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RESUMEN

El hueso es un tejido que se encuentra en un constante proceso de remodelado
debido a la accion de los osteoblastos, encargados de la formacidn dsea, y de los
osteoclastos, encargados de su destruccién. La osteoporosis (OP) es la enfermedad
metabdlica 6sea mas prevalente y se produce por un desequilibrio entre la formaciény
la resorcion del hueso existiendo un predominio en la resorcion. La OP se caracteriza por
una densidad mineral dsea (DMO) baja y por cambios en la microarquitectura del hueso
que dan lugar a fragilidad ésea y a un aumento del riesgo de fractura. Las células
mesenquimales (MSCs) son células pluripotenciales que conservan la capacidad de
diferenciarse a distintos tipos celulares incluyendo osteoblastos. En los ultimos afios, las
MSCs han sido propuestas como candidatas para terapias celulares. No estd esclarecido
si las MSCs de pacientes con OP conservan su capacidad para la formacion dsea in vivo
y seria imprescindible esclarecerlo antes de plantear el empleo de estas células como
una posible terapia en pacientes con OP. Por tanto, el objetivo de nuestro estudio era
elucidar si las MSCs de pacientes con OP mostraban un fenotipo senescente, asi como
explorar su capacidad de formacion ésea in vivo y la posibilidad de su empleo en el

tratamiento de desdrdenes esqueléticos como la ONM.

Obtuvimos MSCs de la cabeza femoral de pacientes con OP y de controles con
artrosis (OA) durante cirugias de recambio de cadera. Las MSCs fueron implantadas en
el tejido subcutdneo de ratones inmunodeprimidos y posteriormente se realizd un
estudio histoldgico y de expresidon de genes humanos mediante RT-PCR. En subcultivos
de MSCs se realizé un estudio de expresién de genes asociados a fenotipo secretor de
senescencia (SASP) asi como de p16, p21 y galactosidasa. Por otro lado, intentamos
desarrollar un modelo de osteonecrosis de mandibula (ONM) inducida por bifosfonatos
en ratones inmunodeprimidos para poder estudiar el posible efecto beneficioso de la
administracion sistémica de MSCs en este trastorno. Se extrajo el primer molar de los
ratones y se le administré diferentes pautas de bifosfonato con/sin corticoides. Se
realizé posteriormente un estudio radioldgico e histolégico para comprobar si se habia

producido ONM.
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Se analizaron un total de 136 implantes subcutaneos obtenidos de 67 ratones
diferentes. De estos implantes, 103 contenian MSCs; 47 de ellos correspondian a
pacientes con OP y 56 a pacientes con OA. Globalmente, entre los implantes con MSCs,
47 (44,8%) presentaban algun grado de formacion dsea, frente a solo 6 (18.1%) de los
implantes sin MSCs (p=0,005). De los implantes que contenian MSCs, se observd
formacion 6sea en un 45% de los implantes con células de pacientes con OP y en un 46%
de los implantes con células de pacientes con OA (p=0.859). La expresion de genes
caracteristicos del linaje osteobldstico (coldgeno, osteocalcina, fosfatasa alcalina y
sialoproteina) fue similar en ambos grupos. Tampoco existieron diferencias en la
expresidon de los genes SASP, en la expresion de pl6 ni p21 ni en la actividad de la

galactosidasa asociada a la senescencia.

En cuanto al modelo de ONM, solo 1 de los 27 maxilares estudiados mostré

hallazgos histoldgicos sugestivos de ONM.

Por tanto, nuestros resultados muestran que la capacidad de formacién ésea in
vivo de MSCs de pacientes con OP no fue inferior a la de controles con OA. Esto apoya
el interés de estudios futuros para evaluar el beneficio potencial del uso de MSCs
autologas en pacientes con OP para procedimientos regenerativos. Con respecto al
estudio de la ONM, a diferencia de los ratones inmunocompententes, los ratones
inmunodeficientes tienden a no desarrollar ONM incluso tras un insulto a la mucosay a
dosis altas de bifosfonatos. Podriamos especular que este hecho puede deberse a la
propia inmunodeficiencia o a las condiciones de esterilidad en la que mantuvimos a los
ratones. Estos resultados apoyan el concepto de que las condiciones enddgenas juegan

un papel importante en el desarrollo de la ONM.
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INTRODUCCION
EL TEJIDO OSEO
Composicién

El hueso es un tejido que se encuentra en un constante proceso de remodelado
a pesar de su apariencia inerte. Constituye el principal sistema de sostén y proteccién
de los animales vertebrados, pero también tiene otras funciones, como albergar las
células precursoras de la hematopoyesis y ser el reservorio de elementos como el calcio

y el fosforo.

El tejido 6seo esta compuesto por una fraccidn celular y por una matriz
extracelular. A diferencia de las matrices de tejido conectivo a otros niveles, la matriz
extracelular del hueso se encuentra mineralizada y sufre procesos constantes de

regeneracion a lo largo de la vida.

Existen tres tipos celulares caracteristicos del hueso: osteoblastos, osteocitos y
osteoclastos. Los osteoblastos se encargan de la formacion de hueso y posteriormente
guedan sumergidos en la matriz ésea y sufren un proceso de apoptosis o se convierten
en células de revestimiento o en osteocitos, mientras que los osteoclastos son las células
encargadas de la destruccion del hueso. Estos tres tipos celulares se comunican entre si

mediante contacto directo a través de moléculas sefializadoras®.

La matriz extracelular es sintetizada fundamentalmente por los osteoblastos,
aungue también contiene proteinas procedentes de la sangre. Esta matriz estd
compuesta por una fraccién organica y una inorganica. El componente organico
principal es el colageno tipo I°. Entre las demas proteinas que conforman este
entramado encontramos proteoglicanos, osteocalcina, osteonectina y proteinas séricas.
La fase inorganica del hueso estd compuesta por un andlogo de hidroxiapatita
[Ca10(P0O4)s(OH)2]3. La funcion del mineral es fortalecer el componente colagenoso, pero
también sirve como fuente de iones de calcio, fosfato y magnesio para mantener la

homeostasis mineral.
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Tipos celulares

Células Mesenquimales

Las células mesenquimales (MSCs) son células adultas multipotentes de origen
mesodérmico que fueron caracterizadas por primera vez en 1970%. Estas células pueden
aislarse de diferentes tejidos, incluyendo el tejido adiposo y la medula ésea®. Las MSCs
expresan Stro-1, CD29, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, CD166, CD271 y CD44
mientras que son negativas para CD45, CD19 y CD14¢.

Las MSCs se suelen encontrar en un estado de quiescencia, pero en respuesta a
determinadas sefiales son capaces de proliferar para producir mas MSCs y ademas
dividirse de manera asimétrica para generar células progenitores comprometidas con
un determinado linaje. Las MSCs conservan la capacidad de diferenciarse a diversos

tipos celulares, como osteoblastos, condrocitos, miocitos y adipocitos’.

Alo largo de los ultimos afios, las MSCs se han propuesto como candidatas para
terapias celulares. Las MSCs son hipoinmunogénicas porque expresan niveles bajos de
antigenos de histocompatiblidad, por lo que en principio deben de plantear menos
problemas de rechazo por parte del huésped. Sin embargo, en caso de utilizarse, seria
preferible su uso en forma de autoinjertos en lugar de aloinjertos para eliminar asi las
preocupaciones acerca de una posible reaccién inmune y otros riesgos asociados a los

alo-trasplantes®.

Existen dos diferentes formas generales de emplear terapias basadas en MSCs.
La primera consiste en utilizar estas células en su estado indiferenciado, permitiendo la
diferenciacién in situ. La desventaja principal de este abordaje es que las células podrian
diferenciarse a tipos celulares distintos al deseado. La segunda opcién consiste en
inducir una diferenciacién in vitro previamente a la inyeccidon de las células®. Este
segundo enfoque minimiza el riesgo de fracasos, pero requiere asegurar una
diferenciacidén in vitro exitosa, con un riguroso control técnico. Ademas de la capacidad
para diferenciarse hacia células maduras, las MSCs presentan otras caracteristicas
interesantes, ya que pueden producir y secretar citoquinas y factores de crecimiento
gue pueden ejercer acciones anabdlicas sobre tejidos diana. Estudios recientes reflejan
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que las MSCs contribuyen a la regeneracién de tejidos no solo gracias a su capacidad
pluripotente, sino ademas mediante la estimulacion de células del huésped a través de
mecanismos paracrinos® 11, Se considera que los exosomas son una de las claves para
entender el efecto paracrino que ejercen las MSCs. Los exosomas son nanovesciulas
extracelulares que contienen, entre otros, microRNAs (miRNAs) y citoquinas y median
en la comunicacidn intercelular transportando informacidn genética. Se ha demostrado,
por ejemplo, que los exosomas producidos por las MSCs pueden estimular la
proliferacion de los osteoblastos estimulando la via de las MAPK'? asi como la

angiogénesis a través de la accion de miRNAs*3,

La diferenciacién de las MSCs a los diferentes tipos celulares depende de vias de
sefializacion y de reguladores de la transcripcion que funcionan a modo de
“interruptores” moleculares que inducen los cambios en la expresidon de genes y, en
consecuencia, las caracteristicas fenotipicas, de las diversas estirpes celulares

diferenciadas

Sox9

Osteoblastos Adipocitos Miocitos Condrocitos
Figura 1. Diferenciacién de las MSCs hacia distintos tipos celulares. RUNX2: Runt related
transcription factor 2. OSX: Osterix. PPARy: Peroxisome Proliferator Activated Receptor. C/EBPa:

CCAAT: Enhancer Binding Proteins. MyoD: Myoblast Determination Protein 1. Myf5: Myogenic
Factor 5. SOX9: SRY-related high mobility group-box gene 9.
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Diferenciacion osteoblastica

La induccién de la diferenciacion de las MSCs hacia el linaje de los osteoblastos
estd determinada por factores de transcripcion, vias de sefializaciéon y mecanismos

epigenéticos, asi como por factores fisicos y quimicos.

1. Factores de transcripcién

Los factores de transcripcién promueven la diferenciacidén hacia un tipo celular

especifico al regular la expresidn de los genes caracteristicos de esa célula.

El Runt related transcription factor 2 (Runx2) también conocido como core
binding al (Cbfal) constituye un interruptor clave para promover la diferenciacion de
MSCs apreosteoblastos e inhibir la diferenciacidon a adipocitos. Esto queda claramente
demostrado por la ausencia completa de osteoblastos en ratones deficientes de
Runx2*4. Sin embargo, el Runx2 no juega un papel crucial en la diferenciacidon hacia

osteoblastos maduros y su expresion se va reduciendo a lo largo de la diferenciacion®

16

En humanos, las inserciones, deleciones y mutaciones puntuales heterocigotas
de Runx2 pueden derivar en displasia cleidocraneal (CDD), una enfermedad rara
caracterizada por un defecto en el desarrollo de los huesos del crdaneo y la ausencia
completa o parcial de claviculas!’. Mediante la interaccién con otras proteinas co-
reguladoras, Runx2 puede regular de manera positiva o negativa la expresion de una
variedad de genes especificos del linaje de los osteoblastos, incluyendo el coldgeno tipo
| (Collal), la fosfatasa alcalina (ALPL), la osteoprotegerina (OPN) y la osteocalcina (OC o
BGLAP)*® 19, Por otro lado, Runx2 regula la expresion del factor de transcripcién Oxterix
(Osx) que resulta también relevante en la osteoblastogénesis. De manera similar a lo
que ocurre en ratones deficientes de Runx2, los ratones Osx -/- carecen de osteoblastos
20 La expresion de Osx resulta en un aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina y

de la mineralizacion® 2,
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2. Vias de senalizacion

- Via de las proteinas morfogenéticas éseas (Bone Morphogenetic Proteins, BMPs)

Las BMPs son citoquinas que pertenecen a la superfamilia del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B). Existen al menos 30 tipos de BMPs
identificadas en humanos, varias de las cuales modulan la diferenciacién de las MSCs. A
menudo, como sugiere su nombre, las BMPs favorecen la diferenciacion hacia la linea
osteoblastica y la formacion de hueso. Pero este no es un fendmeno universal. Por
ejemplo, la activacién de los receptores tipo 1b de las proteinas morfogenéticas dseas
(BMP type 1b receptor, BMPR-1B) favorece la osteogénesis, mientras que BMPR-1A
favorece la adipogénesis??. Runx2 (junto con otras moléculas como Smad1y 5) controla
la expresion genética y diferenciacidon osteogénica inducida por las BMPs? %, Ademas,

se ha visto que BMP-2 induce también la expresion de Osx*.
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Figura 2. Sefalizacién de las BMPs en la regulacién e la formacién ésea. Figura tomada de Chen
et al?®. Las BMPs se unen a los receptores tipo | y tipo Il produciendo una activacién de las
Smads. Las Smads activadas forman un complejo con Smad 4 y se translocan al niucleo donde
interactian con otros factores de transcripcion que intervienen en la regulacion de la
osteoblastogénesis. Ademads, las BMPs también intervienen en la regulacidon de la formacién
Osea a través de la via de las TAK I. El receptor de las BMPs tipo la aumenta la expresion de SOST
mientras que aumenta DKK |. Tanto SOST como DKK | inhiben la via Wnt candnica lo cual conlleva

una disminucién en la osteogénesis.

- Via Wnt (“wingless”)

La via Wnt es una via de sefializacién compleja en la que participan numerosos
componentes. Esta via no es exclusiva del hueso y se sabe que interviene también en
otros procesos, como la embriogénesis, la organogénesis y el desarrollo de tumores?” %,
Los mecanismos mejor conocidos de transmision de la sefial de los ligandos Wnt se
incluyen en la llamada via candnica o clasica, en la cual la B-catenina desempefia un
papel central. Existen ademas otras vias alternativas o no candnicas que emplean otros

mediadores.

La via Wnt candnica constituye un mecanismo esencial para la regulacion del
remodelado, ya que controla la proliferacion, diferenciacién y apoptosis de los
osteoblastos. En condiciones basales, cuando la via no se encuentra activada, existe un
complejo proteico que incluye la axina, la proteina de la poliposis adenomatosa del
colon (APC) y la glucégeno sintasa cinasa 3b (GSK3). La GSK3 fosforila la B-catenina, lo
gue permite que se una a la ubiquitina para ser posteriormente degradada en los
proteasomas. En esta situacion basal los niveles intracelulares de [-catenina se

mantiene relativamente bajos.

Cuando se produce la unién de los ligandos Wnt a su receptor se desencadena la
activacion de la via. Esta unién se produce a través de la unién de los ligandos con
receptores de membrana frizzled (familia de receptores transmembrana serpentinados
con siete dominios) y con un co-receptor relacionado con el de las LDL (lipoprotein
receptor related peptide o LRP). Existen dos formas principales de LRP: la 5y la 6. La

unién de los ligandos Wnt al complejo frizzled-LRP5/6 promueve la separacion del
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complejo axina-APC-GSK3, disminuyendo asi la actividad de la GSK3 vy
consecuentemente la fosforilacion de la [-catenina y su degradaciéon en los
proteasomas. Al disminuir la degradacién de la B-catenina, ésta se acumula en el
citoplasma y se transloca al nucleo, donde regula la expresion génica a través de la
activacion de diversos factores de transcripcion®. La deleciéon condicional de la -
catenina promueve la diferenciacidon de las MSCs hacia condrocitos en lugar de hacia
osteoblastos durante los procesos de osificacion intramembranosa y endocondral®®.
Todos estos hallazgos corroboran la relevancia de la participacién de la via Wnt en la
formacién dsea. Existen diversas moléculas capaces de antagonizar la via Wnt al
competir con los ligandos Wnt por su receptor. Una de estas moléculas antagonistas es
la esclerostina, codificada por el gen SOST, que se expresa sobre todo en los osteocitos,
pero también en algunas otras células, como los condrocitos3!. Mutaciones en el gen
SOST pueden dar lugar a raros trastornos con una masa 6sea aumentada como la

esclerostosis o la enfermedad de Van Buchem?3? 33,

Las moléculas de la familia dickkopf (Dkk) también son capaces de antagonizar la
via Wnt mediante la unién a los co-receptores LRP5/6. Hay al menos cuatro miembros
de esta familia de los cuales el tipo 1 (Dkk-1) es especialmente importante en el hueso®.
Ratones transgénicos heterocigotos Dkk-1 +/- presentan un aumento de masa dsea*®
mientras que aquellos ratones transgénicos con sobreexpresiéon dsea de Dkk-1

desarrollaban osteopenia®®.
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Figura 3. Via candnica: en ausencia de union de los ligandos Wnt a su receptor (izquierda), lab-
catenina se degraday los genes no se transcriben. Sin embargo, cuando se activa la via (derecha)
disminuye la degradacién de la 3-catenina, con lo que se acumula en el citoplasma, desde donde
puede entrar en el nucleo y activar los factores de transcripcién. APC: proteina de la poliposis
adenomatosa del colon; b-cat:b-catenina; cK: caseina-cinasa; Dsh: dishevelled; GSK3: glucégeno

sintasa cinasa 3b; sFRP: proteina soluble similar a frizzled; SOST: esclerostina. (Velasco y

Riancho?’).

Las vias BMP y la Wnt candnica parecen interactuar en distintos puntos de la
osteogénesis. La via de las BMPs tiene una especial relevancia en fases iniciales, al
inducir la diferenciacién de las MSCs hacia osteoprogenitores. Tras esto, la activacion de
la via Wnt cldsica favorece la diferenciacion de estos osteoprogenitores hacia

osteoblastos.

- Via Hedgehog

Existen 3 proteinas Hedgehog en los mamiferos: Sonic, Indian (lhh) y Deserte
hedgehog. lhh juega un papel importante en el desarrollo del esqueleto y en la

proliferacion celular. A través de la activacién del factor de transcripcion Gli2, el Ihh
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produce un incremento en la expresion y funcion de Runx2 estimulando asi la

osteoblastogénesis®8,

En el cartilago en desarrollo, se expresa el Ihh en condrocitos prehipertréficos y
en los hipertréficos tempranos. Durante el proceso de osificacion endocondral se ha
comprobado que lhh es esencial para el desarrollo de los osteoblastos, ya que los
ratones deficientes de |hh carecen por completo de osteoblastos por su incapacidad

para expresar Runx23°,

- Via Notch

Las proteinas Notch constituyen un grupo de receptores transmembrana que
controlan la diferenciacién de diversos tipos celulares e inhiben la diferenciacion de las
MSCs hacia osteoblastos®. En las células precursoras de osteoblastos, la proteina Notch
estimula la expresidn de la proteina Hey1 que interactua a su vez con Runx2 inhibiendo

su actividad transcripcional y consecuentemente la diferenciacion hacia osteoblastos.

- Factor de crecimiento fibroblastico (Fibroblast Growth Factor, FGF)

Los FGFs son importantes reguladores de la osificacion endocondral vy
membranosa y de la apoptosis, afectando tanto en la osteoblastogénesis como en la
condrogénesis. Se sabe que los FGFs inducen la proliferacion de osteoblastos inmaduros

a través de la via Ras/ERK/MAPK y mediante estimulacion de la actividad de Runx2*.

- Paratohormona (PTH)

La PTH y su péptido relacionado (PTHrp) pueden tener un efecto tanto anabdlico
como catabdlico sobre el hueso. Mientras que la administracion intermitente de PTH
favorece la osteogénesis, la administracidn continua predispone a la pérdida de masa
Osea. Se observado que la PTH es capaz tanto de aumentar como de disminuir la
actividad de Runx2, en funcién de las condiciones experimentales concretas, asi como

de inhibir la expresion de Osx* 3,
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3. Otros factores

Como hemos visto, existen factores intracelulares que juegan un papel critico en
la osteogénesis. Ademads, se ha demostrado que factores externos, tanto fisicos como
guimicos también influyen en la diferenciacién de las MSCs a través de la modulacién

de sefiales intracelulares y de factores de transcripcion.

En cuanto a los factores fisicos, se conoce que el ejercicio fisico ** % y la
vibracion*® 47 estimulan la osteoblastogénesis mientras que la ingravidez y la
inmovilizacién actuan como factores antiosteogénicos y proadipociticos*® #°. Algunos
estudios han mostrado que la vibracidn promueve la osteogénesis mediante una
regulacién positiva de Runx2 y una inhibicion de PPARy (que es el factor de transcipcién
mas relevante de la diferenciacion de MSCs hacia adipocitos)*® mientras que se piensa
que la ingravidez ejerce una regulacién contraria sobre estos factores de transcripcion.
Los estimulos mecdnicos tienden a reducir la produccidn de esclerostina. A la inversa,
un aumento de los niveles de esclerostina parece ser responsable, al menos en parte,
de la pérdida de masa dsea secundaria a la inmovilizacion . No obstante, los
mecanismos moleculares mediante los cuales estos factores fisicos actian sobre el

hueso estan aun por aclarar completamente.

Una dieta adecuada es importante para el mantenimiento de la homeostasis
mineral normal, en particular en lo que se refiere al aporte de elementos clave para la
formacion del tejido éseo, como proteinas, calcio, fésforo y vitamina D. Por otro lado,
se ha comprobado que una dieta rica en grasa inhibe la formacidon de hueso mientras
gue promueve la adipogénesis mediante la regulacién de genes implicados como por

ejemplo el PPARy> %3,

Osteoblastos

Como hemos dicho, los osteoblastos son células que derivan de las MSCs. Una
vez las MSCs, se diferencian a osteoblastos maduros, el siguiente paso consiste en la

elaboracién de una matriz 6sea mineralizada por parte de los osteoblastos.
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El proceso de crecimiento y diferenciacion de los osteoblastos se divide en varias
fases que podemos distinguir en funcién de lo marcadores que se expresan en cada una

de ellas:

1. Proliferacién de las células osteoprogenitoras, con la expresion de genes
como osteopontina (OPN), Collaly TGF B.

2.  Maduracidén de la matriz extracelular, con la expresién de proteinas de la
matriz 6sea como la siloproteina dsea (BSP), ALPL y Collal.

3. Mineralizacién de la matriz 6sea. Requiere la expresion de osteocalcina (OC)

y OPN.
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Figura 4. Esquema de la diferenciacidn de las MSCs hacia diferentes tipos celulares. Las vias Wnt
y BMP asi como los factores de transcripcion RUNX2 y OSX dirigen a las MSCs hacia la
diferenciacion osteoblastica. Durante la fase de osteoblasto inmaduro se produce la expresién
de fosfatasa alcalina, sialoproteina ésea y coldgeno tipo | mientras que en fases mas maduras se
expresardn la osteonectina, osteocalcina y osteopontina. Algunos osteoblastos maduros
quedararan embebedidos en la matriz ésea y se convertirdn en osteocitos. Tomada de Collins

F.

