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Resumen

Objetivo: Generar células madre mesenquimales humanas (MSCs) modificadas para optimizar su potencial de
diferenciacion osteogénica, destinadas a su empleo en implantes ceramicos para regeneracion dsea.

Material y método: Se emplearon ratones inmunodeficientes NOD/SCID (3-6 ratones por condicion experi-
mental y ensayo) y se generaron vectores lentivirales basados en la recombinasa Cre, que sobreexpresan el fac-
tor regulador del proceso osteogénico DIx5 (o la proteina fluorescente GFP como control) de forma autolimi-
tada en el tiempo. Estos vectores se utilizaron para transducir hMSCs, y su potencial osteogénico se analizé in
vitro e in vivo en un modelo de formacion de hueso heterotdpico en ratén.

Resultados: Las hMSCs transducidas con los vectores que expresan DIx5 de forma autolimitada fueron capa-
ces de diferenciarse eficientemente a hueso de forma espontdnea, de manera similar a las hMSCs control en
presencia del factor osteoinductor BMP-2.

Conclusion: Hemos desarrollado un sistema de modificacion de hMSCs para aumentar su potencial osteogé-
nico que consiste en un vector lentiviral que expresa el factor osteoinductor DIx3 de forma autolimitada. Las
hMSCs modificadas diferencian a hueso de manera eficiente, tanto iz vitro como iz vivo.
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Abstract

Objective: This article proposes the generation of modified human mesenchymal stem cells (hMSCs) for optimi-
zing their osteogenic differentiation potential, in order to be employed in ceramic implants for bone regeneration.
Material and method: We have generated lentiviral vectors based on Cre recombinase, which lead to overex-
pression of a regulatory factor of osteogenic process, DIx5 (or GFP fluorescent protein as a control), in a self-
limited fashion. We have transduced hMSCs with these vectors, and we have analyzed their osteogenic poten-
tial both in vitro and in vivo in a model of heterotopic bone formation in mice. For this purpose we have used
immunodeficient NOD/SCID mice (3-6 mice per condition and experiment).

Results: hMSCs transduced with self-limited DIx5-expressing vectors efficiently differentiate into bone in vitro
and in vivo, similar to control hMSCs in the presence of osteoinductive factor BMP-2.

Conclusion: We have developed a system to modify hMSCs in order to improve their osteogenic potential.
This system consists of a lentiviral vector which expresses osteoinductive factor DIxS in a self-limited fashion.
Modified hMSCs efficiently differentiate into bone, both in vitro and in vivo.
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I Introduccion

El tratamiento de los defectos masivos de tejido 6seo,
secundarios a traumatismos, reseccion oncologica o mal-
formaciones congénitas, precisa habitualmente de técnicas
de reconstruccion tisular basadas en la utilizacion de fac-
tores plaquetarios, trasplantes de aspirados de médula
Osea, protesis sintéticas o injertos 6seos autblogos o alogé-
nicos. Dichas aproximaciones terapéuticas son en general
poco eficientes, y en el caso de los injertos 6seos requieren
de intervenciones agresivas o de tratamientos para reducir
la inmunogenicidad del injerto, que afectan a su potencial
osteogénico [1]. Por este motivo, se estd invirtiendo un
gran esfuerzo en el desarrollo de tratamientos clinicamen-
te aplicables destinados no solo a la reparacion, sino a la
regeneracion tisular. En el caso del tejido 6seo, se estd tra-
bajando en dos direcciones fundamentales: a) disefio de
biomateriales que posean propiedades osteoconductivas u
osteoinductivas adecuadas, asi como una integridad estruc-
tural y una cinética de degradacion optimas, y b) empleo de
estrategias que mejoren la capacidad osteoinductiva de di-
chos materiales, fundamentalmente mediante la incorpora-
cion al implante de factores de crecimiento osteogénicos
(por ejemplo, BMP-2, FGF-2), o de células progenitoras
con capacidad osteogénica (solas o en combinacion con
factores de crecimiento), como células madre embriona-
rias o células madre mesenquimales (MSCs, mesenchymal
stem cells) [2][3]. El elevado coste econdmico de estos fac-
tores de crecimiento, asi como la dificultad para estable-
cer la dosis efectiva de los mismos, han llevado a modifi-
car genéticamente las MSCs para mejorar de forma
directa su potencial osteogénico. Asi, MSCs modificadas
para producir BMP-2 de forma autocrina se diferencian
espontdneamente en cultivo, inducen formacién de hueso
ectopico in vitro y aceleran la regeneracion dsea en mode-
los animales [4]. Igualmente, se han generado MSCs con
expresion aumentada de mediadores intracelulares impli-
cados en la diferenciacion osteogénica, como Runx2 y
Osterix, las cuales son capaces de incrementar significati-
vamente la formacién de hueso en modelos murinos de
defectos dseos en calota [5].

