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Resumen

El tejido adiposo contiene un gran nimero de células madre mesenquimales (Adipose Stem Cells, ASCs)
que residen en su estroma vascular. Aunque existe controversia acerca de la capacidad de generar tejido
oseo de estas células in vivo, in vitro constituyen un buen modelo de diferenciacion osteogénica debido
a su semejanza fenotipica con las células estromales de la médula 6sea (Bone Marrow Stromal Cells,
BMSCs) en cultivo. La diferenciacion de las poblaciones osteoprogenitoras de la médula 6sea esta inten-
samente regulada por factores locales, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la pro-
tefna relacionada con la parathormona (PTHrP), que modulan la proliferacion de estas poblaciones en
distintos estadios de diferenciacion. Tanto el VEGF como el fragmento N-terminal de la PTHrP ejercen
efectos osteogénicos. En este estudio hipotetizamos que sus efectos sobre la proliferacion celular de los
osteoprogenitores son dependientes del estadio de diferenciacion osteoblastica. Tras confirmar su capa-
cidad de diferenciacion in vitro por expresion génica de Runx2 y acumulacién de calcio, se analizé la
respuesta proliferativa a estimulos con VEGF o PTHrP(1-36) de ASCs sometidas o no a induccion osteo-
génica. VEGF pero no PTHrP(1-36) estimulé la capacidad proliferativa de las ASCs no inducidas mientras
que PTHrP(1-36), pero no VEGF, estimulé la proliferacion de las ASCs inducidas, corroborando el papel
diferencial de estos factores de crecimiento en distintos estadios de diferenciacion.

Palabras clave: células madre mesenquimales adiposas (ASCs), PTHrD, VEGE, diferenciacion osteogénica.
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Vascular endothelial growth factor (VEGF) and the N-terminal portion of
parathyroid hormone-related protein (PTHrP) regulate the proliferation of
human mesenchymal stem cells

Summary

Adipose tissue contains a large number of mesenchymal stem cells (ASCs) residing in their vascular stro-
ma. Although there is controversy regarding the ability to generate bone tissue from these cells in vivo,
the in vitro cells offer a good model of osteogenic differentiation due to its phenotypic similarity with
the bone marrow stromal cells (BMSCs) in culture. The differentiation of osteo-progenitor populations
of bone marrow is intensely regulated by local factors, such as vascular endothelial growth factor (VEGF)
and parathyroid hormone-related protein (PTHrP), which modulate these populations' proliferation in
different stages of differentiation. Both the VEGF and the N-terminal fragment of the PTHrP exert osteo-
genic effects. In this study, we posited that its effects on proliferation of osteo-progenitors are stage
dependent of osteoblastic differentiation. After confirming its capacity to in vitro differentiation by
Runx2 gene expression and accumulation of calcium, the proliferative response to stimuli was analyzed
with VEGF or PTHrP (1-36) of ASCs submitted or not to osteogenic induction. VEGF, but not PTHrP (1-
36), stimulated the proliferative capacity of uninduced ASCs, whereas BMSCs, but not VEGF, stimulated
the proliferation of induced ASCs, corroborating the differential role of this growth in different stages of

differentiation.

Key words: adipose mesenchymal stem cells (ASCs), PTHyP, VEGE, osteogenic differentiation.

Introduccién

En los afios 60, Friedenstein describié por primera
vez las células estromales de la medula dsea (Bone
Marrow Stromal Cells, BMSCs) como células fibro-
blasticas con adherencia al plastico y capacidad de
diferenciacion tri-lineal, generando osteoblastos,
condroblastos y adipocitos. Una fraccion de estas
células demostré ademas capacidad clonogénica
cuando éstas se cultivaron en muy baja densidad
(Colony Forming Units-Fibroblast, CFU-F)'. Mas ade-
lante se observo que esta multipotencialidad es s6lo
inherente a una pequefa parte de esta poblacion
celular heterogénea, correspondiente a las células
madre esqueléticas (Skeletal Stem Cells, SSCs, por
debajo del 0,1% de las BMSCs y alrededor del 12%
de las CFU-F), que, ademads, son las Unicas capa-
ces de generar el estroma necesario para la gene-
racion de nichos hematopoyéticos en la médula
Osea’.