Osteocitos

La mayor parte de los osteoblastos sufren un proceso de apoptosis® tras la
sintesis del osteoide, pero algunos quedan como células de superficie o de
revestimiento (“lining cells”, células planas que cubren las superficies del tejido 6seo en

las que no se estdn desarrollando procesos de remodelado), mientras que otros son
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embebidos en la matriz ésea y se transforman en osteocitos*®. Los osteocitos conforman
en torno al 90-95% del componente celular del esqueleto adulto®’ (frente a un 4-6% de
osteoblastos y un 1-2% de osteoclastos). Se encuentran localizados en lagunas,
dispersos por la matriz dsea, y se conectan entre si y con otros tipos celulares mediante
procesos dendriticos a través de canaliculos® que les permiten la comunicacién

intercelular por medio de uniones tipo gap.

Los osteocitos son células con multiples funciones, ya que intervienen en el
remodelado éseo, en la adaptacién a los cambios mecanicos y en la homeostasis

mineral.

Los osteocitos juegan un papel fundamental en el control del remodelado
mediante la liberacidn de sustancias como la osteoprotegerina (OPG)*°, el RANKL
(Ligando Receptor Activador para el Factor Nuclear k B, Receptor Activator for Nuclear

k B) o la esclerostina® en respuesta a estimulos hormonales o mecanicos.

La muerte programada de los osteocitos desempefia una labor importante
orquestando el inicio del remodelado 6seo. La apoptosis de los osteocitos esta
desencadenada por un insulto a la matriz é6sea de manera que se produce en lugares
que han sufrido un dafio o “microcrack”. La apariciéon de estos osteocitos apoptoticos

estimula la actividad de los osteoclastos que inician el remodelado®.

Los osteocitos intervienen ademds en el metabolismo mineral. Entre otras
acciones, liberan el factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF23) que interviene en la
regulacion de los niveles de fosforo®. El FGF-23 inhibe la resabsorcién de fésforo y la
produccién renal de 1,25 dihidroxivitamina D3 [1,25(0OH).Ds] y suprime la sintesis de PTH

en la glandula paratiroides lo cual reduce los niveles circulantes de fésforo®3.

Osteoclastos

Los osteoclastos son células grandes multinucleadas que se forman a partir de la
fusion de precursores mononucleares de origen hematopoyético®. Las dos citoquinas
esenciales para el desarrollo y supervivencia de los osteoclastos son el factor

estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) y el RANKL. Ambos son necesarios para
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inducir la expresion de los genes caracteristicos del linaje de los osteoclastos como el
TRAP (tartrate resistant acid phosphatase), la catepsina K (CATK) o el receptor de la

calcitonina.

Diversas células de la linea osteobldastica expresan RANKL, siendo los osteocitos
su fuente principal. La unién del ligando RANKL con el receptor de membrana RANK,
expresado en los precursores de los osteoclastos, supone un estimulo para inducir la
diferenciacién de estos precursores hacia osteoclastos maduros y un aumento de la
actividad de estos ultimos, a través de la expresion de TRAF-6 (factor asociado al

receptor del TNF) y la activacidn de NF-kB (factor nuclear kappa beta)®.
Por otro lado, las células de la estirpe osteoblastica son capaces también de producir la

OPG, que puede unirse a RANKL impidiendo asi la unién de este con su receptor y
evitando la diferenciacién de los precursores osteoclasticos. La activacion de la via Wnt
promueve la produccién de OPG, de manera que los ligandos Wnt no solo favorecen la
osteoblastogénesis, sino que inhiben la diferenciacién de precursores hacia osteoclastos

maduros.
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Figura 5. Cascadas de sefalizacidn durante la osteoclastogénesis. RANKL se une a RANK
durante el rclutamiento de TRAF 6 que activa MAPK y NF-kf. RANKL también estimula la
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induccion de c-Fos, un componente de AP-1. NF-k3 y AP-1 son importantes para la induccién
de NFA Tcl. NFATc1 controla la expresion de una variedad de genes especificos de los
osteoclastos en cooperacidon con otros factores de transcripcidon osteoclastogénicos. Imagen
tomada del capitulo 6 del ASBMR Primer on the Metabolic Bone Diseases and Disorders of
Mineral Metabolism, 9 ed (Bilezikian JP, ed.) 2019.
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Figura 6. Acciones paracrinas de osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Los osteoblastos
activan la formacidén de osteoclastos mediante la expresion de RANKL, M-CSFy WNT51 e inhiben

la actividad osteocldstica a través de la OPG. Imagen tomada de Han et al®®.

La funcidn de los osteoclastos consiste en la resorcidén del hueso. Para llevar a
cabo esta funcion, el osteoclasto se adhiere a los tejidos calcificados, desarrolla el
llamado “borde en cepillo” y secreta acidos, proteasas (catepsina K) y enzimas
lisosomales a la regidn bajo este borde®’. La secrecion acida produce una disolucién de
la matriz inorganica mientras que la liberacion de las proteasas desencadena la
degradacion de las proteinas de la matriz. Los osteoclastos internalizan los productos de
degradacion de la matriz en vesiculas endociticas que son evacuadas por el polo opuesto

de la célula.

REMODELADO Y MODELADO OSEO

La primera fase del remodelado 6seo consiste en la resorcidon 6sea mediada por
los osteoclastos. Tras el reclutamiento y diferenciacion de los precursores de
osteoclastos, los osteoclastos maduros excavan una cavidad o laguna en una superficie

trabecular (o en un tunel en el hueso compacto cortical). El hueso retirado por los
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osteoclastos es posteriormente reemplazado por nuevo hueso formado por los
osteoblastos. Este proceso, perfectamente orquestado, esta regulado por una compleja

interaccidon de hormonas y de factores locales.

Osteoblastos
Osteoclastos O Osteocitos

Figura 7. Durante el proceso de remodelado, la actividad de osteoclastos y osteoblastos se
encuentra acoplada en tiempo y espacio. Es importante que exista un equilibrio entre ambas
fases, formacion y resorcidn, para que se mantenga la homeostasis esquelética. Es evidente que
un desequilibrio entre ambas fases puede resultar en una enfermedad del esqueleto, con
aumento o disminucion de la masa 6sea, dependiendo de que predomine la formacién sobre la
resorcién, o viceversa. Los osteoclastos maduros excavan una laguna y el hueso retirado es
posteriormente reemplazado por nuevo hueso formado por los osteoblastos. Tras este proceso,

parte de los osteoblastos quedan embebidos en la matriz ésea y se transforman en osteocitos.

El modelado 6seo, sin embargo, es un proceso de formacién ésea en el cual la
actividad entre osteoclastos y osteoblastos no esta necesariamente acoplada. Por
ejemplo, porque tiene lugar un proceso de osteogénesis en zonas del tejido éseo que
no habian sufrido previamente un proceso de resorcidn. El modelado éseo se produce
fundamentalmente en las primeras etapas de la vida, durante el periodo de crecimiento,
aungue se mantiene a menor escala durante la vida adulta. Las anormalidades en el
modelado éseo pueden desembocar en el desarrollo de displasias o dismorfias. Los
procesos de modelado son también esenciales en la consolidacién de las fracturas y la

reparacion de otras lesiones esqueléticas.

De manera no invasiva, a través de muestras de sangre o de orina, se puede
obtener cierta informacién acerca del remodelado éseo mediante los marcadores de
remodelado. El propéptido amino/terminal del procoldgeno tipo 1 (P1NP), la fosfatasa
alcalina dsea y la osteocalcina son los marcadores de formacion ésea mas comunmente

usados. Entre los marcadores de resorcién dsea, encontramos algunos productos de
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degradacion del colageno, como los “crosslaps” (telopéptido ¢ terminal del coldgeno

tipo 1, CTX)®® y la enzima TRAP5b, que es expresada activamente por los osteoclastos®.

CONSOLIDACION DE FRACTURAS

Vias de consolidacion

El proceso de reparacidén dsea es esencial tras el desarrollo de una fractura y
requiere una actividad coordinada entre diferentes tipos celulares. La reparacion del
hueso puede llevarse a cabo a través de una via directa (osificacion intramembranosa)
o indirecta (intramembranosa y endocondral)’. La via mas frecuente es la indirecta, ya
gue la directa requiere que se lleve a cabo una reduccion abierta de la fractura y una

fijacién interna.

La consolidaciéon indirecta o secundaria es, pues, la mas comun. En ella se
recapitulan los procesos de osificacion que tienen lugar normalmente durante el
periodo de crecimiento, en el cual se forma el esqueleto a través de procesos de
osificacion intramembranosa (que supone la formacién directa de nuevo hueso a través
de osteoblastos originados gracias a la diferenciacién de sus precursores, las MSCs) y
endocrondral (en la cual se forma primero un “molde” cartilaginoso que es después
sustituido por tejido éseo). Cuanto mejor fijada se encuentre la fractura (es decir, menor
inestabilidad), mayor sera la proporcién de osificaciéon intramembranosa respecto a la

endocondral.

Tras el traumatismo se interrumpe la circulacién sanguinea a nivel del defecto
0seo y se generan un hematoma y una respuesta inflamatoria que incluye la liberacién
de factores proinflamatorios, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y las
interleuquinas (IL) 1, 6, 11 y 187%. Esta respuesta propicia que el hematoma se coagule

en los extremos de la fractura. Es ahi donde va a tener lugar la osificacion endocondral.

Las MSCs, que residen en distintas localizaciones, incluidos el periostio, la médula
Osea y el musculo, son reclutadas y se estimula su proliferacion y su diferenciacién a
osteoblastos para facilitar la osteogénesis intramembranosa en las localizaciones

distales a la fractura con un adecuado riego sanguineo; en particular, junto a los

39



extremos de las corticales fracturadas. Ademas, se estimula la diferenciacion de las
MSCs a condrocitos para facilitar la formacién de hueso endocondral en las zonas
hipdxicas adyacentes a la fractura’?. La diferenciacion de las MSCs hacia el linaje de los
condrocitos en las zonas con vascularizacién interrumpida apoya el concepto de que la
hipoxia es un inductor de condrogénesis’®. Al tejido que se va formando se le denomina
callo de fractura. Los condrocitos en la periferia del callo sufren un proceso de
diferenciacién terminal. El cartilago calcificado actia como una plantilla para la
formacién de hueso y se va produciendo una mineralizacién progresiva de la matriz.
Posteriormente, los condrocitos diferenciados ubicados en la matriz calcificada sufren
un proceso de apoptosis y se inicia una fase de remodelado mediada por osteoclastos

para la retirada del cartilago restante en respuesta al M-CSF, RANK, RANKL y OPG’.

En una posicion distal al foco de fractura, y flanqueando a los condrocitos que
llevan a cabo la osificacién endocondral, se produce la osificacion intramembranosa.
Este proceso se caracteriza por la diferenciaciéon de MSCs a osteoblastos que forman
osteoide e inducen mineralizacidon sin necesidad de la formacién intermedia de

cartilaginoso.

Se considera que las fracturas estan curadas cuando se restablece la estabilidad
del hueso mediante la formacién de puentes de nuevo hueso sobre el area de fractura.
Sin embargo, este hueso nuevo no presenta las caracteristicas definitivas del hueso
normal. La matriz dsea inmadura inicial (tipo “hueso fibroso”) es reemplazada por un
hueso laminar mas organizado a través de un segundo proceso de remodelado, mediado
nuevamente por osteoclastos. En esta fase se produce una resorcion del callo por parte

de los osteoclastos y una formacién de hueso laminar por parte de los osteoblastos.

Para que el remodelado éseo sea exitoso, es necesario un adecuado aporte
sanguineo siendo fundamental la revascularizacién y neoangiogénesis en la zona de la

fractura.

El proceso de consolidacidon se completa con el desarrollo de una estructura

estable similar a la existente antes de la fractura.
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Figura 8. Cambios en el tejido durante la reparacion désea. A) El periostio es un tejido bien
vascularizado que ademas contiene MSCs. B) Tras una fractura el aporte sanguineo se ve
interrumpido y se forma un hematoma. C) En los lugares con buen aporte sanguineo, las MSCs
se van a diferenciar a osteoblastos para favorecer la osificacion intramembranosa (1). Por el
contrario, en los lugares donde el aporte sanguineo se encuentre interrumpido, las MSCs se van
a diferenciar a condrocitos para facilitar la osificacion endocondral. D) Tras la osificacion
intramembranosa se produce una mineralizacién del nuevo tejido (2). E) Se produce una
mineralizacién del tejido cartilaginoso formando el callo de la fractura. Comienza
revascularizacion en la zona del callo. F) Diferenciacién terminal de los condrocitos del callo.
Mineralizacidn progresiva de la matriz 6sea inmadura. G) Resorcion del callo por parte de los
osteoclastos y una formacién de hueso laminar por parte de los osteoblastos. Imagen tomada
del capitulo 15 del ASBMR Primer on the Metabolic Bone Diseases and Disorders of Mineral

Metabolism, 9 ed (Bilezikian JP, ed.) 2019.

Alteraciones de la consolidacion

Las alteraciones de la consolidacidon forman parte de las complicaciones locales
de las fracturas. Aunque la incidencia va a depender de la localizacién de la fractura, se

estima que se producen en torno a un 5-10% de ellas’ y las podemos clasificar en retraso
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de la consolidacidn y pseudoartrosis. La mayor parte de las fracturas consolidan en un
periodo de 4-6 semanas (aunque, como hemos dicho, la remodelacion final del callo se
prolonga durante varios meses). Se conoce como “retraso en la consolidacién” cuando
la consolidacion no ha avanzado a la velocidad esperada para la localizacion y el tipo de
fractura (4-6 meses). La curacidon incompleta de una fractura, en la cual los extremos de
hueso cortical no llegan a reconectar entre si mediante hueso nuevo, sino que a lo sumo

guedan ligados por un puente fibroso laxo, se denomina pseudoartrosis.

La tasa de desarrollo de pseudoartrosis suele estar en torno al 5-10% de las
fracturas’ ’’ y las localizaciones mas susceptibles de desarrollar esta complicacién son
el himero, el fémury la tibia’®. En un estudio realizado en Inglaterra, se estudiaron 4715
fracturas en adultos observando que la tasa global de la pseudoartrosis era menor de
la habitual (1.9%) y que frecuencia era mayor en las fracturas de extremidades inferiores

(tibia y peroné)” y menor en las fracturas de mano.

Las pseudoartrosis se suelen presentar en forma de dolor persistente,
tumefaccion o inestabilidad, pasado el tiempo estimado de curacién de la fractura.
Algunas pseudoartrosis son asintomaticas y no precisan tratamiento. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, las pseudoartrosis son sintomaticas y precisan de tratamiento

mediante reduccién abierta y fijacién.

Existen numerosos factores que dificultan el proceso de reparacion y en
consecuencia propician alteraciones en la consolidacidon de una fractura®. Entre ellos,
una vascularizacién local pobre, un acercamiento insuficiente de los fragmentos dseos,
una afectacién extensa del tejido blando circundante, infeccién local o factores propios
del individuo fracturado, como la edad, obesidad, diabetes, osteoporosis, consumo de
toxicos®! o algunos medicamentos. Entre los tratamientos que se han asociado con
alteraciones de la consolidacion encontramos los antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs), antibidticos como las quinolonas® y los anticoagulantes (al dificultar el
desarrollo del codgulo organizado precursor de la osificacién endocondral). En algunos
estudios se sugirid un aumento de riesgo de alteraciones en la consolidacion en
pacientes en tratamiento con bifosfonatos®®, pero esos resultados no fueron

corroborados por otros autores?®®, por lo que esta sigue siendo una cuestion debatida.
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ENFERMEDADES PREVALENTES DEL ESQUELETO

Osteoporosis

Definicion

La osteoporosis (OP) es la enfermedad metabdlica dsea mas prevalente. Se trata
de un desorden del esqueleto que se caracteriza por una baja masa ésea y una alteracién
en la microarquitectura del hueso que conlleva un aumento de la fragilidad ésea y del

riesgo de fractura®®.

El término “osteoporosis” es de origen griego (“hueso poroso”) y se introdujo
por primera vez en el siglo XX¥. Clinicamente la OP ha sido dificil de definir. De acuerdo
con los criterios publicados en 1994 por un grupo de expertos auspiciados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)®, se define la OP como un valor de densidad
mineral ésea (DMO) en indice T en columna lumbar o en cuello femoral igual o menor a

2,5 desviaciones estandar.

El método empleado para la determinacion de la DMO es la densitometria (DXA)
o absorciometria de rayos X de energia doble®. Esta técnica permite realizar una
estimacion del tejido calcificado a través de la medicién de la atenuacién. Los resultados
suelen expresarse como DMO, que es un buen indicador de la masa dsea y se
correlaciona con la resistencia del hueso y con el riesgo de fracturas. El indice T
representa el nimero de desviaciones estandar que se aparta el sujeto respecto a la

media de los valores de un grupo poblacional de adultos jévenes del mismo sexo.

DMO medida — DMO media de adulto joven
Desviacion estandar de poblacion de adultos jovenes

Tscore=

Un valor de indice T por encima de -1 se considera como normal; un valor entre
-1 y -2.5 como osteopenia, y por debajo de -2.5 como osteoporosis. No obstante,
ultimamente se recomienda sustituir el término osteopenia por “baja masa 6sea” o

“baja DMO”.
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Clasificacion de la densidad mineral 6sea (DMO) segtin la OMS (1994)¢

Normal Valor de DMO <1 DE por debajo del promedio para adultos
joévenes.
Osteopenia Valor de DMO entre 1 y 2.5 DE por debajo del promedio para

adultos jovenes.

Osteoporosis Valor de DMO > 2.5 DE por debajo del promedio para adultos
jovenes.

* DE: desviacion estandar

Tabla 1. Clasificacion de la densidad mineral ésea segin la OMS.

Los estudios densitométricos tienen tres utilidades principales: el diagndstico de

la osteoporosis, la evaluacién del riesgo de fractura y la monitorizacién de la evolucién.

Las fracturas mas comunmente relacionadas con la fragilidad dsea son las
fracturas de cadera (fémur proximal), las de humero distal y las vertebrales. Sin
embargo, la OP es una enfermedad sistémica y los pacientes afectos presentan un riesgo
aumentado de fractura a todos los niveles. Aquellos individuos que ya han presentado
una fractura por fragilidad se encuentran en mayor riesgo de presentar otra*®°. Con cada
descenso de una desviacién estandar de la DMO, se incrementa el riesgo de fractura

entre 1,4y 2,1 veces, dependiendo de la edad del individuo y del tipo de fractura.

Epidemiologia

La OP supone un importante problema de Salud Publica, dada su asociacién con
el aumento en el riesgo de fracturas. Existe un aumento progresivo de la incidencia de
OP, paralela al envejecimiento demografico, observado tanto en Espafia como en otros
paises. Se ha estimado que, en poblacién blanca, en torno al 50% de las mujeres vy el
20% de los hombres en la década de los 50 afios, tendran una fractura fragilidad durante

el resto de su vida®.

La incidencia de las fracturas es bimodal, con un pico en la juventud y otro en
individuos de avanzada edad®2. En los sujetos jévenes predominan las fracturas a nivel

de los huesos largos y suelen ser secundarias a traumatismos de alto impacto. El
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segundo pico de incidencia de fracturas se debe fundamentalmente a las fracturas por
fragilidad, incluyendo, entre otras, las de cadera, las vertebrales y las de radio distal.
Estas fracturas comparten ciertas caracteristicas entre si: su incidencia aumenta con la
edad; son mas frecuentes en mujeres y se producen como consecuencia de a

traumatismos de baja o moderada intensidad®:.

Entre todas las fracturas por fragilidad, las fracturas de cadera son las que
suponen un mayor impacto, tanto en morbi-mortalidad, como en carga econdmica®. La
mayor parte de las fracturas de cadera precisan de hospitalizacién y en muchos casos el
abordaje inicial es quirurgico, por lo que su registro resulta mas sencillo que el de las
fracturas a otros niveles. Se estima que cada afio se producen en Espafia en torno a 45
000 fracturas de cadera en personas por encima de los 65 afios®®, lo cual conlleva un
elevado coste sanitario. Se estima que en torno a un 90% de las fracturas de cadera se
producen en individuos por encima de los 50 afios y que por encima de la década de los
50 se producen el doble de casos en mujeres que en hombres. Existen importantes
diferencias en cuanto a la incidencia de la fractura de cadera en funcién de la localizacién
geografica®®, lo cual sugiere una importante implicaciéon de factores genéticos o

medioambientales en su patogenia.

Las fracturas de cadera son las fracturas por fragilidad que mas discapacidad
ocasionan. En torno a un 50% de los individuos con estas fracturas pierden su
independencia para la deambulacién. Se asocian, ademads, a un aumento de eventos
adversos, como neumonias por broncoaspiracion o infecciones del tracto urinario. En
un estudio realizado en Estados Unidos, se describié una mortalidad en torno al 10% a
los 6 meses de la fractura®. Esta mortalidad es mayor en hombres que en mujeres,

aumenta con la edad y con la existencia de enfermedades concomitantes.

Resulta mas complicado conocer con exactitud la incidencia de las fracturas
vertebrales, puesto que en ocasiones son asintomaticas y los pacientes no consultan por
ellas. Ademas, pueden existir discrepancias a la hora de llevar a cabo un diagndstico
radioldgico. Se estima que la incidencia de las fracturas de este tipo es 3 veces mayor

qgue la de las fracturas de cadera, aunque solo un tercio de las mismas originan una
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consulta médica®. Las consecuencias mas frecuentes de las fracturas vertebrales son el

dolor de columna y la pérdida de altura.

Las fracturas de radio distal presentan un patrén de incidencia diferente al de las
fracturas de cadera y vertebrales. Existe un aumento en mujeres blancas tras la
menopausia, seguido por una fase de meseta®. La incidencia en hombres, sin embargo,

es baja y no aumenta en exceso con la edad.

Etiologia

La pérdida de masa dsea es una consecuencia inevitable del envejecimiento.
Existe un amplio abanico de trastornos que pueden también producir una pérdida de
masa 6sea acelerada o precoz. Son las llamadas “osteoporosis secundarias”. Podemos
clasificar como osteoporosis secundaria dos tercios de los casos de OP en hombres; a
mas de la mitad de las mujeres premenopausicas con OP y un quinto de las mujeres

posmenopausicas con OP? 1 En |a tabla 2 encontramos un listado de las principales

causas de OP secundaria.

