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Resumen / Summary 
La artrosis, una enfermedad crónica y degenerativa de etiología multifactorial, constituye la causa 

más habitual de dolor y discapacidad en adultos mayores, así como la primera causa de cirugías de 

sustitución articular. La degradación del cartílago articular asociada a la artrosis conlleva alteraciones 

en la composición de la matriz extracelular y en la expresión proteica de los condrocitos, los únicos 

componentes celulares del cartílago, junto con cambios bien definidos en el hueso subcondral y 

periarticular, incluyendo esclerosis y formación de quistes y osteofitos. La funcionalidad de la 

articulación artrósica sólo es recuperable mediante la implantación de prótesis ortopédicas, con 

resultados poco satisfactorios a largo plazo, por lo que las terapias basadas en el empleo de células 

con potencial regenerador como las células madre mesenquimales, células progenitoras con 

capacidad de diferenciarse a diversos tejidos conectivos incluido el cartílago, constituyen una 

estrategia de curación prometedora. Por ello, con el fin de mejorar nuestro conocimiento sobre el 

papel de distintos tipos celulares en la patogénesis de la artrosis, en este trabajo se han buscado 

genes y proteínas alterados en células madre mesenquimales de médula ósea y en condrocitos 

provenientes de pacientes de artrosis mediante ensayos comparativos tanto de genómica como de 

proteómica basados, respectivamente, en microarrays de ADN y electroforesis bidimensional 

diferencial. Los resultados son compatibles con la preactivación de las células madre mesenquimales 

en artrosis en respuesta a señales quimiotácticas enviadas por el hueso subcondral, así como con la 

existencia de defectos en la diferenciación condrogénica y en la formación de la matriz extracelular 

en artrosis, y ponen de manifiesto la alteración de funciones esenciales para el correcto desempeño 

de la tarea regeneradora de las células madre mesenquimales en el estado patológico. 

 

Osteoarthritis is a chronic, degenerative disease with multifactorial etiology which constitutes the 

most common cause of pain and disability in older adults, as well as the leading cause of joint 

replacement surgery. The degradation of articular cartilage in osteoarthritis is related to changes in 

the composition of the extracelular matrix and the alteration of protein expression by chondrocytes, 

the only cell component of cartilage, along with well-defined changes in the subchondral and 

periarticular bone, including sclerosis and cyst and osteophyte formation. The functionality of an 

osteoarthritic joint can only be recovered by implanting orthopaedic prostheses, with unsatisfactory 

results in the long term. For this reason, the application of therapies based on cells with regenerative 

potential like mesenchymal stem cells, progenitor cells with the capacity to differentiate into distinct 

connective tissues including cartilage, represent a promising treatment strategy. To gain insight into 

the role of diverse cell types in the pathogenesis of osteoarthritis we have searched in this work for 

altered genes and proteins in bone marrow mesenchymal stem cells and chondrocytes obtained from 

osteoarthritis patients using both genomic and proteomic comparative assays based on DNA 

microarrays and differential two-dimensional electrophoresis, respectively. Results are compatible 

with a preactivation of osteoarthritis mesenchymal stem cells in response to signals sent by the 

subchondral bone, as well as with the occurrence of defects in chondrogenic differentiation and 

extracellular matrix formation in osteoarthritis, and point out that diseased mesenchymal stem cells 

have altered functions which prevent them from developing their regenerative task properly. 
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IEF  Isoelectroenfoque 

IgG  Inmunoglobulina de clase G 

iHOP  Information hyperlinked over proteins 

IL  Interleuquina 

iNOS  Isoforma inducible de la enzima óxido nítrico sintetasa (inducible nitric oxide synthase) 

IPG  Gradiente de pH inmovilizado (immobilized pH gradient) 

IQ  Índice quimiotáctico 

KEGG  Kyoto enciclopedia of genes and genomes 

LC-MS  Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (liquid chromatography-mass spectrometry) 

LDL  Lipoproteína de baja densidad (low-density lipoprotein) 
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LOD  Logaritmo de probabilidad (logarithm of the odds) 

m/z  Relación masa-carga 

MALDI  Desorción/ionización mediante láser asistida por matriz (matrix-assisted laser desorption/ionization) 

MEC  Matriz extracelular 

MHC  Complejo principal de histocompatibilidad (major histocompatibility complex) 

MM  Masa molecular 

MMLV-RT  Transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de Moloney 

MMP  Metaloproteasa de matriz (matrix metalloprotease) 

MS  Espectrometría de masas (mass spectrometry) 

MS2  Espectrometría de masas en tándem 

MS/MS  Espectrometría de masas en tándem 

MSC  Célula madre mesenquimal (mesenchymal stem cell) 

NAD  Nicotinamida-adenina-dinucleótido 

NADH  Nicotinamida-adenina-dinucleótido reducido 

NL  No lineal 

NTP  Nucleósido-trifosfato 

OMIM   Online mendelian inheritance in man 

OR  Cociente de probabilidad (odds ratio) 

PBS  Tampón fosfato salino (phosphate-buffered saline) 

PCR  Reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction) 

PDGF Factor de crecimiento plaquetario (platelet-derived growth factor) 

PFF  Huella dactilar de fragmentación peptídica (peptide fragmentation fingerprint) 

PGE2  Prostaglandina E2 

pI  Punto isoeléctrico 

PMF  Huella dactilar de masa peptídica (peptide mass fingerprint) 

PTM  Modificación postraduccional (post-translational modification) 

RCSB  Research collaboratory for structural bioinformatics 

rhPDGF Factor de crecimiento plaquetario humano recombinante (recombinant human PDGF)  

RMN  Resonancia magnética nuclear 

SDS  Dodecil sulfato sódico (sodium dodecyl sulfate) 

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS  polyacrylamide gel electrophoresis) 

SFB Suero fetal bovino 

SFRP Proteínas secretadas relacionadas con frizzled (secreted frizzled-related proteins) 

SGD Saccharomyces genome database 

SLRP Proteoglicanos pequeños ricos en leucina (small leucine-rich proteoglycans) 

s/n  Relación señal/ruido 

SNP  Polimorfismo de un solo nucleótido (single nucleotide polymorphism) 

SRM  Monitorización selectiva de reacciones (selected reaction monitoring) 

TCF  Factor de transcripción de células T (T-cell transcription factor) 

TEF  Tasa de error por familia 

TGF  Factor de crecimiento transformante (transforming growth factor) 

TNF Factor de necrosis tumoral (tumor necrosis factor) 

TOF  Tiempo de vuelo (time of flight) 

TOF/TOF  Tiempo de vuelo en tándem 

Tris-HCl  Hidrocloruro de tris(hidroximetil)aminometano  

UV  Ultravioleta 

UV-Vis  Ultravioleta-visble 

XIC  Cromatograma de iones extraídos (extracted ion chromatogram) 

XML  Lenguaje de marcado extensible (extensible markup language) 
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Figura 1.1. Representación de una 
articulación normal (arriba) y una 
artrósica (abajo) mostrando 
algunas de las manifestaciones de 
la enfermedad. 

1.1. ARTROSIS 

La artrosis es una enfermedad crónica y degenerativa de 

etiología multifactorial que constituye uno de los 

trastornos reumáticos más comunes, así como la causa 

más habitual de dolor y discapacidad en adultos mayores 

(Haq et al., 2003) y la primera causa de cirugías de 

sustitución articular (Learmonth et al., 2007). Los 

tratamientos disponibles para la artrosis producen mejoras 

sintomáticas, pero no detienen el avance de una 

enfermedad que sólo en EE.UU. se presenta con 

manifestaciones clínicas en 27 millones de personas 

(Lawrence et al., 2008). 

 

1.1.1. Definición 

Tradicionalmente la artrosis se ha considerado una 

alteración del cartílago derivada de la degradación local del cartílago articular (Fig. 1.1). De 

acuerdo con la actual definición de consenso (Kuettner y Goldberg, 1995), la enfermedad se 

origina cuando por causas mecánicas o biológicas se altera el estado de equilibrio que en 

condiciones normales existe entre los procesos de síntesis y degradación de los condrocitos y 

la matriz extracelular (MEC) del cartílago articular, así como del hueso subcondral. La artrosis 

constituye una insuficiencia articular global en la que los cambios morfológicos, bioquímicos 

y biomecánicos que afectan al conjunto de los tejidos y estructuras de la articulación 

diartrodial se traducen en fibrilación, ulceración, pérdida de cartílago articular, esclerosis y 

eburnación del hueso subcondral, desarrollo de osteofitos y formación de quistes 

subcondrales (Burr, 1998; Lane y Nevitt, 2002; Oettmeier y Abendroth, 1989). Sus 

manifestaciones clínicas comprenden dolor, molestias y rigidez en las articulaciones, 

limitación de movimientos e inflamación intraarticular moderada. 

 

1.1.2. Clasificación y criterios diagnósticos  

La artrosis suele clasificarse como primaria (idiopática) o secundaria a alteraciones 

inflamatorias, metabólicas o mecánicas. Su diagnóstico se establece fundamentalmente por 

criterios clínicos y radiológicos, siendo las manos, las rodillas y las caderas las articulaciones 

más afectadas. Los criterios definidos por el American College of Rheumatology (Altman et 

al., 1990; Hochberg et al., 1995a; Hochberg et al., 1995b) son los más ampliamente 

utilizados para la clasificación de la artrosis. 
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Figura 1.2. Cambios experimentados por el cartílago 
articular artrósico relacionados con los condrocitos y la 
matriz extracelular. MMP, metaloproteasa de matriz. 

1.1.3. Prevalencia y factores de riesgo  

La estimación de la prevalencia de la artrosis es difícil, dado que los cambios estructurales 

que acompañan a esta enfermedad, que en la mayoría de los pacientes ocurren a medida 

que envejecen, pueden tener lugar de forma asintomática. Se estima que alrededor del 30% 

de los mayores de 26 años muestan signos radiológicos (presencia de osteofitos) de artrosis 

de mano, porcentaje que alcanza el 40% de los mayores de 60 años en el caso de la artrosis 

de rodilla (Felson et al., 1987; Jordan et al., 2009; Lawrence et al., 2008; Zhang et al., 

2002). Los principales factores de riesgo sistémicos que se han descrito para la artrosis son 

la edad, el sexo, la raza, la densidad mineral ósea, factores genéticos y factores metabólico-

endocrinos; respecto a los factores de riesgo locales, se han señalado fundamentalmente el 

peso corporal, la actividad laboral, la actividad deportiva, los tratamientos de sustitución 

hormonal, traumatismos, debilidad muscular y alteraciones óseas congénitas (Cooper et al., 

2000; Felson et al., 2000). 

 

1.1.4. Etiopatogénesis 

El daño infligido a una articulación ya sea como consecuencia de un traumatismo, una 

herida, la sobrecarga o el desgaste, o bien asociado a un proceso de envejecimiento, puede 

producir cambios en la composición, la estructura y las propiedades de los tejidos implicados. 

Dichas alteraciones pueden comprometer el correcto funcionamiento del cartílago articular 

en el agresivo entorno mecánico en el que las articulaciones desarrollan normalmente su 

función.  

 

1.1.4.1. Estructura y organización 

del cartílago articular 

El cartílago articular normal está 

formado por una vasta MEC que alberga 

una reducida población celular de 

condrocitos (cuyo volumen es inferior al 

5% del total) encargada de su síntesis y 

mantenimiento (Aydelotte y Kuettner, 

1988) (Fig. 1.2). La MEC está compuesta 

principalmente por agua (ca. 70%), 

colágeno (fundamentalmente de tipo II) 

y proteoglicanos, especialmente 

agrecano, una proteína de 230 kDa a la 
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que se unen numerosas cadenas de glicosaminoglicanos (Kuettner, 1992). Las moléculas de 

colágeno de tipos II, IX y XI conforman una compleja red fibrilar heterogénea y anisotrópica 

que, rodeada de moléculas de agrecano, constituye el armazón del cartílago. 

 Las cadenas de glicosaminoglicano, principalmente condroitín sulfato y queratano 

sulfato, pueden almacenar grandes cantidades de agua, de modo que cuando se ejerce una 

presión sobre el cartílago éste se deforma de manera gradual a medida que las moléculas de 

agua abandonan el interior de los proteoglicanos en dirección a la superficie articular 

(Maroudas y Schneiderman, 1987). Al cesar la presión, las moléculas de agua regresan a su 

ubicación inicial atraídas por la carga negativa de los proteoglicanos, recuperando así el 

cartílago su estructura. El intenso efecto amortiguador ejercido por los proteoglicanos 

ralentiza y disipa el flujo de fuerzas que han de atravesar el entramado de colágeno, 

elemento que en última instancia mantiene la integridad estructural del cartílago en virtud de 

su enorme resistencia a la tensión (Kuettner, 1992). 

 

1.1.4.2. Modulación bioquímica de la actividad condrocitaria 

El desequilibrio mecánico originado por la pérdida de elasticidad que conlleva la degradación 

y desaparición de colágenos y proteoglicanos asociadas al proceso artrósico produce un 

incremento de la tensión repercutida sobre el tejido (Flahiff et al., 2004), especialmente a 

nivel celular (Alexopoulos et al., 2005). 

 En condiciones fisiológicas normales, el recambio de los componentes de la MEC tiene 

lugar de manera lenta en un estado de equilibrio homeostático entre procesos anabólicos y 

catabólicos que depende fundamentalmente de la actividad condrocitaria, la cual está 

regulada por factores genéticos y ambientales como la acción de mediadores solubles (e.g. 

factores de crecimiento y citocinas), la composición de la MEC y el estrés mecánico. Así, 

numerosos trabajos han puesto de manifiesto la posible capacidad reguladora del estrés 

mecánico sobre la actividad condrocitaria in vivo (e.g. Smith et al., 2004; Wilkins et al., 

2000), aceptándose que la compresión estática inhibe la biosíntesis de la MEC, mientras que 

las presiones cíclicas e intermitentes estimulan el metabolismo condrocitario (Chen et al., 

2001; Loening et al., 2000). 

 Los cambios en el cartílago de la articulación dañada arrancan con una reacción 

hipertrófica originada por un aumento de la síntesis de la MEC que incrementa el contenido 

en agrecano (McDevitt et al., 1977). A continuación tiene lugar una fase de aceleración del 

recambio de la MEC en la que aumentan la síntesis y secreción de metaloproteasas de matriz 

(MMPs) como colagenasas, gelatinasas y agrecanasas, así como de otras enzimas 

degradantes como cisteín, tiol y serín proteasas. Este proceso se traduce en una pérdida 
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neta de los principales componentes de la MEC que se evidencia en daños y pérdidas en la 

red de colágeno (Adams y Brandt, 1991; Brandt et al., 1991; Guilak et al., 1994; Nelson et 

al., 2006; Setton et al., 1994). Los propios productos de degradación de los componentes de 

la MEC podrían retroalimentar el proceso a través de la activación de receptores de 

condrocitos y células sinoviales (Homandberg et al., 1992; Yasuda y Poole, 2002). 

 

1.1.4.3. Modulación fenotípica de la actividad condrocitaria 

Los condrocitos, responsables en última instancia de la integridad estructural y funcional del 

cartílago, poseen una baja capacidad de regeneración. En el individuo adulto, los condrocitos 

constituyen células completamente diferenciadas que tras la síntesis de la MEC juegan un 

papel principal en la patogénesis de la enfermedad, ya que en respuesta a estímulos 

adversos del medio promueven la degradación de la MEC e inhiben procesos esenciales para 

la reparación del cartílago. 

 El incremento de la actividad sintética observado en la artrosis temprana se interpreta 

como un intento de regenerar la MEC con determinados componentes del cartílago, 

incluyendo colágenos de tipos II, IX y XI, agrecano y colágeno pericelular de tipo IV (Poole 

et al., 2007). El comportamiento anormal de los condrocitos se traduce en la aparición de 

fibrilaciones, la depleción de la MEC y la formación de agregados celulares, así como en 

cambios en la cantidad, distribución o composición de proteínas de la MEC (Pritzker et al., 

2006). La presencia de colágenos normalmente ausentes en el cartílago articular adulto, 

como colágeno de tipo X (marcador de hipertrofia condrocitaria) y otros genes de 

diferenciación condrocitaria, evidencian la modulación fenotípica y sugieren la 

reprogramación del desarrollo condrocitario (Tchetina et al., 2005; Zheng et al., 2003). 

 

1.1.4.4. Sinovitis e inflamación 

Si bien existe controversia en torno al papel fundamental que la inflamación sinovial juega 

en la artrosis, es probable que tanto la sinovitis, con infiltración de células B y linfocitos T 

activados, como la sobreexpresión de moléculas proinflamatorias contribuyan a la alteración 

de la función condrocitaria, favoreciendo el desequilibrio entre catabolismo y anabolismo en 

la remodelación de la MEC (Benito et al., 2005).  

Los condrocitos del tejido artrósico sobreexpresan receptores de interleuquina-1 (IL-

1) (Martel-Pelletier et al., 1992) y del factor de necrosis tumoral α (TNF-α) (Webb et al., 

1997), así como la propia IL-1 (Melchiorri et al., 1998). IL-1 y TNF-α constituyen potentes 

activadores de la degradación del cartílago in vitro (Poole, 2005), habiéndose observado que 

su inhibición mediante antagonistas biológicos detiene la resorción de la MEC en cultivos de 
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cartílago articular (Kobayashi, 2005). La isoforma inducible de la enzima óxido nítrico 

sintetasa (iNOS) se encuentra asimismo sobreexpresada en el tejido artrósico (Amin et al., 

1995), de manera que en éste la producción de NO es mayor en comparación con el tejido 

sano. Sin embargo, Clements et al. (2003) demostraron que la deleción de los genes que 

codifican IL-1β, la enzima convertidora de IL-1β, estromelisina-1 o iNOS aceleraba el 

desarrollo de artrosis de rodilla en ratones con artrosis inducida quirúrgicamente, poniendo 

de manifiesto que la alteración del control homeostático que regula el equilibrio entre 

anabolismo y catabolismo favorece la destrucción del cartílago.  

 

1.1.4.5. Catabolismo, anabolismo y remodelación del hueso subcondral 

La sobrecarga de la articulación y la inflamación sinovial podrían coadyuvar a la alteración de 

la función condrocitaria, contribuyendo al desajuste entre el catabolismo y el anabolismo de 

los condrocitos en la remodelación de la MEC; así, la sobreexpresión de MMPs y otras 

enzimas degradantes se ha asociado a la destrucción del cartílago articular (Nelson et al., 

2006; Setton et al., 1994). Inicialmente tiene lugar una pérdida local de proteoglicanos y 

colágeno de tipo II en la superficie articular (Fig. 1.2), lo cual resulta en un aumento del 

contenido de agua y, consecuentemente, en una merma progresiva de la capacidad 

amortiguadora de la MEC a medida que la lesión progresa. Existen evidencias, sin embargo, 

de un aumento compensatorio de la síntesis de colágeno de tipo II en zonas más profundas 

del cartílago (Poole et al., 2007); así, la sobreexpresión de colágeno de tipo II (COL2A1) ha 

sido demostrada en estudios de expresión global tanto de tipo genómico (Aigner et al., 

2006) como proteómico (Hermansson et al., 2004). 

 La posible modificación de la actividad biológica del hueso subcondral artrósico se 

apoya en estudios en los que se han identificado polimorfismos en ASPN, el gen que codifica 

asporina, la cual inhibe el anabolismo del cartílago mediante la unión a TGF-β (Kizawa et al., 

2005), y en FRZB (Loughlin et al., 2004), que codifica la proteína secretada sFRP3, un 

antagonista de la señalización de ligandos Wnt (véase el apartado 1.5). 

 

1.2. CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES 

Las células madre o progenitoras se caracterizan por su capacidad de mantenerse en un 

estado indiferenciado durante largo tiempo, autorenovándose mediante división mitótica, 

hasta que determinados estímulos desencadenan su diferenciación en una amplia gama de 

células especializadas (Becker et al., 1963). Las células madre del embrión en desarrollo son 

totipotenciales, i.e., poseen la capacidad de generar cualquier tipo de tejido embrionario 

especializado, mientras que en el organismo adulto las células madre sustituyen células 
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especializadas que han resultado 

dañadas. Frente a las células 

madre embrionarias las adultas 

poseen menor capacidad de 

autorenovación y suelen 

considerarse multipotenciales, 

i.e., que sólo pueden diferenciarse 

en células especializadas del 

tejido u órgano en el que residen 

(Gojo et al., 2003; Krause et al., 

2001; Orlic et al., 2001; Ratajczak 

et al., 2007). 

La médula ósea contiene al menos dos tipos de células madre: células madre 

hematopoyéticas, capaces de generar cualquier tipo de célula sanguínea, y células madre 

estromales o mesenquimales (mesenchymal stem cells, MSCs), descritas por primera vez por 

Friedenstein et al. (1974), una población celular mixta con capacidad de diferenciación 

multipotente que puede generar tejidos mesenquimales como hueso, cartílago, músculo, 

ligamento, tendón y tejido adiposo (Caplan, 2005; Chamberlain et al., 2007) (Fig. 1.3). La 

médula ósea constituye el principal depósito de MSCs, si bien la presencia de este tipo de 

células se ha confirmado en muchos otros tejidos como el graso, la membrana sinovial y el 

cartílago (Caplan, 2005). 

 

1.2.1. Comportamiento in vitro 

Aunque no son inmortales, las MSCs pueden expandirse en cultivo numerosas veces 

conservando su potencial de crecimiento y diferenciación en diversos linajes. Desde el punto 

de vista fenotípico, las MSCs son heterogéneas y se caracterizan por la expresión de varias 

moléculas, incluyendo CD105 (SH2) y CD73 (SH3/4), mientras que son negativas para los 

marcadores hematopoyéticos CD34, CD45 y CD14 (Chamberlain et al., 2007). 

 La incubación de MSCs en medios de cultivo específicos permite su diferenciación en 

diversos tejidos mesenquimales (Fig 1.4). Así, la incubación in vitro con ácido ascórbico, β-

glicerofosfato y dexametasona genera nódulos de osteoblastos, mientras que la presencia en 

el medio de cultivo de dexametasona, insulina, isobutil metil xantina e indometacina estimula 

la diferenciación adipogénica (Pittenger et al., 1999) y el tratamiento con 5-azacitidina y 

anfotericina B promueve la diferenciación en mioblastos (Wakitani et al., 1995). La 

diferenciación condrogénica se consigue en presencia de TGF-β (Mackay et al., 1998). La 
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Figura 1.3. El proceso mesengénico. cél., célula; MSC, célula 
madre mesenquimal; t/l, tendón/ligamento. 
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Figura 1.4. Diferenciación de células madre 
mesenquimales in vitro. (a) Control con  tinción 
negativa al rojo de alizarina S. (b) Osteogénesis 
inducida con notables cambios morfológicos y 
marcada acumulación de calcio extracelular 
revelada con rojo de alizarina S. (c) 
Condrogénesis revelada con hematoxilina y 
eosina mostrando morfología típica de cartílago 
hialino y lagunas de condrocitos rodeadas de 
MEC. (d) Tinción con safranina O de los 
glicosaminoglicanos de la MEC. Magnificación: 
×100. MEC, matriz extracelular. 

capacidad de diferenciación y conservación 

del fenotipo de las MSCs ha sido estudiada 

por métodos tanto genómicos como 

proteómicos (Chiellini et al., 2008; Djouad et 

al., 2006;Foster et al., 2005; Kubota et al., 

2003). 

 

1.2.2. Reparación de tejidos y terapia 

génica 

La posibilidad de diferenciar MSCs en varios 

tipos celulares in vitro, junto con su relativa 

facilidad de expansión en cultivo y sus 

características inmunológicas, convierten a 

este tipo de células en una prometedora 

fuente de células madre para la reparación de 

tejidos y la terapia génica (Grove et al., 

2004). No obstante, el conocimiento del 

comportamiento in vivo de las MSCs es pobre en comparación con su caracterización in vitro. 

