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REGENERATION AND IMMUNOMODULATION IN 
MESENCHYMAL STEM CELLS FROM OSTEOARTHRITIS 
PATIENTS. GENETIC AND FUNCTIONAL STUDY 

 

 

 

INTRODUCTION 

Osteoarthritis (OA) is the most prevalent form of arthritis. This musculoskeletal 

disorder is caused by an imbalance between catabolic and anabolic factors, which leads 

to articular cartilage loss, sinovial inflammation and subchondral bone changes. 

OA is a complex and multifactorial disease. Aging, metabolic disorders, articular 

damages or genetic mutations are found among its risk factors. 

Up to date, there is not effective drug treatment for OA, beyond a pain relief. 

Anyway, the regeneration of tissues from the damaged joint is not achieved. In this 

context, the application of mesenchymal stem cells (MSCs) could be hopeful. 

MSCs are cells with self-renewal and multilineage differentiation potential. Under 

proper conditions, MSCs can give rise to chondrocytes, adipocytes, osteoblasts, and 

other cells of mesodermic lineage. Furthermore, it has been shown that MSCs are 

capable of modulating the immune response and participate in the healing process by 

secreting various soluble factors. 

MSCs are easily isolated from bone marrow, but are also present in other tissues 

such as adipose tissues. Thus, their use has been pointed toward cell regenerative 

therapies, even more when their low or absent immunogenicity is considered, as they do 

not express class II molecules. 
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Nevertheless, the MSCs aimed to tissue regeneration or immunomodulation could 

present genetic o molecular damages, counteracting their properties. The study of these 

defects may enlighten the physiopathology of the disease and the therapeutic use of 

MSCs in this disorder type. 

 

OBJETIVES 

The main goal of this study was the comparison between bone marrow MSCs from 

OA patients and from subcapital fracture patients, considered as control group. 

Aiming to determine the suitability of MSCs in cell therapies, we analyzed the gene 

expression profile from both groups of patients, the susceptibility to develop OA by a 

single nucleotide polymorphism (SNP) study, and also, we determinate the effect of 

matrix on MSCs´ characteristics. 

 

MATERIAL AND METHODS 

In this study a DNA microarray was used to comparatively describe the 

transcriptional differences between MSCs, obtained from osteoarthritic patients, and 

those from non-OA donors. 

To ensure the purity and properties of MSCs from both types of donors, we 

characterized the cells by flow citometry, differentiation assays and plate adherence 

growth until passage 6 of culture. 

To asses which biological function was more significative, genes with differential 

expresión and statistic difference were classified by their biological function using Gene 

Ontology (GO).  

Subsequently we performed a gene set enrichment analysis (GSEA) in both samples 

and we divided the genes in two categories:  

 

• First category included growth factor and cellular differentiation genes, which had 

shown significative differences between OA group and non-OA group. 
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• Second category comprehended genes without significative difference between the 

study groups.  

 

Among the genes contained in first category, we found COL10A1 and IGF1. We 

performed a SNP analysis of these genes to determinate the possible association 

between OA development and a particular genotype. 

On other hand, we analyzed the effect of an alginate matrix in gene expression, 

growth factor secretion and MSCs development, to evaluate their clinical application in 

this kind of biological vehicle. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

MSCs are used as therapeutic agents in several tissue injuries. Their characterization is 

needed to guarantee their success in clinical treatments. In this study, we have verified 

their growth capacity until passage 6 and their differentiation capacity in mesodermic 

lineage such as chondrocytes, adipocytes and osteoblast. Furthermore, we have checked 

the presence of CD90, CD73, CD105 and CD166, MSCs characteristic markers. We did 

not found any differences in these features between MSCs from OA patients and non-

OA donors. 

We found 1,967 differentially expressed genes between OA-MSCs and control-

MSCs.  Interestingly, among these genes, we found a downregulated expression of 

genes essential for the regenerative potential maintenance in OA-MSCs.  

In particular, the expression of type X collagen was specially altered in OA patients 

and showed a genetic association between the COL10A1 rs11965969 polymorphism and 

OA. Type X collagen is sintetized by hypertrophic chondrocytes before ECM 

mineralization and therefore, it diminishing expression could be responsible of an 

alteration in subchondral bone formation. On the other hand, it has been showed a 

relationship between Schmid metaphyseal chondrodysplasia and mutations in 

COL10A1. The presence of rs11965969 polymorphism could indicate a less severe and 

more prevalent disease such as OA. 
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Also, we found that 57 of the 73 IGF1 pathway related genes analysed, accounted 

for the enrichment of the IGF1 gene set in control MSCs and consequently their 

downregulation in OA-MSCs. IGF1 is an insulin structural and functional analogous, 

responsible of chondrocyte growth and proliferation, while inhibit chondrocyte 

apoptosis. We found a relationship between serum IGF1 levels and hip OA severity in 

Spanish population. Moreover, an IGF1 polymorphism was found significative different 

between OA patients and non-OA donors. Rs2195239 polymorphism was associated 

with an increase of the risk to suffer hip OA, although this association diminishing 

when we limited the comparison with non-OA donors without radiographic OA signs 

and there are a controversy about the IGF1 role in OA.  Therefore, these findings could 

provide a tool for an early OA diagnosis and a discriminator factor between knee and 

hip OA. 

We did not found significant differences on immunomodulation related genes in the 

analyzed MSCs. Furthermore, we performed an immunomodulation study on OA-

MSCs, where we observed that MSCs maintained their capacity to respond to 

proinflammatory factors such as IFNγ and TNFα. Indeed, after several weeks on in vitro 

culture, MSCs embedded in an alginate matrix, maintained their inmunomodulatory 

properties and were able to upregulate IDO and IL6 gene expression. These results are 

promising for the future application of MSCs in localized inflammatory diseases, such 

as OA, where also, the prolonged action of the treatment could be crucial for clinical 

success. 

 

CONCLUSIONS 

1. Whole genome microarray data showed an altered gene expression profile in 

OA-MSCs in comparison with non-OA MSCs. 

2. Genes related with growth and cell differentiation functional categories such as 

COL10A1 and IGF1 were downregulated in OA-MSCs, while genes related with 

cell apoptosis were upregulated. 

3. The data could indicate a genetic association between rs11965969 SNP of 

COL10A1 gene and OA-donors. 
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4. In this study, we suggested a relationship between serum IGF1 levels, risk of 

development or severity on hip OA and rs35767 of IGF1 in Spanish population. 

5. We did not found differences on immunomodulatory MSCs properties between 

OA donors and non-OA donors.  

6. OA-MSCs were able to maintain immunomodulatory gene expression after 30 

days embedded in alginate beads.  
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RESUMEN 

 

La artrosis es una enfermedad musculoesquelética causada por un desequilibrio 

entre factores catabólicos y anabólicos que desemboca en la pérdida del cartílago 

articular, la inflamación sinovial y cambios en el hueso subcondral. 

En la actualidad no existe ningún tratamiento farmacológico efectivo, más allá del 

alivio del dolor, para el tratamiento de la artrosis, y en cualquier caso no se logra una 

recuperación de los tejidos de la articulación dañada. En este contexto, las propiedades 

de autorenovación, pluripotencialidad e inmunomodulación de las células madre 

mesenquimales (CMMs) aplicadas mediante las nuevas terapias celulares son 

esperanzadoras. No obstante, tanto si las células son utilizadas de forma autóloga como 

alogénica, es necesario determinar cómo la propia patología puede limitar el potencial 

terapéutico de estas células. 

En este estudio, se usó un micrroarray de ADN para analizar las diferencias 

transcripcionales en las CMMs de pacientes con artrosis y sujetos control sin artrosis 

con el fin de analizar las características de las CMMs con la vista puesta en su uso 

terapias celulares.  

En las CMMs de artrosis se encontraron regulados a la baja genes relacionados con 

la capacidad regenerativa de las CMMs, en concreto, el gen COL10A1 y la ruta de 

señalización IGF1. Además se encontraron asociaciones genéticas entre SNPs de estos 

genes y artrosis, rs11965969 en el caso de COL10A1 y rs35767 en el caso de IGF1 en la 

población española.  

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en los genes relacionados 

con la capacidad inmunomoduladora de las CMMs entre ambos grupos analizados. Se 

realizó un estudio complementario sobre la inmunomodulación de las CMMs en 

pacientes artrósicos, donde observamos que las CMMs de estos pacientes conservan la 

capacidad de responder a factores proinflamatorios, incluso tras varias semanas en 

cultivo in vitro en una matriz de alginato, abriendo así las expectativas de aplicación de 

este sistema en enfermedades con un componente inflamatorio como es la artrosis. 
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ABSTRACT 

Osteoarthritis is a musculoskeletal disease caused by an imbalance between 

catabolic and anabolic factors, which leads to articular cartilage loss, sinovial 

inflammation and subchondral bone changes. 

Up to date, there is not effective drug treatment for osteoarthritis, beyond a pain 

relief. Anyway, the regeneration of tissues from the damaged joint is not achieved. In 

this context, the application of mesenchymal stem cells (MSCs), given their capacities 

of self-renewal, pluripontency and immunomodulation, could be hopeful. Nevertheless, 

both, in autologous or allogenic MSCs therapies, it should be necessary to determine 

wether in a pathologic environment, such as osteoarthritis, these properties are altered 

limiting the therapeutic potential of these cells. 

Aiming to determine the suitability of MSCs in cell therapies, in this study a DNA 

microarray was used to comparatively describe the transcriptional differences between 

MSCs, obtained from osteoarthritic patients, and those from non-OA donors. 

Interestingly, we found a downregulated expression of genes essential for the 

regenerative potential maintenance in OA-MSCs; in particular, in COL10A1 gene and in 

genes involved in the IGF1 signaling pathway. Moreover, we also found an OA genetic 

association, in spanish population, with single nucleotide polymorphisms in the 

COL10A1 and  IGF1 genes. 

On the other hand, in the analyzed MSCs, no significant differences were found 

with regard to immunomodulation related genes. Furthermore, we performed an 

immunomodulation study on osteoarthritic MSCs, where we observed that MSCs 

maintained their capacity to respond to proinflammatory factors. Indeed, after several 

weeks on in vitro culture, MSCs embedded in an alginate matrix, maintained their 

inmunomodulatory properties. These results are promising for the future application of 

MSCs in localized inflammatory diseases, such as osteoarthritis. 
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ACR: Colegio Americano de Reumatología. Del 

inglés: American College of Rhemautology. 

ACTB: β-actina. 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ADNc: Ácido desoxirribonucleico complementario 

AFE=  Agilent Feature Extraction  

AINES: Antiinflamatorios no esteroideos  

ALP: Fosfatasa alcalina 

ANOVA: Análisis de la varianza. Del inglés: 

Univariate Analysis of Variance 

APC: Aloficocianina  

ARN: Ácido ribonucleico 

BAD: Promotor de muerte asociado a Bcl2 

BARX1: BARX homeobox 1 

BCR: Proteina de la region de ruptura. Del inglés: 

Breakpoint Cluster Region protein 

BKI: Media de CT de tres genes constitutivos  

BMI: Índice de masa corporal 

BMP: Proteína morfogenética de hueso 

BMPs: Proteínas morfogenéticas del hueso  

Células Treg: Células T reguladoras 

CMMs: Células madre mesenquimales  

col.: Colaboradores 

COMP: Proteína oligomérica de matriz 

COX2: Ciclooxigenasa 2 

CSF: Factor estimulador de colonias 

CSK: Tirosin kinasa c-src 

Cy3: Cianina 3 

Cy5: Cianina 5 

DACT1: Antagonista dapper de la β-catenina 1 

DCs: Células dendríticas 

EAE: Encefalomielitis experimental autoinmune 

ECM: Matriz extracelular 

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético  

ELISA: Ensayo de inmunoabsorción ligado a 

enzimas  

ESR: Ratio de sedimentación eritrocítica  

FBS: Suero fetal bovino  

FDR: Ratio de falsa coincidencia 

FGF-2: Factor de crecimiento de fibroblastos 2  

FGFs: Factores de crecimiento transformantes  

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa  

GARTROSISL: Estudio Artrosis y Estilo de Vida 

GDF5: Factor de crecimiento de diferenciación 5 

GO: Ontología genética 

GSEA: Enriquecimiento de Juegos Génicos 

HAQ: Cuestionario de evaluación de la salud 

HGF: Factor de crecimiento hepatocítico 

HLA: Antígeno humano leucocitario 

HLA-G: Antígeno leucocitario humano G 

HO-1: Hemooxigenasa 1 

HPRT: Hipoxantina fosforibosiltransferasa  

IC: Intervalo de confianza 
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IBMX: 3-isobutil-1-metilxantina  

IDO: Indoleamina 2,3 – dioxigenasa 

IFNγ: Interferon γ 

IGF: Factor de crecimiento insulínico 

IGF1: Factor de crecimiento insulínico 1 

IGF1r: Receptor del IGF1  

IL: Interleucina 

IL1RN: Receptor antagonista de IL1 

IL6: Interleucina 6 

iNOs: Óxido nítrico sintasa inducible 

ITS: Insulina-transferrina-selenio  

KL: Kellgren-Lawrence 

KYN: Kinurenina 

LG-DMEM: Low-glucose Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium 

MCGS: Factores de crecimiento para el 

crecimiento de CMMs  

mg: Miligramos 

ml: Mililitros 

mm: Milímetros 

mM: Milimolar 

MMLV: Virus de la leucemia murina de Moloney  

MMPs: Metaloproteinasas  

MO: Médula ósea  

MPR: Receptor manosa fosfatos. Del inglés: 

Mannose 6-phosphate receptor 

NaCl: Cloruro sódico 

 NES: Grado de enriquecimiento normalizado 

ng: Nanogramos 

NK: Natural killer 

nm: Nanómetros 

NO: Óxido nítrico  

NOM: Nominal 

NR: Ratio de normalización 

OR: Odds ratio 

PAI1: Inhibidor de plasminógeno activado 1  

PBS: Tampón fosfato salino 

PC5: Aloficocianina, cianina 5  

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

PDGF: Factor de crecimiento plaquetario 

PE: Ficoeritrina  

pg: Picogramos 

PGE2: Prostaglandina E2  

PPARγ: Receptor de proliferación activado del 

peroxisoma gamma 

PYK2: Proteína tirosina kinasa 

RGD: Alginato modificado covalentemente con el 

tripeptido arginina-glicina-ácido aspartico 

RSPO: R-Spondina 

RT: Transcripción inversa  

SFRP: Proteínas secretadas relacionadas con 

Frizzled 

SNP: Polimorfismos de una sola base  
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SPP1: Osteopontina 

SSEA: Antígeno específico de etapa embrionaria 

TGFβ: Factor de crecimiento transformante β 

TGFβ1: Factor de crecimiento transformante β 1 

TIMP: Inhibidor de metaloproteinasas 

característico de tejido  

TLR: Receptor tipo Toll 

TNF: Factor de necrosis tumoral 

Trp: Triptófano 

UBC: Ubiquitina C 

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial 

vWF: Factor von Willebrand. 

WOMAC: Índice de artritis de las Universidades  

Western Ontario y McMaster 

µg = Microgramos 

µl  = Microlitros 

µm = micra (micrómetro) 
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1. La artrosis 

 

La artrosis es una enfermedad articular degenerativa y discapacitante, que se 

produce debido a un desequilibrio metabólico entre los factores catabólicos y los 

anabólicos[1]. Su principales síntomas son el dolor y la rigidez articular y se caracteriza 

por la degeneración progresiva del cartílago articular, la esclerosis del hueso subcondral 

y la inflamación de la membrana sinovial[2] (Figura 1).  

 

 

 

 

Figura 1. Esquema representativo de una rodilla normal y una rodilla con artrosis. Entre los cambios 

más significativos, en la rodilla artrósica se distinguen: la fibrilación del cartílago, la inflamación 

sinovial, la esclerosis ósea, la presencia de osteofitos, el engrosamiento de la cápsula articular, el 

desgaste del menisco, la debilidad de los tendones, ligamentos y músculos y la reducción de la viscosidad 

del fluido sinovial. Adaptado de Wieland y col. [3] . 

 

La artrosis es el desorden musculoesquelético más frecuente y una de las causas más 

importantes de discapacidad a nivel mundial[4]. Ocupa el cuarto lugar entre las 

enfermedades discapacitantes que afectan a las mujeres y el octavo puesto entre los 
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hombres[5, 6]. En España, su prevalencia se sitúa en torno al 10%, y afecta en mayor 

medida a las mujeres[7].  

 

Por otra parte, y desde un punto de vista económico, los gatos generados por la 

enfermedad son importantes. En el año 2009, un estudio de los costes derivados del 

tratamiento de pacientes artrósicos de rodilla y/o cadera, cifró en 1.502 euros el coste 

total anual por paciente en España, donde los costes directos alcanzaban el 86% del total 

y el coste nacional se aproximaba a 4.738 millones de euros, lo cual representaba el 

0,5% del producto nacional bruto[8]. 

 

1.1. Criterios de diagnóstico de la artrosis 

 

Según el Colegio Americano de Reumatología (ACR), el diagnóstico de artrosis se 

basa en los siguientes criterios clínicos en función de la articulación afectada[9-11]:  

 

Rodilla: el paciente debe referir dolor en la rodilla, presentar formación de 

osteofitos definidos radiológicamente y pertenecer al menos a una de las siguientes 

categorías: tener más de 50 años, presentar rigidez matinal de menos de 30 minutos o 

sufrir crepitación articular al movimiento.  

 

Cadera: el paciente debe referir dolor en la cadera y al menos presentar dos de las 

siguientes características: un ratio de sedimentación eritrocítica (ESR) menor de 20 mm 

en la primera hora, formación de osteofitos femorales o acetabulares definida 

radiológicamente o mostrar un estrechamiento del espacio articular también definido 

radiológicamente. 

1.2. Clasificación y estructura de la articulación 

 

Se entiende por articulación la zona de unión entre dos huesos, su principal función 

es proporcionar estabilidad y movilidad al esqueleto. En función del tipo de movilidad 

permitida, las articulaciones pueden clasificarse en los siguientes grupos: sinatrosis, 

anfiartrosis y diartrosis o sinoviales. Las sinartrosis son aquellas articulaciones carentes 

de movimiento, como las existentes en los huesos craneales. Las anfiartrosis, poseen 
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movimiento aunque limitado. Y las diartrosis o articulaciones sinoviales, además de ser 

las que permiten una mayor ampitud de movimientos, como rodillas, codos y 

articulaciones de los dedos, son las articulaciones mayoritarias y las más afectadas en la 

patología artrósica. [12]. En este trabajo, nos hemos centrado en el estudio de la artrosis 

de las articulaciones de tipo sinovial. 

 

Los componentes estructurales básicos de las articulaciones diartrodiales son el 

cartílago, el hueso subcondral y la membrana sinovial. 

