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Resumen

| presente articulo tiene como objetivo presentar de
forma resumida los diferentes factores que estan invo-

lucrados en la diferenciacion y el mantenimiento del fe-
notipo dseo, en contraste con los factores adipogénicos, cuya
expresion determina procesos de diferenciacién mutuamente
excluyentes. Por otro lado, se propone el posible uso terapéu-
tico para distintas patologias 6seas como la osteoporosis. Los
datos fueron obtenidos de estudios clinicos aleatorizados y de
revision, en idioma espafol e inglés, de los ultimos 15 afios,
que incluyeran los términos Mesh: Osteoporosis; Osteopo-
roses; Osteoporosis, Post-Traumatic; Osteoporosis, Senile;
Osteoporosis, Age-Related; Bone Loss, Age-Related; Factors,
Transcription; Transcription Factor; Adipogeneses; Bone For-
mation; Osteoclastogenesis; Endochondral Ossification; Endo-
chondral Ossifications; Ossification, Endochondral; Ossifica-
tion, Physiological; Ossification, Physiologic.

Palabras clave: Células madre mesenquimales, osteopo-
rosis, factores de transcripcidn, adipogénesis, osteoblastogé-
nesis, Runx2, PPARy, BMP, Wnt/ B catenina, FGF, sSLZIP, queme-
rinas/CMKLR1, miR223, miR30.
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Abstract

The aim of this review is to summarize the different known
factors involved in the differentiation and maintenance of the
bone phenotype, in contrast to the adipogenic factors, whose
expression determines mutually exclusive differentiation pro-
cess. On the other hand, the possible therapeutic use for differ-
ent bone diseases such as osteoporosis. The data was obtained
from randomized clinical trials and review articles, in Spanish
and English, from the last 15 years, which included the terms
Mesh: Osteoporosis; Osteoporoses; Osteoporosis, Post-Traumat-
ic; Osteoporosis, Senile; Osteoporosis, Age-Related; Bone Loss,
Age-Related; Factors, Transcription; Transcription Factor; Adi-
pogeneses; Bone Formation; Osteoclastogenesis; Endochondral
Ossification; Endochondral Ossifications; Ossification, Endo-
chondral; Ossification, Physiological; Ossification, Physiologic.

Keywords: Mesenchymal stem cell; Osteoporosis; Transcrip-
tion factor; Adipogeneses; Osteoblastogénesis; Runx2; PPARy;
BMP; Wnt/ B catenin; FGF; sLZIP; Chemerin/CMKLR1; miR223;
miR30.

La osteoporosis (OP) es resultado de una alteraciéon es-
quelética caracterizada por el compromiso de la resistencia
o0sea, reflejada por cambios en la integracion entre la densidad
y la calidad del hueso, predispone a un cambio en la rigidez
y menor flexibilidad, con el consecuente aumento del riesgo
de fractura®. Segin sus factores precipitantes, puede ser pri-
maria o secundaria, la primera, corresponde al 80% de los
casos en las mujeres y al 60% de los hombres, su origen es
multifactorial y combina factores nutricionales, endocrinos,
genéticos y mecanicos® que resultan en el desacoplamiento
de la unidad de remodelacion ésea®, llevando a estimulacién
de la osteoclastogenia, con pérdida de la osteoblastogénesis y
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aumento proporcional de la adipogénesis™®, y cuando se logra
un desbalance entre la resorcién y formacién se presenta pér-
dida de la integridad estructural®®. Estas alteraciones osteo/
adipogénicas se han observado en otras condiciones de pér-
dida 6sea como en inmovilidad, microgravedad®, estados po-
sooforectomia, diabetes® y con el uso de medicamentos como
esteroides®.

En la médula ésea coexisten multiples tipos de células, de
las cuales hasta el 0,01% corresponde a células madre mesen-
quimales (MSC) con capacidad de diferenciacién multilinaje,
incluyendo varias lineas celulares mesodérmicas como la os-
teoblastica, condrocitica, miocitica y adipocitica, asi como li-
neas no mesodérmicas como el musculo cardiaco y la piel®%9)
(figura 1). El direccionamiento hacia cada linea celular esta
influenciado por factores estimulantes e inhibidores que gene-
ran una relacion reciproca e inversa por diferenciacién com-
petitiva; su presencia puede, incluso, lograr desdiferenciacién
y reprogramacion celular.

Entre las células especializadas se encuentran los osteo-
blastos, los cuales permiten el desarrollo del esqueleto 6seo a
través de osificacién condral y acondral, para lo cual requieren
de la expresion secuencial y sostenida de factores de trans-
cripcion que estimulan su diferenciacién y mantenimiento del
fenotipo, esto se logra por la accién de moléculas sefializado-
ras de tipo ligando que al interactuar con su receptor activan
diversos mecanismos de transduccién de sefial.

