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PALABRAS CLAVE Resumen

Células madre Objetivo: Los miARN actian como silenciadores génicos que estan implicados en la regulacion
mesenquimales; de funciones celulares esenciales. El miR-335 participa regulando los procesos de diferenciacion
Microacidos celular en células progenitoras. Las células madre mesenquimales (MSC) son células progenitoras
ribonucleicos; de los condrocitos y osteoblastos encargados del mantenimiento homeostatico del cartilago y
Artrosis hueso. El objetivo de este estudio era determinar una posible asociacién entre la expresion de

miR-335 y la enfermedad artrosica.

Metodologia: Las MSC obtenidas de la médula 6sea de 3 pacientes artrosicos y 3 controles sin
signos clinicos de artrosis ni osteoporosis se cultivaron y caracterizaron fenotipica y funcio-
nalmente en el pase 3 de cultivo. Asi mismo, mediante PCR cuantitativa se determinaron los
niveles de expresion de miR-335 y del gen mesoderm-specific transcript -MEST-, que controla
su expresion.

Resultados: Se detectaron diferencias entre las MSC aisladas de pacientes con artrosis y los
controles en los niveles de expresion de miR-335 y de MEST (mediana [rango intercuartilico]:
1,69 [0,85-1,74]; 3,85 [3,20-5,67]). Aunque las diferencias detectadas no alcanzaron una signifi-
cacion estadistica (p=0,1), si se aprecio una clara tendencia a una menor expresion de miR-335
en las MSC de pacientes artrosicos.

Conclusiones: Teniendo en cuenta que miR-335 tiene como dianas potenciales diferentes genes
que participan en la via de sefnalizacion de la Wnt, la tendencia observada podria determinar, al
menos en parte, algunas de las alteraciones que determinan el inicio o progresion de la artrosis,
y puede, por lo tanto, servir en el disefio de futuras dianas terapéuticas para el tratamiento de
esta enfermedad.
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Study of the role of miRNA in mesenchymal stem cells isolated from osteoarthritis
patients

Abstract

Objective: MiRNAs act as gene silencers that are involved in the regulation of essential cell
functions. miR-335 is involved in regulating cell differentiation processes in progenitor cells.
Mesenchymal stem cells (MSCs) are progenitor cells of chondrocytes and osteoblasts responsible
for homeostatic maintenance of cartilage and bone. The aim of this study was to determine a
possible relationship between the expression of miR-335 and osteoarthritis.

Methods: MSCs obtained from the bone marrow of 3 osteoarthritic patients and 3 controls
with no clinical signs of osteoarthritis or osteoporosis were cultured and phenotypically and
functionally characterised in a 3-step culture. Expression levels of miR-335 and the mesoderm-
specific transcript gene ~-MEST- that controls its expression were determined by quantitative
PCR.

Results: Differences in the expression levels of miR-335 and MEST (median [interquartile range]:
1.69 [0.85-1.74], and 3.85 [3.20-5.67] were detected between MSCs isolated from patients
with osteoarthritis and controls. Although the differences detected did not reach statistical
significance (P=.1), a clear trend towards lower expression of miR-335 in osteoarthritis MSCs
was observed.

Conclusions: Given that miR-335 has the different genes involved in the Wnt signalling pathway
as potential targets, the observed trend may help to ascertain, at least partially, some of the
alterations which determine the onset or progression of osteoarthritis, and can therefore serve

for the design of future therapeutic targets for the treatment of this disease.
© 2013 SECOT. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La artrosis es la afectacion reumatica mas prevalente
que afecta especialmente a individuos de edad avanzada'.
Se caracteriza por el dano crénico y progresivo de la
articulacion, la inflamacion, el dolor y, en estadios avan-
zados, una pérdida de la funcion en las articulaciones
afectadas. A nivel tisular, la principal caracteristica de la
artrosis es la esclerosis del hueso subcondral y, secunda-
riamente, la pérdida progresiva del cartilago articular?.
Si bien la alteracion de la homeostasis articular, resul-
tante en una pérdida neta de cartilago y formacion de
osteofitos, es concomitante a la enfermedad, las cau-
sas que la originan son desconocidas. A dia de hoy, se
acepta la etiologia multifactorial de la artrosis y su aso-
ciacion con factores metabolicos, estructurales, genéticos
y ambientales’®~¢.