1.2.1. El cartílago articular  

 

El cartílago articular o hialino se encarga de minimizar el rozamiento entre las 

superficies articulares. Su grosor normal oscila entre 1 y 5 mm y alberga una población 

celular denominada condrocitos. Los condrocitos o células del cartílago, están 

embebidos en una matriz extracelular (ECM), formada por agua, proteoglicanos y una 

red de colágeno tipo II (Figura 2). La red de colágeno confiere la fuerza tensil del 

cartílago mientras que los proteoglicanos, como el agrecano, al ser hidrofílicos, 

absorben el agua y proporcionan al cartílago su habilidad para resistir la compresión y 

distribuir la carga[12]. Es un tejido avascular y alinfático, por tanto, los nutrientes se 

difunden desde el líquido sinovial hacia el interior del cartílago articular[12]. 

 

El cartílago articular está estructurado en tres capas: la capa superficial, la capa 

media o de proliferación y la capa radial o profunda. 

 

Capa superficial: Contiene condrocitos metabólicamente inmaduros. La densidad 

celular de esta zona es más alta que en el resto de capas y sus condrocitos tienen forma 

aplanada. Las fibras de colágeno se disponen paralelas entre ellas y a la superficie de la 

articulación. 

 

Capa media o de proliferación: Posee células metabólicamente activas y maduras. 

Los condrocitos se presentan redondeados o en grupos isógenos (dos condrocitos 

juntos) rodeados de una gran cantidad de matriz extracelular creada a partir de sus 

propias secreciones, principalmente, de proteoglicanos y colágeno tipo II. 
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Capa radial o profunda: Las células son de mayor tamaño y se disponen en 

columnas, es en esta capa donde  la matriz empieza a calcificarse. 

 
Figura 2. Diagrama microscópico del cartílago articular. Adaptado de la web del grupo de 
traumatólogos y cirujanos ortopédicos San Antonio[13]. 

1.2.2. El hueso subcondral 

 

El hueso subcondral es una capa formada por fibrillas de colágeno tipo II 

incrustadas con hidroxiapatita y contiene condrocitos metabólicamente inactivos. Está 

separado del cartílago por una capa de cartílago calcificado que actúa como interfase.  

 

El hueso subcondral, posee una organización específica. Es más fino que el hueso 

compacto o cortical y contiene sistemas harvesianos (laminillas de hueso compacto 

dispuestas concéntricamente alrededor de un canal vascular) que discurren paralelos a la 

articulación y no al eje longitudinal del hueso. Además, sus puntos centrales de apoyo 

en el hueso trabecular se disponen en ángulo recto a los puntos de mayor estrés en la 

articulación[12]. 
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En la artrosis la desestructuración de las trabéculas no es apreciable. Sin embargo, 

son más frecuentes las geodas (disminución de la masa ósea) y la esclerosis (aumento de 

la masa ósea) alrededor de las geodas en el hueso subcondral (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Radiografías de contacto de cortes de cabeza femoral artrósicas. Adaptado de Forriol Campos, 

2002[14]. 

1.2.3. La membrana sinovial 

 

La membrana sinovial o sinovio, es una membrana rica en vasos sanguíneos y 

linfáticos que tapiza la cara interna de la cápsula articular, y la responsable de la 

secrción del líquido sinovial. 

 

Está formada por dos capas, la capa íntima o interna y la capa profunda o subíntima. 

En la capa íntima coexisten dos tipos de sinoviocitos (células de la membrana sinovial), 

tipo A y tipo B. Los sinoviocitos tipo A, o macrofágico son los que aclaran los desechos 

internos de la membrana. Los sinoviocitos tipo B, que son los más abundantes, se 

asemejan a fibroblastos y sintetizan ácido hialurónico que junto con la lubricina, 

constituyen los dos componentes esenciales del líquido sinovial, al que confieren sus 

propiedades reductoras del coeficiente de fricción entre las superficies de la 

articulación[12]. 
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La capa subíntima se compone de tejido adiposo, fibroso y areolar, conformando 

una ECM a base de colágeno tipo VI, III, I y V, así como hialuronato, fibronectina, 

decorina y biglicano. 

 

El sinovio posee componentes linfáticos y del sistema inmune, tanto celular como 

humoral. Además posee una red neural que provee retroalimentación nociceptiva para 

controlar el flujo de sangre sinovial[12]. 

1.3. Origen y mecanismos asociados a  la artrosis 

 

La artrosis ha sido considerada durante mucho tiempo como un desorden del 

cartílago inducido por la acumulación de estrés mecánico[15]. En la actualidad, se asume 

que su inicio y su progresión son procesos independientes y es considerado como un 

desorden multifactorial asociado a diferentes factores de riesgo (Figura 4), entre otros: 

el envejecimiento, los desórdenes metabólicos, las lesiones articulares o las mutaciones 

genéticas en genes codificantes de moléculas de la matriz del cartílago[16-18]. 

 

 
Figura 4. Factores de riesgo implicados en la aparición de artrosis. Se distinguen tres grandes grupos de 

factores: genéticos, relacionados con la edad y relacionados intrínseca o extrínsecamente con el propio 

entorno articular. 
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Desde un punto de vista genético, es interesante destacar que entre el 39-78% de los 

casos de artrosis pueden atribuirse a este componente, como así parecen evidenciar 

distintos estudios de herencia genética[19-21]. 

1.3.1. Mecanismos asociados a la artrosis 

 

Dentro de los mecanismos asociados a la artrosis se puede distinguir entre los 

mecanismos genéticos y los mecanismos moleculares y celulares. 

1.3.1.1. Mecanismos genéticos 

 

Aunque varios genes han sido asociados con el desarrollo de artrosis primaria, esta 

asociacion ha sido muy difícil replicar en diferentes cohortes de pacientes con artrosis. 

Así, los meta-análisis publicados muestran una gran variabilidad entre los estudios 

analizados debido al diferente diseño y poblaciones estudiadas[22]. Además, la 

asociación de estos múltiples factores genéticos difiere en función  de la articulación o 

localización específica (manos, cadera, rodilla o columna) en la que actúa el producto 

del gen. Así, el desarrollo de la patología es el resultado  de los  efectos aditivos de estos 

genes y no del  efecto individual de un gen concreto[23]. 

  

Los genes candidatos más asociados a la artrosis están implicados en rutas de 

señalización intracelular implicadas en el crecimiento y diferenciación de las células 

que conforman y mantienen la integridad de las estructuras articulares. Algunas de las 

señales de transducción implicadas en la formación de la articulación se estimulan 

mediante proteínas morfogenéticas del hueso (BMPs), factores de crecimiento 

transformantes (FGFs) y proteínas de la familia de la WNT (incluyendo la señalización 

vía β-catenina) que es esencial durante el desarrollo del cartílago y del hueso[24]. La 

asociación de ésta última, con la artrosis ha sido demostrada en modelos animales[18]. 

 

Entre los genes candidatos identificados, y que no forman parte de las proteínas 

estructurales, están: el gen de la proteína 3 secretada relacionada con frizzled (SFRP3), 

la asporina y los factores genéticos Von Willebrand[25, 26]. Sin embargo, estas 

asociaciones no han podido ser reproducidos en estudios de poblaciones caucásicas más 

grandes ni en meta-análisis. A este respecto, el factor de crecimiento de diferenciación 5 
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(GDF5), sí se ha logrado confirmar en amplios meta-análisis de poblaciones 

caucásicas[27-30].  

 

También se han asociado a la artrosis a genes relacionados con la ECM de los 

condrocitos del cartílago articular así como las mutaciones puntuales en los genes de los 

colágenos COL2A1[31], COL4A1, COL5A1, COL6A1 y el gen de la proteína oligomérica 

de matriz (COMP)[32]. 

 

En modelos animales experimentales, existen evidencias de desordenes genéticos 

que afectan a la arquitectura del hueso subcondral y que son susceptibles de causar 

artrosis.  Por ejemplo, en ratones con una mutación nula en la proteína latente 3 de 

unión al factor de crecimiento transformante β (TGFβ), que regula la activación de 

TGFβ, se desarrollan osteoesclerosis y artrosis[33], mientras que un defecto en el gen 

COL1A1 provoca una rápida progresión de la artrosis en estos animales[34]. 

 

En estudios recientes de poblaciones, los análisis de ligamiento de genoma completo 

ofrecen una idea de los posibles genes implicados en un aumento del riesgo de sufrir la 

enfermedad[35]. En este aspecto, el cromosoma 2q se ha encontrado positivo en varios 

análisis, sugiriendo que podría englobar uno o varios genes relacionados con la 

susceptibilidad a sufrir artrosis. Entre los genes que se han localizado en esta región se 

encuentran los genes de las citocinas del grupo interleucinas (IL), en concreto, IL1α, 

IL1β y  el antagonista del receptor de IL1 (IL1RN), todos ellos asociados con el 

desarrollo primario de artrosis de rodilla pero no de cadera[36].  

 

De hecho, variantes de los haplotipos de IL1RN se han asociado con severidad 

radiográfica de la artrosis. En otro de estos estudios se han identificado variantes de la 

ciclooxigenasa (COX2) involucradas en el riesgo de sufrir artrosis de rodilla[37]. Estas 

asociaciones genéticas son subyacentes al cada vez más prominente papel de las rutas 

inflamatorias en la patogénesis de la artrosis de rodilla. 
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1.3.1.2. Mecanismos moleculares y celulares  

 

En la Figura 5 se representa la compleja red de señalizaciones moleculares y 

celulares  que juegan un papel importante en esta patogénesis. 

 

En condiciones fisiológicas, los condrocitos actúan como sensores mecánicos en 

respuesta al estrés, produciendo matriz extracelular (proteoglicanos y colágeno tipo II). 

Por el contrario, en artrosis el metabolismo de los condrocitos se altera y éstos inducen 

la producción de proteasas y mediadores inflamatorios como las citocinas IL1β y el 

factor de necrosis tumoral α (TNFα) que disminuyen la síntesis de colágeno e 

incentivan la producción de proteasas (metaloproteinasas de la matriz del cartílago; 

MMPs) y otras moléculas inflamatorias como la IL8, la IL6, la prostaglandina E2 

(PGE2) y el óxido nítrico (NO) [38].  

 

Entre los cambios más característicos que se producen en el cartílago artrósico, 

cabe destacar la formación del condrocito hipertrófico, caracterizado por el aumento de 

la producción de MMP13, colágeno tipo X y fosfatasa alcalina[39]. Este fenotipo, 

provoca la apoptosis de los condrocitos y la osificación endocondral[40]. 

 

Por otro lado, el condrocito también posee mecanismos de defensa, consistentes en  

controlar el balance entre enzimas activas y latentes a través de dos inhibidores 

enzimáticos: el inhibidor de metaloproteinasas característicos de tejidos (TIMP) y el 

inhibidor de plasminógeno activado 1 (PAI1)[41]. Ambos se sintetizan en grandes 

cantidades bajo la regulación de TGFβ1[40]. Sin embargo, la producción local de 

factores de crecimiento anabólicos, tales como factor de crecimiento insulínico 1 (IGF1) 

y TGFβ en osteofitos de pacientes con artrosis de cadera, contribuye a la formación de 

más ostefitos y al remodelado del hueso subcondral[42], junto con un aumento de la 

angiogenesis osteocondral debido a la producción de factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF)[43]. 

 

Otro de los factores importantes en el desarrollo de la patología es la inflamación,  a 

pesar de estar confinada a áreas adyacentes a la lesión del cartílago o hueso, provocando 

una activación del sinoviocito y la posterior liberación de   proteinasas y citocinas como 

la colagenasas o la estromielisina, que pueden acelerar la destrucción del cartílago 
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cercano. Aunque el cartílago es el principal responsable de la producción de estas 

moléculas destructivas, los productos resultantes de su degradación mecánica o 

enzimática pueden provocar la liberación de colagenasas y otras enzimas hidrolíticas 

que aumentan la hiperplasia vascular en la membrana sinovial. Secuencialmente, la 

membrana sinovial produce la inducción de IL1β y TNFα, aumentado aún más el efecto 

inflamatorio[44]. 

 

 

 

 
Figura 5. Red de mecanismos moleculares y celulares que intervienen en el inicio y la perpetuación de la 

artrosis. Adaptado de Abramson y col. [40]. 

1.4. Tratamiento de la artrosis 

 

Hasta la fecha, no existe un tratamiento capaz de estabilizar o revertir esta 

enfermedad. Los pacientes con este tipo de desórdenes se manejan con una combinación 

de agentes farmacológicos y no farmacológicos que son elegidos por poseer efectos 

secundarios mínimos. Teniendo en cuenta que el principal objetivo de este tratamiento 

es el control del dolor y la mejora de la calidad de vida del paciente, la primera línea de 

tratamiento consiste en una guía de consejos asistenciales, ejercicios físicos y pérdida de 
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peso, seguida por la prescripción de analgésicos y de antiinflamatorios no esteroideos 

(AINES), que son los fármacos más prescritos para el manejo de la artrosis[45]. En 

paralelo, la fisioterapia, las infiltraciones de corticoesteroides o el uso de bastones o 

muletas, entre otros, son aplicables. Recientemente, se estudian otras terapias 

alternativas como el uso de condroitin sulfato, sulfato de glucosamina, inyecciones de 

ácido hialurónico, de plasma rico en plaquetas y de células madre mesenquimales 

(CMMs). 

 

Las CMMs han generado un gran interés en las estrategias terapéuticas basadas en 

células. Sin embargo, y  hasta el momento, el último paso del tratamiento para los casos 

donde las estrategias conservativas no han logrado solucionar los síntomas de la artrosis 

es el reemplazamiento quirúrgico de la articulación (Figura 6).  

 

 
Figura 6. Tratamientos clásicos para combatir los síntomas de la  artrosis. Existen varias escalas, 

combinables entre sí, para el tratamiento de la artrosis: cambios en el estilo de vida, medicación contra 

el dolor, fisioterapia, terapias alternativas y por último el reemplazamiento articular mediante cirugía 

ortopédica. Adaptado de Conaghan y col. [46]. 
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2. Las células madre mesenquimales (CMMs) 
 

Las CMMs son células multipotentes que presentan características de las células 

madre como su capacidad de autorenovación y su potencial para diferenciarse hacia 

diferentes linajes mesodérmicos (entre otros: el hueso, el cartílago, los músculos, el 

tendón y el tejido adiposo)[47, 48] (Figura 7).  

 

Las principales funciónes biológicas de estas células son el mantenimiento y la 

regeneración del tejido envejecido, reemplazando a las células perdidas[49]. 

 

Figura 7. Multipotencialidad de las CMMs. Las CMMs son capaces de autorenovarse y originar 

múltiples linajes como: adipocitos, condrocitos, osteoblastos o miocitos, entre otros. Adaptado de 

Meregalli y col[50]. 
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2.1. Origen y fenotipo de las CMMs 

 

Las CMMs están presentes en múltiples tejidos, entre otros el tejido adiposo, la 

membrana sinovial, los dientes de leche, el cordón umbilical o los vasos sanguíneos[51], 

[52-54]. Las más estudiadas y abundantes son las CMMs aisladas de la médula ósea. 

Aunque el patrón de expresión génica es muy similar, independientemente de su tejido 

de origen,  existen algunas diferencias, como se muestra en la tabla I. Se puede por lo 

tanto cuestionar la equivalencia de estos fenotipos, aunque la mayoría de los estudios 

muestran que las células seleccionadas poseen multipotencialidades semejantes, si no 

exactamente iguales[55]. 

 

En general, se acepta que las CMMs, in vitro, son células capaces de formar 

colonias de tipo fibroblástico, adherirse al plástico de cultivo y que pueden diferenciarse 

al menos a tres linajes: osteoblástico, adipocítico y condrocítico[56]. No obstante, se debe 

considerar que las CMMs exhiben cierta variación en su patrón de expresión génica 

propia del paciente, del método de aislamiento y los pases de expansión[57]. 

 

Tabla I. Diferentes fenotipos de las CMMs humanas según su tejido de origen[55]. ALP: Fosfatasa 

alcalina; BMP: Proteína morfogenética de hueso; CSF: Factor estimulador de colonias; GDF: Factor de 

crecimiento de diferenciación; HLA: Antígeno humano leucocitario; IL: Interleucina; PDGF: Factor de 

crecimiento plaquetario; SSEA: Antígeno específico de etapa embrionaria; TLR: Receptor tipo Toll; 

TNF: Factor de necrosis tumoral; VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial; vWF: Factor von 

Willebrand. 

Tejido origen de 

CMMs 

Expresión Fenotípica Potencialidad de 

originar tres linajes 

celulares 
Positiva Negativa 

Médula ósea[58] CD29, CD44, CD105, CD166 CD34, CD45 SÍ 

Células 

perivasculares del 

cordón umbilical[58] 

CD146, NG2, PDGF-Rb, ALP, 

SSEA4, Oct4 

CD34, CD45, 

CD144, vWF 
SÍ 

Gelatina de 

Wharton[59, 60] 

CD44, CD90, CD105, HLA G6, 

IL1A/B, IL6, IL8, IL14, BMP1, CSF3, 

FAMC3, GDF15, PDGF-B, TNF4, 

TNF11B, TNF12, VEGF 

CD34, CD40, 

CD45, CD80, 

CD86 

SÍ 

Mucosa nasal[61] 
CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, 

TLR4 ligando 
 

SÍ 
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Tejido origen de 

CMMs 

Expresión Fenotípica Potencialidad de 

originar tres linajes 

celulares 
Positiva Negativa 

Estroma 

intestinal[62] 

CD29, CD44, CD73, CD105, CD117, 

CD166 

CD14, CD34, 

CD45 
SÍ 

Mucosa intestinal[62] 
CD117, CD29 , CD44, CD73, CD105, 

CD117, CD166 
 SÍ 

Estroma limbal del 

ojo[63] 

CD105, CD106, CD54, CD166, 

CD90, CD29, CD71, pax-6/p75, 

SSEA1, Tra-1-61, Tra-1-81, CD31, 

CD34, CD45, CD11a, CD11c, CD14, 

CD138, Flk1, Flt1 

Caderina 

endotelial 

vascular 

No. Adipogénico y 

osteogénico 

solamente. 

Osteosarcoma 

estromal[64] 

CD44, CD73, CD90, CD105, CD166, 

HLA class I 

CD14, CD19, 

CD31, CD34, 

CD45, HLA-DR 

SÍ 

 

2.2. CMMs en la medicina regenerativa 

 

Debido a su facilidad de aislamiento, manipulación y seguridad, las CMMs han sido 

utilizadas como agentes terapéuticos en varios modelos experimentales de lesiones 

tisulares[65-70]. Estas células pueden expandirse in vitro en grandes cantidades y ser 

utilizadas en tejidos no inmunológicamente coincidentes debido a que son levemente 

inmunogénicas[71]. 