El tejido adiposo contiene un gran nimero de
células adherentes, con capacidad de formar CFU-F
y muchas otras caracteristicas que las hacen simila-
res a las BMSCs. En comparacion con las BMSCs,
este tejido es de facil acceso, como lipoaspirados
descartados en operaciones de liposuccion, y el ais-
lamiento de células estromales es relativamente sen-
cillo*>. De forma similar a las SSCs entre las BMSCs,
la fraccion estromal vascular del tejido adiposo (SVF)
es una poblacion heterogénea de células entre las
que se encuentran las ASCs, que presumiblemente
se encuentran asociadas de forma similar a las SSCs
a la microvasculatura de la grasa®, en consonancia
con otros tejidos en los que las células madres adul-
tas se encuentran asociadas a la microvasculatura en

forma de pericitos’. Aunque diversos autores afirman
que las ASCs poseen la capacidad inherente de dife-
renciarse a células de estirpe Osea, hasta la fecha nin-
gun grupo de investigacion ha demostrado que esto
sea posible, salvo después de transdiferenciar estas
células tras un tratamiento intensivo con BMPs, que
ha demostrado ser un potente osteoinductor de
diversos tipos celulares®. Pese a no haberse demos-
trado la utilidad clinica de las ASCs para la regenera-
cién 6sea, estas c€lulas pueden ser un modelo con-
veniente para estudiar la diferenciacion osteobldstica
in vitro, gracias a su facil acceso y a su respuesta
similar a la de las BMSCs a factores de diferenciacion
tri-linear in vitro®.

En presencia de dcido ascorbico, dexametaso-
nay P glicerol-fosfato las ASC expresan marcado-
res de diferenciacion osteoblastica in vitro. Es el
caso del sistema formado por la osteoprotegerina
(OPG) vy el ligando de receptor activador para el
factor nuclear kB (RANKL), proteinas implicadas
en el remodelado 6seo. RANKL es una proteina
de la familia del factor de necrosis tumoral a
(TNF-a) que se expresa en la membrana de los
osteoblastos, y que a su vez puede ser secretada
por éstas®. Se une al receptor activador para el
factor nuclear kB (RANK) que esta presente en
precursores osteocldsticos activando su diferencia-
cion y maduracién a osteoclastos'. OPG es un
receptor sefiuelo secretado por los osteoblastos
que se une a RANKL, impidiendo que éste se una
a RANK, bloqueando por tanto la activacion de los
osteoclastos. Por otro lado, Runx2 es un factor de
transcripcion clave en la diferenciacion de células
osteobldsticas®.
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El factor de crecimiento del endotelio vascular o
VEGF, es una molécula clave en la regulacion de la
proliferacion de las células endoteliales. Promueve
la proliferacién, migracion y supervivencia de estas
células, asi como su permeabilidad vascular®. La
expresion de VEGF y sus receptores en BMSCs ha
sido demostrada por diversos estudios en cultivos
celulares™". Ademas, in vitro, se ha mostrado el
papel del receptor VEGFR2 como clave en la dife-
renciacion y supervivencia osteoblastica®. VEGF
induce la diferenciacion en cultivos celulares de
preosteoblastos' y estimula su migracion y prolife-
racion®'. Asi, el VEGF parece estar implicado en
las etapas tempranas de diferenciacion 6sea, tanto
en la esqueletogénesis —siendo un importante fac-
tor en la formacion 6sea endocondral e intramem-
branosa— como en homeostasis adulta, promovien-
do la diferenciaciéon osteoblastica y reduciendo la
diferenciacién adipogénica de las BMSCs'*".

