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RESUMEN

Las terapias utilizadas en la actualidad en patologías 
que cursan con defectos masivos de masa ósea son a 
menudo poco eficientes, y tienen un impacto económico 
elevado. Existe por tanto un gran interés en el desarro-
llo de nuevos modelos de implantes para el tratamiento 
de las mismas. Se está investigando el uso de nuevos 
materiales, así como la utilización de componentes aña-
didos que mejoren la capacidad osteogénica del implan-
te. Debido a su facilidad de obtención, así como a su 
capacidad de diferenciación ósea, las células madre 
mesenquimales (MSCs) han sido empleadas con rela-
tivo éxito para este fin. El presente proyecto propone la 
generación de MSCs modificadas para su empleo en 
implantes cerámicos para regeneración ósea, median-
te la utilización de vectores lentivirales que sobreexpre-
sen factores reguladores del proceso osteogénico, de 
forma autolimitada en el tiempo. Hemos seleccionado 
el factor Dlx5 para un primer abordaje debido a su ac-
ción inductora tanto de Runx2 como de Osterix, factores 
que participan en etapas sucesivas de la diferenciación 
ósea. Se ha utilizado un sistema lentiviral basado en la 
recombinasa Cre, que permite eliminar de forma contro-
lada e irreversible el gen sobreexpresado en las etapas 
más avanzadas del proceso, contribuyendo a la segu-
ridad del procedimiento. Tras la generación de dichos 
vectores lentivirales, se ha analizado la capacidad de 
diferenciación in vitro de las MSCs transducidas con los 
mismos, encontrándose que dan lugar al depósito de 
calcio, así como a cambios morfológicos y de citoes-
queleto celular compatibles con la diferenciación ósea. 
Para evaluar el potencial osteogénico de estas MSCs 
modificadas in vivo, se han incorporado dichas células 
a implantes cerámicos de colocación subcutánea en ra-
tones, donde se ha podido comprobar que son capaces 
de formar hueso de forma autónoma, similar al inducido 
por factores osteogénicos solubles. El diseño de estos 
implantes permitiría prescindir de la utilización de gran-
des cantidades de factores solubles, lo cual, junto con 
posibilidad de emplear células alogénicas y estandarizar 
el proceso, podría reducir de forma importante el coste 
económico de este abordaje terapéutico.

INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES

El tratamiento de los defectos masivos de tejido óseo, 
secundarios a traumatismos, resección oncológica o mal-
formaciones congénitas, precisa habitualmente de técni-
cas de reconstrucción tisular basadas en la utilización de 
factores plaquetarios, trasplantes de aspirados de mé-
dula ósea, prótesis sintéticas o injertos óseos autólogos 
o alogénicos. Dichas aproximaciones terapéuticas son 
en general poco eficientes, y en el caso de los injertos 

óseos, requieren de intervenciones agresivas o de tra-
tamientos para reducir la inmunogenicidad del injerto, 
que afectan su potencial osteogénico. Por otro lado, el 
impacto económico de este tipo de procedimientos es 
elevado, estimándose un gasto acumulado en EEUU de 
9 mil millones de dólares en 2006, y un gasto anual de 
366 millones de euros con un crecimiento anual del 4,4% 
entre 2008 y 2014 en Europa (1).

La ingeniería de tejidos (medicina regenerativa) tiene 
como objetivo el diseño de tratamientos clínicamente 
aplicables destinados no sólo a la reparación, sino a la 
regeneración tisular. En el caso del tejido óseo, se está 
invirtiendo un gran esfuerzo en el desarrollo de nuevos 
materiales implantables, en dos direcciones fundamen-
tales (2):

a. Diseño de biomateriales (naturales, minerales o po-
límeros sintéticos), que posean propiedades osteo-
conductivas (de soporte) u osteoinductivas (promo-
toras del desarrollo óseo) adecuadas, así como una 
integridad estructural y una cinética de degradación 
óptimas.

b. Empleo de estrategias que mejoren la capacidad os-
teoinductiva de dichos materiales, fundamentalmente 
mediante la incorporación al implante de:

– Factores de crecimiento osteogénicos (p.e. BMP-2, 
FGF-2) (3), si bien puede resultar difícil controlar la 
concentración local efectiva del factor, así como la 
estabilidad del mismo.

– Células progenitoras con capacidad osteogénica 
(solas o en combinación con factores de crecimien-
to), como células madre embrionarias o células 
madre mesenquimales (MSCs, mesenchymal stem 
cells). Dichas células suelen incluirse en el implan-
te, aunque se están desarrollando sistemas para 
redirigir eficientemente las MSCs del paciente de 
forma sistémica hacia el hueso en formación (4). 
Recientemente se han comenzado a realizar modi-
ficaciones genéticas que promuevan la capacidad 
de diferenciación ósea de las MSCs, mediante la 
producción autocrina de factores de crecimiento o 
la expresión constitutiva de mediadores intracelula-
res implicados en dicho proceso.

Las células madre mesenquimales constituyen un 
tipo de células madre adultas, que poseen un perfil de 
marcadores fenotípicos característico (CD45-, CD34-, 
CD19-, CD14-, CD11b-, CD79-, HLADR-, CD105+, 
CD90+, CD73+) y la capacidad de diferenciarse a distin-
tos tipos celulares de linaje mesodérmico (osteoblastos, 
adipocitos y condrocitos). Dichas células se localizan 
fundamentalmente en médula ósea y grasa, aunque tam-
bién se ha descrito su presencia de forma perivascular, 
donde comparten características fenotípicas y funciona-
les con los pericitos (5), así como de forma circulante en 
sangre periférica (6).
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En la médula ósea, las MSCs representan un componen-
te esencial del nicho de las células madre hematopoyéti-
cas, colaborando en el mantenimiento del estado quies-
cente e indiferenciado de estas células (7). Además de 
estas funciones, las MSCs poseen propiedades inmuno-
moduladoras, interfiriendo con la activación de distintos 
componentes del sistema inmune (8), y se ha propuesto 
que promueven la generación de nuevos vasos sanguí-
neos debido a la secreción de factores como SDF-1 y 
VEGF, así como por su capacidad de diferenciación a 
progenitores vasculares (9). Por último, se sabe que las 
MSCs circulantes pueden anidar de forma selectiva en 
tejidos diana como tumores y focos inflamatorios o is-
quémicos (10). Estas características funcionales hacen 
que las MSCs se hayan empleado para el desarrollo de 
nuevas terapias en varias patologías; de hecho existe un 
fármaco basado en MSCs alogénicas para el tratamiento 
de la enfermedad de injerto contra huésped, que ha sido 
aprobado recientemente en Canadá y EEUU.