Principales causas de OP secundaria

Trastornos endocrinos

Trastornos de la médula dsea

Acromegalia

Amiloidosis

Insuficiencia suprarrenal

Hemocromatosis

Sindrome de Cushing Hemofilia
Trastornos alimentarios Leucemia
Hipertiroidismo Linfoma

Hiperparatiroidismo

Mastocitosis

Hiperprolactinemia

Mieloma multiple

Hipogonadismo

Anemia perniciosa

Diabetes mellitus

Sarcoidosis

Hipogonadismo

Talasemia

Tratamientos

Trasplantes de drgano

Corticoides

Médula dsea

Inmunosupresores (ciclosporina)

Organo sélido (corazén, pulmén, higado,
rifion)
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Antiepilépticos (fenobarbital, fenitoina)

Causas gastrointestinales

Inhibidores de la aromatasa

Hepatopatia alcohdlica

Heparina

Enfermedad celiaca

Agonistas y antagonistas de la GnRH

Enfermedad inflamatoria intestinal

Algunos quimioterapicos

Sindromes malabsortivos

Trastornos genéticos

Gastrectomia

Hipofosfatasia

Colangitis biliar primaria

Osteogénesis imperfecta

Hepatopatias severas

Homocistinuria

Causas misceldneas (espondilitis
anquilosante, artritis reumatoide,
enfermedad pulmonar obstructiva
cronica)

Tabla 2. Tabla modificada de Fitzpatrick LA. Secondary causes of osteoporosis. Mayo Clin Proc

20021,

Los determinantes principales para la produccién de una fractura a cualquier nivel
son la fuerza aplicada sobre el hueso y la resistencia de este. Las fracturas osteopordticas

son el resultado de una combinacidn de disminucién de la resistencia del hueso y de un

aumento del riesgo de caida.

1. Factores que influyen en la resistencia dsea:

Clasicamente, la masa ésea ha acaparado la mayor parte de la atencidn a la hora de
evaluar la resistencia del hueso. Sin embargo, existen ademas otros factores

determinantes de la resistencia del hueso, como la macro y la microarquitectura del

hueso y la calidad del tejido®.

TRAUMATISMO

Masa o6sea
Microarquitectura
Macroarquitectura
Calidad del hueso

—

RESISTENCIA OSEA

FRACTURA

—>

Figura 9. Principales determinantes de la resistencia dsea.
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- Masa dsea

La masa 6sea de un individuo depende de la masa ganada durante la infancia y la
juventud y el consiguiente pico de masa dsea alcanzado en la tercera década de la vida,
asi como de la velocidad de pérdida posterior. Aunque los factores genéticos son en
buena medida determinantes del pico de masa dsea!®, algunos factores ambientales

también pueden tener un fuerte impacto durante las primeras etapas de la vida'®.

La pérdida de masa dsea se ve habitualmente influida por la edad (y los diversos
procesos de envejecimiento) y la caida en los niveles de estrégenos en mujeres post
menopausicas. En algunos casos, se dan ademas otros factores independientes de la
edad, como el hiperparatiroidismo, algunos farmacos como los corticoides o una
disminucion de las cargas mecanicas que actuan sobre el esqueleto (por ejemplo, en

situaciones de inmovilizacidn)®.

- Macroarquitectura

La macroarquitectura hace referencia al tamafio y la forma(geometria) del hueso.
Una de las caracteristicas geométricas mejor definidas y con mayor asociacidn con las
fracturas es la longitud del eje de la cadera. Cuanto mayor sea este eje, mayor sera el
riesgo de fractura. Esta asociacién es independiente de la DMO y de la edad?® 1% 107 | 3
distribucién espacial de la masa dsea es también importante. Por ejemplo, a igualdad de
masa, son mas resistentes los huesos mas anchos (los que tienen la masa distribuida
mas lejos del eje central), que los mas estrechos. Sin embargo, estas relaciones son
complejas, porque, por otra parte, si el mayor didametro del hueso implica que las
corticales sean demasiado finas, aumenta el “indice de pandeo” (“buckling ratio”) y en

consecuencia la fragilidad cortical®.

- Microarquitectura

La microarquitectura del hueso también afecta a la resistencia de este. Entre los
factores que pueden aumentar el riesgo de fracturas encontramos el aumento de la
porosidad del hueso cortical, el adelgazamiento de las trabéculas y la disminucién de la

conectividad trabeculart®. Esas alteraciones son consecuencia de modificaciones en los
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fendmenos celulares basicos, es decir, en el remodelado. Por ejemplo, el aumento de la
resorcidn es responsable del incremento de la porosidad cortical y de la pérdida de
conectividad trabecular, mientras que una actividad osteoformadora insuficiente a nivel

de las unidades de remodelado suele ser la causa del adelgazamiento de las trabéculas.

- Calidad del hueso

Los factores que influyen en la calidad del hueso son mal conocidos y contindan
siendo estudiados. Esta calidad probablemente tenga varios componentes que incluyen
la cantidad de coldgeno, la polimerizacién de este y la mineralizacién de la matriz.
Desgraciadamente, la calidad 6sea no se puede medir con exactitud en la practica
clinica. Sin embargo, existen estudios preliminares acerca de la utilidad del indice
trabecular 6seo (Trabecular Bone Score, TBS) y la microindentacion que presentan

resultados prometedores.

El TBS es una medida que puede obtenerse de la imagen de la DXA. A menudo se
identifica como un marcador de “calidad”, pero se relaciona con la microarquitectura
trabecular, mas bien que como marcador de la calidad intrinseca del tejido 6seo. En todo
caso, recientemente se ha propuesto como una nueva herramienta para la prediccién

del riesgo de fractura y para la monitorizacion del tratamiento'?°,

La microindentacién es una técnica pretende medir la calidad intrinseca del tejido.
Utiliza un instrumento denominado Osteoprobe. Se basa en la creacién de
microfracturas para medir la resistencia del hueso a la propagacioén de dichas fracturas.
Serd necesario esperar a que futuros estudios avalen su validez de cara a valorar su

aplicacion en la practica clinica®?.

2. Factores genéticos que influyen en la masa ésea.

La osteoporosis es una enfermedad compleja cuyo desarrollo depende tanto de
factores ambientales como de susceptibilidad genética. Estudios entre familiares han
demostrado que existen factores genéticos que juegan un papel importante en la
densidad mineral dsea y en la predisposicion de fracturas. Por ejemplo, se sabe que las

mujeres cuyas madres hayan sufrido una fractura de cadera tienen el doble de riesgo de
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presentar una al compararlas con controles*?, La DMO es el mayor predictor disponible
del desarrollo de fracturas osteoporéticas. El pico de DMO alcanzado durante la vida
depende en gran medida de factores genéticos estimandose segun estudios entre el 40

y eI 90%113 114 115_

La demostracion de la existencia de un componente genético en la OP ha llevado
a la realizacién de estudios genéticos fundamentalmente de dos tipos: estudios en
relacion con un gen diana (con un papel conocido en el desarrollo de osteoporosis) y

estudios de asociacidon de genoma completo (GWAS, Genome Wide Association Study).

Para los estudios en busqueda de genes diana se han propuesto numerosos
polimorfimos de genes relacionados con el metabolismo dseo (como el del receptor de
la vitamina D, el colageno tipo | o el receptor estrogénico a) 116 117 118 119120 Ge reglizd
un meta-analisis de 5 poblaciones caucasicas que incluia a mas de 19000 pacientes
osteoporéticos? . Se investigaron 36016 SNPs de 150 loci de genes candidatos y se
identificd la asociacion de varios SNPs de 9 genes (ESR1, LRP4, LRP5, ITGA1,

SOST, SPP1, TNFRSF11A, TNFRSF11B, and TNFSF11) con la DMO. Solo en 4 de ellos
(LRP5, SOST, SPP1, and TNFRSF11A) se evidencié ademads una asociacion significativa

con el riesgo de fractura.

Por otro lado, los GWAS consisten en un analisis a lo largo de todo el genoma con
el fin de identificar una variacidn genética con un determinado rasgo o una determinada
enfermedad. Los GWAS han identificado mas de 500 loci con aparentes vinculos con
distintos parametros del hueso!??. La mayoria de los loci identificadas por los GWAS
corresponden a vias del metabolismo dseo ya conocidas. Aunque estos estudios han
contribuido a una mejor comprension del papel de los factores genéticos en el desarrollo
de la osteoporosis han reportado tipicamente resultados dificiles de reproducir o con
falsos negativos y no permiten de momento una estratificacidn de riesgo de enfermedad

en base a sus resultados. 3. Cambios en masa dsea por hormonas sexuales

Estrégenos

Con la edad se produce una significativa pérdida de masa ésea tanto en hombres
como en mujeres!®. Esta demostrado que esta pérdida de masa dsea es mas rapida y

50



acusada en mujeres tras la menopausia. Con la menopausia se produce un descenso en
los niveles de estrdgenos. Inicialmente, las mujeres postmenopdusicas presentan una
fase de unos 10 afios de duraciéon con un rapido descenso de la masa ésea con una
pérdida aproximada de alrededor del 20-30% del hueso trabecular (presente en
vertebras, pelvis y region distal del antebrazo) y entre el 5-10% del hueso cortical (mayor
presencia en huesos largos y en forma de fina capa alrededor de las regiones con hueso
trabecular)?*. Tras esta fase inicial, se produce una segunda fase de pérdida lenta pero
continua que se extenderd durante el resto de la vida de las mujeres. Durante esta
segunda fase presentan una perdida similar de hueso trabecular y cortical. A lo largo de
la segunda mitad de la vida, los hombres presentan una pérdida de masa dsea paulatina
y continua similar a la que experimentan las mujeres en esa segunda fase
postmenopdusica. Al no presentar la primera fase postmenopdusica que si
experimentan las mujeres, los hombres tienen una pérdida tanto de hueso cortical como
trabecular menor que la de las mujeres. Con el avance de la edad se produce un
aumento en la incidencia de fracturas vertebrales y de cadera en hombres, aunque el
inicio de aparicidn de estas fracturas tiene un retraso de en torno a 10 afios respecto a

las mujeres.

Los efectos de los estréogenos sobre el esqueleto se producen mediante

diferentes mecanismos.

- Accidén sobre los osteoclastos: supresion la produccion de RANKL'*, aumenta la
produccién de OPG*?, induce la apoptosis de osteoclastos mediante un descenso
en la actividad de c-jun limitando asi la transcripcion dependiente de la proteina
activadora -1 (AP-1)*?’. Induce la apoptosis de osteoclastos de manera indirecta
estimulando la produccion de TGF beta por parte de los osteoblastos.

- Accion sobre los osteoblastos: Promueven la diferenciacion de células
mesenquimales hacia osteoblastos, favorecen la diferenciacion de
preosteoblastos a osteoblastos, limitan la apoptosis de osteoblastos!®,
aumentan la produccion por parte de osteoblastos de factores de crecimiento
(IGF-1 y TGF B) vy la sintesis de procolageno. Un estudio sugiere ademds que

inhiben la secrecidn de esclerostinat?® favoreciendo la activacion de la via Wnt.

51



- Accidén sobre los osteocitos: limitan la apoptosis de osteocitos.

- Accidn sobre las células inmunes y sobre la microbiota: una serie de estudios,
sobretodo en modelos murinos, han evidenciado un papel importante de los
linfocitos T en la pérdida de hueso inducida tras una ovariectomia. Las
ovariectomias conllevan un aumento de linfocitos Ty un secundario aumento de
osteoclastogénesis mediado a través de un aumento de M-CSF y de RANKL™®,
Ademas, tras una ovariectomia se produce también un aumento de linfocitos B***
y parece que la deficiencia estrogénica podria aumentar la expresién de RANKL
por parte de estas células?®. Sin embargo, el mecanismo a través del cual esto se
produce no esta elucidado.

Por otro lado, el descenso de estrégenos conlleva a un aumento de la
permeabilidad intestinal y a la expansidn de linfocitos activados Th17 generando

un aumento de citoquinas osteoclastogénicas (TNFa, RANKL, IL-17)32

Andrdégenos

Los andrégenos son también esenciales para el desarrollo del hueso y para el
mantenimiento de la masa dsea tanto en hombres como en mujeres. Se sabe que
estimulan el crecimiento radial y longitudinal de los huesos aumentando el tamario del
hueso cortical. La testosterona ejerce sus efectos anabdlicos a través de la unién al
receptor andrégenico y mediante la conversidon al estrégeno 17-beta estradiol por

medio de la accion de la enzima aromatasa.

El envejecimiento en hombres se ve acompafiado de una reduccidn progresiva del eje
hipotalamo-hipdfisis-gonadas con el consecuente descenso en los niveles de
testosterona. Aunque la testosterona es la hormona sexual predominante en los
hombres, se ha visto que su DMO esta mejor correlacionada con sus niveles de

estogenos!3 134,

Factores de riesgo de fracturas

Podemos dividir los factores de riesgo de fractura en dos: dseos (relacionados
con las propiedades del hueso) y extradseos (relacionados con la predisposiciéon a las
caidas). Entre los factores relacionados con el hueso, el que tiene un mayor peso a la

52



hora de evaluar el riesgo de una fractura es el antecedente de una fractura por fragilidad
previa. Otros que también influyen son los antecedentes familiares de fractura, la edad,
el sexo, la estatura, el peso, el sedentarismo, el consumo de tabaco, enfermedades
asociadas o los tratamientos recibidos (como, por ejemplo, los corticoides). Muchos de
esos factores influyen en la masa dsea y por tanto se traducen en una disminucion de la

DMO.

Entre los factores de riesgo extradseos encontramos una gran variedad de
circunstancias que se relacionan con un aumento de riesgo de caidas, como el uso
prolongado de farmacos depresores del sistema nervioso central (SNC), consumo de
alcohol problema de movilidad, déficits visuales, hipotensidn ortostdatica, deterioro
cognitivo y la presencia de elementos de peligro en el ambiente del individuo

(alfombras, escaleras...).

Cribado

La estrategia mas recomendable es la busqueda selectiva de casos. Con ella se
pueden detectar casos en los que el médico puede aplicar los diferentes algoritmos de
intervencion. La confirmacién diagndstica se establecerd por la presencia de fracturas o,
en su ausencia, por técnicas densitométricas. A diferencia de Estados Unidos, en Europa
no se recomienda el cribado poblacional, por no estar suficientemente demostrado que

su relacién coste-efectividad sea favorable!®.

Tratamiento

1. Intervenciones no farmacoldgicas

Aligual que en el resto de la poblacién, a los pacientes con osteoporosis definida
o en riesgo de desarrollarla se les recomiendan unas medidas generales de promocién
de salud. Es aconsejable la realizacion de actividad fisica'*® adecuada a las condiciones
individuales, el abandono del habito tabaquico, reduccion del consumo de alcohol y una
ingesta adecuada de calcio. Se recomienda ademds promover los programas de

prevencion de caidas en individuos fragiles.
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Calcio y vitamina D

El calcio es un requerimiento nutricional basico. Con la edad se produce un
descenso en la eficacia de la absorcion de calcio que podria estar en relacién con una
pérdida de receptores intestinales de vitamina D, o con una resistencia de estos
receptores a la accién de la 1,25-dihidroxivitamina D. En mujeres posmenopausicas se
recomienda una ingesta de al menos 1200 mg/dia. En caso de que no se consiga alcanzar

esta cifra con la dieta, se recomendard la toma de suplementos de calcio®’.

La ingesta diaria de vitamina D deberia rondar las 800 UI**%, En caso de que esta
cifra no se alcanzase, se deberia recomendar una suplementacidn, especialmente en los
pacientes con niveles bajos de vitamina D y osteoporosis definida o en riesgo de

desarrollo.

2. Intervenciones farmacolégicas

Los farmacos empleados para el tratamiento de la osteoporosis se dividen en
antirresortivos y anabdlicos, dependiendo de si su efecto consiste en la inhibicién de la
resorcidn dsea o en la estimulacién de la formacion de hueso. Es preciso matizar que
debido al acoplamiento entre la accidn de los osteoclastos y la de los osteoblastos, en la
mayoria de los casos la inhibicién de la resorcidn ésea inducida por farmacos se ve
seguida por una inhibiciéon secundaria de la formacién de hueso. En la misma linea, se
observa cierto aumento en la resorciéon de hueso tras un aumento de la formacién

promovido por agentes anabdlicos.

- Terapia hormonal sustitutiva y SERMs

La relacion entre la deficiencia estrogénica y la osteoporosis estd bien
establecida. Durante afios se considerd la administracion de estrégenos como el
tratamiento de eleccidn para la osteoporosis posmenopdusica. Los estrégenos actian
sobre el hueso a través de mecanismos complejos, como hemos visto. Entre otros
efectos, los estréogenos suprimen la formacion de los osteoclastos al reducir la expresién
de RANKL en las células de la medula 6sea y los osteocitos, e incrementan la secrecién

de OPG por parte de los osteoblastos, lo cual de manera indirecta inactiva a RANK®°. De
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manera que, a través de acciones directas e indirectas, los estrogenos son capaces de
producir una inhibicién de la resorcién y un efecto positivo sobre la masa dsea. Sin
embargo, su uso prolongado se asocia con efectos secundarios graves, sobre todo a nivel
cardiovascular y sobre el tejido mamario, por lo que no se recomiendan como
tratamiento de eleccion en la OP*, Eso si, el tratamiento con estrégenos para el alivio
de sintomas climatéricos en mujeres posmenopdusicas con OP proporcionara

proteccion frente a la pérdida de masa ésea.

Los moduladores selectivos de los receptores de estrégenos (SERMs) constituyen
un grupo de farmacos que se unen a los receptores de los estrégenos produciendo una
accién agonista o antagonista en funcién del tejido diana. Estos compuestos, entre los
que se encuentra el raloxifeno y el bazedoxifeno, son capaces de reproducir los efectos
beneficiosos de los estrogenos sobre la masa dsea, minimizando sus efectos adversos
sobre la mama y el endometrio. Los SERMs han demostrado tener un efecto positivo
sobre la masa dsea, siendo capaces de aumentar la DMO y de reducir las fracturas
vertebrales. Sin embargo, su potencia antirresortiva es limitada y no parece que

reduzcan las fracturas de cadera®®! 142,

Otros antirresortivos

- Bifosfonatos

Los bifosfonatos son los farmacos mas comunmente empleados en el
tratamiento de la OP. Entre los bifosfonatos mas frecuentemente administrados,
encontramos el zoledronato que se administra una vez al afio por via intravenosa, y el

alendronato y el risedronato, ambos de administracién oral.

Los bifosfonatos como los mencionados reducen la actividad de los osteoclastos
y promueven su apoptosis mediante la inhibicion de la farnesil pirofosfato sintetasa, que
es una enzima de la via del mevalonato!* *4, Por otro lado, se piensa que estos farmacos
tienen ademas efectos anti-apoptdticos sobre los ostoeblastos y osteocitos mediante un
mecanismo que incluye la fosforilacion de quinasas!*. Sin embargo, el efecto global
implica una reduccién de la formacidon désea, secundaria a su efecto antirresortivo, y
mediada por el acoplamiento entre llas dos fases del remodelado éseo.
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Estos farmacos se asocian con un aumento de la DMO y una disminucion del

riesgo de fracturas vertebrales y no vertebrales!! 146 147 148

A pesar de que los bifosfonatos son farmacos con un buen perfil de seguridad, y
generalmente bien tolerados, no estan exentos de efectos adversos. Ademas de algunos
peculiares, como las fracturas femorales atipicas y la osteonecrosis maxilar (que se
comentaran con mds detalle mas adelante), se algunos pacientes sufren otras
reacciones desfavorables. Se ha descrito toxicidad gastrointestinal asociada con los
bifosfonatos orales*, sindrome pseudogripal con zoledronato y en un estudio®® se
describié una asociacién con un aumento de incidencia de fibrilacién auricular, aunque
esto no se reprodujo en un segundo estudio®®. La via de eliminaciéon de los bifosfonatos
es la renal, de manera que el uso de estos farmacos estad contraindicado en caso de

deterioro severo de la funcidn renal.

- Denosumab

El Denosumab es un anticuerpo monoclonal con una alta afinidad por el RANKL.
Al unirse al RANKL mimetiza la accién de la OPG impidiendo la interaccién RANK-RANKL,
blogueando asi la actividad osteoclastica e inhibiendo la resorcién del hueso. La
administracion de este farmaco es por via subcutdanea cada 6 meses. Al contrario que
los bifosfonatos, que inhiben la actividad de osteoclastos maduros, el denosumab

previene la proliferacién y maduracién de preosteoclastos.

El denosumab tiene un potente efecto antirresortivo, aumenta la DMO y reduce

el riesgo de fracturas, tanto vertebrales como no vertebrales®?.

El estudio FREEDOM es el que proporciona hasta el momento la mayor
informacidn acerca del perfil de seguridad del denosumab. La incidencia de infecciones,
procesos neopldsicos o eventos cardiovasculares fue similar entre aquellos pacientes
que recibieron denosumab y los que recibieron placebo. Cabe mencionar que una de las
mayores preocupaciones acerca del tratamiento con denosumab es el efecto rebote en
DMO vy en incidencia de fracturas vertebrales tras su suspensién'>?, Para evitar este
indeseado efecto se recomienda la administracion de bifosfonatos tras la suspensién del
denosumab®®3,
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Efectos adversos de farmacos antirresortivos

Algunos pacientes pueden ocasionalmente presentar complicaciones peculiares
con el tratamiento antirresortivo como las fracturas femorales atipicas (FFA) y la
osteonecrosis maxilar (ONM). Estas complicaciones son relativamente raras, pero son
potencialmente graves y de manejo complicado por lo que el conocimiento de las
mismas se ha asociado con una disminucién en la prescripcién de estos farmacos y con

un menor cumplimiento terapéutico.

Fracturas femorales atipicas (FFA)

La ASBMR (American Society for Bone and Mineral Research) ha elaborado unos
criterios para identificar las fracturas atipicas, que incluyen una localizacién
subtrocantérea o diafisaria, un trayecto transversal o levemente oblicuo, una
conminucién minima o ausente, un engrosamiento periostico en la cortical externay la

ausencia de traumatismo de alto impacto desencadenante®>.

Aunque la patogenia de las FFAs alin no estd completamente esclarecida, se sabe
que la inhibicion del remodelado éseo puede impedir la reparaciéon de fracturas de
estrés incompletas resultando finalmente en fracturas completas. Las FFA se han
relacionado sobretodo con el tratamiento con bifosfonatos'>® ¢ 7 pero también se han

comunicado casos asociados a otros farmacos como el denosumab®8.

Los estudios publicados acerca de FFAs sugieren que existe una susceptibilidad
individual determinada, al menos en parte, por factores genéticos que, aunque adn no

se han identificado con seguridad, probablemente sean de tipo poligénico. 102 159 160 161

162 163

La frecuencia de las FFA varia notablemente de unos estudios a otros. Las
estimaciones oscilan entre 3 y 50 casos por cada 100 000 pacientes-aio de tratamiento
con bifosfonatos. El tratamiento prolongado, durante mas de 5 afios, parece asociarse a
un aumento de riesgo, llegando la incidencia en esos casos a unos 130 casos por 100 000

pacientes-ano®.
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Osteonecrosis maxilar (ONM)

Hasta el afo 2000, la mayor parte de los casos de ONM se observaban en
pacientes con tumores de cabeza y cuello que recibian tratamiento con radioterapia’®®.
A principios de los 2000 se comenzaron a describir lesiones simulares en pacientes sin
antecedentes de exposicién a radioterapia, pero que si que habian recibido altas dosis
de bifosfonatos en el contexto de tratamientos oncolégicos, lo cual llevé a plantear la

asociacion entre el uso estos farmacos y el desarrollo de ONM?¢¢,

En el afio 2007 se establecieron los criterios diagndsticos para la ONM
relacionada con bifosfonatos: 1) exposicién de hueso en la regién mandibular/maxilar
gue persiste durante al menos 8 semanas, 2) tratamiento con bifosfonatos y 3) ausencia

de antecedentes de radioterapia en la regidén craneocervical®’.