La proteina relacionada con la parathormona
(PTH), PTHrP, es una citoquina pleiotropica con
importantes funciones en el tejido 6seo®. Es con-
siderada un modulador del remodelado 6seo y un
estimulador de la formacién de hueso que pro-
mueve la diferenciaciéon osteoblistica y su super-
vivencia®, siendo por tanto un importante factor
de maduracion. El procesamiento postraduccional
del gen de la PTHrP, genera diferentes fragmentos,
entre los que destaca un fragmento N-terminal,
PTHrP(1-30), que presenta gran homologia con la
PTH y que actia a través del receptor 1 comuin
para PTH/PTHrP, PTHIR"™. La expresion de PTHrP
en el linaje osteobldstico disminuye a medida que
ésta se va diferenciando®, pero el PTHIR juega un
papel fundamental en los osteoblastos maduros y
osteocitos, disminuyendo su apoptosis y aumen-
tando su ndmero en osteoblastos del periostio in
vivo™?. Estudios previos indican que la PTHrP
podria incrementar la proliferacién de osteoblas-
tos inmaduros a través de la regulacion de Ciclina
D1 (promotor) y p27 (inhibidor), ambos regulado-
res del ciclo celular'.

En este trabajo hipotetizamos que los efectos
de VEGF y PTHrP sobre la proliferacion celular de
los osteoprogenitores son dependientes del estadio
de diferenciacion osteoblastica. Asi, las poblacio-
nes mas indiferenciadas serfan mds sensibles a
VEGF mientras que los progenitores ya comprome-
tidos hacia la diferenciacion osteoblastica respon-
derfan mejor a PTHrP(1-36). Para ello se utilizaron
ASCs humanas procedentes de lipoaspirados como
modelo in vitro de diferenciacion osteogénica.
Tras confirmar su capacidad de diferenciacion in
vitro por expresion génica de Runx2 y acumula-
cion de calcio, se analizé la respuesta proliferativa
a estimulos con VEGF o PTHrP(1-36) de ASCs
sometidas o no a induccién osteogénica. VEGF,
pero no PTHrP(1-36), indujo la capacidad prolife-
rativa de las ASCs indiferenciadas, mientras que
PTHrP (1-36), pero no VEGFE, indujo la prolifera-
cion de las ASCs previamente tratadas con medio
de diferenciacion osteogénica, confirmando el
papel diferencial de estos factores de crecimiento
en distintos estadios de diferenciacion.

Materiales y métodos

Aislamiento, cultivo primario y estudio fun-
cional de ASCs

El tejido adiposo subcutineo abdominal se obtuvo
durante la cirugfa de pacientes sanos mediante la téc-
nica de liposuccion. Seis mujeres se incluyeron en
este estudio con una edad promedio de 40 anos
(rango 25-60 anos). Todos los donantes dieron su
consentimiento informado, de acuerdo con el proto-
colo clinico apropiado. Los pacientes fueron opera-
dos en el Departamento de Cirugia Plastica de HM
Hospitales (Madrid, Espana), y la recogida de mues-
tra de tejido fue aprobado por la Junta de Revision
Institucional/Comité Etico de Investigacion Clinica de
HM Hospitales (Madrid, Espana). El tejido adiposo fue
digerido en 0,075% de solucion colagenasa tipo I
(Invitrogen, Life Technologies, Nueva York, EE.UU.)
durante 30 minutos a 37°C, siguiendo el protocolo des-
crito anteriormente’. A continuacion, las células se sem-
braron en superficie plastica (Corning, Nueva York,
EE.UU. durante 24 horas en Medio de Crecimiento
DMAX (Invitrogen, Life Technologies, Nueva York,
EE.UU) con 10% de FBS (Sigma-Aldrich; St. Louis,
Missouri, EE.UU.) y suplementado con antibidticos:
penicilina (100 TU/ml) y estreptomicina (100 mg/ml)
(Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.). Las células
no adherentes se retiraron, y se anadié medio fresco
para el cultivo primario de la fraccion de células adhe-
rentes durante 7 dias. El medio de cultivo se reempla-
70 cada 3 dias. En ese momento, las ASC fueron fun-
cionalmente fenotipadas por citometria de flujo y se
analiz6 su potencial de diferenciacion osteogénica.

