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RESUMEN

La osificacion heterotopica (OH) es, por definicion, la formaciéon de hueso
laminar maduro mediante procesos de osificacion endocondral y/o
intramembranosa en tejidos blandos extra-esqueléticos. Clinicamente, no existe
ningun signo patognomonico que permita establecer el diagnostico temprano
de esta enfermedad, basandose el mismo en la recopilacién de signos y sintomas
clinicos no especificos de la patologia. Actualmente, la etiopatogenia de esta
enfermedad no esta del todo esclarecida. Sin embargo, existen ciertos factores
de riesgo que favorecen su aparicion. Entre ellos destacan las lesiones
neurolégicas, fracturas, cirugia de reemplazo articular, etc.

Atendiendo a la etiologia de esta enfermedad, la OH se puede clasificar en
OH congénita o adquirida. Las variantes congénitas, como la fibrodisplasia
osificante progresiva (FOP) y la heteroplasia 6sea progresiva (HOP) son
enfermedades raras y consideradas como las formas mas graves de la patologia.
Por su parte, la OH adquirida se trata de la modalidad de OH mas frecuente.
Esta, a su vez, puede clasificarse en OH adquirida de origen traumatico o
neurogénico (OHN).

Lla OHN es una de las complicaciones mas frecuentes derivada de un dafio
en el Sistema Nervioso Central (SNC). Este tipo de OH se desarrolla
normalmente tras un politraumatismo en el cual estructuras centrales y
periféricas estan involucradas, como sucede en el caso de un traumatismo
craneoencefalico (TCE) asociado a fracturas 6seas concomitantes, o en una
lesion medular.

La etiopatogenia de la OHN se desconoce a dia de hoy. Sin embargo, algunas
de las hipoétesis actuales se centran en un posible efecto aditivo de los factores
humorales neuroinmunolégicos que alcanzan las estructuras periféricas debido
a una alteracién en la barrera hematoencefalica (BHE) producida por un TCE,
y de los factores locales liberados tras el traumatismo. Asimismo, otro de los
factores que podrian estar relacionados con el desarrollo de esta enfermedad
serfa la presencia de precursores osteoblasticos y células circulantes en sangre
con potencial osteoformador.

Recientemente, se ha vinculado la posible implicacién del Sistema Nervioso
Periférico (SNP) con el desarrollo de masas ectopicas. En concreto, se ha
postulado que las alteraciones en la barrera hematonerviosa (BHN) producidas

tras un traumatismo podrian estar relacionadas con el incremento en la



incidencia de esta enfermedad. Asimismo, otros estudios han sugerido el origen
de los progenitores osteoblasticos a nivel del nervio.

A pesar de la elevada incidencia de esta patologia, las terapias actuales para
abordarla son escasas, poco efectivas y algunas de ellas altamente invasivas.
Ademas, no estan exentas de efectos adversos y complicaciones.

Ante esta situacion, nos planteamos la hipotesis de que los astrocitos y nervios
podrian liberar al medio factores osteoinductores que podrian favorecer la
formacion de hueso ectdpico. Asimismo, sugerimos que en el suero de los
pacientes en riesgo de padecer OHN existen factores responsables de las
propiedades osteoinductoras del mismo y que podrian desempefiar un papel
clave en la formacion 6sea ectopica. Finalmente, nos planteamos la hipétesis de
que farmacos utilizados en la practica clinica con un perfil “osteo-inhibidor”
podrian bloquear los procesos osteoformadores presentes en los pacientes con
riesgo de padecer OHN.

A raiz de estas hipotesis, se plantearon los siguientes objetivos:

1. Establecer un modelo de OHN 7% vitro valido que permita el estudio de la
patologia.

2. Determinar 7z vitro la capacidad de los astrocitos de liberar factores
osteoinductores y caracterizar mediante proteémica los factores secretados.

3. Determinar 7z vitro la capacidad de los nervios y células nerviosas de liberar
factores promotores del anabolismo 6seo y caracterizar mediante protedmica
los factores liberados por los mismos.

4. Determinar zn vitro el potencial osteoinductivo del suero de pacientes en
riesgo de padecer OHN e identificar y/o aislar los principales factores
humorales presentes en el suero de estos pacientes mediante proteémica.

5. Estudiar el bloqueo farmacolégico de los posibles efectos osteoinductivos
de los factores humorales identificados.

Para llevar a cabo estos objetivos se realizaron diferenciaciones de
osteoblastos y células madre mesenquimales (MSCs) a adipocito en presencia o
ausencia de astrocitos o bien del secretoma de los mismos. Del mismo modo,
se llevaron a cabo diferenciaciones de osteoblastos y MSCs a adipocito en
presencia o ausencia de explantes nerviosos (EN) procedentes de donantes
humanos, o de las células derivadas de los EN (CEN). Estos procesos fueron
evaluados mediante el analisis de la expresiéon génica de los marcadores de
osteoblastogénesis, inflamacién y adipogénesis.

En general, los resultados obtenidos evidenciaron un efecto promotor del

anabolismo 6seo e inflamacién por parte de los astrocitos, EN y CEN en las



diferenciaciones osteoblasticas. En relaciéon con la inflamacién, el presente

estudio ha demostrado cémo la presencia de un estimulo inflamatorio externo

como la interleuquina 1B (IL.7) fue capaz de potenciar tanto los marcadores
inflamatorios como los anabdlicos asociados con la OH. Asimismo, estas
células nerviosas redujeron los marcadores adipogénicos esenciales en la
diferenciacioén de las MSCs a adipocito, y promovieron la expresion de los genes
relacionados con el metabolismo 6seo en el proceso de adipogénesis.

Como resultado de la caracterizacién proteémica de los secretomas de
astrocitos, nervios, del medio de diferenciacion de SaOS2 (MD) y del medio de
nervio (MN) se evidencio la presencia de una proteina (resultados afectados por
la proteccion de derechos) altamente expresada en los sobrenadantes de las
células nerviosas.

En linea con lo descrito en la literatura, los estudios proteémicos realizados
con los sueros de los pacientes elucidaron el potencial osteoinductor del suero
de los pacientes con mayor riesgo de padecer OHN (TCE+FHL).

Finalmente, en esta tesis doctoral se testo el efecto de la triterapia (TT) en el
modelo de OHN 7z vitro desarrollado tanto con componente central como
periférico. A pesar de algunas idiosincrasias entre ambos modelos, la TT redujo
en los osteoblastos los principales marcadores 6seos relacionados con la OH,
asi como el perfil inflamatorio desencadenado por los astrocitos y nervios en
los mismos.

En relaciéon con los datos obtenidos, se puede concluir que los factores
liberados por los astrocitos y nervios alteran el metabolismo 6seo a través del
balance osteoblastogénesis-adipogénesis, en detrimento de este ultimo.
Asimismo, los efectos de los astrocitos y EN sobre la osteoblastogénesis
podrian ser modulados mediante el uso de la TT.



ABSTRACT

The term Heterotopic Ossification refers to the presence of mature lamellar
bone in extra-skeletal soft tissue. The bone growth can occur through
endochondral or intramembranous ossification mechanisms.

Clinically, there are no pathognomonic signs to establish an early diagnosis of
this disease. Thus, its diagnosis is mainly based on non-specific signs and
symptoms.

Currently, the etiopathology of this disease is not fully elucidated. However,
some risk factors contribute to its development. Among them, neurogenic
insults, fractures, or joint replacements should be highlighted.

According to its aetiology, this disease can be classified as genetic or acquired
heterotopic  ossification. Genetic  variants  (Fibrodysplasia ~ Ossificans
Progressiva and Progressive Osseous Heteroplasia) are rare diseases and
considered the most severe heterotopic ossification manifestations. Regarding
non-hereditary forms, they represent the most frequent heterotopic ossification
variant. The acquired heterotopic ossification can develop after traumatism or
a neurogenic insult.

The neurogenic heterotopic ossification is one of the most frequent
complications of suffering an injury in the Central Nervous System. According
to this, it has been demonstrated that its incidence increases after concomitant
Central Nervous System damage, such as a traumatic brain injury or spinal cord
injury, and a peripheral injury, such as a long bone fracture.

The pathophysiology of neurogenic heterotopic ossification remains
unknown. Nonetheless, it has been hypothesised that the humoral
neuroimmunological factors released by the brain could play a critical role in
developing this disease. After a traumatic brain injury, the blood-brain barrier
is compromised, and some neurogenic factors leak from the brain to distal
tissues. At the same time, distal tissues located close to the fracture secrete other
factors to promote bone healing. Thus, it was suggested that the convergence
of these two factors could potentiate abnormal bone growth. Likewise, studies
pointed to osteoblast precursors and circulating cells with osteoforming
capacity as potential factors to accelerate ectopic bone formation.

Recently, the Peripheral Nervous System has also been postulated as a
promoter of heterotopic bone. Specifically, studies linked the disruption of the

blood-nerve barrier with increased neurogenic heterotopic ossification



incidence. Additionally, the presence of osteoblast precursors in nerves has also
been suggested.

Even though there is a high incidence of this pathology, the therapies used
for its management have low-effective rates. Moreover, some of them are highly
invasive and associated with side effects and complications.

Given this situation, we hypothesised that astrocytes and nerves could release
osteoinductive factors into the environment that could lead to ectopic bone
formation. Likewise, we suggested that in the serum of patients at risk of
developing neurogenic heterotopic ossification, there are osteoinductive factors
that could play a key role in ectopic bone formation. Finally, we hypothesised
that "osteo-inhibitory" drugs currently used in clinical practice could block bone
formation in these patients.

Taking into account these hypotheses, we formulated the following aims:

1. To establish a valid 7z vitro neurogenic heterotopic ossification model that
allows the study of the pathology.

2. To determine the capacity of astrocytes to release osteoinductive factors 7z
vitro, and characterise them by proteomics.

3. To determine the capacity of nerves and nerve cells to release factors that
promote bone anabolism 7z vitro, and characterise them by proteomics.

4. To determine, identify and/or isolate the potential osteoinductive factors
present in patients at risk of developing neurogenic heterotopic ossification
serum by proteomics.

5. To pharmacology block the identified osteoinductive factors.

To carry through these objectives, osteoblast-like cells and mesenchymal stem
cells were differentiated into osteoblasts and adipocytes, respectively, in the
presence or absence of astrocytes or their secretome. In the same way,
osteoblast-like cells and mesenchymal stem cells were differentiated into
osteoblasts and adipocytes in the presence or absence of nerve explants and
outgrowth nerve cells. The gene expression of bone, inflammation, and
adipocyte-related markers were evaluated.

Overall, the obtained results showed the ability of astrocytes, nerve explants,
and outgrowth nerve cells to increase bone and inflammatory-related markers

on osteoblastogenesis. Regarding inflammation, this study demonstrated that
adding an external inflammatory stimulus such as IL1P can increase the

inflammatory and anabolic markers associated with heterotopic ossification.

Likewise, these nervous cells decreased essential adipogenic markers and



increased the expression of bone-related markers on mesenchymal stem cells
differentiated into adipocytes.

The proteomic characterization of astrocyte and nerve supernatants, the
SaOS2 differentiation medium, and the nerve medium revealed a higher
expression of the “X” protein (results affected by the protection of rights).

Moreover, proteomic analysis of the serum of patients at risk of developing
neurogenic heterotopic ossification elucidated a higher osteoinductive profile
in double trauma patients when compared to the rest of the groups.

Finally, the effect of the tritherapy was tested on the 7z vitro neurogenic
heterotopic ossification models (co-culture of astrocytes or nerve explants with
osteoblasts). Although there were some differences between the two models,
the tritherapy decreased the expression of bone and inflammatory markers
induced by the astrocytes and nerve explants in osteoblasts.

In conclusion, astrocytes and nerve explants impact bone metabolism by
altering the osteoblastogenesis-adipogenesis  balance by promoting
osteoblastogenesis. Additionally, the observed effects of astrocytes and nerve
explants on osteoblastogenesis could be modulated using the tritherapy.
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Introducciéon

FISIOLOGIA NERVIOSA

1. EL SISTEMA NERVIOSO

El Sistema Nervioso (SN) se puede considerar como uno de los sistemas mas
complejos del cuerpo humano. El1 SN es el responsable de todas las actividades
que el ser humano puede llevar a cabo. Gracias a él, somos capaces de percibir
cambios fisiologicos internos, interaccionar con el mundo que nos rodea y
generar respuestas acorde con la informacion procedente del organismo y del
exterior. Asimismo, el SN controla todas las funciones vitales, ademas de
aspectos como la personalidad, la inteligencia, la coordinacion, o la percepcion,

entre otras (1,2).

2. CLASIFICACION DEL SN

2.1. E1 SN Central

El SN Central (SNC) esta formado por el encéfalo y la médula espinal. Dado
que el SNC es el centro regulador de todas las funciones del organismo, éste se
encuentra altamente protegido por estructuras 6seas como el craneo, en el caso
del encéfalo, y la columna vertebral, en el caso de la médula espinal (1,2).
Ademas, el SNC cuenta con otras estructuras mas especificas que refuerzan

inmunolégicamente  dicha proteccién: las meninges y la barrera
hematoencefalica (BHE) (2,3).

2.1.1. Las meninges

Tanto el encéfalo como la médula espinal se encuentran rodeados por una
triple membrana, conjuntamente conocida como meninges: la duramadre,

aracnoides y piamadre (2,3).
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La duramadre es una membrana gruesa, compuesta a su vez por dos capas: la
periostica, localizada adyacente al craneo, y la meningea localizada préxima al
cerebro (2,3).

La capa intermedia de las meninges se conoce como aracnoides (2,3). Esta
membrana esta formada por células unidas entre si mediante uniones estrechas
(gap junctions, en inglés) que delimitan el espacio subaracnoideo (2,3). A través
de este espacio fluye el liquido cefalorraquideo, el cual protege las estructuras
nerviosas frente a dafos mecanicos (2,3). El espacio subaracnoideo presenta
proyecciones hacia la piamadre denominadas trabéculas, asi como vellosidades
que participan en la reabsorcion del liquido cefalorraquideo hacia el torrente
sanguineo (2,3). Ademas, a través del mismo discurren las arterias mas
importantes que penetran en el cerebro (2,3).

Por dltimo, la membrana mas delgada que se encuentra adherida al
parénquima del SNC se conoce como piamadre. Esta membrana esta altamente
vascularizada y su semipermeabilidad permite la circulacién del liquido
cefalorraquideo a lo largo de los vasos penetrantes de los espacios
perivasculares (2,3).

Dentro del parénquima del SNC, y localizada yuxtapuestamente a la
piamadre, se encuentra la glia limitante, formada por la asociacién de astrocitos
y pies astrociticos. Estas células ofrecen otro nivel de proteccion para el SNC
ya que presentan una permeabilidad selectiva al paso de moléculas y patégenos

hacia el mismo (2,3).

2.1.2. La BHE

La microvasculatura del SNC esta provista de una estructura con propiedades
unicas: la BHE (Figura 1) (4-8). Se trata de una barrera altamente selectiva que
limita el intercambio de substancias entre la sangre y el cerebro, manteniendo
asi la homeostasis del SNC y el correcto funcionamiento neuronal (4,6-8).
Ademas, desempefia un papel critico en la proteccién contra toxinas,
patégenos, inflamacién, dafios y enfermedades que afectan al SNC (4,6,8). La
disfuncién de la BHE conlleva a desregulaciones en la homeostasis cerebral y a

la invasiéon de células inmunes en el SNC, procesos que derivan en el
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malfuncionamiento y degeneracién neuronal (4,6,8). De este modo, se ha
identificado la pérdida de estas propiedades exclusivas de la BHE en
enfermedades neurolégicas tales como el accidente cerebrovascular, la
esclerosis multiple o los traumatismos craneoencefalicos (TCEs), entre otros
(4,6,9).

En cuanto a la composiciéon de la BHE, destacan las células endoteliales, las
cuales forman parte las paredes de los vasos sanguineos. En el SNC, estas
células presentan unas propiedades tnicas que les permiten regular de manera
altamente selectiva el intercambio de iones, moléculas y células entre la sangre
y el cerebro (4,6-8).

Otro elemento importante en la composicion de la BHE son las células
murales, células contractiles localizadas rodeando los grandes vasos y los
pericitos. Los pericitos son células situadas en la superficie abluminal del
endotelio vascular que se encuentran embebidas en la membrana basal. Entre
sus funciones destacan la regulaciéon de la angiogénesis, la deposicion de la
matriz extracelular, la cicatrizacién de heridas, la regulacion de la infiltracion de
células inmunes y del flujo sanguineo, asi como la formacion de la BHE durante
el desarrollo (4,7,8).

El vaso sanguineo de la BHE esta rodeado por dos membranas basales, una
interna o vascular y una externa o parenquimatosa, también conocida como glia
limitante perivascular. La membrana basal vascular esta formada por la matriz
extracelular secretada por las células endoteliales y los pericitos, mientras que la
membrana parenquimatosa esta constituida por las secreciones de los procesos
astrociticos. En general, los componentes de las membranas basales son el
colageno tipo IV, laminina, proteoglicanos y otras glicoproteinas, aunque
existen ligeras idiosincrasias entre la composiciéon de ambas membranas (4,7,8).
La membrana basal ofrece una barrera adicional al paso de moléculas hacia el
tejido neural y es esencial para el correcto funcionamiento nervioso. Asi, la
alteracion de esta estructura por las metaloproteinasas de matriz (MMPs, por
sus siglas en inglés) se ha relacionado con la infiltracion leucocitaria observada
en numerosas patologfas nerviosas (4,7,8).

Del mismo modo, los astrocitos son un elemento esencial para el

mantenimiento de la integridad de la BHE. Estas células sitian sus procesos
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entre las neuronas y los vasos sanguineos, proporcionando el nexo celular entre
ambos. Este acoplamiento neurovascular permite a los astrocitos regular el flujo
sanguineo en respuesta a la actividad neuronal, producir factores que modulen
el funcionamiento endotelial durante el desarrollo y la adultez tales como
moléculas relacionadas con la via Indian Hedgehog (Ihh, por sus siglas en inglés),
liberar factores angiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGEF, por sus siglas en inglés), secretar factores neuroprotectores como el

factor de crecimiento transformante beta (TGEFf, por sus siglas en inglés) y
tactores neurotrétficos como el factor neurotrédfico derivado de la glia (GDNF,
por sus siglas en inglés), asf como liberar otro tipo de moléculas entre las cuales
destacan el factor basico de crecimiento de fibroblastos (JFGF, por sus siglas
en inglés) o agonistas de la via Wingless/ Integrated (Wni), entre otros (4,6-8).
Por dltimo, los macrofagos perivasculares actian como primera linea de
defensa inmunitaria fagocitando los residuos celulares (4,8). Por su parte, la
microglia se relaciona con la regulaciéon del desarrollo neuronal, con las
respuestas inmunes innatas y adaptativas e intervienen en la cicatrizacion de

heridas (4,7,8).

Sangre

Células endoteliales

Pericito

Membrana basal vascular

Membrana basal
parenquimatosa

Cetrebro  Pies astrociticos

Figura 1. Componentes de la BHE. Esta figura fue creada utilizando imagenes de
BioRender (BioRender.com).
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2.2. E1 SN Periférico

El SN Periférico (SNP) esta constituido por los nervios que conectan el SNC
con las estructuras periféricas (10,11). El SNP se puede dividir en somatico, el
cual procesa la informacion consciente procedente de los miembros superiores
e inferiores, asi como del tronco; y el autbnomo o vegetativo, el cual se encarga
de la regulacion no consciente de 6rganos, vasos sanguineos y glandulas (10,11).
EI SNP vegetativo se clasifica a su vez en SN simpatico y parasimpatico (10,11).

EI SNP somatico esta compuesto por vias sensoriales aferentes y vias motoras
eferentes que proyectan a los 6rganos efectores (10,11). Los cuerpos neuronales
de las neuronas sensoriales se encuentran en el ganglio de la rafz dorsal, mientras
que los nervios motores estan compuestos por los axones de las neuronas
motoras cuyos somas se localizan en el asta anterior de la médula espinal
(10,12). Por lo tanto, cada nervio espinal esta formado por la unién de dos raices
de la médula espinal (10). Asimismo, cada nervio raquideo esta formado por
millones de fibras sensitivas y motoras, envueltas en una capa de tejido
conectivo formando los fasciculos nerviosos (1,12—-14). A nivel estructural, en

un nervio se diferencian las siguientes partes (Figura 2):

e Endoneuro: se trata de una vaina de tejido conjuntivo compuesta por
colageno tipo III y fibroblastos que recubre a las fibras nerviosas (1,12—
14).

e Perineuro: vaina que recubre los fasciculos nerviosos. Esta formada por
fibroblastos aplanados unidos entre si mediante uniones estrechas
formando la barrera hematonerviosa (BHN), controlando asi la difusion
de substancias entre los fasciculos de nervios periféricos (1,12—14).

e Epineuro: vaina que rodea el nervio en su totalidad. Esta constituida por
colageno tipo I y fibroblastos (1,12—14).

Del mismo modo que ocurre en el SNC, el SNP esta provisto de sistemas de
proteccion especificos que garantizan el correcto intercambio de substancias
entre la sangre y los nervios periféricos (9,13,15). A esta barrera de proteccion,
cuyo analogo seria la BHE en el SNC, se conoce como BHN (9,13,15).
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Nervio Fasciculo nervioso

Endoneuro

Epineuro Tejido conectivo ~ Perineuro Fibra nerviosa
y grasa

Figura 2. Estructura de un nervio periférico. Esta figura fue creada utilizando imagenes
de BioRender (BioRender.com).

2.2.1.La BHN

La BHN es una interfaz dual comprendida entre los capilares endoteliales del
endoneuro y la multicapa celular que cubre el perineuro (13,16).

El compartimento endoneural esta rodeado de axones mielinizados y no
mielinizados, y es especialmente importante ya que supone la interfaz entre los
axones, la mielina, y las células de Schwann de los nervios periféricos. Las
paredes del compartimento endoneural estan formadas por células endoteliales
altamente unidas entre si, lo que los sitia como el primer regulador selectivo de
la permeabilidad de la BHN y de transporte de solutos (13,15,16). Alteraciones
en la permeabilidad de este compartimento se han relacionado con
enfermedades desmielinizantes, dolor neuropatico, neuropatias periféricas e
inflamacién neurogénica (13,15,16).

En relaciéon con el compartimento perineural, éste se extiende desde las
paredes capilares del perineuro hasta el endoneuro. Esta formado por
fibroblastos concéntricos dispuestos en varias capas y rodeando al endoneuro.
Histolégicamente, el perineuro esta compuesto fundamentalmente por
colageno tipo I y I1I, lo que le atribuye propiedades de resistencia mecanica al
nervio (13,15,16).
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Se ha descrito que un dafio mecanico en los nervios periféricos supone
adaptaciones nerviosas y cambios en la permeabilidad de la BHN,
neuroinflamacién, proliferacion de las células perineurales, y reclutamiento de

mastocitos (16).