Durante la diferenciación osteogénica, las MSCs siguen 
un programa de cambios en la expresión génica, que 
promueven la formación de precursores comprometidos 
a linaje osteoblástico, así como los procesos de prolife-
ración y de diferenciación terminal a osteoblasto madu-
ro. Este programa es puesto en marcha por factores de 
crecimiento con capacidad osteogénica como BMP-2 o 
PTH. Así, la diferenciación de MSCs a linaje osteoblásti-
co se desencadena tras la expresión selectiva, inducida 
por BMP-2, del regulador transcripcional Runx2; y en ella 
participan otros factores de transcripción como Osterix 
(Sp7), SMADs, TCF/lef, NFATc1, Twist, AP-1, ATF-4, etc. 
Estos factores modulan la expresión secuencial de ge-
nes implicados en proliferación, producción de matriz 
extracelular (fosfatasa alcalina, colágeno tipo I, sialopro-
teína ósea, fibronectina) y mineralización (osteocalcina, 
osteopontina, colagenasa), y no actúan de forma aislada, 
sino que interaccionan para integrar distintas señales, 
dando lugar a una regulación muy fina de los cambios 
de expresión génica durante el proceso (11).

Existe amplio consenso en que Runx2 es el principal re-
gulador del proceso osteogénico, ya que ratones defi-
cientes para este gen muestran una ausencia completa 
de formación ósea (12), y este factor juega un papel 
crítico en la expresión de genes específicos de osteo-
blastos. Por otro lado, algunos autores sostienen que 
Runx2 activaría fundamentalmente el proceso de dife-
renciación hasta la formación de un precursor común 
osteo-condroblástico, y que sería Osterix el que actuaría 
durante la diferenciación ósea terminal segregando el 
linaje osteoblástico y el condroblástico (13). Los niveles 
de ambos factores aumentan en presencia de BMP-2, 
pero parece que no lo hacen de forma directa, sino a tra-
vés del factor Dlx5. Dlx5 es diana de BMP-2, y su sobre-
expresión es suficiente para incrementar los niveles de 
Runx2 y Osterix; de la misma manera, el silenciamiento 
de Dlx5 inhibe la expresión de ambos factores inducida 
por BMP-2. Por último, la sobreexpresión de Dlx5 in vitro 

aumenta los niveles de osteocalcina y lleva a la forma-
ción de una matriz mineralizada (14).

Debido a su facilidad de obtención a partir de médu-
la ósea de pacientes y a su potencial osteogénico, las 
MSCs han sido empleadas con relativo éxito en diversos 
modelos de regeneración ósea, solas o en combina-
ción con factores de crecimiento como BMP-2 (3). Como 
se ha comentado anteriormente, el elevado coste eco-
nómico, así como la dificultad para establecer la dosis 
efectiva del factor de crecimiento utilizado, han llevado 
a modificar genéticamente las MSCs para mejorar de 
forma directa su potencial osteogénico. Así, MSCs modi-
ficadas para producir BMP-2 de forma autocrina se dife-
rencian espontáneamente en cultivo, inducen formación 
de hueso ectópico in vitro y aceleran la regeneración 
ósea en modelos animales (15). Igualmente, se han ge-
nerado MSCs con expresión aumentada de Runx2 y de 
Osterix, las cuales son capaces de incrementar significa-
tivamente la formación de hueso en modelos murinos de 
defectos óseos en calota (16).

Dado que con este abordaje se persigue una modifi-
cación genética estable de las MSCs, se han utilizado 
mayoritariamente vectores lentivirales. A pesar de que 
la integración genómica tras la transducción lentiviral es 
esencial para conseguir la expresión estable del gen de 
interés, es un arma de doble filo que puede contribuir 
a una posible transformación oncogénica. Sin embargo, 
los vectores lentivirales, a diferencia de los gammarre-
trovirales, se integran preferentemente alejados de los 
promotores de genes transcripcionalmente activos (17), 
lo cual disminuye considerablemente la probabilidad de 
un efecto genotóxico. Asimismo, el diseño de vectores 
lentivirales inducibles, con una expresión del gen de in-
terés limitada en el tiempo, puede contribuir a mejorar 
la seguridad del sistema. En este sentido, existen traba-
jos acerca de la utilización de MSCs que sobreexpresan 
BMP-2 de forma regulable por doxiciclina (18), pero no 
existe ningún ejemplo de MSCs modificadas con vecto-
res lentivirales regulados endógenamente.

OBJETIVOS

Miembros del equipo de investigación han desarrollado 
previamente con éxito varios compuestos de implanta-
ción ósea, utilizando distintos materiales y proteínas mor-
fogenéticas óseas (19-21). El presente proyecto propone 
la utilización de MSCs con una modificación genética 
novedosa en combinación con implantes cerámicos, 
para optimizar la capacidad formadora de hueso de los 
mismos. Para ello se pretende generar vectores lentivi-
rales que codifiquen para reguladores maestros de la 
diferenciación osteogénica, como Dlx5, cuya expresión 
esté autolimitada de forma endógena.
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De esta manera, se persigue conseguir implantes para 
regeneración ósea:

– con un potencial osteogénico aumentado, debido a 
la sobreexpresión de factores como Dlx5, lo que per-
mite obviar la utilización de factores solubles, con la 
variabilidad que esto conlleva.

– con un sistema de expresión limitado endógenamen-
te, que se acerca a la regulación fisiológica del proce-
so de diferenciación y contribuye a mejorar la seguri-
dad del sistema lentiviral.

– con un coste económico reducido, ya que no se ne-
cesitan producir grandes cantidades de factores de 
crecimiento; asimismo, como es habitual en otras apli-
caciones clínicas, se podrían utilizar MSCs alogénicas 
sin efectos secundarios severos, lo que permitiría es-
tandarizar el proceso, disminuyendo considerablemen-
te los costes de su empleo en clínica.