 

La mejoría de los tejidos dañados tras ser tratados con CMMs ha sido demostrada 

experimentalmente en varios trabajos; sin embargo, la integración tisular o la 

diferenciación de estas células, no era relevante[72]. Así, en modelos de administración 

intraparenquimal, se observa una muerte temprana de las células integradas y en 

modelos de administración sistémica, solo una pequeña proporción de las células 

alcanza la diana para la que fueron introducidas[73-77].  Estos datos, parecen corroborar 

que la regeneración ejercida por las CMMs, está mediada a través de factores solubles 

que alteran el microambiente tisular[78] estimulando la angiogenesis, reduciendo el 

estrés oxidativo, disminuyendo la apoptosis[70, 72] y previniendo la fibrosis[79]. 
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De este modo, ha podido demostrarse que el medio condicionado de la CMMs es 

capaz de estimular la proliferación celular endotelial, la migración celular in vitro y que 

la inyección de este medio condicionado por CMMs, en ratones que habían sufrido 

isquemia en un miembro, era suficiente para mediar la regeneración del flujo sanguíneo 

en el miembro lesionado[80]. Resultados similares han sido también observados en 

modelos de infarto cardiaco[81] junto con la múltiple secreción de citocinas angiogénicas 

por parte de las CMMs.  En estos medios condicionados por CMMs, se ha encontrado la 

presencia del factor de crecimiento hepatocítico (HGF), el factor de crecimiento de 

fibroblastos 2 (FGF2), el IGF1 y el VEGF[70]. 

 

2.3. CMMs en immunomodulación 

 

Las CMMs parecen ser capaces de modular la respuesta inmune. El estudio de esta 

propiedad inmunosupresora es actualmente el foco de atención para el tratamiento de 

aquellos casos en los que la inflamación juega un papel importante en la destrucción del 

tejido, como ocurre en algunos desórdenes inmunes, por ejemplo en la enfermedad 

injerto contra huésped[82]. No obstante, esta inmunosupresión, requiere una activación 

previa de las CMMs por medio de citocinas proinflamatorias como interferon γ (IFNγ), 

TNFα, IL1α o IL1β[83-85]. In vitro, las CMMs pueden inhibir la producción de 

anticuerpos por parte de las células B[86], la generación y función de las células 

presentadoras de antígenos [87], la proliferación de linfocitos T y la producción de 

citocinas proinflamatorias[88, 89]. In vivo, las CMMs son capaces de reducir la actividad 

inmune en la enteropatía autoinmune[90], prolongar la supervivencia de aloinjertos de 

corazón y piel[91, 92] y mejorar un modelo de colitis experimental [93]. 

 

Los mecanismos responsables de esta inmunomodulación están basados en la 

producción de la PGE2, de la indoleamina 2,3 – dioxigenasa (IDO) y la producción del 

NO y en la expresión de citocinas[94].  

 

En la síntesis de PGE2 participan las enzimas ciclooxigenasas, COX1 y COX2 (las 

cuales son sobrereguladas por TNFα y IL1β[95-97]) cuya inhibición mediante 

indometacina restaura parcialmente la proliferación de las células T, en presencia de 

CMMs humanas o murinas, sugiriendo un probable papel de esta molécula[94].  Por 
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último, se sabe que IDO es una pieza clave en la supresión de la actividad de las células 

T[98, 99]. En lo referente a la expresión de citocinas, se ha comprobado que el aumento de 

la secreción de IL6 por parte de las CMMs es capaz de suprimir a proliferación de los 

linfocitos T. Esta proliferación linfocitaria puede ser restaurada parcialmente tras la 

adición de anticuerpos[87, 100, 101]. Por otro lado, factores de crecimiento como TGFβ1 

ejercen un papel protector en el control de la proliferación vascular a través de 

VEGF[102], manteniendo la diferenciación de las CMMs e incrementando su efecto 

inmunomodulador y antiinflamatorio[103] (Figura 8). 

 

 
Figura 8. Esquema de las interacciones entre las CMMs y las células del sistema inmune[79]. Después de 

activar las CMMs, éstas pueden inhibir la proliferación de las células NK, las células B y las células T. 

Este efecto es mediado a través de la secreción de varios factores como PGE2, HGF, HLA-G y TGFβ. La 

expresión de HO-1; la producción de NO a través de iNOs o la depleción de Trp en KYN por IDO. La 

secreción de IL6 podría estar involucrada en la inhibición de neutrofilos o la prevención de la 

generación y maduración de DCs de los monocitos. Las DCs inmaduras podrían entonces inducir la 

generación de células Treg. DCs: células dendríticas; HGF: factor de crecimiento hepatocítico; HLA-G: 

Antígeno leucocitario humano G; HO-1: hemooxigenasa 1; IDO: indoleamina 2,3-dioxigenasa; IL6: 

HGF, HLA-G      
HO-1, TGFβ 

      Células NK 
    Neutrófilos 

     Monocitos 

  Células Treg 

     Células T 

     Células B 

   Activación 

CMMs 

IL6 
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interleucina 6; iNOs: óxido nítrico sintasa inducible; KYN: kinurenina; CMMs: células madre 

mesenquimales; NK: natural killer; NO: óxido nítrico; PGE2: prostaglandina E2; TGFβ: factor de 

crecimiento transformante β; Células Treg: células T reguladoras; Trp: triptófano. 

 

2.4. Tratamiento de la artrosis con CMMs 

 

La aplicación terapéutica de las CMMs más utilizada es la ingeniería tisular de 

hueso y cartílago. El procedimiento se ha mejorado con las diferentes combinaciones de 

CMMs, BMPs y matrices[104]. 

 

Se ha demostrado que in vitro, las CMMs son capaces de diferenciarse a 

condrocitos, prevenir su apoptosis e impedir el desarrollo y progresión de la artrosis[79].  

 

Sin embargo y hasta la fecha, los condrocitos autólogos representan el único tipo 

celular que se usa rutinariamente para la reparación del cartílago articular[105]. Para los 

trasplantes autólogos de CMMs, sería importante considerar la patología subyacente y la 

medicación recibida por el paciente. Estas dos variables podrían tener un efecto en el 

número y la funcionalidad[106, 107] (factores secretados, estado de diferenciación) de las 

CMMs[108]. 

 

Existe cierta controversia en relación a la  la funcionalidad completa o normal de las 

CMMs asiladas de pacientes con artrosis avanzada[105]. Estudios  como el del Murphy y 

colaboradores[109], muestran una disminución de las capacidades proliferativas y 

condrogénicas de las CMMs, con un mantenimiento intacto de su potencial osteogénico. 

En contraste Scharstuhl y col.[110] no observaron cambios en el potencial condrogénico 

dependientes de la edad o la etiología artrósica. Cuando las CMMs de pacientes 

artrósicos se utilizan en ingeniería tisular de cartílago, no se encuentran diferencias 

dependientes de la patología[111], aunque coexiste un cierto grado de desdiferenciación 

celular[105]. 

2.5. Vías de administración de las CMMs 

 

Debido a que las CMMs tienen una baja tasa de retención y supervivencia una vez 

implantadas en el sitio del defecto a reparar, es complejo hacer una estimación de 
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número de células necesario, aunque en general éste ha de ser elevado para conseguir un 

beneficio clínico evidente. Por otra parte, es necesario considerar los posibles efectos 

adversos derivados de una inoculación de células concentradas en exceso, entre otros la 

posible formación de agregados que pueden causar embolias pulmonares o infartos[112]. 

 

Con el fin de evitar estos efectos nocivos se pueden aplicar localmente, en el lugar 

del defecto o lesión utilizando matrices polimerizadas in vitro o in situ  mediante 

cirugía, teniendo en cuenta asimismo  los riesgos que esto puede suponer[113].  

  

2.5.1. Matrices utilizadas para la administración de CMMs 

 

El uso de matrices permite la ubicación precisa de las CMMs en el sitio de la lesión 

o defecto y además ofrecen la posibilidad de establecer modelos in vitro de estudio de 

cultivos en tres dimensiones. Este tipo de ensayos son una herramienta importante para 

el estudio del desarrollo,  del remodelado y la reparación tisular[105]. 

 

Las matrices utilizadas en el campo de las reparaciones musculoesqueléticas 

constituyen vehículos para la liberación celular y poseen importantes propiedades 

osteo/condro inductivas y osteo/condro conductivas. Deben tener una integridad 

estructural suficiente y equilibrios de degradación cinéticos dirigidos a una degradación 

espontánea cuando la lesión se haya subsanado o a una perpetuación más prolongada de 

su acción según el tipo de lesión a tratar. Pueden dividirse en 3 grupos atendiendo a sus 

propiedades mecánicas y composición:  

 

Las matrices naturales incluyen colágeno, ácido hialurónico, alginato y chitosan. 

Poseen escasas propiedades mecánicas pero incentivan la diferenciación de las CMMs 

de forma más efectiva[114]. Por ejemplo, el alginato ha sido muy  utilizado  en la 

liberación controlada de fármacos o factores de crecimiento, como matriz en ingeniería 

de tejidos y en estudios in vitro de matriz extracelular o para encapsular distintos tipos 

celulares[115]. 
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Las matrices con base mineral incluyen las cerámicas de fosfato cálcico o el vidrio 

bioactivo, son más resistentes biomecánicamente aunque sus resultados son poco 

reproducibles[116]. Se usan generalmente en regeneración ósea.  

 

Las matrices de polímeros sintéticos incluyen hidrogeles de ácido poliglicólico o 

ácido láctico. Poseen mayores propiedades mecánicas, una cinética de degradación 

predecible y pueden incorporar pequeñas moléculas con actividad biológica que 

incentiven el proceso de regeneración[114]. 
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La artrosis es una enfermedad musculoesquelética, causada por un desequilibrio 

entre factores catabólicos y anabólicos que desemboca en la pérdida del cartílago 

articular, la inflamación sinovial y cambios en el hueso subcondral. 

La terapia celular basada en el uso de CMMs, tanto para trasplantes autólogos como 

alogénicos, es una de las estrategias actuales más prometedoras para el tratamiento de la 

artrosis. Las CMMs son capaces de autorenovarse,  diferenciarse a múltiples linajes 

mesodérmicos como los condrocitos o los osteoblastos y secretar factores de 

crecimiento e inmunodulación que afecten de manera paracrina al microambiente 

celular en el que se ubiquen.  

Las CMMs, encargadas de la reparación tisular y la inmunomodulación, pueden 

presentar alteraciones génicas y/o moleculares que sean determinantes en la 

fisiopatología de las enfermedades crónicas y particularmente en la artrosis. El estudio 

de estas alteraciones, junto a la variación génica que pueda suponer su introducción en 

andamiajes biológicos, puede dar pistas clave de la fisiopatología de la enfermedad y de 

las formas específicas del uso de CMMs en andamiajes biológicos. 
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Objetivo global 

 
 
Estudiar las características genéticas de las CMMs obtenidas de la MO de pacientes 

con artrosis en comparación con las características genéticas de las CMMs de MO 

obtenidas de pacientes con fracturas subcapitales de cadera (grupo control). 

Objetivos específicos 

 

1. Analizar comparativamente la existencia de alteraciones en el perfil de expresión 

génica de las CMMs de pacientes artrósicos. 

 

2. Analizar la susceptibilidad de desarrollar artrosis mediante el uso de 

polimorfimos de una sola base (SNPs) relacionados con las alteraciones génicas 

caracterizadas previamente en el perfil de expresión. 

 

3. Determinar el efecto del uso de matrices en la expresión génica y secreción de 

factores de crecimiento y desarrollo en las CMMs relacionados con las 

alteraciones génicas caracterizadas previamente en el perfil de expresión
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1. Diseño experimental y sujetos de estudio 

 

Se realizó un estudio de la expresión génica global de las CMMs de pacientes 

artrósicos y pacientes control de fractura subcapital.  

 

Los genes expresados diferencialmente y con significación estadística se 

clasificaron en función de su función biológica para interpretar los datos de expresión, 

determinando cuál de las funciones era estadísticamente más significativa mediante 

Ontología Genética (GO). Es decir, determinar qué categorías funcionales eran las que 

comparativamente mostraban mayores disparidades de expresión y presumiblemente, 

por tanto, en la función biológica de las proteínas codificadas.  

 

Posteriormente se analizaron los agrupamientos funcionales de genes (GSEA) en 

ambas muestras y se dividieron en dos categorías: 

 

• La primera categoría englobaba genes pertenecientes a factores de 

crecimiento y diferenciación celular que tras los pertinentes análisis 

mostraron diferencias significativas entre el grupo de pacientes artrósicos y 

el grupo de sujetos control. 

 

• La segunda categoría englobaba genes en los que no se encontraron 

diferencias significativas entre el grupo de pacientes artrósicos y el grupo de 

sujetos control. 

 

Por otro lado, se analizó el efecto del uso de matrices en la expresión génica y 

secreción de factores de crecimiento y desarrollo en las CMMs (Figura 9). 
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Figura 9. Esquema del diseño experimental del estudio.  

 

2. Pacientes artrósicos 
 

2.1. Selección de pacientes artrósicos 

 

Debido a la diferente naturaleza de los estudios a realizar en este proyecto, se 

utilizaron diferentes cohortes de pacientes de artrosis, variando el tamaño muestral de 

las mismas debido a criterios estadísticos (apartado 15 de material y métodos), los 

pacientes se agruparon  de la siguiente manera: 
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• Para el análisis del perfil de expresión del genoma completo de las CMMs de 

artrosis, se seleccionaron 8 pacientes con artrosis de rodilla  del Hospital Clínico 

San Carlos de Madrid, a los que se les iba a practicar una artroplastia total de 

rodilla en el Servicio de Traumatología y Cirugía Ortopédica de dicho Hospital. 

 

• Para el estudio de los SNP del COL10A1 (n=190), se seleccionaron pacientes del 

área de salud 7 de Madrid que acudieron a las consultas de Reumatología y 

Traumatología y Cirugía Ortopédica del Hospital Clínico San Carlos de Madrid 

 

• Para el estudio de los niveles séricos de IGF1 y SNP del IGF1 (n=594), se 

utilizaron 2 cohortes diferentes con el fin de conseguir una población de estudio 

representativa del territorio español. La primera cohorte (cohorte 1)  fue la misma 

cohorte usada para los SNP de COL10A1 (n=210) y la segunda cohorte (cohorte 2) 

(n=384) fue obtenida del Hospital Universitario de A Coruña, donde se 

seleccionaron pacientes con artrosis que acudieron tanto a consulta ordinaria de 

Reumatología o a causa de una operación de reemplazamiento articular de cadera o 

rodilla. 

 

El estudio estaba aprobado por el Comité Ético del Hospital Clínico San Carlos de 

Madrid. Todos los pacientes incluidos facilitaron su consentimiento informado 

previamente a su ingreso en el estudio. Así mismo, se comprobó mediante la historia 

clínica  que ningún paciente con artrosis presentaba antecedentes de ninguna otra 

enfermedad musculoesquelética.  

 

2.2. Sujetos control 

 

Los sujetos control no refirieron ningún antecedente o episodio clínico relacionado 

con enfermedades musculoesqueléticas. Se incluyeron en este grupo pacientes con 

fractura subcapital originada por  traumastismo fuerte  puesto que este tipo de fractura 

no es el más típico de la osteoporosis. Para comprobar la ausencia de osteoporosis en los 

pacientes seleccionados, se realizó una densitometria ósea (DMO). Los pacientes 

incluidos tenían un valor de DMO > -2,5, indicando ausencia de osteoporosis 

densitométrica. Al igual que en caso de los pacientes artrósicos, el número de sujetos 
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sanos incluidos en los diferentes objetivos estudiados en este proyecto, varió 

dependiendo del tamaño muestral requerido estadísticamente para cada uno de ellos.  

 

• Para el análisis del genoma completo de las CMMs de artrosis, se seleccionaron 8 

pacientes con fractura subcapital de cadera del Hospital Clínico San Carlos de 

Madrid, a los cuales, se les iba a practicar una artroplastia total de cadera en el 

Servicio de Traumatología y Cirugía Ortopédica de dicho Hospital. 

 

• Para el estudio de los SNP del COL10A1 (n=836), el estudio de los niveles séricos 

de IGF1 y SNP del IGF1 (n=897), se seleccionaron pacientes con fractura 

subcapital de cadera del área de salud 7 de Madrid que acudieron al Servicio de 

Urgencias del Hospital Clínico San Carlos de Madrid y voluntarios sanos de la 

plantilla del propio Hospital. 

 

Todos los sujetos control incluidos, dieron su consentimiento informado 

previamente a su ingreso en el estudio. 

2.3. Datos epidemiológicos 

 

Se recogieron datos epidemiológicos de los pacientes artrósicos incluidos en los 

diferentes estudios: sexo, edad, grado de artrosis (definido mediante la escala 

radiológica de Kellgren-Lawrence (KL)[117]), historia de cirugías de reemplazamiento 

articular por artrosis y articulación/es afectadas por la patología. No presentaban 

patología concomitante autoinmune ni musculoesquelética 

 

En el caso de los sujetos control, los datos que se recogieron fueron: edad y sexo. 

No presentaban patología concomitante autoinmune ni musculoesquelética. 
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3. Obtención de las CMMs de MO 

 

3.1. Obtención de MO 

 

Los aspirados de MO se obtuvieron del canal femoral y del plato tibial de los sujetos 

de estudio en el momento en que se les practicaba una cirugía de reemplazamiento 

articular. 

3.2. Aislamiento de las CMMs de MO 

 

Para el aislamiento de las CMMs de MO se siguió el siguiente protocolo: la MO se 

diluyó con 20 ml de medio de expansión de CMMs (LG-DMEM (low-glucose 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Gibco Invitrogen Paisely, Reino Unido) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

Estados Unidos), 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich) y antibióticos (0,02% de 

estreptomicina y 0,06% de penicilina; (Sigma-Aldrich) y se centrifugó a 380x g durante 

5 minutos para sedimentar las células. Se resuspendió el botón celular en 5 mL de LG-

DMEM (Gibco) y se depositaron sobre un gradiente de Percoll (Sigma-Aldrich)  al 70% 

con cloruro sódico (NaCl) (Sigma-Aldrich) y tampón fosfato salino (PBS; Sigma-

Aldrich), que se centrifugó a 500x g durante 15 minutos. La fracción de células de baja 

densidad se recogió, se lavó con LG-DMEM (Gibco) y se distribuyó en placas de 

cultivo (100 mm de diámetro) para su separación selectiva basada en la adherencia 

celular. Las CMMs se cultivaron en medio de expansión de CMMs a 37 ºC en una 

atmósfera húmeda con  95% aire y 5% CO2. Cada 3-4 días se cambió el medio de 

expansión de CMMs. Cuando las CMMs llegaron al 50-60% de confluencia, se 

despegaron con 0,25% tripsina/ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Lonza, 

Verviers, Bélgica) durante 5 minutos a 37ºC. En este punto, las células se subcultivaron 

en proporción 1:2 hasta alcanzar el pase adecuado. 

