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Resumen

Objetivo: Las células madre mesenquimales (MSCs) son atractivas en la terapia regenerativa de patologias humanas.
En los modelos murinos, en los que se trasplantan MSCs humanas, es muy importante poder distinguir el origen de las
MSCs identificadas en los 6rganos de ratones. El objetivo de este estudio fue determinar el rendimiento del anélisis ba-
sado en PCR de secuencias Alu humanas para detectar ADN humano después de la infusién de células madre de médula
6sea humana (hBMSCs) en ratones inmunodeficientes.

Material y método: Las hBMSCs se obtuvieron de la cabeza femoral de pacientes sometidos a cirugia de reemplazo de
cadera. Se infundieron 10® hBMSCs por via intravenosa mediante inyeccién en el seno retro-orbitario de ratones
NOD/SCID. Después se evalud la presencia de ADN humano en pulmoén, higado y hueso.

Resultados: En mezclas de ADN in vitro, el ADN humano se detectd facilmente con una buena relacion logaritmica-lineal.
De manera similar, cuando se mezclaron osteoblastos humanos y de ratén, se detectaron facilmente 1-10 células humanas
entre 10° células de ratén. Asimismo, se detecté el ADN humano en los pulmones 1y 7 dias después de las infusiones ce-
lulares en ratones NOD/SCID. Sin embargo, el ADN humano se detecté de manera inconsistente en el higado y los huesos.
Conclusién: La deteccion de secuencias Alu es un procedimiento eficaz para detectar ADN humano. Los resultados con-
firman que la mayoria de las hBMSCs inyectadas por via intravenosa quedan atrapadas en los pulmones. Por lo tanto,
de cara al tratamiento de trastornos esqueléticos, se necesitan procedimientos para aumentar la migracién de dichas
células al hueso.

Palabras clave: células madre mesenquimales, osteoporosis, migracion celular, terapia regenerativa, secuencias Alu.

INTRODUCCION

La osteoporosis es la enfermedad 6sea mas frecuente,
caracterizada por una baja masa 6sea y alteracion de la
microestructura. Esto se debe a un desequilibrio entre
la formacidn y la resorcion dseas que causa pérdida de
conexiones entre las distintas trabéculas 6seas y un
mayor adelgazamiento y porosidad del hueso cortical.
En consecuencia, se produce mayor fragilidad del hueso
y un incremento del riesgo de padecer fracturas (Fx)2

Los osteoblastos, las células especializadas en formar
hueso, se originan por la diferenciaciéon de células madre
mesenquimales (MSCs)3. Estas células son multipoten-
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tes y pueden diferenciarse a una amplia variedad de
tipos celulares del mesodermo, como los osteoblastos,
adipocitos o condrocitos. Las MSCs son candidatos de
gran interés para la medicina regenerativa, porque mi-
gran a lesiones esqueléticas donde tienen la capacidad
de formar nuevo hueso* La importancia de las MSCs en
el campo de la ingenieria de tejidos y la medicina rege-
nerativa se ve reflejada en los numerosos estudios exis-
tentes en este campo®°. Ademas, en estos momentos hay
mas de 250 ensayos clinicos con MSCs, como se puede
ver reflejado en la base de datos de ensayos clinicos (cli-
nicaltrials.gov).
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Para la monitorizacién de las células humanas trasplan-
tadas en modelos animales se utilizan técnicas de imagen
como la resonancia magnética y la tomografia por emision
de positrones, y células marcadas previamente con un
fluoréforo para poder detectar la sefial in vivo”®. Una apro-
ximacion alternativa consiste en detectar la presencia de
ADN humano en modelos animales ex-vivo; es decir, una
vez se haya completado el tratamiento, evaluar la presen-
cia de ADN de origen humano en el érgano de interés por
PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR)*!!. Las secuencias
o elementos Alu son elementos cortos repetitivos e inter-
calantes del genoma (SINE), con aproximadamente una
longitud de 300 pares de bases. Existen mas de 1 mill6n
de copias de secuencias Alu en el genoma humano, que
ocupan sobre un 10% del genoma completo!2'3. Por su pe-
quefio tamaiio, distribucion especifica entre especies y su
elevadisimo niimero de copias, son una diana muy util
para detectar células humanas. Sin embargo, gran parte
de las técnicas experimentales basadas en Alu para detec-
tar ADN gendmico Uinicamente humano no alcanzan los li-
mites de sensibilidad y especificidad necesarios para
poder distinguirlos de ADN de otros primates o roedo-
res'34, Funakoshi y cols. han desarrollado un método de
PCR cuantitativa a tiempo real altamente sensible y espe-
cifico basado en Alu para discriminar las células humanas
de las células de roedores, para evitar posibles reacciones
cruzadas con estos!.