 La administración local de MSCs ha mostrado la capacidad reparadora de estas 

células en enfermedades como el infarto de miocardio (Orlic et al., 2001) y lesiones 

medulares (Hofstetter et al., 2002), mientras que en miocardio adulto sano se ha descrito 

neoangiogénesis local en torno al lugar donde se habían inyectado MSCs de origen murino 

(Gojo et al., 2003). Otros trabajos han mostrado que en fetos y animales neonatos las MSCs 

trasplantadas se insertan y diferencian en múltiples tejidos (Kopen et al., 1999; Liechty et 

al., 2000), comportamiento que podría venir en buena medida determinado por su 

exposición a tejidos y órganos en fase de intenso desarrollo. 

 La administración sistémica de MSCs ha sido empleada por algunos autores. Este 

abordaje permitió a Barbash et al. (2003) deducir que el tejido dañado podría expresar 

determinados receptores o ligandos que facilitarían el tráfico de MSCs hacia el lugar del 

daño, así como su adhesión e infiltración, mientras que Chen et al. (2001) y Mahmood et al. 

(2003) demostraron la migración de MSCs humanas y murinas hacia zonas dañadas por 

isquemia cerebral al ser trasplantadas por vía intravenosa en ratas. Intentando tratar el 

rechazo al trasplante cardiaco en ratas mediante la administración de MSCs de rata por vía 

intravenosa, Wu et al. (2003) encontraron que éstas migraban masivamente hacia los sitios 

de rechazo. En el ámbito de las terapias génicas se ha logrado el trasplante de MSCs 
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transfectadas con el factor de crecimiento endotelial vascular para la mejora de la función 

cardiaca tras el infarto de miocardio en ratas (Yang et al., 2007), así como la utilización de 

MSCs para el suministro de interferón-β a tumores en ratones (Studeny et al., 2002) y la 

estimulación de la formación de hueso mediante MSCs que expresan proteínas morfogénicas 

del hueso (bone morphogenic proteins, BMPs) (Hasharoni et al., 2005). 

 El empleo de MSCs en terapia celular en el contexto de la artrosis ha sido investigado 

en algunos trabajos. En un modelo animal de artrosis inducida por traumatismo, Murphy et 

al. (2003) observaron una significativa regeneración tras la inyección intraarticular de MSCs 

autólogas. No se localizaron MSCs marcadas en el cartílago articular, pero sí en el 

neomenisco, si bien en una pequeña cantidad que no justificaba la extensión del tejido 

neoformado, lo cual sugiere que en este caso los efectos beneficiosos de las MSCs podrían 

deberse a un efecto inductor sobre células progenitoras endógenas. Pereira et al. (1995) 

realizaron un trasplante sistémico de MSCs de medula ósea por vía intravenosa en ratones 

irradiados. La progenie de estas células, localizadas posteriormente en médula, bazo, hueso, 

cartílago y pulmón, constituía sólo el 2,5% de los condrocitos aislados de cartílago xifoide y 

articular. Las células trasplantadas tampoco fueron detectadas en el cartílago articular de un 

modelo de ratón con artritis inducida por colágeno (Augello et al., 2007). 

A fin de que las MSCs atraviesen el endotelio para confluir en un tejido dañado y se 

adhieran e infiltren es probable que éste exprese determinados receptores o ligandos, como 

ocurre con la concentración de leucocitos en el sitio de inflamación (Sánchez-Madrid y del 

Pozo, 1999), mientras que diversos estudios señalan que las MSCs humanas podrían 

expresar funcionalmente diversos receptores de quimiocinas y moléculas de adhesión 

(Honczarenko et al., 2006; Ponte et al., 2007; Ringe et al., 2007). Por ello, la modulación de 

las interacciones quimiocina-receptor de las MSCs permitiría incrementar su capacidad de 

corregir alteraciones heredadas de los tejidos mesenquimales y facilitaría la reparación de 

tejidos in vivo. 

 

1.3. ANÁLISIS DIFERENCIAL DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 

Frente a los métodos clásicos de análisis de ADN, que permiten identificar un reducido 

número de secuencias, los chips o microarrays de ADN (Schena et al., 1995) posibilitan el 

análisis simultáneo de miles de genes gracias a la disposición de un gran número de estas 

moléculas sobre un sustrato sólido apropiado. Impulsada por los proyectos de secuenciación, 

gracias a los cuales se dispone de sondas para la totalidad de los genes de un número cada 

vez mayor de organismos, la tecnología de microarrays constituye en la actualidad una 

herramienta fundamental en biomedicina, con aplicaciones en numerosos ámbitos como la 
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Figura 1.5. Representación esquemática de 
las distintas etapas del análisis diferencial de la 
expresión génica basado en microarrays de 
ADN. ADNc, ácido desoxirribonucleico 
complementario; ARN, ácido ribonucleico.   
 

determinación de perfiles de expresión génica, 

la selección de biomarcadores, la 

farmacogenómica y la identificación de genes 

marcadores del pronóstico de enfermedades 

(véanse, por ejemplo, Al-Shibli et al., 2008; 

Coe et al., 2008; Roses, 2008). 

El material genético inmovilizado sobre 

el soporte, denominado sonda, puede estar 

constituido por secuencias cortas 

(oligonucleótidos) o de mayor tamaño como 

ADNc (sintetizado a partir de ARNm), o por 

productos obtenidos por replicación in vitro de 

secuencias de ADN mediante PCR. El 

procedimiento de hibridación sobre 

microarrays de doble canal se esquematiza en 

la Figura 1.5: a partir del ARNm extraído de dos muestras a comparar se sintetiza el 

correspondiente ADNc (de una sola cadena). El ADNc de cada muestra se marca con un 

fluoróforo distinto y se incuba sobre el microarray para permitir la hibridación de secuencias 

complementarias y, mediante la excitación de la fluorescencia de las marcas incorporadas, la 

identificación y cuantificación del ADN presente en la muestra, lo cual permite determinar 

qué genes se han expresado de forma diferencial. En caso de emplear matrices de un solo 

canal se emplea un paso adicional de transcripción inversa para generar ADNc de doble 

cadena a partir del ARNm extraído, tras lo cual se lleva a cabo una transcripción in vitro 

marcando el ARNc con biotina. Tras la fragmentación del ARNc marcado, cada muestra es 

hibridada en un microarray distinto y marcada con un único fluoróforo unido a un anticuerpo 

antibiotina. Finalmente, se mide la fluorescencia emitida por cada una de las muestras por 

separado. 

 

1.3.1. Tipos de sondas 

Las sondas comúnmente empleadas en los microarrays de ADN consisten en oligonucleótidos 

de cadena sencilla de ADN, ya sea sintetizados in situ o inmovilizados sobre un soporte 

apropiado (Campàs y Katakis, 2004; Lockhart et al., 1996; Ramakrishnan et al., 2002). Estas 

sondas suelen ser lineales y su longitud oscila entre 11 y 50 nucleótidos, si bien las 

horquillas de nucleótidos van popularizándose en razón de su mayor estabilidad, afinidad e 
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índice de hibridación, factores que redundan en una mejor relación señal/ruido (s/n) de la 

lectura del microarray. 

Por la gran estabilidad térmica de los híbridos que generan, también se emplean las 

sondas de ácidos nucleicos peptídicos, cuyas bases nucleicas se asientan sobre un esqueleto 

de naturaleza peptídica en lugar de hacerlo sobre el esqueleto de fosforribosas convencional. 

Además, los híbridos que se obtienen a partir de estas sondas son menos sensibles a la 

fuerza iónica debido a la ausencia de carga del ácido nucleico peptídico. Por otra parte, el 

hecho de que los dúplex que presentan desapareamientos de una sola base sean menos 

estables que los correspondientes híbridos ADN-ADN confiere a estas sondas una especial 

aplicabilidad en la detección de polimorfismos de un solo nucleótido (single nucleotide 

polymorphisms, SNPs) (Campàs y Katakis, 2004). Finalmente, puede emplearse asimismo 

ARNm de genes concretos como sonda de hibridación, si bien, dada su baja estabilidad, su 

utilización requiere llevar a cabo una transcripción inversa para obtener un ADNc de mayor 

estabilidad (Campàs y Katakis, 2004).  

 

1.3.2. Análisis de datos de microarrays 

La ingente cantidad de información obtenida en los ensayos basados en microarrays hace 

que los métodos tradicionales de comparación de niveles de expresión de genes individuales 

no resulten útiles. Los abordajes que se han propuesto para extraer información acerca de 

los genes diferencialmente expresados en este tipo de experimentos se basan en 

aproximaciones estadísticas para el cálculo de la expresión diferencial, el agrupamiento 

jerárquico de genes y el análisis de la abundancia relativa de anotaciones en bases de datos 

como Gene Ontology (GO) (The Gene Ontology Consortium, 2000) y Kyoto Enciclopedia of 

Genes and Genomes (KEGG) (Kahehisa y Goto, 2000). 

Existen diversas plataformas comerciales dirigidas al análisis de datos de microarrays, 

pero suelen ser costosas y difícilmente adaptables; como alternativa, existen herramientas 

basadas en proyectos de software libre como Tm4 (Saeed et al., 2003), Gepas (Herrero et 

al., 2003) y Bioconductor (Gentleman et al., 2004). Este último es un conjunto de paquetes 

de software orientados al análisis de datos de microarrays que operan bajo la plataforma de 

análisis estadístico R (Chambers, 2008). Dado que R es, además, un lenguaje de 

programación, el empleo de esta plataforma facilita en gran medida la adaptación a las 

peculiaridades de cada experimento. Bioconductor ofrece, entre otros, métodos para la 

lectura y procesamiento de datos de microarrays de uno o dos canales, paquetes de 

anotaciones actualizadas y métodos de análisis estadístico.  
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1.4. ANÁLISIS DIFERENCIAL DE LA EXPRESIÓN PROTEICA 

El término proteoma (el complemento proteico del genoma) fue acuñado en los años 90 por 

analogía con la genómica (Wasinger et al., 1995). La proteómica es el estudio sistemático y 

a gran escala de las proteínas, especialmente de sus niveles de expresión, interacciones, 

modificaciones, funciones y de su localización. Sus antecedentes se encuentran en las 

técnicas que la química de proteínas había venido empleando desde los años 70: 

electroforesis bidimensional (two-dimensional electrophoresis, 2-DE) para la separación de 

proteínas (O’Farrell, 1975); secuenciación de Edman, que proporciona información limitada 

acerca de la secuencia de las proteínas de interés (Edman y Begg, 1967); y Western blot, 

que permite la inmunodetección de proteínas concretas (Burnette, 1981). Actualmente las 

herramientas proteómicas posibilitan el análisis diferencial de la expresión proteica a través 

de dos abordajes básicos (Doerr, 2007; Domon y Aebersold, 2006): la electroforesis 

diferencial en geles bidimensionales (two-dimensional differential in-gel electrophoresis, 2D-

DIGE) en combinación con espectrometría de masas (mass spectrometry, MS) (Minden et al., 

2009) y la cromatografía líquida acoplada a MS (liquid chromatography-mass spectrometry, 

LC-MS) (Yates et al., 2009). 

 

1.4.1. Electroforesis diferencial en geles bidimensionales 

La aplicación sucesiva de dos tipos de electroforesis a una mezcla compleja de proteínas 

constituye el fundamento de la 2-DE (Gorg et al., 2000; Gygi et al., 2000). En la primera 

dimensión se utiliza el isoelectroenfoque (IEF) para separar las proteínas en función de su 

punto isoeléctrico (pI) en un gradiente continuo de pH; a continuación, se efectúa una 

separación en dirección ortogonal a la primera mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida en presencia de SDS 

(sodium dodecyl sulphate 

polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-

PAGE) mediante la cual las proteínas son 

separadas según su masa molecular 

(MM), obteniéndose así un mapa 

bidimensional de especies proteicas 

(O’Farrell, 1975) que pueden ser 

reveladas empleando un agente de 

tinción apropiado (e.g. AgNO3). El 

análisis comparativo de los mapas de 

proteínas correspondientes a distintos 

 
Figura 1.6. Determinación cuantitativa de la expresión 
diferencial proteica mediante 2D-DIGE. Cada uno de los 
extractos proteicos a comparar, junto con el estándar 
interno, compuesto por la mezcla de todos ellos, es 
marcado con un fluoróforo de distintas propiedades 
espectrales. Los extractos se mezclan y analizan en el 
mismo gel 2D, cuya lectura en un escáner de 
fluorescencia variable genera las imágenes que revelan 
diferencias entre niveles de expresión proteica. 
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estados de un sistema pone de manifiesto cambios en los niveles de expresión proteica, así 

como la presencia de isoformas y modificaciones postraduccionales (post-translational 

modifications, PTMs). Sin embargo, el reducido intervalo dinámico de trabajo y la escasa 

reproducibilidad de las que adolece la 2-DE clásica en combinación con la tinción con AgNO3 

aun cuando se empleen gradientes de pH inmovilizados (immobilized pH gradients, IPGs) 

(Bjellqvist et al., 1982), hacen del análisis comparativo de imágenes un proceso lento y 

laborioso, dificultando enormemente su adaptación al trabajo cuantitativo. Recientemente, la 

tecnología de electroforesis diferencial 2D-DIGE (Unlü et al., 1997) ha logrado subsanar en 

gran medida estas dificultades recurriendo al marcaje con sondas fluorescentes de los 

extractos proteicos y a su análisis multiplexado en un único gel a partir del cual pueden 

inferirse diferencias entre niveles de expresión proteica con una determinada significación 

estadística (Karp et al., 2004) (Fig. 1.6). El marcaje con agentes fluorescentes posee una 

linealidad analítica de 5 órdenes de magnitud y su límite de detección se sitúa por debajo del 

nanogramo de proteína (Minden et al., 2009). 

 

1.4.2. Espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF  

El desarrollo en los años 80 de técnicas de ionización suaves como la desorción/ionización 

mediante láser asistida por matriz (matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI) 

(Karas y Hillenkamp, 1988) y la ionización mediante electronebulización (electrospray 

ionization, ESI) (Fenn et al., 1989) extendió el campo de aplicación de la MS a moléculas 

termodinámicamente inestables y difícilmente volatilizables como proteínas y péptidos. En la 

ionización MALDI una sustancia matriz capaz de absorber radiación ultravioleta (UV) se deja 

cocristalizar con la muestra (e.g. una mezcla de péptidos); al irradiar la mezcla con un láser 
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Figura 1.7. Representación esquemática de un espectrómetro de masas MALDI-TOF/TOF. En la fuente 1, los 
analitos son desorbidos e ionizados por la acción indirecta del láser. Los iones recorren a continuación un 
analizador de tiempo de vuelo (TOF 1 + TOF 2) con reflectrón para obtener el correspondiente espectro de 
masas. Mediante un selector de iones pueden aislarse secuencialmente iones precursores concretos, junto con 
sus fragmentos originados por descomposición metaestable, los cuales experimentan una segunda aceleración 
en la fuente 2 y son separados en el reflectrón para obtener su espectro de fragmentación. MALDI, 
desorción/ionización mediante láser asistida por matriz; TOF, tiempo de vuelo; TOF/TOF, tiempo de vuelo en 
tándem. 
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Figura 1.8. Ionización mediante 
electronebulización (ESI) del líquido 
que fluye a través de un capilar 
estrecho. 

UV a alto vacío, la matriz sublima y arrastra a la fase gaseosa a los analitos intactos, los 

cuales se transforman en moléculas cargadas (iones) por intercambio de protones con la 

matriz (generalmente un ácido débil). Dichos iones son a continuación acelerados por un 

campo eléctrico antes de recorrer la región de deriva de un analizador de tiempo de vuelo 

(time of flight, TOF), en la que son separados en función de su masa, dado que los más 

livianos viajan hacia el detector a mayor velocidad que los de mayor masa. Tras la región de 

deriva, un reflectrón (espejo electrostático) permite compensar las pequeñas dispersiones de 

energía cinética asociadas a una determinada población de iones (Fig. 1.7). Mediante la 

adecuada calibración (Cotter, 1992), los tiempos de vuelo de los iones son transformados en 

valores de relación masa-carga (m/z), a partir de los cuales pueden calcularse las masas 

moleculares de los analitos con gran precisión, bajo límite de sensibilidad (al nivel del fmol) y 

elevada capacidad de proceso. Además, la utilización de dos analizadores TOF dispuestos en 

tándem (TOF/TOF) permite obtener los patrones de fragmentación generados por 

descomposición inducida por láser de los iones moleculares metaestables producidos en la 

fuente de ionización (Medzihradsky et al., 2000; Suckau et al., 2003). (Fig. 1.7). 

 

1.4.3. Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 

La cromatografía líquida de alto rendimiento (high-performance liquid chromatography, 

HPLC) posibilita la separación de proteínas y péptidos en función de su afinidad por una fase 

estacionaria contenida en una conducción capilar cuando se fuerza el paso de una fase móvil 

a través del sistema. Para la separación de péptidos o proteínas mediante HPLC se emplean 

diversas fases estacionarias (e.g. inversa, de intercambio iónico y de afinidad) que han 

mostrado una gran capacidad de separación de mezclas complejas de péptidos y proteínas 

(Josic y Clifton, 2007). 

Por su óptimo acoplamiento en línea a la 

separación mediante HPLC, ESI constituye el método 

de ionización más comúnmente empleado en los 

abordajes basados en LC-MS. ESI se basa en en el 

hecho de que al aplicar un alto voltaje a un líquido 

que fluye a través de un capilar estrecho se produce 

un aerosol compuesto por pequeñas gotas cargadas 

de diámetro inferior a 10 μm (Fig. 1.8). Las 

microgotas se evaporan rápidamente hasta que su 

densidad superficial de carga alcanza el límite de 

Rayleigh, momento en el que explotan para formar 
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microgotas de menor tamaño. Este proceso se repite hasta que los analitos ionizables 

presentes en la disolución abandonan las microgotas. El proceso de desolvatación continúa 

en la interfase con el espectrómetro de masas (Whitehouse et al., 1985), de modo que los 

analitos se convierten en iones múltiplemente cargados fáciles de fragmentar con energías 

de activación moderadas, generando espectros de fragmentación muy ricos (Fenn et al., 

1989). El acoplamiento de fuentes ESI miniaturizadas a micro o nanodispositivos de HPLC 

con columnas de < 100 μm de diámetro permite analizar con gran sensibilidad digeridos 

enzimáticos de mezclas complejas de proteínas (Yates et al., 2009). 

 

1.4.4. Identificación de proteínas mediante búsqueda en bases de datos 

La utilización conjunta de 2D-DIGE y MALDI-MS constituye una robusta plataforma analítica 

para el estudio exhaustivo de patrones de expresión proteica y la identificación inequívoca de 

las proteínas implicadas. Las manchas de proteína de interés se visualizan mediante una 

tinción adecuada (e.g. AgNO3), se tratan con agentes reductores y alquilantes para impedir 

la formación de puentes disulfuro entre cisteínas y se incuban in situ (en gel) con proteasas, 

siendo la tripsina una de las más comúnmente empleadas por su gran especificidad y 

eficiencia. Los péptidos proteolíticos resultantes son extraídos del gel y sus masas medidas 

mediante MALDI-MS para así obtener la denominada huella dactilar de masa peptídica 

(peptide mass fingerprint, PMF) (Henzel et al., 1993; Pappin et al., 1993); análogamente, la 

medida del espectro de fragmentación de dichos péptidos proporciona su huella dactilar de 

fragmentación peptídica (peptide fragmentation fingerprint, PFF). Distintos motores de 

búsqueda (Tabla 1.1) permiten confrontar las masas medidas experimentalmente con las 

masas teóricas provenientes de la digestión y fragmentación in silico de todas las secuencias 

aminoacídicas depositadas en las bases de datos de proteínas disponibles (Patterson, 1998). 

A continuación las proteínas de la bases de datos son ordenadas de acuerdo al número de 

masas de péptidos y fragmentos de los mismos que se ajustan a sus secuencias dentro de 

una determinada tolerancia en el error de masa y a otros criterios establecidos por el 

algoritmo de puntuación empleado (Grass et al., 1999; Perkins et al., 1999). 

Tabla 1.1. Algunos motores de búsqueda de acceso público 

Nombre URL Institución Referencia 

Sequest http://www.thermo.com Thermo Fischer Scientific Eng et al., 1994 
Mascot http://www.matrixscience.com Matrix Science Perkins et al., 1999 
ProteinProspector http://prospector.ucsf.edu/ University of California Clauser et al., 1999 
ProFound http://prowl.rockefeller.edu/ The Rockefeller University Zhang y Chait, 2000
Phenyx http://www.phenyx-ms.com GeneBio Colinge et al., 2003 
Aldente http://www.expasy.org/tools/aldente/ Swiss Institute of Bioinformatics Tuloup et al., 2003 
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SRMSRMSRMSRM Figura 1.9. Experimento de SRM en un espectrómetro 
de masas híbrido con analizador de triple cuadrupolo y 
trampa iónica lineal. Panel superior: El cuadrupolo Q1 
transmite sólo iones precursores (representados por 
círculos de distintos colores) con un determinado valor
de m/z. A continuación se induce en q2 la 
fragmentación de los iones seleccionados en Q1, 
mientras que el cuadrupolo Q3 se sintoniza para la 
detección de un determinado ion fragmento (rectángulo 
rojo) proveniente del ion precursor de interés. 
Finalmente, los iones así seleccionados son analizados a 
alta resolución (panel medio) y fragmentados (panel 
inferior) en la trampa lineal. CID, fragmentación 
inducida por colisión; m/z, relación masa-carga; SRM, 
monitorización selectiva de reacciones. 

1.4.5. Monitorización selectiva de reacciones  

La monitorización selectiva de reacciones (selected reaction monitoring, SRM) constituye un 

novedoso método basado en MS que posibilita la cuantificación de péptidos de interés en 

mezclas complejas, permitiendo así la validación de resultados obtenidos en estudios de 

expresión proteica diferencial (Kitteringham et al., 2009; Latterich et al., 2008; Schiess et al., 

2009; Stahl-Zeng et al., 2007). Se trata de una metodología de gran sensibilidad y 

selectividad, ya que el filtrado de los iones se lleva a cabo atendiendo a dos magnitudes 

independientes: la masa del ion precursor, al que se ha dado en denominar péptido 

proteotípico (Mallick et al., 2007), y la masa de un determinado ion fragmento (denominado 

ion diagnóstico) proveniente de la fragmentación inducida de dicho ion precursor. 

 Los ensayos SRM suelen llevarse a cabo en espectrómetros de masas dotados de 

analizador de triple cuadrupolo, formado por tres cuadrupolos acoplados en tándem (Yost y 

Enke, 1978). En los equipos híbridos de última generación se sustituye el tercer cuadrupolo 

por una trampa iónica lineal, lo cual permite unir al filtrado específico de los iones de interés 

propio del ensayo SRM el análisis de masa a alta resolución y la eficiente fragmentación de 

dichos iones que posibilita la trampa iónica lineal. La Figura 1.9 muestra las etapas de las 

que consta un ensayo SRM aplicable a muestras biológicas, en el que el filtrado específico de 

iones se combina con un barrido a alta resolución, dirigido a medir la masa del ion filtrado 

con alta precisión y determinar su carga, seguido de la fragmentación inducida del ion para 

comprobar su secuencia aminoacídica.  

 

1.5. ANTECEDENTES 

1.5.1. Estudios genómicos en artrosis  

Durante los últimos años diversos estudios epidemiológicos exhaustivos han puesto de 

manifiesto el importante componente genético de la artrosis (véase la revisión de Valdes y 
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Spector, 2010). En la búsqueda de los genes responsables de la susceptibilidad hacia la 

artrosis se han empleado tres tipos de abordajes: análisis de genes candidatos basados 

exclusivamente en el conocimiento biológico, rastreo sistemático de ligamiento y asociación 

a nivel de genoma completo y estudio de la expresión génica (Tabla 1.2). 

 

1.5.1.1. Estudios de genes candidatos 

Inicialmente estos estudios se centraron en genes que codifican proteínas estructurales de la 

MEC, incluyendo COL2A1, que codifica la cadena α1 del colágeno tipo II, los genes del 

colágeno tipo IX y XI, el gen de la proteína matricial oligomérica del cartílago y AGC1, que 

codifica agrecano (Loughlin, 2001; Loughlin, 2002). De manera global, estos estudios no han 

logrado demostrar que las mutaciones comunes no sinónimas de genes que codifican 

proteínas estructurales de la MEC constituyan factores de riesgo para la artrosis primaria. 

