la diferencia observada entre ambos tipos

de donantes (p<0,05).

Al analizar el efecto de leptina sobre la diferenciacion adipogénica se observa
una importante diferencia entre ambos tipos celulares. En células obtenidas de donantes
controles la presencia de leptina produjo una disminucién entre un 50-60% en el
porcentaje de adipocitos presentes en la placa de cultivo. Sin embargo, en células
provenientes de donantes osteopordticas no se observan efectos significativos de leptina

sobre el nimero de adipocitos. Es decir, en presencia y ausencia de leptina el porcentaje
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de adipocitos es similar (22,3 y 21,9 respectivamente) (figura 8).El efecto diferencial
que tiene leptina sobre la diferenciacion adipogénica en células provenientes de donantes

controles es estadisticamente significativo.

Figura 8: Efecto de leptina sobre la diferenciacion adipogénica de MSCs
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Controles Osteopordticas
Figura 8.. Los resultados se expresan como el porcentaje de adipocitos producidos, en presencia (barras
azul y roja) o ausencia (barras grises) de leptina, por las células controles y osteoporéticas. La diferencia
observada en donantes controles es significativa (*), al igual que la diferencia observada entre ambos tipos
de donantes (p<0,05).

El efecto diferencial de leptina sobre la diferenciacion adipogénica sugiere que
pudieran existir diferencias a nivel del receptor de leptina (nimero y/o afinidad) unido a
la membrana plasmatica o bien a nivel de las rutas de transduccion de sefiales

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

las MSCs provenientes de ambos donantes.
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Determinacién de Ia presencia del receptor de leptina asociado a membrana en las
MSCs.

Considerando que el receptor de leptina asociado a membrana en las MSCs debe
jugar un rol fundamental en la respuesta especifica de estas células y que no ha sido
reportada su presencia en este tipo celular, en esta tesis estudiamos la capacidad de
uni6én de la leptina a MSCs provenientes de pacientes controles y osteopordticas, en
condiciones basales y de diferenciacion osteogénica y adipogénica. Los primeros
resultados mostraron que los niveles del receptor de membrana para ambos tipos de
donantes en condiciones basales de cultivo eran muy bajos y no presentaban diferencias
significativas entre si. Sin embargo, cuando las células eran sometidas a estimulos de
diferenciacion osteogénicos incrementaban de manera importante su capacidad de unién
a leptina con respecto a los valores basales. Por lo tanto, era importante cuantificar los
cambios en los niveles del receptor de leptina en células a diferentes tiempos de cultivo
en presencia de estimulos de diferenciacion osteogénicos o adipogénicos. La figura 9
muestra Ia capacidad de unién de “I-leptina que tienen las MSCs provenientes de
donantes normales y osteopordticas a diferentes tiempos de cultivo en condiciones de
diferenciacién osteogénica y adipogénica. Los datos muesiran que en condiciones
basales de cultivo, Ia capacidad de unién de "I-leptina es muy baja y es similar para
ambos tipos de células. Sin embargo, en condiciones de diferenciacion osteogénica esta
capacidad de uni6n se incrementa significativamente y este anmento depende del tiempo
de diferenciacion (figura 9A). Tanto en muestras provenientes de donantes controles
como osteoporéticas, la méxima capacidad de unién se observa después de 3 dias de

cultivo en condiciones de diferenciacion osteogénicas y es entre 1,5 a 2 veces mayor que
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la unién observada al comienzo del periodo de diferenciacion. Después del dia 3 de
cultivo, la capacidad de unién de 1251 leptina decae progresivamente alcanzando los

niveles basales alrededor del dia 10 de cultivo.

Figura 9: Capacidad de unién de "*I-leptina en el transcurso de la diferenciacién
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Figura 9. Unién de '*I-leptina durante el transcurso de la diferenciacion osteogénica (A) y adipogénica
{B) de células provenientes de donantes controles {circulos rellenos) y osteopordticas (circulos vacios).
Los datos se expresan como finoles de '*’L-leptina unida por millén de células. Se analizaron tres muestras

por donante en triplicado.