Para llevar a cabo el proyecto, se han abordado los si-
guientes objetivos concretos:

1. Generación de los vectores lentivirales

2. Estudio de la capacidad de diferenciación ósea in 
vitro de las MSCs transducidas con los vectores 
generados

3. Análisis del potencial osteogénico in vivo de los 
implantes cerámicos en presencia de las MSCs 
modificadas

MATERIALES Y METODOLOGÍA

1. GENERACIÓN DE VECTORES LENTIVIRALES

La construcción de los vectores correspondientes a Dlx5 
(gen de interés) y GFP (control negativo) se ha llevado a 
cabo siguiendo las siguientes fases:

a. Construcción de pWPI-PL (Fig. 1 y 2 del Anexo):

Para construir este plásmido se ha eliminado el case-
te ECMV-IRES+GFP (fragmento de aprox. 1,4Kb) del 
plásmido pWPI (Addgene), con objeto de poder clonar 
posteriormente los cDNAs de Dlx5 y GFP, seguidos del 
promotor de Satb2 y el cDNA de Cre. Dicho casete se 
ha escindido mediante la digestión del plásmido original 
con las enzimas PmeI y BstBI. En su lugar se ha clonado 
un oligo anillado (PL) que contiene, además de las de 
PmeI y BstBI (extremos), las secuencias diana de BamHI 
y MluI. Estas últimas no se encuentran en pWPI, y per-
miten por un lado confirmar el clonaje de PL, y por otro 
proporcionan nuevas dianas para facilitar el clonaje del 
resto de los componentes del vector.

b.  Construcción de pWPI-PL-DLX5 (Fig. 1 y 3 del 
Anexo):

Se ha utilizado como plásmido de partida el vector de 
expresión de Dlx5 cedido por el Dr. Joseph Testa (The 
Research Institute of Fox Chase Cancer Center, Pennsyl-
vania, EEUU). Para obtener el cDNA de Dlx5, se digirió 
el plásmido con las enzimas BamHI/XhoI, y se comprobó 
que liberaban un inserto del tamaño correcto. A conti-
nuación se clonó éste en el sitio PmeI de pWPI-PL (pre-
via generación de extremos romos en el inserto mediante 
Klenow (Promega)). Para comprobar que se había inser-
tado con éxito, y dado que las dianas utilizadas para el 
clonaje se habían destruido, se empleó una digestión 
con XhoI, que teóricamente, en presencia del inserto, de-
bía liberar dos bandas de aprox. 1Kb y 400pb respecti-
vamente, y en su ausencia, sólo la de 400pb. Por último, 
se secuenciaron las colonias positivas para comprobar 
que la orientación el inserto era la correcta.

c.  Construcción de pWPI-PL-GFP (Fig. 1 y 4 del 
Anexo):

La construcción de este plásmido se ha llevado a cabo de 
forma similar al pWPI-PL-DLX5, obteniendo el cDNA de 
GFP a partir del plásmido pHRSIN-CSGW-dlNotI (cedido 
por el Dr. JA Pintor, CABIMER, Sevilla) mediante diges-
tión con BamHI y NotI, posterior generación de extremos 
romos con Klenow, y clonaje en el sitio PmeI de pWPI-
PL. La confirmación del clonaje y de la orientación del 
inserto se ha realizado igual que para el pWPI-PL-DLX5.

d.  Clonaje del promotor de Satb2 y del cDNA de Cre 
(Fig. 1 y 5 del Anexo):

El fragmento del promotor de Satb2 utilizado comprende 
el mínimo fragmento del mismo necesario para la res-
puesta al factor Osterix (22). Ha sido amplificado me-
diante PCR a partir de DNA genómico de ratón, añadién-
dole unas colas con las secuencias diana para MluI (5’) 
y XhoI (3’) para facilitar su clonaje en pWPI-PL-DLX5 y 
pWPI-PL-GFP. En un primer paso se clonó mediante el 
método “T-A cloning” en el vector pGEMT (Promega) 
(pGEMT-Satb2), para facilitar su secuenciación y dispo-
ner de otras dianas flanqueantes en caso necesario.

Para obtener el cDNA de la recombinasa Cre, se partió 
de un plásmido previamente generado en el laboratorio 
(pHRSIN-Cre), y se amplificó dicho cDNA mediante PCR, 
añadiéndole asimismo colas con las secuencias diana 
para XhoI (5’) y MluI (3’). Igual que en el caso de Sabt2, 
se realizó un clonaje intermedio en pGEMT (pGEMT-Cre).

e.  Construcción de pWPI-PL-DLX5-SCre y 
pWPI-PL-GFP-SCre (Fig. 1 y 6 del Anexo):

Ambos plásmidos se han construido de manera similar, 
partiendo, respectivamente, de pWPI-PL-DLX5 y pWPI-
PL-GFP. Para ello se digirieron pGEMT-Satb2 y pGEMT-
Cre con MluI/XhoI, de forma que liberasen sus respecti-
vos insertos. A continuación se hizo una triple reacción 
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de ligación con pWPI-PL-DLX5 (o pWPI-PL-GFP) digeri-
do con MluI, junto con Satb2 y Cre. Se confirmó el clo-
naje mediante digestión con MluI. La secuencia de Cre 
posee un sitio de restricción para BamHI más cercano 
a extremo 5’ que al 3’, circunstancia que se aprovechó 
para analizar la orientación del inserto. Así, al digerir la 
construcción con BamHI (que se introdujo inicialmen-
te también en la secuencia del plásmido al generar el 
pWPI-PL), en caso de estar orientado correctamente, se 
liberaba un fragmento de unos 530pb, y en caso contra-
rio de unos 750pb.

Las enzimas de restricción se han adquirido a New 
England Biolabs, y los oligonucleótidos empleados en 
las PCRs son de Sigma.

Para los distintos ensayos se han empleado vectores 
lentivirales de pWPI-PL-GFP, pWPI-PL-GFP-SCre, pWPI-
PL-DLX5 y pWPI-PL-DLX5-SCre (Fig. 2). Las partículas 
virales se han producido mediante mediante técnicas 
estándar de transfección con fosfato cálcico de células 
HEK-293T, de cada uno de estos vectores junto con los 
plásmidos helper 8.9 y VSVg (Addgene). Después de 
48h, los sobrenadantes de estas células, que contienen 
las partículas virales, se recogen y se ultracentrifugan a 
4ºC (2h a 26.000 rpm) (23). El título viral se estima me-
diante PCR cuantitativa, con oligonucleótidos que ampli-
fican específicamente un cDNA presente en la cápside 
viral. En el caso de los vectores que expresan GFP, tanto 
el título infectivo como la eficiencia de infección se han 
calculado en función del porcentaje de células que ex-
presan GFP en citometría de flujo.