3. COMPOSICION DEL SN

Desde un punto de vista celular, el SN esta formado por dos tipos de células:

las neuronas y las células de la glia (17).

3.1. Las neuronas

Las neuronas constituyen la unidad basica estructural y funcional del SN.
Estas células reciben informacion del entorno y de otras neuronas, procesan la
informacion y la envian a otras neuronas u 6rganos efectores (1).

Morfolégicamente, cada neurona consta de tres partes bien diferenciadas (1):

e Soma o cuerpo celular: se corresponde con el centro metabélico
de la célula.

e Dendritas: ramificaciones localizadas proximas al cuerpo celular
que reciben seflales procedentes de las neuronas a través de las
sinapsis.

e Axo6n: prolongacion larga y dnica que parte del soma celular.
Recibe la informacién procedente del soma para transmitirla a otra

neurona u 6rgano efector (1).

3.1.1.Tipos de neuronas

En funcién de las prolongaciones y la forma de su soma, las neuronas se
clasifican en 3 grupos:
e Necuronas multipolares: son las mas abundantes representando un
porcentaje superior al 99% de las neuronas. Morfolégicamente, los
somas pueden presentar formas variables, el arbol dendritico es amplio

con la proyeccion de un unico axén (1).
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e Neuronas pseudounipolares: presentan un soma esférico concéntrico del
cual parte una unica prolongacién que recorre una distancia corta para
luego bifurcarse en una prolongacién periférica y una central (1).

e Neuronas bipolares: células cuyo soma es circular u ovalado, con una

prolongacion en cada extremo del soma (1).

3.2. Las células gliales

El otro pilar fundamental del SN son las células gliales. Estas células
desempenan funciones indispensables para el funcionamiento del SN, tanto en
condiciones fisiolégicas como patologicas (17). Las células de la glia estan
implicadas en funciones tales como el transporte de nutrientes, la eliminacion
de productos de desecho, el mantenimiento electroquimico del entorno, la
migracién neuronal, el crecimiento y especificacion del axoén, la formacion y
eliminacion de sinapsis, la comunicacién neuronal y plasticidad, la regulacion de

la homeostasis, la funcién inmunolégica, etc. (1,5,9).

3.2.1.Tipos de células gliales

3.2.1.1. La glia del SNC

e Astrocitos: son células derivadas del neuroectodermo (1,18).
Representan el 20-40% de las células en el SNC de mamiferos (9,18). En
general, se trata de células con amplias ramificaciones (1,17,18). Se
distinguen dos tipos de astrocitos: los astrocitos de la substancia gris
denominados protoplasmaticos, y los de la substancia blanca conocidos
como astrocitos fibrosos (1,5,18). Unas estructuras astrocitarias de
especial interés son los pies terminales, los cuales recubren la parte
externa del encéfalo y médula espinal, asi como los vasos sanguineos del
SNC, suponiendo la barrera entre el tejido nervioso y el exterior
(1,5,9,17,18). Asimismo, la presencia de estas células es de wital
importancia para el funcionamiento de las neuronas. Entre sus funciones

destacan el soporte estructural, el mantenimiento de la homeostasis
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cerebral, la liberacién de factores de crecimiento, la secrecion de

citoquinas tales como la interleuquina 1 (IL.7, por sus siglas en inglés), el

factor de necrosis tumoral alfa (TINFe, por sus siglas en inglés) o las
prostaglandinas, la seleccion de las substancias que entran y salen al SNC
ya que forman parte de la BHE, la eliminacién de substancias téxicas,
etc. (1,5,9,17,18).

e Oligodendrocitos: los oligodendrocitos son células derivadas del
neuroectodermo que estan presentes en la substancia gris y blanca del
encéfalo (1,5,17,18). Suponen aproximadamente el 25% de las células
nerviosas (9,18). Tienen como principal funciéon la mielinizacién, es
decir, la creacién de la vaina de mielina alrededor de los axones para
incrementar la velocidad de propagacion del potencial de accién a lo
largo del mismo (1,5,17,18). Sin embargo, también llevan a cabo
funciones relacionadas con el trofismo celular y la preservaciéon axonal
(5,18).

e Microglia: son células derivadas del mesodermo, y suponen el 5-10% de
las células del SNC (1,5,9,17,18). La microglia es considerada como los
macrofagos residentes del SNC, desempefiando de este modo el papel
inmunitario del SNC (1,5,17,18). Ademas, se ha descrito su papel en el
refinamiento sinaptico, en la produccion de factores tréficos neuronales
y en el crecimiento del axén durante el desarrollo, asi como en el

incremento de la vascularizacién cerebral (18).

3.2.1.2. La glia del SNP

e (élulas satélite: son las células analogas a los astrocitos en el SNP. Estas
células se encuentran rodeando los somas de las neuronas en ganglios
sensitivos y vegetativos (1).

e (Células de Schwann: son las células gliales mas abundantes en el SNP y
se localizan rodeando los axones de los nervios periféricos (1,5,17).
Existen dos tipos de células de Schwann: las mielinizadas y las no

mielinizadas (1,17). Las células de Schwann mielinizadas son las
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equivalentes a los oligodendrocitos del SNC: se localizan rodeando los
axones de los nervios periféricos y tienen funciones similares a los
mismos (1,17). Por su parte, las células de Schwann no mielinizadas
comparten semejanzas con los astrocitos en relacion a sus funciones
metabélicas y de soporte (17).

Glia entérica: se localiza en los ganglios del SN auténomo de la
microbiota intestinal (17). Se trata de células que comparten con los

astrocitos algunas semejanzas en cuanto a su estructura y quimica (17).
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FISIOLOGIA OSEA

1. EL HUESO

El hueso es un tejido rigido y dinamico que esta en constante renovacion (19—
24). Representa una de las estructuras basicas del sistema musculo-esquelético
y desempefia funciones cruciales como dar soporte al organismo, ser el punto
de anclaje de los musculos, ofrece proteccion a 6rganos vitales como a la médula
espinal o al cerebro, y constituye un importante reservorio de células
hematopoyéticas y células madre mesenquimales (MSCs, por sus siglas en

inglés), asi como de iones de calcio y fosfato del organismo (19,22,23,25).

2. CLASIFICACION DE LOS TIPOS DE HUESO

Existen diferentes formas de clasificar los huesos dependiendo del lugar
donde se encuentran, su forma, su consistencia o su tamafno. La forma mas
trecuente utilizada en la literatura para su clasificacion es la de los huesos planos
y huesos largos (24).

Se engloban en la clasificaciéon de huesos planos aquellos que forman el
esqueleto craneo-facial, as{ como las escapulas, el esternén y las costillas. Este
tipo de huesos estan formados principalmente por hueso esponjoso, también
conocido como hueso trabecular, rodeados de una fina capa de hueso cortical
(24).

En relacion a los huesos largos, se incluyen en esta clasificacion los huesos de
las extremidades, asi como los metacarpos, los metatarsos y las falanges (24). La
estructura general de este tipo de huesos incluye un canal central conocido
como médula 6sea amarilla rodeado de endostio, tejido 6seo y periostio. Los
huesos largos estan formados por hueso cortical y esponjoso. La diferencia
entre estos tipos de huesos radica en tres aspectos: su porosidad, su estructura
tridimensional, y su actividad metabolica (24).

El hueso cortical representa el 80% del peso del esqueleto de un adulto.

Presenta una porosidad menor que el hueso esponjoso (5-10%), y es el principal
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responsable de la funcién mecanica y protectora del hueso (19,24). La unidad
fundamental del hueso cortical y responsable de su resistencia a las diferentes
fuerzas es la osteona (24,25).

En relacion al hueso esponjoso, éste representa el 20% del peso 6seo de un
adulto y presenta una mayor porosidad (50-90%) en relaciéon con el hueso
cortical. El hueso esponjoso tiene una alta tasa metabdlica y de remodelado
6seo, ademas de una amplia vascularizacién. Su principal funcién es absorber
las cargas administradas al hueso as{ como permitir su deformidad (19,24).

El periostio es un componente 6seo importante que cubre la superficie
externa del hueso cortical que permite el anclaje de ligamentos y aporta
vascularizaciéon adicional al hueso (24). Por su parte, el endostio es una
estructura membranosa que recubre el interior del hueso. Este tejido presenta
una rica vasculatura y células osteoprogenitoras que establecen comunicaciones

directas con el espacio medular (24).

3. COMPOSICION DEL HUESO

El hueso se compone de un 10% de células y un 90% de matriz mineral, de
la cual un 60% se corresponde con matriz mineral inorganica, y un 30% con

matriz mineral organica (19,22,24,25).

3.1. Células

3.1.1. Osteoblastos

Los osteoblastos son las principales células involucradas en la formacion del
hueso y desempenan un papel fundamental en la sintesis de matriz 6sea y en la
mineralizaciéon del mismo. Estas células se originan a partir de las MSCs
mediante un proceso denominado osteoblastogénesis (21,22,24,25).

Las MSCs son células pluripotentes que, bajo el estimulo apropiado, son
capaces de diferenciarse a diferentes tipos celulares tales como fibroblastos,

condrocitos, tenocitos, miocitos, osteoblastos o adipocitos (26—30).
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Cabe destacar que los procesos de osteoblastogénesis y adipogénesis se
encuentran en equilibrio y son antitéticos. Esta relacion inversa indica que todo

estimulo que promueve la formacion o6sea inhibe la adipogénica, y viceversa

(26-30).

3.1.2. Osteocitos

Son las células mas abundantes del tejido 6seo. Se trata de osteoblastos
maduros que se encuentran embebidos en la matriz mineral del hueso. Estas
células presentan numerosas proyecciones que atraviesan el hueso y establecen
contacto directo con los osteocitos adyacentes. Entre sus funciones destacan su
capacidad para detectar estimulos mecanicos para iniciar el remodelado 6seo, el

mantenimiento de la matriz mineral y la mediacion en la homeostasis del calcio

(19-21,24,25).

3.1.3. Osteoclastos

Los osteoclastos son células multinucleadas formadas por la fusion de varios
progenitores mononucleares de la linea monocito/macréfago en un proceso
conocido como osteoclastogénesis. Estas células presentan un borde en cepillo

que les permite acidificar el medio para llevar a cabo su principal funcion: la
resorcion osea (21,22,24.25).

3.1.4. Células de revestimiento Oseo

Las células de revestimiento 6seo son células residentes localizadas en la
superficie del hueso pertenecientes a la linea osteoblastica. Estas células se
comunican directamente con los osteocitos, formando una red extensa
altamente sensitiva a lo largo de la matriz 6sea. Gracias a estas conexiones,
cambios en la superficie 6sea tales como microfracturas, fracturas o
traumatismos son detectados, produciéndose una respuesta adecuada por parte

de las mismas para preservar la integridad del hueso (31).
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3.2. Matriz 0sea

3.2.1. Matriz organica

Entre los componentes de la matriz organica destacan el colageno tipo I,
proteina mas abundante suponiendo el 88% de esta matriz (19,22,24,25).
También presentes, pero en menor medida, estan otras proteinas, las cuales
representan el 10% de la matriz organica, y, en menor abundancia, los lipidos y

glicosaminoglicanos, que solo suponen entre el 1-2% de la matriz organica del

hueso (19,22,24).

3.2.2 Matriz inorganica

La matriz inorganica del hueso, también conocida como matriz mineral, esta
fundamentalmente compuesta por cristales de hidroxiapatita y calcio, asi como
por algunos iones entre los que destacan el sodio, el fldor, y el magnesio
(19,22,25).

Por lo tanto, la matriz 6sea esta fundamentalmente formada por una
combinacién de colageno tipo I y cristales de hidroxiapatita. Sin embargo,
existen otras proteinas que forman parte de la matriz 6sea como las proteinas
morfogénicas 6seas (BMPs, por sus siglas en inglés), los factores de crecimiento
insulinico 1y 2 (IGFs, por sus siglas en inglés), la sialoproteina y la osteopontina

(SPPT, por sus siglas en inglés) (25).

4. EL PROCESO DE OSIFICACION

Desde un punto de vista embriolégico, el proceso de osificacion puede
originarse de diferentes maneras. Por una parte, las células de la cresta neural
procedentes de los margenes dorsales del tubo neural migran hacia la parte
anterior del craneo, dando lugar a la dentina de los dientes, y a los tejidos
conectivos, huesos y cartilago de la parte anterior del craneo. Por su parte, de

las células del mesodermo derivan las estructuras cartilaginosas y 6seas de la
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parte posterior del craneo, asi como el esqueleto axial y apendicular del cuerpo
humano (24-26,32).

El inicio de la esqueletogénesis comienza cuando las MSCs de estas zonas
migran hacia los lugares donde tendra lugar la formacion 6sea. Ahi se
condensan, y contindan su diferenciacion por uno de los dos procesos

tormadores de hueso: la osificacion intramembranosa y la endocondral (26,32).

4.1. Tipos de osificacion

4.1.1. Osificacion intramembranosa

Una vez iniciada la condensacion de las AMSCs, estas células pueden
diferenciarse directamente a osteoblastos para formar el hueso. Este tipo de

osificacién se conoce como intramembranosa, y tiene lugar en la formacion de
la mayoria de los huesos planos (24-26,32,33).

4.1.2. Osificacion endocondral

La otra via formadora de hueso es la osificacion endocondral. En este tipo de
osificacion, el conglomerado de las MSCs pasa previamente por la formacion
de un molde cartilaginoso para crear la estructura 6sea final. La osificacion
endocondral se produce mayoritariamente en la formacién de huesos largos
(24-26,32,33).

La osificacion endocondral es indispensable para el desarrollo, crecimiento y
reparacion de huesos largos. La formacion del molde cartilaginoso tiene lugar
en los centros de osificacion primarios, localizados en la diafisis del hueso, y en
los centros de osificacion secundarios situados en las epifisis. Una vez que las
MSCs se condensan en el lugar de formacién de hueso, se produce la liberacion
de numerosos factores que median la diferenciacién de las MSCs. Las células
localizadas en el centro de la condensacién de las MSCs daran lugar a los
condrocitos, mientras que las células periféricas formaran el pericondrio. A
continuaciéon se produce la maduracién de los condrocitos para finalmente

culminar con la invasién de los vasos sanguineos procedente de los tejidos
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circundantes. En este punto, la mayorfa de los condrocitos hipertréficos entran
en apoptosis y el molde de cartilago sufre un proceso de remodelado para

formar el hueso trabecular (26,32,34).

En la placa de crecimiento se diferencian las siguientes zonas:

e Zona de reposo: los condrocitos son pequefios, uniformes y presentan
una tasa proliferativa baja. Estas células empiezan a producir colagenos
de tipo I, I y V, asi como componentes tipicos del cartilago como
colagenos tipo II, IX y XTI (24,34).

e Zona proliferativa: es la zona subyacente a la zona de reposo. Los
condrocitos se dividen, adquieren una forma aplanada y se posicionan
formando columnas longitudinales. Las células empiezan a expresar

colageno VI, matrilina 1, asf como colagenos II, IX, XI, y agrecano (34).

e Zona perihipertrofica: se trata de una zona de transicion en la cual los
condrocitos se preparan para la fase hipertréfica. Se caracteriza por la
expresion de Ihh (24,34).

e Zona hipertréfica: se inicia la expresion de colageno X y se reducen los
niveles de produccién de los colagenos II, IX y XI. Asimismo, se induce
la expresion de la metaloproteinasa de matriz 13 (MMP73, por sus siglas
en inglés), fosfatasa alcalina (ALP, por sus siglas en inglés), I"EGEF,
SPP1, y el factor de transcripcion relacionado con RUNT tipo 2
(RUNXZ, por sus siglas en inglés) (24,32,34).

e Zona de invasion: se produce la vascularizacion del cartilago y la
formacion del collar 6seo. Los vasos sanguineos procedentes del tejido
circundante invaden el centro de la zona hipertréfica y el pericondrio,
formando el collar 6seo. De este modo, se establecen los centros de
osificaciéon primarios, localizados en la futura diafisis de los huesos, a

partir de los cuales se formara el hueso trabecular (24,26,32).

e Zona de calcificacién: los condrocitos se calcifican, entran en apoptosis,
se produce la migraciéon de las células osteoprogenitoras y su
diferenciacién a osteoblastos para dar lugar a la formacion de hueso (24).

El proceso de osificaciéon endocondral esta rigurosamente controlado por
diferentes factores y hormonas entre los que destacan las BMPs, los factores de

crecimiento de fibroblastos (FGFs, por sus siglas en inglés), las proteinas de la
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familia Wnt, el TGFf, la hormona de crecimiento (GH, por sus siglas en inglés),
los IGFs, y las MMPs, entre otros (26,32,34).

4.1.3. Osificacion en la consolidacion de fracturas

Las fracturas son una de las lesiones mas frecuentes que afectan al aparato
locomotor. Una correcta consolidacion de fracturas requiere de una adecuada
alineacién anatomica de las estructuras afectadas, asi como de la estabilidad de
las mismas (35). En el proceso de consolidacion, ambos tipos de osificacion
coexisten (33,35). Se diferencian tres fases en el proceso de consolidaciéon de

fracturas:

e Tase inflamatoria: esta etapa se inicia como respuesta al dafio tisular
generado tras la fractura. Tras una fractura se produce una ruptura de
vasos sanguineos, asi como un dafio en las células y tejidos provocando
un proceso inflamatorio con la consecuente extravasacion de
citoquinas e infiltracion leucocitaria. Durante esta fase se produce el
hematoma, el cual se caracteriza por ser una zona de hipoxia y bajo pH.
Este ambiente promueve de forma temporal la invasion de células
inflamatorias, las cuales secretan citoquinas como la proteina
quimiotactica de monocitos 1 (MCP7 o CCL.2, por sus siglas en inglés)
o la interleuquina 6 (IL6, por sus siglas en inglés). Ademas, también se

produce la secreciéon de otros mediadores inflamatorios tales como la

interleuquina 1 beta (II.7f por sus siglas en inglés), el factor de
necrosis tumoral (TINF, por sus siglas en inglés) o las BMPs.

Se ha descrito la necesidad de cierto grado de inflamacién para una
correcta consolidaciéon de las fracturas. Sin embargo, una respuesta
inflamatoria aguda exagerada, asi como la presencia de una inflamaciéon
cronica conllevan a la ruptura del balance entre la formacién vy
destruccién Oseas a favor de la osteoclastogénesis, promoviendo la

pérdida de masa 6sea (35).

e Tase de reparacion: durante esta etapa, ambos tipos de osificacion
coexisten para iniciar la formaciéon de hueso que dara lugar a la

consolidacion de la fractura (33,35). Esta fase se inicia con la formaciéon
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de hueso mediante un proceso de osificacion intramembranosa en el
periostio, que conlleva a la formacién del callo 6seo. A continuacion,
el callo 6seo crece y prolifera en direccién a la zona de fractura. En el
caso de que exista compromiso vascular ligado a hipoxia, se favorece
la proliferacién de los condrocitos mediante un proceso de osificacion
endocondral. Posteriormente, los vasos sanguineos invaden el callo
cartilaginoso y las células de tipo osteoclasto resorben el cartilago
calcificado. Finalmente, las MSCs se diferencian a osteoblastos para

rellenar la laguna generada por los osteoclastos y permitir la formacion

de hueso de novo (33,35).

e Tase de remodelado: tras la creacién de un puente 6seo entre los
tragmentos de la fractura, el diametro del callo 6seo se reduce gracias
a la accion de los osteoclastos, los niveles de citoquinas vy

vascularizaciéon vuelven a un estado pre-fractura, y el hueso es

remodelado (35).

5. EL METABOLISMO DEL HUESO

5.1. Modelado y remodelado 6seos

A los procesos responsables de la regeneracion 6sea continua se le conocen
como remodelado y modelado 6seo. Un correcto modelado y remodelado
6seos requiere de una regulaciéon coordinada entre la formacion y destruccion
de hueso (19-22).

La diferencia entre ambos procesos radica en el momento y la localizaciéon en
el que se llevan a cabo. En el caso del modelado 6seo, éste se inicia en la etapa
fetal y continta hasta la maduracién del esqueleto. Se trata de un proceso que
tiene lugar simultaneamente en diferentes zonas anatomicas, y es el responsable
del crecimiento, de la adquisicion morfolégica y masa 6sea, asi como de las
adaptaciones mecanicas del hueso (20,21,36). Por su parte, el remodelado 6seo
persiste durante toda la adultez y se produce en zonas especificas del organismo

ara perpetuar la integridad del esqueleto normalmente, se encuentra
p petp g q Vs
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asociado a un proceso subyacente de mantenimiento o reparacion tras un dafo
6seo (20,21,30).

El remodelado 6seo es llevado cabo en las unidades de remodelado 6seo,

tormadas principalmente por los osteoblastos, osteocitos, las células de

revestimiento 6seo y los osteoclastos (20,21). La liberacion de diferentes

hormonas y factores (Tabla 1) permiten la correcta regulaciéon de este proceso,

en el cual se diferencian seis fases (Figura 3):

Fase de activacion: los osteocitos detectan la sefial de inicio del
remodelado 6seo, el cual puede ser por ejemplo un estimulo mecanico o
un dafio directo sobre el hueso, lo que provoca cambios en la

homeostasis del tejido 6seo. En condiciones basales, los osteocitos

secretan TGEFf, el cual inhibe la osteoclastogénesis. Dafios que

provoquen la apoptosis de estas células suponen una reduccién en los

niveles de TGF/, promoviendo asf la formacién de osteoclastos (19-21).
Otra hormona implicada en esta fase del remodelado 6seo es la hormona
paratiroidea (PTH, por sus siglas en inglés). A nivel 6seo, esta hormona
se une a sus receptores en las células osteoblasticas activando una serie
de rutas cuyo resultado final es la secreciéon de moléculas que provocan
el reclutamiento de los precursores osteoclasticos, induciendo su
activacion y diferenciacion, e iniciando la resorcion ésea (19-22).

Fase de resorcion: los osteoblastos responden a las senales generadas por
los osteocitos y reclutan a los osteoclastos, si bien estos también pueden
ser directamente activados por los osteocitos, en el lugar en el que tendra
lugar el remodelado 6seo. En respuesta a la liberacién de la PTH, los
osteoblastos producen CCI.2, una quimiocina capaz de reclutar a los
osteoclastos. Ademas, se produce un incremento en la liberacion del
ligando del factor nuclear kappa B (RANKL, por sus siglas en inglés) y
del factor estimulante de colonias 1 (MCSF, por sus siglas en inglés), los
cuales promueven la supervivencia y maduraciéon de los precursores
osteoclasticos. Al mismo tiempo, disminuyen los niveles de
osteoprotegerina (OPG, por sus siglas en inglés), proteina con un papel

anti-osteoclastogénico al ser capaz de secuestrar el RANKL, evitando su

union al receptor RANK (19-22).
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Asimismo, los osteoblastos liberan MMPs en respuesta a estos estimulos,
las cuales degradan el osteoide de la superficie 6sea facilitando el anclaje
del osteoclasto al mismo. Este acoplamiento se conoce como zona de
sellado y representa el lugar dénde los osteoclastos liberan enzimas
proteoliticas e hidrogeniones a través de su borde en cepillo, acidificando
el medio y provocando la disolucién de la matriz mineralizada formando
las lagunas de Howship. La matriz 6sea restante es degradada por enzimas

colagenoliticas como la Catepsina K (19-22).