Dadas las evidentes alteraciones fisiologicas que ocurren
en el cartilago, durante afos se asumio que el inicio de la
enfermedad comenzaba en aquel; sin embargo, las investi-
gaciones llevadas a cabo en los ultimos afios han puesto en
evidencia la importancia, en el desarrollo de la enfermedad,
del hueso subyacente al cartilago (hueso subcondral)’~"°, En
este contexto, nuestro grupo ya describio la existencia de
una asociacion de un polimorfismo genético que relacionaba
al colageno de tipo X con su menor expresion en las célu-
las madre mesenquimales (MSC) de origen artrosico. Estos
hallazgos experimentales evidenciaban que el mecanismo
responsable de la correcta regeneracion del cartilago en la
artrosis tenia su origen tanto en una deficiente formacion
de la matriz extracelular como en posibles alteraciones en
el potencial de diferenciacion de las MSC hacia condrocitos
hipertroficos'.

El papel de las MSC en la enfermedad artrosica no es
trivial, ya que son las células progenitoras de osteoblastos
y condrocitos, responsables, a su vez, de la sintesis de la
matriz extracelular 6seay cartilaginosa y, por lo tanto, esen-
ciales en la formacion y regeneracion del hueso y cartilago'?.

Teniendo en cuenta estas evidencias, es muy proba-
ble que una alteraciéon del proceso de diferenciacion en
estas células pueda generar anomalias en el desarrollo y
homeostasis tisular, contribuyendo en la etiopatogénesis
de la artrosis. En este sentido, nuestro grupo describid
recientemente la existencia de alteraciones en la via de la
sefalizacion de Wnt/B-catenina'’ en MSC de artrosis. Esta
via es esencial para la regulacion de procesos tan impor-
tantes como la proliferacion, migracion y diferenciacion
celular’"5,

La expresion génica es regulada por diferentes mecanis-
mos que permiten o impiden su transcripcion y, en Gltima
instancia, su funcion a través de la proteina que codifican.
Uno de los mecanismos de regulacion mas recientemente
estudiado es el ejercido por los miARN. Estos son una fami-
lia de ARN no codificantes, con un tamafno aproximado de
entre 18 y 24 nucleétidos de longitud. Los miARN actdan a
modo de silenciadores génicos reprimiendo la traduccion del
ARN mensajero o induciendo su degradacién'®. Asi, en fun-
cion del contexto biologico son potencialmente capaces de
modular la actividad sefializadora de una via de transduccion
de senales celulares, por ejemplo, implicadas en la dife-
renciacion de las MSC, mediante la represion o activacion
selectiva de componentes especificos'”.

Recientemente, y debido al interés creciente en el estu-
dio de los miARN en relacion con la regulacion de la
diferenciacion tisular, se han identificado varios miARN cuya
expresion se encuentra aumentada durante la diferenciacion
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de MSC a distintos fenotipos mesenquimales. Asi, miR-26b'®
y miR-337" regularian la diferenciacion adipocitica y la
condrogénesis, respectivamente. También se han identifi-
cado varios miARN que actuarian regulando la diferenciacion
osteogénica, entre ellos, miR-125b%° y miR-196a”". Los ante-
cedentes descritos indican que la expresion de miARN
durante la diferenciacion de las MSC dirige el compromiso de
estas células hacia un linaje especifico mediante un control
estricto de la expresion génica.

Recientemente se ha propuesto un papel regulador clave
de miR-335 en la biologia de las MSC, en concreto se ha
descrito que miR-335 (codificado por el segundo intrén del
gen mesoderm-specific transcript [MEST]) tiene entre sus
dianas potenciales al gen DKK1, un inhibidor de la via de
sefalizacion Wnt?2. Dada la importancia de esta ruta en los
procesos que tienen lugar durante la diferenciacion de las
MSC, nuestro objetivo fue establecer la posible relacion de
miR-335 en la enfermedad artrosica.