La ONM se puede manifestar como dolor, tumefaccién, eritema y pérdida de
piezas dentarias. Es posible que estos pacientes desarrollen ademas otras
complicaciones, como sinusitis, abscesos o fistulas extraorales. Las lesiones propias de

la ONM se producen con mayor frecuencia en la mandibula que en el maxilar (ratio 2:1).

Se estima una incidencia de 1-90 casos por cada 100 000 pacientes expuestos a
bifosfonatos y afio'®®. La mayor parte de estos casos se producen en pacientes que han
recibido altas dosis de bifosfonatos (especialmente zoledronato y pamidronato) por
procesos oncoldgicos (normalmente neoplasias mamarias y mieloma multiple). En torno
al 95% de los casos aparecen en pacientes tratados con bifosfonatos intravenosos,
mientras que solo el 5% restante se asocian a bifosfonatos orales'®. Parece que la

incidencia aumenta ademas con la duracidon del tratamiento®” 170 172,

Se han descrito también casos de ONM en pacientes en tratamiento con otros
farmacos, como el denosumab y los inhibidores de la angiogénesis, aunque el riesgo

parece menor que el asociado a los bifosfonatos'’2.

El desarrollo de ONM parece ser el resultado de una combinacion de
predisposicion individual (con una probable influencia genética'”® %) y de factores de

riesgo externos. Ademas del tratamiento con bifosfonatos, se considera que otros
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factores pueden aumentar el riesgo de ONM, como el tratamiento concomitante con
con talidomida o glucocorticoides, la radioterapia, la edad avanzada, la diabetes, la

obesidad, el tabaquismo o la mala higiene dental'’® ¢,

Osteoformadores

Como ya hemos descrito, los farmacos antirresortivos inhiben la actividad de los
osteoclastos, pero debido al mecanismo de acoplamiento, de manera secundaria
también inhiben la actividad de los osteoblastos. Esto limita el incremento en DMO con
el tratamiento antirresortivo. Interesaria, por tanto, en pacientes con una masa dsea
muy reducida o con fracturas recurrentes, el tratamiento con farmacos

osteoformadores'”’.

Como ya hemos comentado, el remodelado éseo es el proceso coordinado
mediante el cual se repara y renueva el esqueleto y consiste en la resorcidén de hueso
viejo por parte de los osteoclastos y la formacién posterior de hueso nuevo por parte de
los osteoblastos. Los farmacos anabdlicos pueden actuar estimulando la formacidn ésea
relacionada con el remodelado, la relacionada con el modelado, o ambas. Entre los
anabdlicos disponibles actualmente, el romosozumab parace tener un mayor efecto

sobre el modelado que la PTH 72,

El efecto estimulador de la formacién dsea con tratamientos osteoformadores
tiende a atenuarse con el tiempo, sobre todo en el caso del romosozumab, de manera
que solo se recomienda la administracién de estos farmacos durante un periodo corto
de tiempo (1-2 afios). Para mantener el aumento de DMO se recomienda iniciar un

tratamiento con antirresortivos tras la suspensién del osteoformador.

Analogos de la hormona paratiroidea (PTH)

La teriparatida y la abaloparatida son dos analogos de la PTH. La teriparatida es
un analogo recombinante de la PTH intacta que contiene los primeros 34 aminoacidos
de la PTH, mientras que la abaloparatida es un agonista sintético del receptor 1 de la
PTH (PTH1R), que contiene la secuencia de la aminoterminal de la PTHrp (péptido

relacionado con la PTH), parcialmente modificada. La respuesta a este estimulo depende
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la naturaleza del mismo, ya que se sabe que una activacion mantenida incrementa la
resorcion dsea, mientras que un estimulo intermitente aumenta la formacion ésea'”.
Los analogos de la PTH son los farmacos anabdlicos mas empleado hasta el momento

actual y se administran diariamente por via subcutanea.

Mediante administraciones intermitentes (diarias) este tratamiento es capaz de
estimular la formaciéon de hueso,® 8 18 gunque de manera secundaria induce un
aumento en la resorcidn ésea. Esta resorcion parece ser menor con la abaloparatida que
con la teriparatida®.a través de mecanismos que no han sido completamente

elucidados.

Ambos farmacos han demostrado reducir el riesgo de fracturas vertebrales y
aumentar la DMO a nivel de la columna vertebral al compararlos con placebo?®®! 18418y,

en el caso de la teriparatida, también frente a risedronato?®.

Por razones de coste y forma de administracién, estos agentes anabdlicos no se
consideran como terapia inicial en la mayor parte de los pacientes con OP. Su utilizacién
estd indicada en casos de OP severa, como los pacientes con fracturas vertebrales

multiples.

Algunos de los efectos secundarios descritos en relacién a estos farmacos son
cefalea, nduseas, mareos, hipercalcemia®®, hipomagnesemiay niveles bajos de vitamina
D8, En un estudio preclinico se observé un aumento de la incidencia de osteosarcomas
en ratas recibiendo teriparatida®®’ y en otro con abaloparatida®®®. Aunque esto no se
reprodujo en estudios posteriores® 1% 191 se ha limitado el uso de teriparatida a un

periodo de 18-24 meses y a 18 meses el uso de abaloparatida.

Romosozumab

El romosozumab es un agente anabdlico aprobado por la FDA (US Food and Drug

Administration) y la EMA (Agencia Europea de Medicamentos) en 2019.

Se trata de un anticuerpo monoclonal anti- esclerostina®. Este farmaco tiene un

efecto dual y es capaz de manera simultanea de fomentar la formacion y de inhibir la
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resorcion de hueso. Se ha demostrado que, a través de esta inhibicion de la esclerostina,
el romosozumab produce un aumento de la DMO al compararlo frente a placebo,
alendronato y teriparatida’®, a nivel de columna lumbar y cadera *** y reduce el riesgo
de fracturas vertebrales'®® y no vertebrales!® en comparacion con placebo y

alendronato.

La principal preocupacion en relacion con los efectos secundarios de este
farmaco es la posibilidad de reacciones adversas severas desde el **punto de vista
cardiovascular descritas en un estudio. Serdn precisos nuevos estudios para elucidar

este aspecto.

El estimulo de la formacion de hueso y la ganancia de masa dsea revierten tras
la suspensién del tratamiento con romosozumab. Por ello, deberia seguirse de un

farmaco antiresortivo®’.

Artrosis

Definicion

La artrosis (OA) es la enfermedad articular mas frecuente . Clinicamente, se
trata de un trastorno de instauracidn progresiva, caracterizado por la existencia de dolor
articular, junto con grados variables de limitacién funcional. Cualquier articulacién
puede desarrollar artrosis, pero las mds comunmente afectadas son las pequefias
articulaciones de las manos y aquellas articulaciones que soportan el peso del cuerpo,

como las rodillas y las caderas.

La artrosis puede definirse clinica, radiografica o anatomopatolégicamente. En la
tabla 3 se encuentran los criterios elaborados por el American College of
Rheumatology'®® 2 201 (Tabla). Para la mano se usan Unicamente criterios clinicos,
mientras que en la cadera y la rodilla proponen tanto criterios clinicos como
radiolégicos. Debido a su alta especificidad (98, 91 y 91% para mano, rodilla y cadera
respectivamente) estos son los criterios mds utiles para distinguir la OA de otras

patologias.
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Criterios clinicos y radioldgicos de artrosis del American College of Rheumatology

Mano’® Para el diagndstico es necesario 1-3y4 6 5

1. Dolor, molestias o rigidez en la mano la mayoria de los dias del mes anterior.

2. Prominencia de tejido duro en > 2 de 10 articulaciones seleccionadas*.

3. Menos de 3 articulaciones de MCF tumefactas.

4. Aumento de volumen de tejido duro en > IFD.

5. Deformidad de > de 2 de 10 articulaciones seleccionadas.

Rodilla: clinicos®! Para el diagndstico es necesario 1+2+4 6 1+2+3+5 4 1+4+5

1. Dolor en la rodilla la mayoria de los dias del mes anterior.

2. Crepitacion con la movilidad articular activa.

3. Rigidez matutina < 30 minutos.

4. Prominencia dsea de la rodilla en la exploracion.

5. Edad > 38 aiios.

Rodilla: clinicos y radiogréficos?®? Para el diagndstico es necesario 1+2+3 6 1+2+4 6 1+3+4

1. Dolor en larodilla la mayoria de los dias del mes anterior.

2. Osteofitos en los margenes articulares.

3. Liquido sinovial caracteristico de la artrosis.

4. Edad =40 anos.

5. Rigidez matutina < 30 minutos.

6. Crepitacidn con la movilidad articular active.

Cadera: clinicos y radiograficos *1 Para el diagndstico es necesario 142+3 6 1+2+4 6 1+3+4

1. Dolor en la cadera la mayoria de los dias del mes anterior.

2. VSG<20mm/h

3. Osteofitos radiograficos femorales y/o acetabulares

4. Pinzamiento radiografico del espacio articular de la cadera.
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Tabla 3. Tabla modificada de Altman R et al 2% 199290 * 10 articulaciones seleccionadas: 2-3 IFD,
2-3 IFP y 1 CMC bilateral. CMC carpometacarpiana, IFD interfaldngica distal, IFP interfaldngica

proximal, MCF metacarpofalangica, VSG velocidad de sedimentacion globular.

Etiologia y factores de riesgo

Podemos dividir los factores de riesgo para el desarrollo de OA entre aquellos

que predisponen al individuo y aquellos que predisponen la articulacion?®?,

Entre los que predisponen al individuo encontramos factores no modificables
como la edad, el sexo, la genética o la etnia y otros modificables como la obesidad o la

dieta.

Existen por otro lado factores que convierten la articulacion en mas susceptible
para el desarrollo de la OA, como el tipo de actividad fisica, la musculatura, la alineacién

de la articulacién o los traumatismos y otras lesiones.

Epidemiologia

Resulta dificil calcular con exactitud la incidencia y prevalencia de la OA, ya que
el sindrome clinico no siempre acompafia a los cambios estructurales propios de la OA
(evidenciados normalmente mediante técnicas de imagen). El estudio de Framingham
reveld que un 6.8% de los adultos presentan hallazgos radiograficos en la mano
compatibles con OA. De estos, se estima que en torno al 26% de las mujeres y el 13% de
los hombres presentan sintomatologia acompafiante?®. Se describié ademas que en
torno al 19% de los adultos presentan hallazgos radiograficos sugestivos de OA de
rodilla, siendo un 17% de los casos sintomaticos?®. La prevalencia de la OA aumenta con

la edad. Sin embargo, la OA no es una consecuencia inevitable del envejecimiento.

Fisiopatologia

En el pasado se consideraba que la OA era un trastorno puramente degenerativo.
Sin embargo, con el tiempo se ha comprobado que se trata de un proceso mdas complejo
de lo que se creia®®. La patogenia de la OA se basa fundamentalmente en la degradacion

progresiva del cartilago articular, el engrosamiento del hueso subcondral, la formacién
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de osteofitos, la degradacién ligamentosa y grados variables de inflamacién de la

capsula sinovial®®.

Los hallazgos fisiopatolégicos encontrados en pacientes con OA sugieren que
esta enfermedad se produce como una respuesta de la articulacidon a una variedad de

insultos.

Los factores biomecanicos provocan alteraciones quimicas en la articulacion que
favorecen la degradacién del cartilago. Inicialmente se producen una serie de cambios
anabdlicos que se caracterizan por la proliferacidon de los condrocitos y un aumento de
la produccion de matriz. Esta fase inicial va seguida de un estado predominantemente
catabdlico, caracterizado por disminucién de la sintesis de matriz, aumento de la
degradacion proteolitica de la matriz y apoptosis de los condrocitos. La degradacién del
cartilago se perpetua por la liberacién de mediadores inflamatorios por parte de la

membrana sinovial y de los condrocitos?®’.

La degradaciéon del cartilago se perpetua por la liberacién de mediadores
inflamatorios por parte de la membrana sinovial y de los condrocitos. La lista de
mediadores proinflamatorios encontrados en el liquido sinovial de pacientes con OA

continda en aumento e incluye citoquinas como la IL-1, la IL-6 0 el TNF alfa®,

Manifestaciones clinicas

El principal sintoma referido por los pacientes con OA es el dolor articular. Es
un dolor de caracteristicas mecanicas que se exacerba con el uso de la articulacidon y que
mejora con el reposo®®. Los pacientes con OA pueden referir ademas otros sintomas
como: tumefaccidon articular, limitaciéon funcional, inestabilidad de la marcha
y deformidad articular (son tipicos los nddulos de Heberden y Bouchard en las

articulaciones de las manos).

Diagndstico

El diagndstico de la OA se basa en la clinica del paciente y no suele ser necesaria

la realizacién de pruebas complementarias. Sin embargo, en casos de diagndstico

64



incierto se puede hacer uso de técnicas de imagen. El principal objetivo en caso de la
realizacion de estas consiste en descartar un diagnodstico alternativo que pudiese ser

subsidiario de recibir un tratamiento curativo.

e Pruebas de imagen

- La radiografia convencional es la prueba de imagen mas frecuentemente empleada.
Permite detectar hallazgos caracteristicos de la OA, como la presencia de osteofitos, el
estrechamiento del espacio interartcular o la existencia de esclerosis subcondral o de
quistes?'®, Dichos hallazgos radiolégicos son poco sensibles, sobre todo en las fases

iniciales de la enfermedad.

- Aunque en general no resulta necesario realizar una resonancia magnética (RMN), en
ocasiones esta puede ser de utilidad, ya que permite identificar estadios precoces de la
enfermedad en los que alin no se observan cambios en la radiografia simple. A diferencia
de la radiografia simple, permite ver todos los tejidos articulares, incluyendo los

cartilagos, meniscos, ligamentos, tendones, membrana sinovial y médula dsea.

- La ecografia puede resultar util para la evaluacion de patologia sinovial.

Los cambios radioldgicos aumentan conforme el individuo envejece?!. Estos

cambios no siempre tienen correlacion con un empeoramiento en la sintomatologia?'?.

Tratamiento

El tratamiento disponible en la actualidad para la OA es puramente sintomatico,
ya que no disponemos de farmacos modificadores de la enfermedad para este
trastorno. Las recomendaciones varian en funcién de la severidad de los sintomas: 1) en
los casos mas leves, tratamiento conservador no farmacolégico basado en ejercicio
adaptado y pérdida de peso; 2) en casos leves, fisioterapia a la que se le podria afiadir
analgesia simple con paracetamol; 3) en casos severos se puede plantear un manejo
farmacoldgico mas agresivo con antiinflamatorios no esteroides (AINEs), opioides o
tratamientos intraarticulares (corticoides o acido hialurénico); 4) estadios finales de OA,

cirugia (osteotomia o reemplazo de la articulacidn por una protesis)?.
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Existen numerosos farmacos que se han planteado como posible tratamiento para la
artrosis en estudio. Algunos de estos farmacos estan dirigidos a mejorar el control del
dolor como es el caso del Tanezumab (anticuerpo monoclonal anti nerve growth
factor)?!* mientras que otros buscan una modificacion estructural. Aquellos agentes que
tienen como objetivo una modificacion estructural, pueden dividirse entre 1) los que
actuan sobre vias inflamatorias entre los que se encuentran los inhibidores de TNF a
(Infliximab?*®, Adalimumab?*® 2!’) y |os inhibidores de IL-1. 2) Los que actuan sobre el
catabolismo/anabolismo del cartilago como el factor de crecimiento fibroblastico 18, los
inhibidores de catepsina K o los inhibidores de la via Wnt. 3) Los que actuan sobre el

remodelado éseo: calcitonina y bifosfonatos.

EPIGENETICA

Cada célula de un mismo organismo contiene exactamente la misma secuencia
genética. A pesar de compartir unos genes idénticos, las distintas células se comportan
de una manera muy diferente. La explicacion a estas diferencias no puede encontrarse
en la secuencia genética en si, sino en cambios epigenéticos. Los cambios epigenéticos
son cambios transmisibles que pueden alterar la expresion de los genes sin modificar la
secuencia genética contribuyendo de esta manera a la diferenciacién celular, asi como
en la adaptacion al entorno?®. Los mecanismos epigenéticos mejor conocidos son las
modificaciones de histonas, la metilacion del ADN y los RNAs no codificantes (ncRNA).
Estos mecanismos regulan la expresidn génica al controlar el ensamblaje de la cromatina
y la transcripcion, o de manera post-transcripcional en el caso de los ncRNAs,

controlando la traduccion de proteinas.

1. Modificaciones de histonas
La cromatina es una estructura compleja compuesta por DNA, RNA y
proteinas que facilitan el empaquetamiento eficiente del DNA en las células. La
estructura primaria de la cromatina es el nucleosoma, que consiste en DNA de
doble cadena enrollado alrededor de unas proteinas llamadas histonas.
El grado de compactacion de la cromatina determina si una determinada
secuencia de DNA se encuentra o no disponible para que se una un factor de

transcripcion especifico. La forma de cromatina menos condensada

66



(eucromatina) facilita el acceso de los factores de transcripcion al DNA,
posibilitando la transcripcion. Sin embargo, la cromatina que muestra un mayor
grado de compactacion (heterocromatina) impide el acceso de los factores de
transcripcion y, en consecuencia, bloquea la transcripcion.

Esta conformacion de cromatina puede verse alterada mediante diversas
modificaciones quimicas post-traduccionales de las histonas que incluyen la
acetilacién y la fosforilacidon (que se asocian con una activacion transcripcional)
y la metilacion y la ubiquitilacion (que se asocian con una represion
transcripcional)?®. Existen varias enzimas involucradas en estos procesos, pero
las mejor conocidas son las acetiltransferasas (HAT, acetilan las histonas y
activan la expresion del gen) y las deacetilasas (HDAC, deacetilan las lisinas de
las histonas, silenciando asi la expresién del gen). Algunas de estas
modificaciones se asocian con una represion de la expresiéon genética mientras
que otras con un aumento.

2. Metilacion del DNA

La metilacidon del DNA consiste en la introduccion de un grupo metilo en
la posicién 5’ de la citosina del DNA. La metilacién ocurre principalmente en los
sitios CpG que estdn distribuidos a lo largo del genoma. En general, la metilacidn
de CpGs en regiones promotoras de genes se asocia con la represion de la
expresion de un gen, aunque esto no es constante, ya que la metilaciéon de
regiones enhancer puede conllevar consecuencias inhibidoras o estimuladoras.
En 2013, Delgado-Calle et al, de nuestro grupo de investigacién, publicaron el
primer andlisis de barrido de la metilacion de todo el genoma en muestras de
hueso trabecular de biopsias de pacientes con fractura osteopordtica de cadera
y controles con OA. Se identificaron 241 sitios CpG en 228 genes con diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la metilacién en ambos grupos?®. En
2017, nuestro grupo analizé el metiloma de MSCs y del Real A et al**
encontraron diferencias en la metilacidén de regiones enhancer asociados a genes
relacionados con la diferenciacién osteoblastica. Estos datos indican que, al igual
que ocurre en otros tejidos, los mecanismos epigenéticos, y en particular la
metilacidon de DNA, estan involucrados en en la diferenciacion de las MSCs.

3. RNAs no codificantes
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Podemos dividir los RNAs no codificantes en pequefos (“small”; <200
nucledtidos) o largos (“long”, IncRNA, >200 nucledtidos). Los microRNAs
(miRNAs, 18 a 25 nucleétidos) constituyen los RNA pequefios no codificantes
mejor conocidos. Estos miRNA pueden inhibir la sintesis proteica al unirse a la
region 3’ del mRNA diana. Los IncRNAs modulan la actividad de genes mediante
una variedad de mecanismos. Por ejemplo, pueden servir como el andamiaje
para factores de transcripcién u otras moléculas relacionadas con el inicio del
proceso de transcripcién, o pueden activar algunos modificadores de Ia
cromatina®®. Diversos estudios han identificado miRNAs que regulan los genes
implicados en la osteogénesis. La mayoria de los miRNAs estudiados parecen
favorecer la adipogénesis e inhibir la osteogénesis mediante la inhibicion de

Runx2 u OSX223 224 225

ENVEJECIMIENTO Y SENESCENCIA CELULAR

Mecanismos bioquimicos implicados en el envejecimiento

El envejecimiento puede definirse como el deterioro funcional tiempo-
dependiente que afecta a todos los organismos vivos. Se considera que la causa de este
deterioro es un acumulo progresivo de dafo celular que conlleva una pérdida gradual
de los mecanismos homeostaticos que mantienen la estructura y la funcion de los

tejidos adultos.

Se han descrito diferentes mecanismos celulares y moleculares que parecen

contribuir al envejecimiento?®:

- Inestabilidad genédmica.

El acimulo de daiio genético es un factor fundamental en el desarrollo
del envejecimiento. De hecho, existen enfermedades asociadas a un
envejecimiento prematuro debido a un acimulo de dafio en el ADN??’. Agentes
exogenos y enddgenos pueden desencadenar diversos tipos de lesiones en el
ADN. Un dafo excesivo sobre el ADN o una reparacién insuficiente de las lesiones
pueden favorecer el envejecimiento.

- Acortamiento de los telémeros.
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El envejecimiento normal se acompana de un desgaste a nivel de los
teldmeros. Se ha visto que la disfuncién patolégica de los telémeros es capaz de
acelerar el proceso de envejecimiento en humanos y modelos animales?%.
Cambios epigenéticos.