El objetivo de este estudio fue determinar el rendi-
miento del analisis basado en PCR de secuencias Alu hu-
manas para detectar ADN humano después de la infusion
de células madre de médula 6sea humana (hBMSCs) en
ratones inmunodeficientes (NOD/SCID).

MATERIAL Y METODOS

Aislamiento de hBMSCs

Las hBMSCs se obtuvieron de la cabeza femoral de pacien-
tes sometidos a cirugia de reemplazo de cadera. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacién Cli-
nica de Cantabria y los pacientes dieron su consentimiento
informado por escrito. De la cabeza femoral se extrajeron
cilindros de hueso trabecular con un trécar y de estos se
realizaron lavados en PBS para obtener las células de la mé-
dula 6sea. Los lavados se centrifugaron en Ficoll para ob-
tener la capa mononuclear; que es la que finalmente se
cultivé hasta llegar a un estado de confluencia del 80%.

Ratones NOD/SCID e infusion de células

Se utilizaron ratones inmunodeficientes NOD/SCID, ob-
tenidos de Charles River Laboratories International, Inc.
(Wilmington, Massachusetts, EE.UU.), a los que se les in-
fundieron 10 hBMSCs por via intravenosa en el seno
retro-orbitario.

Aislamiento de ADN y PCR cuantitativa a tiempo real
El fémur de ratén y los cilindros de hueso humano se ho-
mogeneizaron con un politrén en tampoén de lisis y protei-
nasa k, que se mantuvo en una incubacién durante toda la
noche a 552C con agitacion. Los tejidos blandos, pulmén e
higado, se homogeneizaron directamente en tampoén de
lisis y proteinasa k. Después se aislé el ADN con fenol:clo-
roformo:alcohol isoamilico, y se precipitd con etanol 100%.
Se evalué la presencia de ADN humano en el ADN extraido
de esos o6rganos (pulmoén, higado y hueso) mediante PCR
en tiempo real, con una temperatura de hibridacion de
562C durante 40 ciclos, utilizando los cebadores y el pro-
tocolo propuestos por Funakoshi'! (Tabla 1).

Tabla 1. Cebadores y la sonda de hidrélisis utilizada para
la deteccion de secuencias ALU

Nombre Secuencia (5'-3’)
Cebador directo (101 F) 5'-GGTGAAACCCCGTCTCTACT-3'
Cebador reverso (206 R) 5'-GGTTCAAGCGATTCTCCTGC-3'

Sonda de hidrdlisis (144RH) 5'-CGCCCGGCTAATTTTTGTAT-3'

En todos los casos se incluyeron controles negativos
sin ADN (NTC, non template controls) y ADN extraido de
tejidos de ratones sin hBMSCs. Asimismo, se analizaron
ADN extraido de mezclas artificiales de células humanas
y de raton, asi como mezclas de ADN humano y ADN mu-
rino purificados. Se estim6 el ciclo umbral (Ct) de cada
muestra, es decir, el ciclo de amplificacién a partir del
cual eran detectables los amplicones. Légicamente, existe
una relacidn inversa entre la cantidad de ADN diana pre-
sente en la muestray el Ct.

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de
los pacientes que donaron las hBMSCs, siguiendo los for-
mularios y procedimientos aprobados por el Comité de
Etica de Investigacion Clinica de Cantabria. Con respecto
a los experimentos con animales, el protocolo fue apro-
bado por el Comité de Etica en Investigacién de la Uni-
versidad de Cantabria y la Consejeria de Sanidad de
Cantabria, segtin lo establecido por la normativa vigente.