Fase de cambio: tras la resorcién osea, las lagunas de Howship
permanecen cubiertas por particulas de colageno desmineralizado no
digerido. La eliminacién de estos restos lo llevan a cabo células
mononucleares de origen incierto, que ademas preparan la superficie para
la nueva formacién de hueso. Durante esta fase se produce la

desaparicioén de la mayoria de los osteoclastos (19-21).

Fase de formacién: en este estadio se produce el reemplazo de los
osteoclastos por los osteoblastos. La secrecion de la PTH inhibe la
liberacion de esclerostina (SOST, por sus siglas en inglés), la cual es un
inhibidor de la via Wt 1a principal via involucrada en el anabolismo del
hueso, promoviendo de este modo la formacién de hueso (19-21).

Una vez que las MSCs o precursores osteoblasticos alcanzan la laguna de
reabsorcion, éstas se diferencian y secretan moléculas para dar lugar a la
formacion 6sea. Entre las moléculas secretadas destacan el colageno tipo
I, principal componente organico del hueso, proteoglicanos, proteinas
glicosiladas como la ALP, lipidos, etc. Finalmente, se produce el

deposito de hidroxiapatita en el nuevo osteoide (19-21).

Fase terminal: tras la mineralizacion, los osteoblastos se embeben en la
matriz mineralizada, entran en apoptosis, y se diferencian a osteocitos
(19,20). Los osteocitos expresan SOST, reduciendo asi la actividad 6sea
remodeladora (21).

Fase de quiescencia: las células de revestimiento 6seo se disponen en la
superficie del hueso. Las células B presentes en la médula ésea secretan

OPG, la cual protege el hueso y suprime la osteoclastogénesis (20,21).
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Esta fase se mantendra hasta que un nuevo estimulo desencadene un

nuevo ciclo de remodelado dseo

Tabla 1. Hormonas y factores reguladores del remodelado 6seo.

Fases del Hormonas y factores reguladores del remodelado

remodelado 6seo  6seo
Fase de activacion 1 PTH, IGF-1, I1.1, I1.6, PGE,, Calcitriol, TNF«
| Estrégenos, TGFf

Fase de resorcion T RANKI, MCSF, IL1B IL1a, TNFea, acido
retinoico, S'7P, MMPs
I OPG, GM-CSF, estrogenos, calcitonina, IT 4, I1.78,

TGEB
Fase de cambio T TGEFp IGF-1, IGF-2, BMPs, PDGF, FGF
Fase de formaciéon WNTs, BMPs, IGF-1, FGF-2, FGF-18, PDGFY,

T PTH, 1,25(0OH), Vitamina Ds;, RUNX2, TGFf,
CT-1, efrina B2
| PDGFs,  glucocorticoides, leptina, pirofosfato
Semad D, SOST
Fase terminal T SOST
Fase de quiescencia T OPG

PTH — paratohormona, IGF-7 — factor de crecimiento insulinico 1, IL1 — Interleuquina 1,
IL6 — Interleuquina 6, PGE, — prostraglandina E,, TNFa — factor de necrosis tumoral alfa ,
TGFf — factor de crecimiento transformante beta , RANKL — ligando del factor nuclear
kappa beta, MCSTF — factor estimulante de colonias 1, II.7/ — intetleuquina 1 beta , IL.7a —
interleuquina 1 alfa, TNFa — factor de necrosis tumoral alfa, §7P — esfingosina 1-fosfato,
MMPs — metaloproteinasas, OPG — osteoprotegerina, GM-CSF — factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos, I 4 — interleuquina 4, I1.78 — interleuquina 18, IGF-
2 — factor de crecimiento insulinico 2, BMPs — proteinas morfogénicas éseas, PDGIF — factor
de crecimiento derivado de plaquetas, FGF — factor de crecimiento fibroblastico, Wnts —
moléculas de la via Wn#, FGF-2 — factor de crecimiento fibroblastico 2, FGF-78 — factor de
crecimiento fibroblastico 18, RUNXZ — factor de transcripcion relacionado con RUNT tipo
2, CT-1 — cardiotrofina, Sema4D — semaforina 4D, SOST — esclerostina (19,21,22).

Las alteraciones en el remodelado 6seo, tanto al alza como a la baja, derivan
en la aparicién de patologias (19,21,2225). Asi, entre las enfermedades

desencadenadas por una disminucién de la masa 6sea destacan la osteoporosis,
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la osteopenia, el raquitismo o la fragilidad 6sea (19,21,22,25). Por otro lado,
existen alteraciones provocadas por una excesiva masa 0sea, las cuales pueden
ser debidas a un incremento del remodelado 6seo, como sucede en la
esclerostosis, a una resorcion 6sea reducida, como es el caso de la osteopetrosis,
o a una alteraciéon entre el proceso de formacién y resorcion éseas, como sucede
en la enfermedad de Paget (19,22,25,36,37). Sin embargo, hay enfermedades
como la osificaciéon heterotopica (OH) dénde se produce un crecimiento

anomalo del hueso, cuyo origen y mecanismo permanecen desconocidos.
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Figura 3. Fases del remodelado 6seo. Esta figura fue creada utilizando imagenes de
BioRender (BioRender.com) y SMART Servier Medical Art (smart.servier.com).

5.1.1. La via Wnt

La via Wnt es una ruta de sefalizacion celular que esta constituida por
diferentes proteinas celulares secretadas, cruciales para un correcto remodelado
6seo. En concreto, esta via actia sobre los osteoblastos, desempefiando un
papel importante en la formacién osea (37-39).

Las proteinas de la via W7, al unirse con su receptor, desencadenan una serie
de sefales intracelulares que interactian con otros factores, como las BMPs,

promoviendo la osteoblastogénesis. Dependiendo del tipo de unién establecida
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entre el ligando y el receptor, se pueden activar tres vias diferentes: la via
canonica, la del calcio, y la no canénica. La via candnica es la mas conocida y la
que esta principalmente involucrada en el proceso de formacion 6sea. Esta via
depende de la estabilidad de la beta-catenina presente en el citoplasma de los

osteoblastos. En ausencia de ligandos de la via Wus la beta-catenina es

fosforilada principalmente por la glucdgeno-sintasa-quinasa 3 beta (GSK3f, por

sus siglas en inglés) y degradada. La union de las proteinas Wt a su receptor

provoca la inhibiciéon de GSK3f, impidiendo la degradacién de la beta catenina
y promoviendo la acumulaciéon de la misma en el citoplasma del osteoblasto.
Posteriormente, la beta catenina es transportada al nucleo, dénde se asocia con
tactores de transcripcion para regular los genes de la via Wns, promoviendo la
diferenciacion de las MSCs a osteoblastos (36—39).

Existen ligandos competitivos capaces de inhibir la actividad de la via Wr.
Entre ellos destacan SOST y la proteina Dickkopf 1 (DKKT, por sus siglas en
inglés) (36-39).

Adicionalmente, se ha descrito otro papel de la via Wn# en la promociéon de
la formacién Osea a través de su capacidad para bloquear la adipogénesis. La
activacion de la via Wnt es capaz de inhibir factores de transcripcion
adipogénica como la proteina de union al potenciador CCAAT (CEBP, por sus
siglas en inglés) o el receptor gamma activado por el proliferador del

peroxisoma (PPARG, por sus siglas en inglés) (27,30,36,37).
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PATOLOGIA DEL HUESO Y DEL SN: LA OH

1.LAOH

LLa OH es, por definicién, la formaciéon de hueso laminar maduro mediante
procesos de osificacién endocondral y/o intramembranosa en tejidos blandos
extra-esqueléticos como la piel, el tejido subcutaneo, el musculo esquelético, el
tejido fibroso, las paredes de los vasos sanguineos y los ligamentos (40—44).
Esta patologia fue descrita por primera vez por Reindel en 1883 vy,
posteriormente, Dejerne y Ceillier reportaron su elevada incidencia en los
soldados heridos por explosiones durante la I Guerra Mundial (40,41,44,45).

Entre los factores de riesgo de la OH destacan el sexo masculino (ratio 3:2),
haber sufrido un TCE o una lesién medular, quemaduras, fracturas, cirugia de
reemplazo articular de cadera, procesos infecciosos, la necesidad de ventilacion
mecanica y periodos de inmovilizaciéon prolongados. La prevalencia de esta
enfermedad depende del mecanismo lesional (Tabla 2), del tiempo de
inmovilizacién, del porcentaje de area afectada y del grado de espasticidad

muscular (40,43,46).

Tabla 2. Prevalencia de la OH en relaciéon con el mecanismo lesional (40,40).

Prevalencia de la osificacion heterotépica

Mecanismo lesional Tasa de osificacion heterotopica (%o)
Quemaduras 0,2-4

Fracturas 40

Reemplazo articular de cadera 3-90

TCE > 50

Lesion medular 20

Otras alteraciones del SNC 10-53

Clinicamente, los signos y sintomas clinicos de la OH se pueden presentar
tempranamente en la tercera semana post-incidente, o de forma tardfa a partir

de las doce semanas (41,47). Actualmente, no existe un signo patognomoénico
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que permita establecer el diagnéstico temprano de esta enfermedad. Su
diagnostico se basa en la recopilacion de hallazgos clinicos no especificos de la
patologia entre los cuales destacan el referimiento de dolor por parte del
paciente, asi como la presencia de signos como fiebre, tumefaccion, eritema,
deformidad 6sea y una restriccion en el rango de movimiento articular que se
desencadena a posteriori del mecanismo lesional, acompafiado de limitacion
tuncional (40,41,43,47). A pesar de que cualquier estructura podria ser
susceptible de desarrollar este tipo de masas 6seas ectdpicas, existen regiones
anatémicas predisponentes, las cuales varian en funcién de la alteraciéon que lo
desencadena. Asi, en aquellos pacientes que sufrieron una lesion medular o un
TCE, el hueso ectopico aparece, por orden de prevalencia en la cadera, rodilla,
codo y hombro. En el caso de los quemados, el codo se afecta en primera
instancia, seguido del hombro y finalmente de la cadera. En relacién con los
reemplazos articulares, la presencia de masas 6seas ectdpicas se observa con
mayor frecuencia tras una cirugia de reemplazo de cadera (40,43).

Entre las complicaciones asociadas a esta patologia destacan la anquilosis, el
atrapamiento nervioso y vascular, el dolor crénico intratable, las ulceras por
presion o las complicaciones respiratorias en caso de verse afectados los
musculos respiratorios (41,44,48).

Como herramienta complementaria a los sintomas y signos clinicos, los
estudios radiologicos son imprescindibles para determinar la localizacién exacta
y la extension de la masa 6sea. Este tipo de técnicas son cruciales para establecer
un diagnoéstico diferencial con otras patologias como el osteosarcoma,
osteocondroma, calcificaciones o procesos metastasicos (40,41,47).

Paralelamente, los estudios serolégicos y los uroanalisis pueden ayudar a
esclarecer el diagnoéstico de la OH. Asi, se han descrito como marcadores utiles
para el diagnéstico de esta enfermedad los niveles de ALP en sangre y los
niveles de prostaglandina E, en orina. Su uso esta recomendado debido a su
baja invasividad y coste. Sin embargo, se trata de parametros que pueden dar
lugar a confusiéon ya que la normalizacién de los mismos no siempre se
corresponde con la maduracién 6sea. Por lo tanto, no es posible establecer un

diagnostico final de esta patologia en base a los mismos (41,42,46—48).
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1.1. Fisiopatologia de 1a OH

Se ha descrito que, para la formacién del hueso ectépico, es necesaria la
presencia de tres factores: un factor desencadenante, un reservorio de células
capaces de diferenciarse a osteoblasto y, por udltimo, un ambiente pro-

osteoblastogénico (42).

1.1.1. El factor desencadenante

Actualmente, la OH se considera una complicacion derivada de una alteracién
genética o de un proceso traumatico que lo desencadene (Tabla 2) (40-42,47).
A pesar de que se desconoce el origen de la sefial que promueve la migracion
de los componentes involucrados en la formacidén 6sea hacia el lugar de
formacion del hueso ectépico, se cree que alguna proteina secretada por las

células del lugar de lesion podria ser la responsable de este efecto (40—42).

1.1.2. La existencia de precursores osteoblasticos

La formacién de hueso ectépico es el resultado de un reclutamiento
patologico de células precursoras con potencial osteoblastico. En este sentido,
cualquier nicho de MSCs que no hayan alcanzado su destino celular desempefia
un papel principal en el desarrollo de esta patologia (40—42,47). Ademas, se ha
sugerido que las células vasculares endoteliales y las células musculares satélites
y tendinosas residentes podrian estar involucradas en el inicio de esta patologia
(40,44,47,49). Asimismo, se ha descrito la presencia de células precursoras
osteoblasticas que también podrian contribuir en la apariciéon y formacion de la

OH (50,51).

1.1.3. La presencia de un ambiente promotor de la osteoblastogénesis

Para que la formacion de hueso tenga lugar, es fundamental la presencia de

un ambiente local que promueva la osteoblastogénesis. Tal y como se ha
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mencionado previamente, la inflamacién desempefia un papel esencial en el
proceso de formacién 6sea y consolidacion de fracturas (35). En relaciéon con
esto, se ha descrito que los tejidos donde se desarrolla la OH presentan una
respuesta inflamatoria mas intensificada o prolongada en respuesta al dano
tisular, lo cual podria exacerbar el proceso de osificacion fisiolégico (40).
Ademas, se han identificado potenciales factores involucrados en esta patologia,
entre los cuales destacan las BMPs. En concreto, BMP2 y BMP4 parecen estar
altamente relacionadas con la OH debido a sus propiedades osteoinductivas
(40-44,47,52). Sin embargo, no se han encontrado pruebas concluyentes que
apoyen la asociacion directa entre estos factores y la formacion ésea ectopica.

Asimismo, también se han relacionado la modulacién de los receptores
retinoicos con el desarrollo de la OH. La inhibicién de estos receptores activan
la condrogénesis y, de este modo, la formacién de hueso ectépico formado a
través del proceso de osificacion endocondral (40,43,52).

Otra de las vias involucradas en la formacién de hueso ectopico es la de la
diana de rapamicina en células de mamifero (#TOR, por sus siglas en inglés).
Esta via interviene en numerosos procesos celulares, incluyendo la
diferenciacién condrogénica. Se ha descrito un aumento de 7TOR en pacientes
con OH (43,52,53).

Finalmente, se han relacionado los factores inducibles por la hipoxia (HIF,
por sus siglas en inglés) con la OH. Tras un episodio traumatico, se produce un
cambio en el ambiente que promueve la formacion 6sea. Asi, bajo situaciones
de hipoxia generadas por el mismo mecanismo lesional, se activa HIF-7 ¢, un
regulador de la respuesta celular a la isquemia. La traslocacion de este factor al
nucleo debido a la baja concentracién de oxigeno favorece la liberacion de
citoquinas angiogénicas necesarias para la motilidad, reclutamiento vy
proliferacion de las células endoteliales. Entre estos factores destacan el I’'EGF,
el bFGF, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGEF, por sus siglas
en inglés) y la angiopoyetina-2. Ademas, HIF-7« regula al alza la expresion del
tactor de transcripcion de la region determinante del sexo Y-box-9 (§OXY, por

sus siglas en inglés), indispensable para la osificaciéon endocondral, asf como la

expresion de BMP2 (40,43,44,52,53).
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Otro de los cambios inducidos por la hipoxia asociada a un dafio nervioso es
la presencia de adipocitos pardos en la zona de la OH. Se ha descrito que estas
células son capaces de reducir los niveles de oxigeno, asi{ como de expresar
factores angiogénicos que favorezcan la rapida vascularizacion del tejido,

promoviendo de este modo el proceso de OH (54-50).

1.2. Etapas en la formacion del hueso ectépico

Atendiendo al grado de maduracioén del hueso, analisis histologicos y técnicas
de imagen, se diferencian tres etapas en la formacién de hueso ectopico.

La primera de ellas se caracteriza por la presencia de hueso inmaduro formado
principalmente por matriz de colageno dispuesta en funcién a las lineas de
tensiéon y calcificaciones difusas. Este estadio no es posible visualizarlo
mediante una radiografia convencional. Técnicas de imagen mas avanzadas
como la resonancia magnética serfan necesarias para poder identificar estos
hallazgos.

La segunda fase en la formacion de hueso ectopico se caracteriza por una
intensa inflamacién, vascularizacion y calcificacion. En esta etapa seria posible
observar la osificacion de las estructuras peri-articulares mediante radiografias.

Finalmente, la tltima etapa se corresponde con la maduracién del hueso,
presentando unas caracteristicas histologicas y radiologicas similares al de un
hueso normal (48,57).

2. CLASIFICACION DE LA OH

2.1. Clasificacion de la OH segun la extension y localizaciéon de la masa

Osea

Actualmente existen diferentes escalas para clasificar la OH atendiendo a la
extension de la masa 6sea y la localizacion de la misma. Entre ellas destacan la

escala de Brooker para la cadera y la de Hastings y Graham para el codo (Tablas
3y 4) (40,43,47).
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Tabla 3. Clasificacion de la OH de cadera segtin Brooker (40,43,47).
Clasificacion de la OH de cadera

Tipo Definicion
I Islotes de hueso dentro de tejidos blandos
II Osificacion que se proyecta desde la pelvis o el fémur proximal por

lo menos a 1 cm de distancia entre las superficies 6seas opuestas
IIT | Osificacién que se proyecta desde la pelvis o el fémur proximal con
menos de 1 cm de distancia entre las superficies 6seas opuestas

IV | Osificaciéon que hace un puente completo entre el fémur proximal y

la pelvis (anquilosis 6sea)

Tabla 4. Clasificaciéon de 1a OH de codo segun Hastings y Graham (40,43).
Clasificacion de la OH de codo
Tipo Definiciéon

I Evidencia radiografica sin déficit funcional

ITA | Evidencia radiografica con limitacion en la flexo-extension

IIB | Evidencia radiografica con limitacién en la prono-supinacion

ITTA | Formacién del hueso ectopico con anquilosis en la flexo-extension
ITIB | Formacién del hueso ectépico con anquilosis en la prono-supinacion
ITIC | Formacién del hueso ectopico con anquilosis en la flexo-extension y

prono-supinacion

2.2. Clasificacion de 1a OH segun su etiologia

2.2.1. OH congénita

Existen dos tipos de OH hereditaria descritos: la fibrodisplasia osificante
progresiva (FOP) y la heteroplasia 6sea progresiva (HOP) (41-44,58). Estas
patologias raras son consideradas como las formas mas graves de OH (41,42).
En la FOP, la formacién de hueso se inicia en las estructuras periarticulares,

mientras que en la HOP comienza a nivel dérmico y del tejido subcutaneo
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(42,43,58). Otra de las diferencias entre estas patologias radica en el tipo de
osificacion que tiene lugar para la formaciéon del hueso. En la FOP, la
osificacion endocondral es la predominante, mientras que en la HOP es la
intramembranosa. Ademas, en la FOP se distinguen malformaciones
esqueléticas caracteristicas como el acortamiento de los pulgares y dedos gordos
de los miembros inferiores, sordera y alopecia. Otra de las caracteristicas
exclusivas de la FOP es que traumatismos y procesos quirdrgicos actian como

tactores desencadenantes en la formacién de nuevas placas 6seas (41-43,47).

2.2.2. OH adquirida

Se trata de la modalidad de presentacion de la OH mas frecuente (41,43). En
este tipo de OH coexisten ambos procesos de osificacion, la endocondral y la
intramembranosa (44), aunque algunos estudios apuntan a un predominio de la
osificaciéon endocondral (44,53,57). Entre las causas que subyacen la aparicién

de este tipo de OH destacan:

e OH adquirida de origen traumatico:

o Desencadenada tras procesos ortopédicos: la formacion de
hueso ectopico se produce tras cirugias de reemplazo articular,
fijaciones, etc. (41,47).

o Desencadenada tras procesos traumaticos: normalmente los
procesos desencadenantes de la formacion del hueso ectépico
son traumatismos de alto impacto como fracturas, asociadas o

no a quemaduras (41,47).

e OH adquirida de origen neurogénico o neurogénica (OHN): las causas
que conllevan al crecimiento heterotopico del hueso son lesiones

asociadas al SN (41,42,47).

2.2.2.1. L.a OHN

La OHN es una de las complicaciones mas frecuentes resultantes de una
lesion del SNC. Este tipo de OH se desarrolla normalmente tras un

politraumatismo en el cual estructuras centrales y periféricas estan involucradas,
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como sucede en el caso de un TCE asociado a fracturas 6seas concomitantes,
o en una lesion medular (Tabla 2) (40,43,46,57).

Actualmente no se han esclarecido los factores de riesgo para desarrollar
OHN. Algunos estudios apuntan al sexo masculino y la edad comprendida
entre veinte y treinta afilos como factores predisponentes para la aparicién de
esta patologfa. Sin embargo, cabe destacar que estas correlaciones podrian estar
sesgadas debido al predominio de la incidencia de los TCEs y lesionados
medulares entre este tipo de poblacion. Curiosamente, la prevalencia de este
tipo de OH es mucho menor entre la poblacién pediatrica (48,49,52,57).

En cuanto a su etiopatogenia, ésta permanece desconocida a dfa de hoy. Una
de las plausibles hipoétesis avalada por la comunidad cientifica se basa en un
posible efecto aditivo de los factores humorales neuroinmunolégicos, que
alcanzan las estructuras periféricas debido a una alteracion en la permeabilidad
de la BHE producida por el TCE, y de los factores locales liberados tras el
traumatismo (59,60). Asi, un aumento en la permeabilidad de la BHE podria
tavorecer la liberacién de factores osteogénicos al torrente sanguineo y activar
la células progenitoras periféricas (61). Esto explicaria en parte la elevada
prevalencia de esta patologia ante la coexistencia de una lesiéon del SNC y una
fractura, frente a la lesion nerviosa o la fractura de forma aisladas.