Ya hemos comentado que los cambios epigenéticos son cambios
transmisibles que pueden alterar la expresion de los genes sin modificar la
secuencia genética y que pueden contribuir a procesos como la adaptacién al
entorno o la diferenciacién celular. Parece ser que ciertos cambios epigenéticos
son capaces de provocar el desarrollo de sindromes progeroides en modelos
experimentales y se ha propuesto que pudieran tener implicaciones terapéuticas
en enfermedades relacionadas con el envejecimiento’®” 2. Los cambios
epigenéticos juegan un papel tanto en la respuesta al proceso del
envejecimiento como en el desarrollo de este®!,

Pérdida de la proteostasis

La homeostasis proteica o proteostasis se mantiene por unos complejos
mecanismos que controlan la sintesis de las proteinas, su plegamiento, trafico,
agregacion, desagregacion y degradacién. Las chaperonas moleculares y los
sistemas proteoliticos son los responsables del control de calidad al asegurarse
de que se produzca una renovacién constante de las proteinas intracelulares.
Cuando se produce un dafio proteico, la accién coordinada de estos sistemas de
vigilancia permite detectar y reparar o eliminar las proteinas intracelulares
danadas. El envejecimiento normal y algunas enfermedades asociadas a un
envejecimiento precoz estan vinculados con alteraciones en la proteostasis
como la disfuncién de los mecanismos de control de calidad y el acimulo
intracelular de proteinas dafiadas %32 233,

Cambios metabdlicos

El proceso del envejecimiento se caracteriza desde el punto de vista
metabdlico por un aumento de resistencia a la insulina, modificaciones en Ia
composicion corporal y descensos fisioldgicos en los niveles de la hormona del
crecimiento, del factor de crecimiento insulinico tipo 1 y de las hormonas
sexuales?**. Se ha visto que los polimorfismos genéticos o las mutaciones que

reducen la funcién de la hormona del crecimiento o del factor de crecimiento
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insulinico tipo 1 se asocian con mayor longevidad tanto en modelos animales
como en humanos. Se ha evidenciado ademds que la restriccion caldrica sin
desnutricién contribuye a retrasar el desarrollo del fenotipo del
envejecimiento?>,
- Disfuncion mitocondrial
Con el paso del tiempo, tiende a disminuir la eficacia de la cadena
respiratoria de manera que parece existir una relacién entre el envejecimiento y
la disfunciéon mitocondrial.
- Agotamiento de las células madre
Durante el envejecimiento se produce una disminucién en el potencial
regenerativo de los tejidos. Existen diversos factores que parecen influir en este
agotamiento de las células madre. Entre dichos factores encontramos el
agotamiento de los teldmeros?®*, el acimulo de ADN dafiado®’ o la
sobreexpresion de proteinas inhibidoras del ciclo celular como la p16'Nk42238,

- Senescencia celular.

Senescencia celular

La senescencia celular es un estado inducido por diversos tipos de estrés (como
insultos metabdlicos u oncogénicos) en el que la célula se mantiene metabdlicamente
activa mientras sufre una parada irreversible en el ciclo celular. Esto se acompafia de
una serie de cambios fenotipicos caracteristicos como el aumento en la expresion de
pl6'mk4a y p21¢P1 (qumento de p53) o la induccidén de un secretoma pro-inflamatorio
denominado fenotipo secretor asociado a la senescencia (senescence associated

secretory phenotype, SASP)?*.

En los organismos jovenes, la senescencia celular previene de la proliferacién de
células dafiadas lo cual contribuye a la homeostasis tisular y a prevenir el desarrollo de
neoplasias. Este “checkpoint” celular requiere una capacidad eficiente de reemplazo de
las células senescentes para poder cumplir con el objetivo de deshacerse de tejidos
dafiados y de las células potencialmente oncogénicas. Con el envejecimiento se produce
un acumulo de células senescentes que probablemente es fruto de una capacidad

ineficiente para eliminarlas y de la resistencia de dichas células a la apoptosis. Esto
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puede contribuir al desarrollo de patologias relacionadas con el envejecimiento

incluyendo la osteoporosis.

Senescencia y osteoporosis

Algunos estudios en modelos murinos han demostrado que, con el
envejecimiento, al menos una parte de las células de diferentes linajes en la médula
osea y en el hueso se vuelven senescentes?*® 2!, Al comparar biopsias de huesos de
mujeres joévenes y postmenopausicas hubo hallazgos similares, poniendo de manifiesto
gue existen células senescentes en el momento y el lugar de la pérdida dsea relacionada
con la edad. Se han llevado a cabo diversos estudios para tratar de elucidar si la
presencia de estas células senescentes juega un papel en el desarrollo de la
osteoporosis. La administracion de senoliticos dirigidos a disminuir las células
senescentes en modelos animales se ha asociado con una disminucién de la resorcién

Osea, mientras la formacion ésea se mantenia estable o en aumento??° 242 243,

MSCs, ENVEJECIMIENTO y OSTEOPOROSIS

- MSCs y envejecimiento (efecto de la edad sobre las MSCs)

El envejecimiento es un proceso gradual en el que se va produciendo un
deterioro de la homeostasis. Esto lleva a un deterioro de las funciones de drganos y
tejidos secundario a un dafo celular que se va acumulando a lo largo de la vida. El tejido
dseo no es ajeno a este proceso y la pérdida de masa dsea se estima que comienza en
la tercera década de la vida. Se cree que este envejecimiento éseo no es solo secundario
a un aumento de la resorcidn, sino también a una disminucién en la capacidad de auto-
renovacion de las MSCs?* 24, Esto conlleva un aumento de adipogénesis a expensas de

un descenso de la osteogénesis 2%,

Existen diferentes mecanismos que contribuyen a este cambio en la capacidad
de diferenciacion de las MSCs con el envejecimiento®". Los cambios epigenéticos %8 24°
250251 o] dafio del DNA y el desgaste de los telémeros contribuyen al envejecimiento de
las MSCs al producir una disminucion en la capacidad de auto-renovacién, alteraciones

funcionales y un descenso en la autofagia. La autofagia resulta un mecanismo basico
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para degradar componentes celulares disfuncionantes. La autofagia parece disminuir en
MSCs envejecidas. Parece que una estimulacién farmacolégica de la autofagia a través

del uso de un inhibidor de mTOR mejora la capacidad osteogénica de MSCs in vitro®?2,

Se ha sugerido que durante el desarrollo de la OP, las MSCs de la médula dsea
exhiben una capacidad disminuida para diferenciarse hacia osteoblastos mientras que
aumenta su diferenciacion hacia adipocitos®3. Sin embargo, esto no se ha demostrado

de manera consistente en otros estudios.

-MSCs y farmacos anabdlicos

Como ya hemos comentado previamente, la administracion intermitente de PTH
tiene un efecto anabdlico sobre el hueso. Los estudios histolégicos han demostrado que
este aumento de la formacién dsea se debe en gran parte a un aumento en el nimero
de osteoblastos?®“. Parece que la administracion intermitente del anabdlico teriparatida
aumenta la diferenciacion de las MSCs hacia osteoblastos, inhibe la diferenciacidn hacia
adipocitos, promueve la maduracién de precursores osteoblasticos®>, convierte las
células de revestimiento en osteoblastos®*® y disminuye la apoptosis de los osteoblastos

maduros®.

Aplicaciones terapéuticas de las MSCs

Alo largo de los ultimos afios, las MSCs se han propuesto como células a utilizar
en terapias regenerativas, pues presentan una serie de caracteristicas bioldgicas
favorables. En primer lugar, las MSCs pueden ser facilmente aisladas y cultivadas in vitro,
manteniendo una estabilidad genética*’. En condiciones de cultivo éptimas, las MSCs
se pueden mantener durante mas de 20 ciclos replicativos y expandidas 10° veces?*. En
segundo lugar, como ya hemos mencionado, las MSCs son hipo-inmunogénicas, lo cual
podria facilitar, en caso necesario, un trasplante alogénico, ya que expresan niveles
intermedios del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | y bajos de clase
Il, pero no expresan moléculas coestimuladoras’ #°. Tercero, parece que las MSC
administradas de manera sistémica son capaces de dirigirse de manera preferente a los
tejidos dafiados donde son requeridas?®, pues en ellos se liberan quimiocinas, como el
SDF-1 (Stromal cell derived factor 1, que se une a receptores CXCR4, C-X-C motif
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chemokine receptor 4 expresados en la superficie de las MSCs?!. Parece, ademas, que
las MSCs poseen capacidad inmunomoduladora, favorecen la angiogénesis y la

liberacion de citocinas y de factores anti apoptadticos.

Como desventaja, las MSCs obtenidas de tejidos adultos muestran una menor
capacidad de autorrenovacion que las células embrionarias?®® y su capacidad de
diferenciacién esta mas restringida. Sin embargo, las ESCs (Embryonic stem cells, células
madre embrionarias) presentan cierta predisposicion a la formacién de teratomas,
incluso tras inducirse su diferenciacidn antes del implante. Esto parece ser debido a la
existencia de poblaciones celulares residuales indiferenciadas?®. Se sabe que las ECSs
presentan inestabilidad gendmica, mientras que existen escasos casos descritos de
transformacién oncogénica tras el uso de MSCs y estos casos se suelen asociar con un

largo periodo de cultivo?* 2%,

Existen diferentes posibilidades de administracién de las MSCs. Inicialmente,
eran trasplantadas directamente en el lugar de interés. Posteriormente, se
desarrollaron estrategias utilizando particulas con una funcién de andamiaje®®®. De
hecho, la ingenieria de tejidos basada en células pluripotenciales se basa en el
aislamiento de MSCs, su cultivo in vitro y la siembra de las células en un andamiaje
(“scaffold”) tridimensional poroso®’. Existen diferentes tipos de particulas que se
pueden utilizar para este andamiaje. Para el tejido dseo, entre ellos encontramos

cristales de hidroxiapatita, fosfato tricdlcico y granulados dseos desvitalizados?®® 2%,

Cuando se opta por la administracidon sistémica, el asegurar que las células
pertinentes migren al tejido donde son necesarias resulta un paso imprescindible. La via
preferida para la administracidon sistémica de MSCs es la intravascular. Sin embargo,
existe una ausencia de osteotropismo de las MSCs administradas por esta via. Para paliar
esto, se han desarrollado técnicas que tratan de favorecer la migracion de las MSCs hacia
el tejido diana. Las modificaciones de las proteinas de superficie CD44 han demostrado
mejorar la capacidad de migracién de las MSCs hacia el hueso en ratones NOD SCID?”°,
Se ha descrito que la fucosilacidn ex vivo en posicion al,3 del antigeno CD44 mediante
la enzima fucosiltransferasa VI (FTVI) produce una glicoforma de CD44 (HCELL) que es

un potente ligando de E y L-selectina (expresadas de manera innata por las células
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madre hematopoyéticas). Esta transformacion incrementa la afinidad de las MSCs por

la E selectina y por tanto su osteotropismo?’*.

Varios estudios preclinicos han explorado la administracion tanto local como

sistémica de MSCs autdlogas o alogénicas en modelos animales.

La fuente mas frecuentemente empleada para la obtencién de las MSCs es la
médula dsea. La inyeccién local en modelos murinos de osteoporosis de MSCs
alogénicas obtenidas de roedores sanos demostré un aumento del hueso trabecular,
una atenuacion en la pérdida de la densidad mineral dsea y un aumento de la masa
mineral ésea?’? ?73, En un modelo de osteoporosis en conejos, la administracion local de
MSCs autdlogas también produjo un aumento en el hueso trabecular?*. En otros
experimentos se ha llevado a cabo una administracidn sistémica de MSCs autdlogas en

modelos murinos de osteoporosis consiguiendo disminuir la reduccidon de masa 6sea®”®

276

En otros estudios preclinicos la fuente de las MSCs fue el tejido adiposo. La
administraciéon local de MSCs obtenidas de grasa en modelos de ratones y de conejos de
osteoporosis también demostré un aumento en el hueso trabecular, un aumento en la

osteogénesis y una disminucién en la adipogénesis*’’ '8,

La administracién de MSCs también se ha explorado en modelos de fractura. La
administracién local de MSCs autélogas (obtenidas de médula dsea) en ratones con
fractura de tibia demostré una mayor capacidad de reparacién de las fracturas y de
mineralizacion ésea?”. En humanos, la administracion local de MSCs junto con matriz
dsea desmineralizada se asocid con un menor tiempo de consolidacién en pacientes

intervenidos a causa de una fractura de tibia distal?®.

A pesar de que los resultados del uso sistémico de MSCs para trastornos del
esqueleto resultan prometedores, solo se han desarrollado de momento 2 ensayos
clinicos para explorar su uso en humanos (NCT02566655 and NCT01532076). El primero
fue finalizado debido a un reclutamiento lento, mientras que el segundo (infusién
intravenosa de MSCs fucosiladas en pacientes con OP establecida) sigue pendiente de
resultados.
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Justificacion

La OP es un trastorno cada vez mds prevalente debido al progresivo
envejecimiento de la poblacién. Esta enfermedad acarrea una importante morbi-
mortalidad, asi como un gran impacto socioecondémico por lo que resulta una

preocupacion sanitaria importante.

Las MSCs son células adultas pluripotenciales con la capacidad para diferenciarse
en osteoblastos, que son las células responsables de la formacién dsea. Una adecuada
formacién de hueso por los osteoblastos es esencial para sustituir el hueso destruido
por los osteoclastos y, en consecuencia, mantener el balance éseo. Una tasa de
formacién désea insuficiente en comparacién con la resorcion conducird
irremisiblemente a la OP. Por otro lado, un proceso activo de formacién dsea es clave
durante el modelado del hueso que tiene lugar durante el periodo de crecimiento y
durante los procesos de consolidacién de las fracturas y otras lesiones localizadas del

esqueleto.

En los ultimos afios, las MSCs se han postulado como una posible herramienta

terapéutica en situaciones que requieren la regeneracién del hueso o el cartilago.

El envejecimiento, y en concreto los procesos de senescencia, puede reducir el
potencial proliferativo y reparador de algunos tipos celulares. Por otro lado, cabria
plantear la posibilidad de que una insuficiente actividad de las MSCs esté implicada en

la patogenia de la OP.

Sin embargo, los estudios in vitro que han valorado la capacidad de
diferenciacién osteogénica de las MSCs en pacientes con osteoporosis han ofrecido
resultados contradictorios. En particular, estudios previos de nuestro grupo sugieren
gue las MSCs de los pacientes con fracturas osteopordticas conservan una alta tasa de
proliferacion, pero una menor capacidad de diferenciacién in vitro. De ahi que no esté
claro si las MSCs de estos pacientes conservan o no su capacidad para la formacion ésea
in vivo. En cualquier caso, clarificar este punto es algo crucial de cara a plantear estas

células como una posible terapia regenerativa en pacientes osteoporéticos.
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Hipétesis
Las MSCs de los individuos con OP conservan la capacidad para la formacion ésea

in vivo y, por tanto, podrian resultar Utiles en el tratamiento de trastornos esqueléticos

en estos pacientes.

Objetivos

1. Comparar la capacidad de formacidon dsea in vivo de MSCs de pacientes con OP
y controles con OA.

2. Explorar la utilidad de la administracidn sistémica de MSCs de pacientes con OP
y controles con OA para favorecer la regeneracién ésea en procesos de dificil
tratamiento, en particular la ONM.

3. Elucidar si las MSCs de pacientes con OP presentan un fenotipo de senescencia

en comparaciéon con las MSCs de pacientes con OA.
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Material y Métodos

81



82



MATERIAL Y METODOS

Partes del estudio

El estudio se dividid en tres partes:

e Comparacién de la formacién ésea in vivo de MSCs de pacientes con OP y de
controles con OA.

e Estudio de la senescencia celular en MSCs de pacientes con OP y de controles
con OA.

e Desarrollo de un modelo de ONM en ratones inmunodeprimidos. Una vez
desarrollado el modelo, explorar la respuesta tras la administracion sistémica de

MSCs de pacientes con OP y de controles con OA.

Obtencidn y cultivo de MSCs

Las MSCs se obtuvieron de la cabeza femoral y de la cresta iliaca de pacientes
con OP y OA durante cirugias de recambio de cadera en el Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla. Aquellos casos de fractura en contexto de traumatismo de alto

impacto, de OP secundaria o de OA secundaria fueron excluidos.

Mediante un trocar de 6 mm se obtuvieron muestras de hueso trabecular que
fueron lavadas con 50mL de tampdn fosfato salino (phosphate buffered saline, PBS) para

eliminar la médula ésea roja.

Las células obtenidas se separaron mediante el gradiente de Ficoll
(Lymphoprep™, Stemcell Technologies Inc., Vancouver, Canada): una centrifugacion
utilizada para separar las células en funcién del gradiente de densidad. Este consiste en
un método de purificar las células mononucleares de la sangre periférica aprovechando
las diferencias de densidad encontradas entre las células mononucleares y otros
elementos celulares que se encuentren en la muestra de sangre?®!. Se centrifugaba el
lavado de los fragmentos a 1800 rpm durante 5 minutos para sedimentar las células.
Posteriormente, se eliminaba el sobrenadante y se golpeaba para romper el pellet y
resuspenderlo en 5ml de PBS. Posteriormente, se afadian 5ml de Lymphoprep

(STEMCELL Technologies Inc, Vancouver. Canada) en un f15. Lymphoprep es un medio
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en gradiente de densidad que dividia en siguientes capas: PBS, capa leucocitaria,
lymphoprep, eritrocitos y granulocitos. Se incorporaban los 5ml de suspension de
células y se centrifugaban durante 20 minutos (2000 rpm). Se recogia en un tubo f15 la
capa de células blancas que se formaba entre el PBS y el Lymphoprep y se completaba
hasta 15ml con PBS. Se realizaba una nueva centrifugaciéon durante 5 minutos a 1800
rom para sedimentar las células. Se resuspendian las células en 5ml de medio y se

plagueaba en un frasco de cultivo T25.

La interfaz resultante con células mononucleares se cultivé (2x10° per cm?) en
un matraz de cultivo de poliestireno en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) junto con glucosa 4.5g/L, rojo de fenol y
L-glutamina. Este medio fue suplementado con suero fetal bovino, 1% penicilina-
estreptomicina, 1% anfotericina A (todos de Merck KGaA, Darmstad, Alemania. Se
cultivaron las células en un incubador a 372C, 5% CO2 y saturacion de humedad. El

primer cambio de medio se realizaba a los 3 dias.

Se utilizaron células de los pases 2 para los experimentos. Muestras representativas
fueron caracterizadas con tincién para antigenos de superficie en un citémetro de flujo
FACSCanto Il (Becton Dickinson, Nueva Jersey, EEUU) con anticuerpos para CD45, CD34,
CD90y CD105.

Para comprobar la ausencia de contaminacién por Mycoplasma sp utilizamos la
siguiente técnica. Se tomaron 100 pl de medio de cultivo de cada “paciente”, con un
minimo de 48 horas de contacto medio-cls, y se conservaron a -202C hasta su analisis (si

no lo haciamos en el momento).

Las secuencias de los oligonucleétidos usados como cebadores fueron:
Mico A: 5'-GGCGAATGGGTGAGTAACACG-3’
Mico B: 5'-CGGATAACGCTTGCGACCTATG-3’

Como control negativo de la amplificacién se sustituyé el medio de cultivo por H20 libre
de DNasas y como control positivo se utilizéd el sobrenadante de un cultivo celular
contaminado, testado con anterioridad. La amplificacion se llevd a cabo en una mezcla

de reaccidn que contenia por cada muestra:
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e Sul Buffer B (10X, with 1.5 mM MgCIl2 at 1X, Roche Molecular Systems,
California, EE.UU)

e 2,5ul de Mico A 10uM

¢ 2,5ul de Mico B 10uM

e 5ul de dNTPs 10 mM (Applied Biosystems, California, EE.UU).
e 2ul de sobrenadante

e 0,25 ul KAPA Tag DNA Polymerase (5 U/uL) (Roche Molecular Systems,
California, EE.UU).

¢ 317,5 ul de H20 libre de DNasas.

La amplificacién se realizé en un termociclador (Applied Biosystem) con el siguiente
programa de PCR:

94°C 94°C 60°C 72°C 72°C 40
. 1 min 1 min 1:30 min .
5min . 5min oo
30ciclos

Los productos de amplificacién obtenidos se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1%.

Formacion désea in vivo

La capacidad de formacion de hueso de las MSCs fue evaluada depositando
implantes de MSCs en el tejido subcutaneo de los ratones inmunodeficientes, siguiendo

protocolos prevamente publicados?®? 2,

Preparacion de los implantes

Estos implantes estaban compuestos de una mezcla de MSCs con unas particulas
gue actuaban como andamiaje para las células. Utilizamos 4 tipos diferentes de
particulas: fosfato tricalcico TCP, Sigma Aldrich, St Louis, USA), una mezcla de
hidroxiapatita y fosfato tricdlcico (CELLCERAM, Scaffdex CellCeram™, Tampere,
Finlandia) y dos preparaciones de granulado éseo desvitalizado (deminaralized bone
matrix, DBM) (DBM1, BIO-0SS, Geistlich Bio-Oss Spongiosa, New Jersey, USA; DBM2,
NUOSS, Ace surgical, USA). (granulado éseo desvitalizado) y NUOSS (granulado éseo

desvitalizado).
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Para la preparacién de los implantes, empledbamos jeringas de 1ml a las que les
recortadbamos el extremo donde normalmente queda encajada la aguja. Con cuidado,
afiadiamos40 mg de particulas en cada jeringa y la cerrdbamos con un hisopo. Los
implantes se preparaban el dia antes de colocarlos en los ratones y estaban un minimo
de 24 horas en el incubador previo a colocarlos. Al afiadir las células sobre las particulas,
las moviamos bien con la pipeta, pero sin agitar. Después se dejaban sin mover en el

incubador.

Previamente a su uso, las particulas se esterilizaban por autoclave. El proceso de
esterilizacidn se realizaba por si e hubiesen contaminado durante la manipulacén ya que

todas venian esterilizadas de fabrica.

Las jeringas con las particulas quedaban identificadas de manera individual y se
guardaban en bolsas tras haber sido autoclavadas en el incubador hasta su uso. Todos
los procedimientos se realizaban siempre en campana de cultivos celulares. Una vez se
iban a realizar los implantes, se abrian los paquetes con las jeringas con las particulas
dentro de la campana, y se afiadia 100 pl de medio (DMEM +P/S +FUNGI +10% FCS) a
cada jeringa para humedecer las particulas y evitar la electricidad estatica. Se movia con
la punta de la pipeta y con el émbolo para asegurar que todas quedaban en contacto
con el medio. Entonces, se procedia a despegar las células, recoger, centrifugar y
contarlas. Se afiadia 1,5-2 x 10® MSCs a cada jeringa con particulas en un volumen de
200 ul. Se movia con la punta de la pipeta y el émbolo al afiadir sobre las particulas para
asegurar la mezcla de las células. Posteriormente se cerraba con un hisopo o un tubo
boca abajo. Se mantenia la prepracién en el incubador hasta que se fueran a realizar los
implantes y, entonces, se metian transportaban en dobles bolsas estériles hasta el

estabulario.