2.  ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE 
DIFERENCIACIÓN ÓSEA IN VITRO DE LAS 
MSCS TRANSDUCIDAS CON LOS VECTORES 
GENERADOS.

a. Cultivos celulares y transducción lentiviral:

Se han utilizado MSCs primarias humanas obtenidas a 
partir de médula ósea (también en el caso de los ensa-
yos in vivo; Lonza), que se han cultivado en condiciones 
estándar, con medio DMEM (Lonza) más 10%FBS (Hy-
clone). Para infectar dichas células, se siembran en con-
diciones de subconfluencia y se añaden los virus (MOI 
5) en presencia de polibreno (Sigma) 8mg/ml durante 
16h. La eficiencia de infección en el caso de Dlx5 se 
ha estimado mediante citometría de flujo, en función del 
porcentaje de células positivas en MSCs infectadas en 
paralelo con el lentivirus control GFP.

b.  Análisis de los niveles y cinética de expresión del 
transgén:

Para estudiar los niveles de expresión del transgén, se 
ha realizado una primera aproximación analizando, me-
diante citometría de flujo, la expresión de GFP a distintos 
tiempos en MSCs infectadas con pWPI-PL-GFP o pWPI-
PL-GFP-SCre sin tratar o cultivadas en condiciones de 

diferenciación osteogénica (ver más abajo). Después 
se ha analizado mediante western blot (anticuerpo an-
ti-Dlx5 adquirido a Sta. Cruz) las variaciones en la ex-
presión de Dlx5 a tiempos seleccionados, en MSCs 
transducidas con pWPI-PL-DLX5 o pWPI-PL-DLX5-SCre 
y sometidas a los mismos tratamientos que en el caso 
del virus GFP.

c.  Estudio de la capacidad osteogénica de las MSCs 
transducidas in vitro:

Las células transducidas con el virus control GFP o los 
virus codificantes para Dlx5 se cultivan durante dos se-
manas en medio de diferenciación ósea: medio IMDM 
suplementado con dexametasona 0.1µM, βglicerofosfato 
10mM, y á.ascórbico 0.2mM. Para analizar el grado de 
diferenciación in vitro se tiñe el cultivo con Alizarin red 
y se visualiza en un microscopio de contraste de fases.

d.  Análisis del citoesqueleto de actina:

Las células transducidas con los diferentes vectores len-
tivirales se han fijado en paraformaldehído 4% y teñido 
posteriormente con Texas Red-X phalloidin (Invitrogen) 
de acuerdo a las instrucciones del fabricante, y DAPI 
(invitrogen) dilución 1:500 durante 5min. Las células así 
marcadas fueron visualizadas en un microscopio confo-
cal SP5 (Leica).

3.  ANÁLISIS DEL POTENCIAL OSTEOGÉNICO 
IN VIVO DE LOS IMPLANTES CERÁMICOS EN 
PRESENCIA DE LAS MSCS MODIFICADAS.

a. Formación de implantes cerámicos:

Las MSCs transducidas con los distintos vectores 
(aprox. 106 células) se colocan en tubos de 50ml con 
0.1g de gránulos de cerámica bifásica (MBCP, Biomat-
lante) y son cultivadas en esas condiciones durante dos 
días. Entonces se añadirán 100ml de DMEM completo 
junto con trombina (Sigma) disuelta en 0.22mM CaCl2, y 
fibrinógeno (Sigma), incubándose durante dos horas en 
condiciones estándar de cultivo celular. La mezcla se 
inocula subcutáneamente en ratones inmunodeficientes 
NOD/SCID. Los animales se sacrifican 15 días después 
de la inoculación, o en caso de que presenten signos 
de enfermedad (lordosis, alopecia, apnea, etc). En todos 
los casos, los implantes y son extraídos para su estudio 
mediante técnicas de imagen (microCT) y análisis histo-
lógico. Se han incluido además implantes que combinen 
BMP-2 con células transducidas con el vector control 
GFP, para poder evaluar adecuadamente la capacidad 
osteogénica de las MSCs modificadas frente al factor 
(21).

b. Para su análisis histológico, los implantes cerámi-
cos se fijan en formalina y posteriormente se decalcifican 
mediante su tratamiento con Osteosoft (Merck MIllipore) 
durante 48h, siendo procesados posteriormente para su 
inclusión en parafina. En todos los casos se ha realizado 
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una tinción estándar con hematoxilina-eosina, tricrómico 
de Masson y Alcian Blue. En algunos casos, además, se 
ha llevado a cabo inmunohistoquímica con un anticuerpo 
anti-vimentina humana (Abcam).

4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

El análisis estadístico de los datos ha sido llevado a 
cabo mediante ANOVA, seguido del test de Dunnet para 
comparaciones múltiples. Se considera que existe signi-
ficación estadística cuando p<0.05.

RESULTADOS

1. GENERACIÓN DE VECTORES LENTIVIRALES

Se han construido vectores lentivirales que codifican 
para Dlx5 y para GFP (virus control, que permite monito-
rizar la eficiencia de infección y la eficacia del sistema de 
deleción del gen diana). Se ha empleado como base un 
vector lentiviral auto-inactivador, (SIN, self-inactivating), 
que tiene delecionada la secuencia enhancer/promotora 
del U3 viral situado en el LTR 3´. Para dirigir la expresión 
del transgén, se ha utilizado el promotor eucariota de 
EF-1α, que permite obtener unos niveles de expresión 
similares a los endógenos, así como evitar la metilación 
in vivo del promotor, frecuente en los promotores vira-
les. Para obtener un sistema de expresión controlada, 
se ha generado un vector dual que, además de Dlx5 (o 
GFP) expresando bajo el control del promotor de EF-1α, 
codifica para la recombinasa Cre dirigida por el frag-
mento mínimo del promotor de Sabt2 que contiene los 
elementos de respuesta a Osterix (22). Por otro lado, el 
vector de partida contiene una secuencia LoxP (diana de 
Cre) en la región U3 3´. Con la integración del genoma 
viral, y debido al mecanismo de transcripción reversa, 
esta región U3 3´modificada se copia a ambos lados del 
DNA del provirus, que de esta manera queda flanqueado 
por secuencias LoxP (24). Así, en ausencia de Osterix, 
Dlx5 es sintetizada y pone en marcha el mecanismo de 
diferenciación osteogénica. Conforme avanza el proce-
so, el aumento de niveles de Osterix activaría la expre-
sión de Cre, dando como resultado la deleción del DNA 
del provirus (que incluye tanto Dlx5 como Cre, evitando 
también de esta manera la posible toxicidad derivada de 
la sobreexpresión mantenida de la recombinasa) (Fig. 1).