 

  



Material y métodos 

  

48 

 

  

3.3. Caracterización de las CMMs de MO 

3.3.1. Citometría de flujo 

 

Para caracterizar a las células según los diferentes antígenos de superficie que 

presentaban, las CMMs subconfluentes en pase 6 se levantaron de las placas de cultivo, 

se lavaron dos veces con PBS a 240x g durante 10 minutos y se incubaron con los 

anticuerpos: anti CD73-aloficocianina (APC; Miltenyi Biotec., Alemania), anti CD90-

ficoeritrina (PE; Miltenyi), anti CD105-APC (Biolegend, San Diego, CA, Estados 

Unidos), anti CD166-PE (Beckman Coulter, Woerden, Países Bajos) y anti CD45-

aloficocianina, cianina 5 (PC5; Beckman Coulter), durante 30 minutos a 4ºC. 

Transcurrido este tiempo y para eliminar el exceso de anticuerpo, las células se lavaron 

dos veces con PBS durante 10 minutos, se centrifugaron a 240x g y se fijaron con 

paraformaldehído 0,1 %. Las células se analizaron en el citómetro de flujo Gallios 

(Beckman Coulter) con su correspondiente software, AS07036. 

3.3.2. Ensayos de diferenciación a linajes mesodérmicos 

 

Las CMMs en pase 6, cultivadas en monocapa, con un 70-80% de confluencia, se 

incubaron durante 21 días, en tres medios de diferenciación diferentes, adipogénico, 

condrogénico y osteogénico, para evaluar la multipotencialidad de originar diferentes 

linajes mesodérmicos. En todos los casos, las CMMs diferenciadas se observaron en un 

microscopio óptico (LEICA DMI 4000 B; Leica Microsystems, GmbH, Alemania). 

3.3.2.1. Ensayos de diferenciación osteogénica 

 

Las CMMs se cultivaron en medio basal de diferenciación osteogénica de CMMs 

humanas suplementado con 30mg/mL de gentamicina (Normon, Madrid, España) y el 

kit de suplementos osteogénicos SingleQuots™ (Lonza), que contenía dexametasona, L-

glutamina, ácido ascórbico, penicilina, estreptomicina, β-glicerolfosfato y factores de 

crecimiento para el crecimiento de CMMs (MCGS). El medio se renovó cada 3-4 días 

durante 21 días. A los 21 días de diferenciación, las células se tiñeron con rojo alizarina 

S (Sigma-Aldrich) para observar la matriz mineralizada que se había formado. 
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3.3.2.2. Ensayos de diferenciación condrogénica 

 

Las CMMs se cultivaron en medio basal de diferenciación condrogénica 

suplementado con el kit de suplementos condrogénicos SingleQuots™ (Lonza), que 

contenía dexametasona, ácido ascórbico, el suplemento insulina-transferrina-selenio 

(ITS) en PBS, 30 mg/mL de gentamicina, 15 µg/mL de anfotericina, piruvato sódico, 

prolina y L-glutamina. El medio se cambió cada 3-4 días durante 21 días, añadiéndose 

10 ng/ml TGFβ3 (Lonza) en cada cambio. A los 21 días de diferenciación, las células se 

tiñeron con azul de toluidina (Sigma-Aldrich) para observar los proteoglicanos de la 

matriz extracelular formada. 

3.3.2.3. Ensayos de diferenciación adipogénica  

 

Las CMMs se cultivaron en medio de inducción de adipogénesis (Lonza) 

suplementado con el kit de suplementos adipogénicos SingleQuots™ (Lonza), que 

contenía insulina recombinante humana, L-glutamina, MCGS, dexametasona, 

indometacina, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), 30 mg/mL de gentamicina y 15 µg/mL 

de anfotericina-B) y en medio de mantenimiento de adipogénesis (suplementado con el 

kit de suplementos adipogénicos SingleQuots™ (Lonza), que contenía insulina 

recombinante humana, L-glutamina, MCGS, 30 mg/mL de gentamicina y 15 µg/mL de 

anfotericina) durante tres ciclos. El medio se cambió cada 3-4 días durante 21 días, 

alternando siempre entre el medio de inducción de adipogénesis y el medio de 

mantenimiento de adipogénesis. A los 21 días de diferenciación, las células se tiñeron 

con Oil red O (Sigma-Aldrich) para observar las vacuolas lipídicas formadas en el 

interior de las células 
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4. Preparación de las esferas de alginato 
 

Se preparó una solución con CMMs de MO en pase 3 en suero fisiológico a una 

concentración de 4 millones CMMs/mL. Esta solución se mezcló con 1,2% de alginato 

de baja viscosidad (Keltone LV; Kelco, Surrey, Reino Unido) previamente disuelto en 

suero fisiológico. La mezcla total se vertió goteando con una aguja de 23´´ de calibre en 

tampón cloruro de calcio (CaCl2) 102 mM, manteniendo un ritmo regular de gotas y la 

misma altura desde la aguja a la superficie del tampón. Para evitar la adhesión entre las 

esferas de alginato que se iban formado, el recipiente que contenía el tampón CaCl2 

102M se agitó suavemente a intervalos regulares. Después de 10 minutos, las esferas de 

alginato se lavaron 2 veces con suero fisiológico y una vez con medio de expansión de 

CMMs. 

 

5. Ensayos de inmunomodulación 
 

Las CMMs, embebidas en alginato o cultivadas en monocapa, se precondicionaron 

durante 48 horas en LG-DMEM (Gibco) suplementado con 2% FBS (Sigma-Aldrich), 

0,02% de estreptomicina (Sigma-Aldrich) y 0,06% de penicilina (Sigma-Aldrich), para 

homogeneizar el estado metabólico de las células. Posteriormente, se incubaron durante 

24 horas medio de expansión de CMMs o en medio proinflamatorio (que consistió en 

medio de expansión de CMMs suplementado con 50 ng/mL IFNγ y 50 ng/mL TNFα 

(ambos de PeproTech, Londres, Reino Unido) para activar sus propiedades 

inmunomoduladoras. 

 

Para evaluar si las propiedades inmunomoduladoras de las CMMs podían ser 

activadas en cultivos celulares a largo plazo, CMMs embebidas en alginato se 

cultivaron durante 30 días en medio de expansión de CMMs. Después del periodo de 

cultivo, se incubaron durante 24 horas en medio de expansión de CMMs o en medio 

proinflamatorio. 

 

Las placas que contuvieron las CMMs incluidas en alginato, se cubrieron con 

agarosa al 3% para evitar el trasvase celular y crecimiento fuera de la bola de alginato. 
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6. Ensayo de supervivencia celular en alginato medida en 
cantidad de ADN 

 

La supervivencia celular en las esferas de alginato, medida en cantidad de ADN 

(µg), se evaluó a diferentes tiempos: 0, 7, 14, 21 y 30 días. Triplicados de cada punto de 

tiempo se digirieron durante una noche a 56ºC con tampón papaína (200 µg/mL papaína 

(Sigma-Aldrich), 50 mM EDTA (Sigma-Aldrich) y 5mM l-cisteína hidroclorhídrico 

(Sigma-Aldrich). Se añadió bromuro de etidio a la mezcla de reacción. La cantidad de 

ADN se midió fluorimétricamente en un lector Wallac 1420 VICTOR2™ (Perkin-

Elmer, Wellesley, MA), midiendo la extinción a 340 nm y la emisión a 590 nm. Se 

utilizó como estándar ADN de timo de ternero[118].  

 

7. Obtención de las muestras de sangre y suero 

 

7.1. Extracción de sangre 

 

La toma de sangre se realizó por el sistema de vacío Vacutainer (BD, Becton-

Dickinson Biosciences, San Jose, CA). Se extrajeron dos tubos por paciente: un tubo de 

10 mL con EDTA (BD 367525; Becton-Dickinson), que se utilizó para la extracción 

posterior de ADN, y un tubo seco de 7 mL (BD 367615; Becton-Dickinson), para la 

obtención de suero. 

7.2. Obtención de suero 

 

Para la obtención del suero, el tubo seco, se incubó entre 20-30 minutos a 

temperatura ambiente para favorecer la coagulación. Tras este tiempo, el tubo se 

centrifugó 1500x g durante 10 minutos a 4ºC y se recogió el sobrenadante (suero). Las 

alícuotas de suero se guardaron a -80ºC hasta su uso. 
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8. Extracción de ARN y transcripción inversa (RT) 

 

8.1. Extracción de ARN 

 

El ARN total fue extraído de las CMMs de MO, utilizando el kit QIAamp RNA Kit 

(Qiagen, Germantown, MD) Todas las células, en pase 3, estaban conservadas a -80ºC 

en RNAlaterTM (Qiagen) para estabilizar el ARN celular y evitar su degradación. Para 

extraer el ARN total, se centrifugaron a 12000x g durante 5 minutos, se recogió el 

precipitado celular y se añadió tampón RLT suplementado con 10 µl/mL de β-

mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), centrifugándose esta mezcla en una columna 

QIAshredder (Qiagen) para lisar las células. Al volumen eluído se le añadió un volumen 

igual de etanol al 70% y se centrifugó en una columna de centrifugación RNeasy a 

10000x g durante 1 minuto. En este caso, el volumen eluído fue descartado, 

recuperando la fracción de muestra retenida en la columna, que contenía el ARN. El 

ARN se lavó con el tampón RW1. Se incubó con DNase I (diluida previamente en 

tampón RDD) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Y se hicieron lavados 

progresivos con RW1  y RPE a 10000x g durante 1 minuto. El ARN total se eluyó en 60 

µl de agua libre de ARNasa a 12000x g durante 1 minuto y se cuantificó usando el 

espectrofotómetro NanoDrop ND1000 (NanoDrop technologies, Inc., Wilmington, DE). 

8.2. RT de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

 

El ADNc se obtuvo usando el Kit Transcriptor first strand cDNA synthesis (Roche 

Diagnostics, S.L. Barcelona. España). Previamente a la RT, se digirieron las muestras 

con ADNasa libre de ARNasa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) durante 

15 minutos a 70ºC para eliminar cualquier contaminación por ADN. El RNA se mezcló 

con 60 µM de hexámeros al azar y agua libre de ARNasas homogeneizándose. Se le 

añadió la solución de reacción, que consistió en tampón de reacción a una concentración 

de 8 mM MgCl2,  20U de inhibidor de ARNasas, 1 mM de mezcla de desoxinucleótidos 

y 10 U de transcriptasa inversa. La reacción de RT se incubó 10 minutos a 25ºC, 1 hora 

a 50ºC y 5 minutos a 85ºC para inactivar la reacción. Como control negativo de la 

reacción se preparó un tubo siguiendo el protocolo anterior excepto que se añadió agua 

libre de ARNasas en lugar de la enzima de transcripción inversa. Se añadió agua libre 
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de ARNasas para obtener la concentración de ADNc adecuada y se guardo a -80ºC 

hasta su uso.  

 

9. Aislamiento de ADN 
 

El ADN se extrajo de la sangre de los pacientes de las Cohortes 1 y 2, así como de 

sujetos sanos,  usando columnas Qiagen (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. Se mezcló la sangre recogida con Qiagen proteasa en proporción 10:1. Se 

añadió un volumen de tampón AL igual al volumen de sangre utilizado y se incubó a 

56ºC durante 22 minutos. Tras este tiempo, se añadió a la mezcla un volumen de etanol 

100%, la solución resultante se centrifugó en una columna QIAmp DNA a 8000x g 

durante 1 minuto. El ADN retenido en la columna, se lavó progresivamente con los 

tampones AW1 y AW2 para conseguir un rendimiento de este ácido nucleico más puro. 

Finalmente el ADN se eluyó en 30 µL de tampón AE durante 1 minuto a 12000x g y se 

cuantificó espectrofometricamente (NanoDrop ND1000; NanoDrop technologies, Inc., 

Wilmington, DE) 

 

10. DNA microarray 
 

10.1. Hibridación 

 

Se extrajo el ARN de las CMMs en pase 3 tal como se indica en el apartado 8.1. Se 

usó el Protocolo One-color Microarray basado en el Análisis de Expresión génica 

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, Estados Unidos) para amplificar y marcar el 

ARN. 1 µg del ARN total se transcribió reversamente con el primer del promotor T7 y 

la transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV). El ADNc 

se transformó en ARN antisentido (ARNa) usando la ARN polimerasa T7, que es capaz 

de amplificar su diana e incorporar el marcaje de cianina 3 (Cy3) y cianina 5 (Cy5) 

simultáneamente. Las muestras que contenían 1,65 µg de ARNa marcado con Cy3 y 

Cy5, se hibridaron en el chip de microarrayAgilent Whole Human Genome 

MicroarrayKit 4 x 44K (G4112F, Agilent Technologies), que contenía 41.000 transcritos 
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y genes únicos para humanos, durante 17 horas a 65ºC y 10 rpm, en un horno de 

hibridación Agilent (G2545A, Agilent Technologies) con el tampón de hibridación HI-

RPM (Agilent Technologies). Los arrays se lavaron y secaron por centrifugación.  

10.2. Obtención de datos  

 

Los arrays se escanearon con una resolución de 5 µm de resolución en el escáner 

Agilent DNA MicroarrayG2565BA (Agilent Technologies), usando las posiciones 

definidas por defecto en el formato 4 x 44K de arrays.  

 

10.3. Análisis de datos e imágenes 

 

Estos datos se analizaron en R (R Development Core Team) usando paquetes del 

proyecto Bioconductor Agi4x44PreProcess[27], así como rutinas de R escritas por el 

usuario. Las opciones de Agi4x44PreProcess que se definieron fueron MeanSignal y 

BGMedianSignal como seña principal y señal de fondo, respectivamente. Los datos 

de fondo se corrigieron y normalizaron entre arrays usando los métodos medio y 

cuantiles. Primero se usó el método medio, que origina una señal de fondo positiva 

corregida al extraer la señal de fondo de la señal principal.  Después se utilizó el 

método de los cantiles para normalizar los datos entre arrays[119, 120]. Se añadió una 

contante igual a 50 a las intensidades antes de aplicar el logaritmo de transformación 

para atenuar los log ratios a cero en las intensidades más bajas y así reducir la 

variabilidad de estas señales. 

 

Para los análisis de imagen y la obtención de datos se usó el software de análisis 

de imagen Agilent Feature Extracción, versión 9.1.3.1 (AFE). Este programa 

identifica cada sonda con las diferentes propiedades de cuantificación de la señal. 

Las sondas pueden caracterizarse mediante filtros: datos control, datos fuera del 

rango dinámico del escáner o valores extremos. Se fijó el rango dinámico del 

escáner en 3 y se procedió con los siguientes filtros: señales indistinguibles de 

fondo, señales encontradas y señales no saturadas. Para cada uno de los filtros, se 

demandó que las sondas tuvieran al menos ≥ 75% de sus réplicas en una condición 

experimental con un dato de cuantificación, ya que esto indicaba que se encontraba 
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en el rango dinámico. Por cada réplica a través de todo el juego de muestras, se 

descartaron las sondas que tuvieran más del 25% de sus réplicas en al menos una 

condición experimental con un filtro que indicará valores fuera de rango. Por otro 

lado, este tipo de chips, contienen un juego de sondas control que se replican hasta 

10 veces sobre el chip, permitiendo medir la reproducibilidad del chip en términos 

de coeficiente de variación. Agi4x44PreProcess, registra la mediana de las 

intensidades de todos los juegos de sondas replicados.  

 

11. Genotipado de SNPs mediante sondas Taqman 
 

La mezcla para laPCR se preparó con dos sondas complementarias a cada alelo del 

polimorfismo en estudio; estas sondas estaban marcadas en su extremo 5’ con 

fluoróforos distintos. En el extremo 3’ llevaban una molécula (quencher) que absorbía 

la energía emitida por el fluoróforo gracias a un fenómeno de resonancia. La sonda se 

unía a su amplicón correspondiente y durante la fase de anillamiento era degradada por 

la ADN polimerasa gracias a su actividad 5’ exonucleasa, lo que daba lugar a la 

liberación del fluorocromo. Para la detección de la fluorescencia se usó el equipo 

7900HT Fast Real-Time polymerase chain reaction system (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, Estados Unidos), usándose la opción de “marcado agresivo” en el software 

Haploview con un umbral de r2 de 0,8 y una frecuencia mínima del alelo menor de 0,1. 

11.1. COL10A1 

 

Se seleccionaron tres SNPs para cubrir la mayor variabilidad de una región cercana 

al gen (localizado en la región 6q22.1 del cromosoma y que se extiende 

aproximadamente 7kb) de 17 kb. Los SNPs (rs4945551, rs11965969, rs1931897) se 

genotiparon por un ensayo comercial (Applied Biosystems). Se mezclaron 5 ng de ADN 

con 2 µl de TaqMan Universal PCR mastermix para cada uno de estos SNPs, y se siguió 

el siguiente programa en el termociclador: un paso inicial de 10 minutos a 92ºC, 

seguido de 45 ciclos de 15 segundos a 92ºC y 1 minuto a 57ºC. Todos los 

polimorfismos se ajustaron a las proporciones de Hardy-Weinberg en la muestra 

control.  
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11.2. IGF1  

 

Se seleccionó el SNP rs35767, localizado en la región 12q23.2, debido a que se 

encuentra en el mismo bloque de desequilibrio de ligamiento con un polimorfismo en el 

promotor del gen de IGF1 de 192 pares de bases (pb) con secuencias repetidas CA 

involucrado en la variación de niveles de expresión séricos de IGF1[121]. El SNP 

rs35767 puede actuar como un marcador del polimorfismo de 192 pb que se encuentra 

en un microsatélite y que por tanto es más difícil de estudiar técnicamente. Para el 

genotipado de este SNP se siguió el mismo procedimiento que para el COL10A1 (punto 

11.1), pero en este caso se usó la mezcla de reacción TaqMan Universal PCR mastermix 

(Applied Biosystems) para este SNP. 