Dentro de los factores osteoblastogénicos mas importantes
se encuentran el factor de transcripcion asociado a Runt (Runx2),
la osterexina (Osx) y el DIx5(%, su fenotipo final se evidencia
por la expresién de marcadores tempranos y tardios de dife-
renciaciéon como el coldgeno tipo 1 (Coll), la proteina secre-
tora rica en acido cisteinico (SPARC), la osteopontina (Opn),
la sialoproteina 6sea (BSP), la osteocalcina (Osc) y la fosfata-
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sa alcalina (ALP). Dentro de las moléculas sefializadoras que
direccionan la diferenciacién se encuentran las proteinas
morfogénicas 6seas (BMP), la Wnt/B catenina, los factores de
crecimiento fibroblastico (FGF), en tanto que los microARN
(miARN), proteinas pequefias de leucina (sLZIP) y las queme-
rinas actiian como moduladores de la expresion.

En el caso de la adipogénesis, el factor de transcripcion mas
importante es el PPARy(131419) el cual se activa por moléculas
de sefializacion tipo proteinas de union al activador de CAAT
(CCAAT) y los potenciadores de unién a proteinas (EBP), don-
de los tipos B y y se encargan de la diferenciacién temprana
mientras el a se encarga de la tardia. Su fenotipo se asocia a la
expresion de marcadores tipo lipoproteina lipasa (LPL) y apo-
proteina a2 (aP2) (figura 2).

Este articulo de revision tiene como objetivo presentar de
forma resumida los diferentes factores que estan involucrados
en la diferenciaciéon y el mantenimiento del fenotipo dseo, en
contraste con los factores adipogénicos, cuya expresion deter-
mina procesos de diferenciacién mutuamente excluyentes. Por
otro lado, se propone el posible uso terapéutico para distintas
patologias dseas como la osteoporosis.

BMPs

Clasificados dentro de la superfamilia del factor de cre-
cimiento transformante beta (TGF-B), en humanos, han sido
descritos 15 miembros de esta familia de proteinas. Con ex-
presion en distintos tejidos, incluyendo rifién, ojos, cartilago y
tejido reproductivo, tienen un papel importante en la embrio-
génesis, organogénesis y proliferacion celular, a nivel dseo tie-
nen habilidad osteoinductiva, descrita inicialmente en huesos
desmineralizados®?.

Su actividad sefializadora inicia cuando el BMP se une al
complejo heterodimérico de receptor transmembrana serina/

Figura 1. Diferenciacion de las células mesenquimales multipotenciales
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Figura 2. Factores de transcripcion y moléculas de sefializacion asociados al desarrollo
del osteoblasto y adipocito
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treonina (BMPR 1 y II), haciendo que el receptor activado por
cinasas fosforile los factores de transcripcién Smads 1, 5y 8,
los cuales, a nivel nuclear activan la expresion de genes objeti-
vo con capacidad osteogénica y adipogénica*®.

Mediante estudios de reacciéon en cadena de polimerasa
cuantitativa (PCRc) en MSC se ha observado que la mayoria de
las BMPs, con excepcién de los 3 y 8, aumentan la regulacion
de la expresion de Runx2; sin embargo, solo los 2,4, 6,7y 9
inducen formacién de novo de hueso, lo cual se ha confirmado
por la expresién de marcadores osteogénicos como la ALP. En
modelos animales, se trasplanté subcutidneamente MSC con
BMP 2 y 9; después de 5 semanas se observd, por imagenes
de tomografia, proliferacién y repoblaciéon de masas sélidas,
confirmando su importancia en la diferenciacién linaje espe-
cifica y en la osteogénesis, siendo BMP2 predominante para la
osificacion endocondral y BMP9 para la osificacién intramem-
branosa®.

Wnt/ catenina

La sefializacién inicia cuando las proteinas ligando se unen
a receptores de superficie celular, llevando a la fosforilaciéon
de proteinas relacionadas con receptores LDL (LPR 5/6), con
estabilizaciéon citoplasmatica y aumento de la traslocacién nu-
clear de f catenina, lo que promueve la activacion del factor de
células Ty el factor estimulador linfoide, que llevan a la activa-
cién de sus genes objetivo.
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Preosteoblasto