Dado que con este abordaje se persigue una modificacion
genética estable de las MSCs, se han utilizado mayoritaria-
mente vectores lentivirales. A pesar de que la integracion
genomica tras la transduccion lentiviral es esencial para
conseguir la expresion estable del gen de interés, es un arma
de doble filo que puede contribuir a una posible transfor-
macion oncogénica. Sin embargo, los vectores lentivirales,
a diferencia de los gammarretrovirales, se integran prefe-
rentemente alejados de los promotores de genes transcrip-

cionalmente activos [6], lo cual disminuye considerable-
mente la probabilidad de un efecto genotdxico. Asimismo,
el disefio de vectores lentivirales inducibles, con una expre-
sion del gen de interés limitada en el tiempo, puede contri-
buir a mejorar la seguridad del sistema. En este sentido,
existen trabajos acerca de la utilizaciéon de MSCs que so-
breexpresan BMP-2 de forma regulable por doxiciclina [7],
pero no existe ningtn ejemplo de MSCs modificadas con
vectores lentivirales regulados endogenamente.

En este trabajo proponemos la utilizaciéon de MSCs con
una modificacion genética novedosa para optimizar su ca-
pacidad formadora de hueso, en combinacién con implan-
tes ceramicos desarrollados por miembros del equipo inves-
tigador [8-10]. Para ello hemos generado vectores
lentivirales que codifican para reguladores maestros de la
diferenciacion osteogénica, como DIx3, cuya expresion esté
autolimitada de forma enddgena. De esta manera, se persi-
gue conseguir implantes para regeneracién Gsea: a) con un
potencial osteogénico aumentado, debido a la sobreexpre-
sion de factores como DIxS3, lo que permite obviar la utili-
zacion de factores solubles, con la variabilidad que esto
conlleva; b) con un sistema de expresion limitado endoge-
namente, que se acerca a la regulacion fisioldgica del proce-
so de diferenciacion y contribuye a mejorar la seguridad del
sistema lentiviral; y ¢) con un coste econdémico reducido, ya
que no se necesitan producir grandes cantidades de factores
de crecimiento; asimismo, como es habitual en otras aplica-
ciones clinicas, se podrian utilizar MSCs alogénicas sin
efectos secundarios severos, lo que permitiria estandarizar
el proceso, disminuyendo considerablemente los costes de
su empleo en clinica.

I Material y método

Generacion de vectores lentivirales

La construccion de los vectores correspondientes a DIx5
(gen de interés) y GFP (control negativo) se realiz6 en va-
rias fases (Figura 1). En primer lugar, se eliminé el casete
ECMV-IRES+GFP del plasmido pWPI (Addgene), con obje-
to de poder clonar posteriormente los cDNAs de DIxS y
GFP, seguidos del promotor de Satb2 y el cDNA de Cre.
Luego se introdujo en la construccion el cDNA de DIxS,
obtenido mediante amplificacion por PCR utilizando como
plasmido de partida el vector de expresion de DIx5 cedido
por el Dr. Joseph Testa (The Research Institute of Fox Cha-
se Cancer Center, Pensilvania, EE UU) (pWPI-PL-DLXS). A
continuacion, se introdujo el cDNA de la proteina fluores-
cente GFP a partir del plasmido pHRSIN-CSGW-dINotI (ce-
dido por el Dr. JA Pintor, CABIMER, Sevilla) (pWPI-PL-GFP)
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Fig. 1. Disefio de los vectores lentivirales empleados en el estudio
y estrategia de expresion autolimitada del transgén.