 

12. PCR cuantitativa a tiempo real del ADNc 
 

12.1. RT-PCR COL10A1 

 

Se realizó una PCR cuantitativa a tiempo real del COL10A1 con Taqman Gene 

Expression Assay ID Hs00166657 (Applied Biosystems) en el equipo Mastercycler® 

PCR Cycler (Eppendorf, AG, Hamburg, Alemania). Los resultados de la expresión 

transcripcional del COL10A1 se normalizaron usando el gen (Eurogentec, Liege, 

Bélgica) de β-actina (ACTB). Para la cuantificación relativa final de la expresión, a cada 

muestra de ARN se le asignó un valor ∆Ct, Ct (para COL10A1) menos Ct (ACTB). Se 

normalizaron los resultados de acuerdo a muestras de ARN estándar, extraídas del 

mismo número de individuos sanos y ensayadas en paralelo. A estos controles se les 

asignó un ratio de normalización (NR) de 1, y el NR de cada muestra experimental fue 

calculado de la fórmula: NRexp=2-∆∆Ct, donde –∆∆Ct fue ∆Ct experimental menos 

∆Ct estándar. Se Estados Unidosron controles “No RT” para asegurar la ausencia de 

trazas de DNA genómico. 
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12.2. Estudio de inmunomodulación 

 

En este caso el análisis se realizó con el termociclador ABI7000 (Applied 

Biosystems). La cuantificación relativa final se calculó de la misma manera que para el 

COL10A1 (apartado 12.1de materiales y métodos) Los valores de Ct se normalizaron 

teniendo en cuenta la media de Ct de tres genes constitutivos (BKI): gliceraldehido-3-

fosfato deshidrogenasa (GAPDH; Eurogentec, Liege, Bélgica), la ubiquitina C (UBC; 

Eurogentec) y la hipoxantina fosforibosiltransferasa (HPRT; Eurogentec). Los genes 

seleccionados fueron: IL6 (Eurogentec), inhibidor tisular de metaloproteinasas 1 

(TIMP1; Eurogentec, Liege, Bélgica) y TIMP2 (Eurogentec, Liege, Bélgica), VEGF 

(Eurogentec, Liege, Bélgica), TGFβ1 (Eurogentec) e IDO (en la que se usó el ensayo 

bajo demanda Hs00158027.m1; Applied Biosystems, Capelle a/d IJssel, Países Bajos).  

 
Tabla II. Secuencias de los primer usados 

GEN Sentido  3´             5´ Antisentido  5´            3´ 

GAPDH ATGGGGAAGGTGAAGGTCG TAAAAGCAGCCCTGGTGACC 

UBC ATTTGGGTCGCGGTTCTTG TGCCTTGACATTCTCGATGGT 

HPRT TATGGACAGGACTGAACGTCTTG CACACAGAGGGCTACAATGTG 

IL6 TCGAGCCCACCGGGAACGAA GCAGGGAAGGCAGCAGGCAA 

TIMP1 TGCCGCATCGCCGAGAT ATGGTGGGTTCTCTGGTG 

TIMP2 ATGGTGGGTTCTCTGGTG CGGTACCACGCACAGGA 

VEGF GAGTGCCCACTGAGG GCCTCGGCTTGTCAC 

TGFβ1 GTGACAGCAGGGATAACACACTG CATGAATGGTGGCCAGGTC 

 

13. Ensayo de inmunabsorción ligado a enzimas (ELISA) 

 

13.1. ELISA de IGF1 

 

Los niveles de IGF1 se cuantificaron en sueros de pacientes artrósicos y sueros de 

pacientes con fractura subcapital con el Kit RayBio® de ELISA para IGF1 humano 

(RayBiotech Inc. Norcross, GA, Estados Unidos). Para liberar el IGF1 de sus proteínas 

de unión el suero tuvo que pretratarse antes de proceder al ensayo de ELISA. 30 µL de 

suero se mezclaron mediante vórtex con 120 µL de una solución de etanol ácido y se 
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incubó 30 minutos a temperatura ambiente en agitación. Se centrifugó 5 minutos a 5000 

g. 100 µL de sobrenadante se mezclaron con 200 µL de tampón Tris (pH=7,6) y se 

añadieron a 300 µL del diluyente A (RayBiotech), consiguiendo una mezcla 

homogénea. Se procedió inmediatamente al ensayo de ELISA: Se añadieron 100 µL del 

estándar o la muestra a cada pocillo y se  incubó durante 2,5 horas a temperatura 

ambiente. La reacción se mezcló con 100µL de biotina y se incubó 1 hora a temperatura 

ambiente. Se añadieron 100 µL de solución de streptavidina y se incubó 45 minutos a 

temperatura ambiente. 100 µL de TMB One-Step Substrate Reagent (RayBiotech) se 

diluyeron en la reacción, que se incubó 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente 

se añadieron 50 µL de Solución Stop (RayBiotech). La densidad óptica se midió 

espectrofotométricamente a 450 nm y 550 nm (BioPhotometer Plus spectrophotometer; 

Eppendor,). 

 

13.2. ELISA de IL6 y TIMP2 

 

Los niveles de IL6 y TIMP2 se midieron en medios de cultivo de CMMs cultivadas 

en medio de expansión de CMMs o medio proinflamatorio mediante un Kit de ELISA 

para IL6 o el Kit de ELISA para TIMP2 (ambos de R&D systems, Abingdon, Reino 

Unido). Ambos factores se corrigieron por la cantidad de IL6 o TIMP2 en los medios de 

cultivo control. Se añadieron 100 µL de tampón RD1W (R&D) a 50 µL de muestra o 

estándar. Se incubó 2 horas a temperatura ambiente en agitación.  Se lavó cada pocillo 4 

veces con tampón de lavado. Se añadió 200 µL de solución conjugada de TIMP2 o IL6 

y se incubó 2 horas a temperatura ambiente en agitación. Se lavó 4 veces con tampón de 

lavado y se añadió 200 µL de solución de sustrato, protegiendo la reacción de la luz.  

Finalmente se incubó 20 minutos a temperatura ambiente. Para finalizar la reacción 

se añadió  50 µL de la solución Stop (R&D) y se cuantificó la placa a 450 nm  - 540 nm 

en los 30 minutos siguientes a la finalización del ensayo. 

14. Ensayo de cuantificación de IDO 
 

La actividad enzimática de IDO se midió en el sobrenandante de los medios de 

cultivo de las CMMs como los niveles de su metabolito, kinenurina. 100µL al 30% de 

ácido tricloroacético (Sigma-Aldrich), se diluyeron 200µL de sobrenadante procedente 
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de medios de cultivo de CMMs, y se incubaron a 50ºC durante 30 minutos. Se 

centrifugaron a 10000 x g durante 5 minutos y se añadió al sobrenadante un volumen 

igual de reactivo de Ehrlich (100 mg P-dimetilbenzaldehido y 5 mL de ácido acético 

glacial; Sigma-Aldrich). La densidad óptica se midió espectrofotométricamente a 490 

nm en un BioPhotometer Plus spectrophotometer (Eppendorf). 

 

15. Análisis estadístico 

 

Se utilizó el programa informático GraphPad Prism Versión 5.0 (San Diego, CA, 

Estados Unidos) para la estadística descriptiva general y  para el análisis comparativo 

de los datos obtenidos en este trabajo, así como el programa informático SPSS  Versión 

17.0.2; (SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos), para los análisis de regresión logística 

binaria, Los valores con una p menor de 0,05 se consideraron significativos.  

 

Las distribuciones genotípicas y alélicas de los pacientes y controles se analizaron 

mediante el test de chi-cuadrado o el test exacto de Fisher cuando fue necesario. Las 

asociaciones se estimaron mediante odds ratio (OR) con un intervalo de confianza (CI) 

del 95%. En los casos necesarios y para ajustar el efecto de los alelos analizados, se 

realizó un análisis de regresión logística binaria, usando el test de bondad de ajuste de 

Hosmer-Lemeshow test con el estadístico de Wald. 

 

Con el fin de  organizar en rangos los genes de cada juego génico, se procesaron los 

datos obtenidos como variables ordinales usando el test t de Student. En el caso de 

variables con una distribución de datos gausiana se utilizó el test t de Student. En el 

caso de las variables sin una distribución de datos gausiana, se utilizó el test de Mann 

Whitney y en aquellas variables con más de dos grupos de estudio, se eligió el test de 

ANOVA (Univariate Analysis of Variance) con la corrección de Tukey para analizar los 

datos.
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1.  Caracterización  de los sujetos de estudio 
 

Las características de los 596 pacientes artrósicos y los 897 sujetos control se 

muestran en la tabla I. Para los análisis posteriores (transcriptómica, SNPs, 

inmunomodulación) se escogieron muestras representativas de los grupos de estudio 

analizados en cada caso. Las fracturas subcapitales usadas en los análisis de  

transcriptómica  de las CMMs se utilizaron como grupo control de artrosis. 

 

En el análisis de los sujetos de estudio, se encontró que el grupo de sujetos control 

era más joven que el de pacientes artrósicos y tenía un mayor número de pacientes de 

sexo masculino. Por otro lado, ambos grupos de pacientes artrósicos, 

independientemente de su procedencia, presentaban tendencias similares, por lo que los 

resultados posteriores se muestran como un conjunto de ambos grupos.  

 

En una caracterización más detallada de los pacientes artrósicos, se observaron 

diferencias dependientes del sexo. El porcentaje de hombres artrósicos que se habían 

sometido a una cirugía de reemplazamiento articular, tanto de rodilla como de cadera, 

era más elevado que el porcentaje de mujeres artrósicas con prótesis articular. Sin 

embargo no se encontraron registros de cirugías de reemplazamiento articuar en el 

subgrupo artrósico de sexo masculino, cuando ambas articulaciones estaban afectadas 

por la patología. No obstante, este incremento de cirugías en pacientes artrósicos de 

sexo masculino, fue consistente con el aumento del grado radiológico de artrosis según 

la escala radiológica de KL en este subgrupo de estudio. 

 

Por último, para cuantificar la discapacidad presentada por los pacientes artrósicos 

se utilizaron tres cuestionarios de evaluación: el índice de artritis de las Universidades 

Western Ontario y McMaster (WOMAC), el índice algofuncional de LEQUESNE y el 

cuestionario de evaluación de la salud (HAQ). Mientras que los datos obtenidos de la 

escala de WOMAC fueron independientes del sexo de los pacientes, el índice de 

LEQUESNE y el cuestionario HAQ fueron dependientes del sexo de los pacientes y 

registraron valores más elevados en el subgrupo de pacientes artrósicos de sexo 

femenino. 
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Tabla III. Características de los pacientes de estudio. 

Características 
Pacientes 

Controles 
Total Coruña Madrid 

Sujetos (n) 596 385 211 897 

Mujeres,  n (%) 424 (71.1) 259 (67.3) 165 (78.2) 518 (58) 

Edad en el momento de obtención de la 
muestra, años (media ± SD) 

69.9  
( 9.0) 

68.3 (9.4) 72.6 (7.5) 43.8 (17.7) 

Articulación artrósica, n (%) 

Rodilla 392 (43.7) 236 (26.3) 155 (17.3) _ 

Cadera 157 (17.5) 119 (13.3) 38 (4.2) _ 

Ambas 45 (5.0) 28 (3.1) 17 (1.9) _ 

Cirugía de reemplazamiento 
articular, n (%) 

Rodilla 131 (22.0) 100 (26.0) 31 (14.7) _ 

Cadera 133 (22.3) 118 (30.6) 15 (7.1) _ 

Ambas 18 (3.0) 2 (0.5) 4 (1.9)  

Escala KL, n (%) 

I 8 (1.3) 0 (0.0) 8 (3.8) _ 

II 68 (11.4) 29 (7.5) 39 (18.5) _ 

III 131 (22.0) 55 (14.3) 76 (36.0) _ 

IV 344 (57.7) 283 (73.5) 61 (28.9) _ 

WOMAC, media (SD) 

Dolor _ _ 7.1 (3.7) _ 

Rigidez _ _ 2.7 (1.6) _ 

Funcionalidad _ _ 32.3 (13.3) _ 

LEQUESNE, media (SD) 
Rodilla _ _ 10.8 (4.0) _ 

Cadera _ _ 10.8 (4.1) _ 

HAQ,  media (SD) _ _ 1.0 (0.5) _ 

 

2. Caracterización de las CMMs de la MO y estudio de los 
marcadores de superficie. 
 

La caracterización fenotípica mediante marcadores de superficie y tinción 

histológica, reveló que las células aisladas a partir de la MO de los pacientes y crecidas 

en cultivo,  poseían adherencia a plástico (Figura 10). No se apreciaron diferencias 

fenotípicas entre las CMMs de pacientes artrósicos y las CMMs de los sujetos con 

fractura subcapital de cadera. 

 



  

 

Figura 10. CMMs adheridas y expandidas hasta pase 6. 

2.1. Marcadores de superficie de las CMMs

 

Tras la expansión, un alto porcentaje  de CMMs conservaban los ma

superficie típicos de CMMs: CD90 (88,7%), CD73 (93,9%), CD166 (93,2%) y CD105  

(87,2%) y una mínima proporción de CD45 (3,7%), marcador de células 

hematopoyéticas  (Figura 11).

de más de un 95%, en función del bajo número de células que poseían marcaje para 

CD45. 
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Figura 10. CMMs adheridas y expandidas hasta pase 6.  

Marcadores de superficie de las CMMs 

Tras la expansión, un alto porcentaje  de CMMs conservaban los ma

superficie típicos de CMMs: CD90 (88,7%), CD73 (93,9%), CD166 (93,2%) y CD105  

(87,2%) y una mínima proporción de CD45 (3,7%), marcador de células 

hematopoyéticas  (Figura 11). Estos resultados indicaban un enriquecimiento en CMMs 

95%, en función del bajo número de células que poseían marcaje para 
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  PE         APC         PC5 
 

   
CD90-PE      CD73-APC   CD 45-PC5     
 

  
  CD166-PE   CD105-APC 

Figura 11. Citometría de flujo de las CMMs tras ser expandidas hasta pase 6. Datos expresados en 
valores medios (%) de los sujetos analizados. 

2.2. Ensayos de diferenciación 

 

Para estudiar la capacidad de diferenciación de las  CMMs a los tres linajes 

(osteogénico, adipogénico, condrogénico) se trataron a las CMMs con suplementos 

específicos durante 21 dias de cultivo. Como  indica la tinción osteogénica con rojo 

alizarin (Figura 12 A) se observaron depósitos ricos en calcio. En cuanto a la 

diferenciación adipogénica (Figura 12 B) se observó tras la tinción con Oil red la 

aparición de vacuolas lípidicas intracelulares teñidas. Finalmente en  la Figura 12 C se 
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muestran proteoglicanos de la matriz extracelular teñidos de color morado, indicativo de 

la diferenciación condrogénica. 
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Figura 12. Ensayos de diferenciación de las CMMs en pase 6 durante 21 días (100x). A) Osteogénesis. B) 

Adipogénesis. C) Condrogénesis.

3. Comparación del perfil de expresión génica de las 
CMMs 
 

Para determinar si la expresión génica global de las CMMs difería entre pacientes 

artrósicos y controles, se realizó un estudio comparativo entre ambos grupos de sujetos, 

mediante un microarray de ADN. En 

consideraron exclusivamente aquellos genes cuyos cambios en la expresión (“Fold 

Change”) entre los sujetos artrósicos y controles, eran estadísticamente significativos e 

iguales o mayores de dos. 

De un total de 21.255 transcritos analizados, 1.967 estaban expresados 

diferencialmente entre las CMMs de artrosis y las CMMs control con un nivel de 

significación p<0,05. Entre éstos, 532 transcritos (aproximadamente un 25% del total de 

genes analizado); Entre estos, 240

restantes (55%) se encontraban regulados a la baja en las CMMs de artrosis (Figura 13). 

Además, 40 de los transcritos regulados a la baja y 21 de los transcritos sobreregulados 

mostraban diferencias en los niv

los genes estadísticamente significativos se agrupaban en las categorías funcionales 

relativas a la transducción de señales y de desarrollo, incluyendo la infrarregulación en 

las CMMs de origen artrósico 

-C13, -SIX6, y  genes relacionados con estatura pequeña y con la ruta de la WNT/

catenina  tales como SFRP2
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Figura 12. Ensayos de diferenciación de las CMMs en pase 6 durante 21 días (100x). A) Osteogénesis. B) 

Adipogénesis. C) Condrogénesis. 

Comparación del perfil de expresión génica de las 

Para determinar si la expresión génica global de las CMMs difería entre pacientes 

artrósicos y controles, se realizó un estudio comparativo entre ambos grupos de sujetos, 

mediante un microarray de ADN. En el análisis diferencial de la expresión, se 

consideraron exclusivamente aquellos genes cuyos cambios en la expresión (“Fold 

Change”) entre los sujetos artrósicos y controles, eran estadísticamente significativos e 

1.255 transcritos analizados, 1.967 estaban expresados 

diferencialmente entre las CMMs de artrosis y las CMMs control con un nivel de 

significación p<0,05. Entre éstos, 532 transcritos (aproximadamente un 25% del total de 

genes analizado); Entre estos, 240 (45%) estaban regulados y los 292 transcritos 

restantes (55%) se encontraban regulados a la baja en las CMMs de artrosis (Figura 13). 

Además, 40 de los transcritos regulados a la baja y 21 de los transcritos sobreregulados 

mostraban diferencias en los niveles de expresión mayores de 5 veces. La mayoría de 

los genes estadísticamente significativos se agrupaban en las categorías funcionales 

relativas a la transducción de señales y de desarrollo, incluyendo la infrarregulación en 

las CMMs de origen artrósico de los genes codificantes de Hox- B3, -C12, 

SIX6, y  genes relacionados con estatura pequeña y con la ruta de la WNT/

SFRP2, RUNX3, BARX homeobox 1 (BARX1
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diferencialmente entre las CMMs de artrosis y las CMMs control con un nivel de 

significación p<0,05. Entre éstos, 532 transcritos (aproximadamente un 25% del total de 

(45%) estaban regulados y los 292 transcritos 

restantes (55%) se encontraban regulados a la baja en las CMMs de artrosis (Figura 13). 

Además, 40 de los transcritos regulados a la baja y 21 de los transcritos sobreregulados 

eles de expresión mayores de 5 veces. La mayoría de 

los genes estadísticamente significativos se agrupaban en las categorías funcionales 

relativas a la transducción de señales y de desarrollo, incluyendo la infrarregulación en 

C12, -DLX2, -B4, 

SIX6, y  genes relacionados con estatura pequeña y con la ruta de la WNT/β-

BARX1), R-Spondina 
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(RSPO) 2, RSPO3,  osteopontina (SPP1) y el antagonista dapper de la β-catenina 1 

(DACT1). 

 
 

Figura 13. Expresión génica diferencial en células madre mesenquimales de artrosis. Variación de la 

expresión génica. El eje y representa la distribución de los niveles de expresión génica los niveles 

sobreregulados e infraregulados estadísticamente significativos (p<0,05) en CMMs de artrosis. Por 

utilidad grafica, los datos fuera de los límites del eje no están representados. 
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3.1 Análisis de GO 

 

A pesar de los múltiples filtrados previos, la cantidad de genes significativos 

obtenidos era demasiado extensa para extrapolar la importancia biológica de estas 

diferencias. Para poder manejar mejor la información e integrar los perfiles de 

expresión, realizamos una clasificación basada en la ontología génica o GO (Gene 

Ontology). Su fundamento consiste en una clasificación jerárquica y estructurada en 

torno a tres categorías o anotaciones fundamentales: el proceso biológico (BP, 

Biological Process), el componente celular (CC; Cellular Cmponent) y la función 

molecular (MF; Molecular Function).  