Citometria de flujo

Para el analisis de citometria de flujo, las ASC se
resuspendieron en PBS (tampdn fosfato salino) a una
densidad de 1x106 células/ml, se fijaron con parafor-
maldehido (PFA) al 2% y se incubaron con anticuer-
pos monoclonales de ratén conjugados (FITC o PE)
con anti- CD90, CD29, CD34, CD45, CD106 CD44,
CD144, CD31 y KDR (Biolegend, San Diego,
Caifornia, EE.UU.) durante 30 min a temperatura
ambiente. Las células se lavaron 3 veces con PBS y
se analizaron mediante Accuri's C6 Flow System cit6-
metro a 488 nmy 15 mW. La dispersion frontal (FSC),
dispersion lateral (SSC) y el marcador fluorescente
especifico (LGFL) a 488 nm y 540 nm se obtuvieron
de forma automatica para cada célula. Los datos se
recogieron digitalmente sobre un rango dinamico de
16 millones de canales de datos digitales. La amplifi-
cacion y andlisis logaritmico de fluorescencia se rea-
liz6 utilizando BD Accuri™ Software de Analisis C6.

Ensayos de diferenciacion osteogénica

Se utiliz6 el medio de diferenciacion osteogénico
de linaje celular para evaluar el potencial de dife-
renciacion osteogénica de ASC. Para dicha diferen-
ciacion las ASC se cultivaron durante 14 dias en
presencia de DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
medium) con 10% FBS, 10® M de dexametasona,
0,5 mg/ml de 4cido ascorbico y 0,1 M de f glicerol-
fosfato (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, EE.UU.).
El medio se reemplaz6 cada 3 dias, y al finalizar el
periodo de 14 dias se realizo la tincion histoquimica



rojo de alizarina para revelar y cuantificar el nime-
ro de células por campo microscopico rodeadas por
matriz extracelular mineralizada tefida con rojo de
alizarina. Asi mismo se realiz6 una comprobacion
de la diferenciacion osteoblastica mediante ensayo
de actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), que con-
sisti6 en la identificacion de los depésitos tenidos de
rojo que indican actividad fosfatasa alcalina median-
te el kit 86R de Sigma Aldrich. ASCs de seis pacien-
tes diferentes se utilizaron en cada ensayo.

Estudios de proliferacion celular

Se estudio la respuesta relacionada con la prolife-
racion de las ASCs a factores como el VEGF (160
pM) y la PTHrP(1-36) (100 nM) en los cultivos
durante 24 horas, tanto en medio de crecimiento
como en medio de diferenciacion osteogénica.
Para la medicion de la proliferacion de estos ensa-
yos se utilizé el equipo de medicion xCelligent
System (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) que, a
tiempo real, midi6 la proliferacion celular. El siste-
ma xCelligent proporcion6é medidas de prolifera-
cién a tiempo real y final a través de la lectura de
unas placas de cultivo dotadas de electrodos que
detectaron los cambios de morfologia de las célu-
las, proporcionando un parimetro llamado Cell
Index extrapolable a la proliferacion celular.