Por una parte, algunos estudios senalan la presencia de precursores
osteoblasticos en el torrente sanguineo como posibles contribuyentes en el
desarrollo de la OH. Es bien sabido que existen precursores osteoclasticos y
osteoblasticos en la circulacién sanguinea periférica, encontrandose estos
ultimos en menor medida. Ademads, se ha descrito la presencia de células
circulantes en sangre procedentes de la médula 6sea con capacidad
osteoformadora (50,51,56). Interesantemente, estas células se encuentran
aumentadas durante el pico de crecimiento y tras una fractura 6sea (50,51).
Ademas, se ha determinado su capacidad migratoria hacia al torrente sanguineo
y de extravasacion al lugar de formacion de la OH (53,50).

Por otra parte, modelos animales de lesion medular han puesto de manifiesto
el incremento humoral de factores relacionados con el remodelado 6seo e
inflamaciéon, asi como un aumento de la actividad osteoblastica. Acorde con

esto, estudios cientificos identificaron alteraciones en el suero y liquido
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cefalorraquideo de pacientes que sufrieron un TCE o una lesion medular,

susceptibles de aumentar el metabolismo 6seo (48,49,61-64). Entre los factores

hallados destacan el incremento de los niveles circulantes de TGFf, IGF-2,
PDGF, RUNX?2, 1.1, II.6 o CCL2, entre otros (48,49,64,65). Ademas, se
evidenci6 un aumento en los niveles séricos de .ALP en los pacientes tras sufrir
una lesion medular, la cual estaba mas incrementada en aquellos que
desarrollaron OH tras la lesion (48,49,62). Asimismo, se ha descrito que los
pacientes que sufrieron un TCE asociado a una fractura de hueso largo (FHL)
duplican la velocidad de consolidacién 6sea, y presentan una hipertrofia del
callo 6seo superior al 50% en comparacién a una consolidacién normal
(48,60,63,65). Todos estos hallazgos apuntan a un papel importante del SNC
sobre el metabolismo 6seo, y, por ende, su posible implicacion con la formacién
de hueso ectopico.

Paralelamente al efecto de las lesiones del SNC sobre el hueso, se ha sugerido
un papel importante de los nervios en la formaciéon de hueso ectépico. Sin
embargo, la relacion entre el SNP y hueso no esta completamente esclarecida.

El hueso es una estructura altamente inervada. Estudios han evidenciado la
intrinseca relacion existente entre la funcién nerviosa y el crecimiento del hueso.
En concreto, estudios realizados en modelos animales demostraron el efecto de
los nervios periféricos sobre el hueso, observandose una pérdida de masa 6sea
tanto del hueso cortical como trabecular tras la denervacion (66,67). Asimismo,
también se determino el efecto de la afectacién nerviosa sobre la consolidacion
de fracturas, objetivandose un incremento tanto en la velocidad de
consolidacién como en la cantidad de callo 6seo formado en aquellos animales
que sufrieron la lesién en el SNP (68).

En este sentido, un componente critico para el desarrollo de la OHN es la
integridad de la BHN. Ante un traumatismo, como por ejemplo una fractura
Osea, el nervio puede sufrir alteraciones debido a estiramientos, fuerzas de
compresion, o lesiones que pueden alterar la permeabilidad de la BHN. Se ha
observado que mecanismos de estiramientos nerviosos repetitivos pueden dar
lugar a la formacion de neuromas. De hecho, la OH a menudo se acompafia de
neuromas y schwannomas (55,69). Ademas, la activacion de las vias aferentes

sensoriales debido a un estimulo nocivo de caracter mecanico, térmico o
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quimico favorece la apertura de esta barrera. Como respuesta a estos estimulos,
se inicia el proceso de neuroinflamacién, con la consecuente liberacion de
neurotransmisores como el glutamato, el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP, por sus siglas en inglés), la substancia P o las catecolaminas.
La liberaciéon de estos neurotransmisores por las terminaciones nerviosas
ejercen un efecto directo sobre el metabolismo 6seo, aumentando su actividad
osteoblastica y reduciendo la osteoclastica (16,48,52,54,55,57,60).

Mas recientemente, ciertos estudios han sugerido el origen de los progenitores
osteoblasticos a nivel del endoneuro, tras demostrar que las células de este
compartimento son capaces de expresar factores osteogénicos, como osterix,
en presencia de BMP2. Ademas, se ha observado que, tras un traumatismo del
nervio, estas células permanecen en el endoneuro solo durante veinticuatro
horas, periodo tras el cual desaparecen del nervio, son detectables en el torrente
sanguineo y, posteriormente, en el lugar donde tendra lugar la formacion de
hueso ectopico (56,70,71). Interesantemente, estas células también han sido
localizadas en el cartilago y el tejido adiposo pardo, sugiriendo la
multipotencialidad de las mismas (70).

Finalmente, en el caso de los lesionados medulares, existe una pérdida de la
funcién nerviosa motora y sensitiva en los niveles subyacentes a la lesion. Sin
embargo, a pesar de no existir comunicaciéon entre SNP y SNC, los nervios
distales permanecen funcionales, aunque normalmente asociados a una
hiperactividad anémala (54), lo que podria estar relacionado con la alta

prevalencia de la OH en este tipo de pacientes.

3. ABORDAJE TERAPEUTICO DE LA OH

3.1. Profilactico
3.1.1. Antiinflamatorios no esteroideos
Se ha descrito el uso de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), como

la indometacina, para prevenir la aparicion de la OH. Estos farmacos tienen la

capacidad de inhibir la diferenciaciéon de los precursores osteoblasticos. Sin
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embargo, debido al efecto represor de la osteoblastogénesis, su uso debe ser
minuciosamente controlado puesto que podrian producir un retraso en la

consolidaciéon de fracturas o el fracaso en la union de las mismas

(40,41,43 44,46-48).

3.1.2. Bifosfonatos

Los bifosfonatos inducen la apoptosis de los osteoclastos e inhiben la
mineralizacion de manera indirecta. Por lo tanto, desempefian un papel
importante inhibiendo la resorcién ésea. Sin embargo, su recomendacion como
profilactico ante la OH resulta controvertido debido a su baja efectividad

(40,43,44.46,48).

3.1.3. Radioterapia

El uso de la radioterapia resulta efectivo para la prevencién de la OH de
cadera, reduciéndose en un 25% su aparicion. Sin embargo, el empleo de rayos
X como profilactico no se ha estudiado adecuadamente en otras articulaciones
(40,41,43,44,46,47).

Estudios han demostrado una efectividad similar en el uso de AINEs y
radioterapia para prevenir la OH. Su eleccién dependera de las circunstancias
especificas de cada paciente. Por ejemplo, en los pacientes quemados es
preferible el uso de AINEs debido al efecto adverso de la radioterapia en
generar contracturas en el tejido blando (40,43,47).

Sin embargo, este tipo de terapia no esta exenta de efectos secundarios. Entre
ellos destacan el retraso en la cicatrizacion, la no unién de los fragmentos 6seos,

la hemorragia y la recidiva de las masas 6seas (40,41).

3.1.4. Otras terapias

Actualmente se estan testando otros farmacos para prevenir la formacion

heterotépica de hueso. Entre ellos destacan los inhibidores de las BMPs, los
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agonistas del acido retinoico, los inhibidores de HIF-7« o la inmunoterapia

(49,52,53,57).

3.2. Tratamiento

3.2.1. Fisioterapia

El tratamiento fisioterapico en pacientes con OH resulta controvertido.
Algunos estudios contraindican la manipulacién pasiva temprana de estos
pacientes debido a la posibilidad de generar microtraumas en la ejecucién de
movimientos, o por las posturas forzadas que podrian exacerbar la apariciéon de
hueso ectépico. Sin embargo, otros indican que su uso puede resultar
beneficioso para este tipo de pacientes de forma temprana, asi como una vez
que la masa 6sea ya esté establecida. En concreto, la evidencia cientifica avala
el uso de técnicas pasivo-asistidas no forzadas y activas dentro del rango de
movimiento no doloroso. A pesar de no existir un consenso, este tipo de terapia
podria resultar ventajosa en aquellos pacientes que presenten espasticidad y que

tengan un rango de movimiento limitado que afecte a la realizacion de tareas de

la vida diaria (40,41,43,44,48,72-75).

3.2.2. Farmacos

A pesar de los farmacos disponibles para el manejo profilactico de la OH,
actualmente no existe ningin consenso acerca de qué tratamientos podrian
resultar efectivos para tratar esta enfermedad cuando la masa 6sea ectopica ya
esta instaurada (40,41).

Se ha postulado el uso de bifosfonatos en el momento en el que se detecta un
incremento de la ALP sérica o de la presencia de la masa 6sea mediante una
técnica de imagen (41). Sin embargo, no se ha demostrado la efectividad de este
farmaco para el tratamiento de la OH.

En la actualidad, se estan testando farmacos agonistas del receptor del acido
retinoico en pacientes con FOP. En concreto, el uso de estos medicamentos en

modelos animales de FOP han demostrado su eficacia como tratamiento ante
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la formacién de hueso ectopico (40,44,76). No obstante, se han descrito efectos
adversos de toxicidad a nivel musculoesquelético tras el tratamiento crénico

con este tipo de farmacos y su eficacia en humanos todavia no esta esclarecida

(40,44,76,77).

3.2.3. Reseccién quirtrgica de las masas 6seas heterotdpicas

La exéresis de las masas Oseas ectopicas se lleva a cabo en pacientes con
alteraciones importantes derivadas de las mismas. El principal objetivo es
restaurar el rango de movimiento articular y reducir las complicaciones
asociadas. El tiempo transcurrido para proceder con la reseccion de las masas
Oseas tras su deteccion es importante y depende del tamano y de la etiologia de
la OH (Tabla 5). Sin embargo, la eliminacién de las placas 6seas heterotopicas
no esta exenta de complicaciones, entre las cuales destaca la recidiva por ser una
de las mas frecuentes (40,43,47,74). Asi, la tasa de recidiva objetivable mediante
técnicas de imagen entre los lesionados medulares es del 82-100%, siendo

clinicamente significantes el 17-58% (59).

Tabla 5. Momento 6ptimo de reseccion de masas dseas ectépicas en funciéon de su
etiologia y tiempo transcurrido tras el incidente (40,47).

Reseccion de masas dseas ectopicas

Mecanismo lesional Tiempo transcurrido (meses)
Traumatismo 6-9

Lesion medular 12

TCE 18

Cirugia de reemplazo articular Lo antes posible

En base a lo anteriormente descrito, las estrategias terapéuticas actuales se
centran en el abordaje profilactico de la OH, y las herramientas para abordar la
patologia una vez que esta instaurada son limitadas. Ademas, algunas de ellas
son costosas, altamente invasivas, no aptas para todo el tipo de poblacién como
la pediatrica y no estan exentas de efectos adversos y recidivas. Por lo tanto, es
necesario investigar nuevas terapias que actien como dianas terapéuticas ante

la formacién ectopica de hueso.
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ANTECEDENTES E HIPOTESIS

1. Se ha propuesto que los factores humorales responsables del crecimiento
6seo anémalo en la OHN tienen su origen en el tejido cerebral y nervioso
lesionado. De hecho, se ha determinado que el liquido cefalorraquideo de los
pacientes con TCE presenta propiedades osteoinductoras (48,49,61-65).
Asimismo, se ha demostrado que la integridad nerviosa es fundamental para el
mantenimiento de la masa 6sea y que, una afectacion de la misma se relaciona
con un incremento del anabolismo 6seo cuando esta asociado a una fractura
(66—68). Acorde con esto, nos planteamos la idea de que los astrocitos y nervios
podrian liberar al medio factores osteoinductores similares a los que se podrian
encontrar en el suero de los pacientes con riesgo de padecer OHN; los cuales

tavorecerian la formacién de hueso ectépico en estos pacientes.

2. Durante los ultimos afios se han acumulado evidencias que sostienen la
capacidad osteoinductiva del suero de pacientes que sufren OHN (40—
43,46,47,57). Ademas, se ha descrito que, para que se produzca la formacién de
hueso ectépico en los pacientes que padecen OHN;, debe existir un ambiente
local y/o sistémico que favorezca la osteogénesis (40-44,47,49,5253). A
consecuencia de esto, nos planteamos la hipotesis de que en el suero de estos
pacientes existen factores, hasta ahora no descritos, responsables de las
propiedades osteoinductoras del mismo y que podrian desempefar un papel
clave en la formacién 6sea ectopica. En este sentido, la determinacion del
proteoma sérico de los pacientes con riesgo de desarrollar esta patologia nos
permitira  caracterizar el potencial ambiente favorecedor de Ia

osteoblastogénesis.

3. Siendo conscientes del problema que supone tener un repertorio
farmacolégico reducido para el tratamiento de la OHN, nos planteamos la
hipétesis de que farmacos utilizados en la practica clinica con un perfil “osteo-
inhibidor” podrian bloquear los procesos osteoformadores presentes en los

pacientes con riesgo de padecer OHN.
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OBJETIVOS

1. Establecer un modelo de OHN 77 vitro valido que permita el estudio de la

patologia. Este objetivo se asocia con la hipétesis 1.

2. Determinar la capacidad de los astrocitos de liberar factores
osteoinductores zz wvitro y caracterizar mediante protedmica los factores

secretados. Este objetivo esta relacionado con la hipotesis 1.

3. Determinar la capacidad de los nervios y células nerviosas de liberar
tactores promotores del anabolismo o6seo iz vitro y caracterizar mediante
protedmica los factores liberados por los mismos. Este objetivo se asocia con
la hipotesis 1.

4. Determinar el potencial osteoinductivo del suero de pacientes potenciales
de padecer OHN e identificar y/o aislar los principales factores humorales
presentes en el suero de estos pacientes mediante proteémica. Este objetivo se

relaciona con la hipétesis 2.

5. Estudiar el bloqueo farmacolégico de los posibles efectos osteoinductivos de

los factores humorales identificados. Este objetivo se relaciona con la hipotesis

3.
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Material y métodos

MATERIAL Y METODOS

1. MUESTRAS SANGUINEAS

1.1. Obtencion de suero y plasma de pacientes

1.1.1. Selecciéon muestral

Siguiendo los criterios de inclusion plasmados en la Tabla 6, se tomaron
muestras de sangre de 38 pacientes y fueron clasificados en 4 grupos en funciéon
del riesgo de padecer OHN: grupo I (G1), pacientes con TCE y FHL con alto
riesgo de sufrir OH; grupo II (G2), pacientes con TCE con menor riesgo de
padecer la enfermedad; grupo 111 (G3), pacientes con FHL con bajo riesgo de
padecer OH y grupo IV (G4), pacientes controles sin riesgo de padecer OH.

Todas las muestras sanguineas fueron extraidas tras la aprobacion del
proyecto por parte del Comité Etico de Investigacion del Area de Santiago y
Lugo (cédigo de referencia 2017/262). Asimismo, la recoleccion de las muestras
se realizé tras la posterior firma por parte de los pacientes o familiares del
consentimiento informado acerca del tratamiento de las muestras y del fin de la
investigacion, de acuerdo con la declaracion de Helsinki. Con el fin de obtener
informacion acerca de las comorbilidades, tratamientos u otras patologfas que
pudiesen alterar la validez de las muestras y descartar posibles sesgos en los
resultados obtenidos, se accedié a la historia clinica de los pacientes. Esta
informaciéon fue correctamente anonimizada y tratada bajo la regulacion

vigente.

51



Marfa Guillan Fresco

Tabla 6. Criterios de inclusién y selecciéon muestral.

Grupos/Caracteristicas Gl G2 G3 G4
TCE  NISS  >16  >16 - -

Politraumatizado Glasgow <13 <13 - -
FHL Si - Si -

Edad 18-65 18-65 18-65 18-65

NISS — Nueva escala de valoracion de la gravedad de las lesiones (New Injury Severity Score,

por sus siglas en inglés).

A todos estos pacientes se les extrajo sangre en el momento del ingreso
hospitalario (DO0), transcurridas las 24h (D1), 72h (D3) y 168h post-trauma
(D7), a excepcién del G4 al que solo se le efectud una extraccion sanguinea. De
estas muestras se obtuvo el suero y el plasma para realizar los analisis
proteémicos y estudiar su potencial osteoinductivo en células SaOS2. Las

caracteristicas demograficas y clinicas de cada grupo aparecen recogidas en la
tabla 7.

Tabla 7. Aspectos demograficos y clinicos de los pacientes incluidos en cada grupo

muestral.
G1 G2 G3 G4
Tamaiio muestral 6 5 9 18
Género (M/F) 5/1 4/1 6/3 9/9

Edad (afios/media) 21-77/39,5 34-72/51,4 19-83/50,9 23-83/39,6

Fractura MMSS 1 - - -
MMII 4 - 8 -
Ambos 1 - 1 -

MMSS — Miembros Superiores (fractura de humero y radio), MMII — Miembros Inferiores
(fractura de fémur, tibia y peroné).

1.1.2. Obtencion del suero y plasma de las muestras sanguineas

Para la obtenciéon del suero, la sangre fue recogida en tubos de plastico
Vacutainer™ Adpance (Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, USA), los
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cuales presentan un gel separador que permite aislar el suero del resto de los
componentes sanguineos. Tras la extracciéon de la muestra, se realizaron entre
cinco y seis inversiones suaves de los tubos. A continuacioén se dejaron reposar
en posicion vertical durante media hora, periodo tras el cual las muestras fueron
centrifugadas a 2000g durante 10 minutos. Una vez finalizada la centrifugacion,
se recogio el suero localizado en la parte superior del gel en una campana de
seguridad biolégica de tipo 11, y se procedié con su congelacion a -80°C.

De forma similar se realizo la extraccion del plasma. La unica diferencia radico
en el tubo en el que fueron recolectadas las muestras. En este caso, la muestra
fue recogida en tubos de plastico con K2-EDTA Vacutainer™ con tapén
Hemogard (Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, USA), el cual permite la
obtenciéon del plasma a partir de sangre completa. Siguiendo el protocolo
anteriormente descrito para el suero, las muestras fueron centrifugadas y el

plasma se almaceno a -80°C.

2. CULTIVOS CELULARES

2.1. Linea celular CCF-STTG1

La linea celular CCF-STTGT1 es una linea de astrocitos humanos obtenida a
partir de una donante de 68 afnos que padecia un astrocitoma en grado IV (78).
El medio de cultivo de esta linea celular consiste en Dulbecco’s Modified Eagle
Medinm (DMEDM, por sus siglas en inglés): Hams F12 suplementado con un 10%
de suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés), y un 2% de antibiético
(penicilina/estreptomicina). Para el mantenimiento de estas células adherentes
en cultivo se realizaron pases celulares cuando las células alcanzaron el 80% de
confluencia. Tras realizar un lavado con 1,5mlL de tripsina/0,5% EDTA, se
afladieron otros 2mlL de la misma a la placa de cultivo en la que se cultivaron
las células, y se incubaron durante 5 minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo,
se inactivé la tripsina con 6mL de medio y las células fueron despegadas y
centrifugadas a 300g durante 6 minutos. Una vez finalizada la centrifugacion, se

decanto el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 6mL de medio. Finalmente
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se sembraron las células en una nueva placa de 100mm (Thermo Fisher
Scientific, Wlatham, MA, USA) realizando un pase 1:2.

2.2. Linea celular SaOS2

La linea celular SaOS2 se trata de una linea osteoblastica humana procedente
de un osteosarcoma de un donante de 11 afios (79). El medio de cultivo
empleado en estas células consiste en DMEM:Hams F12 suplementado con un
10% de FBS, un 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina), y glutamina
2mM. Para su mantenimiento en cultivo, se realizaron pases celulares cuando
las células alcanzaron el 80% de confluencia. Para ello se realizé un lavado con
2mlL de tripsina/0,5% EDTA, y postetriormente se afiadieron 4ml. de la misma
y se dejaron incubar durante 5 minutos a 37°C. Pasado el tiempo de incubacion,
se procedié con la inactivacion de la tripsina afladiendo 9mL de medio. A
continuacion se centrifugaron las células a 300g, durante 5 minutos. Una vez
tinalizada la centrifugacion, se decant6 el sobrenadante, se resuspendi6 el pellet
en 9ml. de medio y se sembraron en el matraz de cultivo de 75cm? (Thermo

Fisher Scientific, Wlatham, MA, USA) realizando un pase 1:3.
2.3. Linea celular C3H10T1/2

La linea celular C3H10T1/2 es una linea mesenquimal de ratén obtenida a
partir del clon 8 de células embrionarias de ratéon C3H (80,81). Estas células,
por ser MSCs, conservan la capacidad de diferenciarse a diferentes estirpes
celulares bajo el estimulo adecuado. Si bien es cierto que el modelo celular ideal
serfa aquel en el que las MSCs fuesen humanas, las C3H10T1/2 han demostrado
poseer unas caracteristicas muy similares a las de las MSCs primarias humanas,
en relaciéon a su capacidad de diferenciacién a osteoblastos, adipocitos y
condrocitos (82).

El medio de cultivo celular de esta linea se basa en DMEM con alta
concentracion de glucosa (4,5mg/ml.) suplementado con un 10% de FBS, un
1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina) y glutamina 4mM. Para el

mantenimiento de estas células en cultivo, se realizaron pases rutinarios cuando
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las células alcanzaron el 80% de la confluencia. Para ello se retir6 el medio de
cultivo y se realizé un lavado con 1,5ml de tripsina/0,5% EDTA.
Posteriormente se retir6 la tripsina y se anadieron 2ml. de la misma para incubar
las células durante 6 minutos a 37°C. Transcurrido el tiempo de incubacién, se
afladieron 6mL de medio de cultivo y las células fueron centrifugadas a 300g
durante 6 minutos. Posteriormente se decanto el sobrenadante, se resuspendi6
el pellet en 6ml. de medio de cultivo y se sembraron en la placa de 100mm con

un pase 1:8.
2.4. Linea celular ATDC5

La linea celular ATDC5 es una linea de condrocitos de ratén generada a partir
de un teratocarcinoma (83). Se trata de una linea que, debido a sus
caracteristicas, permite el estudio de los procesos fisiologicos del cartilago y la
placa de crecimiento, y estda considerada como una de las lineas celulares
optimas para mimetizar el proceso de osificaciéon endocondral (84).

El mantenimiento de estas células requiere de medio de cultivo DMEM:Hams
F12 suplementado con un 5% de FBS, un 2% de antibidtico
(penicilina/estreptomicina), glutamina 4mM, 5ug/ml. de apo-transferrina y
selenito sédico 30nM. Los pases celulares de estas células se realizaron tras
alcanzar el 80% de confluencia. Para ello, se retiré el medio de cultivo y se
efectu6é un lavado con 1,5ml. de tripsina/0,5% EDTA. Postetiormente, se
retir6 la misma y se afiadieron 2ml. de tripsina y se dejaron incubar las células
durante 3-4 minutos. Transcurrido este tiempo, se bloqued el efecto de la
tripsina con 6mL de medio, las células se centrifugaron a 300g durante 6
minutos, se decanté el sobrenadante, se afiadieron 6ml. de medio de cultivo y

se realizo la siembra de las células en placas de 100mm realizando un pase 1:8.