Introduccion de los implantes en el modelo animal

Empleamos ratones inmunodeficientes NOD.CB17-Prkdcscid/J mice (Jackson
Laboratories, Bar Harbor, Maine) que son preferibles a otros ratones inmunodeprimidos
a la hora de injertarles células humanas primarias®*. Los ratones permanecieron en el
Servicio de Estabulacién y Experimentaciéon Animal de la Universidad de Cantabria bajo

condiciones de asepsia y vigilancia veterinaria. Utilizdbamos ratones de entre 8 y 10
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semanas de edad. Para la anestesia se les administré una mezcla de medetomidina,
ketamina y buprenorfina (100 pl de medetomidina, 80 ul de ketamina, 30 pl de
buprenorfina y 290 pl de suero) (dosis 500 ul/100 gramos de ratdn) por via
intraperitoneal. Tras retirar el pelo del lomo se les realizaron 3 incisiones superficiales
de en torno a 1 cm de largo. Con la ayuda de una jeringa se separaba la piel del tejido
subcutaneo formando una especie de bolsillo donde poder depositar la mezcla con las
células. Tras eliminar el exceso de medio, la mezcla era colocada a nivel subcutaneo en
el dorso del ratdn. Una vez depositado el implante se realizaba una sutura para cerrar el
bolsillo creado. En cada ratén se realizaron 3 implantes subcutdneos para facilitar las
comparaciones de la actividad osteogénica entre diferentes grupos de MSCs y los
controles (figura). Una vez finalizado el procedimiento se les administraba de antidoto
Antisedan (20 pl de antipamezol y 80 ul de suero) (100 ul por ratdn). Durante la
intervenciéon los ratones eran colocados sobre una manta eléctrica para reducir la
posibilidad de desarrollo de hipotermia Tras 12 semanas, los ratones fueron sacrificados

y se les retiraron los implantes.
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Figura 10. a) Muestra de incision superficial. b) Muestra el depdsito en tejido subcutaneo de las

MSCs. c) Localizaciones de depdsito subcutaneo.

Procesamiento vy estudio de los implantes

Una vez retirados los implantes, algunos se fijaron en formol 10% (10% NEUTRAL
BUFFERED FORMALIN (CellPath, UK) durante 36-48 horas y se pasaron a 20% EDTA
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO EE. UU) en PBS pH 7,4, temperatura ambiente para ser
descalcificados. Se cambiaba el EDTA 2 veces por semana y se comprobaba el estado de
decalcificacién a tacto (apretando un poco con los dedos). Estaban en decalcificante una

media de 6-8 semanas.

Inclusion, corte y tincion de los implantes

El siguiente paso era la inclusién en parafina. Para ello, se sacaban los implantes
del EDTA, se colocaban en un casette de histologia y se depositaban en un frasco con
formol. El frasco era enviado al laboratorio de Anatomia Patoldgica para el

procesamiento de tejidos en robot (inclusién automatizada).

Al terminar el procesado en el robot, se montaban los bloques de parafina para
realizar los cortes. Primer se vertia una capa fina de parafina en el fondo de unos
cassettes metalicos de tamafio adecuado a las piezas. Posteriormente se orientaba el
tejido en el cassette metdlico y se cubria el resto del espacio con mds parafina. Tras esto
se colocaba el cassette de plastico con orificios a modo de tapa y se dejaba enfriar. El

corte se realizaba con un micrétomo de rotacion.

Utilizamos 2 tinciones diferentes: hematoxilina-eosina y tricrémico de Masson. La
técnica de tincion es diferente para cada colorante, los pasos en comun son los

correspondientes a la desparafinacion e hidratacién de los cortes previo a tedir.

En los esquemas siguientes se resumen los pasos de ambas tinciones.
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H&E REGRESSIVE STAIN SETUP

0 1 2 3 s ) s 6 |[ 7 |[ s
100% 100% 95% 95% 80%
De: fi
oo | | Jene || Xfene || Mee || Aconol || Acohol | | Acohol || Alcohol | | Acoho
min min 1 min 1 min 1min 1 min 1 min
. ; AN PN
2 | 13 14 15 w [ 17 18 | 19 20
Bluing 95% EosinY 95% 100% 100% 100% Xylene | Xylene
agua Alcohol Alcoholic Alcohol Alcohol Alcohol Alcohol 1 min 1 min
corriente 1 min 6 min 1min 1min 1 min 1 min
templada
4 min
. V J ,
La técnica del tricrémico de Masson era la siguiente:
XIL1 XIL I 100°1 100°11 96°1 dH20
5 min 3 min 5 min 5 min 5 min 5 min
——
dH20 H0 cho Weigert H>0 cho HO corr Bouin56°
aclarar 5 min 5 min Eliminar enfriar 15 min
amarilla
—
Biebrich dH.O Phosph Aniline Aceticl% dH,0
5 min aclarar 5 min 5 min 2 min aclarar
tirar tirar
—
Xl Iv Xil II1 Etan/ Xil 100° IV 100° 11 96° 11
pasar pasar pasar pasar pasar pasar
—

Utilizamos 2 kits comerciales:

- Trichrome Stain (Masson) Kit (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO EE. UU).

9 10 1"
Agua Hematoxylin | | 0.3% Acid
corriente || (Faris) Alcohol
1 min B 34
inmers.
A | =
Xylene Montar
mantener

- Accustain Weigert’s iron hematoxylin set (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO EE. UU).

El montaje se los cortes ya teiiidos se realizaron con Eukitt quick-hardening

mounting media (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO EE. UU).

Algunos implantes no fueron utilizado para analisis histolégico, sino que se

congelaron con nitrégeno liquido y se conservaron a -80°C previo a la realizacién de un

estudio de expresiéon de genes humanos a través de RT-gPCR mediante métodos

estandar®>y ensayos Tagman especificos. Se estudiaron los genes COL1A1 (que codifica
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la cadena alfa del coladgeno tipo 1); ALPL (fosfatasa alcalina); BGLAP (osteocalcina) e IBSP

(sialoproteina).

- Aislamiento de RNAHomogenizacién: Se colocaba una mitad de la placa Petri
estéril sobre el hielo seco, ligeramente inclinada y con la base en contacto con el
hielo. Se afiadia 1 ml de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) y rapidamente se
depositaba el implante encima. Tras dejarlo congelar unos segundos, se retiraba
el hielo seco vy, con la parte posterior del émbolo, se machaba el implante hasta
deshacerlo obteniéndose un trizol un poco viscoso y restos de particulas en
forma de polvo-grano fino. Se recogia todo el contenido con la punta de pipeta
recortada y se dejaba atemperar hasta que alcanzara temperatura ambiente.

- Separacion: Posteriormente, se afladian 200 pl de cloroformo y se agitaba el tubo
manualmente durante 15 segundos. Se dejaba reposar 2-3 minutos y se
centrifugaba a 13000 rpm durante 15 minutos a 42C.

- Precipitacion de ARN: Se recuperaba la fase acuosa superior (sin llevarnos la
interfase) y se transferia a un tubo donde se afadia el mismo volumen
recuperado de isopropanol (unos 600 pul). Tras esto se procedia a mezclar e
incubar a -809C durante 30 min. Centrifugar 13000 rpm—10 min—429C. El
precipitado de RNA, a veces visible tras esta centrifugacion, formaba un pellet
en el fondo del tubo.

- Lavado del ARN: Se decantaba el sobrenadante y se lavaba el pellet con 1 ml de
etanol 80%. Se centrifugaba a 8000 rpm durante 5 minutos a 42C.

- Resuspensiéon del ARN: Posteriormente se decantaba el sobrenadante y se
dejaba secar el pellet que luego se resuspendia en 20 pl de agua RNAse-free. Se

dejaba en hielo durante 30 minutos para asegurar que se resuspendiera.

Retrotranscripcion (sintesis de ADNc)

Se preparé una mezcla con: RT primers (x5) 2 ul, PrimeScript RT Enzyme Mix 0,5 pl,
oligo dT Primer 0,5 pl y Random hexamers 0,5 pl. A cada tubo de PCR se le afiadia entonces
la cantidad correspondiente de RNA (250ng) y el volumen de agua libre de RNasa
necesario hasta completar hasta 10 pl. Se introducia la mezcla en el termociclador con
el siguiente programa: a 372C durante 15 minutos, a 852C durante 5 segundos y se

mantuvo finalmente a 42C. Se diluia entonces 1/4 con agua libre de RNAsa.
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PCR cuantitativa

Utilizabamos placas de 96 pocillos adecuadas para nuestro equipo Abi 7300. En
cada pocillo se realizé una mezcla con 5 pl de Tagman Universal Master Mix, 3,5 ul de
agua libre de RNAsa 0,5 ul de Tagman microRNA mix. En casa pocillo se afiadia ademas
1 pl de la RT (ya diluida). Se sellaba la placa, se centrifugaba y se llevaba al equipo de
cuantitativa en modo 7300 emulation, con un ciclo a 952C durante 10 minutos y 40

ciclos a 952C durante 15 segundos y 602C durante 1 minuto.

Analisis de los resultados

El estudio histoldgico se llevd a cabo por parte de 3 observadores ciegos usando
una escala semicuantitativa (tabla). Se examinaron al menos 4 secciones de cada
implante. En caso de discrepancia en cuanto a la valoracion de los distintos
observadores, se revisaban las muestras y se alcanzaba un consenso. Las comparaciones

entre grupos se realizaron mediante andlisis con Chi? o test exacto de Fisher.

Valoracidn histologica | Significado

0 Ausencia de formacidn dsea.

1 1 trabécula 6sea.

2 2 trabéculas éseas.

3 Mas de 2 trabéculas, pero < del 50% de la superficie

disponible con evidencia de formacion désea.

4 > 50% de la superficie disponible con evidencia de
formacidn dsea.

Tabla 4. Significado de cada valoracién histoldgica.

El estudio de expresidn genética se realizé mediante PCR a tiempo real. El ciclo
umbral (threshold cycle, Ct) fue estimado para cada muestra. Un Ct <35 se considerd
como una expresion génica positiva. La expresion de los genes relacionados con la
osteogénesis fue comparada con el gen control (“housekeeping”) GAPDH y su expresion
relativa se estimé como 22 siendo ACt la diferencia entre el Ct del gen control y el Ct
del gen a estudio. Las comparaciones entre grupos se realizaron utilizando la U de Mann-

Whitney.

91



Senescencia celular

Estudio de expresion de genes asociados a fenotipo secretor de senescencia (SASP)

Estudiamos la expresidn de genes asociados a la senescencia en cultivos de MSCs
de pacientes con OP (n=10) y OA (n=9). Se extrajo RNA de las MSCs empleando Trizol®
(Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Tras el control de calidad con un andlisis Agilent RNA Screen Tape, se prepararon
las muestras usando el protocolo NEBNext Ultra Directional RNA Library Protocol
(lumina, San Diego, California, USA). Las bibliotecas resultantes fueron secuenciadas
en un secuenciador lllumina Hi-Seq 2000 (NTX-Dx, Gent, Belgium) como se ha descrito
en protocolos previos?®¢. Se realizd el analisis de expresidn con cufflinks v2.1.1. Se
calcularon valores FPKM para cada gen y transcrito anotados. Se realizd un analisis
RNAseq con el paquete Bioconductor EdgeR ?*’. Basandonos en estudios previos? 289 250
incluimos como genes marcadores de senescencia citoquinas pro-inflamatorias,
quimiocinas y otros factores de crecimiento (IL1B, IL1R, IL6, IL6R, IL8, IL10, CXCL1, CXCL2,
CCL7, CXCL4, CXCL5, CXCL12, CXCL6, CCL8, CCL13, CCL2, CCL16, CCL26, CCL20, CCL3,
IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4, IGFBP5, CSF2, TNF, IFN and PGE2 ), proteasas extracelulares
(MMP3, MMP10, MMP1) y factores del ciclo celular (TP53, TP53BP2, ATM, MDM2,
CDC25, CDKN2A, RB1, CDKN1A).

Estudio de expresion de pl6y p21

Adicionalmente, la expresidon de los efectores de senescencia pl6 y 21 fue
medida mediante RT-gPCR. ADN complementario (cDNA) fue sintetizado con el kit
TaKaRa PrimeScript RT (TaKaRa, Shiga, Japan), usando 1 ug de ARN. La abundancia de
transcritos de los genes “housekeepin”’g (GAPDH y RPL13A) fue evaluada mediante RT-
gPCR utilizando ensayos Tagman (Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA). Las
reacciones de amplificacion se realizaron en duplicado en placas de 96 pocillos en
Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System. La reaccion con los primers p16 y 021
contenia Sybrgreen master mix (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Los

primers empleados se muestra en la tabla 5.
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Nombre Secuencia (5’ a 3’)

plé6-fwd CTTCCTGGACACGCTGGTG

pl6-rev ATGGTTACTGCCTCTGGTGC

p21-fwd GCGACTGTGATGCGCTAATG

p21l-rev GAAGGTAGAGCTTGGGCAG
G

GAPDH Tagman Hs99999905_m1

RPL13A Tagman Hs04194366_g1

Tabla 5. Nombre y secuencia de los primers empleados.

Estudio de expresion de la actividad de beta-galactosidasa

Estudiamos también la expression de la actividad de la beta-galactosidasa como
marcador alternativo de senescencia. Realizamos el estudio utilizando el Senescence B-
Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling Technology, Leiden, The Netherlands). Para
ello, 10° MSCs subconfluentes fuero cultivadas en 12 pocillos y las células senescentes
fueron contadas en tres momentos (en los dias 1, 3y 7). La linea celular osteoblastica
inmortalizada HOS fue empleada como control negativo. Las células tefiidas de azul

fueron consideradas como células senescentes y contadas mediante microscopio.

Desarrollo de modelo de ONM en ratones inmunodeprimidos

Extraccidon dental y administracion de tratamientos

Siguiendo los protocolos publicados con ratones inmuncompetentes®?, se
realizé la extraccidon del 1°" molar izquierdo tras anestesiar ratones NOD/SCID de 8
semanas de edad. Se les administraron distintas pautas de acido zoledrdénico (cada dosis,
de 540 pg/kg) cuya primera administracion se realizé en todos los casos una semana
antes de la extraccidn. Algunos ratones recibieron el bisfosfonato por via intraperitoneal

mientras que a otros se les administro por via intravenosa.

Inyeccion intraperitoneal

Empleamos jeringas de 0,5ml y agujas habitualmente utilizadas para inyecciones
subcutaneas. Durante la administracion intraperitoneal de farmacos no era necesario

anestesiar a los ratones. Se realizaba la inyeccién con el bisel de la aguja orientado hacia
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arriba y con un angulo de 30 grados respecto al abdomen del animal. El lugar de la
inyeccion era el cuadrante inferior derecho del abdomen para evitar dafar estructuras
intraabdominales. Antes de la inyeccidn se realizaba una aspiracidon para comprobar que

no se habia puncionado ni un vaso ni un érgano.

Inyeccidn intravenosa®®?

Empleamos jeringas de 0,5ml y agujas subcutaneas. Posiciondbamos la aguja en
el espacio retrobulbar (region situada detrds del globo ocular) por lo que el ratén debia
estar anestesiado para asegurar que permaneciera quieto durante el procedimiento. Al
tratarse de un operador diestro, resultaba mas facil la administracién de la inyeccién en
el seno retroorbitario derecho del ratdn. Tras aplicar una presion suave en la piel dorsal
y ventral del ojo se conseguia que el globo ocular sobresaliese parcialmente facilitando
asi la introduccién de la aguja en el canto medial del ojo con una inclinacién de 30
grados. Una vez introducida la aguja se inyectaba el contenido sin realizar una aspiraciéon

previa. Tras la inyeccidn se realizaba una retirada lenta y cuidadosa de la aguja.

Extraccion dental

Una semana tras la primera inyeccion de zoledrdnico, se realizaba la extraccion
dental. Tras haber anestesiado a los ratones, se extirpaba el primer molar utilizando un
forceps quirdrgico. Una vez realizada la extraccidon se procedia a la administracion de

analgesia y de antidoto para revertir los efectos de la anestesia.

De los que recibieron el zoledrénico por via intraperitoneal, unos recibieron 5
dosis del tratamiento (una semanal) y fueron sacrificados a las 5 semanas de la
extraccién, mientras que otros recibieron Unicamente 3 dosis y fueron sacrificados a las
3 semanas de la extraccién. Los que recibieron zoledrénico por via intravenosa
recibieron Unicamente 2 dosis del bsifosfonato y fueron sacrificados a las 2 semanas de
la extraccion. En ambos grupos ademas se administré en algunos casos dexametasona

subcutdnea en formulacidn retardada.
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Estudio radiolégico

Los maxilares de los ratones sacrificados se fijaron en formaldehido y se
conservaron en etanol para estudio mediante microtomografia computarizada

(microTC) (Bruker).

Anadlisis histoldégico

Tras la realizacion del microTC, los maxilares fueron fijados en formalina durante
48 horas. Posteriormente fueron decalcificados con un decalcificador rdpido con
corrector salino (Descalcificador Rapido Casa Alvarez (Ref: 10-6551)) durante 6-8 horas.
Tras este proceso fueron aclarados con agua durante 1 hora o 3 cambios de PBS pH 7,4
de 20 minutos cada uno. Tras el aclarado con agua o PBS, se recortaba la zona de interés
desechando gran parte del craneo y de la mandibula. Se pasaba el fragmento a un
casette, se sumergia en formol y se procesaba siguiendo el mismo protocolo que el
realizado en las muestras de los implantes subcutdneos. Se realizaron los cortes con un
microtomo de rotacién. Se realizaba un ajuste del grosor de los cortes para conseguir
secciones completas sin ningun tipo de artefacto llegando en algunos casos a las 7
micras. fueron tefidos con Hematoxilina-eosina para su valoracién mediante
microscopia Optica. La existencia de ONM se definié por la presencia de areas con al

menos 5 lagunas osteociticas vacias y ausencia de cicatrizacion de la mucosa®®*.

Aspectos éticos

Se obtuvo un consentimiento informado de los pacientes que donaron las MSCs,
siguiendo las normas del Comité de ética en investigaciéon clinica de Cantabria y tras

aprobacion pro dicho Comité.

En cuanto a los experimentos con animales, se obtuvo una aprobacion de
protocolos por parte del Comité de ética de La Universidad de Cantabria y de la

Consejeria de Sanidad de Cantabria segun la legislacidn vigente.
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RESULTADOS

1. Estudio de la formacion de hueso in vivo.

Histologia

Se realizd un estudio histoldgico de los implantes por parte de 3 observadores
independientes, no conocedores del grupo al que pertenecia la muestra ni de las
valoraciones de los otros dos observadores. De cada implante se valoraron al menos 4

secciones, tefiidas con Hematoxilina-eosina y Tricrdmico de Masson.

Se valord el desarrollo de formacidn dsea por la presencia de trabéculas dseas
en las superficies de las particulas (“scaffolds”). Esas trabéculas presentaban con
frecuencia una estructura laminar y lagunas osteociticas. Segln el grado de formacidén

Osea se realizé un andlisis semicuantitativo asignandole a cada implante un valor de 0 a

Figura 11. Imagenes representativas de los diferentes grados de formacion dsea en los
implantes subcutaneos utilizando la tincidn del Tricrdmico de Masson. El nuevo hueso se ve
tefiido en azul oscuro. Los paneles 1-4 son representativos de los grados de formacion ésea 1-4
respectivamente (indicados en Material y Métodos).
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Anadlisis en funcidn de la existencia o no de MSCs en los implantes

Se analizaron un total de 136 implantes obtenidos de 67 ratones diferentes. De
estos implantes, 103 contenian MSCs; 47 de ellos correspondian a pacientes con OP y

56 a pacientes con OA.

Globalmente, entre los implantes con MSCs, 47 (44,8%) presentaban algun grado
de formacién ésea, frente a solo 6 (18.1%) de los implantes sin MSCs (p=0,005) (Figura

12).

Figura 12. Tincidén con Tricromico de Masson x20. Formacion de nuevo hueso (en azul oscuro)

en la superficie de las particulas (en gris).
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Figura 13. Tincidon con hematoxilina-eosina x20. Se puede observar el nuevo hueso con una
estructura de ldminas concéntricas de la matriz ésea (tefiida en rosa) con lagunas de osteocitos
en su interior.

En la mayoria de los implantes sin células en los que hubo alguna formacién de
hueso, ésta era muy escasa. De hecho, de los 6 implantes realizados sin células en los
que se objetivé formacién dsea, 4 (12,1% del total de implantes sin células) recibieron

un valor en la escala semicuantitativa de 1, 1 (3%) recibié un valor de 2 y 1 (3%) de 4.

De los 47 implantes realizados con células en los que se objetivo formacion ésea,
23 (22,3% del total de implantes con MSCs) recibieron un valor de 1 en la escala

semicuantitativa, 13 (12,6%) de 2, 7 (6,8%) de 3y 4 (3,9%) de 4. (Tabla 6)
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0 1 2 3 4
Sin MSCs (n=33) | 27 (81,8%) | 4(12,1%) | 1(3,0%) 0 (0%) 1(3,0%)
Con MSCs (n=103) | 56 (54,4%) | 23 (22,3%) | 13 (12,6%) | 7(6,8%) | 4 (3,9%)

Tabla 6. Grados de formacién dsea de los implantes con y sin MSCs expresados de manera
semicuantitativa.

Anadlisis en funcién del origen de las MSCs

La evaluacion de la formacion ésea in vivo se realizd utilizando MSCs de 53
pacientes (29 OP, 20 mujeres, 9 hombres, edad media 84 + 9; 24 OA, 11 mujeres, 13
hombres, edad media 72 + 9). Las caracteristicas de los pacientes se encuentran
resumidas en la Tabla 7. Por lo general, las células obtenidas de cada individuo fueron

utilizadas en 2 implantes (entre 1y 3 en funcidn de la disponibilidad).

oP OA
Edad, media + DE 84+9 72+9
Mujeres, % 69 46
indice de masa corporal, kg/m? - 27,2+4,4
Diabetes tipo 2, % 43 10
Hipertension arterial, % 74 45
Tratamientos
- Inhibidores de la bomba de
protones, % 35 40
- Antidepresivos, % 17 10
- Anticoagulantes, % 13 10
- Antiplaquetarios, % 26 10
- IECAs o ARAIl, % 39 25
- Bifosfonatos, % 4 0

Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes de los que se obtuvieron células para el andlisis
histolégico de los implantes.

Se evaluaron un total de 103 implantes; 47 de ellos contenian MSCs obtenidas
de pacientes con OP (16 con células obtenidas de hombres, 31 de mujeres) y 56 con

MSCs de pacientes con OA (32 hombres, 24 mujeres).
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% muestras

La concordancia inter-observador varié entre un 76-82% (todas las p < 1,4 x 10
%) con valores kappa entre 0,53 y 0,59 (todas las p < 1,3 x 10®) para la presencia de
formacién dsea. En el andlisis semicuantitativo, la “pairwise correlation coefficient”
varié entre un 0,66 y 0,7 (todas las p < 1,1 x 10'*°) con valores kappa entre 0,43 y 0,45
((todas las p < 1,3 x 10°%).