«BMP
» Wnt/p catenina

Osteoblasto
tardio

Osteoblasto
temprano

Osteoblasto

«miRNA
«sLZIP
« Quemerinas

« Runx2
« Osx (5p7)
« DIx5

v

Fenotipo de
osteoblasto

Col1, SPARC, Opn,

BSP, Oscy ALP

Fenotipo de
adipoblasto
*
« CCAAT - PPARy
- EBP

En estadios tempranos promueven la osteoblastogénesis y
en estadios tardios inhiben la maduracién de osteoblastos di-
ferenciados”). Para confirmar su influencia, fueron utilizados
modelos animales con lineas transgénicas de pez cebra, que
tienen caracteristicas de osificacién similar a los mamiferos.
Se observé que la supresion de Wnt disminuye la osificacién
a nivel del opérculo, la mandibula y los dientes, mientras que
un aumento de su expresion se asocié de forma proporcional
a aumento en la osificacion, proceso mediado por activaciéon
de la Osx, por PCRc, se observaron cambios en la expresién de
ésta, en hasta el 40% en casos control vs. en presencia de un
inhibidor para Wnt. Asi mismo se describi6 aumento de mar-
cadores tempranos y tardios de osteoblastogénesis tipo Wif1,
Axin 2 y ALP en presencia de estimuladores para Wnt y dismi-
nucién en presencia de inhibidores para la misma®.

En cultivos de MSC en medio adipoinductivo, con activa-
cion de PPARy por medio de tiazolidinedionas, se observé una
reduccion del fenotipo osteoblastogénico evidenciado por dis-
minucién en la expresién de ALP, en relacion a una naturaleza
competitiva de las sefiales adipogénicas.

FGF

Con 23 miembros en 6 subfamilias, controlan la prolifera-
cidén, diferenciacién y supervivencia celular en varios tejidos,
incluyendo el hueso. Tiene una accion altamente dependien-
te de la afinidad a los receptores, que genera activaciéon de
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la fosfolipasa Cy (PLCy), las proteinas cinasas activadas por
mitégeno (MAPK) y la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K), que
finalmente se asocia a aumento de la expresion de genes os-
teobléasticos™?.

En MSC, en condiciones basales hay una mayor expresion
de los receptores para el factor de crecimiento fibroblastico
(FGFR) tipo 1y 2, el segundo que se asocia a diferenciacién
osteoblastica, ha mostrado ser un regulador positivo del cre-
cimiento dseo y su supresion se asocia a dismorfismos dseos
y disminucién de la mineralizaciéon 6sea®?. En anélisis de
PCRc se observé aumento de 3-4 veces de la expresion de
ARNm para Runx2, asi mismo en cultivos de MSC mutados
para FGFR2 hubo un aumento en los niveles de Osx, ALP y
0C, en éstos a su vez se observé una mayor y mas rapida
calcificacion de la matriz extracelular luego de 21 dias y au-
mento de la expresiéon de SOST y DMP1 que son marcadores
especificos para osteocitos, lo que indica efectividad en la
promocién de la diferenciacién osteoblastica tempranay ter-
minal®9, mientras que hubo una disminucién de la expresién
de factores de transcripcién y de diferenciacion adipocitaria
como PPARy, EBP y LPL, evidenciando una diferenciacién
competitiva.

sLZIP

Los receptores nucleares requieren de la unién a coactiva-
dores para lograr la transcripcién de sus genes objetivo. Estos
receptores mediante reguladores ligando dirigen el recluta-
miento de los coactivadores por la unién entre el ligando y el
receptor, induciendo un cambio de conformacién que permite
el reconocimiento de un motivo especifico, el cual se conoce
como caja NR o dominio LXXLL. A esta familia pertenecen los
LZIP que se diferencian del resto de su familia por la ausencia
del dominio transmembrana®?.

En estudios in vitro e in vivo con cuantificacién de la acti-
vidad de la luciferasa se observo en presencia de sLZIP inhibi-
cion de factores de transcripcion adipogénica como el PPARy2
hasta en un 32% y de la expresién de sus genes objetivo, como
el FABP4 en un 68%, C/EBPa en 42% y LPL en 76%, con un
aumento de la expresién del factor osteoblastogénico Runx2
en 4,2 veces y de los marcadores de diferenciacion tardia tipo
ALP, OC y BSP, muestra de la inhibicién de la diferenciacién
adipocitaria y promocién de la osteoblastogénesis, mientras,
que en presencia de ARN de interferencia para sLZIP, habia
un aumento de la actividad transcripcional de forma dosisde-
pendiente de los factores adipogénicos?*?¥, ratificando nueva-
mente la diferenciacién competitiva entre las lineas celulares
derivadas de MSC.

En modelos animales, a nivel del proceso de formacion
6sea, se observé aumento de la DMO (36%), volumen dseo
(25%), engrosamiento trabecular (22%), ndmero trabecular
(31%) y disminucién de la separacién trabecular en presencia
de aumento de la expresion de sLZIP®?3,
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Quemerinas/CMKLR1

Son adipocinas que regulan el crecimiento y metabolis-
mo del adipocito, utilizan vias de sefializacion celular como el
Notch, los ligandos logran activacidn de receptores transmem-
branales que resultan en la liberacion de sus dominios intra-
celulares (NICD), éstos migran a su vez al ntcleo para activar
factores de transcripciéon que inducen la recombinacién de
sefales de unién RBP-] con activacién de transcripcién de ge-
nes objetivos. Si hay una sobreexpresion constante se presenta
inhibicién de la osteoblastogénesis, mientras si es transitoria
se logra estimulacion de la diferenciacion osteoblastica, mine-
ralizacion y formacién de hueso ectépico®.