Durante el proceso de construcción de los vectores lenti-
virales, se generaron dos construcciones adicionales que 
carecen de la recombinasa Cre, y que por tanto expre-
san Dlx5 y GFP de forma constitutiva, no regulable por 
la diferenciación ósea (pWPI-PL-GFP y pWPI-PL-DLX5, 
ver “Materiales y Metodología”). Durante el estudio, estas 
construcciones serán empleadas como controles de ex-
presión y funcionales de sus contrapartidas de expresión 
autolimitada (Fig. 2).

2.  ANÁLISIS DE LOS NIVELES Y CINÉTICA 
DE EXPRESIÓN DEL TRANSGÉN

Para comprobar que el clonaje de los vectores lentivira-
les de Dlx5 en sus dos versiones (sin y con Cre) se había 
realizado correctamente, se transfectaron células HEK 
293T con dichos plásmidos lentivirales, en paralelo con 
el pWPI-PL-GFP como control. Se analizó la expresión de 
Dlx5 en estas células mediante western blot (Fig. 3), y 
se pudo comprobar que en ambos casos Dlx5 se expre-
saba de forma adecuada y en cantidades equivalentes.

Figura 1. Diseño de los vectores lentivirales empleado en el 
estudio y estategia de expresión autolimitada del transgén.

Figura 2. Vectores lentivirales empleados en el estudio y 
comportamiento esperado de su expresión en condiciones de 
diferenciación osteogénica.

Figura 3. Expresión de Dlx5 en células HEK 293T trasfectadas. 
Se transfectaron células HEK 293T con los vectores pWPI-
PL-GFP (GFP), pWPI-PL-DLX5 (DLX5) y pWPI-PL-DLX5_sCre 
(DLX5-Cre), y 48 h. después se analizeo la expresión de DLX5 
mediante western blot. La expresión de β-actina de muestra 
como control de igualdad de carga.
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Para evaluar si el sistema de regulación de la expre-
sión de Cre en respuesta a la diferenciación osteogénica 
funcionaba correctamente, se infectaron MSCs humanas 
con pWPI-PL-GFP o pWPI-PL-GFP_sCre en las condicio-
nes previamente seleccionadas (MOI 5, 8µg/ml de poli-
breno). Dos días después se comenzó el protocolo de 
diferenciación in vitro, añadiendo medio de diferencia-
ción osteogénica o control cada dos días y analizando la 
expresión de GFP a día 2, 6 y 12 tras la infección (días 
0, 4 y 10 de diferenciación). Como se muestra en la 
Fig. 4, la expresión de GFP en las células infectadas con 
pWPI-PL-GFP se modificaba mínimamente con el tiempo 
y de forma idéntica en células control o con medio de 
diferenciación osteogénica. Por el contrario, en aquellas 
células infectadas con pWPI-PL-GFP_sCre, la expresión 
de GFP disminuía considerablemente a tiempos largos 
en células sometidas a diferenciación. Es de señalar que 
la expresión de GFP ya en condiciones control era menor 
en pWPI-PL-GFP_sCre que en el caso de pWPI-PL-GFP, 
lo cual sugería la presencia de un fenómeno de “escape” 
de la expresión de Cre en condiciones basales.

A continuación se analizó el nivel de expresión de 
Dlx5 en MSCs infectadas con pWPI-PL-DLX5 o pWPI-
PL-DLX5_sCre a distintos tiempos mediante western blot 
(Fig. 5). En paralelo se infectaron células con pWPI-PL-
GFP como control negativo, y para evaluar por citometría 
la eficiencia de infección, que fue del 90% (Fig. 5A). En 
células infectadas con pWPI-PL-DLX5, se evidenciaba 
expresión de Dlx5 ya desde dos días tras la infección, 
de forma continuada en el tiempo. Por el contario, y de 
acuerdo con el posible escape que sugerían los experi-
mentos hechos con GFP, no se detectaba expresión de 
Dlx5 en el caso de pWPI-PL-DLX5_sCre en ninguno de 
los tiempos analizados (Fig. 5B).

3.  ESTUDIO DE LA CAPACIDAD OSTEOGÉNICA 
DE LAS MSCS TRANSDUCIDAS IN VITRO

En paralelo a los análisis de la expresión del transgén, se 
comenzaron a realizar ensayos de diferenciación in vitro 
en células infectadas con los diversos virus. Tras 4-5 días 
de infección, se observaron cambios morfológicos evi-
dentes (Fig. 6). En el caso de las MSCs infectadas con 
pWPI-PL-DLX5_sCre, en condiciones basales se eviden-
ció la aparición de células de aspecto redondeado, con 
morfología similar a la que adoptan las células control 
(infectadas con pWPI-PL-GFP) en presencia de medio 
de diferenciación. Por el contrario, las MSCs infectadas 
con pWPI-PL-DLX5 adoptaban una morfología mucho 
más alargada y de aspecto fibroblastoide. Esto sugería 
que algunas células infectadas con pWPI-PL-DLX5_sCre 
habían iniciado per se un proceso de diferenciación os-
teogénica controlado, similar al llevado a cabo por las 
MSCs control en presencia de medio osteogénico, lo 
cual no ocurría con las infectadas con pWPI-PL-DLX5.

Se ha descrito que la diferenciación osteogénica está 
acompañada de cambios característicos en el citoes-
queleto de actina de las MSCs (25, 26). Durante este 
proceso, se hacen patentes haces de actina perinuclea-
res que “enmarcan” el cuerpo celular, de conformación 
poligonal, mostrando abundantes fibras de stress y un 
aumento de la polimerización de actina. Por este motivo, 
se llevó a cabo un análisis del citoesqueleto de actina 
de MSCs transducidas con los diversos virus, mediante 
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Figura 4. Cinética de expresión de pWPI-L-GFP y 
pWPI-PL-GFP_sCre en condiciones de diferenciación ósea. 
MSCs transducidas con pWPI-PL-GFP (GFP) y pWPI-PL-GFP_
sCre (GFP CRE), fueron cultivadas con medio de diferenciación 
ósea (OS) o control (C), y la expresión de GFP se analizó 
mediante citometría de flujo. La gráfica muestra el porcentaje 
de células positivas para GFP en cada condición experimental.
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Figura 5. Cinética de expresión de pWPI-PL-DLX5 y 
pWPI-PL-DLX5_sCre. Se llevó a cabo la transducción de MSCs 
con pWPI-PL-DLX5 (DLX5), pWPI-PL-DLX5_sCre (DLX5-cre) 
y pWPI-PL-GFP (GFP) como control. El apartado A muestra 
la expresión mediante citometría de flujo de GFP en MSCs 
transducidas, como estimación de la eficiencia de infección. 
En el apartado B se muestra la expresión mediante western 
blot de DLX5 a distintos tiempos después de la infección, en 
células no transducidas (s.i.) o transducidas con los distintos 
vectores según se indica. Como control de igualdad de carga, 
se muestra la expresión de β-actina en cada caso.
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su tinción con faloidina marcada con Texas Red (Fig. 7). 
Las células transducidas con pWPI-PL-DLX5_sCre, mos-
traban cambios en su citoesqueleto idénticos a los des-
critos para el proceso de diferenciación osteogénica ya 
en condiciones basales. Las MSCs transducidas con 
pWPI-PL-DLX5 presentaban asimismo un aumento en el 
grado de polimerización de la actina, que en este caso 
se colocaba en grandes haces paralelos al eje longitudi-
nal de las células, de aspecto fibroblastoide.