Es importante hacer notar que durante todo el periodo analizado la capacidad de
unién de las MSCs provenientes de donantes controles fue siempre mayor que la
capacidad de union de las células obtenidas de donantes osteoporéticas. Las condiciones
de cultivo adipogénicas también modifican la capacidad de unién de leptina en MSCs
derivadas de donantes controles y osteoporéticas, pero el patron de unién que se aprecia
durante la diferenciacion adipogénica es diferente al observado en la diferenciacion
osteogénica (Figura 9B). Asi, aunque la capacidad de unién de leptina de las células

control aumenta durante la diferenciacién adipogénica, la variacion maxima de unién es
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menor que la observada en condiciones de diferenciacién osteogénica (15,7 y 22,6,
respectivamente), Al igual que lo observado para la diferenciacidn osteogénica, el valor
maximo de unidn se alcanza a los 3 dias de diferenciacién. Por otra parte, aunque al final
del periodo de diferenciacién adipogénica ensayado la capacidad de unién de leptina
disminuye, los valores continiian siendo mas altos que los observados en condiciones
basales. Las células osteoporoticas muestran un incremento en su capacidad de unién de
leptina similar a Ia observada en células controles, sin embargo €l valor maximo de
unién se alcanza en forma mas tardia (dia 6)(figura 9B). La tabla 6 resume la capacidad
de unién de leptina de las MSCs provenientes tanto de donantes control como de
donantes osteopordéticas a los tres dias de diferenciacion, tiempo de unién maxima en las

células controles.

Tabla 6: Capacidad de unién de leptina

MSCs
Controles Osteopordticas
Condiciones de Cultivo (fmol/10° cells)
Basal 82418 86+13
Osteogénico 22,6 %3.8" 19.9+0.9"
Adipogénico 157 +2.0% 10.7 £ 0.1

Tabla 6. Union de leptina de donantes controles y osteopordticas después de tres dias de diferenciacion
osteogénica y adipogénica. Los resultados muestran significancia estadistica al compararlos con:

“condiciones basales; "MSCs osteoporéticas; “condiciones osteogénicas,

Se ve que en condiciones de diferenciacion las células osteopordticas presentan
menor unién a la leptina comparada con las células controles. Asi, mientras en células

controles Ia capacidad de unién de **I-leptina en células cultivadas en condiciones de
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diferenciacion osteogénica y adipogénica se incrementé 2,7 y 19 veces,
respectivamente, comparadas con la capacidad de unién observada en condiciones
basales; en las células osteopordticas la capacidad de unién incrementa en 2,3 y 1,2
veces durante la diferenciacién osteogénica y adipogénica, respectivamente, al ser
comparadas con la union en condiciones basales.

Por otro lado, se quiso determinar la especificidad de la unién de la leptina
marcada con el receptor en ambos tipos de muestras. La leptina no marcada desplazé de
manera dosis dependiente la unién de la "*I-leptina a la monocapa celular de una forma
monofisica. La unién de leptina mostré una alta afinidad comparativa (ICsp =0.4 : 06.09
nM) y de igual magnitud en MSCs provenientes de donantes controles y provenientes de

donantes osteoporoticas (Figura 10A y 10B).

Figura 10: Curva de desplazamiento
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Figura 10, EL gréfico muestra Ja curva de desplazamiento para la unién de 'Ileptina durante el
transcurso de la diferenciacién osteogénica de células provenientes de donantes controles (A) y

osteoporoticas (B). Experimento representativo de una muestra por donante en duplicado.




| Efecto de BMP sobre la diferenciacion de MSCs.

Para analizar el efecto de BMP sobre la diferenciacion osteogénica de las MSCs
provenientes tanto de donantes controles como osteoporéticas, las células se cultivaron
en medio de diferenciacion suplementado o no con BMP-2 (50 ng/ml).

Tal como se menciond, la diferenciacion osteogénica se determind por el
depdsito de calcio total luego de 12 dias de diferenciacion. Los resultados indican que la
presencia de BMP-2 en el medio de diferenciacion produce un aumento de la
diferenciacion osteogénica tanto en muestras provenientes de donantes controles como

! osteopordticas. La magnitud de dicho aumento es similar en ambos tipos de donantes.
Mientras en las células provenientes de donantes controles el aumento producido por
BMP-2 es de alrededor de un 37%, en células obtenidas de donantes osteopordticas este

aumento alcanza un 33% (Figura 11).

Figura 11: Efecto de BMP-2 sobre la diferenciacion osteogénica de MSCs
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| Figura 11. Los resultados se expresan como el calcio total depositado en miligramos, en presencia (barras
| azul y roja) o ausencia (barras grises) de BMP-2, por las células controles y osteoporoticas. La diferencia

observada en donantes osteoporéticas es significativa (*) (p<0,05).
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Determinacion de los receptores tipo I para BMP en MSCs.

Ya que BMP-2 provoca un aumento en el depdsito de calcio de magnitudes
distintas entre una muestra y otra, se quiso ver de que manera los receptores tipo I para
BMP podrian dar cuenta de estas diferencias. La determinacion (identificacion) de los
receptores tipo I para BMP se realizo mediante ensayos de inmunofluorescencia. Los

resultados se pueden observar en la figura 12.

Figura 12: Inmunofluorescencias para los receptores de BMP tipo I
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B.