RESuULTADOS

Mezclas de ADN humano y de ratén
En los procedimientos de deteccién de ADN de origen hu-
mano en un organismo distinto, como, por ejemplo, el
raton, es imprescindible una alta sensibilidad y especifi-
cidad de la técnica. Para ello la primera valoracién de la
técnica de deteccién empleada en este articulo se realiz6
con mezclas de ADN y con mezclas de distinto nimero de
células de origen humano y de ratdn. Para evaluar la can-
tidad de ADN de cada muestra se ha utilizado un espec-
trofotometro (DeNovix DS-11, Wilmington, EE.UU.). En
primer lugar, se mezclaron soluciones patrén de 100
ng/uL de ADN humano con 100 ng/uL de ADN de rat6n
en relacion 1:1 y se hicieron hasta 8 diluciones seriadas
1:10 en ADN de ratén. De esa manera, se obtuvieron di-
luciones progresivas de ADN humano, en presencia de
cantidades de ADN de raton practicamente constantes.
Los niveles de expresion en la escala Ct fueron 11,5; 14,6;
17,2; 21,0; 23,8; 26,8; 30,0; 32,5y 33,6; para 100 ng/pL,
10 ng/pL, 1 ng/pL, 0,1 ng/pL, 0,01 ng/pL, 1 pg/uL, 0,1
pg/uL, 0,01 pg/uL y 0,001 pg/uL de ADN humano, res-
pectivamente (1r?=0,992; p<0,0001) (Figura 1). En varios
experimentos independientes, el ciclo umbral (Ct) para
NTC fue de 34,6+1,8, por lo que se considerd 31 (2 des-
viaciones estandar por debajo de la media de los NTC)
como el Ct maximo para considerar como positiva la pre-
sencia de ADN humano en una muestra. No se detectd
sefial cuando se analizaron hasta 100 ng de ADN tnica-
mente de raton (Ct fue de 34,7+1,6).

Posteriormente, se mezclaron osteoblastos humanos
y de ratén a distintas proporciones previa a la extraccion
de ADN para simular la técnica de manera real. Se pu-
dieron detectar facilmente 10 células humanas en una
mezcla de 10° células de ratén (Ct 25,6) e incluso una
sola célula quedaba prdéxima al limite de deteccién (Ct
30,8) (Figura 2).
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Figura 1. A) Deteccion de distintas concentraciones de ADN humano en una alta concentracion de ADN de ratoén.
B) Mismos resultados utilizando una escala logaritmica en el eje de abscisas que pone de manifiesto la relacion log-
lineal esperada. Se muestran en la figura el valor de r? de la regresion de Pearson y el valor p significativo para la
regresion lineal. La linea discontinua en A) y B) muestra el valor umbral de deteccion de ADN de origen humano al
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Figura 2. Curva de amplificacion de la qPCR con el ADN
obtenido de distintas mezclas. Las mezclas parten de dis-
tintos nimeros de células de origen humano mezcladas
con 105 células de ratén. La linea discontinua muestra el
valor umbral de deteccién de ADN de origen humano
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Analisis de ADN humano en tejidos de ratén

A continuacién, se analizaron los tejidos de ratones
NOD/SCID no fracturados tratados con hBMSCs por via
intravenosa. Ademas, se compararon estos niveles con los
detectados en muestras de ADN de hueso humano di-
luido, como controles positivos. Se pudo localizar el ADN
humano en los pulmones en el primer dia y 7 dias des-
pués de las infusiones celulares (Ct 22,6+0,7 y 30,6+3,7,
respectivamente). Sin embargo, el ADN humano se de-
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tecté de manera inconsistente en el higado y los huesos
(Figura 3). Hay una disminucién de ADN humano entre
los dias 1y 7 en las muestras de pulmén, pero estas dife-
rencias no son significativas. Sin embargo, al comparar
los niveles de ADN humano del dia 1 con las muestras que
no tienen ADN si son significativas (Figura 4).

Discusion

Lareparacion de fracturas dseas es un proceso complejo,
donde se dan una serie de mecanismos moleculares re-
gulados por diversos factores que llevan a formar nuevo
hueso. Esta reparacion, en ocasiones, puede verse alte-
rada por el envejecimiento y por distintas alteraciones
Oseas, como la osteoporosis o la necrosis avascular, entre
otras®. La terapia regenerativa trata de solventar estos
desequilibrios evitando los rechazos por alo-trasplantes
y las reacciones inmunolégicas adversas. Para ello se han
empleado nuevos biomateriales osteoinductivos, factores
de regulacién osteogénica y las MSCs'>. En particular, son
de gran interés y existen multiples estudios de las MSCs
en este campo. Las MSCs se caracterizan por tener una ca-
pacidad de renovacién alta y también de poder formar
nuevos tipos celulares de origen mesodérmico, como los
osteoblastos o los adipocitos. Ademas, tienen efectos in-
muno-moduladores y segregan factores que inducen la
diferenciacion celular>'°.