 

Esta clasificación en anotaciones GO, se realizó de manera no supervisada y 

utilizando la herramienta bioinformática GeneCodis 2.0[122, 123]. Los resultados 

obtenidos, mostraron que 457 genes del listado inicial de 532 podian ser reagrupados en 

categorias próximas, no así los 75 de 532 restantes. Una visión general de los resultados 

indicó que los genes de transducción de señales (45 genes), desarrollo (44 genes), 

diferenciación (22 genes), señalización célula-célula (15 genes) y proliferación celular 

(14 genes) se encontraban entre las 5 anotaciones correspondientes a procesos 

biológicos más enriquecidas en el análisis diferencial entre pacientes artrósicos y sujetos 

sanos. Además, la clasificación de los genes en función de la categoría “Componentes 

Celular”, mostró que las anotaciones más representadas se relacionaban con el 

citoplasma, la región extracelular y las proteínas integrantes de la membrana celular. 

Por último, y respecto a la función biológica de los genes. se encontró que 23 de 45 

genes pertenecientes al “término” señales de transducción y 29 de 44 con el “término” 

desarrollo, estaban drásticamente infraregulados en pacientes artrósicos. La Figura 14 

muestra el número de genes sobreregulados e infraregulados de cada anotación (Figura 

14 A) así como la variación en su expresión (Figura 14 B). Estos resultados sugerían 

que la menor expresión génica en CMMs de artrosis, se concentraba dentro de las 

categorías relativas a factores de transducción y de señales y moléculas involucradas en 

el desarrollo. 

 

Adicionalmente y tras un análisis, esta vez supervisado, de genes “específicos” y 

estadísticamente significativos, se encontró que los colágenos, pertenecientes a la 
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categoría GO de componentes celulares de la región extracelular, estaban infraregulados 

en CMMs de artrosis para COL4A1, COL4A2, COL8A1, COL11A1 y, en particular 

COL10A1. 

 A)        B) 

 
 

 
Figura 14. Expresión diferencial de genes en células madre mesenquimales de artrosis de acuerdo a las 

categorías de GO. (A) El eje y representa genes individuales clasificados de acuerdo a estrechas 

categorías GO proporcionadas por el análisis GeneCodis2. El eje x representa múltiple variación en la 

expresión de CMMs de artrosis comparada con sujetos control (p<0,05). Sólo los genes expresados al 

menos con una diferencia de dos veces su expresión se consideraron para el análisis. Los datos fuera del 

los límites del eje no están representados por utilidad grafica. (B) El gráfico de barras muestra el 

número de genes sobreregulados (barras blancas) e infrareguladas (barras negras) en cada categoría 

representada en (A). 

3.2 GSEA 

 

Para evaluar si algún grupo o conjunto de genes, con funciones biológicas comunes, 

definido a priori mostraba diferencias estadísticamente significativas, y concordantes 

entre dos estados biológicos, se realizó un GSEA[124] El propósito de este análisis es 

determinar si existe un enriquecimiento estadístico de un determinado número de genes 

para una anotación concreta. Para ello se compara frente a anotaciones de referencia 

constituídas por genes cuya implicación se ha elaborado elaboradas en función de las 
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evidencias experimentales, publicaciones etc. En concreto se utilizó la última versión de 

la colección Biocarta. 

Se encontraron sobreregulados en el grupo control 75 de los 117 conjuntos génicos 

analizados, solamente el juego génico de la ruta de señalización tirosin kinasa c-src 

(CSK) mostró un enriquecimiento significativo en el grupo control con una contribución 

de falsa coincidencia < 25% (FDR q valor < 0.25). Además 5 cascadas de señalización: 

receptor del IGF1 (IGF1r), proteina de la region de ruptura (BCR), receptor manosa 

fosfato (MPR), promotor de muerte asociado a Bcl2 (BAD) y proteína tirosina kinasa 

(PYK2) obtuvieron un valor nominal de p valor (NOM p valor) < 0,05, aunque este 

valor no está ajustado por el tamaño de cada conjunto génico. Cabe destacar que las 

rutas más sobrereguladas en controles formaban parte de cascadas de 

inmunomodulación (regulación de la activación de los linfocitos T y B), antiapoptosis o 

crecimiento y desarrollo. 

En la tabla IV se muestran los 20 primeros conjuntos génicos sobreregulados en 

sujetos control según el grado de enriquecimiento normalizado (NES) que ajusta los 

datos según el tamaño de los conjuntos génicos,  la correlación entre los diferentes 

agrupamientos de genes analizados y los datos de expresión de los sujetos de estudio.  

 

Tabla IV. Relación de conjuntos génicos sobreregulados en los sujetos control según el grado NES. 

NOMBRE TAMAÑO  NES NOM p valor  FDR q valor 
Biocarta_csk_pathway 16 -2,000 0,002 0,125 
Biocarta_igf1r_pathway 22 -1,690 0,031 0,628 
Biocarta_bcr_pathway 29 -1,680 0,024 0,458 
Biocarta_mpr_pathway 27 -1,650 0,038 0,416 
Biocarta_bad_pathway 23 -1,640 0,023 0,351 
Biocarta_nfat_pathway 41 -1,610 0,061 0,362 
Biocarta_pyk2_pathway 27 -1,520 0,048 0,495 
Biocarta_igf1mtor_pathway 19 -1,460 0,069 0,625 
Biocarta_il2_pathway 18 -1,450 0,101 0,578 
Biocarta_igf1_pathway 20 -1,420 0,105 0,623 
Collagen 20 -1,410 0,120 0,583 
Biocarta_gpcr_pathway 30 -1,400 0,107 0,565 
Biocarta_fcer1_pathway 33 -1,390 0,128 0,535 
Biocarta_mcalpain_pathway 22 -1,340 0,154 0,648 
Biocarta_pdgf_pathway 30 -1,330 0,141 0,623 
Biocarta_calcineurin_pathway 16 -1,320 0,167 0,624 
Biocarta_eif4_pathway 22 -1,300 0,133 0,623 
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NOMBRE TAMAÑO  NES NOM p valor  FDR q valor 
Biocarta_p38mapk_pathway 39 -1,300 0,178 0,600 
Biocarta_at1r_pathway 31 -1,290 0,149 0,585 
Biocarta_epo_pathway 18 -1,290 0,147 0,577 
 

En el caso de pacientes artrósicos 42 de los 117 agrupamientos de genes analizados, 

no  alcanzaron   un nivel de significación FDR q valor < 0,25 o un valor NOM p valor < 

0,05. En la tabla V se muestran los 20 primeros conjuntos génicos que se encontraron 

sobreregulados en los pacientes artrósicos ordenados según el grado NES. 

 

Las rutas de señalización mostradas, formaban parte de cascadas de 

inmunomodulación (macrófagos), apoptosis, inflamación o arresto del ciclo celular. 

 

Tabla V. Relación de conjuntos génicos sobreregulados en los pacientes artrósicos según el grado NES. 

NOMBRE TAMAÑO  NES NOM p valor  FDR q valor 
Biocarta_cdmac_pathway 15 1,520 0,076 1,000 
Biocarta_ndkdynamin_pathway 18 1,400 0,113 1,000 
Biocarta_caspase_pathway 21 1,370 0,150 1,000 
Biocarta_nthi_pathway 22 1,340 0,107 1,000 
Biocarta_ctcf_pathway 20 1,260 0,188 1,000 
Biocarta_eif_pathway 16 1,200 0,253 1,000 
Biocarta_hcmv_pathway 16 1,170 0,197 1,000 
Biocarta_akt_pathway 20 1,170 0,217 1,000 
Biocarta_rela_pathway 16 1,160 0,292 1,000 
Biocarta_arf_pathway 16 1,100 0,337 1,000 
Biocarta_nfkb_pathway 21 1,090 0,342 1,000 
Biocarta_hivnef_pathway 54 1,090 0,337 1,000 
Biocarta_gcr_pathway 15 1,080 0,352 1,000 
Biocarta_death_pathway 31 1,060 0,401 1,000 
Biocarta_tid_pathway 16 1,050 0,419 1,000 
Biocarta_ceramide_pathway 22 1,040 0,409 1,000 
Biocarta_carm_er_pathway 31 1,030 0,401 0,974 
Biocarta_p53_pathway 16 1,020 0,411 0,975 
Biocarta_ets_pathway 18 1,010 0,438 0,928 
Biocarta_stress_pathway 24 0,990 0,488 0,951 
 

Con base a estos resultados, nos centramos en el análisis de aquellos agrupamientos 

de genes que se habían relacionado previamente con artrosis (colágeno e IGF1) a pesar 

de que no eran los que alcanzaron el grado de significación más alto, o que habían 
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obtenido una gran representación en las rutas más sobrereguladas en los sujetos de 

estudio como los genes relacionados con inmunomodulación, apoptosis o inflamación.   

 

Con esta premisa, se realizaron otros 6 GSEAs específicos, uno por cada 

agrupamiento de genes de interés, usando todos los genes de colágeno, utilizando todos 

los genes relacionados con la cascada de señalización IGF1 (donde habíamos 

encontrado diferentes anotaciones en la tabla VI), con los genes relacionados con 

respuesta inmune, los genes relacionados con respuesta inflamatoria, los genes 

relacionados con apoptosis (en concreto relacionados con la ruta de las caspasas) y con 

los genes relacionados con crecimiento celular. 

3.2.1 GSEA de genes de colágeno 

 
Únicamente  se utilizaron  los genes de colágeno detectados al menos en una 

condición experimental. Los resultados mostraron que 11 de los 20 genes de colágeno 

analizados estaban más representados en el grupo control (Figura 15) y esta ruta 

alcanzaba un valor de significación FDR q valor < 0.25 al ser evaluada 

independientemente. Los resultados indicaban una  disminución de la expresión 

transcripcional de los genes de colágeno en CMMs de artrosis; esta disminución 

también afectaba al COL10A1, el único marcador molecular conocido de condrocitos 

hipertróficos[125]. 
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Figura 15. Agrupamiento de genes relacionados con colágeno. Mapa de puntos calientes que muestra la 

agrupación de genes que llevan la carga diferencial de este juego génico.  Los valores de expresión están 

representados con colores, donde el rango de colores (rojo, rosa, celeste y azul oscuro) muestra el rango 

de valores de expresión (alto, moderado, bajo y muy bajo). Los genes con valor “Sí” son aquellos que 

contribuyen con más carga en cada subjuego, los subjuegos de genes que contribuyen mayoritariamente 

para enriquecer el resultado. 

3.2.2 GSEA de genes de IGF1 

 

Al realizar el análisis del agrupamiento de genes relacionados con IGF1, incluyendo 

a todos los genes relacionados con esta ruta de señalización, se alcanzó un nivel de 

significación FDR q valor < 0,25. Los datos muestran que 57 de los 73 genes 

relacionados con la cascada de señalización IGF1 estaban regulados al alza en CMMs 

control, indicando por lo tanto, que  esta ruta de señalización estaba infraregulada en las 

CMMs de artrosis (Figura 16). 
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Figura 16. Agrupamiento de genes relacionado con la ruta de señalización de IGF1. Mapa de puntos 

calientes que muestra la agrupación de genes que llevan la carga diferencial de este juego génico.  Los 

valores de expresión están representados con colores, donde el rango de colores (rojo, rosa, celeste y 

azul oscuro) muestra el rango de valores de expresión (alto, moderado, bajo y muy bajo). Los genes con 

valor “Sí” son aquellos que contribuyen con más carga en cada subjuego, los subjuegos de genes que 

contribuyen mayoritariamente para enriquecer el resultado. 

3.2.3 GSEA de genes de apoptosis (ruta de las caspasas) 

 

Se realizó un análisis mediante el GSEA de 21 genes de la ruta de apoptosis a través 

de las caspasas c para determinar las diferencias de expresión de estos genes entre los 

sujetos de estudio (Figura 17). Se encontraron 12 genes sobreregulados en los pacientes 

artrósicos y el nivel de significación de este conjunto génico alcanzó FDR q valor 

<0.25. 
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Figura 17. Agrupamiento de genes relacionados con apoptosis a través de la ruta de las caspasas. Mapa 

de puntos calientes que muestra la agrupación de genes que llevan la carga diferencial de este juego 

génico.  Los valores de expresión están representados con colores, donde el rango de colores (rojo, rosa, 

celeste y azul oscuro) muestra el rango de valores de expresión (alto, moderado, bajo y muy bajo). Los 

genes con valor “Sí” son aquellos que contribuyen con más carga en cada subjuego, los subjuegos de 

genes que contribuyen mayoritariamente para enriquecer el resultado. 

 

3.2.4 GSEA de genes de respuesta inflamatoria 

 

Se estudiaron mediante GSEA 81 genes relacionados con respuesta inflamatoria 

para evaluar las diferencias de expresión de estos genes entre los sujetos de estudio 

(Figura 18). Solamente se encontraron 18 genes sobreregulados en los sujetos control y 

el nivel de significación de este conjunto génico no alcanzó FDR q valor <0.25. 
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Figura 18. Agrupamiento  de genes relacionados con la respuesta inflamatoria. Mapa de puntos calientes 

que muestra la agrupación de genes que llevan la carga diferencial de este juego génico.  Los valores de 

expresión están representados con colores, donde el rango de colores (rojo, rosa, celeste y azul oscuro) 

muestra el rango de valores de expresión (alto, moderado, bajo y muy bajo). Los genes con valor “Sí” 

son aquellos que contribuyen con más carga en cada subjuego, los subjuegos de genes que contribuyen 

mayoritariamente para enriquecer el resultado. 

3.2.5 GSEA de genes de respuesta inmune  

 

Para comparar la expresión de genes relacionados con sistema inmune en los sujetos 

de estudio, se realizó un GSEA con 149 genes, de los que solamente 30 genes mostraron 

sobreregulación en los pacientes control. El nivel de significación FDR q valor fue > 

0.25 (Figura 19). 
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Figura 19. Agrupamiento de genes relacionados con la respuesta inmune. Mapa de puntos calientes que 

muestra la agrupación de genes que llevan la carga diferencial de este juego génico.  Los valores de 

expresión están representados con colores, donde el rango de colores (rojo, rosa, celeste y azul oscuro) 

muestra el rango de valores de expresión (alto, moderado, bajo y muy bajo). Los genes con valor “Sí” 

son aquellos que contribuyen con más carga en cada subjuego, los subjuegos de genes que contribuyen 

mayoritariamente para enriquecer el resultado. 
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3.2.6 GSEA de genes implicados en la regulación del crecimiento 
celular 

 

Analizamos las diferencias génicas en cuanto a la regulación del crecimiento celular 

en entre los sujetos de estudio (Figura 20). La mitad de los genes analizados estuvieron  

sobreregulados en pacientes artrósicos, aunque   la significación de este conjunto génico 

no alcanzó FDR q valor <0.25. 

 

 
Figura 20. Agrupamiento de  genes relacionados con la regulación del crecimiento celular. Mapa de 

puntos calientes que muestra la agrupación de genes que llevan la carga diferencial de este juego génico.  

Los valores de expresión están representados con colores, donde el rango de colores (rojo, rosa, celeste y 

azul oscuro) muestra el rango de valores de expresión (alto, moderado, bajo y muy bajo). Los genes con 
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valor “Sí” son aquellos que contribuyen con más carga en cada subjuego, los subjuegos de genes que 

contribuyen mayoritariamente para enriquecer el resultado. 

3.3 Asociaciones genéticas encontradas  con artrosis 

 

3.3.1 Asociaciones genéticas del polimorfismo del COL10A1 con 
artrosis 

 
Para comprender  mejor el papel del COL10A1 en la patogénesis de la artrosis, se 

estudiaron tres de los SNPs de su gen (rs494551, rs1931897 y rs11965969) en una 

cohorte que incluía 191 pacientes con artrosis y 283 controles correspondientes. Los 

SNPs rs4945551 y rs1931897 no mostraron diferencias estadísticamente significativas 

en su distribución genética entre pacientes con artrosis y controles. Sin embargo, 

rs11965969 (tabla VI) mostró diferencias significativas cuando se comparaban TT con 

TG+GG entre pacientes con artrosis y el total de controles (OR 1,68; 95% CI 1,09 a 

2,59; p=0,0013, tabla 1). Debido a que la probabilidad del diagnóstico de artrosis 

aumenta con edad, se realizó el mismo análisis estadístico usando como grupo control 

solamente a los individuos cuya edad era >45 años y >55 años, en este caso las 

diferencias significativas se mantuvieron, pero las ORs se incrementaron (TT vs 

TG+GG entre pacientes con artrosis y controles de más de 45 años (OR 1,70, 95% CI 

0,98 a 2,95; p=0,043) y entre pacientes con artrosis y controles de más de 55 años 

(OR=2,15, 95% CI 1,09 a 4,27; p=0,0017)). Estos resultados proporcionan la evidencia 

de una asociación genética entre el polimorfismo rs11965969 del gen COL10A1 y la 

artrosis. 
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Tabla VI. Frecuencia genotípicas y alélicas del SNP rs11965969 en el gen de COL10A1 de pacientes con 
artrosis y sujetos sanos. Los valores se expresan en número de sujetos (%). 

    rs 11965969 n (%) 
    Frecuencias genotípicas Frecuencias alélicas 
    TT TG GG alelo T alelo G 

Control  

Total              
(n = 283) 63 (22) 155 (55) 65 (23) * 281 (50) 285 (50) 
> 45 años         
(n = 127) 28 (22) 71 (56) 28 (22) ŧ 127 (50 127 (50) 
> 55 años         
(n = 82) 15 (18) 45 (55) 22 (27) ƭ 75 (46) 89 (54) 

Artrosis (n = 191) 62 (32) 74 (39) 55 (29) 198 (52) 184 (48) 

* TT vs (TG+GG); IR 1,68 (95% CI 1,09 - 2,59); p = 0,013 

ŧ TT vs (TG+GG): OR 1,70 (95% CI 0,98 - 2,95); p = 0,043 

ƭƭƭƭ TT vs (TG + GG): OR 2,15 (95% CI 1,09 - 4,27); p = 0,00017 

 

3.3.2 Asociaciones genéticas del polimorfismo del IGF1 con artrosis 

 

La comparación de frecuencias alélicas del SNP rs35767 de IGF1 entre pacientes 

artrósicos y sujetos control se muestra en la tabla VII. Al comparar las frecuencias 

alélicas entre los sujetos control mayores de 71 años y el grupo de artrosis estratificado 

según la articulación afectada, observamos diferencias significativas únicamente en el 

grupo de artrosis de cadera (p < 0,0001). 

 

Sin embargo, esta observación podría estar influenciada por el género de los 

pacientes ya que el porcentaje entre mujeres y hombres era diferente según la 

articulación afectada. En el caso de la artrosis de rodilla, el 76% de los pacientes eran 

mujeres, mientras que en el caso de la artrosis de cadera, este porcentaje se reducía 

hasta el 56%. Por lo tanto, se ajustó el efecto del alelo G en la progresión de la artrosis 

de cadera por género y edad. Después de la corrección, aún existían diferencias 

estadísticamente significativas en el grupo de artrosis de cadera con un p valor = 

0,0052, una OR = 3,1 y unos intervalos de confianza (CI) del 95% de 1,4 a 6,8. Estos 

resultados sugieren que el riesgo de desarrollar artrosis o su progresión es el resultado 

de los efectos aditivos del SNP rs35767 en el gen IGF1 y del género de los pacientes.  