Receptor tipo I-B (ALK 6)

Basal Qsteo QOsteo + BMP

Figura 12. Las microfotografias de inmunofluorescencia muestran la distribucion de los receptores para
BMP tipo IA (A) y IB (B) en muestras provenientes tanto de donantes controles (C) como de donantes
osteopordticas (0), en condiciones basales y de diferenciacion osteogénica de tres dias, en ausencia o

presencia de un estimulo con BMP-2.

Al analizar los resultados para el receptor de BMP tipo IA (ALK 3) en muestras
provenientes de donantes controles, no se observan diferencias significativas en la
expresion o en la distribucion del receptor en las células cultivadas tanto en condiciones
basales como en condiciones de diferenciacion osteogénica, en presencia o no de BMP-
2. Algo similar se aprecia para muestras las provenientes de donantes osteopordticas, en
donde tampoco se observan diferencias claras. Sin embargo, los resultados para el
receptor de BMP tipo IB (ALK 6) son completamente distintos. Asi, se puede ver que en

muestras provenientes de donantes controles no se observan diferencias significativas en

43




la intensidad de fluorescencia pero si en la distribucién del receptor. Esto queda de
manifiesto al comparar las células en condiciones basales con aquellas bajo estimulo de
diferenciacion osteogénico con y sin BMP-2, donde se observa un cambio en la
distribucion del receptor, el cual se localiza en zonas especificas de la membrana. Algo
similar se observa en muestras provenientes de donantes osteoporoticas, aunque en este
ultimo caso junto con un cambio de distribucion también es posible apreciar un leve
aumento en la intensidad del receptor. Al comparar las células en condiciones basales
entre si, no se observan diferencias importantes ni en la expresion ni la distribucién del

receptor en la membrana.

Factores de transcripeion.

La determinacion de los factores de transcripcion Cbfal y PPARy en muestras
provenientes tanto de donantes controles como de donantes osteoporéticas, se realizo tal
como se describe en materiales y métodos. En la figura 13 se muestra un experimento
representativo donde se cuantifica el Cbfal y el PPARY, con sus respectivos controles de
actina, a diferentes tiempos de diferenciacion osteogénica y adipogénica,
respectivamente. En esta figura se observa que el nivel de expresion del Cbfal en
condiciones basales no cambia significativamente luego de someter a las células a
estimulos de diferenciacién osteogénica al menos hasta los 5 dias de diferenciacion,
tiempo maximo ensayado (figura 13A y 13C). Esto se observa tanto en células
provenientes de donantes controles como osteopordticas. Cuando se analizan los niveles

de PPARy durante la diferenciacion adipogénica, si se observan cambios importantes

(Figura 13B y 13D). En condiciones basales, los niveles de expresion del PPARY son
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bastante similares entre ambos tipos de muestras. En condiciones de diferenciacion
adipogénica, tanto las células provenientes de donantes controles como osteopordticas
aumentan el nivel de expresion de PPARy (1,9 y 2,4 veces, respectivamente) para
posteriormente volver a valores similares a los basales (dia 5). En ambos casos el valor
maximo se obtiene a las 24 horas de diferenciacion adipogénica. Sin embargo, la
expresion del factor es un 60% mayor en muestras provenientes de donantes
osteopordticas y se mantiene por un tiempo mas prolongado durante el periodo de

diferenciacion estudiado.

Figura 13: Determinacion de los factores de transcripcién durante el transcurso de

la diferenciacion
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Figura 13. Westernblot para Cbfal (A) y PPARy (B), con sus respectivos controles de actina.

Cuantificacion de las bandas para Cbfal (C) y PPARy (D), normalizadas con actina. Las lineas de color

rojo representan a las células provenientes de donantes osteoporoticas y las de color negro a las células

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

se expresan como la razon entre la intensidad media de los factores v/s la de actina. Las diferencias

observadas entre donantes es significativa (*) (p<0,05).
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DISCUSION

Como consecuencia del aumento sostenido en la expectativa de vida de la
poblacién en los Gltimos afios, la incidencia de osteoporosis postmenopdusica ha
adquirido cada vez mas relevancia en mujeres tanto en Chile como en el resto del
mundo. Esta patologia, que depende de multiples factores, se caracteriza por una