Por último, para evaluar el potencial osteogénico in vitro 
de las MSCs transducidas con los distintos vectores len-
tivirales, se cultivaron en medio de diferenciación osteo-
génica o medio control durante 14 días y se realizó una 
tinción con Alizarin Red, que pone de manifiesto la pre-
sencia de precipitados de calcio en el cultivo (Fig. 8). Se 
pudo comprobar que las células infectadas con pWPI-
PL-DLX5_sCre presentaban pequeños focos aislados de 
diferenciación osteogénica, mientras que en las infecta-
das con pWPI-PL-DLX5 mostraban un grado de diferen-
ciación basal considerablemente mayor.

4.  ESTUDIO DE LA CAPACIDAD OSTEOGÉNICA 
DE LAS MSCS TRANSDUCIDAS IN VIVO

A continuación se procedió a estudiar el potencial osteo-
génico in vivo de las células transducidas con los diver-
sos vectores lentivirales. Dada su elevada dependencia 
del microambiente, el potencial de diferenciación de las 
MSCs puede variar cuando se analiza in vivo (21), de 
manera que los ensayos con implantes cerámicos sub-
cutáneos en ratón eran fundamentales para evaluar de 

Figura 6. Cambios morfológicos observados en MSCs 
transducidas. Se llevó a cabo la transducción de MSCs con 
pWPI-PL-DLX5 (DLX5), pWPI-PL-DLX5_sCre (DLX5-Cre) 
y pWPI-PL-GFP (GFP) como control, y 2 días después se 
comenzó a cultivarlas en medio de diferenciación osteogénica 
o control. Cinco días después de la transducción (tres 
días de diferenciación osteogénica) se observaron los 
cambios morfológicos presentes en las células en cada 
condición experimental. Las fotografías muestran campos 
representativos de cada cultivo, y en ellas se puede apreciar 
la presencia de células de apariencia redondeada en las 
MSCs transducidas con Dlx5-Cre, similares al cultivo control 
GFP con medio de diferenciación osteogénica (flechas). 
También se observa la morfología de aspecto fibroblastoide 
en las MSCs transducidas con Dlx5.

Figura 7. Cambios en el citoesqueleto de actina en MSCs 
transducidas. Se llevó a cabo la transducción de MSCs con 
pWPl-PL-DLX5_sCre (DLX5-Cre), pWPl-PL-DLX5 (DLX5), y 
pWPl-PL-GFP (GFP) como control. Dos días después de la 
transducción se comenzó el proceso de diferenciación con 
medio osteogénico. Cinco días después de la transducción 
(tres de diferenciación osteogénica) el citoesqueleto de 
actina de dichas células fue teñido con Faloidina-Texas 
Red. Las fotografías muestran campos representativos de 
los cultivos, donde se puede apreciar un incremento en la 
polimerización de actina en MSCs DLX5-Cre, que se dispone 
en muchos casos de forma perinuclear (flechas), mientras 
que en las MSCs DLX5 hay un incremento exacerbado de 
la polimerización de actina, que adopta una disposición en 
haces paralelos al eje longitudinal de las células (puntas de 
flecha). En rojo, la tinción de actina; en verde, la expresión 
de GFP en las células control (insertos); en azul, los núcleos 
celulares teñidos con DAPI.

Figura 8. Potencial osteogénico in vitro de las MSCs 
transducidas. Se llevó a cabo la transducción de MSCs 
con pWPl-PL-DLX5_sCre (DLX5-Cre), pWPl-PLDLX5 (DLX5), 
pWPl-PL-GFP (GFP) y pWPl-PL-GFP (GFP-Cre). Dos días 
después de la transducción se comenzó el proceso de 
diferenciación con medio osteogénico (DO) durante 12 días. 
Las células fueron teñidas entonces con Alizarin Red para 
poner de manifiesto la presencia de precipitados de calcio. 
Las fotografías muestran campos representativos de los 
cultivos, donde se puede apreciar la presencia de depósitos 
de calcio en condiciones basales tanto en MSCs DLX5 como 
en MSCs DLX5-Cre.
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forma adecuada la validez del sistema. MSCs humanas 
transducidas con pWPI-PL-GFP, pWPI-PL-DLX5_sCre o 
pWPI-PL-DLX5 fueron incluidas 1-2 días tras la infección 
en implantes cerámicos que se colocaron subcutánea-
mente en el flanco de ratones inmunodeficientes NOD/
SCID. En el caso del pWPI-PL-GFP se incluyó el factor 
BMP-2 como control positivo de diferenciación.

En un primer experimento, previamente a su procesa-
miento histológico, se analizó la densidad ósea (BMD) 
de los implantes mediante microCT, y se pudo observar 
que existía un incremento significativo en la misma frente 
al control en aquéllos que llevaban MSCs transducidas 
con pWPI-PL-DLX5_sCre, de una magnitud similar a la 
obtenida en los implantes que llevaban BMP-2 (Fig. 9A). 
También se obtuvo un aumento de BMD en los implantes 
de MSCs transducidas con pWPI-PL-DLX5, si bien en 
este caso no era significativo estadísticamente. Para evi-
tar que variaciones en la cantidad de cerámica de par-
tida pudieran artefactuar la medida, se normalizaron los 
valores de BMD frente al porcentaje de hueso presente 
en cada implante, obteniéndose un resultado similar, si 
bien ahora el incremento obtenido con pWPI-PL-DLX5 al-
canzó significación estadística (Fig. 9B).