No todos los implantes con MSCs mostraron formacidon désea en el analisis
histoldgico, pero la frecuencia de hueso ectépico fue similar en ambos grupos de
estudio. De los 47 implantes con MSCs de pacientes OP, 21 (44,7%) presentaban
formacién de hueso en el estudio histolégico comparado con 26 (46,4%) de los 56

implantes con células de OA (p=0,859).

De manera similar, el andlisis semicuantitativo mostré grados similares de
formacién ésea en ambos grupos. Los 47 implantes con MSCs de pacientes OP fueron
clasificados de la siguiente manera en la escala semicuantitativa: 26 (45,3%) con un 0O,

12 (21,4%) conun 1, 9 (16,1%) con un 2, 3 (5,4%) con un 3y 2 (3,6%) con un 4.

De los 56 implantes con MSCs de pacientes OA: 30 (43,6%) fueron clasificados
como 0, 11 (23,4%) como un 1, 4 (8,5%) como un 2, 4 (8,5%) como un 3y 2 (4,7%) como
un 4 (p=0,861) (Figura 13).
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Figura 13. Formacién dsea in vivo a partir de MSCs de pacientes con OP y con OA, expresados de
manera dicotdmica (izquierda) y semicuantitativa (derecha).
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Analisis en funcion del sexo

No existieron diferencias estadisticamente significativas al comparar la formacion

dsea entre sexos y tampoco al estratificarlos segun el tipo de paciente.

55 implantes contenian células obtenidas de mujeres (31 OP, 24 OA) y 48 implantes

contenian MSCs obtenidas de hombres (16 OP, 32 OA).

De los 31 implantes con MSCs de mujeres con OP, se evidencié formacidén dsea en

12 (38,7%) frente a 9 de 24 (37,5%) de las obtenidas de mujeres con OA.

En el caso de los hombres, 9 de los 16 implantes (56,3%) con OP presentaron

formacién ésea, proporcion similar a la observada en el otro grupo, pues se observé

formacion de hueso nuevo en 17 de los 32 implantes (53,1%) con MSCs de OA.

Formacion de hueso

0(n, %) 1(n, %) 2 (n, %) 3 (n, %) 4 (n, %)
Mujeres (n =55) 34 (61,8%) |12(21,8%) |6(10,9%) | 2(3,6%) 1(1,8%)
- OA (24) 15 (62,5%) | 4(15,4%) | 4(154%) |1(4,2%) |0 (0%)
-OP (31) 19 (61,3%) | 8 (25,8%) 2(6,5%) | 1(3,2%) |1(3,2%)
Hombres (n=48) | 25(52,1%) | 11(22,9%) |7(14,6%) |6 (12,5%) |3 (6,25%)
- 0A (32) 15 (46,9%) | 8 (25%) 5(15,6%) | 2(6,25%) | 2(6,25%)
- OP (16) 7 (43,8%) 3 (18,8%) 2(12,5%) |3(18,8%) | 1(6,25%)

Tabla 8. Valoracién en escala semicuantitativa de los implantes segln el sexo y el tipo de

paciente del que se obtuvieron las MSCs.

Analisis en funcion de la edad

La edad media del grupo de OA fue de 71,5 + 8,6 afios y de 83,7 + 8,8 afios en el

grupo de OP.

Entre los pacientes con OA, 45 (80,4%) eran menores de 80 afios, frente a tan

solo 12 (21,4%) de los pacientes con OP (p<0,001).

Se evidencio formacidn désea en el 45,6% de los implantes realizados con células

de pacientes menores de 80 aifos. De manera similar, se objetivé formacién de nuevo
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hueso en el 45,7% de los implantes realizados con MSCs de pacientes con edades por

encima de los 80 afios (p (Chi2) = 0,845).

Realizamos también un andlisis segin la edad separando los implantes

dependiendo de si las células habian sido obtenidas de pacientes OP o con OA.

En los implantes con MSCs obtenidas de pacientes con OA, se evidencid
formacion dsea en el 42,2% de los realizados con células de menores de 80 afnos frente

al 63,6% de los que contenian células de pacientes mayores de 80 afios (p=0,313).

En el caso de los implantes con MSCs de pacientes OP, se objetivéd formacion
Osea en el 58.3% de los casos en los que se emplearon células de menores de 80 afnos.
En implantes con células obtenidas de pacientes OP con edades por encima de los 80

afios se describié formacion ésea en un 40% de los casos (p=0,326).

Por tanto, a pesar de que existian diferencias en cuanto a la edad entre ambos
grupos de pacientes, no hubo diferencias estadisticamente significativas al comparar la

formacion ésea entre ambos.

Formacion de hueso
0(n, %) 1-4 (n, %)

Total (103)

- <80(57) 31 (54,4%) 26 (45,6%)

- >80 (46) 25 (54,3%) 21 (45,7%)
OA (56)

- <80 (45) 26 (57,8%) 19 (42,2%)

- >80(11) 4 (36,3%) 7 (63,6%)
OP (47)

- <80(12) 5 (41,7%) 7 (58,3%)

- >80(35) 21 (60%) 14 (40%)

Tabla 9. Porcentaje de implantes con formacion dsea segun la patologia y la edad del paciente
del que se obtuvieron las MSCs.
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Figura 14. Grados de formacion ésea en funcidn de la edad del grupo del que se obtuvieron las
MSCs (OP u OA).

Anadlisis en funcidn del tipo de particula

Realizamos un analisis en funcidn del tipo de particula/scaffold empleado en cada

uno de los 136 implantes.

25 implantes fueron realizados con TCP. 17 de ellos contenian MSCs (11 OP, 6
OA). Se evidencié formacion ésea en 1 (12,5%) de los implantes sin células, 2
(33.3%) de los implantes con células OA y 4 (36,4%) de los implantes con células
OP.

25 implantes fueron realizados con TCP/HAP (CELLCERAM); 20 de los mismos
contenian MSCs (8 OP, 12 OA). No se evidencié formacion ésea en ninguno de
los implantes sin MSCs. Si que se objetivd formacion de hueso en 4 (50%) de los
implantes con células OP y en 7 (58,3%) de los implantes con células OA.

70 implantes fueron realizados con Bio-Oss (DMB1). De estos, 54 tenian MSCs
(25 OP, 29 OA). Se evidencié formacién ésea en 4 (25%) de los implantes sin
células, 12 (41,4%) de los implantes con células OA y 10 (40%) de los implantes
con células OP.

16 implantes fueron realizados con NUOSS (DMB2). 12 contenian células (3 OP,
9 OA). Se objetivo formaciéon de hueso en 1 (25%) de los implantes sin MSCs, en

2 (66,7%) de los implantes OP y en 5 (55,6%) de los implantes OA.
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar la formacion

de hueso segun los distintos tipos de particulas.

80- p=0.72 [ Osteoporosis
Artrosis

60-

% implantes
i-N
<

TCP TCP/HAP DBM1 DBM2
Formacion 6sea

Figura 15. Formacién dsea a partir de MSCs obtenidas de pacientes con OP y OA con diferentes
tipos de particulas.

Analisis segun la localizacion del implante

Como ya hemos descrito, los implantes se depositaron en 3 posiciones en el lomo
de los ratones: a nivel superior derecho, superior izquierdo e inferior. A efectos de
descartar un efecto de la posicion del implante sobre la capacidad osteogénica, se hizo

un analisis estratificado por la localizacién.

e Localizacion superior izquierda. 57 implantes fueron depositados en esta
localizacion. De estos, 46 contenian MSCs (24 OP, 21 OA).
Se confirmd la presencia de formacién de hueso en 2 (16,7%) de los implantes
sin células y en 19 (41,3%) de los que si contenian MSCs (9 (37,5%) OP y 10
(47,6%) OA).

e Localizacion superior derecha. 36 implantes fueron realizados en esta ubicacion.
De estos, 29 contenian MSCs (11 OP, 17 OA).
Se evidencid la existencia de formacién dsea en 1 (14,3%) de los implantes sin

células frente a 10 (44,5%) de los que si contenian MSCs (5 (45,5%) OP, 5 (29,4%)
OA).
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e Localizacion inferior. 44 implantes se ubicaron en esta localizacién. De estos, 30
contenian MSCs (12 OP, 18 OA).
Se observd formacion dsea en 3 (27,4%) de los implantes sin MSCs frente a 18

(60%) de los que si contenian células (7 (58,3% OP, 11 (61,1%) OA).

Las diferencias encontradas en la formacion dsea en las distintas localizaciones no

resultaron estadisticamente significativas.

ISI ISD 1
Total 0 1-4 | Total 0 1-4 | Total 0 14
Con células 45 26 19 28 18 10 30 12 18
(57,8%) | (42,2%) (64,2%) | (35,7%) (40%) | (60%)
e OA 21 11 10 17 12 5 18 7 11
(52,4%) | (47,6%) (70,6%) | (29,4%) (38,9%) | (61,1%)
e OP 24 15 9 11 6 5 12 5 7
(62,5%) | (37,5%) (54,5%) | (45,5%) (41,7%) | (58,3%)
Sin células 12 10 2 (16,7 7 6 1 14 11 3
(83,3%) %) (85,7%) | (14,3%) (78,6%) | (27,4%)
BIOSS
Con células 25 14 10 15 10 5 16 7 9
(56%) | (44%) (67,7%) | (33,3%) (43,8%) | (56,3%)
e OA 11 6 5 11 9 2 9 4 5
(54,5%) | (45,5%) (81,8%) | (18,2%) (44,4%) | (55,6%)
e OP 14 9 5 4 | 1(25%) | 3(75%) 7 3 4
(64,3%) | (35,7%) (42,9%) | (57,1%)
Sin células 3 2 1 3 3 0 (0%) 8 5 3
(66,7%) | (33,3%) (100%) (62,5%) | (37,5%)
TCP
Con células 9 5 4 5 3(60%) | 2 (40%) 3 2 1
(55,6%) | (44,4%) (67,7%) | (33,3%)
e OA 2 1(50%) | 1(50%) 3 3 0 (0%) 1 0 (0%) 1
(100%) (100%)
e OP 7 4 3 2 0 (0%) 2 2 2 0 (0%)
(57,1%) | (42,9%) (100%) (100%)
Sin células 5 |4(g0%) | 1(20%) | 1 1 0 (0%) 2 2 0 (0%)
(100%) (100%)
NUOSS
Con células 4 2 (50%) | 2 (50%) 4 3(75%) | 1(25%) 5 2 (40%) | 3 (60%)
e OA 4 | 2(50%) | 2(50%) | 2 1(50%) | 1 (50%) 3 1 2
(33,3%) | (67,7%)
e OP 0 0(0%) | 0(0%) 2 2 0 (0%) 2 1(50%) | 1 (50%)
(100%)
Sin células 0 0(0%) | 0(0%) 1 0 (0%) 1 3 3 0 (0%)
(100%) (100%)
CELLCERAM
Con células 8 4 (50%) | 4 (50%) 5 3 (60%) | 2 (40%) 7 2 5
(28,6%) | (71,4%)
e OA 5 |3(60%) | 2(40%) | 2 0 (0%) 2 5 | 2(40%) | 3 (60%)
(100%)
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e OP 3 1 2 3 3 0(0%) | 2 | 0(0%) 2
(33,3%) | (67,7%) (100%) (100%)
Sin células 3 3 0 (0%) 1 1 0 (0%) 1 1 0 (0%)
(100%) (100%) (100%)

Tabla 10 Porcentaje total de formacion dsea segun la localizacién de los implantes y estratificado
en funcién del tipo de células.

Expresion de genes dseos

Se estudié la expresidn de varios genes caracteristicos del linaje osteoblastico en
19 implantes con MSCs. De ellos, 10 contenian MSCs obtenidas de pacientes OP (edad
media 82 + 8 afios), mientras que los otros 9 contenian células de pacientes con OA
(edad media 73 £ 8 afios). En todos estos implantes se habia empleado como particula

el DBM1 (Bio-Oss).

Establecimos como punto de corte de la PCR cuantitativa un valor de Ct de 35,
entendiendo como ausencia de expresion los casos con Ct igual o superior a 35y como

evidencia de expresion los casos con Ct inferior a 35.

El andlisis mediante RT-PCR mostrd expresion de COL1A1 (gen codificante de la
cadena alfa del coldgeno 1) en 8 de los 10 (80%) implantes con células de OP. De manera
similar, se comprobd la expresién de COL1A1 en 8 de 9 (89%) implantes con células de

OA (p=0,99).

En el caso de ALPL (que codifica la fosfatasa alcalina), el analisis mostré su
expresion en 2 de 10 (20%) implantes con MSCs de OP frente a 3 de 9 (33%) implantes
de OA (p=0,629).

La expresion de BGLAP (Bone Gla Protein, osteocalcina) se objetivé en 7 de 10
(70%) implantes con células de pacientes OP y en 6 de 9 (67%) implantes con células de

OA (p=0,99).

Por ultimo, el andlisis mediante RT-PCR mostrd la expresién de IBSP (gen que
codifica la sialoproteina) en 4 de 10 (40%) implantes que contenian MSCs de pacientes

OP frente a 4 de 9 (44%) implantes con células de pacientes OA (p=0,99).
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Figura 16. Expresion de distintos genes del linaje osteobldstico en implantes con MSCs de
pacientes con OP y OA.

Al comparar los Cts de los 4 genes estudiados entre ambos grupos se encontraron Cts
discretamente mds bajos (indicativos de una cierta mayor abundancia de transcritos) en

el grupo de OA, aunque estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas.
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Figura 17. Expresion (Ct) de los genes estudiados en el grupo de OA y de OP (Cts mas bajos indican
mayor expresion).

Al normalizar la expresion génica en relacién con el gen constitutivo

(“housekeeping”) (GAPDH), parece ser discretamente mas baja en el grupo de OP, pero
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las diferencias entre grupos no resultaron estadisticamente significativas en ninguno de

los 4 genes. Figura 18.
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Figura 18. Expresion relativa de los genes osteogénicos en los grupos de OA y OP.
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2. Estudio de Senescencia

Muchos de los genes SASP se expresaban a niveles bajos y no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre las MSCs de pacientes con OP respecto al grupo de
OA. Sin embargo, algunos de los genes de transcripcion asociados al SASP fueron algo

mas abundantes en los cultivos de células obtenidas de pacientes con OA.

Siguiendo esta linea, la expresion de los efectores de senescencia celular pl6y
p21 fue similar entre ambos grupos. Asimismo, el analisis de expresién de galactosidasa

asociada a la senescencia también fue similar entre ambos grupos (Figura 19.
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Figura 19. Beta-galactosidasa asociada a la senescencia. Proporcidn de células senescentes en
cultivos de MSCs obtenidas de pacientes con OP (n=7) y de pacientes con OA (n= 8)
mantenidas entre 1y 7 dias (media y error estandar).
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Figura 20. Expresién de genes asociados a la senescencia celular de MSCs de pacientes con OP y

OA. Panel superior: Expresién normalizada de genes asociados a SASP en ambos grupos (eje Y

muestra fragmentos por kilobase de transcrito por millédn de secuencias secuencias mapeadas.

Panel medio: Diagrama de volcan de resultados previos mostrando los cambios relativos de la

expresion (“fold changes”) y valores p de genes de MSCs de OA en relacién con OP (los puntos

azules representan genes que presentaban una diferencia estadisticamente significativa entre

ambos grupos). Panel inferior: Expresion de p21y p16 analizado mediante RT-qPCR.
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3. Estudio del Modelo de ONM

Tratamos de establecer un modelo de osteonecrosis maxilar en ratones

sometidos a la extraccion de una pieza dentaria y tratamiento con el bisfosfonato acido

zoledrdnico en diversas pautas (Tabla 11).

A 16 ratones se les administraron entre 2 y 6 inyecciones de zoledrdnico por via

intraperitoneal a intervalos semanales. A 3 de ellos se les administr6 ademas

dexametasona retardada (dosis 10mg/kg, 3 veces por semana por via subcutanea).

A otros 11 ratones se les administraron 2 inyecciones de zoledrénico por via

intravenosa con un intervalo de una semana. A 5 de ellos se les administré ademas

dexametasona retardada (dosis 10mg/kg, 3 veces por semana por via subcutanea).

dexametasona

Tratamiento Dosis de Via de Tiempo de | Ratones | Osteonecrosis
acido administracién studio (n) (n)
zoledronico de acido (semanas
(n) zoledrénico desde
extraccion
molar)
Acido Zoledrénico 5 ip 5 11 0
Acido Zoledrénico 3 ip 3 3 0
Acido Zoledrénico, 3 ip. 3 2 0
dexametasona
Acido Zoledrénico 2 iv 2 6 0
Acido Zoledrénico, 2 iv 2 5 1

Tabla 11. Distintas pautas de tratamiento administrados a los ratones buscando el desarrollo del

modelo de ONM. ip= intraperitoneal, iv= intravenoso.

Estudio radioldégico

A todos los ratones se les realizd un estudio radioldgico mediante micro TC. En

dicho estudio se evidenciaba la ausencia de 1 pieza molar, pero no se encontraron otras

anomalias dseas.
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Figura 21. Imagenes obtenidas mediante microTC en las que se observa la ausencia de una pieza

dentaria.

Mediante micro TC medimos ademads la masa dsea para confirmar la bioactividad
del acido zoledrénico. Como era de esperar, el volumen del hueso trabecular se vio
aumentado por la accién del zoledrénico tanto mediante administracion
intraperitoneal como intravenosa (de una media de 30+8% a 48+10% en fémury 32+6%

a 48112 en tibia).
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Estudio histoldgico

Se realizé ademas un estudio histoldgico con tincion de Hematoxilina-eosina.
Solo 1 de las 31 muestras analizadas evidenciaba hallazgos histolégicos compatibles con
osteonecrosis mandibular. En este caso el ratén habia recibido 2 inyecciones de

zoledronico intravenoso y dexametasona.

Figura 22. Imdagenes de microscopia electrénica dptica en la que se evidencia lagunas de

osteocitos vacias como hallazgo compatible con osteonecrosis.
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DISCUSION

Osteoporosis y su tratamiento. Necesidad de aparicion de nuevas terapias.

La OP es una enfermedad caracterizada por una baja masa ésea y una alteracién
de la microarquitectura que conlleva un aumento de la fragilidad dsea y del riesgo de
fractura®®. Esto se produce por una falta de equilibrio entre los procesos de formacién y
de resorcion dsea de manera que predomina la resorcidn sobre la formacién. La OP es
la enfermedad metabdlica 6sea mds prevalente y se ha estimado que, en poblacién
blanca, en torno al 50% de las mujeres y el 20% de los hombres en la década de los 50
afios tendran una fractura por fragilidad a lo largo del resto de su vida®. Esto conlleva

un gran impacto, tanto en morbi-mortalidad como en carga econémica.

El hueso esta en un continuo proceso de remodelado a través de la actividad de
los osteoclastos y los osteoblastos, que sintetizan nuevo hueso para reemplazar el
antiguo retirado por los osteoclastos. La formacidn de hueso depende, por tanto, de la
proliferacion y diferenciacién de los precursores de osteoblastos en las zonas de
remodelado dseo, asi como de la actividad de los osteoblastos maduros que sintetizan
y secretan los componentes de la matriz ésea. Los osteoblastos se originan a partir de
las MSCs que también pueden diferenciarse a adipocitos, condrocitos y mioblastos®. Es
necesario que la formacién dsea mediada por osteoblastos compense la resorcién
mediada por osteoclastos. Un desequilibrio entre estas dos actividades con una
formacidn de hueso insuficiente para regenerar el hueso destruido por los osteoclastos
derivard en una masa 6sea baja y, consecuentemente, en osteoporosis. Por lo tanto, una
tasa de diferenciacién suficiente de las MSCs a osteoblastos es critica para mantener la

masa osea.

Ademas del papel que juegan en el remodelado 6seo, los osteoblastos también
son requeridos para la formacidon de hueso en situaciones en las que no ha habido
resorcion 6sea por parte de los osteoclastos como, por ejemplo, durante el crecimiento

del esqueleto o durante procesos de reparacion de fracturas.

Podemos dividir los tratamientos para la OP entre anti-resortivos vy

osteoformadores en funcién del efecto que ejercen sobre el hueso. Los farmacos mas
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frecuentemente empleados son los anti-resortivos, entre los que encontramos los
bisfosfonatos y los inhibidores de RANKL. Merece la pena mencionar que los agentes
anti-resortivos disminuyen la resorcién dsea pero también afectan a la formacién del
hueso. Aunque no parece que tengan un efecto inhibitorio directo sobre los
osteoblastos, la inhibicién de la resorcidon dsea va seguida de cierto descenso en la
formacién de hueso. Esto se debe al acoplamiento entre la resorcidén y la formacion
Oseas. Este acoplamiento es un mecanismo que, en condiciones fisioldgicas, ayuda a
mantener el equilibrio entre ambas actividades a nivel local. Los bisfosfonatos son
potentes agentes anti-osteocldsticos que reducen la resorcidén ésea y constituyen los
farmacos mas comunmente usados en el tratamiento de la osteoporosis. Los
bisfosfonatos aumentan la masa désea y reducen el riesgo de fractura vertebral y
periférica. Presentan un buen perfil de seguridad, aunque algunos pacientes pueden
presentar efectos adversos a nivel del esqueleto, como osteonecrosis mandibular o
fracturas femorales atipicas™* %8, Afortunadamente, estas complicaciones son poco
frecuentes (salvo cuando estos farmacos son empleados en pacientes oncolégicos), pero
pueden ser dificiles de tratar y causar importantes inconvenientes a los pacientes. La
patogenia de estos efectos adversos no es bien conocida, pero esta probablemente
relacionada con la inhibicién del remodelado éseo'®. Complicaciones similares también
han sido descritas en pacientes tratados con otros agentes anti-resortivos, como el

denosumab (inhibidor del RANKL).

Las opciones terapéuticas osteoformadoras son mas limitadas, ya que solo
disponemos del anticuerpo monocolonal anti-esclerostina (romosozumab) y de
analogos de la PTH (abaloparatida, teriparatida) y no todas estan comercializadas en
Europa. Existe, por tanto, la necesidad de desarrollar nuevas terapias que estimulen la
formacion 6sea. En teoria, un trasplante celular autélogo podria ser una estrategia
atractiva en pacientes con OP, asi como en pacientes con problemas en la consolidacién
de fracturas o con otros defectos éseos localizados. Aunque las terapias basadas en
MSCs parecen prometedoras, sigue existiendo preocupaciony dificultades en relacion
con su uso, por las limitaciones técnicas o las bajas tasas de supervivencia de las células
trasplantadas. Esta tesis se basa principalmente en el estudio de la capacidad

osteoformadora de MSCs de pacientes osteoporaticos.

121



MSCs

Las MSCs son células adultas multipotentes que suelen encontrarse en un estado
de quiescencia, pero, en respuesta a determinadas seiales celulares, son capaces de
diferenciarse a diversos tipos celulares como osteoblastos, condrocitos, adipocitos y
miocitos. A lo largo de los uUltimos anos, las MSCs han sido propuestas como candidatas

para terapias celulares.