disminucién de la masa dsea, con lo cual se aumenta la susceptibilidad de suftir

fracturas, originando discapacidad y morbilidad en personas mayores, con el
consiguiente gasto en salud. En los Estados Unidos mas de 25 millones de personas
sufren osteoporosis, convirtiendo a esta enfermedad en un grave problema de salud, con
costos que superan los 17 billones de ddlares anuales (National Osteoporosis
Foundation, USA). En Chile, no se dispone de datos estadisticos detallados sobre la
incidencia de la enfermedad y su costo para el Estado y el sector privado. Sin embargo,
en el ltimo tiempo ha aumentado la expectativa de vida de la poblacién chilena y el
ntmero de mujeres de 60 afios o mas, el principal grupo de riesgo para esta enfermedad,
alcanza el 6,4% de la poblacién total segiin el Censo 2002. Hasta ahora son muchos los
estudios, in vivo e in vitro, que se han realizado con el fin de dilucidar los origenes y las
causas de la osteoporosis y de esta manera, disefiar nuevas terapias que permitan tratar
de mejor forma la enfermedad, con la consiguiente rebaja de los costos que dicha
patologia implica. A pesar de los miiltiples esfuerzos desplegados, atin no se conocen

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

vitro han sido desarrollados utilizando células oseas maduras, osteoclastos y/o
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osteoblastos, siendo muy pocos los estudios que analizan como cambios en las
caracteristicas funcionales de las células progenitoras de osteoclastos (GM-CFU) y de
osteoblastos (MSCs), pueden contribuir en la patogénesis de la enfermedad. Las MSCs
son células que poseen la capacidad de autorrenovarse y que se pueden diferenciar a
distintos fenotipos celulares (Caplan, 1991), siendo dos de las vias de diferenciacion mds
importantes la osteogénica y la adipogénica. En el dltimo tiempo se ha postulado la
“teoria lipidica” para explicar el origen de la osteoporosis, en la cual se propone que en
la médula ésea existe un reemplazo de células osteogénicas por tejido adiposo (Parhami
y col, 1999). Resultados obtenidos iz vitro apoyan los datos clinicos que muestran un
aumento de tejido adiposo en la médula dsea de pacientes osteopor6ticas, aunque hasta
ahora no se conocen los mecanismos que dan cuenta de este hecho.

Sobre la base de los antecedentes presentados, en esta tesis se quiso estudiar si
existian diferencias en la capacidad que tienen las MSCs obtenidas de muestras de
médula 6sea provenientes de donantes controles y osteoporoticas para diferenciarse
hacia ambos linajes celulares, y determinar si estas diferencias podian ser explicadas por
caracteristicas intrinsecas de los progenitores presentes en la médula dsea o bien por la
respuesta de estos frente a determinados factores. Para esto, se utilizaron muestras de
médula 6sea de ambos tipos de donantes, para la obtencién y posterior estudio de las
MSCs presentes en las muestras. Es importante recalcar que en la actualidad no existen
estudios que utilicen este tipo de células obtenidas de donantes humanos que presenten
la patologia. Més atn, la mayoria de los estudios que utilizan progenitores humanos

corresponden a lineas celulares inmortalizadas.
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Los resultados obtenidos en esta tesis muestran algunas similitudes y diferencias
entre células provenientes de donantes controles y células provenientes de donantes
osteoporoticas. Es asi como las MSCs de donantes osteoporéticas tienen aumentado su
potencial de diferenciacién adipogénico con respecto a donantes controles, lo cual no
puede ser explicado por el nimero de progenitores presentes en la médula ésea, ya que
éste es similar en las muestras obtenidas de ambos tipos de donantes. Sin embargo, el
anélisis de los progenitores presentes en la médula 6sea de ambos tipos de donantes
muestra diferencias importantes a nivel del potencial de diferenciacién de éstos, asi
como en su respuesta frente a estimulos externos como ocurre en el caso de la leptina.
La respuesta a BMP-2 fue en ambos tipos de donantes similar, produciendo un aumento
de la diferenciacion osteogénica. Tampoco se observan diferencias significativas entre
ambos tipos de donantes en la expresion del factor de transcripcion Cbfal, mientras que
para PPARyY, se observa un aumento en la expresién durante la adipogénesis siendo
mayor en donantes osteopordticas.

El aumento del potencial de diferenciacion adipogénico observado en esta tesis
en las MSCs provenientes de donantes osteopordticas respecto de las donantes controles
(3 veces mayor) estan de acuerdo con datos obtenidos anteriormente en este laboratorio
(Rodriguez y col, 2000), que reportan un aumento en la diferenciacion adipogénica y
una disminucion de la diferenciacion osteogénica en MSCs de donantes osteopordticas.
Estos resultados, obtenidos a nivel celular, también concuerdan con las observaciones
clinicas e histomorfométricas existentes. Todos ellos apoyan la idea que durante la

osteoporosis existe un aumento del tejido adiposo en la médula 6sea asociado a una
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disminucion del nimero de células del linaje osteogénico (Nuttal y col, 1998; Nuttal y
Gimble, 2000).