Estudios posteriores encontraron asociaciones entre los genes IL6, que codifica la citocina 

inflamatoria IL-6 (Pola et al., 2005) y GDF5, que codifica el factor 5 de crecimiento y 

diferenciación (Miyamoto et al., 2007), y la artrosis de cadera, asi como entre IL10, que 

codifica la citocina antiinflamatoria IL-10 (Fytili et al., 2005) y la artrosis de rodilla. 

 

1.5.1.2. Estudios de ligamiento y asociación de genoma completo 

Se han realizado cinco estudios de ligamiento de genoma completo basados en pequeñas 

familias del Reino Unido (Chapman et al., 2002; Forster et al., 2004b; Loughlin et al., 2002a, 

2002b; Southam et al., 2004), Finlandia (Leppävuori et al., 1999), Islandia (Stefánsson et 

al., 2003), EE.UU. (Demissie et al., 2002; Hunter et al., 2004) y Holanda (Meulenbelt et al., 

2007), los cuales han identificado algunos loci con cocientes de probabilidad (odds ratio, OR) 

de ligamiento relativamente altos. En el caso de los estudios islandés y estadounidense, la 

estratificación de la mano en sus distintas articulaciones proporciona evidencias más 

significativas de ligamiento, fenómeno que subraya el modo complejo y sutil en que actúa la 

susceptibilidad genética hacia la artrosis. Por otra parte, la estratificación por sexo 

contemplada en los estudios británico y estadounidense ha permitido la identificación de loci 

de especial relevancia en la aparición de artrosis en mujeres, corroborando los resultados de 

estudios epidemiológicos que sugerían un papel diferencial de los genes en artrosis en 

función del sexo (Loughlin, 2001, 2002). Posteriores análisis de asociación han revelado 

genes asociados que codifican proteínas como citocinas proinflamatorias y sus receptores, 

componentes de la MEC del cartílago y especies implicadas en la condrogénesis (Tabla 1.2).  

Por su parte los estudios de asociación de genoma completo han puesto de 

manifiesto una interesante asociación con ASPN, que codifica asporina (Kizawa et al., 2005),  
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y CALM1, que codifica calmodulina 1 (Mototani et al., 2005). La asporina, perteneciente a la 

familia de proteoglicanos pequeños ricos en leucina (small leucine-rich proteoglycans, SLRP), 

posee la capacidad de unirse a otros componentes estructurales de la MEC como el colágeno 

y a factores de crecimiento como el factor de crecimiento transformante β (transforming 

growth factor β, TGF-β), mientras que la calmodulina es una proteína intracelular que se une 

reversiblemente a Ca2+ e interacciona con proteínas celulares. Los estudios funcionales 

(Kizawa et al., 2005) demostraron que la asporina regula de forma indirecta la expresión de 

Tabla 1.2. Genes con posible asociación con artrosis 
Gen Proteína Función Referencias 

AACT α1-antiquimotripsina Inhibición de serín proteasa implicada en la degradación de proteoglicanos de la MEC Valdes et al., 2006 

ADAM12 Metalopeptidasa ADAM dominio 12 Formación de osteoclastos y fusión celular Valdes et al., 2004; Valdes et al., 2006 

ASPN Asporina Inhibición del anabolismo del cartílago mediante la unión a TGF-β Kizawa et al., 2005 

AQP1 Acuaporina 1 Canal molecular de agua Geyer et al., 2009 

BMP2 Proteína morfogénica del hueso 2 Factor de crecimiento implicado en condrogénesis y osteogénesis Valdes et al., 2004; Valdes et al., 2006 

BMP5 Proteína morfogénica del hueso 5 Regulación del desarrollo de los condrocitos articulares Southam et al., 2004 

BTG2 Miembro 2 familia BTG Posible papel en la estabilización del fenotipo. Inhibición de la actividad proliferativa Aigner et al., 2006 

CALM1 Calmodulina 1 Interacción con proteínas implicadas en transducción de señales Mototani et al., 2005 

CDH11 Caderina 11 Regulación dependiente de calcio de la adhesión intercelular  Karlsson et al., 2010 

CHST11 Sulfotransferasa carbohidrato 11 Cataliza transferencia de sulfato a condroitín Karlsson et al., 2010 

CILP Proteína de la zona intermedia del cartílago Inhibición de la inducción mediada por TGF-β1 de genes de la MEC Valdes et al., 2004; Valdes et al., 2006 

CLEC3A Familia 3 dominio lectina tipo C, miembro B  Estimula adhesión celular a ligandos de integrina en la MEC Karlsson et al., 2010 

COL13A1 Colágeno, tipo XIII, alfa 1 Posible papel en tejido conectivo Karlsson et al., 2010 

COL14A1 Colágeno, tipo XIV, alfa 1 Inducción de quiescencia y diferenciación en fibroblastos y preadipocitos Karlsson et al., 2010 

COL15A1 Colágeno, tipo XV, alfa 1 Adherencia de la membrana basal al estroma subyacente Karlsson et al., 2010 

COL2A1 Colágeno, tipo II, alfa 1 Principal componente estructural del cartílago Valdes et al., 2006 

COL8A2 Colágeno, tipo VIII, alfa 2 Principal componente de la membrana basal del endotelio corneal Karlsson et al., 2010 

COMP Proteína oligomérica de la matriz del cartílago Macromolécula de la matriz del cartílago Valdes et al., 2006 

COX2 Ciclooxigenasa Modulación de la degradación de proteoglicanos de la MEC Valdes et al., 2004; Valdes et al., 2006 

DIO2 Yodotironina desyodasa tipo II Regulación de los niveles intracelulares de hormonas tiroideas activas Meulenbelt et al., 2008 

DNER Tipo delta/notch con dominio EGF  Regulación de la proliferación celular Geyer et al., 2009 

ESR1 Receptor de estrógeno α Modulación de la degradación de proteoglicanos y de la expresión de MMPs  Valdes et al., 2004; Valdes et al., 2006 

FRZB Proteína secretada sFRP3  Antagonismo de Wnt y modulación de la maduración condrocitaria  Loughlin et al., 2004 

GDF5 Factor 5 de crecimiento y diferenciación Regulación de crecimiento y diferenciación Miyamoto et al., 2007 

GPNMB Glicoproteína (transmembrana) nmb Posible papel en retraso del crecimiento y reducción del potencial metastático Karlsson et al., 2010 

GPX3 Glutation peroxidasa 3 Defensa oxidativa celular Aigner et al., 2006 

IL1 Familia interleuquina 1 Regulación de la expresión génica de MMPs in sinovio y condrocitos Meulenbelt et al., 2004 

IL10 Interleuquina 10 Inhibición de la síntesis de IL-1 Fytili et al., 2005 

IL4R Receptor α de interleuquina 4 Posible papel en la respuesta de condrocitos articulares a estímulos mecánicos  Forster et al., 2004a 

IL6 Interleuquina 6 Degradación del cartílago e inducción de ILRa Pola et al., 2005 

LRCH1 Proteína 1 con dominio CH y LRC Desconocida Spector et al., 2006 

LRP5 Proteína relacionada con el receptor de LDL5 Implicación en las vías canónicas de señalización celular de Wnt Smith et al., 2005 

MATN3 Matrilina 3 Macromolécula de la MEC Stefánsson et al., 2003 

MSX1 Msh homeobox 1 Represión de la transcripción durante la embriogénesis Karlsson et al., 2010 

OPG Osteoprotegerina Regulación de la osteoclastogénesis Valdes et al., 2004; Valdes et al., 2006 

RHOB Miembro B familia genes homólogos de Ras  Supresión de tumores Mahr et al., 2006 

SOD2 Superóxido dismutasa 2 Defensa oxidativa celular Aigner et al., 2006 

TNA Tetranectina Mediación en la degradación de la MEC Valdes et al., 2004; Valdes et al., 2006 

TOB1 Transductor de ERBB2, 1 Posible papel en la estabilización del fenotipo. Inhibición de la actividad proliferativa Aigner et al., 2006 

TXNDC3 Dominio de tiorredoxina 3 Participación en diversos procesos celulares mediante reacciones redox Mahr et al., 2007 

VDR Receptor de vitamina D Mediación en los efectos de la vitamina D Valdes et al., 2006 

WISP1 Proteína 1 de la ruta de señalización inducible por WNT 1 Represión de la actividad inhibitoria de decorina y biglicano en la proliferación tumoral  Geyer et al., 2009 

ARNm, ácido ribonucleico mensajero; IL, interleuquina; ILRa, antagonista del receptor de interleuquina; MEC, matriz extracelular; MMP, metaloproteasa de matriz; TGF, factor de crecimiento transformante. 
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agrecano y colágeno tipo II, los principales componentes estructurales de la MEC del 

cartílago, ya que inhibe la señalización de TGF-β, que induce la transcripción de los genes 

AGC1 y COLA2A1, los cuales codifican dichos componentes; respecto a la calmodulina 1, se 

encontró que estimula la expresión de AGC1 y COLA2A1 (Mototani et al., 2005). Otro estudio 

(Spector et al., 2006) logró establecer una asociación entre una variante genética de LRCH1, 

un gen cuya función es desconocida, y la artrosis radiográfica de rodilla en individuos de raza 

caucásica. 

 

1.5.1.3. Estudios de la expresión génica 

La identificación de genes cuya expresión está alterada en el tejido enfermo en comparación 

con el normal propone genes implicados en el desarrollo o la progresión de la enfermedad 

que posteriormente pueden ser testados en ensayos de asociación (Tabla 1.2). Mediante 

este abordaje Valdes et al. (2004) encontraron 54 genes con distinto nivel de expresión en 

tejido artrósico. El posterior genotipado de 26 SNPs en una cohorte de 749 mujeres, de las 

cuales a 280 se les había diagnosticado artrosis de rodilla con criterios radiográficos, arrojó 

cuatro genes asociados con la prevalencia de artrosis y cuatro adicionales con la progresión, 

mientras que sólo ADAM12, que codifica una metaloproteasa, mostró asociación con 

prevalencia y progresión. Más tarde, Valdes et al. (2006), aplicando un abordaje semejante 

en una cohorte de pacientes a los que se les había diagnosticado artrosis de rodilla de 

acuerdo con criterios no sólo radiográficos sino también clínicos, demostraron que la mayoría 

de estos genes asociados subclínicamente mostraban asimismo asociación con el riesgo de 

artrosis clínica de rodilla. 

Aigner et al. (2006) estudiaron la expresión génica diferencial en muestras de 

cartílago de pacientes con artrosis empleando un microarray de ADNc con ca. 4.000 genes. 

Estos autores encontraron sobreexpresión de diversos genes relacionados con procesos 

catabólicos y anabólicos de la MEC e, inesperadamente, dado el estrés oxidativo al que están 

sometidos los condrocitos del tejido artrósico, una notable regulación a la baja de 

importantes genes relacionados con la defensa oxidativa como GPX3 y SOD2, que codifican 

glutatión peroxidasa 3 y superóxido dismutasa 2 respectivamente. Este resultado indica que 

el estrés oxidativo prolongado constituye uno de los principales mecanismos patogénicos de 

la artrosis. También se encontró disminuida la expresión de TOB1 y BTG2, miembros de la 

familia btg/tob, posiblemente implicada en la estabilización del fenotipo celular y en la 

inhibición de la actividad proliferativa, procesos ambos invertidos en el condrocito artrósico.  

Mahr et al. (2006) encontraron 26 genes diferencialmente expresados en pacientes 

con artrosis de rodilla en comparación con los individuos control. Los autores confirmaron la 
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asociación con artrosis de los genes RHCB, que juega un papel en la supresión de tumores, y 

TXNDC3, que participa en diversos procesos celulares mediante reacciones redox. 

Investigando la expresión génica zonal del cartílago artrósico, Fukui et al. (2008) 

descubrieron la inducción de genes relacionados con hueso tanto en la zona superficial como 

en zonas profundas, así como la sobreexpresión de genes codificadores de proteinasas sólo 

en la zona superficial. 

Boeuf et al. (2008) emplearon un microarray con ca. 30.000 fragmentos de ADNc 

para estudiar la expresión génica diferencial entre MSCs y cartílago de pacientes con artrosis. 

El análisis de la expresión génica durante la diferenciación in vitro de las MSCs y durante la 

desdiferenciación de los condrocitos expandidos reveló SERPINA1, un miembro de la 

superfamilia de inhibidores de serín proteasas, como gen marcador de la diferenciación de 

células progenitoras en condrocitos funcionales. Geyer et al. (2009) compararon la expresión 

génica en áreas articulares dañadas e intactas provenientes de la misma articulación en 

pacientes con artrosis de rodilla. Los autores encontraron un conjunto de genes 

sobreexpresados en el cartílago afectado. Comparando biopsias de cartílago de pacientes 

con artrosis y donantes sanos Karlsson et al. (2010) encontraron expresión diferencial de 

genes relacionados con la formación de hueso y el colágeno. 

 

1.5.2. Estudios proteómicos en artrosis 

La dificultad a la hora de obtener muestras de tejido artrósico, junto con los problemas 

inherentes a muestras como el líquido sinovial y el suero (i.e. el enmascaramiento de las 

señales de proteínas minoritarias frente a las de un pequeño grupo de especies muy 

abundantes) han limitado el número de trabajos que utilizan herramientas proteómicas en el 

contexto de la artrosis. Los estudios se han centrado en tres tipos de muestras provenientes 

de individuos aquejados de artrosis: fragmentos de cartílago articular obtenidos en 

intervenciones quirúrgicas de sustitución articular, cultivos de condrocitos y fluidos biológicos 

como líquido sinovial y suero (Tabla 1.3). 

 

1.5.2.1. Estudios del cartílago articular 

Los primeros trabajos en este campo se centraron en la optimización de la preparación de la 

muestra a fin de describir el proteoma del cartílago artrósico mediante 2-DE y MS. 

Hermansson et al. (2004) encontraron que las proteínas secretadas en los explantes de 

cartílago se separaban mal en la primera dimensión (IEF) debido a la presencia de 

proteoglicanos, cargados negativamente, especialmente agrecano. La precipitación selectiva 

de  los  proteoglicanos  con  cloruro  de  cetilpiridinio  posibilitó  la  obtención de geles 2D de  
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buena calidad cuyo análisis puso de manifiesto la sobreexpresión de colágeno de tipo II en el 

cartílago artrósico (Hermansson et al., 2004). Empleando un abordaje análogo, Vincourt et 

al. (2006) encontraron fundamentalmente proteínas mayoritarias del líquido sinovial, 

albúmina y proteínas del complemento. Garcia et al. (2006) recurrieron al análisis mediante 

LC-MS de digeridos trípticos de extractos proteicos de cartílago artrósico separados mediante  

SDS-PAGE. De esta forma se identificó un elevado número de proteínas, la mayoría 

implicadas en eventos como la organización de la MEC (35%), la transducción de señales y 

comunicación celular (14%), la respuesta inmune (11%) o el metabolismo y la producción 

de energía (11%). 

 El efecto degradante de las MMPs en el cartílago articular ha sido estudiado in vitro 

mediante la digestión de muestras de cartílago articular con diversas MMPs cuya 

sobreexpresión en el cartílago artrósico ya había sido descrita (Zhen et al., 2008). El análisis 

de los sobrenadantes resultantes mediante LC-MS reveló sitios de rotura de proteínas del 

cartílago cuyos productos de digestión podrían servir como marcadores de la degradación del 

tejido. El proceso de degradación del cartílago fue estudiado también in vitro por Wilson et 

al. (2008) en tejido de ratón. El análisis mediante 2D-DIGE, LC-MS y microarrays de ADN de 

los cambios de expresión en explantes del tejido tratados con IL-1α y ácido retinoico todo-

trans reveló posibles nuevos marcadores de la degradación del cartílago como la gelsolina. 

Tabla 1.3. Estudios proteómicos en artrosis 

Muestras Técnicas Principales hallazgos Referencia 

Cartílago articular 2-DE, LC-MS Importante aumento de la síntesis de colágeno de tipo II  Hermansson et al. (2004) 

Cartílago articular 2-DE, MS Proteínas abundantes del líquido sinovial Vincourt et al. (2006) 

Cartílago articular SDS-PAGE, LC-MS Proteínas relacionadas con organización de MEC, transducción de señal y comunicación  Garcia et al. (2006) 

Cartílago articular LC-MS Productos de degradación in vitro por metaloproteasas  Zhen et al. (2008) 

Cartílago articular 
(ratón) 2D-DIGE, LC-MS, microarray de ADN Marcadores de la degradación in vitro por IL-1α y ácido retinoico todo-trans  Wilson et al. (2008) 

Cartílago articular 2-DE, LC-MS Proteínas relacionadas con glicólisis, señalización, procesos redox y MEC Guo et al. (2008) 

Cartílago articular, tumor     
cartilaginoso 2-DE, MS, Western blot, PCR Sobreexpresión de matrilina-3 en cartilago artrósico podría contribuir a su degradación   Vincourt et al. (2008) 

Condrocitos en cultivo 2-DE, MS Descripción del proteoma de condrocitos articulares humanos normales  Ruiz-Romero et al. (2005) 

Condrocitos en cultivo 2-DE, MS Descripción del subproteoma mitocondrial de condrocitos articulares humanos normales  Ruiz-Romero et al. (2006) 

Condrocitos en cultivo 2-DE, MS Proteínas implicadas en metabolismo, estructura y transporte Ruiz-Romero et al. (2008b) 

Condrocitos en cultivo 2-DE, LC-MS, Western blot Importante alteración del citoesqueleto de vimentina en condrocitos artrósicos Lambrecht et al. (2007) 

Condrocitos en cultivo 2D-DIGE, MS, Western blot, PCR  Manganeso superóxido dismutasa y desequilibrio redox en artrosis Ruiz-Romero et al. (2008) 

Condrocitos en cultivo Western blot Regulación diferencial del ciclo apoptótico de condrocitos humanos por TNF-α e IL-1β  López-Armada et al. (2006) 

Condrocitos en cultivo Microarray de anticuerpos Secreción de citocinas y quimiocinas inducida por IL-1 y TNF De Ceuninck et al. (2004) 

Condrocitos en cultivo 2-DE, LC-MS Secreción de proteínas tras la estimulación con IL-1 y oncostatina M Catterall et al. (2006) 

Líquido sinovial 2-DE 2-DE como método de despistaje  Yamagiwa et al. (2003) 

Líquido sinovial SDS-PAGE, LC-MS Proteínas abundantes diferenciales  Gobezie et al. (2007) 

Líquido sinovial LC-MS Péptidos provenientes del procesamiento de proteínas previamente asociadas a artrosis  Kamphorst et al. (2007) 

Líquido sinovial ELISA, LC-MS Mieloperoxidasa y péptidos clorados como marcadores diagnósticos de artrosis temprana  Steinbeck et al. (2007) 

Suero SDS-PAGE, MS Western blot Autoanticuerpo frente a triosafosfato isomerasa como potencial marcador diagnóstico  Xiang et al. (2004) 

Suero 2-DE, MS, Western blot Fibulina-4 como autoantígeno específico de artrosis Xiang et al. (2006) 

Orina LC-MS Cuantificación neoepítopo de colágeno II Li et al. (2007) 

Orina LC-MS Cuantificación neoepítopo de colágeno II Nemirovskiy et al. (2007) 

2D-DIGE, electroforesis diferencial en geles bidimensionales; 2-DE, electroforesis bidimensional en gel; ELISA, ensayo inmunoenzimático; IL; interleuquina; LC-MS, cromatografía líquida acoplada a 
espectrometría de masas; MS, espectrometría de masas; MEC, matriz extracelular; PCR, reacción en cadena de la polimerasa; SDS-PAGE, electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de 
SDS; TNF, factor de necrosis tumoral.   
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Otros autores han optado por la comparación con perfiles proteicos de muestras de 

cartílago normal. Empleando 2-DE y LC-MS, Guo et al. (2008) encontraron 14 proteínas 

asociadas a artrosis relacionadas con glicólisis y producción de energía, señalización, 

procesos redox, y organización de la MEC. Por otra parte, el análisis comparativo de 

muestras de cartílago artrósico y tumor cartilaginoso mediante 2-DE y MS puso de manifiesto 

la fuerte sobreexpresión de matrilina-3, un componente de la MEC previamente asociado a 

artrosis (Stefánsson et al., 2003), en ambos tejidos (Vincourt et al., 2008). Los estudios 

funcionales demostraron que SOX9, un factor de transcripción que regula la condrogénesis, 

está modulado por matrilina-3, de manera que esta proteína podría estar implicada en el 

control del fenotipo condrocitario responsable de la regulación fina de la homeostasis en el 

cartílago. 

 

1.5.2.2. Estudios de condrocitos en cultivo 

Pueden obtenerse monocapas de condrocitos mediante digestión de fragmentos de cartílago 

con colagenasa o empleando un entorno tridimensional para evitar su desdiferenciación en 

sinoviocitos fibroblásticos. El análisis mediante 2-DE y MALDI-MS de este tipo de muestras 

permitió una primera descripción del proteoma de condrocitos articulares humanos normales 

(Ruiz-Romero et al., 2005), así como del correspondiente subproteoma mitocondrial (Ruiz-

Romero et al., 2006). Aplicado al estudio de la expresión diferencial en cultivos de 

condrocitos provenientes de tejido artrósico, este abordaje puso de manifiesto que las 

proteínas asociadas a la enfermedad estaban implicadas fundamentalmente en el 

metabolismo celular (33%), la estructura (21%) y el transporte de proteínas (21%) (Ruiz-

Romero et al., 2008b). Empleando este tipo de muestras, Lambrecht et al. (2007) 

describieron mediante 2-DE y LC-MS importantes alteraciones en el citoesqueleto de 

vimentina de los condrocitos artrósicos. Además, el análisis comparativo mediante 2D-DIGE y 

MS de la fracción mitocondrial de condrocitos provenientes de cartílago artrósico reveló una 

importante disminución de manganeso superóxido dismutasa, la principal proteína 

antioxidante mitocondrial, en la capa superficial del cartílago artrósico (Ruiz-Romero et al., 

2008a), subrayando el papel del desequilibrio redox en la artrosis. 

 Los cultivos de condrocitos se han empleado también para investigar el papel de 

ciertas moléculas en la degradación del cartílago. Así, López-Armada et al. (2006) estudiaron 

la influencia de TNF-α e IL-1β en la muerte celular condrocitaria, encontrando que dichas 

moléculas regulan de forma diferencial el ciclo apoptótico en condrocitos artrósicos. De 

Ceuninck et al. (2004) emplearon microarrays de anticuerpos para evaluar el efecto de la 

estimulación de condrocitos con las moléculas proinflamatorias IL-1 y TNF-α, hallando que 
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estas células disponen de un arsenal proinflamatorio de factores de crecimiento y 

angiogénesis, quimiocinas y citocinas que podría jugar un papel en la progresión de la 

artrosis hacia la inflamación. Por otra parte, el análisis mediante fraccionamiento por 

intercambio aniónico y 2-DE del sobrenadante de células estimuladas mediante IL-1 u 

oncostatina M mostró la secreción de fragmentos peptídicos provenientes del procesamiento 

de proteínas como MMP-1, MMP-3, YKL-40 y ciclofilina (Catterall et al., 2006). 

 

1.5.2.3. Estudios en líquido sinovial , suero y orina 

El líquido sinovial está en contacto con los principales tejidos afectados por la artrosis, el 

cartílago y el sinovio, razón por la cual se han empleado tanto líquido sinovial como suero en 

estudios proteómicos dirigidos a la identificación de biomarcadores clínicos de progresión, 

respuesta terapéutica y pronóstico. Desde que Yamagiwa et al. (2003) propusieran 

tentativamente el empleo de la 2-DE como método de despistaje de la artrosis, algunos 

estudios han tenido por objeto identificar péptidos o proteínas marcadores de artrosis en 

líquido sinovial. Gobezie et al. (2007) identificaron proteínas mayoritarias diferenciales en 

líquido sinovial obtenido de pacientes de artrosis mediante SDS-PAGE y LC-MS. Kamphorst et 

al. (2007) describieron el perfil de péptidos endógenos del líquido sinovial de un paciente 

afectado de artrosis empleando LC-MS. Los péptidos identificados resultaron ser productos 

de rotura de proteínas cuya asociación con artrosis ya era conocida como colágeno II, 

tubulina y vimentina. En otro trabajo (Steinbeck et al., 2007), el análisis de líquido sinovial 

mediante ensayo inmunoenzimático (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) y LC-MS 

reveló una asociación entre artrosis temprana, mieloperoxidasa y péptidos clorados 

generados por esta enzima, sugiriéndose que su inactivación podría tener beneficios 

terapéuticos. 