2.5. Aislamiento y cultivo primario de células procedentes de nervio

periférico

Los nervios periféricos ciatico, tibial posterior y safeno se obtuvieron de

donantes humanos. El Comité Etico de Investigaciéon del Area de Santiago y

55



Marfa Guillan Fresco

Lugo aprobo este procedimiento (cddigo de registro: 2017/262). Asimismo, las
muestras fueron extraidas tras la pertinente firma por parte de los familiares de
los donantes del consentimiento informado acerca del tratamiento de las
muestras y del fin de la investigacion, de acuerdo con la declaracion de Helsinki.
Con la finalidad de obtener informacion acerca de las comorbilidades,
tratamientos u otras situaciones patologicas que pudiesen alterar la validez de la
muestra obtenida y, por lo tanto, los resultados del presente estudio, se accedié
al historial clinico de los donantes. Toda la informacién procedente de los
mismos fue correctamente anonimizada y tratada bajo la regulacion vigente.

Para la extraccion de células nerviosas periféricas se siguié el protocolo
descrito por Morrissey ¢7 al. (85). Brevemente, una vez realizada la extraccion
del nervio, se procedié con la minuciosa limpieza del mismo, eliminando el
epineuro, el tejido conectivo y los restos de vasos sanguineos. A continuacion,
se cortaron los nervios en pequefios explantes nerviosos (EN) y se dispusieron
en una placa de cultivo de 6 pocillos (Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA,
USA), con una densidad de 3-4 EN por pocillo. Seguidamente se afnadi6 el
medio de nervio (MN) de tal modo que cubriese los EN, pero sin permitir la
flotacion de los mismos. Este medio se compone de DMEM con alta
concentraciéon de glucosa suplementado con un 10% de FBS y un 1% de
antibiotico (penicilina y estreptomicina). Para el mantenimiento de este tipo de
cultivos, el medio se cambié con una frecuencia de dos veces por semana.
Trascurridos 7-10 dfas, se pudieron visualizar las células primarias procedentes
de los EN. Una vez alcanzada la confluencia de las mismas, se trasladaron los
EN a una nueva placa de cultivo y se reprodujo todo el proceso para obtener
un mayor numero de células. Con la finalidad de garantizar las propiedades
celulares, este procedimiento no se repitié mas de 4 ciclos. Asimismo, parte de
estos EN fueron utilizados en los experimentos de cocultivo de nervio y SaOS2.
Por su parte, las células nerviosas primarias obtenidas de los EN fueron
utilizadas para los experimentos de cocultivo celular de células nerviosas
procedentes de los EN (CEN) y SaOS2.

En relacién con las células obtenidas de este cultivo, se pueden diferenciar

dos tipos: las células de Schwann y los fibroblastos. Estas células son facilmente
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distinguibles en su visualizacién al microscopio, y su caracterizaciéon se basa en

la morfologia del soma y nucleo (Tabla 8) (85).

Tabla 8. Caracterizacion morfolégica al microscopio de las células de Schwann y
fibroblastos procedentes de un nervio periférico (85).

Tipo de célula Soma Nucleo Aspecto al

microscopio

Células de Bipolar/tripolar  Oval =<
Schwann con procesos / ‘ /[
largos 7 2

Fibroblastos Células planas y Redondo,

polimorficas ancho

3. DIFERENCIACION CELULAR

Se conoce como diferenciaciéon celular al proceso por el cual las MSCs
alcanzan su destino celular a osteoblasto, adipocito, condrocito, etc. En la
presente tesis doctoral se han realizado diferenciaciones celulares de las células

Sa0S2 a osteoblasto, de las células C3H10T1/2 a adipocito y de las células
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ATDCS5 a condrocito. Un ciclo completo de diferenciacion requiere de 21 dfas.
Sin embargo, en los primeros dias de diferenciacion se pueden detectar cambios
tempranos importantes que podrian repercutir en dicho proceso. Por ello, y
basandonos en la experiencia previa del grupo, las SaOS2 fueron diferenciadas
durante 3 dias, las C3H10T1/2 durante 7 dias y las ATDC5 durante 14 dias.
Con el fin de inducir la diferenciacion celular, los medios fueron cambiados tres
veces a la semana en el caso de las SaOS2 y las ATDCS5, iniciando el proceso
transcurridas las 24h post-siembra. En estas células se utiliz6 el mismo medio
en todos los cambios realizados. Por su parte, en las C3H10T1/2, se emplearon
dos medios para poder diferenciarlas a adipocitos: el medio de induccién el cual
se cambio transcurridas las 6h post-siembra, y el medio de mantenimiento el
cual reemplazé al de induccién transcurridos los 4 dias tras la siembra. Todas
las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos (Thermo Fisher Scientific,
Wlatham, MA, USA). Sin embargo, existen diferencias entre el numero de
células sembradas, asi como en la composiciéon del medio utilizado para
diferenciarlas, aspectos que aparecen recogidos en la Tabla 9.

Por otra parte, las células SaOS2 fueron diferenciadas durante 0, 3, 7, 14 y 21
dias en presencia de un 10% de FBS o de un 10% de suero procedente de los
pacientes de los cuatro grupos (G1, G2, G3 y G4). Para ello, se sembraron
58000 células/pocillo en una placa de 24 pocillos. Al dia siguiente se retird el
medio de siembra y se anadi6é el medio de diferenciacién de SaOS2 (MD)
desprovisto de FBS. A continuaciéon se afiadié un 10% de FBS o un 10% del
suero de los pacientes y se realizo la diferenciacion de las células segun lo

previamente descrito.
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Tabla 9. Composicion de los medios de diferenciacién de las lineas celulares SaOS2,
C3H10T1/2 y ATDCS5.

Tipo celular | Células/pocillo Composicion del medio
DMEM:Hams F12
FBS 10%

SaOS82 58000 Antibiético 1%

Glutamina 2mM
Acido ascérbico-2-fosfato 50ug/ml.

Medio de induccion

DMEM con alta concentracion de glucosa
FBS 10%

Antibiético 1%

Glutamina 4mM

Rosiglitazona 2uM

IGF-1 20nM

Dexametasona 1uM

C3H10T1/2 10000 Indometacina 60uM

Isobutilmetilxantina 0,5mM

InsulinalOpg/ml.

Medio de mantenimiento

DMEM con alta concentracion de glucosa
FBS 10%

Antibiético 1%

Glutamina 4mM

Insulina 10pg/mL

DMEM:Hams F12
FBS 5%
40000 para DO | Antibiético 2%
ATDC5 1000 para el Glutamina 4mM

resto de dias | Apo-transferrina Sug/mlL
Selenito sédico 30nM
Insulina 10pg/mlL
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4. COCULTIVOS CELULARES

4.1. Cocultivos celulares de CCF-STTG1y SaOS2

Para los cocultivos celulares se utilizaron insertos colgantes de cultivo celular
Millicell® (Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, USA) con un tamafno de
poro de 0,4um y placas de 24 pocillos. En el inserto se cultivaron las CCF-
STTGT1, a una densidad de 10500 células/inserto. Al dia siguiente, se realiz6 el
cambio de medio de los astrocitos por el MD y se mantuvieron en cultivo
durante 72h.

Transcurridas las 48h de la siembra de los astrocitos, se sembraron las SaOS2
en las placas de 24 pocillos a una densidad de 58000 células/pocillo. Pasadas las
24h de la siembra de las SaOS2, se unificaron ambos cultivos para formar un
cocultivo de CCF-STTG1 y SaOS2. En este instante, se les cambi6 a ambas
células el medio por un nuevo MD y se mantuvieron en cocultivo durante 3, 7,
14 y 21 dias.

Siembra  Cambio Siembra
CCF-STTG1 medio Sa0S2  Cocultivo Fin
I + t + t 7/ + + + {
-4 3 1 0 3 7 14 21  Dias

Figura 4. Esquema de desarrollo del modelo de cocultivo celular de astrocitos y
osteoblastos.

4.2. Cocultivos celulares de explantes nerviosos y SaOS2

En relaciéon a los cocultivos de EN y SaOS2; se utiliz6 el mismo
procedimiento descrito anteriormente para los astrocitos. La tnica diferencia
radica en que en lugar de los astrocitos, se colocé un EN en el inserto. Cabe
destacar que todos los EN presentaron dimensiones similares en todos los
experimentos. Trascurridas las 24h horas post-siembra de los EN, se retir6 el
MN, se intercambié por el MD, y se mantuvieron en cultivo durante 72h. Por

su parte, las células SaOS2 fueron sembradas 48h después de la siembra de los
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EN. Al dia siguiente de la siembra de las SaOS2 se unificaron ambos cultivos
celulares obteniendo un cocultivo formado por un EN en la parte superior y
células SaOS2 en la parte inferior. En este momento, se procedio con el cambio

de medio y se afiadi6 el MD. Finalmente se mantuvo el cocultivo durante 3 dias.

4.3. Cocultivos celulares de células procedentes de los explantes

nerviosos y SaOS2

En el caso de los cocultivos realizados con las CEN, el protocolo seguido fue
exactamente igual al descrito con anterioridad para los EN. Sin embargo, difiere
de este en que las células se sembraron una vez alcanzada la confluencia en el
pocillo con los EN. Para ello, se sembraron las CEN en los insertos con una
densidad de 21000 células/inserto. Posteriormente se sembraron las SaOS2
para constituir el cocultivo de CEN y SaOS2, y se mantuvo el mismo durante 3

dias.

5. CULTIVOS CELULARES CON MEDIOS CONDICIONADOS

5.1. Obtencion de los medios condicionados

5.1.1. Medios condicionados por los astrocitos

Los astrocitos fueron sembrados en placas de 6 pocillos con una densidad de
332500 células/pocillo. Trascurridas las 24h post-siembra, se realiz6é un cambio
de medio y se afladieron 2ml de MD. En estas condiciones se dej6 que los
astrocitos condicionaran el medio durante 72h obteniéndose el medio
condicionado por los astrocitos (MCA), el cual fue recogido bajo condiciones
de esterilidad para estimular a las SaOS2 y a las C3H10T1/2.

5.1.2. Medios condicionados por los explantes nerviosos

Tras el procesado de la muestra primaria nerviosa, los EN fueron colocados

en una placa de 6 pocillos con una densidad de 3-4 EN/pocillo. Pasado el mes
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y medio de la siembra de los EN, y transcurridas 72h tras el condicionamiento
del medio (previo al cambio del mismo), se recogieron los medios

condicionados por los explantes nerviosos (MCEN) en condiciones de

esterilidad para estimular a las SaOS2 y a las C3H10T1/2.

5.2. Cultivos celulares con los medios condicionados

5.2.1. Cultivos celulares con los medios condicionados por los astrocitos

5.2.1.1. Cultivos celulares de SaOS2 y C3H10T1/2 con el medio condicionado por los

astrocitos

Una vez obtenido el MCA, éste fue utilizado para estimular las
diferenciaciones de SaOS2 y de las C3H10T1/T2, tal y como se desctibié
previamente.

En el caso de las SaOS2, trascurridas las 24h post-siembra se efectud el
cambio del medio de las mismas por el MCA, y se dejaron diferenciar durante

3 dfas (Figura 5).

Siembra Cambio Siembra Cultivo
CCF-STTG1 medio 82082 MCA/Sa0S2 Fin
-4 3 -1 0 3 Dias
MCA

Figura 5. Esquema de desarrollo del modelo de cultivo celular con el MCA y
osteoblastos.

Por su parte, en las C3H10T1/2, debido a la diferencia en la composicién de
sus medios de diferenciaciéon y el de las SaOS2, se procedié con la
concentracion y purificacion de las proteinas de 2mL de MD y MCA, utilizando
las unidades de filtrado centrifugo de 3kDa Amicon® Ultra — 0.5mL. Centrifugal
Filters Ultracel 3K (Millipore, Burlington, Massachusetts, EEUU) atendiendo a

las instrucciones del proveedor. Una vez finalizado el proceso se
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resuspendieron los pellets en el medio de diferenciaciéon correspondiente a la
linea celular, se filtraron con un filtro de 0,2um (Thermo Fisher Scientific,
Wlatham, MA, USA) y se dejaron diferenciar durante 7 dfas tal y como se

describio con anterioridad.

5.2.1.2. Cocultivos celulares de explantes nerviosos, células procedentes de los explantes

nerviosos y SaOS2 estimulados con el medio condicionado por los astrocitos

En este modelo experimental confluyen los experimentos de cocultivo de EN
y CEN con las SaOS2, junto con los cultivos de estas células realizados en
presencia del MCA. Para ello, se llevaron a cabo experimentos paralelos de
condicionamiento de medio por parte de los astrocitos y del cocultivo de EN 'y
CEN. La diferencia de este modelo en relacién al cocultivo previamente
descrito radica en el momento de la unificacion del mismo. En este caso, el

cambio de medio no se realizé por el MD, sino por el MCA (Figura 0).

....................

Siembra Cambio
MCA " CCFSTTG!  medio
Cocultiv Siembra Cambio Siembra i
~ocultivo explante medio S2082 Cocultivo Fin
4 3 1 0 3 Dias
I MCA i

Figura 6. Esquema de desarrollo del modelo de cocultivo celular de EN vy
osteoblastos en presencia del MCA.

5.2.2. Cultivos celulares con los medios condicionados por los explantes

nerviosos

Los MCEN fueron concentrados utilizando las unidades de filtrado
centrifugo de 3kDa Amicon® Ultra — 0.5mL. Centrifugal Filters Ultracel 3K, segin
las especificaciones del proveedor. A continuacién se resuspendieron con el

medio de diferenciaciéon de C3H10T1/2, se filtraron con un filtro de 0,2um y
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se realiz6 la diferenciacion a adipocito de estas células en presencia y ausencia

del MCEN durante 7 dias, tal y como se ha detallado previamente.

6. TRATAMIENTOS

6.1. Tratamientos con estimulos inflamatorios

Para determinar el efecto de un factor inflamatorio externo al proceso de
diferenciacién de las SaOS2 estimuladas con el MCA, las células SaOS2 fueron
sembradas y estimuladas con el medio condicionado en presencia y ausencia de
0,1 ng/ml. de IL.78y 100 ng/mL de lipopolisacarido (LPS). Para ello, una vez
que las SaOS2 completaron el ciclo de diferenciaciéon de 3 dias con el MCA,
estas células fueron tratadas con los estimulos inflamatorios y se dejaron

diferenciar durante 48h mas (Figura 7).

Siembra Cambio Siembra Cultivo
CCF-STI'G1  medio Sa0S82 MCA/SaOS2 Fin
-4 -3 -1 0 3 5 Dias
MCA Tratamiento con

0,1 ng/mL de IL1S8y
100ng/mL de LPS

Figura 7. Esquema de desarrollo del modelo de cultivo celular con el MCA y
osteoblastos en presencia de estimulos inflamatorios.

6.2. Apartado afectado por la proteccion de derechos

6.3. Triterapia

El concepto triterapia (T'T) hace referencia a un tratamiento patentado por
nuestro grupo (numero de patente: EP19382094) formado por la combinacion
de tres farmacos: un antidiabético oral, la pioglitazona (10nM); un AINE, la
indometacina (60uM); y un corticoide, la dexametasona (1pM). Las células
SaOS2 estimuladas con el MCA fueron tratadas con la TT en el momento en
que se afladi6 el medio condicionado. A continuacién, se dejaron diferenciar las

células bajo estas condiciones durante 3 dfas.
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Por otra parte, el MCEN fue recogido y usado para estimular las SaOS2. En
el momento de reemplazo de los medios por el MCEN, las SaOS2 fueron

tratadas con la TT y se dejaron diferenciar durante 3 dias.

7. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR

7.1. Estudio de la viabilidad celular mediante la cuantificacion del acido

ribonucleico y contaje celular

Para el estudio de la viabilidad celular se partié de la base de que la cantidad
de acido ribonucleico (ARN) y nimero de células vivas deben ser directamente
proporcionales y, por lo tanto, criterios representativos de este indice. Partiendo
de esta premisa, se cuantific6 el ARN de las C3H10T1/2 diferenciadas
utilizando un espectofotémetro NanoDrop One® (Thermo Fisher Scientific,
Wlatham, MA, USA), y se compararon las diferentes medidas obtenidas entre
las muestras. Paralelamente a este método, se realizaron fotos al microscopio
de las diferentes condiciones. Posteriormente, se dividié la fotografia en 3
rectangulos de igual tamafo y se posicionaron en el mismo lugar de las
imagenes. A continuacién se procedié con el contaje de las células vivas y se

compard6 el nimero obtenido en relaciéon con el resto de muestras.
7.2. Estudio de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT

Por otra parte, la viabilidad celular se estudié mediante el ensayo MTT, el cual
permite estudiar la actividad metabolica de las células en cultivo, la proliferacion
celular y la citotoxicidad. Para la realizaciéon de esta técnica se emplea el
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difenilte-trazol (MTT), el cual es
metabolizado por enzimas deshidrogenasas mitocondriales para dar lugar a la
formacién de sal de formazan, cuya absorbancia es medible a una longitud de
onda de entre 540-570nm con un espectofotéometro. La cantidad de células
vivas es proporcional a la cantidad de sal de formazan producida (86,87).

Para realizar estos estudios, las células C3H10T1/2 fueron sembradas en

placas de 96 pocillos a una densidad de 6000 células/pocillo. Transcurridas las
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0h post-siembra, se les cambi6é el medio por el medio de inducciéon de
adipogénesis en presencia o ausencia del MCA, el cual fue previamente
concentrado con las unidades de filtrado centrifugo de 3kDa Amicon® Ultra —
0.5mL Centrifugal Filters Ultracel 3K y resuspendido en el medio de diferenciacion
de adipogénesis. Transcurridos los 4 dias tras la siembra, se les cambi6 el medio
por el medio de mantenimiento y se volvieron a estimular con el MCA. Bajo
estas circunstancias, se mantuvieron en cultivo durante 7 dfas para completar la
primera etapa de la diferenciaciéon celular. En ese punto, y 4h previas al
momento en que se finaliz6 el experimento, se afiadié el MTT (0,5mg/mlL) y

se incubaron durante 4h a 37°C y un 5% de CO,. Una vez finalizado este

tiempo, se afladieron 100pL/pocillo de una solucién dodecil sulfato sédico
(SDS, por sus siglas en inglés) 10% y 0,01M de acido clorhidrico fumante para
detener la reaccién enzimatica y facilitar la solubilizacion de la sal de formazan.
Bajo estas condiciones, la placa se mantuvo en incubacién durante toda la noche
a 37°C y un 5% de CO.. Finalmente, se procedio con la lectura de la placa en el
espectofotémetro a una longitud de onda de 570nm. El resultado obtenido se
relacion6 con la capacidad proliferativa de las células bajo las diferentes

condiciones.

8. TINCIONES

8.1. Tincion del citoesqueleto y nucleo celular 7z vivo

La actina y la tubulina son los principales componentes del citoesqueleto
celular. Estos componentes son indispensables para los procesos biologicos
celulares y estan relacionados con la estabilizaciéon de la forma celular y la
migracién celular. La visualizaciéon de estos componentes es posible, previa
tincion, mediante técnicas de microscopia. Ademas, la tincion DAPI permite la
visualizacién al microscopio de los nucleos celulares.

Para realizar estos experimentos, las células SaOS2 fueron sembradas sobre
un cubreobijetos dispuesto en una placa de 24 pocillos a una densidad de 58000
células/pocillo. Estas células fueron estimuladas con el MCA y diferenciadas a
osteoblasto durante 3 dias. Transcurrido el periodo de diferenciacion, se retird

el medio del pocillo y se realizé la tincidon siguiendo las instrucciones del
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proveedor. Para ello, se anadi6 el coctel de tincidon compuesto por el reactivo
de tincion de tubulina, actina y NucBlue™ y se incubaron durante media hora.
A continuacién se retirdé el medio y se afiadié Probanecid 1X disuelto en
tampoén fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés). Luego se afladieron SpL
del medio de montaje a un portaobjetos y se posicioné el cubreobjetos con las
células de modo que las SaOS2 estuviesen en contacto con el medio de montaje.
Finalmente se visualizaron las células al microscopio confocal y se tomaron las

fotografias pertinentes.

8.2. Tincion rojo de aceite O

Los estudios de la capacidad de diferenciacion de las células C3H10T1/2 en
presencia y ausencia de MCA se realizaron mediante la tincién rojo de aceite O.
El rojo de aceite O es un colorante lipofilico capaz de tefiir los depositos grasos
intracelulares.

Para realizar esta tincién, las células fueron fijadas con formol 4% a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se retird
el formol y se dejaron secar las células por completo. A continuacion se
incubaron las células con rojo de aceite O 21% durante 10 minutos vy,

posteriormente, se realizaron cuatro lavados con agua destilada para eliminar

los restos de tincion inespecifica. Finalmente se anadieron 500pL de agua

destilada y se tomaron las fotografias al microscopio.

9. AISLAMIENTO DEL ARN

La extraccion del ARN celular de los cultivos celulares se llevé a cabo
utilizando los reactivos TriReagent® y el kit de extracciéon E.Z.N.A. Total RNA
Kit I®.

Una vez finalizados los experimentos, tal y como se ha descrito previamente,

se retird el medio de cultivo y las células fueron lisadas directamente en la placa

de cultivo anadiendo 500uL de TriReagent® en cada pocillo. Para garantizar el
lisado celular, se pipeted varias veces arriba y abajo el reactivo con las células

hasta obtener una mezcla no viscosa. A continuacion, se transfirié el lisado a
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los tubos de microcentrifuga de 2mlL, se afiadieron 100pL de cloroformo, se
agitaron los tubos intensamente durante 5 segundos y, posteriormente, se
dejaron incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se
centrifugaron los tubos durante 15 minutos a 12000g y 4°C. Una vez finalizada
la centrifugacion, se recogio la fase acuosa (superior) de los tubos y se transfirié
a un nuevo tubo de microcentrifuga. A partir de aqui se procedié con el
aislamiento del ARN siguiendo las instrucciones del fabricante del kit de
extraccion E.Z.N.A. Total RNA Kit I®. Para ello se hizo una mezcla
homogénea (1:1) de la fase acuosa con etanol 70% y se transtirié a las columnas
del kit de extraccién. Estas fueron centrifugadas a 10000g durante 1 minuto y
se descarto el eluido. A continuacién se procedié con los lavados del ARN, el
cual quedo retenido en la membrana de la columna durante la centrifugacion.
Para ello se realizé un lavado con el reactivo RNNA Wash Buffer I y dos lavados
con el RNA Wash Buffer 11. Una vez finalizados los lavados, se procedié con el
secado de la membrana, para lo cual las muestras fueron centrifugadas durante
2 minutos, a 14000g y temperatura ambiente. Una vez finalizado este paso, se

transfirié la columna a un tubo de microcentrifuga de 1,5ml donde se eluy6 el

ARN con 35puL de agua libre de ARNasas. Para finalizar, el tubo se centrifugd

durante 2 minutos a 14000g a temperatura ambiente y se obtuvo el ARN.
Finalizada la extraccion del ARN, se midieron la calidad (ratio de absorbancia

260/280 'y 260/230) y la concentracion del mismo utilizando un

espectofotéometro NanoDrop One®.

10. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA
10.1. Retrotranscripcion

Previamente a la retrotranscipcion (RT), el ARN extraido fue digerido con
ADNasa para eliminar las impurezas de acido desoxirribunucleico (ADN)
genomico que pudiera estar presente en la muestra. Para ello, se cargd la misma
cantidad de ARN de cada muestra y se incubaron, siguiendo las instrucciones
del proveedor, con una mezcla de ADNasa, el tampon y el agua durante diez

minutos a 37°C.
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A partir del producto obtenido de la digestion se realizé la RT. Para ello se
tomaron 2ul. del ARN digerido y se realiz6 la RT siguiendo las instrucciones
del fabricante. Por cada muestra se afiadieron 8ul. de los reactivos del kit de RT
y se realiz6 la misma durante 30 minutos a 37°C, y 5 minutos a 95°C con la
tinalidad de inactivar la enzima retrotranscriptasa y degradar el ARN. Como
producto de la RT se obtuvo el ADN complementario (ADNc), el cual se

conservé a -20°C para preservar la integridad del mismo.

10.2. Reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real

La reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real (PCR, por sus siglas en
inglés) se realiz6 siguiendo las instrucciones del proveedor. Todas las reacciones

de PCR (gen de interés, gen normalizador y control negativo) se realizaron por

duplicado y con un volumen final de 10pL. La mezcla final de la reaccion estuvo

compuesta por los siguientes reactivos:
e 5ul. de mezcla maestra 2X
e (,9ul de cebadores 10uM
e 3,1uL de agua libre de ARNasas y DNAsas
e 1ul de ADNc

Se utiliz6 el sistema SYBR Green y se emplearon los cebadores que aparecen
detallados en la tablas 10 y 11.

Tabla 10. Listado de cebadores humanos usados en la técnica de PCR en tiempo real.

, Secuencia (5’-3’) cebador Secuencia (5’-3’) cebador
Gen Simbolo .
delantero inverso
Axina 2 AXIN2 AAAGAGAGGAGGTTCAGATG  CTGAGTCTGGGAATTTTTCTTC

Factor de crecimiento

. PDGFB GGGCAGGGTTATTTAATATGG AATCAGGCATCGAGACAG
derivado de plaquetas

Factor de
transcripcién
relacionado con RUNT
tipo 2

RUNX2 AAGCTTGATGACTCTAAACC TCTGTAATCT GACTCTGTCC

Factor inhibidor de la

) LIF TCTCTATTACACAGCCCAG AAGGTACACGACTATGCG
leucemia

Fosfatasa alcalina ALPL TCTTCACATT TGGTGGATAC ATGGAGACAT TCTCTCGTTC
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Tabla 10. Continuacion

Secuencia (5’-3’) cebador

Secuencia (5’-3’) cebador

Gen Simbolo .
delantero inverso
Hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasa  HPRT1 ATAAGCCAGACTTTGTTGG ATAGGACTCC AGATGTTTCC
1
Interleuquina 6 IL6 GCAGAAAAAGGCAAAGAATC CTACATTTGCCGAAGAGC
ligando delfactor o \\\|  TGGTTCCCATAAAGTGAGTC  GAAGATACTCTGTAGCTAGGTC
nuclear kappa beta
Molécula deadhesion -\ ACTTGATGTTCAAGGAAGAG ~ TCCAGTTGAACATATCAAGC
celular vascular
Osteoactivina GPNMB CAGATCAGAT TCCTGTGTTTG ACAGTATGAT TGGTGGAAAC
Osteocalcina BGLAP TTCTTTCCTCTTCCCCTTG CCTCTTCTGGAGTTTATTTGG
Osteopontina SPP1 GACCAAGGAAAACTCACTAC CTGTTTAACTGGTATGGCAC
Osteoprotegerina OPG ATAGATGTTACCCTGTGTGAG AAGACACTAAGCCAGTTAGG
Podoplanina PDPN AAGATGGTTTGTCAACAGTG GTACCTTCCCGACATTTTTC
Pmtzzle’hﬂzgzogzen'ca BMP2  TCCACCATGA AGAATCTTTG  TAATTCGGTGATGGAAACTG
Proteina morfogénica BMP4 AGAACATCTGGAGAACATCC AATGTTTATACGGTGGAAGC
del hueso, 4
Proteina
guimiotactica de CCL2 AGACTAACCCAGAAACATCC ATTGATTGCATCTGGCTG
monocitos 1
Receptor del factor de
crecimiento derivado  PDGFR GGGAAGAGAAGTTTGAGATTC TTCTTTTTGTAACCTTCGCC
de plaquetas
Grupo de
CD44 TTATCAGGAGACCAAGACAC ATCAGCCATTCTGGAATTTG

diferenciacién 44

Tabla 11. Listado de cebadores de ratén usados en la técnica de PCR en tiempo real.

Secuencia (5’-3’) cebador

Secuencia (5’-3’) cebador

Gen Simbolo .
delantero inverso
Adiponectina ADIPOQ CCACTTTCTCCTCATTTCTG CTAGCTCTTCAGTTGTAGTAAC
Axina 2 AXIN2 AAGATCACAAAGAGCCAAAG GAAAAAGTAGGTGACAACCAG
Colageno tipo Il COL2A1 GCGATGACATTATCTGTGAAG TATCTCTGATATCTCCAGGTTC
Colageno tipo X COLX TCATGGGATGTTTTATGCTG TCTTACTGGAATCCCTTTACTC
Factor de
transcripcion de la SOX9 CTCATTACCATTTTGAGGGG AAAATACTCTGGTTGCAAGG

region determinante
del sexo Y-box-9

70



Material y métodos

Tabla 11. Continuacion

Secuencia (5’-3’) cebador

Secuencia (5’-3’) cebador

Gen Simbolo .
delantero inverso
Factor de
transcripcién RUNX2 ACAAGGACAGAGTCAGATTAC CAGTGTCATCATCTGAAATACG

relacionado con RUNT
tipo 2

Fosfatasa alcalina ALPL ATTCCCACTA TGTCTGGAAC CTCAAAGAGACCTAAGAGGTAG
Hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasa HPRT1  AGGGATTTGA ATCACGTTTG TTTACTGGCA ACATCAACAG
1
Interleuquina 6 IL6 AAGAAATGATGGATGCTACC  GAGTTTCTGTATCTCTCTGAAG
Molécula de adhesion  VCAM ACTGATTATCCAAGTCTCTCC CCATCCACAGACTTTAATACC
celular vascular
Osteoactivina GPNMB TGATAACAGATCAGATCCCTG  AGGAAGATCTCATCAGACAAG
Osteopontina SPP1 GGATGAATCT GACGAATCTC GCATCAGGAT ACTGTTCATC
Perilipina 2 PLIN2 ATAAGCTCTA TGTCTCGTGG GCCTGATCTT GAATGTTCTG
Proteina ligante a FABP4  GTAAATGGGG ATTTGGTCAC TATGATGCTC TTCACCTTCC
acidos grasos
Proteina
quimiotactica de CCL2 CAAGATGATCCCAATGAGTAG TTGGTGACAAAAACTACAGC
monocitos 1
Receptor gamma
activado por el PPARG  AAAGACAACG GACAAATCAC GGGATATTTTT GGCATACTCTG
proliferador del
peroxisoma
Grupo de Cb44 GAATTAGCTGGACACTCAAG CACCTTCTCCTACTATTGACC

diferenciacién 44

Todas las reacciones de PCR se realizaron siguiendo el mismo programa,

consistente en: 1 minuto a 95°C, 45 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos

a 60°C, 1 minuto a 95°C, 30 segundos a 55°C y 30 segundos a 95°C.

10.2.1. Cuantificacion relativa

El equipo utilizado para realizar las amplificaciones y cuantificaciones
relativas fue el QuantStudio® (Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA, USA).

Cada muestra fue amplificada dos veces, una con los cebadores del gen de

interés y otra con los cebadores del gen normalizador HPRT7. El gen
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normalizador garantiza el control de carga al no sufrir variaciones en su
expresion en relacion a diferentes tratamientos o estado de la diferenciacion
celular.

Para realizar la cuantificacién relativa se ha utilizado el método AACt. El
término Ct hace referencia al ciclo a partir del cual la amplificacién empieza a
ser estadisticamente significativa en relacion al ruido de fondo. Teniendo en
cuenta que la relacién entre Ct y la concentracion de ADNc es inversamente
proporcional, y que en cada uno de los 45 ciclos de la PCR se duplican las

copias, el nivel de expresion de cada gen (L) se puede expresar como:
I.= 2—Ct

Debemos tener en cuenta que, para cada gen, el nivel de carga de las muestras
puede sufrir pequefias variaciones. Para evitar esto, se normaliz6 la expresion
de cada gen respecto a la expresiéon de un gen normalizador. Su representacion

serfa la siguiente:

2—Ct(GI)
o = o—[Ct(GI)-Ct(Nor)] — p-ACt
2— or

Tras la normalizaciéon del gen de interés, se prosiguié con la cuantificacién
relativa de cada una de las muestras respecto al calibrador. Con esto se
determind la variacién de expresion génica del gen de interés en una muestra
respecto al control. El calibrador fue asignado al ADNc de la muestra control,
o bien del MD, al cual se le asigné el valor de 1. Las demas muestras fueron
referidas a este valor, determinando de este modo la cuantificacién relativa en
relacion al calibrador.

Esta cuantificacion relativa se calcula dividiendo la expresion normalizada del
gen de interés en la muestra problema, entre la expresion del gen de interés en

el control (calibrador). Su representacion es la siguiente:
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2-ACt(GI)
_ 9-AACt
2-ACt(Nor)

Donde AACt es igual a ACt(muestra) — ACt (control)

10.2.2. Controles de calidad

En todas las PCK se realizé un control negativo de calidad en el cual no se
incluy6 el ADNc. Esto permiti6é diferenciar si el resultado obtenido fue debido
a la hibridaciéon de los cebadores con el ADNc problema, o bien a la formacion
de dimeros entre ellos, lo cual darfa lugar a un falso positivo. Asimismo, se
realiz6 un control de especificidad ulterior con la realizaciéon de una curva de
disociacion, la cual permite determinar la temperatura de fusion especifica de
cada fragmento amplificado en cada gen y par de cebadores, confirmando de
este modo la ausencia de dimeros de cebadores que puedan resultar en un falso

positivo.
11. ESTUDIOS DE EXPRESION PROTEICA
11.1. Western Blot

Para analizar la expresion de proteinas en los sobrenadantes de los cultivos

celulares y en los sueros de los pacientes se realizaron ensayos de western blot.
Para ello, se precipitaron 200pL. de los sobrenadantes de los cultivos celulares

y 100uL de los sueros de los pacientes mediante metanol y cloroformo. Con tal
fin, se tomaron dichas muestras y se transfirieron a un tubo de 1,5ml..
Posteriormente se anadieron 800ul. o 400ul. de metanol 100% en funcion de
si se procesé un sobrenadante o un suero, y se agitaron con un mezclador de
vortice. Luego se afiadieron 200uL. o 100uL. de cloroformo dependiendo de si
la muestra correspondia a un sobrenadante celular o un suero, y se agité el tubo
nuevamente. A continuacion se afiadieron 600pL. o 300ulL de agua destilada

atendiendo a si la muestra era un sobrenadante procedente de un cultivo celular
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o un suero, y se centrifugaron a 300g durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Finalizada la centrifugacion, se descartd con una micropipeta la parte
superior a la banda proteica, se afiadieron 600uL. de metanol 100% en el caso
de los sobrenadantes o 300uL. del mismo en el caso de los sueros, se agitaron
los tubos hasta romper dicha banda y se centrifugaron a 300g durante 10
minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se descarté por completo el
sobrenadante y se dejo secar el pellet a temperatura ambiente durante 10-15
minutos. Una vez finalizada la precipitacién de proteinas, se resuspendieron los

pellets de los sobrenadantes de los cultivos celulares y los procedentes del suero

de los pacientes en 50uL y 240pL. de Rzpa Buffer respectivamente. Las muestras
se cargaron en igualdad de volumen y éstas fueron separadas por tamafo en
geles de acrilamida con dos fases: la superior (gel concentrador) al 5% vy la
inferior (gel separador) al 10%.

La electroforesis se realizé empleando el tampoén comercial de migracion
Tris/Glicina/SDS 10X, diluido diez veces en agua y metanol 20%. Una vez
separadas las proteinas, éstas se transfirieron a una membrana de fluoruro de
polivinilideno previamente hidratada en metanol y agua. La transferencia se
realiz6 con el aparato de transferencia semihimeda TransBlot® SD Cell (BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA).

Finalizada la transferencia, las membranas fueron bloqueadas usando como
bloqueo una solucién al 0,5% de leche desnatada en TBS-T (NaCl 1,37 M,
Trizma® Base 20mM, pH7,6, TWEEN® 20 0,1%) con la bomba de vacio
SNAP i.d. 2-0 (Millipore, Burlington, Massachusetts, EEUU). A continuacion
se afiadio el anticuerpo primario disuelto en el tampo6n de bloqueo formado por
un 5% de leche desnatada y TBS-T (dilucién 1:1000), y se dejaron incubar las
membranas a 4°C en agitacién continua durante toda la noche. Transcurrido el
tiempo de incubacion, se realizaron cuatro lavados de las membranas con TBS-
T utilizando la bomba de vacio SNAP 7.d. 2-0. A continuacion se incubaron las
membranas con el anticuerpo secundario pertinente disuelto en el tampén de
bloqueo (diluciéon 1:2000) durante 1h, a temperatura ambiente y en agitacion
continua. Pasado el tiempo de incubacion, se realizaron cuatro lavados con
TBS-T utilizando el SNAP i.d. 2-0. Posteriormente se procedi6 con el revelado

utilizando el Immobilon® Western, y la quimioluminiscencia fue detectada
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utilizando el ChemiDoc MP Imaging Systemr (BioRad Laboratories, Hercules, CA,
USA).

Las imagenes obtenidas fueron cuantificadas utilizando los programas Inzage
Lab™ Software (Image Lab™ 6.0.1, Bio-Rad Laboratories, EEUU) e Image]
(Image] 1.51s, NIH, EEUU).

11.2. Estudios de prote6mica

El secretoma de los cultivos celulares correspondientes con el MCA y el
MCEN con sus respectivos controles, asi como los sueros de los pacientes
fueron analizados mediante proteémica utilizando el aparato TOF/TripleTOF
6600 (Sciex, EEUU). Todas las muestras fueron analizadas de forma cualitativa
(Data-dependent acquisition, DDA) y cuantitativa (Sequential window acquisition of all
theoretical mass spectra, SW.ATH). De los datos obtenidos, se escogieron aquellas
proteinas que estuviesen por encima del 5% de la tasa de descubrimientos falsos
(FDR, por sus siglas en inglés). A continuacion, se realizo un enriquecimiento
del proteoma con el programa FunRich (88). Asimismo, se realiz6 una tabla de
correlacion partiendo de las areas obtenidas en el analisis de SW.ATH con los
cambios en la expresion génica producidos por esos sueros en las células SaOS2.
Posteriormente se realiz6 un mapa de correlaciéon representando solo las

correlaciones que implicasen los genes estudiados mediante PCR.

12. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos de este trabajo se expresaron como la media T la
desviacion estandar de la media (SEM, por sus siglas en inglés) de, al menos,
tres experimentos o muestras independientes y fueron analizados mediante el
programa estadistico GraphPad Prism (GraphPad Software Inc. 8, EEUU) y R
(RStudio 1.3.1093, EEUU). Para dicho analisis se emplearon el test t de Student
paramétrico y no paramétrico, atendiendo a la procedencia de las muestras. Se
consideré significativo un valor de p menor de 0,05 (p<0,05). En la
representacion grafica, los resultados se expresaron como * para p<0,05, **

para p<0,01, *** para p<0,001 y **** para p<0,0001. Para las correlaciones, se
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empled el analisis de correlacién no paramétrico de Pearson, aplicando un 5%

del FDR.
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13. LISTADO DE LINEAS CELULARES, ANTICUERPOS Y REACTIVOS

Tabla 12. Listado de lineas celulares, anticuerpos y reactivos

Lineas celulares

Nombre Proveedor

ATDC5 Riken Cell Bank, Japan

C3H10T1/2 Dra. Pardo, Instituto IDIS, Santiago,
Espafia

CCF-STTG1 CLS, Eppelheim, Alemania

SaOS82 CLS, Eppelheim, Alemania

Anticuerpos

Nombre Proveedor

Anticuerpo primario PolyAb

Anticuerpo secundario

Proteintech, Alemania

Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA,

Donkey anti-Rabbit IgG USA
(H+L)

Reactivos

Nombre Proveedor

Acido ascérbico-2-fosfato
Acido clorhidrico fumante

ACTRAPID 100 UI/ML

Agua ultrapura libre de
ARNasas y ADNasas
Apo-transferrina
Cebadores

CellMask™ Green Actin
Tracking Stain

Cloroformo

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Servicio de farmacia del Hospital Clinico

Universitario de Santiago de Compostela

Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA,

USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA,

USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Tabla 12. Continuacion

Reactivos

Dexametasona
E.Z.N.A. Total RNA Kit I®
Etanol

FBS
Formol 4%

Glutamina
High-Capacity RNA-to-
cDNA™ Kit

IGF-1

IL1B

Immobilon® Western

Indometacina
Isobutilmetilxantina
Kit de digestion

Kit de tincién del
citoesqueleto y DAPI
LPS

Metanol

Mezcla maestra para PCR
Medio DMEM High Glucose
Medio DMEM:Hams F12
MTT

NaCl

NucBlue™ Live Cell Stain
ReadyProbes™ Reagent

PBS
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Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Omega Bio-Tek Inc., Norcross, GA, USA
VWR BDH  Chemicals,
Alemania

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA,
USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Life

Darmstadyt,

Applied Biosystems,
Grand Island, NY, USA
Tebu-Bio Spain S.L. Espafia

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
(Millipore,
EEUU)
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Lucigen, WI, USA

Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA,
USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
(Millipore,
EEUU)
BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA,
USA

Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA,
USA

Technolgies,

Burlington, = Massachusetts,

Burlington, = Massachusetts,
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Tabla 12. Continuacion

Reactivos

Penicilina/Estreptomicina
Pioglitazona
Ripa Buffer

Rojo de aceite O

Rojo de alizarina
Rosiglitazona

SDS

Selenito sédico
Tripsina/EDTA 0,5%
TriReagent®
Tris/Glicina/SDS 10X
Trizma® Base

Tubulin Tracker™ Deep Red

TWEEN® 20

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

(Millipore,  Burlington, = Massachusetts,

EEUU)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Thermo Fisher Scientific, Wlatham, MA,

USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
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1. EFECTO DE LOS ASTROCITOS EN LA OSTEOBLASTOGENESIS

1.1. Estudio del efecto anabodlico de los astrocitos sobre los osteoblastos

En el contexto de un TCE, los astrocitos desempefian un papel importante
en los procesos fisiopatologicos y de reparacion a través de la liberacion de
numerosos factores (17). Con la finalidad de estudiar la potencial contribucion
de estas células en la OHN, se cocultivaron astrocitos (CCEF-STTGI) vy
osteoblastos (SaOS2) y se dejaron diferenciar durante tres, siete, catorce y
veintiun dias a osteoblasto. Interesantemente, el cocultivo celular promovié la

osteoblastogénesis, al aumentar la expresion génica en los osteoblastos de
marcadores esenciales del anabolismo 6seo como SPP7, RUNXZ? y BMP2
(Figura 8A-C).
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Figura 8. Impacto del cocultivo de astrocitos-osteoblastos en la osteoblastogénesis.
A) Expresion del marcador de diferenciacion osteoblastogénica SPP7 medida mediante RT-
PCR tras veintiun dias de cocultivo celular de astrocitos y osteoblastos.
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Figura 8. Impacto del cocultivo de astrocitos-osteoblastos en la osteoblastogénesis
(continuacion). B) Expresion del marcador de diferenciaciéon osteoblastogénica RUNXZ
medida mediante RT-PCRK tras veintiun dfas de cocultivo celular de astrocitos y osteoblastos.
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Figura 8. Impacto del cocultivo de astrocitos-osteoblastos en la osteoblastogénesis
(continuacion). C) Expresiéon del marcador de diferenciaciéon osteoblastogénica BAMP2
medida mediante RT-PCRK tras veintiun dfas de cocultivo celular de astrocitos y osteoblastos.
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Para determinar si este efecto fue debido al efecto directo de los astrocitos
sobre los osteoblastos, o si por el contrario se trataba de un efecto producto de
la retroalimentaciéon entre ambos tipos celulares, se dejé que los astrocitos
condicionasen el MD durante tres dias para obtener el MCA. Posteriormente,
se estimularon los osteoblastos con el MCA y se diferenciaron durante tres dias.
Los efectos anabolicos previamente observados en el cocultivo celular se
preservaron, a excepcion del efecto sobre RUNXZ, el cual no se modificoé con
la presencia del MCA (Figura 9A), lo cual sugiere la liberaciéon de factores
anabolicos por parte de los astrocitos. En base a estos hallazgos, se procedié
con el estudio de un mayor niamero de genes relacionados con el metabolismo
6seo. Los resultados obtenidos evidenciaron la capacidad del MCA para

incrementar en los osteoblastos la expresion génica de los marcadores del

anabolismo 6seo BMP4, I.IF, GPNMB, CD44, PDGFfy su receptor PDGFRf
(Figura 9B), asi como OPG (Figura 9C). Sin embargo, el MCA no indujo
cambios en la expresion de RANKL, lo cual resulté en una reduccién del ratio
de remodelado 6éseo RANKIL./OPG (Figura 9C).