La graduación radiológica KL o la incidencia de cirugía de reemplazamiento articular 

no mostró ninguna relación con el SNP 35767 de IGF1.  
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Tabla VII. Frecuencias alélicas del SNP rs 35767 en el gen de IGF1 de pacientes artrósicos y sujetos 

control. Los valores se expresan en número de sujetos (%). La Odds ratio (OR), los intervalos de 

confianza del 95% (95% CI) y los p valor se basan en la comparación de las frecuencias alélicas entre 

pacientes artrósicos y sujetos control. ns. = no significativo. 

IGF1 (Alelicas) 
G A 

P OR (95% C.I.) 
2n % 2n % 

Artrosis 

Rodilla 610 78 172 22  ns   

Cadera 297 95 17 5 0,000017  
4,18 (2,03-

8,65) 

Ambas 71 79 19 21 ns   

Controles > 71 años 92 81 22 19     

 

3.4 Validación de los resultados obtenidos mediante GSEA 

 
Se  realizó una validación de los datos más relevantes y significativos que se 

obtuvieron mediante el análisis GSEA. 

 

3.4.1 Validación de los resultados del juego génico de colágeno: 
COL10A1 

 
Centramos la validación en el COL10A1 puesto que era el gen de colágeno donde se 

encontró mayor disminución de expresión dentro de su juego génico. Se confirmó la 

disminución de la expresión previamente observada en el análisis del microarray con la 

medida de los niveles de ARNm del COL10A1 usando RT-PCR. Se analizaron 13 

pacientes con artrosis (7 diferentes a los usados en el análisis original) que tuvieron  un 

NR <1 comparado con 7 controles (4 fueron muestras adicionales), lo que indicaba una 

expresión reducida (Figura 21). No obstante, la disminución del grado de expresión 

diferenciada observada, es probablemente el resultado de la diferencia en la sensibilidad 

de los dos ensayos. Sin embargo, los resultados validaron el uso y la reproducibilidad 

del protocolo utilizado  en el microarray del genoma completo. 
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Figura 21. Validación por PCR cuantitativa de la expresión de genes de colágeno. ARNm del COL10A1 

en pacientes con artrosis. Los resultados se expresan como ratio de normalización (NR). Se asignó a los 

controles sanos un NR = 1 y todos los pacientes de artrosis  tuvieron NRs <1. Los niveles de expresión de 

ARNm del COL10A1 fueron más bajos en todos los pacientes analizados de artrosis (mediana 0,10 (IQR 

0,03-0,16)). Los pacientes con artrosis expresan por tanto 10 veces menos ARNm del COL10A1 que los 

individuos control. 

3.4.2 Validación de los resultados del juego génico de IGF1 

 

Ya que IGF1 es una proteína abundante en suero, realizamos un ELISA en sueros de 

los sujetos de estudio para validar los datos obtenidos mediante microarrayy analizados 

por GSEA. Los niveles obtenidos de IGF1 en suero fueron significativamente 

diferentes, si se consideraba como variable el grado radiológico KL e 

independientemente del género de los sujetos (Figura 22 A). Se seleccióno el valor de 

IGF1 en suero (ng/mL) del grupo KL = 0-I de la escala radiológica KL como grupo 

control de referencia debido a que se corresponde con cambios radiológicos inexistentes 

o mínimos. Se detectó una disminución de los niveles de IGF1 directamente 

proporcional al aumento de puntuación en la escala radiológica KL. Además, cuando 

analizamos el grupo KL = IV, el máximo grado de cambios radiológicos relacionados 

con artrosis en esta escala, se encontraron los niveles más bajos de IGF1 entre todos los 

pacientes analizados (p < 0,0001). 

 



Resultados 

  

84 

 

  

Es interesante destacar, que independientemente del grado radiológico KL que 

presentaban los pacientes, los niveles más bajos de IGF1, se correspondieron con los 

pacientes que poseían el alelo G del SNP rs35767 en el gen IGF1 (Figura 22 B).  

A      B 

  

Figura 22. Niveles de IGF1 en suero de pacientes y sujetos control medidos mediante ELISA (ng/mL). Se 

midieron espectrofotométricamente, duplicados de 16 pacientes artrósicos y 16 sujetos control. * p < 

0.05 ** p < 0.01 *** p < 0.001 comparado a el grupo control y KL = 0-I.  

 

4. Aproximación terapeútica: uso de CMMs en terapias 
celulares de inmunomodulación 

 
Una de las características más conocida de las CMMs es su capacidad 

inmunosupresora. En nuestro estudio los genes relacionados con la respuesta inmune e 

inflamatoria no diferían entre los grupos analizados. Con la finalidad de determinar si 

estas propiedades inmunomoduladoras de las CMMs se mantenían a nivel funcional, se 

evaluó la expresión y secreción de factores inmunmoduladores y de crecimiento de las 

CMMs de origen artrósico. 

 

4.1. Propiedades inmunomoduladoras de las CMMs 

artrósicas: Expresión génica 

 
Las propiedades inmunomoduladoras de las CMMs artrósicas fueron evaaluadas 

cultivándolas en monocapa y en tres dimensiones, embebidas en alginato. Para simular 

el entorno inflamatorio los cultivos se realizaron en condiciones proinflamatorias en 
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presencia de TNFα e IFNγ, o en ausencia de estímulo a diferentes tiempos de cultivo.  

Ambas condiciones de cultivo, mostraron un patrón de expresión génica similar (Figura  

23), en el que se observó una mayor expresión de IL6 y de IDO (p<0.05) en respuesta a 

TNFα e IFNγ. La expresión de TIMP1 no se vio afectada por la presencia de estas 

citoquinas en el medio de cultivo, en ninguna de las condiciones estudiadas. 

Adicionalmente se observó una menor expresión de TGFβ1 en ambas condiciones de 

cultivo, que sólo se alcanzaron valores significativos en los cultivos de alginato 

(p<0,05). En contraste la expresión génica de TIMP2 y VEGF sólo se encontró 

infraregulada en las CMMs cultivadas en monocapa (p<0.05). 
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Figura 23. Expresión génica de genes inmunomoduladores de las CMMs, con y sin estimulación de las 

citoquinas proinflamatorias (TNFa/IFNy), cultivadas en monocapa o embebidas en alginato después de 3 

o 30 días en la matriz. Los datos se expresan en medias±media del error estandar (SEM) de 4 pacientes 

artrósicos con duplicados o triplicados de cada paciente. Todos los datos individuales se han 



Resultados 

  

87 

 

  

representado, excepto dos valores muy distantes del resto del grupo (uno en el caso del gen de TGFβ1 y 

uno en el caso del gen de TIMP2), aunque fueron incluídos en los análisis estadísticos. BKI: índice de 

genes control, que en este caso es la media de los genes de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenada 

(GAPDH), ubiquitina C (UBC) e hipoxantina fosforibosiltransferasa (HPRT); IL6: interleucina 6; IDO: 

indolemaine 2,3-dioxigenasa; TGFβ1: factor de crecimiento transformante β1; VEGF: factor de 

crecimiento vascular endotelial; TIMP1: inhibidor de metaloproteinasas típico de tejido 1; TIMP2: 

inhibidor de metaloproteinasas típico de tejido 2. * p<0,05 ** p<0,01, *** p<0,001. 

 

Para evaluar si las CMMs embebidas en alginato mantenían su capacidad de 

respuesta inmunosupresora después de un largo periodo de cultivo, se realizó la misma 

estimulación con TNFα e IFNγ de las CMMs a las 24 horas de su inclusión en alginato 

y tras 30 días de cultivo en alginato. Las CMMs embebidas en alginato durante 30 días 

respondieron al estímulo proinflamatorio de la misma manera que habían respondido 

cuando las CMMs se cultivaban en monocapa o sólo se habían mantenido durante 24 

horas en esta matriz. Las CMMs tras estar 30 días incluídas en alginato, respondieron a 

la presencia de TNFα e IFNγ, sobreregulando IL6 y IDO (p<0.05) e infraregulando 

TGFβ1, TIMP1 y TIMP2 (p<0.05). VEGF no sufrió alteraciones en su expresión génica 

(Figura 23). La expresión de TGFβ1parecía ser más alta cuando las CMMs embebidas 

en alginato durante 30 días no eran expuestas al estímulo proinflamatorio, aunque no se 

obtuvieron diferencias significativas. 

4.2. Propiedades inmunomoduladoras de las CMMs de 

pacientes artrósicos: Análisis de los factores secretados 

 

Se analizó la secreción de factores inmunomoduladores como IL6, TIMP2 y la 

actividad de IDO tras el cultivo de las CMMs en alginato usando el cultivo en 

monocapa como grupo control. Las CMMs secretaron estos 3 factores después de 30 

días en cultivo en alginato (tabla VIII). La actividad de IDO y la secreción de IL6 se 

incrementó cuando las células se cultivaron con TNFα/IFNγ, en concordancia con los 

análisis de expresión génica, aunque en el caso de IL6 no se alcanzaron diferencias 

significativas debido probablemente a la gran variabilidad entre los pacientes 

analizados. La secreción de TIMP2 no se alteró en ninguna de las condiciones tras 

exponer las células a condiciones proinflamatorias. 
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Tabla VIII. Factores secretados por las CMMs cultivadas en monocapa o embebidas en alginato durante 

3 ó 30 días. Secreción de IL6 (pg/mL) y TIMP2 (pg/mL) medida en el medio de cultivo mediante ELISA 

junto con la actividad enzimática de IDO medida espectrofotometricamente  mediante los niveles de 

kinerunina (ng/mL). Los datos se expresan en medias± SEM de 3 pacientes artrósicos con replicados por 

cada paciente. * p<0.05 ** p<0.01 comparando medio con o sin estímulo de citoquinas proinflamatorias 

TNFa/IFNy. u.d = inferior al límite de detección. 

 
Monocapa Alginato 

 
3 días 3 días 30 días 

 
Control Proinflamación Control Proinflamación Control Proinflamación 

IL6 pg/mL 5495 ± 
553 

53594 ± 3335 * 
1650 ± 
1271 

36044 ± 23304 u.d. 4148 ± 2439 

TIMP2 

pg/mL 
26181 ± 

5099 
27750 ± 3917 

15541 ± 
8027 

15291 ± 7669 
9483 ± 
6913 

8635 ± 5518 

Kinurenina 

(IDO 

activity) 

ng/mL 

440 ± 158 13069 ± 1012 ** 690 ± 631 11531 ± 102 * 
1430 ± 
1430 

7661 ± 1548 * 

 

Debido a que los niveles de factores secretados fueron inferiores tras 30 días de 

cultivo en alginato, se evalúo si esto era debido a un efecto sobre la supervivencia de las 

CMMs provocado por su inclusión en alginato. Esta evaluación se llevó a cabo 

mediante la medida del contenido de ADN en el cultivo de alginato, realizada a 

diferentes tiempos después de la inclusión. Los resultados obtenidos mostraron que el 

contenido de ADN disminuía tras la inclusión de las CMMs en alginato (p<0.001), hasta 

llegar aproximadamente al 40% del contenido de ADN inicial a los 30 días de cultivo 

(Figura 24). Aparentemente las células restantes fueron capaces de secretar factores 

inmunomoduladores después del estímulo proinflamatorio de TNFα/IFNγ. 
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Figura 24. Contenido de ADN de las CMMs artrósicas embebidas en alginato durante 30 días de cultivo. 

Los datos están expresados en medias ± SEM de los duplicados o triplicados de  3 pacientes en cada 

tiempo. *** p<0.001 en comparación con  t=0. 

4.3. Capacidad de diferenciación de las CMMs artrósicas 

embebidas en alginato 

 

Para determinar el efecto que ejercía una inclusión en alginato sobre las propiedades 

de diferenciación de las CMMs, se procedió a la exclusión de las CMMs de la matriz 

transcurridos 3 ó 30 días de cultivo en ella y se realizaron ensayos de diferenciación 

adipogénica y osteogénica utilizando como grupo control las CMMs cultivadas en 

monocapa (datos no mostrados). El resultado fue que las CMMs liberadas del alginato, 

eran capaces de diferenciarse adipogénica y osteogénicamente, aunque en menor 

medida que las CMMs cultivadas en monocapa durante el mismo periodo. 
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El objetivo principal de este estudio era determinar la adecuación o no del uso de 

CMMs de origen artrósico en terapias celulares autólogas o alogénicas en el caso de 

artrosis. Las CMMs se han utilizado como agentes terapéuticos en varios modelos de 

lesiones tisulares en experimentación animal[65-69]. Su caracterización es imprescindible 

para asegurar el éxito de los tratamientos basados en su uso. En este estudio, hemos 

testado positivamente la capacidad de proliferación de las CMMs, expandiendo las 

CMMs hasta un pase 6 de cultivo y que la capacidad de diferenciación hacia los 

distintos  linajes mesodérmicos como condrocitos, adipocitos y osteoblastos se 

conservaba. Además,  verificado que estas células presentaban los marcadores 

característicos de las CMMs tales como CD90, CD73, CD105 y CD166.  Aunque no se 

encontraron diferencias significativas entre pacientes artrósicos y sujetos sanos en este 

aspecto, la ausencia de capacidad de regeneración tisular en las articulaciones de los 

pacientes artrósicos que podría estar en el propio origen de la patología o en su 

agravamiento, hace pensar que al menos parcialmente la enfermedad depende de la 

incapacidad intrínseca de las CMMs para reparar  

 

El abordaje de esta hipótesis se realizó analizando las diferencias transcripcionales, 

a nivel del genoma completo, entre  las CMMs de pacientes con artrosis y sujetos 

control. Se encontró que en efecto existían diferencias entre ambos grupos, de modo que 

1.967 genes estaban expresados diferencialmente. La mayor proporción de estos genes 

estaban regulados a la baja en las CMMs procedentes de los donantes con artrosis. Una 

vez agrupados en categorías funcionales se observó que en general pertenecían a genes 

implicados en las funciones de transducción de señales, el desarrollo y la diferenciación 

celular; todas ellas esenciales para la correcta función de las células pluripotenciales. 

Este resultado es indicativo de la existencia de una mayor limitación funcional de las 

CMMs de origen artrósico, que probablemente incide en una peor generación de 

aquellos linajes involucrados en el mantenimiento de la homeostasis del tejido 

musculoesquelético. 

Profundizando en el análisis, hemos demostrado que las CMMs de artrosis 

presentaban una menor expresión de genes relacionados con su capacidad regenerativa, 

entre ellos el COL10A1 e IGF1. Además, se encontraron asociaciones genéticas entre 
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algunos SNPs de estos genes y la artrosis, al menos en las poblaciones españolas 

estudiadas. El rs11965969 en el caso de COL10A1 y rs35767 en el caso de IGF1 en la 

población española. 

Si bien una de las funciones más exploradas en la actualidad, por su futura utilidad, 

es la capacidad inmunomoduladora de las CMMs, en nuestro estudio no se encontraron 

diferencias significativas, entre ambos grupos de estudio analizados, que revelasen una 

diferente expresión de genes relacionados con esta propiedad de las CMMs. Con la 

finalidad de asegurarnos de que esto era en realidad así, se realizó un estudio 

complementario para estudiar funcionalmente las propiedades inmunomoduladoras de 

las CMMs de pacientes artrósicos, observandose que éstas conservaban la capacidad de 

respuesta a factores proinflamatorios, incluso después de varias semanas de cultivo in 

vitro, embebidas en una matriz de alginato. Estos resultados son indicadores de que las 

expectativas de utilización de las CMMs en enfermedades con un componente 

inflamatorio, en nuestro caso la artrosis, es factible de ser tratado con CMMs autólogas 

en lo referente a su potencial inmunomodulador. 

Analizando los resultados pormenorizadamente el esquema que se siguió fue el 

siguiente:  

Además de una menor expresión de genes implicados en la homeostasis de los 

tejidos articulares, las CMMs de artrosis también mostraron una menor expresión de 

genes codificantes de proteínas estructurales y reguladoras. Entre estas, la SPP1, una 

glicoproteína secretada que une componentes estructurales de la ECM involucrada en la 

regulación de la mineralización del hueso. SPP1, que se expresa tempranamente en la 

diferenciación de células mesenquimales, está implicada en la migración celular así 

como en la osteogénesis[126]. También estaba menos expresado el gen SFRP2, que 

codifica para una de las proteínas de SFRPs y que regula negativamente la ruta de la 

WNT [127].  Esta ruta incluye factores de señalización que regulan procesos del 

desarrollo críticos para la organización del plato de crecimiento, la definición del límite 

del cartílago y la osificación endocondral[128]. Además, se ha descrito que ciertas 

proteínas de la WNT inhiben la  condrogénesis[129], adipogénesis[130] y tienen un efecto 

dual en la osteogénesis[131]. La señalización WNT/β-catenina regula estrictamente la 

maduración y función del fenotipo condrocítico, debido a la unión de Frizzled y SFRPs 

con el receptor de la LDL[131]. y el hecho de la disminución de expresión de SFRP2 
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probablemente impide a las CMMs de artrosis completar su proceso de  diferenciación 

terminal para proporcionar otros linajes musculoesqueléticos. Esta ruta por lo tanto tiene 

un papel fundamental en la función del cartílago articular, el hueso subcondral, y por 

extensión en la correcta formación de las estructuras articulares que en caso de ser 

defectiva puede estar en el origen de la patogénesis de la artrosis [132] 

RUNX3, era otro de los genes que mostraba una menor expresión. La proteína que 

codifica este gen forma un complejo ternario con la β-catenina y atenúa así, la señal de 

activación de la WNT. Los 3 miembros de la familia RUNX poseen funciones 

específicas durante la condrogénesis[133] y forman parte de las cascadas de señalización 

mediadas por TGFβ y proteínas morfogenéticas de hueso[134]. Principalmente, RUNX1 

está involucrado en la hematopoyesis, RUNX2 tiene varios papeles en la osteogénesis y 

RUNX3 media la maduración condrocítica[135]. En concreto, RUNX3 regula 

negativamente a Osterix, un factor de trascripción necesario para la osteogénesis. La 

sobreexpresión de RUNX3 también conlleva el aumento de la expresión de integrinas 

que podrían contribuir potencialmente a un realzamiento de la migración celular[136]. Por 

tanto, la disminución de la expresión de RUNX3 observada en nuestro estudio, 

probablemente contribuye en el desequilibrio existente entre la diferenciación 

condrogénica y osteogénica. 

Otros genes relacionados también con la ruta de la WNT los genes  BARX1, RSPO2, 

RSPO3 y DACT1 mostraban igualmente una menor expresión en CMMs de artrosis. 