 Otros trabajos han investigado la autoinmunidad frente a artrosis en suero. Xiang et 

al. (2004) resolvieron mediante 2-DE sueros de pacientes afectados de artrosis y artritis 

reumatoide, detectaron las especies antigénicas mediante Western blot y las identificaron 

mediante MALDI-MS. De esta forma propusieron el anticuerpo frente a la enzima glicolítica 

triosafosfato isomerasa como marcador diagnóstico de artrosis. Un abordaje similar permitió 

más tarde (Xiang et al., 2006) identificar una proteína de la MEC, fibulina-4, como 

autoantígeno específico de artrosis. Finalmente, dos trabajos (Li et al., 2007; Nemirovskiy et 

al., 2007) han recurrido a la orina, un fluido biológico fácil de obtener por procedimientos no 

invasivos, en busca de marcadores de artrosis mediante LC-MS. Los autores analizaron 

neoepítopos del sitio de corte de la colagenasa, marcadores establecidos de la degradación 

del cartílago. 
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Debido a la complejidad de la artrosis nuestro conocimiento de los genes y proteínas 

implicados en su patogénesis es todavía muy limitado. Estudios previos han puesto de 

manifiesto que los condrocitos, los únicos componentes celulares del cartílago articular, y en 

especial las MSCs, células progenitoras con capacidad de diferenciarse a diversos tejidos 

conectivos incluido el cartílago, podrían jugar un papel relevante en la fisiopatología de la 

artrosis y en las terapias celulares de regeneración de los tejidos dañados por la artrosis. Por 

ello, este trabajo de Tesis Doctoral se ha dirigido hacia la búsqueda de posibles alteraciones 

moleculares en estas células que pudieran tener relevancia en la fisiopatología de la artrosis, 

planteando este estudio desde un punto de vista genómico y proteómico con los objetivos 

que se enumeran a continuación: 

 

1. Identificación de genes expresados diferencialmente en MSCs de médula ósea de 

pacientes con artrosis en comparación con pacientes control no artrósicos con 

fractura de cadera mediante microarrays de ADN. 

 

2. Identificación de proteínas con diferencias en su patrón de expresión en MSCs 

provenientes de médula ósea de pacientes control con artrosis en comparación con 

pacientes control no artrósicos con fractura de cadera mediante 2D-DIGE y MS. 

 

3. Identificación de proteínas con diferencias en su patrón de expresión en condrocitos 

provenientes del cartílago articular de pacientes con artrosis en comparación con 

pacientes control no artrósicos con fractura de cadera mediante 2D-DIGE y MS. 

 

4. Búsqueda de funciones y procesos biológicos alterados en MSCs y condrocitos de 

pacientes con artrosis. 
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3.1. SELECCIÓN DE PACIENTES Y OBTENCIÓN DE ESPECÍMENES 

La selección de pacientes se llevó a cabo en el Servicio de Cirugía Ortopédica del Hospital 

Clínico San Carlos de Madrid. Se informó a la totalidad de los pacientes antes de solicitar su 

consentimiento al estudio, el cual fue aprobado por el comité ético local. 

Se incluyeron un total de 22 individuos afectados de artrosis de rodilla diagnosticados 

según los criterios del American College of Rheumatology (Hochberg et al., 1995b) (edad 

media 76,7 años, intervalo 52-89) y 21 individuos control con fractura de cadera sin artrosis 

(edad media 73,3 años, intervalo 47-90). Los sujetos control se eligieron de acuerdo con los 

siguientes criterios: i) ausencia de signos radiográficos de artrosis; ii) ausencia de 

diagnóstico de osteoporosis en el historial clínico; iii) ausencia de tratamientos relacionados 

con la prevención o inducción de osteoporosis; y iv) fractura de cadera originada por un 

traumatismo lo suficientemente fuerte para provocar dicha fractura en una población de 

avanzada edad. Además, tras la cirugía se realizó una densitometría ósea mediante DEXA 

(dual-energy X-ray absorptiometry, absorciometría de rayos X de doble energía) en un 

densitómetro QDR-4500C (Hologic, Waltham, Madison, EE.UU.) a 12 de los sujetos control 

que arrojó una puntuación T > -2,5 DE.  

Los especímenes se obtuvieron como aspirados frescos de médula ósea (5-10 ml) del 

canal femoral y muestras de cartílago (20-40 mg) del cóndilo femoral de los pacientes de 

artrosis al practicárseles artroplastia de sustitución total de rodilla, así como de los individuos 

control al ser sometidos a cirugía de sustitución articular de cadera para el tratamiento de 

una fractura subcapital. 

 

3.2. AISLAMIENTO, CULTIVO Y CARACTERIZACIÓN CELULAR 

3.2.1. Células madre mesenquimales 

El aislamiento y cultivo de MSCs se llevó a cabo en el Servicio de Cirugía Ortopédica del 

Hospital Clínico San Carlos de Madrid según se ha descrito previamente (Pittenger et al., 

1999). De forma breve, se lavaron los aspirados con medio de Eagle modificado por 

Dulbecco (Gibco BRL, Paisley, Reino Unido) suplementado con antibióticos (DMEM) más 

suero fetal bovino (SFB) al 10% (v/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, EE.UU.). La fracción 

enriquecida en células se extendió cuidadosamente sobre una solución Percoll al 70% (v/v) 

(Sigma-Aldrich) y se centrifugó a 500 g durante 15 min a 23 ºC. Se recogió la fracción 

celular de baja densidad, se lavó con DMEM más SFB al 10% (v/v) y se sembró en placa de 

cultivo de 100 mm (BD Biosciencies, San José, California, EE.UU.). Tras el cultivo primario, 

se separaron las colonias adherentes mediante tratamiento con tripsina 0,25% (p/v) (Sigma-

Aldrich) más EDTA 1 mM (Sigma-Aldrich) durante 5 min a 37 ºC y a continuación se 
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subcultivaron a dilución 1:2. En los experimentos se emplearon las células confluentes (ca. 

2·106) en el tercer pase. 

Las MSCs se caracterizaron atendiendo a sus antígenos de superficie y potencial 

diferenciador (Fig. 3.1). Se comprobó inmuhistoquímicamente la expresión de los 

marcadores de superficie celular CD90, CD105 y CD166 (Fig. 3.1 C), así como la ausencia de 

expresión de marcadores hematopoyéticos CD14, CD34 y CD45. Así mismo, se comprobó la 

capacidad de diferenciación condrogénica de las MSCs cultivadas durante 21 días con 

complementos condrogénicos según lo descrito por Johnstone et al. (1998) mediante tinción 

con safranina O de los glicosaminoglicanos de la MEC (Fig. 3.1 D) e inmunohistoquímica para 

colágeno tipo II (Fig. 3.1 F). El potencial de diferenciación osteogénica de las MSCs se 

comprobó midiendo la actividad fosfatasa alcalina en MSCs cultivadas durante 12-16 días con 

complementos osteogénicos según lo descrito por Pittenger et al. (1999) (Fig. 3.1 G y H).  

150 μm 25 μm150 μm 25 μm  
 
Figura 3.1. Caracterización fenotípica y del potencial diferenciador de las MSCs de 
médula ósea. (A) Colonias individuales de células formadas tras el cultivo primario. (B) 
Monocapa de células obtenida tras el subcultivo. (C) Citometría de flujo con anticuerpos 
anti-CD105 y anti-CD166 que reveló la homogeneidad de las preparaciones celulares 
tras el cultivo primario. (D) La tinción con safranina O puso de manifiesto la 
condrogénesis. (E) Formación de condrocitos tras el cultivo en medio condrogénico. (F) 
Inmunohistoquímica para colágeno tipo II que reveló la condrogénesis. (G) y (H) La 
osteogénesis se confirmó por el aumento de la actividad fosfatasa alcalina observado en 
las células cultivadas con complementos osteogénicos en comparación con la de las 
células cultivadas en medio control (I) 
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3.2.2. Condrocitos 

Tras el lavado de las muestras de cartílago con PBS (Sigma-Aldrich), mediante un bisturí se 

practicaron cortes desde la superficie articular hasta el hueso subcondral a intervalos de 5 

mm para obtener tiras que se fragmentaron en trozos de 1-3 mm3, los cuales se incubaron 

con tripsina 0,25% (p/v) más EDTA 1 mM durante 10 min a 37 ºC. Tras eliminar la 

disolución de tripsina, se incubaron los fragmentos con un tampón de digestión compuesto 

por DMEM más SFB al 5% (v/v) y colagenasa clostridial tipo IV (Sigma-Aldrich) durante 12-

16 h a 37 ºC. A continuación, las células en suspensión fueron sedimentadas mediante 

centrifugación a 1000 g durante 10 min y lavadas con DMEM más SFB al 5% (v/v). Se 

recogieron las células y se sembraron a alta densidad (4·106 células por frasco de cultivo de 

175 cm2, BD Biosciencies) en DMEM más SFB al 10% (v/v). Las células fueron incubadas a 

37 ºC en atmósfera humidificada con 5% (v/v) de CO2. Se utilizó el cultivo primario de 

condrocitos confluentes (ca. 2·106 células) a las 2-3 semanas. Se efectuaron dos cambios de 

medio por semana. El tipo celular se verificó mediante inmunohistoquímica para colágeno 

tipo II y la viabilidad celular se determinó mediante exclusión con azul de tripano (Sigma-

Aldrich).  

 

3.3. ANÁLISIS DIFERENCIAL DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 

Para el análisis diferencial de la expresión génica de MSCs entre pacientes con artrosis e 

individuos control se hibridó el ARNc marcado en microarrays 4 x 44K de genoma humano 

completo, experimento que se realizó en la Unidad de Genómica del CNIC. A continuación se 

llevó a cabo el análisis estadístico de las imágenes de los microarrays con el fin de descubrir 

genes cuya expresión se había alterado de manera significativa (Fig. 3.2), estudiar la 

abundancia de términos GO en dichos genes, el enriquecimiento de determinados conjuntos 

de genes y las posibles interacciones entre las correspondientes proteínas. 

 

3.3.1. Preparación de extractos de ARN 

Se extrajo ARN total a partir del lisado celular (15 mg) de MSCs de 16 pacientes con artrosis 

y 16 controles utilizando el kit RNA Isolation (Stratagene, Ámsterdam, Holanda) de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante. Con el fin de eliminar ADN genómico y otros 

contaminantes que podrían interferir en los posteriores procesos de hibridación y 

transcripción inversa, el ARN se purificó siguiendo el protocolo de limpieza del kit Absolutely 

RNA Miniprep (Stratagene). El ARN purificado se resuspendió en agua libre de RNAsas 

(Invitrogene, Carlsbad, California, EE.UU.) y se conservó a -70 ºC hasta su uso. La integridad 

del ARN se valoró mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en tampón Tris-
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borato-EDTA (Tris-borato 90 mM, pH 8,3; EDTA 2 mM), comprobando que aparecían 

nítidamente las bandas correspondientes a los ARNs ribosomales 28S y 18S en una relación 

2:1 aproximadamente. La concentración de ARN se midió mediante espectroscopía de 

absorción UV-Vis en un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, 

Bremen, Alemania). 

 

3.3.2. Amplificación, marcaje y purificación de ARN 

La amplificación y marcaje de ARN extraído de ocho pacientes de artrosis y ocho controles se 

llevó a cabo según el protocolo de análisis de expresión génica en microarrays con un color 

de Agilent Technologies (Palo Alto, California, EE.UU.). Brevemente, se sintetizó ADNc a 

partir de 5 μg de ARN total empleando como cebador el oligonucleótido (dT)24 con la 

secuencia promotora de la ARN polimerasa T7 en el extremo 3’ y MMLV-RT. A continuación 

el ADNc se convirtió en ARNc mediante transcripción in vitro empleando ARN polimerasa T7 

en presencia de Cy3-CTP (Perkin Elmer, Waltham, Massachussets, EE.UU.), que amplifica el 

material e incorpora CTP marcada con el fluoróforo Cy3 de manera simultánea. La 

purificación del ARNc marcado y amplificado se llevó a cabo en membranas de sílice 

empleando el kit RNeasy (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. 

 

3.3.3. Hibridación en microarrays 

La hibridación del ARNc marcado con Cy3 se llevó a cabo en microarrays 4 x 44K de genoma 

humano completo G4112F (Agilent Technologies), que contienen más de 41.000 sondas 

(genes únicos y transcritos) recopiladas de las bases de datos RefSeq, Goldenpath Ensembl 

Unigene Human Genome y GenBank depositadas mediante síntesis de oligos in situ 

(Kroninck, 2004; Wang et al., 2006). Se hibridaron 15 μg de ARNc marcado con Cy3 durante 

17 h a 65 ºC en un horno de hibridación G2545A (Agilent Technologies) a 10 rpm. Los 

microarrays se lavaron por centrifugación de acuerdo con las instrucciones del fabricante 

(Agilent Technologies, 2008). 

 

3.3.4. Adquisición y cuantificación de imágenes 

Los microarrays fueron digitalizados a una resolución de 5 μm en un escáner de microarrays 

G2565BA (Agilent Technologies) empleando los ajustes recomendados por el fabricante para 

microarrays con formato 4 x 44K de un color. El procesamiento de las imágenes digitales y el 

cálculo de la intensidad de la señal de cada sonda del microarray se llevaron a cabo 

mediante el programa Feature Extraction 9.1.3.1 (Agilent Technologies) empleando el 
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Figura 3.2. Representación esquemática de la metodología empleada para el análisis de la expresión génica 
diferencial en MSCs de pacientes con artrosis en comparación con individuos control mediante microarrays de 
genoma humano completo. ADNc, ácido desoxirribunucleico complementario; ARNc y ARNm, ácido 
ribonucleico complementario y mensajero respectivamente; CTP, citosina trifosfato; MMLV-RT, transcriptasa 
inversa del virus de la leucemia murina de Moloney; NTP, nucleósido-trifosfato.
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protocolo de extracción de datos recomendado por el fabricante para este tipo de 

microarrays (Agilent Technologies, 2004). Las imágenes de los microarrays se 

inspeccionaron en detalle en busca de artefactos atribuibles a una incorrecta hibridación. 

 

3.3.5. Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico dirigido a la cuantificación de la expresión génica diferencial entre 

pacientes con artrosis e individuos control, así como al estudio de la abundancia de términos 

GO en dichos genes, el posible enriquecimiento de determinados conjuntos de genes y las 

posibles interacciones entre las correspondientes proteínas, se empleó la plataforma R 

(Chambers, 2008), junto con determinados paquetes del proyecto Bioconductor (Gentleman 

et al., 2004) y aplicaciones como GeneCodis2 (Carmona-Saez et al., 2007; Nogales-Cadenas 

et al., 2009), GSEA (Subramanian et al., 2005) y STRING (Jensen et al., 2009) (Fig. 3.3).  

 

3.3.5.1. Preprocesamiento de datos 

Los datos de cuantificación de imágenes provenientes de Feature Extraction fueron 

importados en R y procesados mediante el paquete Agi4x44PreProcess de Bioconductor. Se 

tomaron MeanSignal y BGMeanSignal como señales principal y de fondo respectivamente. A 

fin de minimizar posibles diferencias originadas por la variación experimental en los procesos 

de marcaje, hibridación, lavado y digitalización (Knudsen, 2002), se utilizaron distintas 

funciones del paquete Limma (Smyth, 2005) para efectuar la sustracción de la señal de 

fondo y la normalización de los datos. Primero se empleó la función backgroundCorrect con 

el método half para sustraer la señal de fondo de la señal principal, que el programa Feature 

Extraction proporciona por separado, y asignar el valor 0,5 a las señales que estaban por 

debajo de este valor a fin de obtener intensidades corregidas positivas; a continuación se 

llevó a cabo la normalización entre microarrays mediante la función normalizeBetweenArrays 

con el método quantile (Bolstad et al., 2003). Además, se sumó el valor 50 a las intensidades 

antes de la transformación logarítmica de manera que las relaciones logarítmicas tendiesen a 

cero para las intensidades más bajas y así reducir la variabilidad de la señales más tenues. 

 El programa Feature Extraction adjunta a cada dato indicadores que señalan diversas 

propiedades de la cuantificación de la señal, los cuales pueden emplearse para filtrar señales 

que no cumplan determinados criterios de calidad. La normalización de los datos se llevó a 

cabo de forma previa a los procesos de filtrado, ya que si bien buena parte de las sondas 

que posteriormente resulten descartadas por el filtrado corresponden a señales indiscernibles 

de la señal de fondo, tratándose por tanto de sondas no expresadas por el sistema biológico 

en estudio, es interesante conservar sus valores a la hora de normalizar los datos a fin de 
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hacer uso de la máxima cantidad de información posible. Posteriormente, los indicadores 

proporcionados por Feature Extraction se emplearon para descartar aquellos datos 

correspondientes a controles, valores situados fuera del intervalo dinámico del escáner y 

valores extremos. Para delimitar los datos que se encontraban dentro del intervalo dinámico 

se consideraron tres niveles independientes de filtrado: señal discernible del fondo, señal 

encontrada y señal no saturada. En cada etapa de filtrado se exigió que como mínimo el 

75% de las réplicas de al menos una condición experimental mostrasen el indicador de que 

la señal estaba dentro del intervalo dinámico; además, se descartaron las sondas cuyo 

porcentaje de réplicas que mostraban el indicador de presencia de valores extremos 

superaba el 25% en al menos una condición experimental. Los microarrays 4 x 44K de 

genoma humano completo G4112F constan de un conjunto de sondas no control que 

pueden tener hasta diez réplicas situadas en distintas posiciones del microarray. El cálculo de 

la media de intensidades de cada conjunto de sondas replicadas permitió estimar la 

reproducibilidad a través del coeficiente de variación. Una vez completado el procesamiento 

de los datos, se obtuvieron 21.255 datos válidos para el análisis estadístico. Mediante el 

paquete de anotaciones de Bioconductor hgug4112a.db se asignaron a cada sonda los 

correspondientes código de acceso, símbolo, descripción e identificadores GO de la base de 

datos Gene Ontology (The Gene Ontology Consortium, 2000). 
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Figura 3.3. Representación esquemática del flujo de trabajo observado en el análisis estadístico de 
la expresión génica diferencial en MSCs de pacientes con artrosis en comparación con individuos 
control mediante microarrays de genoma humano completo. FDR, proporción de falsos positivos; GO, 
gene ontology; MSC, célula madre mesenquimal. 
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3.3.5.2. Determinación de genes diferencialmente expresados 

Para la determinación de los genes diferencialmente expresados entre pacientes con artrosis 

e individuos control de manera estadísticamente significativa se emplearon las capacidades 

de modelado lineal del paquete Limma (Smyth, 2005) de Bioconductor. Limma hace uso de 

métodos bayesianos empíricos e incorpora herramientas estadísticas que tienen en cuenta la 

multiplicidad de los ensayos. Para la estimación del efecto del estado (artrosis frente a 

control) se ajustó a cada gen un modelo lineal del tipo: 
 

yij = τi + eij ,                                                                               (3.1) 
 

donde yij es la observación correspondiente al estado i en el individuo j, τi el efecto del 

estado i y eij el error experimental, que se asume distribuido normalmente con media 0 y 

varianza σe
2. Los genes expresados diferencialmente debido a diferencias de estado se 

descubrieron estableciendo la hipótesis nula de ausencia de diferencias entre τi  para cada 

gen. La proporción de falsos positivos (false discovery rate, FDR), i.e. la proporción de genes 

sin expresión diferencial real que son considerados diferencialmente expresados, se estimó 

mediante el método de Benjamini y Hochberg (Benjamini y Hochberg, 1995) incorporado en 

el paquete Limma. 

 

3.3.5.3. Análisis de enriquecimiento de términos GO 

Se empleó el programa GeneCodis2 (Carmona-Saez et al., 2007; Nogales-Cadenas et al., 

2009) para determinar la abundancia de términos GO (proceso biológico, función molecular y 

componente celular) y KEGG (Kanehisa y Goto, 2000) en el conjunto de genes expresados 

diferencialmente de forma significativa. Este programa determina los p-valores 

hipergeométricos para la sobrerrepresentación e infrarrepresentación de cada término GO y 

KEGG en las anotaciones GO y KEGG de los genes seleccionados mediante un test 

hipergeométrico que compara la distribución de términos en un universo definido de genes 

con la distribución de términos en el conjunto de genes seleccionados. Para determinar 

diferencias significativas (p < 0,05) en la distribución de los distintos términos GO en genes 

regulados al alza o a la baja se empleó una prueba χ2. 

 

3.3.5.4. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes 

Se empleó el programa GSEA (Subramanian et al., 2005) para investigar la posibilidad de 

que determinados conjuntos de genes (grupos de genes que comparten función biológica, 

localización cromosómica o regulación) definidos a priori exhibiesen diferencias significativas 

entre pacientes con artrosis e individuos control. El método consta esencialmente de tres 

etapas: i) cálculo de la puntuación de enriquecimiento, que refleja en qué medida un 
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determinado conjunto de genes se encuentra sobrerrepresentado en los extremos (superior 

o inferior) de la lista de genes ordenada de acuerdo con el nivel de expresión diferencial; ii) 

estimación del grado de significación estadística de la puntuación de enriquecimiento 

mediante un test empírico de permutación fenotípica que respeta las complejas correlaciones 

que existen entre los datos de expresión diferencial; y iii) reajuste de la significación 

estimada para adaptarla a ensayos de comparaciones múltiples. 

Para el análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes se emplearon los 249 

elementos incluidos en el conjunto de genes Biocarta de la base de datos de GSEA más un 

conjunto adicional formado por los 43 genes del colágeno humano (Tabla Complementaria 

1). La FDR se estimó permutando las etiquetas de los conjuntos de genes 1000 veces. 

 

3.3.5.5. Análisis de interacciones proteicas 

Se empleó el programa STRING 8.2 (Jensen et al., 2009) para determinar posibles 

interacciones entre las proteínas codificadas por los genes expresados diferencialmente de 

forma significativa. STRING rastrea interacciones proteína-proteína de tipo directo (físicas) e 

indirecto (funcionales), recopiladas a partir de numerosas bases de datos entre las que se 

encuentran KEGG y GO. Este conjunto de interacciones predefinidas se complementa con 

interacciones predichas mediante modelos computacionales de asociación funcional y 

coexpresión (Harrington et al., 2008; Skrabanek et al., 2008). El programa incorpora además 

información obtenida mediante minería de texto de fuentes como Saccharomyces Genome 

Database (SGD) (Nash et al., 2007) y Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) 

(McKusick, 1998), así como interacciones transferidas entre organismos tras evaluar en qué 

medida una determinada interacción entre proteínas que se encuentran conservadas en 

varios organismos puede considerarse común a ellos (von Mering et al., 2005). En total 

STRING almacena ca. 5·107 interacciones.  