Finalmente, la presencia del MCA modul6 los principales marcadores génicos
de la via WINT. Asi, el estimulo del MCA increment6 la expresion génica de
AXINZ en los osteoblastos, gen inducible tras la activacion de la via WINT, que
a su vez acta como un inhibidor de la misma mediante un mecanismo de
retroalimentacién negativa (89); y disminuyo la expresion génica de SOST y

DKKT1, principales inhibidores de esta via (Figura 9C) (36-39).
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Figura 9. Efecto del MCA sobre el anabolismo 6seo en el proceso de
osteoblastogénesis. A) Expresion de los marcadores de diferenciacion osteoblastogénica

SPP1, RUNXZ2 y BMP2 medida mediante RT-PCR en SaOS2 estimuladas con el MCA
diferenciadas a osteoblasto durante tres dias.
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Figura 9. Efecto del MCA sobre el anabolismo 6seo en el proceso de
osteoblastogénesis (continuacion). B) Cuantificacién mediante RT-PCR de la expresion de

los marcadores relacionados con el metabolismo 6seo BMP4, I.IF, GPNMB, CD44, PDGEf
y PDGFRf durante la diferenciacion de las SaOS2 en presencia o ausencia del MCA durante

tres dias.
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Figura 9. Efecto del MCA sobre el anabolismo 6seo en el proceso de
osteoblastogénesis (continuacion). C) Cuantificaciéon mediante RT-PCR de la expresion de
los marcadores relacionados con el metabolismo 6seo RANKL., OPG, ratio RANKIL./ OPG,
y los genes relacionados con la via WINT AXINZ, SOST, DKK7 durante la diferenciacion de
las SaOS2 en presencia o ausencia del MCA durante tres dias.
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1.2. Determinacion del efecto inflamatorio del medio condicionado por

los astrocitos sobre los osteoblastos

Considerando el papel de la inflamacién en el anabolismo 6seo (35,48,57), se
investigo la capacidad del MCA para modular los procesos inflamatorios en los
osteoblastos. El MCA incrementé la expresion génica de marcadores
inflamatorios relevantes como ["CAM, gen relacionado con el reclutamiento
leucocitario y la adhesiéon vascular asociada a la inflamacién; y CCL2, gen
promotor de la quimiotaxis de monocitos y polarizacion de macréfagos en
procesos inflamatorios, en las SaOS2 diferenciadas a osteoblastos durante tres

dias (Figura 10).

2.59 3-

1.54
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VCAM Expresién relativa ARN (2-4dCt)

Figura 10. Efecto del MCA sobre el perfil inflamatorio en la osteoblastogénesis.
Expresion medida por RT-PCR de los marcadores inflamatorios VCAM y CCIL.2 en
osteoblastos diferenciados durante tres dias en presencia y ausencia del MCA.
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Con la finalidad de estudiar la contribucién del efecto inflamatorio intrinseco
del MCA a las respuestas inflamatorias asociadas a las respuestas inmunes
innatas que se han descrito en la OHN, las células SaOS2 fueron estimuladas
con IL74 (0,1 ng/mL) y LPS (100 ng/mL) durante 48h, tras ser diferenciadas
a osteoblasto en presencia o ausencia del MCA durante tres dias. La presencia
del MCA potencié el efecto inflamatorio de la II.75, lo cual se evidencié
mediante el aumento en la expresion génica de [L.6, VCAM y CCL.2 (Figura
11). Interesantemente, el estimulo inflamatorio incrementé la expresion de los
genes anabolicos 6seos BMP2 y LIF inducidos por el MCA (Figura 11). No
obstante, la II.7 no modifico la expresion de SPP7 (Figura 11). En cuanto al
LPS, principal agonista del receptor tipo To// 4 (TL.R4, por sus siglas en inglés),

éste no alter6 el perfil inflamatorio ni el metabolismo 6seo (Figura 12).
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Figura 11. Efecto de la adicién de IL1f sobre los efectos basales del MCA en la
osteoblastogénesis. Expresion génica medida mediante RT-PCR de los marcadores
inflamatorios y del metabolismo 6seo 1.6, V'CAM, CCI.2, BMP2, 1.IF y SPP1 en células

SaOS2 estimuladas con IL.74 (0,1 ng/mL) durante 48h, tras ser diferenciadas a osteoblasto
en presencia y ausencia el MCA durante tres dias.
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Figura 12. Efecto de la adicion de LPS sobre los efectos basales del MCA en la
osteoblastogénesis. Determinacion mediante RT-PCR de la expresion de los
marcadores 1.6, VCAM, CCL.2, BMP2, I.IF y SPP1 en osteoblastos estimulados con
LPS (100 ng/mL) durante 48h, trascurridos tres dias de diferenciaciéon osteoblastica en
presencia o ausencia del MCA.
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Resultados

1.3. Determinacion de los cambios morfolégicos celulares inducidos por

el medio condicionado por los astrocitos

Los resultados obtenidos demostraron la capacidad de los astrocitos para
incrementar la expresion de los marcadores relacionados con el metabolismo
o0seo en las células SaOS2. Para determinar el efecto del MCA sobre la
morfologia de los osteoblastos se realizaron tinciones de tubulina, actina y del
nucleo celular. Los datos obtenidos pusieron de manifiesto la capacidad del
MCA para inducir cambios morfolégicos similares a los osteocitos en las SaOS2
(Figura 13A). Teniendo en cuenta estos hallazgos, se estudiaron marcadores de
osteocitos en las SaOS2 mediante RT-PCR. En consistencia con los resultados
de las tinciones, el MCA incrementé la expresion génica de PDPN (Figura 13B),
marcador temprano de la diferenciacién del osteoblasto a osteocito. Sin
embargo, el MCA no modific6 BGL.AP, el otro marcador de osteocito
estudiado (Figura 13B).

.7 g . v\;.‘ } s \; > i ’ ; N
Figura 13. Cambios morfoloégicos producidos por el MCA sobre los osteoblastos. A)

Tincién de tubulina, actina y nucleo celular en células SaOS2 diferenciadas durante tres dias
en presencia y ausencia del MCA.
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Figura 13. Cambios morfolégicos producidos por el MCA sobre los osteoblastos
(continuacién). B) Expresion génica determinada mediante RT-PCR de los marcadores de
osteocitos PDPN y BGILAP en células SaOS2 diferenciadas a osteoblasto durante tres dias
en presencia o ausencia del MCA.

2. EFECTO DEL MEDIO CONDICIONADO POR LOS ASTROCITOS EN LA
ADIPOGENESIS

Los resultados anteriores apuntaron al MCA como promotor del anabolismo
6seo en osteoblastos. Considerando que los osteoblastos y los adipocitos
comparten un mismo origen celular, las MSCs, y teniendo en cuenta que los
procesos de osteoblastogénesis y adipogénesis estan en equilibrio y son
antitéticos, se realizaron experimentos para testar el efecto del MCA en la
diferenciaciéon de las C3H10T1/2 a adipocito durante 7 dias. Los datos
obtenidos revelaron una disminucion en la expresion génica de los marcadores
adipogénicos FABP4, PPARG y ADIPOQ (Figura 14) en las células tratadas
con el MCA. Sin embargo, el MCA no alter6 la expresion de PLINZ (Figura
14).
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Figura 14. Efecto del MCA sobre la adipogénesis. Estudio de marcadores
adipogénicos. Expresiéon génica objetivada mediante RT-PCR de los principales
marcadores adipogénicos FLABP4, PLIN2, PPARG y ADIPOQ en células C3H10T1/T2
diferenciadas a adipocito durante siete dias en presencia o ausencia del MCA.
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Con el objetivo de validar los datos obtenidos se realizaron tinciones rojo de
aceite O en las C3H10T1/2 diferenciadas a adipocito durante 7 dfas en
presencia o ausencia del MCA. Acorde con los datos obtenidos mediante las
técnicas de analisis de expresion génica, los depdsitos de grasa estaban
disminuidos en las condiciones tratadas con el MD, y completamente ausentes

en las células estimuladas con el MCA, corroborando de este modo el efecto

anti-adipogénico del mismo (Figura 15).

MCA

Figura 15. Efecto del MCA en la acumulacién lipidica de células C3H10T1/2
diferenciadas a adipocito. Tincién de los depésitos lipidicos con rojo de aceite O durante

el proceso de diferenciacién de las C3H10T1/2 a adipocito durante 7 dias en presencia o
ausencia del MD y MCA.

Teniendo en cuenta la capacidad de las MSCs para diferenciarse tanto a hueso
como a grasa, y dado que el MCA actué como un inhibidor de la adipogénesis,
se estudiaron genes relacionados con el metabolismo 6éseo y con el proceso
inflamatorio en las diferenciaciones de C3H10T1/2 a adipocito durante siete
dias. Interesantemente, el MCA fue capaz de aumentar la expresién génica de
los marcadores SPP1, RUNXZ2, CD44, AXINZ2 (Figura 106), IL.6 y "CAM
(Figura 17). Por el contrario, este medio redujo la expresion de GPNMB (Figura
16) y no modificé la expresion de CCL2 (Figura 17).
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Figura 16. Efecto del MCA sobre la adipogénesis. Estudio de marcadores
relacionados con el metabolismo 6seo. Expresion génica medida mediante RT-PCR de
los marcadores relacionados con el metabolismo 6seo SPP7, RUNXZ2, CD44, GPNMB vy
AXINZ en las C3H10T1/2 diferenciadas durante siete dias en presencia o ausencia del MCA.
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Figura 17. Efecto del MCA sobre la adipogénesis. Estudio de marcadores
inflamatorios. Determinacion de la expresion génica mediante RT-PCR de los marcadores
inflamatorios IL6, IV'CAM y CCL2 durante el proceso de adipogénesis en presencia o
ausencia del MCA
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Resultados

Finalmente, durante el proceso de diferenciacion de estas células se
observaron variaciones en la proliferacién celular. Para determinar dichos
cambios, se realiz6 un MTT de las C3H10T1/2 diferenciadas a adipocito
durante siete dias en presencia y ausencia del MCA. Los resultados obtenidos
mostraron un incremento en la proliferacién celular de las C3H10T1/2

estimuladas con el MCA durante su diferenciacion a adipocito (Figura 18).
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Figura 18. Efecto del MCA sobre la adipogénesis. Estudio de la viabilidad celular.
Estudio de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT de las C3H10T1/2 diferenciadas a

adipocito durante siete dfas en presencia o ausencia del MCA.

3. EFECTO DE LOS EXPLANTES NERVIOSOS EN LA OSTEOBLASTOGENESIS

La OH es una enfermedad multifactorial cuya etiologfa permanece a dia de
hoy desconocida. Sin embargo, existen ciertos factores de riesgo entre los cuales
se incluyen haber sufrido un dafio neurolégico, como por ejemplo un TCE.
Recientemente, estudios han sefialado la posible implicaciéon del SNP en el
desarrollo de la OHN (16,48,52,54,55,57,60,66—68). Con la finalidad de
investigar el papel de los nervios periféricos en la formacioén ectopica de hueso,
se cocultivaron EN y SaOS2, y se diferenciaron estas ulitmas a osteoblastos
durante tres dias. Los datos obtenidos demostraron un incremento en la
expresion génica de los marcadores 6seos SPP7, RUNXZ2, BMP2, IIF, CD44,
RANKIL, el ratio RANKI./ OPG, asi como un aumento en la expresion de los
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marcadores inflamatorios IV'CAM y CCL.2 en las SaOS2 cocultivadas con los
EN (Figura 19A-D). Por el contrario, la coexistencia de los EN y las SaOS2
hicieron disminuir los niveles de expresion de BMP4 y GPNMB (Figura 19B), y
no modificaron la expresion de PDGFf, PDGFRf, OPG y AXINZ2 (Figura
19B-C).
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Figura 19. Efecto de los EN en la osteoblastogénesis. A) Expresion génica medida
mediante RT-PCR de los marcadores de diferenciacion osteoblastica SPP7, RUNX2y BMP2
tras tres dias diferenciacion a osteoblasto del cocultivo EN-SaOS2.
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Figura 19. Efecto de los EN en la osteoblastogénesis (continuacion). B) Determinacion
mediante RT-PCR de la expresion de los marcadores relacionados con el metabolismo 6seo
BMP4, LIF, GPNMB, CD44, PDGFy PDGFRf durante la diferenciacion de las SaOS2 en
presencia o ausencia de los EN durante tres dias.
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Figura 19. Efecto de los EN en la osteoblastogénesis (continuacion). C) Determinacion
mediante RT-PCR de la expresion de los marcadores relacionados con el metabolismo 6seo
RANKIL,, OPG, ratio RANKI./OPG y AXINZ2 durante la diferenciacion de las SaOS2 en
presencia o ausencia de los EN durante tres dias.
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Figura 19. Efecto de los EN en la osteoblastogénesis (continuacion). D) Expresion
génica medida mediante RT-PCR de los marcadores inflamatorios I'CAM y CCL.2 durante
la diferenciacion osteoblastica de las SaOS2 en presencia o ausencia de los EN durante tres

dias.

Paralelamente, se cocultivaron las CEN vy las SaOS2 y se diferenciaron a
osteoblastos durante tres dias. A pesar de que los efectos observados fueron
ligeramente mas tenues comparados con los cocultivos de los EN y las SaOS2,
las CEN fueron capaces de incrementar la expresion génica de SPP7 y IVCAM

en las células SaOS2. Asimismo, la presencia de las CEN increment6 el ratio

RANKI./OPG vy disminuy6 la expresion de BMP4 y PDGFRp. Sin embargo,

este cocultivo no indujo cambios en los demas genes estudiados (Figura 20).
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Figura 20. Efecto de las CEN en la osteoblastogénesis (continuacioén). B)
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Figura 20. Efecto de las CEN en la osteoblastogénesis (continuacion). C)
Determinacion de la expresion génica mediante RT-PCR de los marcadores relacionados con
el metabolismo éseo RANKI., OPG, ratio RANKIL./OPG y AXIN2 en células SaOS2
diferenciadas durante tres dias a osteoblasto en presencia o ausencia de las CEN.
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Figura 20. Efecto de las CEN en la osteoblastogénesis (continuacién). D)
Determinacion de la expresion génica mediante RT-PCR de los marcadores inflamatorios
CAM y CCL2 en células SaOS2 diferenciadas durante tres dias a osteoblasto en presencia
o ausencia de las CEN.

Teniendo en cuenta los efectos inflamatorios y anabdlicos observados en la
coexistencia de los EN y las SaOS2, se investigo el efecto de la combinacién de
los cocultivos de EN y SaOS2 estimulados con el MCA. Los resultados
evidenciaron como la presencia de los EN incrementé significativamente los
efectos del MCA en cuanto a la expresion génica de los marcadores
osteoblasticos e inflamatorios SPP7, BMP2, I.IF, RANKIL y CCL.2 (Figura 21 A-
D). En relacién con esto, cabe destacar la sinergia observada en el incremento
de la expresion génica de SPP7, LIF y CCL2 (Figura 21A,B,D). Por otra parte,
los EN redujeron de forma significativa los niveles de expresion génica de
BMP4, GPNMB, CD44, PDGFpB, PDGFRf y AXIN2 (Figura 21B-C).
Asimismo, el MCA, mas alla de la inducciéon sinérgica mencionada

anteriormente, fue capaz de modular los efectos de los EN al potenciar de
forma significativa la expresion de los marcadores BMP4, GPNMB, CD44,

PDGEFp, OPG y AXINZ (Figura 21B-C); y reducir la expresion de los genes
RUNX2, RANKL y el ratio RANKL/OPG (Figura 21A,C).

110



Resultados

ddkk

- ‘ —_
| ok
60 ke = 3 —_
= P *
5 PR Q Y
3 2 e
N o
Z
Z
4 <
<
m 40- m 2- Fkkk
2 =
o o °
o e E
c ‘0
Ne) D
o 2 e
= a
[SF X
35 L
< X
4
o
s =)
» 0- T 14 0 r T
9 o
IR oﬁ,«}“ & v"é S & & & ‘?x«}“
Q ) @o Q Q ) \‘9
P >
_ .. }
g .
o TRk
e
N
o
<C .
®©
=
=
©
o 4
[
0
n
o
S 1
X 24
LIJ Fkk
N
o
&
0 r r
S & & £
Q Q ) e‘(‘,V'
&

Figura 21. Efecto del MCA sobre el cocultivo de EN y osteoblastos. A) Determinacion
de la expresion génica mediante RT-PCR de los marcadores 6seos SPP7, RUNXZ2 y BMP2
en las SaOS2 cocultivadas con los EN durante tres dias en presencia o ausencia del MCA.
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Figura 21. Efecto del MCA sobre el cocultivo de EN y osteoblastos (continuacion). B)
Determinacion de la expresion génica mediante RT-PCR de los marcadores 6seos BMP4,

LIF, GPNMB, CD44, PDGFf y PDGFRf en las SaOS2 cocultivadas con los EN durante

tres dias en presencia o ausencia del MCA.
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Figura 21. Efecto del MCA sobre el cocultivo de EN y osteoblastos (continuacion). C)

Determinacion de la expresion génica mediante RT-PCR de los marcadores 6seos RANKL,
OPG, ratio RANKI./ OPG y AXINZ en las SaOS2 cocultivadas con los EN durante tres dias
en presencia o ausencia del MCA.
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Figura 21. Efecto del MCA sobre el cocultivo de EN y osteoblastos (continuacién). D)
Determinacion de la expresion génica mediante RT-PCR de los marcadores inflamatorios
CAM y CCL2 en las SaOS2 cocultivadas con los EN durante tres dias en presencia o
ausencia del MCA.

4. EFECTO DEL MEDIO CONDICIONADO POR LOS EXPLANTES NERVIOSOS
EN LA ADIPOGENESIS

Considerando el balance entre la osteoblastogénesis y la adipogénesis, se testo
el efecto del MCEN en las células C3H10T1/2 diferenciadas a adipocito
durante siete dias, y se estudiaron los principales marcadores de adipogénesis
mediante RT-PCR. Los resultados evidenciaron un descenso significativo en la
expresion génica de tres de los marcadores estudiados, F.ABP4, PPARG vy
ADIPOQ. Sin embargo, el MCEN incremento la expresion de PILINZ (Figura
22A).

Del mismo modo se estudiaron los marcadores del metabolismo 6seo e
inflamatorios en el modelo de diferenciacion a adipogénesis. Los datos
obtenidos revelaron un incremento significativo en la expresion de SPP7,
CD44, 11.6, IV'CAM y CCL.2 en las células estimuladas con el MCEN (Figura
22B-C). No obstante, este medio no produjo cambios en la expresion de

RUNX2, GPNMB y AXIN2 (Figura 22B).
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Figura 22. Efecto del MCEN sobre la adipogénesis. A) Expresion de los principales
marcadores de la adipogénesis F.4ABP4, PLIN2, PPARG y ADIPOQ cuantificados mediante
RT-PCR en la diferenciaciéon de C3H10T1/2 a adipocito durante siete dias en presencia y
ausencia del MCEN.
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Figura 22. Efecto del MCEN sobre la adipogénesis (continuacién). B) Cuantificacion

mediante RT-PCR de la expresion génica de los marcadores relacionados con el metabolismo
6seo SPP1, RUNX2, CD44, GPNMB y AXINZ en las células C3H10T1/2 diferenciadas a
adipocito durante siete dfas en presencia o ausencia del MCEN.
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Figura 22. Efecto del MCEN sobre la adipogénesis (continuacién). C) Cuantificacion
mediante RT-PCR de la expresion génica de los marcadores inflamatorios 116, 'CAM y
CCIL.2 en las células C3H10T1/2 diferenciadas a adipocito durante siete dias en presencia o
ausencia del MCEN.
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5. APARTADO AFECTADO POR LA PROTECCION DE DERECHOS

6. APARTADO AFECTADO POR LA PROTECCION DE DERECHOS

7. APARTADO AFECTADO POR LA PROTECCION DE DERECHOS

8. USO DE LA TRITERAPIA COMO TERAPIA PREVENTIVA FRENTE A LA OHN

Actualmente no existen tratamientos efectivos que permitan prevenir la
aparicion de la OH, lo que incrementa la necesidad de la bisqueda de nuevas
terapias. Nuestro grupo de investigacion desarroll6 una terapia acufiada bajo el

término TT (nimero de patente 300306701) compuesta por la combinacién de
un antidiabético (Pioglitazona, 10nM), un AINE (Indometacina, 60uM) y un

corticoide (Dexametasona, 1puM). Dicha terapia esta enfocada a prevenir la
aparicion de masas 6seas ectopicas a través de la modulacién del balance
osteoblastogénesis-adipogénesis, a favor de la adipogénesis.

La TT fue testada en el modelo de diferenciaciéon osteoblastica de SaOS2
durante tres dias en presencia o ausencia del MCA. En condiciones basales, la
TT disminuy6 la expresion génica de los marcadores anabdlicos e inflamatorios
SPP1, LIF, CD44, PDGFp, CCL.2 y el ratio RANKL/OPG (Figura 33A-D);
aument6 la expresion génica de los marcadores relacionados con el
metabolismo 6seo BMP2y OPG (Figura 33A,C); y no modifico el resto de genes
estudiados en el proceso de diferenciaciéon osteoblastico (Figura 33A-D).
Asimismo, los resultados demostraron un efecto notorio de la TT en la
reduccién de la expresion de los genes relacionados con el metabolismo 6seo
SPP1, BMP4, I.IFF, GPNMB, CD44, PDGFRJ, asi como en la expresion génica
de los marcadores inflamatorios "CAM y CCL2 (Figura 33A-D) en los
osteoblastos estimulados con el MCA durante tres dias. Ademas, la T'T aument6
la expresion génica de los marcadores RANKL y OPG. Sin embargo, dichos
cambios no modificaron netamente el ratio RANKL/OPG (Figura 33C).
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Asimismo, el tratamiento con la TT no modificé el resto de genes estudiados

(Figura 33A-C).

A

20 4

SPP1 Expresion relativa ARN (2:94Ct)
RUNX2 Expresion relativa ARN (2-49Cty

BMP2 Expresion relativa ARN (2-49Ct)

Figura 33. Efecto de la TT sobre el modelo de OHN % vitro con componente del
SNC. A) Determinacion de la expresion génica mediante RT-PCR de los genes relacionados
con el metabolismo 6seo SPP7, RUNXZ2y BMP2 en las SaOS2 diferenciadas a osteoblasto

durante tres dfas en presencia o ausencia de la TT (pioglitazona 10nM, indometacina 60uM
y dexametasona 1uM).
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Figura 33. Efecto de la TT sobre el modelo de OHN 7z vitro con componente del
SNC (continuacién). B) Determinaciéon de la expresion génica mediante RT-PCR de los

genes relacionados con el metabolismo 6seo BMP4, LIF, GPNMB, CD44, PDGEFf y
PDGFRp en las SaOS2 diferenciadas a osteoblasto durante tres dias en presencia o ausencia
de la TT (pioglitazona 10nM, indometacina 60uM y dexametasona 1uM).
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Figura 33. Efecto de la TT sobre el modelo de OHN 7z vitro con componente del
SNC (continuacién). C) Determinacién de la expresion génica mediante RT-PCR de los

genes relacionados con el metabolismo 6seo RANKL, OPG, ratio RANKL/OPG y AXINZ2
en las SaOS2 diferenciadas a osteoblasto durante tres dias en presencia o ausencia de la TT

(pioglitazona 10nM, indometacina 60puM y dexametasona 1uM).
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VCAM Expresion relativa ARN (2:94Ct)
CCL2 Expresion relativa ARN (2:9dCt)
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Figura 33. Efecto de la TT sobre el modelo de OHN % vitro con componente del
SNC (continuacién). D) Expresion génica de los marcadores inflamatorios medidos
mediante RT-PCR V'CAM y CCL2 en el proceso de osteoblastogénesis en presencia o
ausencia de la TT.