Seguidamente se llevó a cabo el análisis histológico de 
estos implantes, al igual que de los procedentes de un 
segundo experimento (Figs. 10-12). En ambos casos, la 
tinción con hematoxilina-eosina puso de manifiesto en 
los implantes GFP+BMP-2, Dlx5_sCre y Dlx5 la presen-
cia de áreas similares de escasa celularidad con tinción 
homogénea para eosina, sugerentes de osteoide. Estas 
áreas resultaron ser positivas para colágeno tipo I en 
la tinción con tricrómico de Masson, lo cual apoyaba 
esta hipótesis. Es de resaltar que, según la tinción con 

anti-vimentina, en el caso de Dlx5_sCre y Dlx5 la pre-
sencia de zonas de osteoide se circunscribía a aquéllas 
donde se encontraban células de origen humano, es de-
cir, la formación de hueso se limitaba a las áreas donde 
se encontraban las MSCs transducidas. Por último, en 
los implantes con Dlx5_sCre y Dlx5, pero no en los im-
plantes GFP+BMP-2, la tinción con Alcian Blue era posi-
tiva también en dichas áreas, indicando la presencia de 
cartílago y sugiriendo un posible proceso de osificación 
endocondral.

Figura 9. Cuantificación de la densidad mineral de los 
implantes subcutáneos con MSCs transducidas. Se 
transdujeron MSCs con pWPl-PL-GFP(GFP), pWPl-PL-OLX5_
sCre (OLX5-Cre) y pWPl-PLOLX5 (OLX5), y fueron incluidas en 
implantes cerámicos, que se colocaron subcutáneamente en 
ratones NOO/SCIO. En parte de los implantes GFP se añadió 
BMP-2 (GFP-BMP2) como control positivo de diferenciación. 
Tras 12 días, los implantes se extrajeron y la densidad mineral 
de los mismos (BMO) se cuantificó con μCT. La gráfica en A 
muestra la media +/-SO de BMO en los distintos implantes 
(n=3). En B se representa la media +/-SO de BMO corregida 
con el porcentaje de hueso en cada implante (n=3). *, p<0.05; 
***, p<0.001.

Figura 10. Análisis histológico de los implantes con MSCs 
GFP. Los implantes que contenían MSCs transducidas con 
pWPl-PL-GFP, control (C) o con BMP-2, fueron extraídos 
tras 14 días, procesados y teñidos con hematoxilina-eosina 
(H-E), tricrómico de Masson (T.Masson) y Alcian Blue. En los 
implantes con BMP-2 se aprecian zonas positivas para eosina 
sugerentes de osteoide (flechas), que se tiñen para colágeno 
tipo 1 con Masson (puntas de flecha); asimismo se detectan 
pequeñas zonas positivas para Alcian Blue (asteriscos).

Figura 11. Análisis histológico de los implantes con MSCs 
DLX5-Cre. Los implantes que contenían MSCs transducidas 
con pWPl-PL-DLX5_sCre fueron procesados y teñidos con 
hematoxilina-eosina (HE), tricrómico de Masson (T. Masson), 
Alcian Blue y anticuerpo anti-vimentina humana. Las fotos 
muestran campos representativos de los implantes, donde se 
aprecian zonas positivas para eosina sugerentes de osteoide 
(flechas), que se tiñen para colágeno tipo 1 con Masson 
(puntas de flecha); asimismo se detectan grandes áreas 
positivas para Alcian Blue (asteriscos), solapadas con las 
positivas para Masson. La tinción con anti-vimentina muestra 
la presencia en estas zonas de las MSCs incluidas en los 
implantes.
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DISCUSIÓN

En el presente proyecto se planteó la modificación de 
células mesenquimales para incrementar su potencial 
osteogénico, mediante un sistema de expresión autolimi-
tado destinado a regeneración ósea, que contribuyera a 
mejorar la seguridad del proceso y permitiera la estan-
darización del mismo.

Tras la generación de los vectores lentivirales, se lle-
vó a cabo una primera aproximación, analizando por 
citometría los cambios de expresión de GFP en MSCs 
transducidas con pWPI-PL-GFP y pWPI-PL-GFP_sCre, 
en presencia de condiciones de diferenciación ósea. 
Los datos obtenidos indicaban que la expresión de GFP 
en el caso de MSCs infectadas con pWPI-PL-GFP_sCre 
estaba regulada por el proceso de diferenciación ósea, 
si bien sugerían que había cierta expresión basal de Cre 
(“escape”) independiente de esta regulación, que podía 
afectar a los niveles de expresión del transgén en condi-
ciones control (Fig. 4). Esta idea venía apoyada por unos 
experimentos realizados en paralelo, donde se coinfec-
taron MSCs con pWPI-PL-GFP y un vector lentiviral que 
expresa Cre de forma independiente (pHRSIN Cre), en 
los que el resultado fue similar. El hecho de que Dlx5 se 
expresara al mismo nivel en células HEK 293T transfec-
tadas con pWPI-PL-DLX5 o pWPI-PL-DLX5_sCre (Fig. 3), 
donde el provirus no se ha integrado, va en la misma 
línea, ya que en este caso no se habría producido la 
duplicación del LTR 3’, y no tendría lugar la deleción del 
casete aún en presencia de Cre activa. Para comprobar 
este extremo, será necesario el análisis de la expresión 
de Dlx5 en MSCs transducidas a tiempos más tempra-
nos tras la infección, así como el estudio de la presencia 
del provirus en el DNA genómico de dichas células me-
diante PCR.

La posibilidad de un escape a la regulación en la expre-
sión de Cre, que dé lugar a la eliminación temprana de 
la expresión de Dlx5 en el caso del pWPI-PL-DLX5_sCre, 

Figura 12. Análisis histológico de los implantes con MSCs 
DLX5. Los implantes que contenían MSCs transducidas 
con pWPl-PL-DLX5 fueron procesados y teñidos con 
hematoxilina-eosina (H-E), tricrómico de Masson (T. asson), 
y Alcian Blue. Las fotos muestran campos representativos de 
los implantes, donde se aprecian zonas positivas para eosina 
sugerentes de osteoide (flechas), que se tiñen para colágeno 
tipo 1 con Masson (puntas de flecha); asimismo se detectan 
grandes áreas positivas para Alcian Blue (asteriscos), 
solapadas con las positivas para Masson.

puede deberse a causas transcripcionales. Así, la pre-
sencia de factores de transcripción activos en condicio-
nes basales, que reconozcan los sitios de respuesta a 
Osterix en el promotor de Satb2 (p.e. Sp1) (22), podría 
dar cuenta de este efecto. Sin embargo, es bastante 
probable que este problema sea debido a elementos re-
guladores presentes en el DNA genómico de la célula 
huésped, adyacentes al sitio de inserción del provirus. 
Se han descrito elementos en el genoma de diversas 
especies denominados “aisladores”, que se utilizan para 
solventar esta situación (27), y que podrían ser emplea-
dos también en nuestro caso.