El CMKLR1 aumenta en respuesta a estimulacién con Wn-
t3a, ya conocido estimulador de osteoblastogénesis, de igual
forma, se ha documentado una disminucién de su expresion
en presencia de PPAR¥ y sus estimuladores. CMKLR1 regula
la osteogénesis en MSC a través de una via de ubiquitinizacion
mediada por Wnt/f3 catenina. En cultivos celulares de MSC se
observo que se requiere de Notch para mantener el balance
entre los programas adipogénicos y osteoblastogénicos. En
presencia de un bloqueo homocigoto para CMKLR1 hay pér-
dida de la diferenciacién osteogénica > 70%, con un aumen-
to adipogénico proporcional, esto ratificado por resultados
en ensayos immunoblot donde los marcadores osteogénicos
tardios como Oc, Col1A1, BSP y Osp disminuyen en la misma
proporcion.

miARN

Descritos antes del afio 2000, son pequefios fragmentos de
ARN, no codificantes, que principalmente regulan la expresiéon
génica de forma postranscripcional para el control de un am-
plio espectro de procesos bioldgicos, incluyendo autorreno-
vacion, diferenciacion, crecimiento y metabolismo de células
madre®),

En el caso del miR-223 se ha observado regulacion de la
diferenciacidn de células estromales y MSC a adipocitos y os-
teoblastos. Por PCRc en tiempo real se observé un aumento
de hasta 3 veces luego de 72h de exposicién a medio adipo-
génico, con aumento de niveles de factores de transcripcion
como PPARy y EBP, asi como de marcadores de diferenciacion
tipo aP2 y adipsina. En cultivos celulares hubo un aumento del
38% de adipocitos diferenciados, mientras que en medio os-
teogénico hubo una disminucién del 40% de su expresion, con
atenuacion en los niveles de factores tipo Runx2 y de marcado-
res de diferenciacién como APL, OC, Osp y FGFR2?7,

El miR-30 comprende una familia que incluye miR-30a,
30b, 30c, 30d y 30e, comparten una secuencia semilla y estan
asociados a diferenciacién, senescencia y apoptosis celular.
Regulan negativamente la diferenciacién osteoblastica indu-
cida por BMP2 a través de Smad1l y contribuyen a la forma-
cién adipocitaria. Por estudios de PCR en tiempo real se ha
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observado que el miR-30a y miR-30b aumentan su expresion
en medio adipogénico sin cambios en medio osteogénico, el
miR-30e aumenta en preadipocitos y el miR-30c y miR-30d
aumentan en diferenciacion adipocitaria y disminuyen duran-
te la diferenciacion osteoblastica, con el consecuente aumento
de la expresion de factores de trascripcion tipo PPARy, EBP y
marcadores tipo aP2, con disminucién de Runx2, Osx y ALP@®),

Conclusion

La homeostasis 6sea depende de un eficaz pero delicado
equilibrio entre la formacién y la resorcion 6sea, mediado por
la unidad funcional compuesta por los distintos grupos celu-
lares que alli se encuentran. Estas células tienen un origen co-
mun a partir de las células multipontenciales mesenquimales,
la presencia de disrupciones en el balance durante la diferen-
ciacidn celular lleva a la presentacién de fragilidad dsea y OP,
se ha observado en estudios in vivo e in vitro que mutaciones
en los factores de transcripcidn se asocian a defectos esquelé-
ticos en consistencia con su rol en la diferenciaciéon y funciéon
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osteoblastica con un aumento proporcional por diferenciaciéon
competitiva de los adipocitos.

Analisis por microensayos han mostrado que las MSC de
pacientes con OP primaria tienen un transcriptoma diferente
en comparacion de los controles sin OP y los donadores de
MSC sin OP®. Es por esto que debemos entender cuiles son
y cémo funcionan las moléculas de sefializacién y los facto-
res de transcripcion que dirigen la expresion de estas células,
puesto que son el futuro del tratamiento de distintas patolo-
gias 6seas por medio de desdiferenciacién y reprogramaciéon
celular. En la actualidad, ya se estan desarrollando nuevas te-
rapias basadas en la promocién de la regeneracién 6sea para
OP primaria y secundaria®®3Y, asi como el trasplante de MSC
en la formacion y regeneracioén 6sea, en pacientes con trau-
mas severos®2),
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