y, por ultimo, en los plasmidos pWPI-PL-DLXS5 y pWPI-
PL-GFP se introdujo un fragmento del promotor de Satb2,
amplificado mediante PCR a partir de DNA gendmico de
raton, seguido del cDNA de Cre, obtenido por PCR par-
tiendo de un plasmido previamente generado en el labora-
torio (pHRSIN-Cre). De esa manera se obtuvieron los
plasmidos pWPI-PL-DLXS5-SCre y pWPI-PL-GFP-SCre.
Las enzimas de restriccion se adquirieron en New England
Biolabs, y los oligonucle6tidos empleados en las PCRs son
de Sigma.

Para los distintos ensayos se emplearon los vectores lentivi-
rales de pWPI-PL-GFP, pWPI-PL-GFP-SCre, pWPI-PL-
DLXS y pWPI-PL-DLX5-SCre (Figura 2). Las particulas vi-
rales se produjeron mediante técnicas estandar de
transfeccion con fosfato calcico de células HEK-293T, de ca-
da uno de estos vectores junto con los pldsmidos Helper 8.9
y VSVg (Addgene). Después de 48 horas, los sobrenadantes
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Fig. 2. Vectores lentivirales empleados en el estudio y comporta-
miento esperado de su expresion en condiciones de diferenciacion
osteogénica.

de estas células, que contenian las particulas virales, se reco-
gieron y se ultracentrifugaron a 4° C (2h a 26.000 rpm) [11].

Estudio de la capacidad de diferenciacion 6sea in vitro de
las MSCs transducidas con los vectores generados

Se utilizaron MSCs primarias humanas obtenidas a partir
de médula dsea, también en el caso de los ensayos in vivo
(Lonza), que se cultivaron en condiciones estandar, con me-
dio DMEM (Lonza) méds 10% FBS (Hyclone). Para infectar
dichas células, se sembraron en condiciones de subcon-
fluencia y se afadieron los virus (MOI 5) en presencia de
polibreno (Sigma) 8 ug/ml durante 16 horas.

Las células transducidas con el virus control GFP o los vi-
rus codificantes para DIxS se cultivaron durante dos sema-
nas en medio de diferenciacion 6sea, medio IMDM suple-
mentado con dexametasona 0,1 uM, Bglicerofosfato 10 mM
y acido ascorbico 0,2 mM. Para analizar el grado de dife-
renciacion in vitro se tiné el cultivo con rojo de alizarina y
se visualizé en un microscopio de contraste de fases.

Las células transducidas con los diferentes vectores lentivi-
rales se fijaron en paraformaldehido 4% vy tefiido posterior-
mente con Texas Red-X phalloidin (Invitrogen) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante, y DAPI (invitrogen), diluciéon
1:500, durante cinco minutos. Las células asi marcadas se vi-
sualizaron en un microscopio confocal SPS (Leica).

Analisis del potencial osteogénico iz vivo de los implantes
ceramicos en presencia de las MSCs modificadas

La formacion de los implantes cerdmicos se realizo segun
el protocolo descrito previamente [10], incluyendo las
MSCs transducidas con los distintos vectores. En todos los
casos, los implantes fueron extraidos mediante técnicas de
imagen (microCT) y andlisis histologico. Se incluyeron im-
plantes que combinan BMP-2 con células transducidas con
el vector control GFP, para poder evaluar adecuadamente
la capacidad osteogénica de las MSCs modificadas frente al
factor. La densidad mineral de las muestras se cuantificd
mediante el programa GEHC Microview.