 

3.4. ANÁLISIS DIFERENCIAL DE LA EXPRESIÓN PROTEICA 

El análisis diferencial de la expresión proteica de MSCs y condrocitos entre pacientes con 

artrosis e individuos control se llevó a cabo en la Unidad de Proteómica del CNIC. Los 

extractos proteicos marcados fueron analizados mediante 2D-DIGE. A continuación, el 

análisis estadístico detallado de las imágenes digitales de los geles 2D así obtenidos permitió 

cuantificar los cambios significativos en la expresión proteica (Fig. 3.4). Finalmente, las 

proteínas de interés fueron recortadas de geles 2D teñidos con AgNO3, digeridas con tripsina 

e identificadas mediante búsqueda en bases de datos a partir de la información de masa 

proporcionada por los correspondientes espectros MALDI-MS y MALDI-MS/MS. 
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Figura 3.4. Representación esquemática de la metodología empleada para el análisis de la expresión 
diferencial proteica en MSCs y condrocitos de pacientes con artrosis (muestra A) en comparación con 
individuos control (muestra B) mediante 2D-DIGE. 2D-DIGE, electroforesis diferencial en geles 
bidimensionales; CHAPS, 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato; Em, emisión; Ex, 
excitación; IEF, isoelectroenfoque; MM, masa molecular; pI, punto isoeléctrico; SDS-PAGE, electroforesis en 
geles de poliacrilamida en presencia de SDS.  
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3.4.1. Preparación de extractos proteicos 

3.4.1.1. Preparación de extractos proteicos para el análisis 2D-DIGE 

Las células tripsinizadas fueron lavadas con PBS y centrifugadas. El precipitado de células se 

trató con tampón de lisis (Tris-HCl 30 mM pH 8,5; urea 7 M; tiourea 2 M, CHAPS 4% (p/v); 

DTT 50 mM) y se molió en mortero con resina empleando el kit Grinding (GE Healthcare, 

Little Chalfont, Reino Unido). Se utilizó el kit 2D Clean-Up (GE healthcare) para precipitar las 

proteínas, las cuales se recogieron por centrifugación a 14 krpm. La resuspensión se llevó a 

cabo en tampón de lisis sin DTT, ya que los agentes reductores interfieren en el proceso de 

marcaje, ajustando el pH a 8,5 a 4 ºC cuando fue necesario. Se midió la concentración de 

proteínas empleando el kit RCDC Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, EE.UU). 

 

3.4.1.2. Preparación de extractos proteicos para el análisis SRM 

Las MSCs tripsinizadas fueron lavadas con PBS y centrifugadas. El precipitado de células se 

trató con tampón de lisis (Tris-HCl 30 mM pH 8,5; urea 7 M; tiourea 2 M, CHAPS 4% (p/v); 

DTT 50 mM) y se molió en mortero con resina empleando el kit Grinding (GE Healthcare, 

Little Chalfont, Reino Unido). Se midió la concentración de proteínas empleando el kit RCDC 

Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, EE.UU). 

 

3.4.2. Marcaje de proteínas 

Se llevó a cabo un marcaje mínimo de los extractos proteicos resuspendidos en tampón de 

lisis sin DTT provenientes de pacientes con artrosis y de controles con fractura de cadera sin 

artrosis empleando los fluoróforos CyDye DIGE de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante (GE Healthcare). Brevemente, se marcaron por separado 50 μg de cada extracto 

proteico a 0 ºC en la oscuridad durante 30 min con 400 pmol de los N-hidroxisuccinimida 

ésteres de los colorantes de cianina Cy3 o Cy5 disueltos en dimetilformamida (pureza 

99,8%, Sigma-Aldrich). El estándar interno, formado por la mezcla equimolecular de todos 

los extractos proteicos, se marcó con el fluoróforo Cy2 de forma análoga. La reacción de 

marcaje fue detenida añadiendo 1 μl de L-lisina 10 mM (Sigma-Aldrich) y se dejó la mezcla 

en hielo durante 10 min. Tras el marcaje y la parada, se mezclaron apropiadamente las 

muestras y se añadió tampón de rehidratación (urea 7 M; tiourea 2 M; CHAPS 4% (p/v)) con 

DTT 50 mM más tampón IPG pH 4-7 0,8% (v/v) para el análisis de MSCs o tampón IPG pH 

3-11 NL 0,8% (v/v) para el análisis de condrocitos. Para evitar posibles sesgos originados 

por las distintas propiedades espectrales de los fluoróforos los extractos proteicos fueron 

marcados con fluoróforo Cy5 o Cy3 empleando la técnica dye-switching. 
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3.4.3. Electroforesis bidimensional  

Se empleó la técnica cup loading (Görg et al., 1988) para cargar las muestras en tiras 

previamente rehidratadas en tampón de rehidratación con DTT más tampón IPG pH 4-7 

(MSCs) o en tampón de rehidratación con disulfuro de hidroxietilo 100 mM (DeStreak, GE 

Healthcare) más tampón IPG pH 3-11 NL (condrocitos). Se emplearon tiras de 24 cm 

Immobiline DryStrip, pH 4-7 (MSCs) o 3-11 NL (condrocitos) (GE Healthcare), las cuales se 

sometieron a IEF (primera dimensión) en un equipo IPGPhor II (GE Healthcare) hasta 

alcanzar el estado estacionario (42 kVh para pH 4-7 y 35 kVh para pH 3-11 NL). Para la 

separación en la segunda dimensión se utilizaron geles SDS-PAGE (Laemmli, 1970) al 12% 

(p/v) de poliacrilamida (26 x 20 cm) preparados en vidrio de baja fluorescencia. La 

electroforesis se llevó a cabo en un equipo Ettan DALT Six (GE Healthcare) a 25 ºC a 2 

W/gel durante 1 h y a 15 W/gel hasta que la marca de colorante hubo migrado del gel. 

 

3.4.4. Adquisición y análisis de imágenes 

Tras la electroforesis, los geles fueron digitalizados en un escáner de fluorescencia variable 

Typhoon 9400 (GE Healthcare) empleando las longitudes de onda y filtros adecuados para 

cada uno de los fluoróforos utilizados (Cy2, Cy3 y Cy5) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. Las imágenes, adquiridas con una resolución de 100 μm, fueron cargadas a 

través del módulo Image Loader del programa de análisis diferencial DeCyder (GE 

Healthcare) (Karp et al., 2004) para llevar a cabo la cuantificación relativa de proteínas entre 

sujetos con artrosis y sujetos control. En un primer paso, se empleo el módulo DIA 

(differential in-gel analysis, análisis diferencial en gel) para la detección conjunta de las tres 

imágenes de cada gel (estándar interno y dos muestras), realizándose de forma automática 

la sustracción de fondo, cuantificación y normalización de las señales a fin de obtener una 

medida precisa y coherente de la intensidad de cada mancha de proteína en función de los 

volúmenes correspondientes a los canales Cy3 y Cy5 relativos al volumen del canal estándar 

Cy2. A continuación se empleó el módulo BVA (biological variation analysis, análisis de la 

variación biológica) para comprobar la consistencia de las diferencias halladas entre pares de 

muestras (pacientes con artrosis y controles) entre los distintos geles, para lo cual las 

imágenes procesadas con el módulo DIA para cada gel fueron comparadas entre sí 

empleando el estándar interno (canal Cy2) de cada gel como referencia.  

Se empleó el test de Student para comparar las ratios promedio correspondientes a 

cada mancha entre pacientes con artrosis y controles, i.e. las diferencias en los niveles de 

expresión, considerándose significativas las variaciones que se encontraban dentro del 

intervalo de confianza del 95% (p < 0,05). Por otra parte, el análisis de componentes 
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principales (ACP) proporcionado por el módulo EDA (extended data analysis, análisis de 

datos ampliado) puso de manifiesto que los pacientes con artrosis podían discriminarse 

eficazmente de los controles sobre la base de los valores de expresión de las proteínas 

detectadas. Se empleó la varianza como medida de la variabilidad, observándose que las 

varianzas eran muy pequeñas. De esta forma, se estableció como punto de corte de 

expresión diferencial una ratio de volumen diferencial de 1,5 (MSCs) o 1,2 (condrocitos), 

junto con un test de Student significativo. 

 

3.4.5. Tinción con nitrato de plata 

Para la tinción con AgNO3 de los geles 2D previamente empleados en la adquisición y análisis 

de imágenes se utilizó el kit Silver Staining (GE Healthcare), basado en el método descrito 

por Heukeshoven y Dernick (1985), siguiendo las recomendaciones de Yan et al. (2000). En 

los pasos que se describen a continuación, los geles fueron sumergidos en 100 ml de la 

correspondiente solución en recipientes de polietileno o polipropileno de tamaño apropiado 

que se mantuvieron en agitación sobre un agitador de vaivén. Los geles se incubaron a 

temperatura ambiente durante toda la noche en solución de fijación (metanol 15% (v/v) y 

ácido acético 7% (v/v)). A continuación se aplicó la solución de sensibilización (etanol 30% 

(v/v), tiosulfato sódico 5% (v/v) y acetato sódico 6,8% (p/v)) durante 30 min, tras lo cual se 

efectuaron tres lavados con agua milli-Q de 10 min cada uno. Entonces los geles se 

incubaron durante 20 min con una solución de AgNO3 0,25% (v/v), se lavaron dos veces 

durante 1 min con agua milli-Q y se revelaron incubándolos con una solución que contenía 

Na2CO3 2,5% (p/v) y formaldehído 0,15‰ (v/v). Tras 5-10 min la reacción de revelado se 

detuvo incubando durante otros 20 min con solución de parada (EDTA-Na2 14,6% (p/v)). Los 

geles se lavaron con agua milli-Q y se conservaron a temperatura ambiente hasta el recorte 

de las manchas. 

 

3.4.6. Digestión tríptica de proteínas en gel  

Las manchas de proteína correspondientes a proteínas diferencialmente expresadas entre los 

dos grupos de acuerdo con el análisis mediante DeCyder y EDA fueron recortadas 

manualmente de los geles teñidos con plata, colocadas en microplacas de 96 pocillos de 

polipropileno con el fondo perforado (Bruker-Daltonics, Bremen, Alemania) y digeridas de 

forma automática en un robot digestor Proteineer DP (Bruker-Daltonics) bajo el control de 

dpControl 1.2 (Bruker-Daltonics) cuyo protocolo de operación de fábrica se optimizó a partir 

del método descrito por Shevchenko et al. (2006) empleando manchas de proteína 

recortadas de geles 2D de MSCs adicionales.  
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3.4.6.1. Optimización del protocolo de digestión automática en gel 

En colaboración con el Dr. Peter Hufnagel de Bruker (Bremen, Alemania) se recortaron un 

total de 539 manchas de proteína de geles 2D de MSCs adicionales teñidos con AgNO3 a fin 

de estudiar de forma sistemática un número de variables relacionadas con el proceso de 

digestión entre las que se incluían: 

i) Lavado de iones Ag+: se escindieron 141 manchas en dos mitades aproximadas, 

una de las cuales se sometió al lavado previo de iones Ag+ propuesto por Gharahdaghi et al. 

(1999): se incubó el pedazo de gel con tiosulfato sódico (Sigma-Aldrich) 50 mM más 

ferricianuro potásico (Sigma-Aldrich) 15 mM hasta que hubo desaparecido la característica 

coloración marrón (ca. 5 min), tras lo cual se descartó la solución y se lavó el pedazo de gel 

con NH4HCO3 50 mM (pureza: 99,5%; Sigma-Aldrich) dos veces. La otra mitad de las 141 

muestras se lavó dos veces con NH4HCO3 50 mM. Los 282 pedazos de gel resultantes se 

procesaron simultáneamente de forma automática como se describe más abajo 

(concentración de tripsina: 15 mg/l, tiempo de digestión: 10 h); 

ii) Concentración de tripsina: se escindieron 137 manchas en cuatro fracciones 

aproximadamente equivalentes que fueron procesadas simultáneamente de forma 

automática como se describe más abajo con distintas concentraciones de tripsina porcina 

modificada (calidad secuenciación; Promega): 25, 15, 8 y 2 mg/l durante 10 h; 

iii) Tiempo de incubación con tripsina: se escindieron 139 manchas en cuatro 

fracciones aproximadamente equivalentes que fueron procesadas simultáneamente de forma 

automática como se describe más abajo con distintos tiempos de incubación con tripsina 

porcina modificada a 15 mg/l: 22, 10, 6 y 2 h; 

iv) Extracción con acetonitrilo: se escindieron 122 manchas en dos mitades 

aproximadas que fueron procesadas simultáneamente de forma automática (concentración 

de tripsina: 15 mg/l, tiempo de digestión: 10 h) como se describe más abajo, con la 

diferencia de que tras transferir los digeridos a placas de polipropileno de 96 pocillos  

(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania) una de las mitades se incubó adicionalmente 

con acetonitrilo (calidad HPLC; Merck, Darmstadt, Alemania) durante 20 min a 37 ºC, tras lo 

cual la disolución fue mezclada por centrifugación con los digeridos anteriores. 

 Las 1.630 fracciones de gel resultantes fueron sometidas a reducción con DTT 10 mM 

en NH4HCO3 50 mM durante 30 min a 56 ºC. A continuación, las proteínas fueron alquiladas 

con yodoacetamida (Sigma-Aldrich) 55 mM en NH4HCO3 50 mM durante 20 min a 25 ºC. 

Después las manchas de proteína se lavaron con NH4HCO3 50 mM y acetonitrilo (calidad 

HPLC; Merck, Darmstadt, Alemania) y fueron secadas en corriente de nitrógeno. A 

continuación se añadió tripsina porcina modificada (calidad secuenciación; Promega, 
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Madison, Wisconsin, EE.UU.) en NH4HCO3 50 mM y se dejó transcurrir la digestión a 37 ºC. 

Finalmente, los digeridos fueron transferidos por centrifugación a microplacas de 

polipropileno de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania) y llevados a 

sequedad mediante centrifugación en vacío. La normalidad de las variables (m/z, s/n, 

intensidad absoluta, intensidad relativa, resolución y anchura del pico a la mitad del máximo 

en el espectro MALDI-MS del digerido, Sección 3.4.8) se determinó mediante el test de 

Shapiro-Wilk. Para la comparación estadística de los grupos se utilizó la el test t de Student 

(dos grupos) o el análisis de la varianza (cuatro grupos). Se consideraron estadísticamente 

significativos los valores de p < 0,05. 

 

3.4.6.2. Digestión tríptica de proteínas diferenciales en gel 

Las manchas correspondientes a proteínas diferencialmente expresadas fueron reducidas con 

DTT 10 mM en NH4HCO3 50 mM durante 30 min a 56 ºC. A continuación, las proteínas 

fueron alquiladas con yodoacetamida 55 mM en NH4HCO3 50 mM durante 20 min a 25 ºC. 

Después las manchas de proteína se lavaron con NH4HCO3 50 mM y acetonitrilo y fueron 

secadas en corriente de nitrógeno. A continuación se añadió tripsina porcina modificada a 

una concentración de 8 mg/l en NH4HCO3 50 mM y se dejó transcurrir la digestión durante 6 

h a 37 ºC. Finalmente, los digeridos fueron transferidos por centrifugación a microplacas de 

polipropileno de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania) y llevados a 

sequedad mediante centrifugación en vacío.  

 

3.4.7. Digestión tríptica de extractos proteicos en geles SDS-PAGE 

Los extractos proteicos tratados con tampón de lisis (150 μg) (Apartado 3.4.1.2) fueron 

separados en geles  SDS-PAGE (Laemli, 1970) al 12%  (p/v) de poliacrilamida (10 x 7 cm). 

La electroforesis se llevó a cabo en un equipo Mini-Protean (Bio-Rad) a 25 ºC a 40 V sólo 

hasta la entrada del frente en el gel separador. Tras la tinción con azul de Coomassie se 

recortaron tres bandas consecutivas de ca. 8 x 2 mm. Las bandas se incubaron con 

acetonitrilo durante 10 min, tras lo cual se retiró el sobrenadante y se incubaron con DTT 10 

mM en NH4HCO3 100 mM durante 30 min a 56 ºC. Tras retirar el DTT se incubó de nuevo 

con acetonitrilo durante 10 min y tras retirar el disolvente las bandas fueron sometidas a 

alquilación con yodoacetamida 55 mM en NH4HCO3 100 mM durante 20 min a 25 ºC. Tras 

retirar la yodoacetamida e incubar de nuevo con acetonitrilo durante 10 min, se retiró el 

disolvente y se añadió tripsina porcina modificada a una concentración de 25 mg/l en 

NH4HCO3 100 mM y se dejó transcurrir la digestión durante 16 h a 37 ºC. 
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3.4.8. Espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF  

Los digeridos secos provenientes de la digestión en gel fueron reconstituidos con ácido α-

ciano-4-hidroxicinámico (Bruker-Daltonics) a 0,25 g/l en acetonitrilo acuoso al 33% y 0,25% 

de ácido trifluoroacético (pureza: 99,5%; Sigma-Aldrich). Una alícuota de 0,4 μl de esta 

disolución se depositó (por triplicado para las 768 muestras empleadas en la optimización del 

protocolo de digestión automática en gel) en un portamuestras MALDI con pocillos de 600 

μm de diámetro (AnchorChip, Bruker-Daltonics) (Schuerenberg et al., 2000) y se dejó secar 

a temperatura ambiente. Los espectros MALDI-MS y MALDI-MS/MS se obtuvieron de forma 

automática en un espectrómetro de masas MALDI Ultraflex (Bruker-Daltonics) equipado con 

un dispositivo LIFT-MS/MS (Suckau et al., 2003) bajo el control de flexControl 2.2 (Bruker-

Daltonics). Los espectros de masas se midieron en modo positivo, a una frecuencia de láser 

de 50 Hz, y se acumularon entre 100 y 1000 espectros individuales. Para el análisis de iones 

fragmento en modo tiempo de vuelo en tándem (TOF/TOF), los precursores fueron 

acelerados a 8 kV y seleccionados mediante una compuerta iónica temporal. Los iones 

fragmento generados mediante descomposición inducida por láser del precursor fueron de 

nuevo acelerados a 19 kV en la cámara LIFT y analizados en el reflector de iones. El análisis 

automático de los datos de masas se llevó a cabo con el software flexAnalysis 2.2 (Bruker-

Daltonics). Los espectros MALDI-MS fueron etiquetados mediante el algoritmo SNAP 

(Rockwood y Van Orden, 1996) y calibrados internamente empleando como referencia dos 

señales de masa correspondientes a péptidos provenientes de la autolisis de la tripsina (m/z 

= 842,510 y m/z = 2211,105); a continuación, se eliminaron las etiquetas de señales de 

masa atribuibles a queratinas humanas contaminantes, autolisis de tripsina y oxidación de 

metionina (+15,995 Da). La calibración para las medidas MALDI-MS/MS se realizó con los 

espectros de fragmentación de las señales protonadas monoisotópicas de una mezcla de 

péptidos que cubría el intervalo m/z = 800-3200 (Peptide calibration standard II, Bruker-

Daltonics). Se empleó una aplicación desarrollada ad hoc en Visual Basic 6.3 (Microsoft 

Corporation, Redmon, Washington, EE.UU.) para extraer de cada uno de los 4.890 espectros 

MALDI-MS provenientes de las muestras empleadas en la optimización del protocolo de 

digestión automática en gel (n = 539 manchas, 1.630 fracciones) los siguientes parámetros 

almacenados por flexAnalysis 2.2: m/z, s/n, intensidad absoluta, intensidad relativa, 

resolución y anchura del pico a la mitad del máximo. 

 

3.4.9. Identificación de proteínas mediante búsqueda en bases de datos  

Los datos de MALDI-MS y MS/MS fueron combinados mediante el programa BioTools 3.0 

(Bruker-Daltonics) para buscar en la base de datos no redundante NCBInr (versión 
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20070421, ca. 4,2·106 entradas; National Center for Biotechnology Information, Bethesda, 

Maryland, EE.UU.) empleando el software Mascot (Matrix Science, Londres, Reino Unido) 

(Perkins et al., 1999). Los principales parámetros iniciales de búsqueda fueron: tripsina como 

enzima, carbamidometilcisteína como modificación fija, posibilidad de un corte fallido del 

enzima, tolerancia de 20 ppm en los datos de MALDI-MS y tolerancia de 0,5 Da en los datos 

de MALDI-MS/MS. Los espectros MALDI-MS y MALDI-MS/MS, así como los resultados de la 

búsqueda en bases de datos, fueron revisados manualmente en detalle utilizando los 

programas flexAnalysis 2.2, BioTools 3.0 y Mascot. 

 

3.4.10. Archivado de datos de identificación de proteínas 

Tras el refinamiento de los datos de masas y la iteración de las búsquedas la información 

fundamental relativa a los resultados finales de identificación de proteínas se archivó de 

forma organizada empleando una aplicación desarrollada ad hoc en Visual Basic 6.3 

(Camafeita et al., 2005). Tomando como punto de partida la hoja de cálculo en que se 

detallan las manchas de proteína a procesar, los procedimientos a emplear en el robot 

digestor y los métodos de análisis en el espectrómetro de masas, esta aplicación agrupa y 

organiza la información almacenada por BioTools en archivos de texto e hipertexto de 

manera individual para cada muestra en una única hoja de cálculo con vínculos internos que 

facilitan el acceso instantáneo a espectros MALDI-MS y MALDI-MS/MS, códigos de acceso, 

valores esperados y puntuaciones Mascot, valores de pI y MM, secuencias peptídicas y 

cobertura de secuencia, así como hipervínculos hacia las correspondientes anotaciones de la 

base de datos NCBInr (Fig. 3.5). 
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Figura 3.5. Diagrama de flujo de la aplicación desarrollada para el archivado de la información fundamental 
relativa a los datos finales de identificación de proteínas. Id., identificación; MS, espectrometría de masas; MS2, 
espectrometría de masas en tándem; XML, lenguaje de marcado extensible. 
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3.4.11. Obtención de la función biológica de proteínas 

La información sobre las proteínas reguladas diferencialmente en MSCs y condrocitos entre 

pacientes con artrosis y controles se obtuvo de diversos servidores de información 

proteómica: RCSB Protein Data Bank (Berman et al., 2000), Babelomics (Al-Shahrour et al., 

2005b), ExPASy (Gasteiger et al., 2003), iHOP (Hoffmann y Valencia, 2004) y EBIMed 

(Rebholz-Schuhmann et al., 2007). Estos servidores reúnen información proveniente de las 

principales bases de datos de proteínas de acceso público.  

 

3.4.12. Análisis de interacciones proteicas 

Se empleó el programa STRING 8.2 (Jensen et al., 2009) para determinar posibles 

interacciones entre las proteínas expresadas diferencialmente de forma significativa. STRING 

rastrea interacciones proteína-proteína de tipo directo (físicas) e indirecto (funcionales), 

tanto teóricas como experimentales, recopiladas a partir de fuentes como el contexto 

genómico, los datos experimentales y de coexpresión y la información previa (véase 

Apartado 3.3.5.5).  

 

3.4.13. Validación de los estudios de expresión proteica mediante SRM 

Se escogieron tres transiciones precursor-diagnóstico para ocho de las proteínas que se 

encontraron reguladas en las MSCs de pacientes con artrosis siguiendo las recomendaciones 

de James y Jorgensen (2010). Los péptidos precursores proteotípicos (Brunner et al., 2007; 

Kuster et al., 2005) y los correspondientes iones fragmento diagnósticos (iones de la serie y) 

se escogieron de acuerdo con la información previa disponible en PeptideAtlas (Deutsch et 

al., 2008) y la predicción bioinformática de PeptideSieve (Mallick et al., 2007) a fin de 

optimizar la sensibilidad y la especificidad del ensayo.  

La mezcla de péptidos trípticos proveniente de la digestión de extractos proteicos en 

geles SDS-PAGE (Apartado 3.4.7) fue llevada a sequedad mediante centrifugación en vacío. 

El material seco se reconstituyó en 30 μl de ácido acético (calidad HPLC, Merck) al 0,5% 

(v/v) y fue inyectado en una microcolumna de fase inversa C-18 de 300 μm de diámetro 

interno y 5 mm de longitud (PepMap 300, LC Packings, Ámsterdam, Holanda) para eliminar 

sales. Los péptidos fueron analizados en un gradiente continuo de acetonitrilo (calidad HPLC, 

Merck) en una nanocolumna casera de fase inversa C-18 (Mediterranea Sea, Teknokroma, 

Barcelona, España) de 100 μm de diámetro interno y 15 cm de longitud. El gradiente se 

desarrolló de 2% a 40% de solución B (95% de acetonitrilo y 0,5% de ácido acético) en 39 

min y de 50% a 90% de solución B en 1 min. Se aplicó un flujo de ca. 300 nl/min para eluir 

los péptidos de la nanocolumna e introducirlos en una aguja de nanoelectronebulización 
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(New Objective, Woburn, Massachussets, EE.UU.) para su ionización y fragmentación en 

tiempo real en un espectrómetro de masas híbrido de triple cuadrupolo (4000 Q-Trap LC-

MS/MS System, Applied Biosystems, Foster City, California, EE.UU.). Los iones precursores 

de interés fueron filtrados en Q1 y los correspondientes iones diagnóstico fueron rastreados 

en Q3. Tras el experimento SRM se realizó un barrido de alta resolución seguido de una 

fragmentación inducida por colisión. Se empleó un voltaje de ionización de 3 kV y un 

potencial de declustering de 90 V. Para el experimento de SRM se empleó una energía de 

colisión de 35 V. El análisis de los espectros de masas se realizó mediante el programa 

Analyst 4.1 (Applied Biosystems) y los valores resultantes se emplearon en la cuantificación 

relativa de las proteínas diana. Para la comparación estadística de los grupos (artrosis y 

control) se utilizó la el test t de Student. Se consideraron estadísticamente significativos los 

valores de p < 0,05. 