El aumento en la diferenciacién hacia el linaje adipogénico no puede ser
explicado por diferencias en el niimero de los progenitores presentes en la médula ésea,
ya que en ambos tipos de donantes el mimero de progenitores es similar. Se puede
entonces sugerir que en la osteoporosis las células progenitoras presentes en la médula
6sea presentan un potencial de diferenciacion osteogénico/adipogénico diferente,
dependiendo del tipo de donante del cual deriven. Asi, en la osteoporosis presentan un
potencial osteogénico disminuido junto con un potencial de diferenciacion adipogénico
aumentado, lo cual puede ser uno de los factores relevantes que expliquen el aumento
del niimero de adipocitos presentes en la médula dsea de este tipo de donantes y, por lo
tanto, podria dar cuenta, en parte, del reemplazo de la poblacién de células osteogénicas
funcionales por tejido adiposo (Nuttal y col, 1998; Nuttal y Gimble, 2000). Sin embargo,
estos cambios en los potenciales de diferenciacién de los progenitores no pueden dar
cuenta por si solos del aumento observado en el nimero de adipocitos de donantes
osteopordticas con respecto a las donantes controles. Es importante considerar también
la respuesta que pudieran tener ambos tipos de células frente a factores que, se sabe,
actiian a nivel 6seo, como leptina y BMP. Mas aiin, tomando en cuenta que en ambos
tipos de muestra, existe un porcentaje importante (alrededor de un 20%) de progenitores
que exhiben tanto un potencial de diferenciacion osteogénico como adipogénico (O/A).
Por lo tanto, la respuesta que tengan estos progenitores bifuncionales frente a estimulos
como los indicados, podrian explicar el aumento de la diferenciacion hacia la linea

adipogénica. En resumen, las diferencias observadas sugieren que en la osteoporosis
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existe un mayor compromiso de los progenitores presentes en la médula dsea hacia la
via adipogénica y no un cambio significativo en el niimero total de éstos.

Diversas evidencias indican que leptina puede ser uno de los factores que podria
jugar un rol importante en la regulacién de la diferenciacion de las MSCs. A este
respecto, es importante mencionar que las mujeres postmenopausicas con exceso de
peso se encuentran mas protegidas contra la osteoporosis que las personas delgadas y
que en personas obesas los niveles plasmaticos de leptina se encuentran elevados
(Odabasi y col, 2000; Goulding y Taylor, 1998; Karsenty, 2001). Sin embargo, atin no se
encuentra una relacién directa entre los niveles elevados de leptina y densidad mineral
6sea. Por otra parte, se ha reportado que cultivos de adipocitos de médula 6sea humana y
osteoblastos primarios producen leptina (Reseland y col, 2001; Laharrague y col, 1998;
Gordeladze y col, 2002), lo cual sugiere que esta hormona podria ser una sefial paracrina
importante entre adipocitos y células preosteoblésticas en el microambiente de la médula
6sea, es decir podria tener un rol en el compromiso y/o diferenciacion de los
progenitores. También existen evidencias que muestran una accién directa de leptina a
nivel celular (Thomas y col, 1999). Serfa muy importante entonces determinar los
niveles locales de produccién de leptina, que pudieran dar cuenta de una accién
paracrina en la médula 6sea y los factores que pudieran estar regulando el nivel de su
sintesis. Con estos antecedentes, se analizo el efecto de leptina sobre las MSCs obtenidas
de donantes controles y osteopordticas durante la diferenciacién osteogénica y
adipogénica.

El efecto de leptina observado por nosotros sobre las MSCs controles concuerda

con los datos obtenidos por otros autores en lineas celulares estromales de médula ésea
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humana (Thomas y col, 1999). En ambos casos se reporta una inhibicién de la
diferenciacion adipogénica por efecto de la leptina junto con favorecer la diferenciacién
hacia el linaje osteogénico. Esto sugiere fuertemente que la accién protectora de leptina
contra la osteoporosis observada en personas obesas se puede explicar por la accién
directa de la hormona sobre las células progenitoras 6seas (Thomas y Burguera, 2002).
En condiciones normales leptina ejerce su efecto a través de su receptor de cadena larga,
el cual es el finico capaz de transducir la sefial, activando la ruta de sefializacion
JAK/STAT (Figura 14). Asi, STAT3 activa la ruta de las MAP quinasas lo que conlleva
a la activacion de las ERKs (p-ERKSs), las cuales son capaces de favorecer tanto la
diferenciacién osteogénica como de inhibir la diferenciacién adipogénica (Jaiswal,
2000). Estos efectos estan asociados con la activacién del factor de transcripcion Cbfal
y la inhibicion del factor de transcripcion PPARy, ambos por fosforilaciéon mediada por
p-ERKs (Xiao, 2000; Adams, 1997). Por otra parte, en ratones se ha demostrado que el
receptor de cadena corta para leptina es incapaz de activar la ruta de las STAT (Ghilardi,
1996). Es importante recalcar que en la actualidad no existen estudios sobre la accién de
la leptina en MSCs provenientes de donantes osteopordticas. Nuestros resultados
muestran que, a diferencia de lo que ocurre con las células controles, leptina no inhibe la
diferenciacion de las MSCs de donantes osteopordticas hacia el linaje adipogénico. Es
decir, en este {ipo de donantes leptina no seria capaz de revertir el proceso de
diferenciacion adipogénico. Este efecto diferencial podria ser explicado por diferencias
en el mecanismo de accibn, diferencias a nivel del receptor de membrana para leptina o