Para su analisis histologico, los implantes ceramicos se fi-
jaron en formalina y posteriormente se decalcificaron me-
diante Osteosoft (Merck Mlllipore) durante 48 horas, sien-
do procesados mas adelante para su inclusion en parafina.
En todos los casos se realizd una tincién estandar con he-
matoxilina-eosina. En algunos casos, ademas, se efectud in-
munohistoquimica con un anticuerpo anti-vimentina hu-
mana (Abcam).

El anilisis estadistico de los datos se realizo mediante Anova,
seguido del test de Dunnet para comparaciones multiples. Se con-
siderd significacion estadistica cuando p<0,05.
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I Resultados

Se construyeron vectores lentivirales que codificaron pa-
ra DIxS y para GFP (virus control); teniendo como base un
vector lentiviral auto-inactivador (SIN, self-inactivating),
que tenia delecionada la secuencia enhancer/promotora del
U3 viral situado en el LTR 3". Para dirigir la expresion del
transgén, se utilizo el promotor eucariota de EF-1a para
conseguir niveles de expresion similares a los enddgenos,
asi como evitar la metilacion in vivo del promotor, fre-
cuente en los promotores virales. Para obtener un sistema
de expresion controlada, se generd un vector dual que,
ademas de DIxS (o GFP) expresado bajo el control del pro-
motor de EF-1a, codificaba para la recombinasa Cre diri-
gida por el fragmento minimo del promotor de Sabt2, que
incluia los elementos de respuesta a Osterix [12]. Por otro
lado, el vector de partida contenia una secuencia LoxP
(diana de Cre) en la region U3 3". Con la integracion del
genoma viral, y debido al mecanismo de transcripcion re-
versa, esta region U3 3’modificada se copid a ambos lados
del DNA del provirus, que qued6 flanqueado por secuen-
cias LoxP [13]. Asi, en ausencia de Osterix, DIx5 era sinte-
tizada y ponia en marcha el mecanismo de diferenciacion
osteogénica. Conforme avanzaba el proceso, el aumento de
niveles de Osterix activaba la expresion de Cre, dando co-
mo resultado la delecion del DNA del provirus (que incluia
tanto DIxS como Cre, evitando también la posible toxici-
dad derivada de la sobreexpresion mantenida de la recom-
binasa) (Figural).

Durante el proceso de construccion de los vectores lenti-
virales, se generaron dos construcciones adicionales que ca-
recian de la recombinasa Cre y que, por tanto, expresaban
DIxS5 y GFP de forma constitutiva, no regulable por la dife-
renciacion 6sea (pWPI-PL-GFP y pWPI-PL-DLXS). Duran-
te el estudio, estas construcciones fueron empleadas como
controles de expresion y funcionales de sus contrapartidas
de expresion autolimitada (Figura 2).

En paralelo a los andlisis de la expresion del transgén, se
comenzaron a realizar ensayos de diferenciacion in vitro en
células infectadas con los diversos virus. Tras 4-5 dias de
infeccion, se observaron cambios morfoldgicos evidentes
(Figura 3). En el caso de las MSCs infectadas con pWPI-PL-
DLXS5_sCre, en condiciones basales se evidencié la apari-
cion de células de aspecto redondeado, con morfologia si-
milar a la que adoptaban las células control (infectadas con
pWPI-PL-GFP) en presencia de medio de diferenciacion.
Por el contrario, las MSCs infectadas con pWPI-PL-DLXS5
adoptaban una morfologia mucho mas alargada y de aspec-
to fibroblastoide. Esto sugeria que algunas células infecta-
das con pWPI-PL-DLX5_sCre habian iniciado un proceso