Material y métodos
Seleccion de pacientes y muestras

Se analizaron 2 cohortes consecutivas de pacientes interve-
nidos de artroplastia total de cadera por artrosis o fractura
subcapital. El diagnostico se baso en criterios del Colegio
Americano de Reumatologia?®.

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les rea-
liz6 una medida de la densidad mineral dsea de la cadera
contralateral y de la columna vertebral incluyendo las 4
regiones lumbares y midiendo la T-score < —2,5. Se descarta-
ron aquellos sujetos que presentaron signos de osteoporosis.
Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado,
y el estudio fue aprobado por el Comité Etico institucional.

Los criterios de inclusién para los pacientes del estudio
fueron:

- Sujetos a los que se sometid a una cirugia de sustitucion
protésica de cadera por artrosis o fractura subcapital.

- Edad comprendida entre 60-70 anos.

- Caucasicos.

Los criterios de exclusion para el estudio fueron:

- Presentar enfermedad adicional que afecte al metabo-
lismo del hueso.

- Pacientes que en los 3 meses previos a la cirugia hayan
recibido esteroides y/o citostaticos o se les haya adminis-
trado antirresortivos.

- Presentar afeccion reumatoldgica adicional, como enfer-
medades sistémicas, espondilitis o artritis reumatoide.

Atendiendo a estos criterios se seleccionaron 3 pacien-
tes de cada cohorte, asumiendo como controles aquellos
sujetos que presentaban fractura subcapital, sin signos de
artrosis. El dia de la cirugia se recogieron los aspirados de
médula 6sea y se conservaron en frigorifico a 4°C hasta su
procesamiento dentro de las 18 h siguientes a su obtencion.

Cultivo y diferenciacion celular

Cada aspirado medular se diluyé 1:1 con medio de cul-
tivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), y se realizd
un gradiente de Ficoll para aislar las células mononuclea-
res. Las MSC fueron aisladas por adherencia al soporte
de cultivo durante la expansion. El cultivo se realizé en
medio DMEM suplementado con 10% de fetal bovine serum y
antibioticos'. Todos los experimentos del estudio se reali-
zaron una vez las células alcanzaron el tercer pase de cultivo
confluente al 80%.

Caracterizacion de las células madre
mesenquimales

La caracterizacion de las células aisladas se llevo a cabo
mediante analisis de la presencia de los marcadores de
superficie (CD90-PE, CD73-FITC, CD105-PE y CD166-PE) o
ausencia (CD45-PE) por citometria de flujo utilizando un
citometro Cytomics FC500, de Beckman Coulter (Estados
Unidos).

Diferenciacion de las células madre
mesenquimales en 3 linajes celulares:
condrogénico, adipogénico y osteogénico

La multipotencialidad de las células aisladas se examino uti-
lizando los kits de diferenciacion osteogénica, condrogénica
o adipogénica (Lonza PT-3002, PT-3003 y PT-3004), siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Diferenciacion osteogénica

Para la diferenciacion osteogénica, las MSC se cultivaron en
placas de cultivo de 24 pocillos con medio de crecimiento de
MSC: DMEM + 10% fetal bovine serum. Cuando las células lle-
garon a confluencia, el medio de crecimiento fue sustituido
por un medio que contenia dexametasona, L-glutamina,
acido ascorbico, B-glicerolfosfato y factores de crecimiento
para el crecimiento de las MSC (Lonza PT-3002). El cultivo
se mantuvo durante 21 dias, y la formacion de depésitos de
calcio fue evaluada con rojo alizarina S (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, Estados Unidos).

Diferenciacion condrogénica

Para la diferenciacion condrogénica, las MSC se cultivaron
en placas de cultivo de 24 pocillos con medio de creci-
miento de MSC: DMEM + 10% fetal bovine serum. Cuando las
células llegaron a confluencia, el medio de crecimiento se
sustituyd por un medio que contenia dexametasona, acido
ascorbico, el suplemento insulina transferrina-selenio, piru-
vato sodico, prolinay L-glutaminay 10 ng/ml TGF-33 (Lonza
PT-3003). El cultivo se mantuvo durante 28 dias, cambiando
el medio cada 3. La evaluacion de la condrogénesis se rea-
liz6 mediante tincion con azul de toluidina (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, Estados Unidos).