or diferencias en el mecanismo de transduccion de Ia sefial. El ensayo de unién de *I-
y
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leptina, el primero en analizar la proteina de unién leptina en MSCs, nos permitid
determinar la alta afinidad de unién a leptina de las MSCs de ambos tipos de donantes,
datos que estan de acuerdo con aquellos reportados para receptores de leptina en ofros
tipos celulares (Barr y col, 1991; Liu y col, 1997). Aun cuando las MSCs provenientes
de donantes osteoporéticas presentan diferencias en la capacidad de unién a leptina con
respecto a las células controles bajo condiciones de diferenciacion adipogénicas, esta
diferencia no logra explicar del todo la ausencia de respuesta por parte de las MSCs de
donantes osteoporéticas frente al estimulo con leptina en la adipogénesis. A su vez, es
importante mencionar que el ensayo de union no es capaz de distinguir entre el receptor
de cadena corta y larga. Estas evidencias nos permiten sugerir entonces que en la
osteoporosis podria existir una mayor expresion del receptor de cadena corta (OBR-C)
en desmedro del receptor de cadena larga (OBR-L), lo cual resultarfa en una deficiencia
en activacion de la ruta JAK/STAT (Figura 14). De acuerdo a lo indicado mas arriba,
esta deficiencia favoreceria la adipogénesis y reducirfa la osteogénesis. Aunque el rol
exacto del receptor de leptina de cadena corta aun se encuentra en estudio, se cree que
podria actuar como un reclutador de leptina y de esta manera ayudar a bajar las
concentraciones de leptina libre en el suero (Ghilardi, 1996). Por lo tanto, seria
interesante el determinar la proporcién en que se encuentran los receptores de cadena
larga y corta en ambos tipos de células, y ver de que manera estos receptores afectan la
ruta de transduccién de sefiales y la expresién de genes caracteristicos de ambas vias de

diferenciacion.
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FIGURA 14: Resumen de los resultados

Figura 14. Cuadro resumen que muestra los principales resultados obtenidos en esta tesis y las principales
rutas de sefializacion involucradas en los procesos de diferenciacion osteogénico y adipogénico. Las

flechas rojas indican el comportamiento esperado de células osteoporéticas frente a leptina y BMP.

También se puede postular que leptina puede ejercer su rol protector activando la
sintesis in situ de estradiol, ya que se sabe que los estrogenos son agonistas osteogénicos
y antagonistas de la adipogénesis (Dani, 1999) y por lo tanto juegan un papel

fundamental en el proceso de remodelacion 6sea. Se sabe que leptina, en otros tipos
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celulares, induce la expresién de la enzima aromatasa, enzima que transforma el
androgeno circulante en estrogeno o estradiol (Catalano, 2003), via ERKs y AP-1
(Figura 14). Esto es muy importante ya que ésta es la fuente mds significativa de
estrogenos después de la menopausia. Por lo tanto, serd muy interesante determinar el
efecto de leptina sobre aromatasa en donantes osteopordticas, para ver si diferencias a
este nivel podrian dar cuenta del rol de leptina en este tipo de donantes.

En resumen, nosotros observamos un efecto directo de leptina sobre las MSCs y
que este efecto es diferencial en MSCs provenientes de donantes controles y
osteoporoéticas. Asi, en células controles leptina ejercié efectos osteogénicos y anti-
adipogénicos, pero en células osteopordticas el efecto anti-adipogénico es eliminado por
completo.