GFP DLX5-Cre DLXS

CONTROL

DIFERENCIACION
OSTEOGENICA

Fig. 3. Cambios morfologicos observados en MSCs transducidas.
Se llevo a cabo la transduccion de MSCs con pWPI-PL-DLXS
(DLXS), pWPI-PL-DLX5_sCre (DLX5-Cre) y pWPI-PL-GFP
(GFP) como control, y dos dias después se comenzd a cultivarlas en
medio de diferenciacion osteogénica o control. Cinco dias después
de la transduccion (tres dias de diferenciacion osteogénica) se ob-
servaron los cambios morfoldgicos presentes en las células en cada
condicion experimental. Las fotografias muestran campos repre-
sentativos de cada cultivo, y en ellas se puede apreciar la presencia
de células de apariencia redondeada en las MSCs transducidas con
DIx5-Cre, similares al cultivo control GFP con medio de diferen-
ciacion osteogénica (flechas). También se observa la morfologia de
aspecto fibroblastoide en las MSCs transducidas con DIxS.

de diferenciacion osteogénica controlado, similar al llevado
a cabo por las MSCs control en presencia de medio osteo-
génico, lo cual no ocurria con las infectadas con pWPI-PL-
DLXS.

Se llev6 a cabo un andlisis del citoesqueleto de actina de
MSCs transducidas con los diversos virus, mediante su tin-
cion con faloidina marcada con Texas Red (Figura 4). Las
células transducidas con pWPI-PL-DLX5_sCre mostraban
cambios en su citoesqueleto idénticos a los descritos para el
proceso de diferenciacion osteogénica [14][15] ya en condi-
ciones basales. Las MSCs transducidas con pWPI-PL-
DLXS presentaban asimismo un aumento en el grado de
polimerizacion de la actina, que en este caso se colocaba en
grandes haces paralelos al eje longitudinal de las células, de
aspecto fibroblastoide.

Por ultimo, para evaluar el potencial osteogénico in vitro
de las MSCs transducidas con los distintos vectores lentivi-
rales, se cultivaron en medio de diferenciacion osteogénica
o medio control durante 14 dias y se realiz6 una tincion
con rojo de alizarina que puso de manifiesto la presencia de
precipitados de calcio en el cultivo (Figura §). Se comprob6
que las células infectadas con pWPI-PL-DLXS5_sCre presen-
taban pequefnios focos aislados de diferenciacion osteogéni-
ca, mientras que las infectadas con pWPI-PL-DLXS5 mos-

Trauma Fund MAPFRE (2015) Vol 26 n° 1:4-10



DLXS-Cre DLXS

CONTROL

DIFERENCIACION
OSTEOGENICA

GFP

Fig. 4. Cambios en el citoesqueleto de actina en MSCs transduci-
das. Se llevo a cabo la transduccién de MSCs con pWPI-PL-DLXS
(DLXS), pWPI-PL-DLXS5_sCre (DLX5-Cre) y pWPI-PL-GFP
(GFP) como control. Dos dias después de la transduccion se co-
menz6 el proceso de diferenciacién con medio osteogénico. Cinco
dias después de la transduccion (tres de diferenciacion osteogéni-
ca), el citoesqueleto de actina de dichas células fue tefiido con fa-
loidina-Texas Red. Las fotografias muestran campos representati-
vos de los cultivos, donde se puede apreciar un incremento en la
polimerizacion de actina en MSCs DLXS5-Cre, que se dispone en
muchos casos de forma perinuclear (flechas), mientras que en las
MSCs DLXS hay un incremento exacerbado de la polimerizacion
de actina, que adopta una disposicion en haces paralelos al eje
longitudinal de las células (puntas de flecha). En rojo, la tincién
de actina; en verde, la expresion de GFP en las células control (in-
sertos); en azul, los nticleos celulares tefiidos con DAPI.

GFP-Cre DLX5-Cre

Fig. 5. Potencial osteogénico iz vitro de las MSCs transducidas. Se
llevé a cabo la transducciéon de MSCs con pWPI-PL-DLXS
(DLXS), pWPI-PL-DLXS5_sCre (DLX5-Cre), pWPI-PL-GFP
(GFP) y pWPI-PL-GFP_sCre (GFP-Cre). Dos dias después de la
transduccion se comenzé el proceso de diferenciacion con medio
osteogénico durante 12 dias. Las células fueron tefiidas entonces
con Alizarin Red para poner de manifiesto la presencia de precipi-
tados de calcio. Las fotografias muestran campos representativos
de los cultivos, donde se puede apreciar la presencia de depdsitos
de calcio en condiciones basales tanto en MSCs DLX5 como en
MSCs DLXS-Cre.

traban un grado de diferenciacion basal considerablemente
mayor.