 

3.5. ENSAYOS QUIMIOTÁCTICOS 

Las MSCs confluentes de seis pacientes de artrosis y seis controles con fractura de cadera sin 

artrosis fueron tripsinizadas, contadas y lavadas por centrifugación. Los ensayos 

quimiotácticos se llevaron a cabo en el Servicio de Reumatología del Hospital Clínico San 

Carlos de Madrid empleando cámaras de cultivo celular de 24 pocillos tipo Transwell 

(Corning, Nueva York, EE.UU.) con inserciones de 6,5 mm de diámetro y membranas de 

policarbonato con 8 μm de poro (Fig. 3.6). Se sembraron 0,1 ml de suspensión celular en 

DMEM (2·104 células) en el compartimento superior y se dejó incubar durante 2 h a 37 ºC en 

CO2 al 5% (v/v) para la fijación y propagación de las células. Una vez fijadas las células a las 

membranas Transwell, se añadieron 0,6 ml de medio de cultivo con 1 ng/ml de rhPDGF-BB 

(R&D Systems Inc., Minneapolis, Minnesota, EE.UU.) al compartimento inferior. Tras 4 h de 

incubación a 37 ºC, se eliminaron las células remanentes de la superficie superior de la 

inserción Transwell

compartimento superior

membrana microporosa

compartimento inferior

inserción Transwell

compartimento superior

membrana microporosa

compartimento inferior

 
Figura 3.6. Representación esquemática de la cámara de cultivo 
celular tipo Transwell empleada para los ensayos quimiotácticos. 
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membrana con un hisopo de algodón, mientras que las células restantes, que habían 

migrado hacia la parte inferior de la membrana, fueron fijadas con formaldehído (Sigma-

Aldrich) al 4% (v/v) y teñidas con cristal violeta (Sigma-Aldrich). Como control se emplearon 

pocillos en cuyo compartimento inferior sólo se había añadido DMEM. Las medidas se 

llevaron a cabo en al menos seis experimentos independientes por triplicado. 

 El recuento de células migradas en los pocillos control y estimulados se llevó a cabo 

en 10 campos aleatorios por pocillo empleando un aumento de 100x. Los resultados se 

expresaron como índice quimiotáctico (IQ), calculado como el número promedio de células 

migradas en los pocillos estimulados dividido entre el número promedio de células migradas 

en los pocillos control. La normalidad de las variables se determinó mediante el test de 

Shapiro-Wilk. Para la comparación estadística de los dos grupos se utilizó la prueba U de 

Mann-Whitney. Se consideraron estadísticamente significativos los valores de p < 0,05. 
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4.1. EXPRESIÓN GÉNICA DIFERENCIAL EN CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES DE 

PACIENTES CON ARTROSIS 

Para el análisis diferencial de la expresión génica en MSCs provenientes de médula ósea de 

pacientes con artrosis e individuos control, los correspondientes extractos de ARN se 

analizaron mediante microarrays de genoma humano completo. Un análisis estadístico 

detallado puso de manifiesto aquellos genes cuya expresión se había alterado de manera 

significativa (Fig. 4.1).  
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Figura 4.1. Representación esquemática de los procedimientos empleados para el análisis de la expresión 
diferencial en muestras de pacientes con artrosis y controles. 
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4.1.1. Perfil de expresión génica 

diferencial 

Para la hibridación del ARNc marcado 

proveniente de MSCs de 8 pacientes con 

artrosis y 8 individuos control con fractura 

de cadera sin artrosis se emplearon 

microarrays de genoma humano completo 

con ca. 41.000 sondas. Una vez 

completadas las distintas etapas de 

procesamiento de las imágenes digitales 

de los microarrays, se encontró un total 

de 21.255 genes válidos para el 

tratamiento estadístico subsiguiente 

(Tabla Complementaria 2). Las señales 

provenientes de estos genes se analizaron 

con métodos bayesianos empíricos a los 

que se incorporaron herramientas que 

consideran la multiplicidad de los ensayos. 

De esta forma se encontraron 1.967 genes 

diferencialmente expresados entre MSCs 

de pacientes con artrosis e individuos 

control a un nivel de significación p < 

0,05. De estos genes 532 (27%) 

mostraron una ratio promedio de cambio 

superior a dos veces, de los cuales 240 (45%) estaban sobreexpresados y 292 (55%) 

infraexpresados en las MSCs de pacientes con artrosis en comparación con los controles (Fig. 

4.2 y Tabla Complementaria 2). Sesenta y un genes (3%) mostraron una ratio promedio 

superior a cinco veces, de los cuales 21 (34%) estaban sobreexpresados y 40 (65%) 

infraexpresados (Tabla 4.1). Finalmente, en 13 genes (0,7%) se encontraron cambios de 

expresión superiores a 10 veces, ocho de los cuales (62%), que codifican diversas 

inmunoglobulinas, lipoproteinlipasa y fosfoproteína secretada 1, se encontraban regulados a 

la baja en las MSCs de pacientes con artrosis en comparación con los controles, mientras 

que dos análogos de quitinasa 3, tenascina XB, osteoglicina y un receptor de quimiocinas 

constituyeron los cinco genes con niveles de sobreexpresión más elevados (Tabla 4.1). 

 

total

> 1,5

> 2

> 5 > 10

 
 
 

Figura 4.2. Expresión génica diferencial en MSCs de 
pacientes con artrosis en comparación con individuos 
control. Se representa el número de total de genes 
sobreexpresados (rojo) e infraexpresados (azul) con p 
< 0,05, así como los correspondientes a ratios 
promedios de cambio > 1,5, > 2, > 5 y > 10 veces. 
MSC, célula madre mesenquimal.
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Tabla 4.1. Los 38 genes con mayor nivel de expresión diferencial en MSCs de pacientes con artrosis de 
acuerdo con el análisis mediante microarrays 

Ratio 
promedioa p-valor Símbolo 

Código 
de 

acceso 
   Nombre    Términos GOb 

+51,2 7,0·10-3 CHI3L1 1116 Chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) 
metabolismo de carbohidratos 
catabolismo de quitina 
matriz extracelular proteica  

+17,7 1,2·10-2 CHI3L2 1117 Chitinase 3-like 2 
metabolismo de carbohidratos 
catabolismo de quitina 
espacio extracelular 

+13,1 1,2·10-2 TNXB 7148 Tenascin XB 
adhesión celular 
transducción de señal 
organización y biogénesis del citoesqueleto 

+11,7 1,510-2 OGN 4969 Osteoglycin 
matriz extracelular proteica 
unión de proteínas 
actividad factor de crecimiento 

+10, 2 1,710-2 CCRL1 51554 Chemokine (C-C motif) receptor-like 1 
quimiotaxis  
respuesta inmune 
transducción de señal 

+9,3 1,110-2 PRG4 10216 Proteoglycan 4 proliferación celular 
espacio extracelular 

+9,0 3,1·10-2 PDPN 10630 Podoplanin 
morfogénesis celular 
linfangiogénesis 
transporte de aminoácidos 

+8,9 1,2·10-2 CLU 1191 Clusterin 
metabolismo de lípidos 
apoptosis 
espacio extracelular  

+8,2 3,1·10-3 BARX1 56033 BARX homeobox 1 
regulación de la transcripción 
señalización celular 
desarrollo tisular 

+8,1 3,7·10-2 CD70 970 CD70 molecule 
apoptosis 
respuesta inmune 
señalización celular 

+7,6 3,3·10-2 MYOC 4653 Myocilin, trabecular meshwork inducible glucocorticoid 
response 

percepción visual 
morfogénesis de estructura anatómica 
espacio extracelular 

+6,2 1,7·10-2 ANGPTL5 253935 Angiopoietin-like 5 transducción de señal 
unión de receptores 

+5,9 4,5·10-2 MMP1 4312 Matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase) 
metabolismo de peptidoglicano 
proteolisis 
catabolismo de colágeno 

+5,9 3,8·10-3 PCOLCE2 26577 Procollagen C-endopeptidase enhancer 2 unión de heparina 

+5,9 1,6·10-2 FGF18 8817 Fibroblast growth factor 18 
osificación 
transducción de señal 
señalización celular 

+5,7 3,8·10-2 NTN1 9423 Netrin 1 
apoptosis 
motilidad celular 
regulación positiva de la proliferación celular 

+5,5 1,4·10-2 AEBP1 165 AE binding protein 1 
desarrollo del citoesqueleto 
proteolisis 
adhesión celular 

+5,5 1,8·10-2 FBLN1 2192 Fibulin 1 
región extracelular 
matriz extracelular proteica 
constituyente estructural de la matriz extracelular 

+5,2 3,0·10-2 EPB41L3 23136 Erythrocyte membrane protein band 4,1-like 3 
organización y biogénesis del citoesqueleto de actina cortical 
unión intercelular 
unión de actina 

-6,5 1,5·10-2 CCL3 6348 Chemokine (C-C motif) ligand 3 
homeostasis de ion calcio celular 
motilidad celular 
quimiotaxis 

-6,7 1,5·10-2 COL11A1 1301 Collagen, type XI, alpha 1 
condensación del cartílago 
organización y biogénesis de la matriz extracelular 
constituyente estructural de la matriz extracelular 

-6,7 1,2·10-2 PLN 5350 Phospholamban 
homeostasis de ion calcio celular 
regulación del transporte de iones calcio 
actividad reguladora de canales de calcio 

-7,1 1,6·10-2 CHRDL2 25884 Chordin-like 2 
osificación 
diferenciación celular 
desarrollo del cartílago  

-7,4 1,3·10-2 CNN1 1264 Calponin 1, basic, smooth muscle 
regulación de la contracción del músculo liso 
organización y biogénesis de la estructura de actomiosina 
unión a actina 

-7,5 1,4·10-2 TYROBP 7305 TYRO protein tyrosine kinase binding protein 
respuesta de defensa celular 
señalización intracelular  
unión de proteínas 

-7,7 1,8·10-2 KCNMB1 3779 Potassium large conductance calcium-activated channel, 
subfamily M, beta member 1 

transporte de iones 
contracción del músculo liso 
proteína integral de membrana 

-7,7 2,4·10-2 ACP5 54 Acid phosphatase 5, tartrate resistant 
proteína integral de membrana 
unión de iones hierro 
actividad hidrolasa 

-8,3 2,5·10-2 IGHM 3507 Immunoglobulin heavy constant mu 
activación de la actividad MAPK 
respuesta inmune 
procesamiento y presentación de antígenos 

-8,4 3,8·10-3 HEYL 26508 Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif-like 
regulación de la transcripción 
vía de señalización Notch 
desarrollo de organismo multicelular  

-8,4 2,6·10-2 IGL@ 3535 Immunoglobulin lambda locus  

-8,7 3,6·10-2 CTA-246H3,1 91353 Similar to omega protein  

-9,9 3,3·10-2 IGLL1 3543 Immunoglobulin lambda-like polypeptide 1 respuesta inmune 
membrana 

-11,5 2,1·10-2 IGHG4 3503 Immunoglobulin heavy constant gamma 4 (G4m marker) 
respuesta inmune 
fracción de membrana 
unión de antígenos 

-13,4 3,1·10-3 LPL 4023 Lipoprotein lipase 
metabolismo de ácidos grasos 
catabolismo de lípidos  
región extracelular  

-15,8 1,6·10-2 IGKC 3514 Immunoglobulin lambda locus 
respuesta inmune 
región extracelular 
unión de antígenos 

-16,2 1,4·10-2 SPP1 6696 Secreted phosphoprotein 1 (osteopontin, bone sialoprotein I, 
early T-lymphocyte activation 1) 

osificación 
adhesión celular 
adhesión célula-matriz 

-37,9 6,6·10-3 IGHA2 3494 Immunoglobulin heavy constant alpha 2 (A2m marker) 
respuesta inmune 
fracción de membrana 
unión de antígenos 

-48,1 1,2·10-2 IGH@ 3492 Immunoglobulin heavy locus  

aLos símbolos “+” y “-” indican aumento o disminución, respectivamente, del nivel de expresión en artrosis en comparación con los controles; bSe muestran sólo algunos 
términos GO representativos; GO, gene ontology; MSC, célula madre mesenquimal. 
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4.1.2. Análisis estadístico de términos GO 

El análisis estadístico de términos GO de los 1.200 genes que resultaron diferencialmente 

expresados con una ratio promedio de cambio superior a 1,5 veces se llevó a cabo mediante 

la aplicación web GeneCodis2, la cual determina los p-valores hipergeométricos para la 

sobrerrepresentación e infrarrepresentación de términos GO y KEGG mediante un test 

hipergeométrico que compara la distribución de términos entre un universo definido de 

genes y el conjunto de genes seleccionados. De esta forma, los 1.032 genes para los que se 

encontraron anotaciones fueron agrupados en diversos términos GO de acuerdo con la 

funcionalidad y localización subcelular de los correspondientes productos proteicos (Fig. 4.3). 

Los tres términos GO más frecuentes en cada categoría fueron: unión de proteínas (198 

genes), actividad receptor (69) y actividad hidrolasa (55) en la categoría función molecular; 

transducción de señal (100 genes), desarrollo (67) y diferenciación (38) en la categoría 

proceso biológico; y citoplasma (244 genes), núcleo (192) y membrana plasmática (179) en 

la categoría componente celular. En la Figura 4.4 se representa la frecuencia de genes 

regulados al alza y a la baja en los términos GO más representativos de cada una de las tres 

categorías mencionadas. Se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) en la 

distribución de algunos términos GO en genes regulados al alza o a la baja de acuerdo con 

una prueba χ2: actividad receptor (menos frecuente en genes regulados al alza en artrosis),  

Función 
molecular

Proceso 
biológico Componente 

celular

Unión proteínas
36%

Actividad receptor
13%

Actividad 
hidrolasa

10%

Actividad factor 
transcripción

10%

Unión calcio
8%

Unión actina 
5%

Actividad 
peptidasa

5%

Transductor de 
señal
5%

Otras
8%

Proceso 
metabólico

8%

Señalización 
celular

6%

Metabolismo de 
carbohidratos

4%

Morfogénesis
3%

Organización 
citoesqueleto

3%

Otros
7%

Transducción 
señal
30%

Desarrollo 
organismo 
multicelular

20%

Diferenciación 
celular
11%

Proliferación 
celular

8%

Citoplasma
23%

Membrana 
plasmática

17%

Región 
extracelular

13%

Espacio 
extracelular

6%

Citosol
6%

Retículo 
endoplásmico

4%

Matriz extracelular 
proteica

2%

Otros
3%

Citoesqueleto
4%

Aparato de Golgi
4%

Núcleo
18%

Función 
molecular

Proceso 
biológico Componente 

celular

Función 
molecular

Proceso 
biológico Componente 

celular

Unión proteínas
36%

Actividad receptor
13%

Actividad 
hidrolasa

10%

Actividad factor 
transcripción

10%

Unión calcio
8%

Unión actina 
5%

Actividad 
peptidasa

5%

Transductor de 
señal
5%

Otras
8%

Proceso 
metabólico

8%

Señalización 
celular

6%

Metabolismo de 
carbohidratos

4%

Morfogénesis
3%

Organización 
citoesqueleto

3%

Otros
7%

Transducción 
señal
30%

Desarrollo 
organismo 
multicelular

20%

Diferenciación 
celular
11%

Proliferación 
celular

8%

Citoplasma
23%

Membrana 
plasmática

17%

Región 
extracelular

13%

Espacio 
extracelular

6%

Citosol
6%

Retículo 
endoplásmico

4%

Matriz extracelular 
proteica

2%

Otros
3%

Citoesqueleto
4%

Aparato de Golgi
4%

Núcleo
18%

Figura 4.3. Distribución de los genes regulados de MSCs en sus distintas categorías 
funcionales. MSC, célula madre mesenquimal. 
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Figura 4.4. Frecuencia de los términos GO más significativos de cada una de las tres categorías 
funcionales (función molecular, proceso biológico y componente celular) en los genes regulados al 
alza (rojo) y a la baja (azul) en las MSCs de fenotipo artrósico. Los términos adscritos de forma
significativamente mayoritaria a genes sobreexpresados o infraexpresados se indican con un 
asterisco. GO, gene ontology; MSC, célula madre mesenquimal. 
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Tabla 4.2. Conjuntos de genes enriquecidos en el fenotipo control de MSCs de 
médula ósea 

Conjunto 
Tamañoa Puntuación 

enriquecimiento

Puntuación 
enriquecimiento 

normalizada 

p-valor 
nominal

q-valor 
FDR 

p-valor 
TEF originalb restringidoc cored

NKTPATHWAY       29         18           5 -0,76 -1,91 0,001 0,026 0,019 

CSKPATHWAY       24         16           9 -0,72 -1,75 0,006 0,093 0,196 

Genes de colágeno       43         30          11 -0,63 -1,77 0,007 0,100 0,144 
aEn número de genes; bEn la base de datos Biocarta; cTras desechar genes ausentes en los datos de 
expresión; dSubconjunto de genes con mayor contribución al enriquecimiento; FDR, proporción de falsos 
positivos; MSC, célula madre mesenquimal; TEF, tasa de error por familia. 

actividad hidrolasa (más frecuente en genes regulados al alza en artrosis), unión a actina 

(menos frecuente) y actividad peptidasa (más frecuente) en la categoría función molecular; 

transducción de señal (menos frecuente), desarrollo (menos frecuente), proceso metabólico 

(más frecuente) y morfogénesis (menos frecuente) en la categoría proceso biológico; y 

membrana plasmática (menos frecuente) y MEC proteica (más frecuente) en la categoría 

componente celular.  
 

Asimismo, el análisis detallado de los elementos comprendidos en los distintos 

términos GO que se describen en las Figuras 4.3 y 4.4 reveló que el término región 

extracelular de la categoría componente celular comprendía los genes de colágeno COL4A1, 

COL4A2, COL8A1, COL10A1 y COL11A1, los cuales se encontraban claramente 

infraexpresados en las MSCs de los pacientes con artrosis. Por su parte, en el término 

desarrollo de la categoría proceso biológico se encontraron tanto genes homeóticos (HOXB3, 

HOXC12, DLX2, HOXB4, HOXC13, SIX6 y SHOX) como otros genes relacionados con la vía de 

señalización Wnt/β-catenina (SFRP2, RUNX3, BARX1, RSPO2, RSPO3, SPP1 y DACT1), todos 

ellos regulados a la baja. 

 

4.1.3. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes 

Mediante la aplicación GSEA se llevó a cabo un análisis de enriquecimiento de conjuntos de 

genes en el conjunto de los datos de expresión en busca de conjuntos de genes definidos a 

priori que exhibiesen diferencias significativas entre pacientes con artrosis e individuos 

control. El análisis de enriquecimiento ignora los conjuntos de genes con menos de 15 genes 

o más de 500 genes, de manera que 148 conjuntos fueron excluidos y el análisis se llevó a 

cabo sobre 102 conjuntos de genes. Se empleó un test-t para clasificar los genes de cada 

conjunto en el total de datos procesados. Además, los genes duplicados del conjunto de 

26.499 genes procesados se excluyeron del análisis, de manera que finalmente el análisis 

GSEA  se  llevó  a  cabo  sobre  14.354  genes.  Para  el  fenotipo  artrósico,  el   análisis   de  
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Figura 4.5. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes en MSCs de pacientes con artrosis. 
Izquierda: diagrama de calor de los 50 genes con mayor nivel de expresión en cada fenotipo 
(artrosis, n = 8 y control, n = 8) del total de 14.354 elementos de la lista ordenada de genes. Sobre 
fondo verde se destacan CCL3 y COL10A1, elementos del subconjunto de genes con mayor 
contribución al enriquecimiento del conjunto NKTPATHWAY y del conjunto de genes de colágeno 
respectivamente. Derecha: Gráfica de enriquecimiento y diagrama de calor de los tres conjuntos de 
genes enriquecidos significativamente con FDR < 25%. La parte superior de cada gráfica muestra el 
perfil de enriquecimiento (■) obtenido a medida que el análisis de enriquecimiento procede a lo largo 
de la lista ordenada de genes para obtener la puntuación de enriquecimiento en el punto de inflexión 
de la función. La parte media de la gráfica de enriquecimiento señala las posiciones que ocupan los 
elementos del conjunto de genes correspondiente en la lista ordenada de genes; los elementos del 
subconjunto de genes con mayor contribución al enriquecimiento del correspondiente conjunto 
(destacados sobre fondo verde en el correspondiente diagrama de calor) aparecen a la derecha del 
punto de inflexión. La parte inferior de la gráfica de enriquecimiento muestra la evolución de la 
métrica de clasificación (■) a lo largo de la lista ordenada de genes. Los valores negativos indican 
correlación con el fenotipo control. FDR, proporción de falsos positivos; MSC, célula madre 
mesenquimal. 
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enriquecimeinto arrojó un total de 32 conjuntos de genes sobreexpresados y ningún 

conjunto significativamente enriquecido, mientras que en el fenotipo control se 

sobreexpresaron 70 conjuntos de genes y tres conjuntos se hallaron significativamente 

enriquecidos con una FDR < 25% (p < 0,25): los dos conjuntos de la base de datos Biocarta 

NKTPATHWAY (FDR = 3%) y CSKPATHWAY (9%) más el conjunto de genes de colágeno 

(FDR = 10%) (Tabla 4.2). El conjunto de genes NKTPATHWAY está constituido por 

receptores de quimiocinas expresados por linfocitos CD4+ durante el proceso de polarización 

celular, receptores que juegan un importante papel en la migración y asentamiento de 

dichas células, mientras que el conjunto CSKPATHWAY comprende genes implicados en la 

modulación de la activación de receptores de linfocitos por la Src quinasa C-terminal. 

 De los 43 elementos que conforman el conjunto de genes de colágeno, 13 fueron 

descartados por el análisis GSEA por no formar parte de los datos de expresión; entre los 30 

elementos restantes se encontró un subconjunto de 11 genes, incluido COL10A1, el único 

marcador molecular de hipertrofia específico de condrocitos descrito hasta la fecha (Zheng et 

al., 2003), que contribuían de forma esencial al enriquecimiento del conjunto de genes de 

colágeno en el fenotipo control de MSCs y, consecuentemente, a la infraexpresión de dicho 

conjunto en el fenotipo artrósico de las MSCs (Fig. 4.5).  