Extraccion de ARN total y PCR cuantitativa a
tiempo real

Las ASCs, tanto en condiciones basales como las dife-
renciadas a osteoblastos, fueron sometidas a extrac-
cion de ARN total de un homogeneizado celular con
un método estindar con tiocianato de guanidilo-fenol-
cloroformo (Tri-Reagent®, MCR; Cincinnati, Ohio,
EE.UU.). La pureza y cuantificacion del ARN total
extraido se determiné mediante espectrofotometria
A/ Asgy (Nanodrop 2000/2000c  Spectrophotomeler,
Thermo Scientific). La sintesis de ADNc se realizé utilizan-
do oligonucledtidos aleatorios y una transcriptasa inversa
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(High capacity RNA to cDNA Kit, Applied Byosystem,
Foster City, California, EE.UU.). El andlisis de la expresion
génica por RT-PCR a tiempo real se realiz6 con ADNc
resultante utilizando una polimerasa activada por calor,
TagDNA (Tagman gene expression master mix, Applied
Byosystem,; Foster City, California, EE.UU.) y cebadores
especificos humanos para RUNX2, (Hs00231692 m1)
OPG (TNFRSF1 Hs 00171068), VEGF-A (Hs 00173626
m1) y VEGFR2 (Hs 00176676 m1) (Applied Byosystem;
Foster City, California, EE.UU.). Tras una incubacioén ini-
cial de 10 minutos a 25°C y otra de 2 horas a 37°C, las
muestras se sometieron a ciclos a 4°C. Los resultados se
expresaron como niveles de expresion de cada gen
(una vez normalizados frente a los ARN de 18s como
gen constitutivo) en cada condicion experimental, res-
pecto a su control correspondiente: 2 -ACt, donde Ct
representa el ciclo umbral de PCR en el cual el progra-
ma detecta por primera vez un incremento apreciable
de fluorescencia sobre la sefial basal. Todas las determi-
naciones se realizaron por duplicado. (ACt = Ct (Gen de
interés) — Ct (control enddgeno 18S).

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como media +/-
Desviacion Estindar (DE). La comparacion no
paramétrica entre las medias de dos muestras se
realiz6 por la prueba de Mann Whitney. Se utilizo
ANOVA no paramétrica para comparar varias
muestras (Kruskal-Wallis). Todos los valores con
p<0,05 fueron considerados significativos.

Resultados

En primer lugar, se llevd a cabo la caracterizacion
de las ASCs procedentes del cultivo primario de
los lipoaspirados. El andlisis fenotipico de ASC por
citometria de flujo revel6 que 99,6% eran CD90",
91,6% CD44*, 90,4% CD29*, 4,2% CD34", 2,2%
CD45'. Ademds, se analizaron los marcadores
CD106, CD155, KDR y CD31, todos ellos de expre-
sion negativa para ASCs (Tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacién por citometria de flujo de las ASCs aisladas de tejido adiposo obtenido por lipoaspirado

Marcador superficie Expresion esperada % medi(;);::en;eé(gresién
CD 90 (+) para célula mesenquimal 94,6%
CD 44 (+) para célula mesenquimal 91,6%
CD 29 (+) para célula mesenquimal 90,4%
CD 45 (=) para célula mesenquimal 2,2%
CD 34 (-) para célula mesenquimal 4,2%
CD 106 (+) para célula endotelial 7,6%

(-) para célula mesenquimal
CD 144 (+) para célula endotelial 0,6%
KDR (+) para célula endotelial 0,5%
CD 31 (+) para célula endotelial 0,2%
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Para evaluar el potencial de diferenciacién
osteogénico de ASC, se las someti6 a diferencia-
cion osteoblastica in vitro. Como se muestra en
la Figura 1A, la actividad ALP revel6é que las
ASCs en medio de diferenciacion osteogénica
habian sufrido dicha diferenciacién. La tincién
citoquimica rojo de alizarina (Figura 1B) también
revel6 el resultado positivo de la diferenciacion
osteogénica.

Se evalu6 la expresion génica de algunos de
los marcadores de diferenciacion osteogénica
como OPG y Runx2'*%# Se observo que la expre-
sion de estos dos marcadores analizados aument6
significativamente (p<0,05) tras 14 dias de cultivo
con el medio de diferenciaciéon osteogénica
(Figura 2A-B).

Se evalu6 la expresion génica del sistema
VEGFA vy su receptor inducido por la diferencia-
cioén osteogénica. Tal y como se puede observar
en la figura 3, tras 7 dias de diferenciacion las
células disminuyen significativamente la expresion
del VEGF y de su receptor tipo 2.

Los ensayos de proliferacion celular con
medios suplementados con PTHrP y VEGF mos-

traron resultados diferentes. Se realizé un estudio
de proliferacion de las ASCs en respuesta a VEGF
(160 pM) durante 24 horas en condiciones basales
(medio de crecimiento) o con medio de diferen-
ciacion osteogénica.