La funcion fisioldgica y la capacidad de reparacion de
las MSCs humanas se estudian cominmente en xeno-
trasplantes realizados en roedores. Tras los xenotras-
plantes por via intravenosa, las células pueden circular
ampliamente por todo el organismo, y hay que estudiar
su tropismo por distintos 6rganos. Consecuentemente,
es necesario el estudio de la distribucién de estas células
tras su infusién por via sanguinea, y para ello se necesita
un método muy sensible y especifico de la detecciéon de




ORIGINALES Meétodo sensible para monitorizar la migracion de las células madre mesenquimales de la médula ésea en modelos murinos a3

Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(2):40-44

pequefias poblaciones de células
humanas entre las células del or-
ganismo receptor. Funakoshi y
cols. han desarrollado un sistema
de qPCR, tedricamente muy sensi-
ble y especifico, que permite de-
tectar estas pequenas poblaciones
de MSCs humanas que han sobre-
vivido tras su infusion en ratén. El
mecanismo se basa en secuencias
Alu que por evolucidn de especies 20

Figura 3. Deteccion de las secuencias Alu humanas en distintos tejidos de raton
tras 1y 7 dias después de la infusiéon de BMSCs por via intravenosa. En color
naranja se encuentran las muestras control a las cuales no se les inyectaron cé-
lulas. La linea discontinua muestra el valor umbral de deteccion de ADN de ori-
gen humano. (o) Higado; (») Pulmén; (o) Hueso. Las figuras geométricas de dia
1 muestran la media de 3 ratones; Las del dia 7 de 4 ratones; Y las sin células
de 2 ratones. Los triangulos hacia abajo (v), de color verde, son muestras de
hueso de origen humano

Secuencias Alu humanas en ratéon

-®- Higado
difieren entre si, logrando detectar n
de manera altamente especifica & Pulmoén
aquellas de origen tinicamente hu- 25 T v 4 Hueso
mano'!. Debido al nimero extre- i=
madamente alto de copias de la - - Higado
secuencia Alu en el genoma hu- S 30 )
mano, un tUnico cebador podria .. __ & Pulmén
amplificar la secuencia genémica TTe-e - - e
inter-Aly, lo que puede dar como = (FETomoaes g
resultado la formacién de produc- =7 Hueso humano
tos amplificados con patrones im- 0
predecibles y complejos. Para

Dia 1l Dia 7 Sin células  Humano

minimizar los efectos de tales se-
fales no especificas, el método uti-
liza sondas de hidrolisis, que
hibrida sobre la secuencia que ha
de amplificar entre ambos cebado-
res. Aun asi, en esta reaccion hay
hibridaciones inespecificas con el
genoma de ratén que provocan
una inevitable sefial de fluorescen-
cia de fondo, que se considera
ruido de la técnica. Nuestro obje-
tivo fue confirmar la utilidad de
esa metodologia en nuestro mo-
delo.

De hecho, con este procedi-
miento pudimos detectar con-
centraciones muy bajas de ADN 25
humano entre una alta concen-
tracion de ADN de ratén, concre-
tamente hasta 0,01 pg/uL de 30
ADN humano entre 100 ng/uL de
ratén. En mezclas de células, el

20

Ct

Dias después de inyeccion

Figura 4. Deteccion de las secuencias Alu humanas en pulmén de raténtras 1y 7
dias después de la infusiéon de BMSCs por via intravenosa. En color naranja se en-
cuentran las muestras control a las cuales no se les inyectaron células. La linea
discontinua muestra el valor umbral de deteccion de ADN de origen humano

Secuencias Alu humanas en ratéon

p=0,0001

| p=0,0591

p=0,1306

umbral de deteccién fue de 1-10 35
células humanas en 10° células u
de ratén.
Se inyectaron hBMSCs por via
intravenosa en ratones, y se pudo 40
Pulmoén 24h Pulmén 7d Pulmoén no cels

comprobar con este procedimiento
que, tras las primeras 24 horas y el
séptimo dia, inicamente eran de-
tectables en pulmodn (no se detectaron de manera consis-
tente ni en higado ni en hueso). Se estan ensayando varias
estrategias para aumentar el tropismo de las hBMSCs al te-
jido 6seo. Una de ellas se basa en modificar las proteinas de
membrana, con particulas especificas de glicosilacién que
permiten la extravasaciéon y un mayor tropismo por el
hueso?’.

Como conclusién, los resultados confirman que la
mayoria de las hBMSCs inyectadas por via intravenosa

en ratones NOD/SCID se encuentran atrapadas en los
pulmones y se pierden rapidamente. Por lo tanto, se ne-
cesitan procedimientos para aumentar el tropismo de
estas células al hueso si se van a utilizar hBMSCs en pro-
cedimientos regenerativos esqueléticos de manera sis-
témica.
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