 

4.1.4. Análisis de interacciones proteicas 

Mediante la aplicación STRING se construyó un mapa de posibles interacciones entre las 

proteínas codificadas por los genes comprendidos en el conjunto de los datos de expresión 

de acuerdo con la información acumulada acerca de interacciones de tipo directo (físicas) e 

indirecto (funcionales) (Fig. 4.6). Los nodos más importantes (i.e. los que centralizan un 

mayor número e intensidad de interacciones), ampliamente interconectados, de la red de 

interacciones predichas para las proteínas codificadas por los genes sobreexpresados en las 

MSCs de pacientes con artrosis están ocupados por genes implicados en la organización de 

la MEC (ACAN, PRELP y PDGFRA); la proteólisis y el catabolismo de la MEC (MMP1, CH3L1, 

CH3L2, ANPEP y DPP4) y la osteogénesis (BMP4 y OGN). Entre los genes infraexpresados los 

nodos de interacción más relevantes corresponden a constituyentes del colágeno (COL10A1, 

COL11A1, COL4A1, COL4A2 y COL8A1), así como a genes implicados en la respuesta inmune 

(IGHM, IGHG4, IGLL1, IGL@, IGHG1, C1QA y C1QB); citoesqueleto y motilidad (SPP1, 

ACTA2, CCL3, CCL4, ENPP2, CALD1, CXCR4, LCP1 y CNN1); desarrollo, diferenciación y 

morfogénesis (DACT1, TAGLN, NOG, MYH11, ELN y SORT1); y apoptosis y transducción de 

señales (RUNX3, TGFBR1, SOCS2 y NGFR). 
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4.2. EXPRESIÓN PROTEICA DIFERENCIAL EN CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES 

Y CONDROCITOS DE PACIENTES CON ARTROSIS 

Para el estudio de la expresión diferencial de proteínas en MSCs y condrocitos provenientes 

de pacientes con artrosis e individuos control se analizaron mediante 2D-DIGE los extractos 

proteicos obtenidos a partir de los correspondientes cultivos celulares. Un análisis estadístico 

detallado puso de manifiesto alteraciones significativas en determinadas manchas de 

proteína que fueron sometidas a digestión en gel en un robot digestor cuyo protocolo de 

operación había sido previamente optimizado con el objeto de lograr preparaciones sobre el 

portamuestras MALDI de buena calidad que maximizasen tanto el número de péptidos 

medidos en el análisis de los digeridos mediante MALDI-MS como su s/n (Fig. 4.7). De este 

modo se buscaba optimizar el proceso de identificación de las proteínas diferencialmente 

expresadas mediante búsqueda en bases de datos en términos tanto del porcentaje de 

identificaciones como de cobertura de secuencia y nivel de significación estadística (Fig. 4.1).  

 
 
Figura 4.6. Red de interacciones entre las proteínas codificadas por los genes sobreexpresados (izquierda) e 
infraexpresados (derecha) en las MSCs de pacientes con artrosis de acuerdo con el análisis en microarrays. El 
grosor de las líneas que unen los nodos es proporcional a la intensidad de la interacción. Para facilitar la 
visualización sólo se muestra el detalle del área más rica en nodos de interacción. MSC, célula madre 
mesenquimal.  
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Figura 4.7. Influencia del lavado de iones Ag+ (A), la concentración de tripsina (B), el tiempo de incubación  con 
tripsina (C) y la extracción con acetonitrilo (D) en el número promedio de péptidos medidos en los 
correspondientes espectros MALDI-MS y en su s/n promedio. Se representan los valores máximo y mínimo y la 
media ± DE obtenidos a partir de tres preparaciones MALDI de cada uno de los digeridos de las fracciones de gel 
obtenidas a partir de un total de 539 manchas de proteína recortadas de geles 2D de MSCs. En (A) y (D) se 
muestra una imagen representativa de la correspondiente preparación en el portamuestras MALDI en la que se 
acusa una pérdida de calidad al efectuar el lavado y la extracción respectivamente. El asterisco indica p-valores 
menores de 0,05, los cuales se consideraron significativos. DE, desviación estándar; MALDI, desorción/ionización 
mediante láser asistida por matriz; MS, espectrometría de masas; MSC, célula madre mesenquimal; núm., 
número; péps., péptidos; s/n, relación señal/ruido. 
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4.2.1. Análisis de células madre de pacientes con artrosis 

4.2.1.1. Electroforesis diferencial en geles bidimensionales 

Se analizaron mediante 2D-DIGE los extractos proteicos de MSCs de médula ósea de seis 

pacientes con artrosis y seis individuos control con fractura de cadera sin artrosis. La Figura 

4.8 muestra una imagen representativa de la tinción diferencial de estas proteínas, en la cual 

las proteínas de la muestra de artrosis aparecen en color verde (fluoróforo Cy3), las del 

control en rojo (fluoróforo Cy5) y las del estándar interno, compuesto por la mezcla 

equimolecular de ambos, en azul (fluoróforo Cy2). Mediante el módulo DIA del programa de 

análisis diferencial DeCyder (GE Healthcare) se detectaron un total de 2.384 ± 92 manchas 

(media ± DE; n = 6 artrosis; n = 6, controles) en cada gel analítico que había sido cargado 

con 50 μg de extracto proteico total. Uno de los geles fue excluido del análisis estadístico 

multivariante debido a que su insuficiente resolución en la región alcalina de pI provocaba 

una notable disminución del número de manchas comunes a los seis geles. A partir del 

análisis de componentes principales integrado en el módulo EDA se observó un patrón de 

manchas proteicas diferencial entre muestras de artrosis y controles (Fig 4.9). Del total de 

proteínas detectadas se seleccionaron para su ulterior análisis aquéllas cuya ratio promedio 

Superposición IPG 4-7Cy2 IPG 4-7

Cy3 IPG 4-7 Cy5 IPG 4-7

Superposición IPG 4-7Cy2 IPG 4-7

Cy3 IPG 4-7 Cy5 IPG 4-7

 
 

Figura 4.8. Imagen representativa de la tinción diferencial de extractos 
proteicos de MSCs de médula ósea de pacientes con artrosis (A), individuos 
control (B) y de la mezcla equimolecular de ambos empleada como estándar 
interno (C). En (D) se muestra la imagen resultante de la superposición de las 
tres anteriores. El pH varía de 4 a 7 de izquierda a derecha. MSC, célula madre 
mesenquimal. 
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Figura 4.9. Análisis de componentes principales de 
los patrones de manchas proteicas de MSCs de 
médula ósea de pacientes con artrosis y controles. 
MSC, célula madre mesenquimal. 

de cambio entre muestras de artrosis y controles era igual o superior a 1,5 veces de manera 

significativa (n = 5 en ambos grupos, test t, p < 0,05). De esta manera se encontraron 73 

manchas significativamente alteradas. 

 

4.2.1.2. Identificación de las proteínas diferencialmente expresadas  

Las 73 manchas significativamente alteradas fueron recortadas manualmente de geles 

teñidos con AgNO3 (Fig. 4.10 A) y las correspondientes proteínas digeridas in situ para 

posteriormente ser sometidas al proceso de identificación basado en espectrometría de 

masas y búsqueda en bases de datos. Mediante este abordaje pudieron identificarse 

proteínas de manera significativa (p < 0,05) en un total de 60 manchas (82%). Como 

ejemplos ilustrativos del proceso, la Figura 4.10 B muestra la representación tridimensional 

proporcionada por el programa DeCyder de las proteínas identificadas en tres de las 60 

manchas, mientras que en la Figura 4.10 C aparecen los espectros MALDI-MS y MALDI-

MS/MS que se emplearon para dicha identificación; estos ejemplos ilustran la disminución del 

nivel de vimentina y el aumento de los niveles de catepsina B y estatmina 1 en las MSCs de 

pacientes con artrosis frente a los controles. 

 La Tabla 4.3 muestra los detalles más relevantes acerca de las proteínas 

identificadas, clasificadas de acuerdo con su función biológica, así como las ratios promedio 

de cambio y los p-valores proporcionados por el programa DeCyder. Excluyendo las manchas  

en las que se identificaron queratinas 

humanas (manchas 17, 23, 32, 36 y 54) o 

albúminas (manchas 35, 39, 40, 42 y 55), 

se identificaron 38 proteínas distintas, de 

las cuales cinco aparecen en diversas 

manchas del gel teñido con AgNO3 (Fig. 

4.10 A) correspondientes a movilidades 

aparentes comparables y puntos 

isoeléctricos distintos: vimentina 

(gi|340219; manchas 2, 4, 6, 8 y 9), 

anexina V (gi|4502107; manchas 10 y 

11), GRP78 (gi|386758; manchas 12 y 

14), proteína de choque térmico 27 

(gi|662841; manchas 16, 24, 27 y 38) y 

triosafosfato isomerasa 1 (gi|17389815; 
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Figura 4.10. Estudio de la expresión diferencial de proteínas en MSCs de pacientes con artrosis. (A) Gel 
bidimensional de proteínas de MSCs teñido con AgNO3. Las manchas para las cuales el análisis estadístico 
cuantitativo mostró una ratio de cambio en la expresión ≥ 1,5 veces junto con p < 0,05 en el test de Student se 
destacan en círculos y numeradas en orden creciente de pI y MM. El pH varía de 4 a 7 de izquierda a derecha. 
(B) Representación tridimensional de algunas proteínas diferencialmente expresadas en MSCs de pacientes con 
artrosis en comparación con los individuos control proporcionada por el programa DeCyder. (C) Las manchas 
correspondientes a proteínas diferencialmente expresadas fueron recortadas del gel y sometidas a digestión con 
tripsina. Los digeridos fueron analizados mediante MALDI-MS para obtener las correspondientes huellas 
peptídicas de masa (izquierda), así como los espectros de fragmentación de péptidos seleccionados (indicados 
mediante ▼) (derecha). Esta información de masa se empleó para la identificación de proteínas (Tabla 4.3 y 
Tabla Complementaria 3). MALDI-MS, espectrometría de masas de desorción/ionización mediante láser asistida 
por matriz; MM, masa molecular; MSC, célula madre mesenquimal; pI, punto isoeléctrico. 
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Tabla 4.3. Proteínas diferencialmente expresadas en MSCs de pacientes con artrosis de acuerdo con el
análisis mediante 2D-DIGE y MALDI-MS  

Manchaa Ratio 
promediob p-valor Código 

de acceso Nombre Puntuación
Mascotc 

Valor 
esperado 

MM 
/kDa pI Núm. 

péps. 
Cob. 

sec. /% 

Citoesqueleto/motilidad 

2 -4,17 8,6·10-4 gi|340219 Vimentin 428 3,2·10-38 54 5,1 18 46 

3 -1,64 8,1·10-4 gi|55957228 Phosphoprotein enriched in 
astrocytes 15 125 1,2·10-6 13 5,1 2 23 

4 -5,56 1,8·10-4 gi|340219 Vimentin 248 6,0·10-19 54 5,0 15 36 

6 -3,68 1,7·10-3 gi|340219 Vimentin 364 8,1·10-32 54 5,0 17 39 

8 -3,68 2,4·10-4 gi|340219 Vimentin 294 8,1·10-25 54 5,0 16 44 

9 -2,43 2,1·10-3 gi|340219 Vimentin 491 1,6·10-44 54 5,0 21 48 

13 -1,61 4,1·10-3 gi|15277503 Beta-actin  104 1,5·10-4 41 5,6 6 22 

16 -1,70 6,5·10-3 gi|662841 Heat shock protein 27 93 4,6·10-7 22 7,8 1 5 

18 +1,85 3,1·10-3 gi|15126742 Lamin B1 268 1,1·10-20 67 5,1 10 15 

20 -1,76 7,4·10-3 gi|14389309 Tubulin alpha 6  126 5,1·10-8 51 4,7 7 19 

22 -2,61 8,6·10-3 gi|4501891 Actinin alpha 1 216 5,1·10-17 104 4,9 20 23 

24 -2,35 9,6·10-3 gi|662841 Heat shock protein 27 239 8,6·10-18 22 7,8 7 33 

27 -1,86 2,5·10-3 gi|662841 Heat shock protein 27 131 3,0·10-7 22 7,8 7 36 

37 +7,25 3,0·10-4 gi|15680064 Stathmin 1   112 6,6·10-9 17 8,5 1 10 

38 -2,03 4,4·10-3 gi|662841 Heat shock protein 27 56 3,7·10-3 22 7,8 1 5 

45 -3,20 1,5·10-3 gi|340219 Vimentin 104 1,5·10-4 54 5,1 7 23 

51 -1,93 8,1·10-3 gi|219898 L-caldesmon II 287 7,5·10-23 61 6,3 28 46 

52 -2,09 8,5·10-3 gi|16878176 Moesin 368 6,0·10-31 68 6,0 30 42 

53 -1,97 1,5·10-2 gi|54696696 Annexin A1 255 1,2·10-19 39 6,6 16 52 

59 +4,30 6,0·10-3 gi|58530848 Destrin isoform B 98 3,4·10-5 17 8,6 1 7 

 

Enzimas metabólicas 

5 -1,68 1,4·10-3 gi|119606727 Nudix (nucleoside diphosphate linked 
moiety X)-type motif 5 144 1,8·10-8 20 4,9 2 9 

21 +2,50 8,3·10-3 gi|6005942 Valosin-containing protein  374 8,1·10-33 90 5,1 28 45 

25 +1,90 3,6·10-2 gi|999909 Chain B, cathepsin B 201 1,7·10-15 23 5,2 7 33 

28 -2,42 1,1·10-4 gi|189011546 N-acylsphingosine amidohydrolase 1 
isoform B 123 1,1·10-7 47 8,0 2 2 

29 +1,85 6,3·10-3 gi|57209338 Ubiquitin-activating enzyme E1 277 7,5·10-22 119 5,4 20 26 

33 +1,50 7,6·10-3 gi|10933784 Aminopeptidase B 364 2,7·10-30 73 5,5 18 32 

41 +1,99 4,1·10-3 gi|2274968 Glucosidase II 427 7,5·10-37 107 5,7 28 40 

43 -2,34 1,8·10-3 gi|6996010 Glycyl-tRNA synthetase 135 1,2·10-7 78 5,9 11 20 

46 -1,82 5,1·10-6 gi|17389815 Triosephosphate isomerase 1  148 6,0·10-9 27 6,5 9 42 

48 +1,50 3,5·10-2 gi|4506003 Protein phosphatase 1, catalytic 
subunit, alpha isoform 1 252 4,3·10-19 38 5,9 10 26 

50 -2,50 2,8·10-2 gi|62087970 Dihydropyrimidinase-like 2 variant 172 2,4·10-11 69 5,8 12 27 

56 +2,80 1,6·10-2 gi|62739166 Procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-
dioxygenase 2 isoform B  153 1,9·10-9 85 6,3 9 16 

57 +1,63 1,6·10-4 gi|62087740 Brain glycogen phosphorylase variant 281 5,5·10-22 100 6,5 13 19 

58 -1,75 2,0·10-3 gi|17389815 Triosephosphate isomerase 1 199 4,8·10-14 27 6,5 10 39 

61 -1,75 9,9·10-3 gi|4505753 Phosphoglycerate mutase 1 (brain)  153 1,9·10-10 29 6,7 8 40 
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Tabla 4.3 (continuacion) 

Manchaa Ratio 
promediob p-valor Código 

de acceso Nombre Puntuación
Mascotc 

Valor 
esperado 

MM 
/kDa pI Núm. 

péps. 
Cob. 

sec. /% 

Transportadores 

26 +1,51 9,2·10-3 gi|13938355 ATP6V1B2 protein 194 1,8·10-13 56 5,4 5 11 

30 -2,11 4,7·10-3 gi|13938355 ATP6V1B2 protein 187 7,5·10-13 56 5,4 11 30 

31 -1,92 3,3·10-3 gi|4758788 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 
Fe-S protein 3 190 2,2·10-14 30 7,0 6 20 

44 +1,72 2,3·10-2 gi|10835025 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 
flavoprotein 2, 24kDa  214 8,1·10-17 28 8,2 8 28 

 

Otros 

1 -3,66 4,2·10-3 gi|14603330 Reticulocalbin 1, precursor 140 3,8·10-8 39 4,9 6 24 

10 -1,61 7,1·10-3 gi|4502107 Annexin 5  194 1,5·10-13 36 4,7 11 33 

11 -2,41 6,5·10-5 gi|4502107 Annexin 5 162 2,4·10-10 36 4,7 9 29 

12 -4,09 5,9·10-3 gi|386758 GRP78 precursor 211 1,8·10-16 72 5,0 12 26 

14 -3,08 2,3·10-2 gi|386758 GRP78 precursor 147 4,5·10-10 72 5,0 9 18 

15 -1,81 1,2·10-3 gi|62897939 Methylosome protein 50 142 1,3·10-9 37 5,0 3 10 

19 +1,75 9,4·10-3 gi|938026 Ran-binding protein 1 132 2,4·10-7 23 5,2 2 17 

34 +2,07 7,1·10-3 gi|31621305 Leucine-rich PPR motif-containing 
protein 291 3,0·10-23 159 5,7 27 24 

47 +1,99 1,6·10-3 gi|48145673 HNRPH1  217 7,5·10-16 49 5,8 12 45 

49 +2,75 1,4·10-2 gi|14290607 Selenium binding protein 1 136 9,5·10-8 53 5,9 3 6 

60 +1,89 1,9·10-3 gi|4503483 Eukaryotic translation elongation 
factor 2 182 2,4·10-12 96 6,4 13 20 

aLa numeración de las manchas de proteína corresponde a la de la Fig. 4.10; bLos símbolos “+” y “-” indican aumento o disminución, respectivamente, del nivel de 
expresión en artrosis en comparación con los controles; cLa Tabla Complementaria 3 permite el acceso a espectros MALDI-MS y MALDI-MS/MS, así como a las 
anotaciones de la base de datos NCBI y a la página de Mascot que describe los resultados de la búsqueda; Cob. sec., cobertura de secuencia; 2D-DIGE, 
electroforesis diferencial en geles bidimensionales; MALDI, desorción/ionización mediante láser asistida por matriz; MM, masa molecular; MS, espectrometría de 
masas; MSC, célula madre mesenquimal; Núm. péps., número de péptidos; pI, punto isoeléctrico. 

manchas 46 y 58). La vimentina (gi|340219) se identificó también a menor movilidad 

aparente y punto isoeléctrico mayor de lo esperado en la mancha 45, posiblemente debido a 

la fragmentación de esta proteína. La Tabla Complementaria 3, generada mediante la 

aplicación desarrollada ad hoc (Apartado 3.4.10), permite el acceso a espectros MALDI-MS y 

MALDI-MS/MS, así como a las anotaciones de la base de datos NCBI y a la página de Mascot 

que describe los resultados de la búsqueda. 

 

4.2.1.3. Clasificación funcional de las proteínas diferencialmente expresadas 

La mayoría de las proteínas cuyos niveles cambiaron al menos 1,5 veces (p < 0,05) 

pertenecen a las siguientes categorías: enzimas metabólicas (14 proteínas distintas, 37%), 

citoesqueleto/motilidad (12 proteínas, 32%) y transportadores (3 proteínas, 8%). Ocho 

(57%) de estas enzimas metabólicas se encontraban sobreexpresadas en las MSCs de 

pacientes con artrosis, constituyendo el 47% del total de proteínas sobreexpresadas, 

mientras que la gran mayoría de las proteínas relacionadas con citoesqueleto/motilidad (9 

proteínas, 75%) tenían niveles inferiores en los pacientes con artrosis, conformando el 45% 

del total de proteínas infraexpresadas. En la Figura 4.11 se representa la distribución  de  las  
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proteínas alteradas en sus distintas categorías funcionales, mientras que la Tabla 4.4 

proporciona una clasificación funcional más detallada que señala el grupo de proteínas 

relacionadas con los microfilamentos y la remodelación de actina por una lado y el de las 

proteínas relacionadas con el metabolismo celular por otro como la subcategorías que 

albergan un mayor número de proteínas alteradas. 

Tabla 4.4. Clasificación funcional de los dos grupos principales de proteínas diferencialmente 
expresadas en MSCs de pacientes con artrosis  

    Citoesqueleto/motilidad  Enzimas metabólicas 

Subcategoría Nombre Ratio promedio  Subcategoría Nombre Ratio promedio 

Proteínas de 
microfilamento y de 
remodelación de actina 

Beta-actin 
Actinin alpha 1 
Heat shock protein 27 
 
L-caldesmon II 
Moesin 
Destrin isoform B 

-1,61 
-2,61 
-1,70, -2,35, 
-1,86, -2,03 
-1,93 
-2,09 
+4,30 

 Metabolismo 
celular 

Chain B, cathepsin B 
Ubiquitin-activating enzyme E1 
Valosin-containing protein  
Aminopeptidase B 
Protein phosphatase 1 
Glycyl-tRNA synthetase 
Procollagen-lysine 

+1,90 
+1,85 
+2,50 
+1,50 
+1,50 
-2,34 
+2,80 

Proteínas 
microtubulares y de 
remodelación de 
microtúbulos 

Tubulin alpha 6 
Stathmin 1 

-1,76 
+7,25 

 Metabolismo 
celular de 
carbohidratos 

Triosephosphate isomerase 1 
Phosphoglycerate mutase 1  
Brain glycogen phosphorylase  
Glucosidase II 

-1,82, -1,75 
-1,75 
+1,63 
+1,99 

Filamentos intermedios Vimentin 
 
Lamin B1 

-4,17, -5,56, -3,68, 
-3,68, -2,43, -3,20 
+1,85 

 Metabolismo 
celular de 
lípidos 

N-acylsphingosine 
amidohydrolase 1 

 

-2,42 

Migración Phosphoprotein enriched 
in astrocytes 15 

Annexin A1 

-1,64 
 
-1,97 

 Metabolismo 
celular de 
nucleótidos 

Nudix-type motif 5 
Dihydropyrimidinase-like 2 

-1,68 
-2,50 

MSC, célula madre mesenquimal. 
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Figura 4.11. Distribución de las proteínas alteradas de MSCs en sus 
distintas categorías funcionales. MSC, célula madre mesenquimal. 
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4.2.1.4. Interacciones entre las proteínas diferencialmente expresadas 

Mediante la aplicación STRING se elaboró un mapa de posibles interacciones entre las 

proteínas expresadas de forma diferencial entre MSCs de pacientes con artrosis y controles. 

Los nodos más importantes (i.e. los que centralizan un mayor número e intensidad de 

interacciones) de esta red de interacciones están ocupados por proteínas relacionadas con 

citoesqueleto/motilidad, todas ellas interconectadas y reguladas a la baja (vimentina, beta-

actina, tubulina alfa 6, alfa actinina y anexina A1) excepto la estatmina, notablemente 

sobreexpresada en artrosis. Así mismo, dos enzimas metabólicas (proteína con valosina y 

análoga a dihidropirimidinasa 2) ocuparon nodos destacables de la red de interacciones.    

 
 
 
 

Figura 4.12. Red de interacciones entre las proteínas reguladas diferencialmente en 
las MSCs de pacientes con artrosis de acuerdo con el análisis basado en 2D-DIGE y 
MALDI-MS. El grosor de la líneas que unen a las proteínas que interaccionan es 
proporcional a la intensidad y número de interacciones. 2D-DIGE, electroforesis 
diferencial en geles bidimensionales; MALDI, desorción/ionización mediante láser 
asistida por matriz; MS, espectrometría de masas; MSC, célula madre emsenquimal.  
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4.2.2. Análisis de condrocitos de pacientes con artrosis 

4.2.2.1. Electroforesis diferencial en geles bidimensionales 

Se analizaron mediante 2D-DIGE los extractos proteicos de condrocitos de cartílago de seis 

pacientes con artrosis y seis individuos control con fractura de cadera sin artrosis. La Figura 

4.13 muestra una imagen representativa de la tinción diferencial de estas proteínas, en la 

cual las proteínas de la muestra de artrosis aparecen en color verde (fluoróforo Cy3), las del 

control  en rojo (fluoróforo Cy5) y las del estándar interno, compuesto por la mezcla 

equimolecular de ambos, en azul (fluoróforo Cy2). Mediante el módulo DIA del programa de 

análisis diferencial DeCyder (GE Healthcare) se detectaron un total de 2127 ± 117 manchas 

(media ± DE; n = 6, artrosis; n = 6, controles) en cada gel analítico que había sido cargado 

con 50 μg de extracto proteico total. Dos de los geles fueron excluido del análisis estadístico 

multivariante debido a que su insuficiente resolución en la región alcalina de pI provocaba 

una notable disminución del número de manchas comunes a los seis geles. A partir del 

análisis de componentes principales integrado en el módulo EDA se observó un patrón de 

manchas proteicas diferencial entre muestras de artrosis y controles (Fig 4.14). Del total de 

proteínas detectadas se seleccionaron para su ulterior análisis aquéllas cuyo ratio promedio 

de cambio entre muestras de artrosis y controles era igual o superior a 1,2 veces de manera 

Superposición IPG 3-11Cy2 IPG 3-11

Cy3 IPG 3-11 Cy5 IPG 3-11

Superposición IPG 3-11Cy2 IPG 3-11

Cy3 IPG 3-11 Cy5 IPG 3-11

 
Figura 4.13. Imagen representativa de la tinción diferencial de extractos 
proteicos de condrocitos de pacientes con artrosis (A), individuos control (B) y 
de la mezcla equimolecular de ambos empleada como estándar interno (C). En 
(D) se muestra la imagen resultante de la superposición de las tres anteriores. 
El pH varía de 3 a 11 de izquierda a derecha.  
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significativa (n = 4 en ambos grupos, test t, p < 0,05). De esta manera se encontraron 35 

manchas significativamente alteradas. 