Como se observa en la figura 4, el VEGF, aumen-
t6 de manera significativa la proliferacién de las
ASCs en medio de crecimiento, pero no tuvo efec-
tos significativos sobre la proliferacion de las células
cultivadas en medio de diferenciacion osteogénica
(p<0,05). Los resultados indicaron que VEGF,
aumento la proliferacién de las ASCs, pero siempre
que éstas no hubieran iniciado su proceso de dife-
renciacion. En respuesta a PTHrP(1-36) (100 nM)
durante 24 horas, las ASCs no alteraron significati-
vamente su indice de proliferacion (Figura 4A).
Cuando se realiz6 el ensayo de proliferacion ante-
riormente descrito en medio de diferenciacion
osteogénica, se observé que éste cambiaba el
fenotipo de las ASC, y alteraba su capacidad de
respuesta ante estos factores. De forma que en
este caso PTHrP incrementé el indice de prolifera-
cion en células ya comprometidas a la diferencia-
cién osteoblastica (Figura 4B).

Figura 1. Respuesta del cultivo primario de ASC a los medios especificos de diferenciacion de linaje celular.
(A) Deteccion de la actividad fosfatasa alcalina (ALP) y (B) deteccion de la diferenciacion osteogénica de 14
dias mediante la tincién con rojo de alizarina para detectar mineralizacién

A Actividad ALP

Medio osteogénico

Medio basal

Medio osteogénico

Medio basal
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Figura 2. Cambios en la expresion génica (analizada por PCR a tiempo real) de factores de diferenciacion dsea:
(A) OPG, (B) Runx2, a distintos tiempos de diferenciaciéon osteoblastica
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(*) p<0,05 vs. valor basal correspondiente.

Figura 3. Cambios en la expresién génica tras 7 dias de diferenciacién (analizada por PCR a tiempo real) de
factores de angiogénesis: (A) VEGF-A y (B) VEGFR2
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Figura 4. Indice de proliferacion celular (10%) en cultivos de ASCs sometidos a estimulos con 160 pM de
VEGF 45 y 100 nM de PTHrP durante 24 horas. (A) Proliferacién en medio de crecimiento. (B) Proliferacién en
medio de diferenciacion osteogénica
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(**) p<0,05 vs. valor basal correspondiente.
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Discusion

En el presente estudio, ASCs de mujeres sanas, se
expusieron a tratamientos cortos con PTHrP vy
VEGF en distintas condiciones de diferenciacion y
su capacidad proliferativa fue analizada. Nuestros
resultados indican que las poblaciones mas indife-
renciadas serfan mds sensibles a VEGF mientras
que los progenitores ya comprometidos hacia la
diferenciacion osteoblastica responden mejor a
PTHrP(1-36), al mostrar una mayor expresion del
receptor 1 de la PTH/PTHrP (PTHIR). Se utiliza-
ron ASCs humanas procedentes de lipoaspirados
como modelo in vitro de diferenciacion osteogé-
nica. Durante este estudio la caracterizacion de las
ASCs se llevo a cabo mediante un estudio de los
marcadores de superficie celular. Los datos obte-
nidos fueron los esperados segin estudios pre-
vios?#. Asi mismo se estudio la capacidad de dife-
renciacion osteoblastica de las ASCs. Dicha dife-
renciacion se verifico por la actividad ALP de estas
células tras 14 dias en medio de diferenciacion
osteogénica. Del mismo modo, la tincion histoqui-
mica de rojo de alizarina se utilizO para verificar
dicha diferenciacién complementando asi el anali-
sis de actividad ALP. Ademas, se evalué la expre-
sion génica de algunos marcadores como OPG y
Runx2'*®. Runx2 es esencial para la diferenciacion
osteoblastica, conduce a las ASCs hacia el linaje
osteoblastico e inhibe su diferenciacion hacia lina-
je adipogénico o condrogénico®. Ademas, Runx2
se ha descrito como un factor que mantiene a los
osteoblastos en estado inmaduro sin diferenciarse
a osteocitos®. Asi mismo, estudios previos consi-
deran a OPG como un marcador de diferenciacion
osteogénica temprana en células mesenquimales
humanas*. Segin lo esperado, nuestros datos
muestran que la diferenciaciéon osteogénica indu-
ce un aumento en la expresion de estos dos mar-
cadores, OPG y Runx2, respecto al estado indife-
renciado.