Las MSCs humanas transducidas con pWPI-PL-GFP, pW-
PI-PL-DLXS_sCre o pWPI-PL-DLXS fueron incluidas 1-2
dias tras la infeccion en implantes ceramicos que se coloca-
ron subcutdneamente en el flanco de ratones inmunodefi-
cientes NOD/SCID. En el caso del pWPI-PL-GFP se incluyd
el factor BMP-2 como control positivo de diferenciacion.

En un primer experimento, previamente a su procesa-
miento histol6gico, se analizé la densidad 6sea (BMD) de
los implantes mediante microCT, y se observé un incre-
mento significativo en la misma frente al control en aque-
llos que llevaban MSCs transducidas con pWPI-PL-
DLXS5_sCre, de una magnitud similar a la obtenida en los
implantes que llevaban BMP-2 (Figura 6A). También se
obtuvo un aumento de BMD en los implantes de MSCs
transducidas con pWPI-PL-DLXS, si bien en este caso no
fue significativo estadisticamente. Para evitar que varia-
ciones en la cantidad de ceramica de partida pudieran al-
terar la medicién, se normalizaron los valores de BMD
frente al porcentaje de hueso presente en cada implante,
obteniéndose un resultado similar, si bien el incremento
obtenido con pWPI-PL-DLXS alcanzé significacion esta-
distica (Figura 6B). La tincion con hematoxilina-eosina de
estos implantes, asi como de los procedentes de un segun-
do experimento (Figura 7), puso de manifiesto en los im-
plantes GFP+BMP-2, DIx5_sCre y DIxS areas similares de
escasa celularidad con tincion homogénea para eosina, su-
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Fig. 6. Cuantificacion de la densidad mineral de los implantes
subcutdneos con MSCs transducidas. Se transdujeron las MSCs
con pWPI-PL-GFP (GFP), pWPI-PL-DLXS5_sCre (DLXS5-Cre) y
pWPI-PL-DLXS (DLXS), y fueron incluidas en implantes cerdmi-
cos, que se colocaron subcutdneamente en ratones NOD/SCID.
En parte de los implantes GFP se afiadi6 BMP-2 (GFP-BMP2) co-
mo control positivo de diferenciacion. Tras 12 dias, los implantes
se extrajeron y la densidad mineral de los mismos (BMD) se cuan-
tifico con uCT. La gréifica A muestra la media +/-SD de BMD en
los distintos implantes (n=3). En B se representa la media +/- SD
de BMD corregida con el porcentaje de hueso en cada implante
(n=3). *, p<0.05; ***, p<0.001.
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Fig. 7. Analisis histologico de los implantes con MSCs transduci-
das. Los implantes que contenian MSCs transducidas con pWPI-
PL-GFP (GFP), control (C) o con BMP-2, pWPI-PL-DLXS5_sCre
(DLXS5-Cre) y pWPI-PL-DLXS5 (DLXS) fueron extraidos tras 14
dias, procesados y tefiidos con hematoxilina-eosina (H-E). Las fo-
tos muestran campos representativos de los implantes, donde se
aprecian zonas positivas para eosina sugerentes de osteoide (fle-
chas). En el caso de los implantes con MSCs transducidas con
pWPI-PL-DLXS5_sCre (DLXS5-Cre), se llevo a cabo una tincién
con un anticuerpo anti-vimentina humana, que muestra la presen-
cia en dichas zonas de las MSCs incluidas en los implantes.

gerentes de osteoide. Es de resaltar que, segun la tincién
con anti-vimentina, en el caso de DIx5_sCre y DIxS5 la pre-
sencia de zonas de osteoide se circunscribia a aquellas
donde se encontraban células de origen humano, es decir,
la formacion de hueso se limitaba a las dreas donde se en-
contraban las MSCs transducidas.