Lugar de obtencion de MSCs (tejido adiposo vs médula dsea)

Inicialmente, las MSCs fueron aisladas a partir de médula dsea, pero en la
actualidad se sabe que pueden obtenerse de otros tejidos como el tejido adiposo, el
corddn umbilical, la placenta o la pulpa dental®. Obtener MSCs a partir del tejido adiposo
resulta especialmente interesante ya que, a diferencia de la médula dsea, la obtencién
es un procedimiento sencillo y permite conseguir una mayor cantidad de células. Las
MSCs representan un porcentaje muy pequefio de las células de la médula dsea. Se ha
descrito que este porcentaje resulta incluso menor en individuos de edad avanzada?®3.
Sin embargo, existen estudios que sugieren que la capacidad de formacidn désea de las
MSCs obtenidas de tejido adiposo es menor que la de aquellas células procedentes de
la médula ésea**. Las MSCs aisladas a partir de diferentes tejidos muestras diferencias
en sus caracteristicas bioldgicas, sus funciones paracrinas, su diferenciacién, su
desarrollo?> 2% 297 2% y nor tanto, en su posible uso terapéutico. Las MSCs derivadas de
la médula dsea parecen preferibles para la diferenciacién osteogénica ya que parecen
presentar una capacidad de diferenciacion osteogénica mayor que la de las MSCs
obtenidas a partir de tejido adiposo. En consecuencia, decidimos utilizar MSCs obtenidas
de médula 6sea para nuestros experimentos, aunque su obtencién resultase mas

compleja.
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Uso terapéutico de MSCs

La capacidad de las MSCs de proliferar y diferenciarse hacia distintos tipos
celulares, incluyendo osteoblastos, ha hecho que emerjan como una prometedora
herramienta terapéutica. Ademads de su capacidad de dar lugar a células maduras, las
MSCs poseen otras caracteristicas interesantes, ya que son capaces de producir y
secretar citoquinas y factores de crecimiento que pueden ejercer acciones anabdlicas
sobre los tejidos diana. Por tanto, las MSCs contribuyen a la regeneracién de tejidos, no
solo gracias a su capacidad pluripotente, sino ademds mediante la estimulacién de

células del huésped a través de mecanismos paracrinos.

El uso de MSCs en el tratamiento de patologia ésea ha sido explorado en varios
estudios preclinicos y en algunos ensayos clinicos (NCT02566655 and NCT01532076) con

resultados aun pendientes o poco claros.

En modelos animales se ha descrito un aumento del hueso trabecular tras una
inyeccidon de MSCs en la médula ésea?’? %3, La administracion local de MSCs también
parece haber demostrado facilitar la consolidacion de fracturas en estudios
preclinicos®®. En un estudio se describié una mejoria en la microarquitectura dsea y en
el grosor trabecular tras una administracién local de MSCs autélogas en un modelo de
OP inducida por ovariectomia en conejos?’*. Algunos estudios han descrito que las MSCs
de pacientes con OP tienen una capacidad osteogénica in vitro disminuida3® 3°! pero
otros no han confirmado esos resultados®*®. La capacidad osteogénica de MSCs de
pacientes con OP no ha sido investigada lo suficiente. Las MSCs son hipoinmunogénicas
porque expresan niveles bajos de antigenos de histocompatiblidad, por lo que en
principio deben de plantear menos problemas de rechazo por parte del huésped. Sin
embargo, en caso de utilizarse, seria preferible su uso en forma de autoinjertos en lugar
de aloinjertos para eliminar asi las preocupaciones acerca de una posible reaccién
inmune y otros riesgos asociados a los alo-trasplantes. Teniendo esto en cuenta, antes
de emplear MSCs en el tratamiento de pacientes con OP habria que comprobar que la
capacidad regenerativa de las MSCs de pacientes con OPs se encuentre conservada. Es
importante dilucidar esta cuestion antes de plantear realizar trasplantes autélogos de

MSCs con objetivos de regeneracién en pacientes osteoporadticos.
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En experimentos previos de nuestro laboratorio, pusimos de manifiesto que las
MSCs de pacientes osteoporéticos mantenian la capacidad de proliferacion, pero

presentaban una menor capacidad de diferenciacién in vitro??,

En este estudio, quisimos comparar la capacidad de formacién ésea in vivo de
MSCs obtenidas de pacientes con OP y de pacientes con OA. Al elegir un modelo animal
sobre el que realizar el estudio de formacidn ésea in vivo, preferimos utilizar un modelo
murino NOD SCID (desarrollo deficiente de linfocitos B y linfocitos T y en la funcidn de
las células Natural Killer?®*) para evitar asi posibles reacciones del sistema inmunitario al

realizarse el trasplante alogénico de MSCs.

Para entender mejor el potencial regenerativo de estas células, exploramos su

estado de senescencia ademas su capacidad de formacién ésea in vivo.

Formacion de hueso

La capacidad de formacion de hueso in vivo de las MSCs fue evaluada
trasplantando MSCs obtenidas de pacientes con OP y controles con OA junto con
distintos tipos de particulas al tejido subcutaneo de ratones inmunodeprimidos. Tras 12
semanas se procedié al estudio de los implantes. El estudio se basd en el andlisis

histoldgico y en el estudio de expresion de genes caracteristicos del linaje osteoblastico.

Escogimos realizar el estudio mediante valoracion de la formacion ectépica de
hueso en el tejido celular subcutaneo. Los modelos de formacidn dsea ectépica reducen
el nUmero de variables que influyen en la osteogénesis por parte del animal al reducir
los efectos de citoquinas, células formadoras, células madre enddgenas y estimulos
mecanicos. Existen diferentes modelos para estudiar la formacidn dsea ectdpica,
incluyendo la implantacién en el tejido celular subcutdneo, intramuscular o en la capsula
renal*®. Entre estos, escogimos realizar los implantes a nivel subcutaneo ya que supone
el procedimiento técnico mas sencillo. Ademads, consideramos que la falta de células
Oseas progenitoras propias del animal en el tejido celular subcutaneo (a diferencia del
musculo) supone una ventaja ya que, en teoria, asegura que el nuevo hueso formado es
de origen exdgeno. Sin embargo, hay estudios que sugieren que la capacidad de
formacidn de hueso en el tejido subcutaneo es menor que en otras localizaciones como

a nivel intramuscular, posiblemente debido a la menor vascularizacidon3% 30,

124



El andlisis histolégico de los implantes subcutdneos no mostré diferencias
significativas en la capacidad de osteogénesis entre el grupo OP y el grupo control
independientemente de si se realizdé un analisis dicotémico o semicuantitativo. En la
linea de ese resultado, los genes codificantes de proteinas relacionadas con la
osteogénesis presentaban niveles similares de expresion en los implantes con MSCs de
pacientes OP que en las de pacientes OA. El colageno tipo | es la proteina con mayor
presencia en la matriz dsea representando el 90% del componente orgdnico de la
misma. Como era de esperar, el colageno tipo 1 fue el gen mas expresado entre los 4

genes estudiados.

En conjunto, nuestros resultados muestran que las MSCs de pacientes de edad
avanzada con fracturas de cadera osteopordticas conservan la capacidad de

osteogénesis in vivo de manera similar a los pacientes de edad avanzada con OA.
Particulas

Los materiales empleados para injertos dseos pueden dividirse entre los injertos
dseos naturales y los sintéticos. Para el estudio de la formacion ésea in vivo utilizamos
4 tipos diferentes de particulas como andamiaje de las MSCs (fésfato tricalcico (TCP,
Sigma Aldrich, St Louis, USA), una mezcla de hidroxiapatita y fosfato tricdlcico
(CELLCERAM, Scaffdex CellCeram™, Tampere, Finlandia) y dos preparaciones de
granulado éseo desvitalizado (deminaralized bone matrix, DBM) (DBM1, BIO-OSS,
Geistlich Bio-Oss Spongiosa, New Jersey, USA; DBM2, NUOSS, Ace surgical, USA). La
naturaleza y la calidad de estas particulas influyen en la actividad osteogénica de las
células trasplantadas®® 3%, Se cree que la cantidad y la calidad del hueso formado a
partir de MSCs esta influenciado por el andamiaje sobre el que se realice el trasplante.
El rendimiento osteogénico depende de diversas capacidades de las particulas, la
capacidad de osteoinduccién (iniciacion de la diferenciacion de MSCs hacia
osteoblastos) y osteoconduccion (facilitacion del paso de células y nutrientes a través

de una estructura porosa tridimensional).

Aunque no era nuestro objetivo y el estudio no estaba disefiado para realizar
comparaciones entre los distintos materiales, no encontramos diferencias significativas

entre los 4 tipos de particulas empleadas.
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Senescencia

Los procesos de senescencia se estan revelando como muy importantes en la
homeostasis de muchos tejidos y, en consecuencia, se cree que participan en los
mecanismos patogénicos de diferentes enfermedades, y en particular de als asociadas
al envejecimiento. Las células senescentes tienen un fenotipo caracteristico que incluye
la secrecién de una serie de factores que pueden tener efectos paracrinos sobre las
células circundantes no senescentes; es el llamado “Senescence-Associated Secretory
Phenotype” o SASP. En las MSCs de este estudio, muchos genes integrantes del SASP se
expresaban a niveles bajos y no encontramos diferencias estadisticamente significativas
entre las MSCs de pacientes con OP y de los controles con OA. Sin embargo, alguno de
los transcritos asociados al SASP eran algo mds abundantes en los cultivos celulares
obtenidos de pacientes con OA. En esta misma linea, la expresion de los efectores de
senescencia celular p1l6 y p21 fue similar en ambos grupos, asi como el analisis de
expresion de la galactosidasa, ampliamente utilizada como marcador final de la

senescencia celular.

En conjunto, nuestros resultados muestran que las MSCs de pacientes con OP
tienen una capacidad de formacién désea in vivo y un estado de senescencia similar al de
las MSCs de pacientes con OA, que habitualmente no tienen OP ni baja masa dsea3"” 3%,
Al ser todos los sujetos de edad avanzada y al no haber incluido un grupo control de
individuos jovenes, nuestros datos no nos permiten establecer si la capacidad
osteogénica se encontraba disminuida en comparacidon con sujetos jovenes. Cabe
mencionar que las MSCs obtenidas de individuos con OP y con OA mostraban una
capacidad osteogénica similar, a pesar de que los pacientes con OP eran de mayor edad

que los del grupo control (reflejando la epidemiologia de las fracturas de cadera y la OA).

Se ha descrito que la senescencia celular y la insuficiencia de las células
progenitoras son sellos de identidad del envejecimiento®® y que, por tanto, las MSCs de
individuos de edad avanzada podrian tener reducida su capacidad de diferenciacién a
osteoblastos3!? 31!, En nuestro estudio, no encontramos claras diferencias relacionadas
con la edad en la capacidad osteogénica de las MSCs. Esto resulta contradictorio con los
resultados de otros estudios y, quizas podria explicarse por el relativamente estrecho

rango de edad de los sujetos incluidos en nuestro estudio. También habria que tener en
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cuenta que el envejecimiento puede alterar de manera selectiva las funciones de las
células progenitoras. Por ejemplo, Beane et al**? aisl6 MSCs de médula dsea, musculo y
tejido adiposo de ratones jovenes y de edad avanzada. Mostraron que la edad redujo el
rendimiento celular general y el potencial adipogénico en todas las poblaciones,

mientras que la osteogénesis y la clonogenicidad no presentaron cambios.

Considerabamos que era importante estudiar el estado de senescencia de las
MSCs ya que existen datos que sugieren que este mecanismo estd implicado en el
desarrollo de diferentes enfermedades asociadas a la edad, incluyendo la OP*°, En
consonancia con su capacidad preservada para la formacién dsea, no encontramos
evidencia de un aumento de senescencia en las MSCs obtenidas de pacientes con OP
respecto a las células obtenidas de los controles con OA. Seria mas relevante realizar un
analisis de senescencia en muestras de tejido dseo, pero esto resulta inviable debido a
la pequeiia proporcion de MSCs en las biopsias dseas. Debido a la ausencia de sujetos
jévenes sanos en el estudio, estos resultados no pueden entenderse como evidencia en
contra del papel que juega la senescencia celular en trastornos del esqueleto asociados
a la edad. De hecho, estudios recientes han demostrado un aumento en la fraccion de
osteocitos senescentes en ratones viejos®® y se esta explorando el potencial uso de
agentes dirigidos a la senescencia celular como potenciales nuevos tratamientos frente

la osteoporosis y otras enfermedades del esqueleto3!* 31° 316,

Cabe mencionar que, a pesar de que el nivel de expresidn de los genes asociados
a SASP era similar en ambos grupos, no podemos excluir diferencias en las
modificaciones post-traslacionales que podrian ser relevantes en la biologia del hueso.
Esto podria ser relevante para explicar la actividad reducida de la fosfatasa alcalina en
la mineralizacion in vitro, a pesar de los niveles normales de expresién de genes

encontrados previamente in vitro (datos no publicados) y en el estudio actual in vitro.

Osteonecrosis maxilar (ONM)

Los bisfosfonatos son los anti-resortivos mas empleados en el tratamiento de la
OPy de ciertos tumores. La ONM es una complicacién poco frecuente de estos farmacos,

pero es potencialmente grave y de manejo complicado. Al igual que ocurre en otros
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trastornos complejos, la ONM parece ser el resultado de una combinacion de factores
genéticos y ambientales. Existen algunos factores ambientales bien establecidos, como
la extraccion dental previa y el tipo y la forma de administraciéon de los bisfosfonatos
(con diferencias en funcién del tipo y de la via de administracion). Se considera que los
procesos infecciosos locales y la respuesta inmune también forman parte de la
patogenia de la ONM. Diferentes estudios han propuesto un potencial papel de los
linfocitos T 3 en el desarrollo de ONM?%!, asi como de los neutréfilos y macréfagos y

de las interleuquinas y otras proteinas producidas por células del sistema inmune3'’.

En los ultimos anos se ha propuesto la posibilidad de emplear MSCs como
tratamiento para diferentes patologias, incluyendo la ONM. Varios estudios han
explorado los efectos de la administracion de MSCs en modelos animales de ONM con
resultados beneficiosos3!8 319, Nuestro objetivo era comprobar si estos efectos positivos

se mantenian al utilizar MSCs obtenidas de pacientes osteopordticos.

A pesar de que las MSCs son hipoinmunogénicas, quisimos desarrollar un modelo
de ratén inmunodeprimido con ONM para estudiar el posible efecto beneficioso de la
administracion sistémica de estas células eliminando la preocupacion acerca de
potenciales efectos adversos inmunoldgicos. Para ello, utilizamos ratones NOD.CB17-
Prkdcscid/J que, como ya hemos reflejado, se caracterizan por presentar una
inmunodeficiencia combinada severa, ya que tienen un defecto en el desarrollo de

linfocitos B y linfocitos T, asi como una funcién deficiente de las células natural killer.

A pesar de que a estos ratones se les extrajo un molar y se les administré
zoledrdnico +/- dexametasona, solo 1 de los 27 ratones empleados desarrollé hallazgos
histoldgicos compatibles con ONM. Este resultado contrasta con el 45-50% de ONM que

se describe en estudios con una metodologia similar en ratones inmunocompentes3832°,

A diferencia de los ratones inmunocompetentes, parece que los ratones
inmunodeprimidos tienden a no desarrollar ONM, incluso tras un insulto a la mucosa
oral junto con dosis altas de bifosfonatos y corticoides. Esto podria deberse a la propia
deficiencia inmune o a las condiciones de esterilidad en la que se mantienen, con la
consiguiente ausencia de flora bacteriana que favorezca la aparicion de esta

complicacién. Por otro lado, estos resultados refuerzan la hipdtesis de que las
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condiciones endégenas desempefian un importante papel en la aparicién de ONM tras

el tratamiento con bisfosfonatos.

Al no haberse conseguido el desarrollo de un modelo de ONM en un ratoén
inmunodeprimido, no pudimos explorar los resultados de la administracién de MSCs de

pacientes osteoporoticos.

Limitaciones del estudio

Para estudiar la capacidad de formacion de hueso de las MSCs de pacientes
osteoporéticos en un modelo animal, por motivos practicos y éticos, utilizamos MSCs
obtenidas durante intervenciones quirdrgicas tras fracturas de cadera. Durante el
proceso de obtencidon de MSCs, extraiamos cilindros éseos de la region central de la
cabeza femoral evitando las zonas de fractura. Falster et al**! compararon la capacidad
de proliferacién y de diferenciacién osteogénica in vitro entre MSCs obtenidas en zonas
gue habian recibido un traumatismo y MSCs de zonas atraumaticas y no encontraron
diferencias entre ambos grupos. A pesar de esto, no podemos asegurar que no existan
factores relacionados con la fractura que puedan tener algiun efecto sobre las
propiedades de las MSCs ya que otros estudios sugieren que estas regiones tienen una

mayor probabilidad de tener MSCs peculiares®?.

Por motivos éticos y pragmaticos, y de manera similar a otros estudios
publicados3?® 324 325> 326 parar comparar la capacidad osteogénica de las MSCs de
pacientes osteoporoticos, utilizamos como controles las MSCs de pacientes con artrosis
a los que se les habia realizado un reemplazo de cadera. Aunque lo ideal habria sido
obtener las MSCs de controles sanos, se optd por utilizar MSCs de los pacientes con
artrosis ya que lo contrario supondria someter a individuos sanos a un procedimiento
invasivo no exento de posibles efectos secundarios. En algunos estudios se ha descrito
una reduccioén la capacidad de proliferacion de las MSCs y en la mineralizacion 6sea en
pacientes con OA 322327328 Sjn embargo, otros autores no han encontrado diferencias en
la capacidad osteogénica in vitro entre MSCs de pacientes con OA y controles sanos3!,
La ausencia de diferencias in-vitro podria implicar que la menor mineralizacion dsea en

pacientes con OA se deba en parte al entorno inflamatorio local in vivo. Estas
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alteraciones parecen revertir cuando las MSCs se introducen en un medio de cultivo
estandar. Por tanto, estimamos que las MSCs de pacientes con OA podian ser

consideradas buenos controles para comparar las MSCs de pacientes con OP.

La formacién ésea in vivo a partir de MSCs en un modelo murino se evalué
mediante andlisis histologico de los implantes subcutdneos. La tincién de von Kossa es
el “gold standard” para mostrar la calcificacion de la matriz 6sea en muestras
histoldgicas. Sin embargo, la tincion de von Kossa requiere de incrustacion en plastico
de la muestra y de un microtomo especifico del que no disponiamos. Por tanto,
utilizamos la tincién del Tricrémico de Masson en muestras decalcificadas que es el
procedimiento mas comun en este tipo de experimentos acerca de la formacion de

hueso ectépico.

La angiogénesis contribuye a la progresion de la osteogénesis y esta asociada con
una regeneracion ésea eficaz3?. Existen estudios que sugieren que las MSCs contribuyen
a la regeneracion tisular a través de mecanismos paracrinos ademds su multipotencia.
Se ha descrito que la produccién de exosomas por las MSCs juega un papel importante
en la regeneracion dsea a través del estimulo de la angiogénesis®. La osteogénesis esta
intimamente relacionada a la angiogénesis y es necesaria una vascularizacion suficiente
para que se produzca la formacién ésea®®. Por tanto, valorar la angiogénesis ademas de
la formacién de hueso ectdpico podria aportar una visibn mas completa acerca del

proceso de osteogénesis a partir de MSCs.

El cultivo in vitro prolongado induce cambios epigenéticos y modificaciones en
el fenotipo de muchas células, incluyendo las MSCs33! 332 333 Aunque solo utilizamos
células de los primeros pases, no podemos excluir por completo la posibilidad de que el
cultivo haya tenido algun tipo de impacto en el comportamiento celular. En cualquier
caso, independientemente del tipo de impacto, deberia haber afectado de manera
similar a las células de ambos grupos. Las MSCs representan una proporcién muy
pequefia de las células de la médula dsea (0.01-0.001%)***. Por tanto, desde el punto de

vista de la terapia celular parece que el cultivo ex vivo resulta inevitable.
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Aportaciones de esta tesis y perspectivas futuras

La OP es una enfermedad prevalente y sus consecuencias producen un
importante impacto en la calidad de vida de los pacientes y suponen una carga al sistema
de salud. Aunque las terapias disponibles disminuyen el riesgo de fractura existe un
interés en el desarrollo de nuevas terapias. Nuevas terapias, como las basadas en MSCs,
podria ser muy utiles para manejar casos dificiles de OP y algunas complicaciones de los
tratamientos anti-resortivos como la osteonecrosis del maxilar, asi como en otras
alteraciones locales del esqueleto, como los defectos éseos tras reseccidén quirudrgica y

los retrasos en la consolidacion de fracturas.

Nuestros resultados apoyan que la capacidad de osteogénesis in vivo de las MSCs
de pacientes osteoporoéticos no es menor que la de controles con OA. Esto apoyaria la
elaboracidon de estudios futuros para evaluar su uso potencial en procesos de

regeneracion ésea.
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CONCLUSIONES

1. Las células troncales mesenquimales de la médula dsea de pacientes con fracturas
osteoporoéticas de cadera tienen una capacidad de formacién de hueso en vivo

similar a las de los controles de la misma edad con artrosis de cadera.

2. En linea con lo anterior, los marcadores de senescencia y los componentes del
“fenotipo secretor asociado a senescencia” fueron similares en las células de los

pacientes con osteoporosis y con artrosis.

3. No obstante, no todas las lineas celulares mostraron una capacidad adecuada de
formacién de hueso nuevo en vivo, lo que puede estar en relacién con un defecto
asociado a la edad avanzada de los donantes, pacientes con osteoporosis y

controles con artrosis.

4. Los materiales utilizados como andamiaje pueden tener una influencia importante
en la osteogénesis. Sin embargo, en este estudio no se encontraron diferencias en
la capacidad de induccién de formacién 6sea entre las distintas particulas utilizadas

(TCP, CELLCERAM, BIO-0OSS y NUOSS).

5. Los ratones inmunodeprimidos tienden a no desarrollar ostenecrosis de los
maxilares, incluso tras una lesion de la mucosa oral y la administraciéon de dosis
altas de bifosfonatos y corticoides. Ello nos ha impedido establecer un modelo
experimental para evaluar el potencial regenerativo de las células mesenquimales

en esta condicion.

6. Globalmente, nuestros resultados apoyan la hipdtesis de que las células
mesenquimales de los pacientes con osteoporosis conservan la capacidad de
formacién ésea de manera similar a otros individuos de su misma edad. Esto
apoyaria la elaboraciéon de estudios futuros para evaluar su uso potencial en

procesos de regeneracion dsea.
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