Los datos sobre Ia accion de BMP-2 son concordantes con los datos reportados
en la literatura que indican que las BMPs estimulan la actividad osteogénica de las
MSCs, e inhiben el proceso adipogénico (Gimble y col, 1995). Es importante mencionar
que ¢l efecto estimulatorio de BMP-2 sobre la diferenciacion osteogénica fue similar
para ambos tipos de donantes. Por otra parte, es importante recordar que la transduccion
de sefiales producida por el estimulo con BMP requiere de la formacion de un complejo
entre los receptores de BMP tipo I v tipo I con su ligando, Iuego de lo cual este
complejo heterodimeriza y es capaz de transducir la sefial via proteinas SMAD
(Massagué, 1998). Esto finalmente lleva a la activacion de la transcripcion de Cbfal, el
cual en su forma fosforilada es capaz de incrementar la osteogénesis (Shui, 2003)
(Figura 14). Recientemente se han caracterizado dos receptores tipo I para BMP: tipo IA

y tipo IB, los cuales transmiten sefiales diferentes a la célula. El anélisis de los
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receptores de membrana para BMP, reveld que no existian diferencias importantes ni en
la intensidad ni en la distribucién del receptor de membrana tipo IA para BMP. Las
diferencias observadas en la distribucion de los receptores tipo IB de BMP en ¢l proceso
de diferenciacion, sugieren que la activacién de estos receptores juega un papel
fundamental en la diferenciacién de las células progenitoras a osteoblastos o adipocitos,
tal como ha sido descrito por otros autores (Chen y col, 1998); los cuales muestran que
la supresién de la funcidn del receptor tipo IB de BMP tiene como consecuencia la
pérdida de la capacidad de las células de diferenciarse hacia la via osteogénica,
describiendo por lo tanto a éstos como los receptores asociados a esta via de
diferenciacién. Estos resultados permiten sugerir que el estimulo de diferenciacion
osteogénico produce cambios de distribucion en los receptores tipo IB con respecto a las
condiciones basales y que estos cambios son similares en ambos tipos de donantes. Esto
concuerda con el aumento de la diferenciacién osteogénica observada en ambos tipos de
donantes frente al estfmulo con BMP-2. Sin embargo, no se observan cambios
significativos ni de intensidad ni de distribucién de los receptores al ser sometidas las
células de ambos donantes al estimulo con BMP-2, comparadas con células bajo
condiciones de diferenciacién osteogénica. Por lo tanto, BMP-2 ejerceria su efecio
estimulatorio sobre la osteogénesis a través de su receptor tipo IB en ambos tipos de
donantes, lo cual concuerda de buena manera con los cambios observados en la |
distribucién de este receptor bajo condiciones de diferenciacién osteogénicas. Sin duda,

resultaria muy importante el estudio del efecto de BMP-2 sobre la diferenciacion

adipogénica de ambos tipos de donantes y el rol que el receptor tipo IA cumple en este

proceso. Aun cuando se sabe que la sefial de BMP-2 por medio del receptor tipo 1A es
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capaz de inducir la expresion de PPARy (Chen y col, 1998), no se conoce con exactitud
la ruta de sefializacién involucrada (Figura 14). Por otra parte, tampoco se sabe si
existen diferencias en la expresion de este receptor bajo condiciones de diferenciacion
adipogénicas en donantes osteopordticas, lo cual hace muy interesante su estudio. El
conocer ¢l efecto de BMP sobre de la diferenciacion osteogénica puede resultar de vital
importancia en el disefio de nuevas terapias contra la osteoporosis.

Se sabe que las BMPs, entre ofras cosas, participan directamente en la
diferenciacion de células de hueso, estimulan la sintesis de coligeno tipo I y son
componentes integrales de la matriz extracelular ésea (Chen y col, 1997), lo cual apoya
la idea de que el microambiente de la médula dsea juega un papel clave en el proceso de
remodelacion ésea. Asi por ejemplo, la unién de determinados factores de crecimiento
(FC) a receptores especificos de membrana es capaz de inducir la diferenciacién
osteogénica, al igual que la interaccion de ciertas integrinas con protefnas caracteristicas
de la matriz extracelular (MEC) tales como coldgeno tipo I (Figura 14). Esta induccién
de la osteogénesis mediada por estos factores se encuentra relacionada principalmente
con la activacién de la ruta de lJas MAP quinasas las cuales, tal como se dijo
anteriormente, reguian la actividad de Cbfal y PPARy (Franceschi, 2003).

Tal como se menciondé en la introduccion, los procesos de diferenciacién
osteogénicos y adipogénicos involucran la expresion de genes maestros asociados a cada
fenotipo: Cbfal y PPARs, respectivamente. Cabe mencionar que la region del promotor

de genes caracteristicos de osteoblastos, tales como osteopontina, osteocalcina y

sialoproteinas del hueso, contiene secuencias de unién a Cbfal. Por otra parte la




supresién de Chfal resulta en una completa pérdida en la capacidad de formacién de
hueso. Los resultados de expresion de Cbfal en células controles estdn de acuerdo con
los datos de la literatura que muestran que en célilas de hueso de médula 6sea humana
existe una expresién constitutiva del factor que no se ve alterada bajo condiciones de
diferenciacién osteogénica. Sin embargo, si observa un aumento en la actividad de
Cbfal bajo condiciones de diferenciacion osteogénicas (Shui y col, 2003) a través de la
determinacion de la cantidad de proteina fosforilada. Como se vio anteriormente, esta
activacién serfa mediada por las ERKSs, las cuales son activadas por una gran variedad de
factores presentes en el microambiente de la médula dsea. Por lo tanto, parece
importante estudiar e] rol que pudiese tener la activacién de este factor ante
determinados estimulos mas que diferencias en la expresion en ambos tipos celulares.