I Discusion

En el presente proyecto se plante6 la modificacion de cé-
lulas mesenquimales para incrementar su potencial osteogé-
nico, mediante un sistema de expresion autolimitado desti-
nado a regeneracion Gsea que contribuyera a mejorar la
seguridad del proceso y permitiera la estandarizacion del
mismo. El hecho de que in vitro se observen evidencias de
una diferenciacion osteogénica parcial en condiciones basa-
les en MSCs transducidas con pWPI-PL-DLXS5_sCre sugie-
re que existe una expresion transitoria del transgén capaz
de poner en marcha el proceso de diferenciacion en una
subpoblacion de las células transducidas mas o menos
abundante en funcion del experimento. Se ha descrito que
no es necesario mantener en el tiempo el estimulo iniciador
del proceso de diferenciacion Gsea para el desarrollo ade-
cuado del mismo, lo cual apoyaria esta posibilidad [7]. Por

otro lado, la sobreexpresion mantenida de DIx5 en las célu-
las transducidas con pWPI-PL-DLXS da lugar a una parada
en la proliferacion celular (no se muestra), un aumento exa-
cerbado de la polimerizacion de actina y un incremento
considerable del grado de diferenciacion osteogénica en
condiciones basales. Al igual que nosotros, otros grupos
han descrito que la sobreexpresion continuada de DIx§
puede dar lugar a una inhibicion en la proliferacion de las
MSCs [16], si bien este efecto se acompana de un déficit en
la capacidad osteogénica, extremo que nosotros no hemos
podido confirmar.

Como se ha comentado, el proceso de diferenciacion os-
teogénica es altamente dependiente del microambiente
[10], de manera que la formacién neta de tejido dseo viene
determinada por la interaccion de diversos tipos celulares,
factores solubles y componentes de matriz. A pesar de que
el grado de diferenciacion dsea de las MSCs transducidas
con pWPI-PL-DLXS5_sCre in vitro es inferior al alcanzado
por los controles con medio de diferenciaciéon y pWPI-PL-
DLXS35, son claramente equivalentes en los implantes sub-
cutdneos (tanto a nivel de BMD como histologico). Esto
sugiere que la expresion controlada en el tiempo de DIx5
puede poner en marcha mecanismos adicionales in vivo
que dan como resultado una formacion eficiente de hueso.
Asi, se ha descrito por ejemplo que en ratones deficientes
en DIx5 hay un aumento de actividad osteocldstica con os-
teopenia [17], lo que sugiere que podria haber un efecto a
ese nivel.

A pesar de que las MSCs transducidas con pWPI-PL-
DLXS5_sCre y pWPI-PL-DLXS parecen dar lugar in vivo a
tejido dseo de caracteristicas similares (tanto a nivel cuanti-
tativo como cualitativo), una potencial mayor bioseguridad
en primer caso, asi como el efecto deletéreo de la sobreex-
presion mantenida sobre las MSCs in vitro en el segundo,
hacen del pWPI-PL-DLXS5_sCre una herramienta de parti-
da ideal para el diseno de nuevas estrategias en el trata-
miento de patologias que cursan con defectos 6seos.

Aunque los datos con los implantes ceramicos son claros,
para confirmar la capacidad osteogénica in vivo de las
MSCs transducidas deberdn ensayarse en modelos preclini-
cos de enfermedad dsea. Ademads, se necesitarian estudios
sistematicos para evaluar los posibles riesgos de bioseguri-
dad en su aplicacion in vivo, aunque es de esperar que sean
minimos, dado que el vector pWPI-PL-DLX5_sCre induce
en MSCs una expresion de DIxS a niveles fisiologicos y de
forma transitoria, de manera que potencialmente incremen-
ta la seguridad del sistema. Alternativamente, este vector
puede servir de base para el disefio de otras estrategias de
vehiculizacion para su aplicacion clinica. |
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