Esta terapia también fue testada en las diferenciaciones de SaOS2 en
presencia del MCEN durante tres dias. Interesantemente, la TT fue capaz de
disminuir los niveles de SPP7, BMP4, L.IF, GPNMB, CD44, PDGFf3, AXINZ2y
CCL.2 (Figura 34A-D) en las SaOS2 estimuladas con el MCA. Sin embargo, la
TT indujo el aumento en la expresion de los marcadores RUNXZ2 y BMPZ2 en
las SaOS2 estimuladas con el MCEN (Figura 34A,C), y no modifico la expresion
de PDGFRS, RANKL, OPG, el ratio RANKL/OPG y 1VCAM (Figura 34B-D)

en los osteoblastos estimulados con el MCA.
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Figura 34. Impacto de la TT sobre el modelo de OHN 7z v7tro con componente del
SNP. A) Determinacion mediante RT-PCR de la expresion de los marcadores relacionados
con el metabolismo 6seo SPP7, RUNXZ2 y BMP2 en las células SaOS2 diferenciadas durante

tres dias en presencia o ausencia de la TT (pioglitazona 10nM, indometacina 60uM y
dexametasona 1uM).
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Figura 34. Impacto de la TT sobre el modelo de OHN 7z vstro con componente del
SNP (continuacién). B) Determinaciéon mediante RT-PCR de la expresion de los marcadores
relacionados con el metabolismo 6seo BMP4, I.IF, GPNMB, CD44, PDGESy PDGFRf en
las células SaOS2 diferenciadas durante tres dias en presencia o ausencia de la TT
(pioglitazona 10nM, indometacina 60puM y dexametasona 1uM).
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Figura 34. Impacto de la TT sobre el modelo de OHN 7z vstro con componente del
SNP (continuacién). C) Determinaciéon mediante RT-PCR de la expresion de los marcadores
relacionados con el metabolismo 6seo RANKIL., OPG, ratio RANKIL./OPG y AXINZ en las
células SaOS2 diferenciadas durante tres dias en presencia o ausencia de la T'T (pioglitazona

10nM, indometacina 60uM y dexametasona 1puM).
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Figura 34. Impacto de la TT sobre el modelo de OHN 7z vstro con componente del
SNP (continuacién). D) Estudio de la expresion génica mediante RT-PCR de los marcadores
inflamatorios I"CAM y CCL.2 en el proceso de diferenciacion a osteoblasto en presencia o

ausencia de la TT.
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Di1SCcUSION

En la presente tesis doctoral se ha determinado la capacidad de los astrocitos
y los EN para liberar factores promotores del anabolismo 6seo y la inflamacion
y, a su vez, inhibir la adipogénesis. Asimismo, se ha identificado una proteina
como potencial proteina relacionada con la formacioén ectépica de hueso debido
a su alta expresion en pacientes con alto riesgo de padecer OHN, asi como a su
capacidad de reproducir parcialmente los efectos observados por los astrocitos
y los nervios periféricos sobre los procesos de osteoblastogénesis y
adipogénesis. Finalmente, se han conseguido revertir parcialmente los efectos
sobre el anabolismo 6seo e inflamacion inducidos por los factores liberados por
los astrocitos y los EN en los osteoblastos mediante el uso de una terapia
preventiva frente a la OH patentada por nuestro grupo de investigacion.

La OHN es una enfermedad que se caracteriza por la formacién de hueso
laminar maduro en tejidos blandos extra-esqueléticos, cuya etiologfa permanece
a dia de hoy desconocida (40—44). Sin embargo, se han postulado diferentes
tactores de riesgo para padecer esta enfermedad, entre los cuales destacan haber
sufrido un TCE o una lesion medular (40,43,46). Acorde con esto, en los
ultimos afnos se han acumulado evidencias cientificas que sostienen un posible
papel de los factores humorales con origen en el SNC y SNP como responsables
del crecimiento de hueso anémalo (40,41,62—-68,42,43,46-49,57,61). Ante esta
situacion, y con la finalidad de identificar algun factor responsable de esta
enfermedad, nos propusimos determinar la capacidad osteoinductiva de los
astrocitos, EN, CEN y sueros de pacientes con mayor o menor riesgo de
padecer OH; asi como proceder con la caracterizaciéon protedmica de estas
muestras. Por otra parte, a dia de hoy no existe una terapia efectiva que permita
prevenir la aparicion de la OH, por lo que urge investigar nuevas terapias para
abordar esta enfermedad. Por ello, se ha testado la TT como una potencial
terapia preventiva frente a esta patologia en los modelos de OHN desarrollados
n vitro.

Como se ha mencionado previamente, las lesiones que afectan al SNC se

consideran factores de riesgo vinculados a la formacion ectépica de hueso. De
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hecho, se ha descrito la presencia de factores anabolicos en el liquido
cefalorraquideo de pacientes que sufrieron este tipo de dafios (48,49,61-64).
Estos datos concuerdan con las correlaciones observadas entre el proteoma
sérico de pacientes en riesgo de padecer OHN y sus efectos anabdlicos sobre
cultivos de osteoblastos. Concretamente, pudimos observar cémo los pacientes
con elevado riesgo de padecer OHN, aquellos que sufrieron el doble
traumatismo, tenfan un proteoma sérico con un mayor numero de correlaciones
con los marcadores anabélicos 6seos inducidos en los cultivos de osteoblastos.

En la actualidad no existe ningun modelo 7 vitro que permita el estudio de la
OHN. Por este motivo, hemos desarrollado un modelo de OHN basado en el
cocultivo de astrocitos y osteoblastos. La seleccion de estas células gliales como
potenciales células implicadas en el desarrollo de la OHN se basé en su
procedencia, un glioblastoma humano de grado IV (linea celular CCF-STTG1),
as{ como en las multiples implicaciones de las mismas en procesos fisiologicos
y fisiopatologicos en respuesta a un dafo neurologico (1,5,9,17,18). En
concreto, la seleccion de estas células se centrd en la estrecha similitud entre los
procesos tempranos de astrogliosis derivados de un dafo nervioso y los
glioblastomas, semejanzas que dificultan el diagnéstico diferencial entre ambas
alteraciones y que a menudo conllevan al establecimiento de un diagnéstico
erroneo (90-92). En este sentido, cabe destacar que existen evidencias que
sefialan a los astrocitos reactivos como responsables de la liberacién de factores
relacionados con el anabolismo 6seo que, a su vez, se relacionan con
calcificaciones ectépicas (93).

Una vez establecido el modelo de OHN iz vitro, procedimos con su estudio y
validacién. Se ha descrito que, en la formacion de hueso ectépico, se produce
una coexistencia y convergencia entre los procesos anabdlicos e inflamatorios
(40-44,47,48,52,53,57), los cuales se vieron incrementados en el modelo i vitro
de OHN desarrollado.

Por una parte, este modelo fue capaz de reproducir algunas de las alteraciones
caracteristicas de esta patologia que atafien al anabolismo 6seo, entre las cuales
destacan el incremento de la expresion génica de los marcadores 6seos BMP2
(40—44,47,52,94), BMP4 (40—44,47,52,94), SPP1 (40-44,47,52) y GPNMB (93).
Asimismo, cabe destacar el aumento de CD44, receptor de SPP7 (95,90),
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marcador crucial en los procesos formadores de hueso (97). De este modo, este
modelo no solo permitié observar el incremento en la expresion de SPP7, sino
que también la expresion génica de su receptor, lo que podria incrementar su
seflalizacién y promover un mayor efecto de SPP7 y, por extension, una mayor
formacion anémala de hueso.

Diversos estudios han puesto de manifiesto el incremento de la PDPN, un
marcador osteocitico temprano, en las zonas limitrofes de algunos tipos de
calcificaciones cerebrales y de vasos sanguineos (93,98,99). En concreto, a nivel
intracraneal, se ha probado la presencia de astrocitos reactivos, asi como un
aumento en la expresion de este gen, en las zonas circunscritas a las
calcificaciones (93,100). Refrendando el valor de nuestro modelo, en el presente
estudio también se observo la capacidad de los factores secretados por los
astrocitos para promover cambios morfologicos semejantes a los osteocitos en
los osteoblastos, incrementindose ademas en estos la expresion génica de
PDPN (93). Estos datos sugieren que la disrupcién de la BHE producida tras
un TCE podria facilitar la transferencia de este proceso de calcificacion
observado a nivel intacraneal en estructuras periféricas.

Asimismo, se ha descrito el incremento de las BMPs como principales
moléculas implicadas en la OH, tanto en las formas congénitas de la enfermedad
como en las adquiridas (40—44,47,52,94), asi como la interacciéon de las mismas
con la via WINT, principal via anabélica del hueso y esencial para promover la
maduraciéon de los condrocitos y osteoblastos (94). En este sentido cabe
destacar que este modelo no solo permitié observar el aumento de la expresion
de las BMPs, sino que también facilit6 la observacion de la activacion de la via
WNT, lo que se demuestra mediante el aumento de AAXINZ y la inhibicién de
los antagonistas de la misma SOST y DKKT7, hechos que avalan el potencial
anabdlico de los astrocitos sobre los osteoblastos y la efectividad de nuestro
modelo 2 vitro para el estudio de la OHN.

Por otra parte, se ha descrito el rol de los procesos inflamatorios mediados
por el sistema inmune innato y adaptativo en la fisiopatologia de la OH
(40,60,101-103). En este estudio se evidenci6 mediante proteémica la
activacion de rutas relacionadas con ambos tipos de inmunidad en los pacientes

en alto riesgo de padecer OH debido a la concomitancia de un TCE y una FHL.
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Asimismo, evidenciando el papel de la inflamacién en los procesos de dafio
central y su efecto en el metabolismo 6seo, los resultados obtenidos en este
estudio evidenciaron un incremento de las citoquinas inflamatorias I1.6, ' CAM
y CCL.2 en los osteoblastos estimulados con el MCA. Cabe sefialar que estas
citoquinas han sido relacionadas con la OH en diversos estudios (104—107).
En relacién con las respuestas inflamatorias asociadas a la etiopatogenia de la
OH destacan las mediadas por el eje monocito-macréfago y mastocitos
(104,105,108,109). Se ha demostrado que, al producirse un dafio en el
organismo, los monocitos circulantes infiltran el lugar de la lesion, lo que
promueve su transicion a macrofagos. Los macréfagos, a su vez se polarizan

para liberar un amplio espectro de mediadores inflamatorios entre los cuales

destacan la IL.75 y diversos agonistas del TI.LR4 (104,105,108,109). Estas
respuestas favorecen la activaciéon de los mastocitos, células mediadoras de las
respuestas inmunes. En el contexto de la OH, la activacién de estas células se
ha relacionado con el reclutamiento de monocitos y osteoprogenitores,
contribuyendo de este modo a la formacién de hueso ectdpico

(104,105,108,109). En relacién con esto, es bien conocido el papel que

desempefian la II.7 By los agonistas del TI.R4 en la mediacién de las respuestas
inmunes innatas a través de sus respectivos receptores [I.7-R7 y TIL.R4, los
cuales a su vez comparten sus rutas de sefializacion a través de MyD88 (110-
112).

Para tratar de esclarecer el papel de la inmunidad innata en nuestro modelo 7

vitro, los osteoblastos fueron diferenciados con el MCA y estimulados en

presencia o ausencia de I[.7y LPS (agonista del TI.R4). La adiciéon de IL.78
como estimulo inflamatorio externo potencié los efectos inflamatorios
previamente observados e indujo la expresion de los marcadores relacionados
con el metabolismo 6seo BMPZ2y IIF. En relacion con esto, estudios realizados
en modelos animales han puesto de manifiesto la implicacién de LIF en el
desarrollo de masas 6seas excesivas y calcificaciones ectépicas (113,114), ya que
actia como promotor de la osteoblastogénesis e inhibidor de la adipogénesis y
debido a su implicacién en los procesos de reparacion ante un dafio tisular
(113,115-118). Estos datos verifican el rol de la inflamacién en la potenciacion

de marcadores anabdlicos claves relacionados con el metabolismo 6seo, y su

133



Marfa Guillan Fresco

posible relaciéon con la formaciéon ectopica de hueso (35,40,48,57). Por el
contrario, el efecto de la estimulaciéon con el LPS no modificé ninguno de los
genes estudiados, lo cual sugiere que el proceso inflamatorio desencadenado
por el MCA es independiente de MyD88.

Recientemente se ha vinculado el dafio en el SN con el desarrollo de la OH
(16,48,52,54,55,57,60). Para tratar de mimetizar la aberrante comunicacion
entre el SNC, el SNP y las células precursoras osteoblasticas subyacente a un
TCE y a una FHL, se llevaron a cabo cocultivos de osteoblastos y EN o CEN,
en presencia o ausencia del MCA. Los resultados obtenidos confirmaron la
potencial implicacién de ambos SNs (SNC y SNP) en la modulaciéon del
metabolismo 6seo tras producirse el incremento en la expresion de los genes
relacionados con el anabolismo 6seo y la inflamaciéon en los cocultivos de
Sa0S2 con los EN y las CEN. Cabe destacar que estos efectos fueron
semejantes a los observados tras la estimulaciéon de los osteoblastos con el
MCA. Sin embargo, se observaron resultados opuestos en los cocultivos de los
EN en comparacion con el MCA en cuanto a la expresion de los genes BMP4,
GPNMB, RANKLy el ratio RANKI./ OPG. En concreto, la coexistencia de los
EN y los osteoblastos redujo la expresion de BMP4 y GPNMB, e increment6 la
expresion de RANKL vy el ratio RANKL/OPG. Sin embatgo, cuando los
cocultivos de EN y osteoblastos se estimularon con el MCA, se increment6 la
expresion basal de BMP4, mientras que el ratio RANKL/OPG se regul6 a la
baja, demostrando el potente efecto anabolico de los factores liberados por los
astrocitos sobre el metabolismo 6seo (119-121), siendo incluso capaces de
modular las respuestas producidas por estructuras periféricas. Ademas, en
nuestro modelo de OH con componente nervioso central y periférico se
demostro la sinergia de ambos SNs para incrementar la expresiéon de SPP7, LIF
y CCL2, marcadores intimamente relacionados con la OH
(40,41,107,113,114,42-44,47,52,104-100).

Grosso modo, a pesar de las pequenas idiosincrasias entre los modelos de
cocultivos de osteoblastos y el MCA o los EN, cuando ambos modelos
coexistieron, se observo una modulacion entre ambos componentes con una
clara tendencia a incrementar los genes anabdlicos e inflamatorios estudiados,

lo que coincide con lo descrito en la literatura acerca de la implicacion del SNC
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y SNP en el metabolismo 6seo promoviendo la OH (16,48,60—65,49—52,54—
57). Asimismo, los cocultivos de osteoblastos y las CEN incrementaron, aunque
en menor medida que los EN, la expresion de SPP7y I”CAM. El hecho de que
las CEN no indujeran grandes cambios transcriptomicos podria ser debido a la
diferencia en el nimero de células que componen los EN y las CEN sembradas
en este modelo experimental. De este modo, la disminuciéon de la densidad
celular se relacionaria con una menor celeridad de las mismas para modificar
los marcadores 6seos e inflamatorios estudiados en un periodo de tres dfas. Sin
embargo, este hallazgo no deberia ser subestimado puesto que se ha descrito la
capacidad migratoria de las células nerviosas al torrente sanguineo en zonas
dénde se desarrolla la OH (56,70,71). Partiendo de esta premisa, la migracion
de estas células las dotarfa de la capacidad para reproducir parcialmente el
tenotipo de los EN descrito en este trabajo y, consecuentemente, potenciar la
formacion de hueso anémalo en los tejidos periféricos diana.

Por otra parte, los cocultivos de osteoblastos con el MCA y los EN redujeron
la expresion de los genes adipogénicos esenciales, incrementaron la expresion
de los genes anabdlicos e inflamatorios, asi como la proliferacion de las MSCs
en el modelo de diferenciacion de las mismas a adipocito. Estos datos resaltan
la capacidad moduladora conjunta de los factores liberados por los astrocitos y
los EN sobre el equilibrio entre la osteoblastogénesis y la adipogénesis, en
detrimento de la adipogénesis. La unica discordancia observada entre ambos
modelos fue el incremento de PLLINZ en las MSCs diferenciadas con el MCEN,
hecho que podria coincidir con un mecanismo compensatorio al reducirse los
demas genes relacionados con el metabolismo adipogénico, incluyendo
PPARG, gen considerado como el regulador maestro de la adipogénesis (122).
La disminucién de los genes adipogénicos y el aumento en la expresion de los
genes anabolicos e inflamatorios en las MSCs diferenciadas a adipocito
reproduce y concuerda con lo descrito para algunas variantes de OH congénita,
en las cuales la osificacién dérmica superficial y la formacioén de novo de placas
ectépicas en la piel y en la grasa subcutinea se considera una caracteristica
resaltable (123-127).

Parrafos afectados por la proteccion de derechos.

135



Marfa Guillan Fresco

Finalmente, en esta tesis doctoral se estudio el uso de la TT, compuesta por
dexametasona, indometacina y pioglitazona, como plausible abordaje
terapéutico frente a la OHN debido a la capacidad anti-anabélica que presenta
este coctel de farmacos (128-134). Estudios previos realizados en nuestro
grupo han demostrado la efectividad de esta terapia para alterar el balance
osteoblastogénesis-adipogénesis 7z vitro a favor de la adipogénesis, asi como la
capacidad de la misma para reducir los marcadores anabodlicos séricos en un
caso de HOP pediatrico. Por ello, se testé la TT en los modelos de OHN 7z
vitro (cultivos de osteoblastos con los MCA o MCEN), confirmandose su
eficacia para reducir en los osteoblastos genes esenciales relacionados con el
metabolismo 6seo e inflamatorio, entre los cuales destacan SPP7, BMP4, IIF,
GPNMB y CCL2 (40,41,105-107,113,114,42-44,47,52,93,94,104). En este
trabajo, la TT indujo la expresion de RUNXZ y BMP2 en los osteoblastos
estimulados con el MCEN durante tres dias, hecho no observable en los
osteoblastos tratados con el MCA. Aunque en principio estos hallazgos podrian
sugerir un efecto contrario de la TT ante un dafio nervioso periférico, se ha
descrito en la literatura la induccion de RUNXZ2 como un fenémeno transitorio
de esta terapia (135-138).

En relaciéon con esto, cabe destacar que los efectos de la TT fueron
observados a tres dias de diferenciacion osteoblastica, lo que podtia explicar los
resultados obtenidos al tratarse de un corto periodo de tiempo susceptible de
desencadenar mecanismos compensatorios debido al fuerte impacto de esta
terapia en los demas genes anabolicos estudiados. Ademas, el hecho de que
estos incrementos no se observen en los osteoblastos diferenciados con el
MCA, cuyos efectos fueron mas potentes que los observados en los MCEN,
confirma la posibilidad de tratarse de un efecto circunscrito a este tiempo y
modelo de diferenciacién en concreto. Asimismo, cabe destacar que la
incidencia de la OHN incrementa ante la coexistencia de una lesion nerviosa
central y periférica, siendo practicamente inexistente cuando solo sucede la
lesion periférica (40,43,46,57). En nuestros estudios hemos demostrado una
mayor contribucién del SNC en la induccién de los genes anabdlicos
involucrados con la diferenciacién osteoblastica. Teniendo esto en cuenta,

cabria esperar que ante una concomitancia de una lesion central y periférica, las
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acciones tan abrumadoras de la T'T sobre los efectos del SNC dominen y sean

suficientes para bloquear el desarrollo de una masa ectdpica osea.
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CONCLUSIONES

El cocultivo de astrocitos y osteoblastos proporciona un modelo 7
vitro valido para el estudio de la OHN.

Los factores derivados de los astrocitos y los EN presentan un
potencial osteoformador, proinflamatorio y anti-adipogénico
capaces de potenciar el proceso de osteoblastogénesis.

La presencia de un ambiente inflamatorio promovido por la IL7/
potencia los marcadores inflamatorios y anabolicos relacionados con
la etiopatogenia de la OH.

La potenciacion de los marcadores inflamatorios y anabdlicos claves
para el desarrollo de la OH en respuesta a un estimulo inflamatorio

externo se produce de manera independiente de MyD88.

Los pacientes en alto riesgo de padecer OH presentan un mayor
potencial osteoinductivo sérico en relacion a los de menor riesgo.
Conclusién afectada por la proteccion de derechos.

La TT, compuesta por dexametasona, indometacina y pioglitazona,
se postula como una terapia preventiva efectiva frente a la OHN al
reducir en los osteoblastos los marcadores anabdlicos e inflamatorios

desencadenados por los factores liberados por los astrocitos y los

EN.



Conclusiones

CONCLUSIONS

e The co-culture of astrocytes and osteoblasts provides a valid in vitro
model for the study of OHN.

e Astrocyte and EN-derived factors present an osteoforming, pro-
inflammatory and anti-adipogenic effect able to potentiate
osteoblastogenesis.

e The presence of an inflaimmatory environment promoted by IL1[3
enhances the inflaimmatory and anabolic markers related to the
etiopathogenesis of OH.

e The potentiation of the key inflammatory and anabolic markers for
the development of OH in response to an external inflammatory
stimulus occurs in a MyD88-independent manner.

e Patients at high risk of developing OH have higher serum

osteoinductive potential compared to those at low risk.
e Conclusion affected by the protection of rights.

e The TT, composed of dexamethasone, indomethacin, and
pioglitazone, is postulated as an effective preventive therapy against
OHN by reducing the anabolic and inflammatory markers in
osteoblasts triggered by astrocyte and EN-released factors.
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La osificacion heterotdpica (OH) es la formacion de hueso
laminar maduro en tejidos blandos extraesqueléticos. Existen
dos variantes de OH: la congénita y la adquirida. Dentro de la
modalidad adquirida destaca la OH neurogénica (OHN), la
cual se desarrolla tras un traumatismo que afecta al Sistema
Nervioso Central asociado a una fractura de hueso largo.
Clinicamente, no existe ningin signo patognomonico que
permita establecer el diagndstico temprano de la patologia.

Ademés, los abordajes terapéuticos actuales son poco efectivos,
sujetos a efectos adversos y no aptos para todo tipo

de poblacidn. Por ello, en esta tesis doctoral se investigan los
mecanismos subyacentes a la OHN, asi como posibles
herramientas terapéuticas para su abordaje.
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