Diferenciacién adipogénica

Para la diferenciacion adipogénica las MSC se cultivaron
en placas de cultivo de 24 pocillos con medio de creci-
miento de MSC. La estimulacion al linaje adipogénico se
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Figura 1

Muestras representativas de MSC aisladas de médula 6sea de pacientes con OA y sujetos control tras diferenciacion en

los linajes adipogénico (A y D), condrogénico (B y E) y osteogénico (C y F).

realizo utilizando 3 ciclos de induccion adipogénico y mante-
nimiento (Lonza PT-3004). Después de completar los 3 ciclos,
las MSC se cultivaron durante 7 dias mas en el medio de
mantenimiento. La evaluacion de la adipogénesis se realizo
mediante tinciones con Oil Red O (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, Estados Unidos).

Aislamiento de acido ribonucleico y transcripcion
inversa

Para determinar la expresion de miARN se aislo el ARN total
de las MSC de sujetos artrosicos y controles, utilizando el
protocolo miRNeasy® Mini Kit (Catalog No. 74104, Qiagen,
Valencia, CA, Estados Unidos). Los niveles de miR-335 y el
gen MEST se cuantificaron por RT-PCR utilizando los corres-
pondientes ensayos de expresion génica TagMan® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos). Como con-
troles endogenos de la normalizacion de miARN y MEST se
utilizé el RNU48 (pequeiio nucleolar ARN, C/D cuadro 48) y
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, respectivamente.

Analisis estadistico

Las comparaciones estadisticas se realizaron mediante un
test no paramétrico (Mann-Whitney), comparando las dife-
rencias entre los cambios de expresién (2-9€taCt) obtenidos
(delta Ct =nUmero de ciclos del gen referencia — nimero de
ciclos del gen problema). Los calculos y graficas se realiza-
ron mediante el software GraphPad Prism® 5.01. El nivel de
significacion estadistica se establecio para valores p <0,05.

Resultados

Caracterizacion fenotipica y funcional de las
células madre mesenquimales

Para determinar la uniformidad de las poblaciones celu-
lares estudiadas, se realizd una caracterizacion fenotipica
destinada a garantizar la pureza de la poblacion aislada
por adherencia y expandida en cultivo. Todas las células
del estudio eran positivas para los marcadores de superficie

caracteristicos de las MSC, CD90, CD73, CD105 y CD166.
Asi mismo, las poblaciones aisladas carecian de marcadores
hematopoyéticos como CD45.

Como control de calidad final, se determino el potencial
de las poblaciones aisladas para diferenciarse, en condi-
ciones de estimulo especificas, en 3 linajes mesodérmicos
(osteogénico, condrogénico y adipogénico). Todas las pobla-
ciones celulares utilizadas fueron capaces de diferenciarse
hacia los distintos linajes (fig. 1).

En conjunto, los resultados indicaban la uniformidad y
garantizaban la identidad de las células aisladas para los
estudios subsiguientes, en funcion de los parametros mini-
mos establecidos en la bibliografia como definitorias de una
MSC, esto es: adherencia al soporte de cultivo, presencia de
marcadores especificos y ausencia de marcadores hemato-
poyéticos, y, finalmente, potencial de diferenciacion en 3
linajes mesodérmicos.

Las células madre mesenquimales aisladas de
pacientes con artrosis presentaron menores niveles
de expresion de miR-335 que las de los controles

Con la finalidad de determinar si los niveles de expresion de
miR-335 se asociaban con la enfermedad artrosica, se anali-
zaron los niveles de expresion diferencial de miR-335 en MSC
mediante PCR cuantitativa. Los resultados mostraron que
en las MSC aisladas de pacientes con artrosis los niveles de
expresion de miR-335 eran menores (mediana 3,85 y rango
intercuartilico 3,20-5,67) que en las MSC aisladas de suje-
tos control (mediana 1,69 y rango intercuartilico 0,85-1,74),
con n=3 (fig. 2).

Esta menor expresion, aunque no alcanzé significacion
estadistica, si mostré una tendencia hacia una expresion
disminuida.