El hecho de que in vitro se observen evidencias de una 
diferenciación osteogénica parcial en condiciones ba-
sales en MSCs transducidas con pWPI-PL-DLX5_sCre, 
aun en ausencia de expresión detectable de Dlx5 a los 
tiempos analizados, sugiere que existe una expresión 
transitoria del transgén capaz de poner en marcha el 
proceso de diferenciación en una subpoblación de las 
células transducidas más o menos abundante en función 
del experimento. Se ha descrito que no es necesario 
mantener en el tiempo el estímulo iniciador del proce-
so de diferenciación ósea para el desarrollo adecuado 
del mismo, lo cual apoyaría esta posibilidad (18). Por 
otro lado, la sobreexpresión mantenida de Dlx5 en las 
células transducidas con pWPI-PL-DLX5 da lugar a una 
parada en la proliferación celular (no se muestra), un 
aumento exacerbado de la polimerización de actina y 
un incremento considerable del grado de diferenciación 
osteogénica en condiciones basales. Al igual que noso-
tros, otros grupos han descrito que la sobreexpresión 
continuada de Dlx5 puede dar lugar a una inhibición en 
la proliferación de las MSCs (28), si bien este efecto se 
acompaña de un déficit en la capacidad osteogénica, 
extremo que nosotros no hemos podido confirmar.

Como se ha comentado, el proceso de diferenciación 
osteogénica es altamente dependiente del microambien-
te (21), de manera que la formación neta de tejido óseo 
viene determinada por la interacción de diversos tipos 
celulares, factores solubles y componentes de matriz. A 
pesar de que el grado de diferenciación ósea de las 
MSCs transducidas con pWPI-PL-DLX5_sCre in vitro es 
inferior al alcanzado por los controles con medio de di-
ferenciación y pWPI-PL-DLX5, son claramente equiva-
lentes en los implantes subcutáneos (tanto a nivel de 
BMD como histológico). Esto sugiere que la expresión 
controlada en el tiempo de Dlx5 puede poner en marcha 
mecanismos adicionales in vivo que dan como resultado 
una formación eficiente de hueso. Así, se ha descrito 
por ejemplo que en ratones deficientes en Dlx5 hay un 
aumento de actividad osteoclástica con osteopenia (29), 
lo que sugiere que podría haber un efecto a ese nivel.

A diferencia de lo que ocurre con los implantes 
GFP+BMP-2, los Dlx5 presentan un mayor grado de di-
ferenciación condrogénica en áreas que se superponen 
con las de formación de hueso. Esto podría indicar la 
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existencia de osificación endocondral; de hecho hay va-
rios trabajos que documentan el papel fundamental de 
Dlx5 en la diferenciación de los condrocitos durante este 
proceso (30,31).

Aunque las MSCs transducidas con pWPI-PL-DLX5_sCre 
y pWPI-PL-DLX5 parecen dar lugar in vivo a tejido óseo 
de características similares (tanto a nivel cuantitativo 
como cualitativo), una potencial mayor bioseguridad en 
primer caso, así como el efecto deletéreo de la sobre-
expresión mantenida sobre las MSCs in vitro en el se-
gundo, hacen del pWPI-PL-DLX5_sCre una herramienta 
de partida ideal para el diseño de nuevas estrategias en 
el tratamiento de patologías que cursan con defectos 
óseos.

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos durante la 
realización del presente proyecto, podemos extraer las 
siguientes conclusiones:

1. Se han generado vectores lentivirales que codifican 
para el factor regulador de la diferenciación osteogé-
nica Dlx5 de forma constitutiva (pWPI-PL-DLX5) y de 
forma autolimitada durante el proceso de diferencia-
ción (pWPI-PL-DLX5_sCre), así como sus contraparti-
das control con la proteína fluorescente GFP.

2. La expresión de estas proteínas en MSCs transduci-
das es detectable en todos los casos a los tiempos 
analizados, salvo en el de pWPI-PL-DLX5_sCre, pro-
bablemente por expresión de la recombinasa Cre en 
condiciones basales, aunque la confirmación de esta 
posibilidad requiere de estudios más exhaustivos a 
nivel de DNA y proteína. La inclusión en el vector de 
secuencias aisladoras del DNA genómico de la célula 
huésped probablemente contribuirá a solventar este 
aspecto.

3. La expresión transitoria de Dlx5 en MSCs es suficien-
te para inducir cambios morfológicos y redistribución 
del citoesqueleto de actina similares a los que ocu-
rren in vitro durante la diferenciación ósea con medio 
de cultivo específico, y diferentes a los obtenidos con 
la expresión mantenida del factor. En todos los casos 
se observa la aparición de depósitos de calcio en 
el cultivo, si bien en menor cuantía en el caso de 
pWPI-PL-DLX5_sCre.

4. Las MSCs modificadas con pWPI-PL-DLX5 y pWPI-
PL-DLX5_sCre forman tejido óseo en implantes sub-
cutáneos con igual eficiencia que MSCs control en 
presencia del factor osteogénico BMP-2. La existen-
cia de áreas de diferenciación condrogénica que so-
lapan con las de formación de hueso en el caso de 
Dlx5 (constitutivo o de expresión autolimitada) sugie-
re un proceso de osificación endocondral. Aunque 
los datos con los implantes cerámicos son claros, 
para confirmar la capacidad osteogénica in vivo de 
las MSCs transducidas, deberán ensayarse en mode-
los preclínicos de enfermedad ósea.

5. El vector pWPI-PL-DLX5_sCre induce en MSCs una 
expresión de Dlx5 a niveles fisiológicos y de forma 
transitoria, de manera que potencialmente incremen-
ta la seguridad del sistema. Sin embargo, se necesi-
tarían estudios sistemáticos para evaluar los posibles 
riesgos de bioseguridad (es de esperar que sean mí-
nimos, teniendo en cuenta estas características, así 
como el sistema lentiviral empleado). Alternativamen-
te, este vector puede servir de base para el diseño 
de otras estrategias de vehiculización para su aplica-
ción clínica.
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ANEXOS

Figura 1. Estrategia de clonaje para los vectores lentivirales empleados en el estudio.
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Figura 2. Construcción de pWPI-PL.
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Figura 3. Construcción de pWPI-PL-DLX5.
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Figura 4. Construcción de pWPI-PL-GFP.
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Figura 5. Clonaje del promotor de SATB2 y el cDNA de CRE.
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Figura 6. Clonaje de pWPI-PL-Dlx5_sCre y pWPI-PL-GFP_sCre.