BARX1 es un atenuador la señalización del receptor de la ruta de WNT, y esencial para 

la proliferación celular, la agregación y la condensación de condrocítica[137]. RSPO2 y 

RSPO3 son miembros de la familia de proteínas secretadas RSPO, y han sido 

relacionados con el desarrollo en vertebrados, donde actúan como ligandos de 

Frizzled[48]  y LRP6 (receptor relacionado con receptor de la LDL), promocionando así 

la activación de la señalización de WNT[138, 139]. DACT1 pertenece a la familia de 

proteínas Frodo/dapper la cual contiene adaptadores de señalización que interactúan y 

regulan la WNT y otras rutas de señalización durante el desarrollo y el cáncer[140].  

Con el objetivo de profundizar  en las diferencias transcripcionales encontradas 

entre las CMMs de artrosis y sujetos sanos analizamos los datos obtenidos mediante un 

análisis GSEA. Tras el estudio,  la información que obtuvimos consistió en una relación 

de los agrupamientos de genes que se encontraban más representados en cada condición 
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de estudio, el valor estadístico de este enriquecimiento y la información de los genes de 

cada juego génico que contribuían en mayor medida a estas diferencias.  

En relación con los resultados anteriores en las CMMs control se encontraron 

enriquecidos juegos génicos relacionados con crecimiento y desarrollo. Una diferencia 

destacable cuando analizamos los juegos génicos enriquecidos en cada tipo de sujeto es 

que entre los subjuegos génicos enriquecidos en las CMMs control se encontraban 

genes relacionados con rutas antiapoptóticas mientras que en CMMs de artrosis, varios 

subjuegos enriquecidos pertenecían a rutas de apoptosis. 

Para comprobar este dato, se realizó un GSEA exclusivo de genes relacionados con 

cascadas de apoptosis a través de la ruta de las caspasas (que a priori, parecía ser la más 

alterada), y se encontró un enriquecimiento de esta ruta en CMMs artrósicas. Para 

determinar si la proliferación celular también estaba alterada a nivel génico, se realizó 

un GSEA de genes relacionados con el crecimiento celular, pero este análisis concluyó 

que no existía ninguna diferencia entre las CMMs de estos dos grupos de sujetos. Estos 

datos indican una alteración a nivel génico de las CMMs de sujetos artrósicos en genes 

relacionados con diferenciación y desarrollo así como una tendencia más elevada hacia 

la apoptosis celular, lo que podría repercutir en un resultado menos satisfactorio en 

terapias celulares donde se usaran estas células. Sin embargo no se anotaron diferencias 

significativas entre los controles y los sujetos con artrosis en genes relacionados con 

inmunomodulación o inflamación. Esto indicaría que si las CMMs de artrosis fueran 

usadas en terapias celulares donde el objetivo no fuera únicamente la regeneración 

tisular sino el uso de estas células como agentes inmunomoduladores, las CMMs de 

artrosis podrían dar, probablemente, un resultado similar a las CMMs de sujetos control. 

Dentro de los genes implicados en el desarrollo tisular que se vieron alterados en 

las CMMs de artrosis se encuentran la familia de genes de colágeno y la ruta de 

señalización IGF1. 

Los colágenos y proteoglicanos, son dos de los componentes principales de la ECM. 

Los colágenos II, IX y XI son sintetizados mayoritariamente en reposo, por condrocitos 

proliferativos o maduros, donde los condrocitos hipertróficos sintetizan el colágeno X 

antes de que la mineralización de la ECM ocurra. La importancia de los colágenos en la 

formación de la matriz se ha observado en varias displasias esqueléticas[141]. En 
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humanos la deficiencia del colágeno X se observa en la condrodisplasia metafisiaria de 

Schmid.  

En este estudio se describe por primera vez la existencia de una asociación entre el 

gen COL10A1 y la susceptibilidad a artrosis. Una disminución y/o defecto en la 

producción de colágeno X, que se ha observado en nuestro estudio, podría ser 

hipotéticamente responsable (al menos en parte) de una alteración y/o formación 

inestable del hueso subcondral. El hueso subcondral proporciona el soporte para el 

cartílago articular y una dañada ECM, y por tanto puede también afectar a la 

conformación de la articulación, induciendo la deformación del cartílago articular y de 

la superficie del hueso y creando áreas bajo tensión en el cartílago circundante. 

De los tres SNPs estudiados en el gen COL10A1, sólo el genotipo TT del SNP 

rs11965969, se encontró asociado con susceptibilidad a artrosis. Las mutaciones en el 

gen COL10A1 se han descrito en la condrodisplasia metafisiaria de Schmid[141, 142], y 

sería posible que debido a la presencia de este SNP común en este gen, aparezca una 

enfermedad menos severa pero más prevalente como es la artrosis.  

El otro componente del desarrollo tisular es la ruta de señalización de IGF1 que está 

implicada críticamente en la regulación de la formación de cartílago y hueso. IGF1, es 

un análogo estructural y funcional de la insulina que promociona la proliferación y 

diferenciación de los condrocitos mientras inhibe su apoptosis[143, 144]. La importancia de 

IGF1 en artrosis ha sido revisada múltiples veces en estudios enfocados a discernir la 

relación entre los cambios radiológicos relacionados con artrosis y genotipos específicos 

de IGF1[145, 146]. Se han identificado varios polimorfismos[147-149] en el gen IGF1 (mapa 

de localización 12q22-q24.1) y en el extremo 5´de la región promotora que se extiende 

hasta 1.630 bp anteriores al lugar de inicio de la transcripción del exón 1[150-153]. Se ha 

demostrado una relación entre artrosis y los SNPs. En el estudio Artrosis y Estilo de 

Vida (GARTROSISL), se intentó replicar los hallazgos publicados sobre IGF1 que 

tenían una asociación genética con la artrosis y se examinó el papel de la variación 

genética de este gen entre otros genes asociados a la artrosis. La conclusión final del 

estudio era la falta de replicación entre todos los hallazgos publicados debido a las 

probables diferencias en el diseño de los estudios, de los fenotipos analizados, de las 

poblaciones examinadas o los falsos positivos detectados en las fases iniciales. En el 

caso de IGF1, solamente el SNP rs2195239 pudo ser asociado con un aumento del 
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riesgo de sufrir artrosis de cadera pero la evidencia de esta asociación se redujo al 

limitar el análisis con sujetos control sin signos radiográficos de artrosis[154]. 

Por otra parte, el polimorfimo de IGF1 más estudiado es -841 CA-repetida/192 bp 

(polimorfimo alélico de 192 bp), que está localizado en la región promotora. Se ha 

asociado este conocido polimorfimo a un menor tamaño de nacimiento, estatura baja en 

adultos, aumento del riesgo de enfermedad cardiovascular y diabetes mellitus y bajos 

niveles de IGF1 circulantes[155-160]. Sin embargo los datos publicados son 

contradictorios. Por ejemplo, en referencia a los niveles de IGF1, en un estudio de 

Canzian y col, no se mostró ninguna correlación en los niveles plasmáticos de IGF1 y 

este polimorfismo en mujeres caucásicas[161], aunque Palles y col., señalaron el impacto 

de este polimorfimo en niveles de IGF1 circulantes analizados en mujeres de mediana 

edad[162]. El polimorfimo alélico de 192 bp y el polimorfismo analizado en este estudio, 

el  SNP G1245A (rs35767) están localizados en el mismo bloque de desequilibrio de 

ligamiento. Desde el punto de vista técnico, el estudio de dicho  polimorfismo como 

marcador alélico de 192 bp es más sencillo y se necesita menos cantidad de material 

genético (HapMap, http://www.hapmap.org)[121, 163]. 

El estudio llevado a cabo en este trabajo es el primero en el que demuestra la 

relación entre los niveles séricos de IGF1, el riesgo de desarrollo o severidad de la  

artrosis de cadera y el SNP rs35767 de IGF1 en población española. Es un punto 

destacable, que todos los pacientes analizados en este estudios, estaban caracterizados 

complemente con la escala radiológica KL y los tres índices de severidad de la artrosis y 

funcionalidad: WOMAC, LEQUESNE y HAQ. 

Sin embargo, como se indica anteriormente, existe controversia acerca de esta 

asociación. En estudios de cohortes multiétnicas, D’Aloisio y col.[164] y Cheng y 

col.[165], no encontraron ninguna asociación entre este SNP y niveles plasmáticos de 

IGF1, mientras que los autores Patel y col.[166] indicaron que existía una asociación 

entre rs35767 y niveles circulantes de IGF1 en mujeres caucásicas. Además, en este 

trabajo, hemos encontrado una correlación entre los niveles séricos de IGF1 y la 

severidad de la artrosis evaluada mediante el grado radiológico KL. Denko y col. junto 

con McAlindon y col.[167-169] observaron bajos niveles séricos de IGF1 en pacientes 

artrósicos pero no encontraron asociaciones ni entre estos niveles y la incidencia o 

progresión de la artrosis, ni entre los niveles séricos de IGF1 y cualquier forma de 
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artrosis. A pesar de estos resultados, en otros estudios se ha descrito una asociación leve 

entre los niveles de IGF1 y la artrosis en interfalanges distales y artrosis de rodilla 

bilateral[170]. 

Otro abordaje con la finalidad de analizar el posible uso de estas células en terapia 

celular fue el estudio de  las propiedades  de regeneración tisular en pacientes artrósicos. 

Nuestros resultados indicaron que estas células mantienen intactas sus propiedades 

inmunomoduladoras. 

Mediante el estudio de la expresión y secreción de factores inmunmoduladores y de 

crecimiento, se estudió la capacidad de inmunomodulación de las CMMs Para una 

aplicación clínica aceptable, consideramos que las CMMs deberían poder modular la 

inflamación o respuesta inmune al menos durante varias semanas y por lo tanto, 

mantenerse viables, para garantizar la mejora de la patología. Sin embargo, se sabe que 

la administración sistémica de las CMMs se caracteriza por una muerte temprana de las 

células introducidas o por un bajo porcentaje de células que alcanzan la diana 

terapéutica para la que fueron introducidas[73-77]. Para reducir el porcentaje de muerte 

celular y dirigir lo máximo posible las CMMs hacia la diana terapéutica concreta, en 

este caso la articulación de la rodilla y la cadera, decidimos usar un vehículo de 

liberación para las CMMs. Elegimos embeber las CMMs de artrosis en alginato, que es 

un polímero natural, muy útil para encapsular células debido a su biocompatibilidad y 

su estabilidad in vivo[171-173]. Las ventajas de usar una matriz de alginato son que es una 

forma fácil de prevenir el estrés mecánico, de disminuir la influencia negativa del 

ambiente de la lesión, es sencilla de manipular e introducir cerca de la lesión y 

proporciona una forma fácil de localizar las células introducidas[174] Para asemejarse al 

entorno encontrado en una articulación artrósica, añadimos factores proinflamatorios 

con el fin de activar las propiedades inmunomoduladores de las CMMs.  

Los resultados obtenidos demostraron que las CMMs embebidas en alginato son 

capaces de sobreregular la expresión de IDO e IL6 después de ser estimuladas por un 

tratamiento proinflamatorio a base de IFNγ and TNFα. De esta manera se confirman los 

estudios previos de CMMs cultivadas en monocapa[101, 175, 176]. Estos datos abren la 

posibilidad a la creación de un sistema de duración prolongado de liberación de factores 

inmunomoduladores basado en la encapsulación de CMMs en alginato. 
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La capacidad inmunomoduladora demostrada en este análisis, concuerda con las 

observaciones en otros estudios [177-179] que demostraron que la inmunosupresión  de las 

CMMs mediada por IDO tenía un efecto positivo en un modelo de encefalomielitis 

experimental autoinmune (EAE). Por otra parte, la IL6 tiene efectos contrapuestos: 

ejerce un papel antiinflamatorio, controlando la extensión de la inflamación aguda[180, 

181], y por el contrario en modelos de artritis experimentales como la artritis inducida por 

colágeno,  o enfermedades inflamatorias crónicas comola colitis murina o la EAE[182],su 

función parece tener efectos proinflamatorios, [183]. El mantenimiento de la expresión 

génica de TIMP1 y TIMP2 observada, también podría actuar localmente y regular la 

desestructuración de la ECM inducida por MMP[184]. En contraste con otros estudios, en 

nuestro estudio hemos observado una menor expresión génica de VEGF tras el 

tratamiento con IFNγ y TNFα, disminución que correlacionaba con una menior 

expresión de TGFβ1. En el campo de la inmunomodulación, TGFβ1 ha sido 

ampliamente asociado con la supresión del mecanismo de inmunovigilancia[68, 185] y su 

incremento de expresión prolongado conlleva a una severa hiperplásia en la epidermis 

y/o en la mucosa oral[186-188]. Los niveles de VEGF se pueden correlacionar con los 

procesos de angiogénesis, necesarios en los procesos de reparación tisular, pero el 

incremento de VEGF puede conducir a inflamación[189]. En conjunto, estos datos 

apoyan la idea de que las CMMs mantienen su capacidad de secretar factores 

moduladores de la respuesta inmune tras ser encapsuladas en una matriz de alginato y 

cultivadas hasta 30 días después. 

No obstante, el estudio presenta varias limitaciones. El grupo control era 

significativamente más joven que el grupo de pacientes artrósicos, aunque el modelo fue 

ajustado por esta variable. Sin embargo y aunque los sujetos control no presentaban 

ningún tipo de enfermedad musculoesquelética en el momento de la extracción de 

sangre, es probable que algunos de ellos desarrollen artrosis en el futuro. El grupo 

control también presentaban un mayor porcentaje de hombres, lo cual puede ser 

importante debido que existen varias asociaciones entre el rs35767 de IGF1 y niveles de 

IGF1 en sujetos de sexo femenino. Aún así, se observaron las mismas tendencias en 

hombres y mujeres y se ajustó el resultado por la variable sexo. Otros factores de 

confusión como el índice de masa corporal (BMI) no se tuvieron en cuenta en el análisis 

debido a su falta de disponibilidad. 



Discusión 

  

101 

 

  

En referencia al estudio de las propiedades inmunomoduladoras de las CMMs de 

artrosis, a pesar de que las CMMs mantienen sus propiedades inmunomoduladoras a lo 

largo de los 30 días de cultivo en alginato, más de la mitad de las CMMs murieron a lo 

largo del experimento y las restantes, mostraron una disminución en su capacidad de 

diferenciación osteogénica y adipogénica. Estos datos son discordantes con otros 

estudios. Estas diferencias pueden deberse al tipo de alginato usado. En nuestro estudio, 

la encapsulación de las CMMs se realizó en alginato de baja viscosidad al 1,2%, 

solidificado gota a gota en tampón CaCl2, usando una aguja de calibre 23G. Este 

método ya se había utilizado satisfactoriamente en nuestro laboratorio con la finalidad 

de diferenciar condrogenicamente las CMMs o para cultivar condrocitos y obtener una 

matriz de cartílago[190-193]. Otros estudios han mostrado una viabilidad mayor a los 21 

días de cultivo en alginato[194] así como un incremento de los marcadores osteogénicos: 

osteocalcina y ostemodulina, y del adipogénico (PPARγ) [195-199]. En estos estudios se 

utilizó alginato modificado covalentemente con el tripeptido arginina-glicina-ácido 

aspartico (RGD). El alginato RGD mejora la adherencia celular[195], lo cual, parece ser 

crucial para la supervivencia de las CMMs cuando no van a diferenciarse 

condrogenciamente. En nuestro estudio, las células supervivientes, presentaron una 

reducida capacidad de diferenciación osteogénica y adipogénica. En la mayor parte de 

los experimentos, las células no lograron adherirse a la placa después de su paso por 

alginato y no se pudo realizar con éxito la fase de diferenciación celular.  

Finalmente, como conclusión cabe destacar que nuestros hallazgos proporcionan un 

conjunto de datos de referencia relacionados con funciones esenciales para la biología 

normal de las CMMs, que aparecen alterados en artrosis. Basados en la función de las 

proteínas codificadas por estos genes, nuestros resultados sugieren una disminución 

general de los potenciales de diferenciación y regeneración en pacientes con artrosis.  

Los resultados mostrados en este trabajo indican que los cambios biológicos que 

tienen lugar en la artrosis podrían relacionarse, al menos de forma parcial con los 

defectos de formación de la ECM y del hueso subcondral, una estructura esencial para 

el mantenimiento de la estabilidad articular.  

Teniendo en cuenta que la artrosis es una enfermedad degenerativa de la articulación 

caracterizada por una degradación del cartílago articular, la inflamación sinovial y la 

esclerosis ósea y que carece de un tratamiento que evite su aparición o progresión, su 
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diagnóstico y tratamiento en las fases más tempranas de la patología es vital para 

retrasar o evitar su desarrollo. En este contexto, los hallazgos encontrados en los niveles 

séricos de IGF1 junto con los datos del SNP asociado rs35767, pueden suponer 

parámetros importantes a la hora del diagnóstico temprano de la enfermedad. Además 

este marcador puede a su vez ser un factor discriminador de las artrosis  de rodilla o 

cadera. 

No obstante, basándonos solamente en el análisis genético de datos, es difícil 

evaluar si los cambios observados están presentes desde el inicio o son consecuencia del 

mismo proceso patogénico. Por tanto es necesaria una validación futura de estos 

resultados. 

Respecto a la aplicación clínica de las CMMs tanto en trasplantes autólogos o 

alogénicos, el uso de matrices como la aquí utilizada de alginato puede ser muy útil. 

Este tipo de matriz  puede utilizarse de forma segura y efectiva para introducir CMMs 

de manera percutánea[194, 200] y actuar como un sistema de liberación de factores de 

secreción  durante semanas o meses sin riesgo de invasión celular a tejidos adyacentes. 
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7. Los resultados obtenidos mediante un análisis de microarray del genoma 

completo de CMMs de sujetos artrósicos muestran alteraciones en el perfil de 

expresión génica de las CMMs de pacientes artrósicos en comparación con 

CMMs de sujetos control. 

8. Los genes que principalmente se encontraron infraregulados en CMMs de 

artrosis pertenecían a categorías funcionales relacionadas con el desarrollo y la 

diferenciación celular, como el COL10A1 e IGF1, mientras que los genes que se 

encontraron sobreregulados en CMMs de artrosis estaban relacionados con 

apoptosis celular.  

9. Los datos indican la existencia de una asociación genética entre el SNP 

rs11965969 en el gen de COL10A1 en pacientes artrósicos. 

10. Este estudio sugiere una relación entre los niveles séricos de IGF1, el riesgo de 

desarrollo o severidad de la  artrosis de cadera y el SNP rs35767 de IGF1 en 

población española. 

11. No se encontraron diferencias entre las características inmunomoduladoras de 

las CMMs de pacientes de artrosis y las CMMs de sujetos control.  

12. Las CMMs de pacientes artrósicos, tras un periodo de 30 días en una matriz de 

alginato, mantienen  la expresión de genes relacionados con la capacidad 

inmunomoduladora.  
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