También se evalud la expresion génica del sis-
tema VEGFA y su receptor VEGFR2 en condicio-
nes de diferenciacion osteogénica. Tras siete dias
en presencia del medio de diferenciacion osteogé-
nica se observo una disminucién en la expresion
del VEGF y de su receptor tipo 2. En este estudio
hipotetizamos que los efectos de VEGF y PTHrP
sobre la proliferacion celular de los osteoprogeni-
tores son dependientes del estadio de diferencia-
cioén osteoblastica. Asi, las poblaciones mas indife-
renciadas serian mas sensibles a VEGF por su pro-
ximidad al nicho endotelial iz vivo, mientras que
los progenitores ya comprometidos hacia la dife-
renciaciéon osteoblastica responderfan mejor a
PTHrP(1-36) al mostrar el receptor PTHIR un rol
mas importante en osteoblastos maduros y osteo-
citos. Tras confirmar su capacidad de diferencia-
cion in vitro por expresion génica de Runx2 y
mineralizacion, se analizé la respuesta proliferati-
va a estimulos con VEGF o PTHrP(1-36) de ASCs
sometidas o no a induccion osteogénica. VEGF,
pero no PTHrP(1-36), favorecio la capacidad pro-
liferativa de las ASCs no inducidas, mientras que
PTHrP(1-36), pero no VEGF, favorecio la prolifera-

cion de las ASCs previamente diferenciadas, con-
firmando el papel diferencial de estos factores de
crecimiento en distintos estadios de diferencia-
cion. Estudios previos indican que el VEGF secre-
tado es critico en la diferenciacion de las BMSCs a
osteoblastos, frenando su diferenciaciéon a otros
linajes celulares como el adipogénico'™”. Asi
mismo, Alonso y cols.” han mostrado como VEGF
y PTHrP modulan la diferenciacién y superviven-
cia de los osteoblastos. Nuestros resultados del
estudio de proliferacion de las ASCs en respuesta
a VEGF durante 24 horas en medio de crecimien-
to o con medio de diferenciacion osteogénica
muestran un aumento en la proliferacion de las
ASCs crecidas en medio normal, pero sin efectos
significativos sobre la proliferacion de las células
cultivadas en medio de diferenciacion osteogéni-
ca, apoyando la nociéon de que VEGF ejerce un
papel preponderante sobre la regulacion de la
proliferaciéon en etapas tempranas de la diferencia-
cioén, aunque estudios previos apuntan también a
una implicacion de VEGF en la supervivencia de
los osteoblastos®.

Tras 24 horas de tratamiento con PTHrP(1-36),
las ASCs indiferenciadas no vieron alterado su indi-
ce de proliferacion. Sin embargo, en presencia de
medio de diferenciacion osteogénica, PTHrP(1-36)
aumento significativamente la proliferacion, apun-
tando a la implicacion de este factor en la prolife-
racion de BMSCs comprometidas a la diferencia-
ciébn osteogénica in vivo.

De esta forma podriamos concluir que, si bien
estudios previos han mostrado que VEGF y PTHrP
modulan la diferenciacion y supervivencia de los
osteoblastos®, estos factores podrian regular la
proliferacién de los osteoprogenitores en funcion
de su compromiso o no hacia la diferenciacion
osteoblastica, estando VEGF mas implicado en la
proliferacion de progenitores mis indiferenciados
y préximos al nicho perivascular, mientras que la
PTHrP(1-36) estimularia células mds comprometi-
das hacia la osteoblastogénesis.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
tener conflicto de intereses en relacion con este
trabajo.
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