Discusion

El mecanismo por el cual las MSC son capaces de diferen-
ciarse y comprometerse a un linaje determinado no es del
todo conocido, no obstante, se sabe que los miARN ejercen
un papel critico en estos procesos mediante la activacion y
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Expresion relativa de miR-335

OA Control

Figura 2 Niveles de expresion génica de miR-335 en MSC
humanas obtenidas de pacientes con artrosis (n=3) y sujetos
control (n=3).

supresion de diferentes genes a nivel de traduccion o a tra-
vés de interacciones con sus ARN dianas. Se ha planteado
que cada miARN es capaz de regular cientos de mensajeros
de ARN y que su participacion abarca multiples funciones
bioldgicas que incluyen embriogénesis, organogénesis, dife-
renciacion y apoptosis?*. Por lo tanto, las alteraciones en la
regulacion de miARN y, por extension, de sus dianas, pueden
ser esenciales en el desarrollo de multiples enfermedades,
como se ha descrito para algunos casos de tumorogénesis?
o cardiopatias?®, o en el desarrollo de la artrosis?’?2.

En este contexto, se ha descrito recientemente que los
niveles de expresion de miR-335 son variables durante la
diferenciacion condrogénica y osteogénica, lo que indica
probablemente su papel en el control de la transicion
entre los fenotipos de células indiferenciadas y diferencia-
das y en la regulacion del destino celular en los tejidos
mesodérmicos?’. En apoyo de este posible papel, se sabe
que entre los genes diana potenciales de miR-335 se incluyen
diferentes factores de transcripcion y genes relacionados
con el desarrollo del mesodermo (http://www.umm.uni-
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/index.html).

Las MSC son células progenitoras de condrocitos y osteo-
blastos y, por tanto, capaces de llevar a cabo la regeneracion
de los tejidos dseo y cartilaginoso. Dado que en la artrosis
ocurre un desequilibrio homeostatico de estos tejidos, el
objetivo de este estudio fue establecer una posible asocia-
cion entre la expresion de miR-335 en MSC y la existencia
de un proceso artrosico.

El analisis de los niveles de expresion de miR-335 en MSC
indicaba la posible existencia de un patréon de expresion
diferencial entre sujetos artrosicos y sujetos control. Aun-
que estas diferencias no eran significativas, la disminucion
observada de los niveles del gen MEST en MSC de pacientes
artrosicos en comparacion con sujetos control en un estudio
previo realizado por nuestro grupo, en el que se analizaban
los datos de un microarray de ADN del genoma completo,
esta en consonancia con estos resultados'’.

A pesar de que tanto los niveles de expresion del
microARN como del gen MEST estan claramente reducidos
mostrando una tendencia clara a la menor expresion de
ambos en MSC de artrosis, la inexistencia de significacion

estadistica se justifica por el reducido tamafo muestral;
asi, este trabajo solo puede considerarse como un estudio
piloto previo a la realizaciéon de nuevos experimentos con
un tamano muestral mayor que permita una validacion y
el refuerzo de los resultados obtenidos para definir la con-
tribucion exacta de miR-335. Este estudio, en consonancia
con observaciones de investigaciones previas?’, evidencia un
papel de miR-335 en la fisiopatologia de la artrosis. Con-
cretamente, se ha propuesto un papel regulador clave de
miR-335 en la biologia de las MSC, concluyendo que la regu-
lacion positiva de miR-335 alteraba el fenotipo reparador de
las MSC?°.

Dado que los microARN actlan regulando la expresion
génica es logico pensar que una reduccion en los nive-
les de expresion de miR-335 constituye posiblemente un
factor perjudicial para la regeneracion adecuada de los
tejidos articulares. Por tanto, se hace necesario llevar a
cabo mas investigaciones que permitan entender y defi-
nir mejor el papel de miR-335 y de otros miARN sobre
el control de los mecanismos implicados en la diferencia-
cion y regeneracion tisular en la artrosis. Este conocimiento
puede también contribuir al desarrollo de futuros enfoques
terapéuticos.

Nivel de evidencia

Nivel de evidencia .
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