En el caso de PPARy, los datos muestran que este factor se expresa més
tardiamente durante el proceso de diferenciacion adipogénico, lo cual sugiere que la
funcién de este factor estarfa relacionada con la diferenciacion terminal a adipocitos,
mas que con el compromiso de las células progenitoras, Es importante hacer notar que
algunos resultados obtenidos sugieren que PPARY2 regula negativamente la plasticidad
de las células de estroma suprimiendo la expresion de Cbfal, lo que produce una
disminucion de la sintesis de moléculas producidas por osteoblastos (Lecka-Czernick y
col, 1999). Los resultados observados y la relacién existente entre los factores de
transcripcion PPARy y Cbfal, pueden ser importantes para explicar las diferencias
observadas en los potenciales de diferenciacion de los progenitores presentes en la

médula ésea, y por lo tanto de las diferencias observadas en el nimero de adipocitos. Se
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puede decir entonces que durante la osteoporosis existe una mayor expresiéon de PPARy
por parte de los progenitores, el cual junto con facilitar la diferenciacién adipogénica de
los mismos, podria estar inhibiendo la diferenciacién hacia Ia via osteogénica.

En resumen, los resultados obtenidos en esta tesis indican que durante la
osteoporosis existe una diferenciacion preferencial de las MSCs hacia el linaje
adipogénico, lo cual puede ser explicado en parte por diferencias en la capacidad de
diferenciacién que tienen los progenitores presentes en la médula 6sea, y no por
diferencias en el niimero de progenitores. Tambi¢n las células progenitoras obtenidas de
ambos tipos de donantes responden de manera diferencial frente a estimulos como es la
presencia de leptina y BMP-2. También parece ser relevante en la diferenciacion
preferencial hacia adipocitos la expresion diferencial de los factores de transcripeidn
Cbfal y PPARy involucrados en la diferenciacion osteogénica y adipogénica,
respectivamente.

Ya que no se conoce el mecanismo a través del cual leptina y BMP ejerce un
efecto diferencial sobre las MSCs de ambos tipos de donantes, las alternativas de estudio
para el futuro son variadas. Sin duda, resultaria muy interesante estudiar que ocurre con
las rutas de sefializacion de estas células luego de ser sometidas a los distintos estimulos
de diferenciacion. Recordemos que, como se dijo anteriormente, tanto leptina como
BMPs se unen a receptores especificos de membrana, dando inicio a una cadena de

transduccion de sefiales. Serfa interesante tambien ver la manera en que responden las

MSCs provenientes de ambos tipos de donantes frente a los factores estudiados, para ver

si en conjunto pueden ser considerados como un tipo de terapia alternativo.

O



El conocer los mecanismos involucrados en la diferenciacién osteogénica y
adipogénica en ambos tipos celulares, permitirfa el disefio de nuevas alternativas
terapéuticas. Asi, compuestos que produzcan inhibicién de la adipogénesis
conjuntamente con favorecer la diferenciacién osteogénica, pueden ser de mucha
utilidad en terapias contra la osteoporosis. Es importante mencionar que estas terapias
que modulen la diferenciacién celular a nivel de la médula ésea deben ser 6rgano-
especifico, ya que si ella compromete el tejido adiposo extramedular, su accion puede

ser contraproducente.
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CONCLUSIONES

. Las MSCs provenientes de donantes osteoporéticas tienen una capacidad de

diferenciacién adipogénica significativamente mayor a la de donantes controles.

. La mayor capacidad de diferenciacién adipogénica de las MSCs provenientes de
donantes osteopordticas se debe, en parte, a diferencias en los potenciales de
diferenciacion de los progenitores presentes en la médula 6sea y no a diferencias

en el niimero de estos.

La adicién de leptina o BMP-2 al medio de diferenciacion produce efectos
diferentes en ambos tipos de donantes. Aun cuando no se observan diferencias
significativas entre ambas donantes, el aumento siempre es mayor en células

provenientes de donantes controles.
Los factores estudiados pueden ser de mucha utilidad en terapias alternativas

contra la osteoporosis, lo cual contribuirfa a rebajar los aitisimos costos que

genera esta enfermedad.
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