 

4.2.2.2. Identificación de las proteínas diferencialmente expresadas 

Las 35 manchas significativamente alteradas fueron recortadas manualmente de geles 

teñidos con AgNO3 (Fig. 4.15 A) y las correspondientes proteínas digeridas in situ para 

posteriormente ser sometidas al proceso de identificación basado en espectrometría de 

masas y búsqueda en bases de datos. Mediante este abordaje pudieron identificarse 

proteínas de manera significativa (p < 0,05) en un total de 29 manchas (83%). Como 

ejemplos ilustrativos del proceso, la Figura 4.15 B muestra la representación tridimensional 

proporcionada por el programa DeCyder de las proteínas identificadas en tres de las 29 

manchas, mientras que en la Figura 4.15 C aparecen los espectros MALDI-MS y MALDI-

MS/MS que se emplearon para dicha identificación; estos ejemplos ilustran la disminución de 

los niveles de catepsina D cadena B y destrina isoforma B junto con el aumento del nivel de 

la proteína macrofágica mutante de bloqueo en los condrocitos de pacientes con artrosis 

frente a los controles. 

 La Tabla 4.5 muestra los detalles más relevantes acerca de las proteínas 

identificadas, clasificadas de acuerdo con su función biológica, así como las ratios promedio 

de cambio y los p-valores proporcionados por el programa DeCyder. Excluyendo la mancha 

13, en la que se identificó queratina humana, se identificaron 26 proteínas distintas, de las 

cuales dos aparecen en dos manchas del gel teñido con AgNO3 (Fig. 4.15 A) 

correspondientes a movilidades aparentes 

comparables y puntos isoeléctricos 

distintos: proteína macrofágica mutante 

de bloqueo (gi|33357110; manchas 10 y 

11) y cofilina 1 (gi|5031635; manchas 15 

y 26). La Tabla Complementaria 4, 

generada mediante la aplicación 

desarrollada ad hoc (Apartado 3.4.10), 

permite el acceso a espectros MALDI-MS y 

MALDI-MS/MS, así como a las anotaciones 

de la base de datos NCBI y a la página de 

Mascot que describe los resultados de la 

búsqueda. 

Control
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Control
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Figura 4.14. Análisis de componentes principales de 
los patrones de manchas proteicas de condrocitos de 
pacientes con artrosis y controles. 
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Figura 4.15. Estudio de la expresión diferencial de proteínas en condrocitos de pacientes con artrosis. (A) Gel 
bidimensional de proteínas de condrocitos teñido con AgNO3. Las manchas para las cuales el análisis estadístico 
cuantitativo mostró una ratio de cambio en la expresión ≥ 1,2 veces junto con p < 0,05 en el test de Student se 
destacan en círculos y numeradas en orden creciente de pI y MM. El pH varía de 3 a 11 de izquierda a derecha.
(B) Representación tridimensional de algunas proteínas diferencialmente expresadas en condrocitos de pacientes 
con artrosis en comparación con los individuos control proporcionada por el programa DeCyder. (C) Las manchas 
correspondientes a proteínas diferencialmente expresadas fueron recortadas del gel y sometidas a digestión con 
tripsina. Los digeridos fueron analizados mediante MALDI-MS para obtener las correspondientes huellas 
peptídicas de masa (izquierda), así como los espectros de fragmentación de péptidos seleccionados (indicados 
mediante ▼) (derecha). Esta información de masa se empleó para la identificación de proteínas (Tabla 4.5 y 
Tabla Complementaria 4). MALDI-MS, espectrometría de masas de desorción/ionización mediante láser asistida 
por matriz; MM, masa molecular; pI, punto isoeléctrico. 
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Tabla 4.5. Proteínas diferencialmente expresadas en condrocitos de pacientes con artrosis de acuerdo
con el análisis mediante 2D-DIGE y MALDI-MS  

Manchaa 
Ratio 

promedi
b

p-valor Código 
de acceso Nombre 

Puntuac
ión 

M tc

Valor 
esperado 

MM 
/kDa pI Núm. 

péps. 
Cob.
sec. 
/%

Citoesqueleto 

10 +1,81 3,7·10-2 gi|33357110 Mutant macrophage capping protein 87 8,4·10-3 39 5,4 1 3 

11 +1,54 2,6·10-2 gi|33357110 Mutant macrophage capping protein 231 1,0·10-18 39 5,4 4 19 

15 -4,34 5,1·10-4 gi|5031635 Cofilin 1 (non-muscle) 139 5,5·10-8 19 8,2 3 18 

18 -4,05 1,1·10-5 gi|58530848 Destrin isoform B 111 5,5·10-5 17 8,6 1 7 

19 +1,27 3,7·10-2 gi|5453710 LIM and SH3 protein 1 147 2,2·10-8 30 6,6 9 35 

20 +1,36 2,8·10-2 gi|4757756 Annexin A2 isoform 2  260 2,2·10-21 39 7,6 12 28 

23 +1,31 3,5·10-2 gi|14719392 Cofilin 2  140 4,4·10-8 19 7,7 3 18 

26 -1,26 8,3·10-4 gi|5031635 Cofilin 1 (non-muscle) 134 1,7·10-7 19 8,2 8 32 

 

Unión de proteínas 

3 -1,44 1,5·10-4 gi|386758 GRP78 precursor 142 2,8·10-8 72 5,0 10 22 

4 +1,50 1,6·10-2 gi|47933379 N-ethylmaleimide-sensitive factor 
attachment protein, alpha 305 1,4·10-24 34 5,2 16 63 

7 -1,24 2,5·10-2 gi|7330335 Chloride intracellular channel 4 161 3,5·10-10 29 5,5 4 19 

17 +1,22 3,7·10-2 gi|11496277 MAPK scaffold protein 1 132 1,4·10-8 14 6,7 3 49 

25 -1,25 1,2·10-2 gi|58761500 Obg-like ATPase 1 isoform 1 242 1,4·10-19 45 7,6 8 23 

28 -1,28 1,4·10-3 gi|4502011 Adenylate kinase 1  191 3,5·10-13 22 8,7 10 44 

29 +1,26 3,3·10-2 gi|4504523 Heat shock 10kDa protein 1  124 1,7·10-6 11 8,9 3 19 

 

Actividad hidrolasa 

1 -1,43 6,9·10-3 gi|23110932 Proteasome beta 9 subunit isoform 2 
proprotein 139 5,5·10-8 22 4,9 3 18 

2 +1,27 5,7·10-3 gi|67464262 Human B type phosphoglycerate 
mutase 136 5,4·10-9 30 6,7 7 34 

5 -1,92 1,8·10-2 gi|494296 Cathepsin D, chain B 240 1,3·10-19 26 5,3 7 45 

8 +1,23 2,4·10-2 gi|19913428 Vacuolar H+ATPase B2 141 3,5·10-8 57 5,4 8 25 

16 -1,56 2,9·10-2 gi|4503379 Dihydropyrimidinase-like 3 144 1,7·10-8 62 6,0 9 20 

 

Actividad oxidorreductasa 

21 +1,26 3,2·10-2 gi|4503607 Electron transfer flavoprotein, alpha 
polypeptide 177 8,8·10-12 35 8,6 4 21 

27 -1,29 5,2·10-3 gi|5031857 Lactate dehydrogenase A 131 3,5·10-7 37 8,4 8 30 

 

Otros 

6 -1,32 3,8·10-2 gi|30410792 Proteasome activator subunit 2 197 8,7·10-14 28 5,4 6 27 

9 -1,24 4,2·10-3 gi|19920317 Cytoskeleton-associated protein 4 180 4,4·10-12 66 5,6 14 35 

12 +1,34 1,3·10-2 gi|10140853 Diazepam binding inhibitor 268 6,9·10-21 12 6,1 4 53 

14 +1,38 1,1·10-2 gi|5803013 Endoplasmic reticulum protein 29 
isoform 1 precursor 182 2,8·10-12 29 6,8 10 34 

22 -1,25 2,4·10-2 gi|14702180 Eukaryotic translation initiation factor 
4H isoform 2 104 1,7·10-4 25 7,8 7 38 

24 +1,23 3,2·10-2 gi|83715985 Hydroxysteroid (17-beta) 
dehydrogenase 10 isoform 2  151 3,5·10-9 27 6,7 7 38 

 

aLa numeración de las manchas de proteína corresponde a la de la Fig. 4.15; bLos símbolos “+” y “-” indican aumento o disminución, respectivamente, del nivel de 
expresión en artrosis en comparación con los controles; cLa Tabla Complementaria 4 permite el acceso a espectros MALDI-MS y MALDI-MS/MS, así como a las 
anotaciones de la base de datos NCBI y a la página de Mascot que describe los resultados de la búsqueda; Cob. sec., cobertura de secuencia; 2D-DIGE, electroforesis 
diferencial en geles bidimensionales; MALDI, desorción/ionización mediante láser asistida por matriz; MM, masa molecular; MS, espectrometría de masas; Núm. péps., 
número de péptidos; pI, punto isoeléctrico. 
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4.2.2.3. Clasificación funcional de las proteínas diferencialmente expresadas 

Las proteínas cuyos niveles cambiaron al menos 1,2 veces (p < 0,05) se agrupan 

principalmente en las siguientes categorías funcionales: unión de proteínas (siete proteínas 

distintas, 27%), citoesqueleto  (seis proteínas distintas, 23%), actividad hidrolasa (cinco 

proteínas, 19%) y actividad oxidorreductasa (dos proteínas, 8%). El número de proteínas 

significativamente reguladas al alza y a la baja en los condrocitos de pacientes con artrosis 

fue de 13 (50%) en ambos casos. En la Figura 4.16 se representa la distribución de las 

proteínas alteradas en sus distintas categorías funcionales. 

 

4.2.2.4. Interacciones entre las proteínas diferencialmente expresadas 

Mediante la aplicación STRING se elaboró un mapa de posibles interacciones entre las 

proteínas expresadas de forma diferencial entre condrocitos de pacientes con artrosis y 

controles. Se encontraron dos nodos interconectados que concentraban interacciones con al 

menos tres proteínas: cofilina 1 (proteína de citoesqueleto regulada a la baja en artrosis) y 

proteína de retículo endoplásmico 29 (relacionada con el procesamiento de proteínas 

secretadas en el retículo endoplásmico y regulada al alza). 
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Figura 4.16. Distribución de las proteínas alteradas de condrocitos en sus 
distintas categorías funcionales. 



Resultados 

 87

 

4.2.3. Validación de los estudios de expresión proteica mediante SRM 

Los experimentos de SRM llevados a cabo en un espectrómetro de masas de triple 

cuadrupolo híbrido permiten filtrar de manera muy selectiva secuencias peptídicas 

seleccionadas correspondientes a una determinada proteína de interés. Este filtrado es 

doble, ya que los iones precursores se seleccionan tanto por su masa (en el primer 

cuadrupolo, Q1) como por las de algunos de sus iones fragmento (en el tercer cuadrupolo, 

Q3) producidos por fragmentación inducida, a los que se denomina iones diagnóstico (Fig. 

1.11). Se seleccionaron ocho proteínas, entre un total de 38, que habían sido encontradas 

reguladas en las MSCs de pacientes con artrosis mediante el análisis de la expresión proteica 

diferencial basado en 2D-DIGE y MALDI-MS (Apartado 4.2.1). De estas ocho proteínas para 

las que se midieron las transiciones SRM apropiadas se validaron cinco proteínas cuyos 

niveles de expresión arrojaron diferencias significativas (p < 0,05) entre pacientes y 

controles (tubulina α6, catepsina B, análoga a dihidropirimidinasa 2, L-caldesmon II y 

destrina isoforma B), como muestran los correspondientes cromatogramas de iones 

extraídos (XIC) y gráficos de caja (Fig. 4.18). Las restantes proteínas mostraron en los 

ensayos SRM una tendencia acorde con los resultados del estudio de expresión proteica 

diferencial, si bien no arrojaron diferencias significativas entre pacientes y controles.  

 
Figura 4.17. Red de interacciones entre las proteínas 
reguladas diferencialmente en los condrocitos de pacientes 
con artrosis de acuerdo con el análisis basado en 2D-DIGE y 
MALDI-MS. El grosor de la líneas que unen a las proteínas que 
interaccionan es proporcional a la intensidad y número de 
interacciones. 2D-DIGE, electroforesis diferencial en geles 
bidimensionales; MALDI, desorción/ionización mediante láser 
asistida por matriz; MS, espectrometría de masas.  
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Figura 4.18. Análisis SRM de proteínas encontradas reguladas en MSCs de pacientes con artrosis mediante 
2D-DIGE y MALDI-MS. Se muestra, para los valores considerados significativos (p < 0,05), el XIC junto con 
los valores máximo y mínimo y la media ± DE obtenidos midiendo las áreas de cada una de las transiciones 
que se detallan en la tabla (a-i) junto con los obtenidos de dos transiciones correspondientes a péptidos de 
piruvato quinasa (j, k) empleados para normalizar los valores (GDLGIEIPAEK: 571,3(+2) -> 686,4(y6); 
IYVDDGLISLQVK: 731,9(+2) -> 574,4(y5)). aLa numeración de las manchas de proteína corresponde a la de 
la Fig. 4.10; bLos símbolos “+” y “-” indican aumento o disminución, respectivamente, del nivel de expresión 
en artrosis en comparación con los controles según el análisis mediante 2D-DIGE; ar, artrosis; ct, controles; 
DE, desviación estándar; 2D-DIGE, electroforesis diferencial en geles bidimensionales; MALDI, 
desorción/ionización mediante láser asistida por matriz; MS, espectrometría de masas; SRM, monitorización 
selectiva de reacciones; XIC, cromatograma de iones extraídos. 
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Figura 4.19. Respuesta quimiotáctica de MSCs de 
médula ósea de pacientes con artrosis en comparación 
con individuos control a 1 ng/ml de rhPDGF-BB. El 
asterisco indica p-valores menores de 0,05, los cuales se 
consideraron significativos. IQ, índice quimiotáctico; MSC, 
célula madre mesenquimal; rhPDGF, factor de 
crecimiento plaquetario humano recombinante. 

1 mm 0,5 mm1 mm 0,5 mm

 
Figura 4.20. Tinción con violeta cristal de la membrana 
microporosa de la cámara de cultivo celular empleada en el 
ensayo quimiotáctico con MSCs. (A) Preincubación con MSCs 
adherentes. (B) Incubación con MSCs control en ausencia de 
rhPDGF-BB. (C) y (D) Incubación de 6 h con MSCs de 
médula ósea de pacientes con artrosis en presencia de 
rhPDGF-BB. MSC, célula madre mesenquimal; rhPDGF, 
factor de crecimiento plaquetario humano recombinante. 

4.3. Ensayos quimiotácticos 

Dado que el estudio de la expresión proteica diferencial de MSCs de médula ósea de 

pacientes con artrosis indicaba la regulación de proteínas implicadas en reorganización del 

citoesqueleto y motilidad celular, y 

habida cuenta de que la respuesta 

migratoria de las MSCs al daño 

tisular tiene lugar de acuerdo con un 

gradiente quimiotáctico (Fiedler et 

al., 2002; Fiedler et al., 2004), se 

investigó la respuesta quimiotáctica 

de las MSCs provenientes de médula 

ósea de pacientes con artrosis 

empleando MSCs de individuos 

sanos como control. La migración de 

las MSCs se estimuló mediante la 

adición de rhPDGF-BB, un potente 

factor quimiotáctico de células 

mesenquimales dosis-dependiente 

con el cual Fiedler et al. (2002) calcularon un IQ máximo a 1 ng/ml. Los resultados de la 

medida de la respuesta quimiotáctica en cámaras de cultivo celular de 24 pocillos tipo 

Transwell se muestran en la Figura 

4.19, donde se aprecia un aumento 

significativo de la respuesta 

migratoria de las MSCs provenientes 

de pacientes con artrosis en 

comparación con los controles (IQ 

5,13 ± 1,19 frente a 3,35 ± 0,42; p = 

0,043) cuando se añade 1 ng/ml de 

rhPDGF-BB al compartimento inferior 

de la inserción Transwell. Cuando la 

concentración de rhPDGF-BB es 

idéntica en los compartimentos 

superior e inferior no se observan 

cambios significativos en la respuesta 

migratoria de las MSCs (Fig. 4.20). 
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Aunque los mecanismos moleculares implicados en la artrosis son todavía desconocidos, ciertas 

evidencias señalan al cartílago y al hueso subcondral como elementos protagonistas en la 

generación de dolor y la progresión de una enfermedad en la que las alteraciones metabólicas y 

la predisposición genética conducen a una MEC defectuosa (Aspden, 2008). La MEC, rica en 

colágeno y secretada por los condrocitos, progenie condrogénica de las MSCs que constituye el 

único componente celular del cartílago, proporciona la estructura básica del cartílago y juega un 

papel esencial en la biología del hueso durante el desarrollo embrionario, la osificación 

endocondral y la remodelación ósea. Posiblemente uno de los motivos por los que ocurre la 

degeneración del cartílago resida en su limitada capacidad de regeneración, razón por la cual las 

terapias basadas en el empleo de células dotadas de potencial regenerador constituyen un 

abordaje prometedor (Clouet et al., 2009; Dray y Read, 2007). 

Los condrocitos han mostrado cierta capacidad de regeneración del cartílago articular 

(Jiang et al., 2010), pero al tratarse de células ya diferenciadas y con una función biológica 

definida su uso en transplantes autólogos es problemático debido a factores como la 

desdiferenciación y la senescencia. Por ello las MSCs, células progenitoras multipotenciales 

capaces de autorenovarse y de diferenciarse en distintas células del tejido conectivo (Pittenger et 

al., 1999) cuyo reservorio principal es la médula ósea (Caplan, 2005), han suscitado 

recientemente gran interés por su potencial aplicación en la terapia celular de enfermedades 

reumáticas (Djouad et al., 2009; Jiang et al., 2010). Por esta razón, y con el fin de ampliar 

nuestro conocimiento sobre el papel que distintos tipos celulares pudieran jugar en la 

patogénesis de la artrosis, en este trabajo se han buscado genes y proteínas alterados en MSCs 

de médula ósea y en condrocitos del cartílago articular de pacientes con artrosis mediante 

ensayos comparativos tanto de genómica como de proteómica basados, respectivamente, en 

microarrays de ADN y electroforesis bidimensional diferencial.  

 

5.1. EXPRESIÓN GÉNICA DIFERENCIAL EN CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES  DE 

PACIENTES CON ARTROSIS 

Los cambios en la expresión génica no sólo se ponen de manifiesto en genes individuales, sino 

que afectan a rutas de señalización, grupos funcionales de genes o redes de regulación génica. 

Por ello en este trabajo hemos buscado procesos biológicos, moleculares o reguladores que 

pudieran encontrarse significativamente alterados en las MSCs de médula ósea de pacientes con 

artrosis. Una patología compleja como la artrosis es muy probablemente el resultado de 

pequeñas alteraciones coordinadas de la expresión o de la actividad de numerosas proteínas, de 

tal manera que los cambios de expresión de algunos de los genes implicados podrían no alcanzar 

el valor umbral necesario que ponga dichos genes de manifiesto en el análisis de microarrays 

(Mootha et al., 2003). Algunos métodos de análisis de desarrollo reciente como GSEA permiten 

detectar pequeños cambios coordinados en la expresión de grupos de genes relacionados 
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funcionalmente mediante la búsqueda de grupos de genes enriquecidos en el conjunto de los 

datos de expresión, poniendo de manifiesto grupos de genes relacionados funcionalmente que se 

expresan diferencialmente en bloque (Al-Shahrour et al., 2005a; Subramanian et al., 2005).  

 

5.1.1. Alteración de procesos de transducción de señal, desarrollo y diferenciación 

Las posibles alteraciones tempranas experimentadas por las MSCs de médula ósea de fenotipo 

artrósico podrían jugar un papel en la patogénesis de la enfermedad. Las MSCs defectuosas 

genética o funcionalmente generarían condrocitos alterados incapaces de mantener la 

homeostasis del principal elemento funcional del cartílago, la MEC. Con el fin de identificar 

posibles alteraciones transcripcionales en las MSCs de médula ósea de pacientes con artrosis se 

llevó a cabo un estudio genómico comparativo basado en microarrays de ADN según el cual los 

genes regulados a la baja se distribuyeron fundamentalmente en los términos GO transducción 

de señal, desarrollo, diferenciación y proliferación (Apartado 4.1.2), procesos biológicos 

esenciales en células pluripotenciales, conformando además una tupida red de interacciones 

(Apartado 4.1.4). Este hallazgo sugiere una disminución de la capacidad de las MSCs de fenotipo 

artrósico para generar un linaje funcional de condrocitos que mantengan la homeostasis del 

tejido musculoesquelético. 

Entre los elementos del término desarrollo de la categoría proceso biológico se 

encontraron tanto genes homeóticos como otros genes relacionados con la vía de señalización 

Wnt/β-catenina (Fig. 5.1), la cual comprende factores de señalización que regulan procesos de 

desarrollo esenciales para la organización de la placa de crecimiento, la definición de los límites 

del cartílago y la osificación endocondral (Tamamura et al., 2005). Además, se han descrito 

proteínas de esta vía capaces de inhibir la condrogénesis (Day et al., 2005) y la adipogénesis 

(Christodoulides et al., 2009), mientras que su efecto en la osteogénesis es dual (Baksh et al., 

2007). La vía Wnt/β-catenina regula el fenotipo, la maduración y la función del condrocito 

mediante la unión a receptores tipo frizzled y a receptores relacionados con los de la lipoproteína 

AXINA

Proteólisis 
mediada por 
ubiquitina 

Núcleo Núcleo

Dianas Dianas

AXINA

Figura 5.1. La vía de señalización Wnt/β-catenina. 
En ausencia de señales de Wnt (izquierda), la 
proteólisis y el complejo de degradación (formado 
por GSK-3, axina, APC y β-TrCP/Slimb) mantienen 
bajo el nivel de β-catenina. En presencia de Wnt 
(derecha), se dispara la cascada de señalización 
Wnt. La activación de la proteína DSH mediante 
hiperfosforilación impide la fosforilación de la β-
catenina, la cual en ausencia de degradación 
proteolítica se acumula en el citoplasma. En este 
caso la β-catenina interacciona con TCF y es 
translocada al núcleo para estimular la transcripción 
de genes diana. APC, poliposis adenomatosa coli; β-
TrCP, proteína con repeticiones β-transducina; DSH, 
proteína dishevelled; GSK-3, glicógeno sintasa 
quinasa 3; TCF, factor de transcripción de células T.
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de baja densidad (low-density lipoprotein, LDL) (Baksh et al., 2007), por lo cual juega un papel 

en la función del condrocito articular y en la patogénesis de la artrosis (Zhu et al., 2009). Entre 

los reguladores negativos de la vía Wnt/β-catenina se encuentran las SFRPs (secreted frizzled-

related proteins, proteínas secretadas relacionadas con frizzled) (Alfaro et al., 2008). Mientras 

que Loughlin et al. (2004) mostraron la existencia de polimorfismos funcionales en FRZB (SFRP3) 

que confieren susceptibilidad hacia la artrosis de cadera en mujeres, en nuestro trabajo 

encontramos regulación a la baja de SFRP2, lo cual podría dificultar que las MSCs de fenotipo 

artrósico pasen a la etapa de diferenciación terminal para adoptar otros linajes 

musculoesqueléticos. 

RUNX3 forma un complejo ternario con la β-catenina para atenuar la actividad 

señalizadora de Wnt. Este gen, implicado en desarrollo, pertenece a una familia de tres 

miembros que se expresan durante la condrogénesis (Yoshida y Komori, 2005) y forman parte de 

cascadas de señalización mediadas tanto por TGF-β como por BMPs (Ito y Miyazono, 2003); 

además, se ha encontrado que en ratones RUNX3 actúa como mediador de la maduración 

condrocitaria (Soung et al., 2007). Osterix, un factor de transcripción necesario para la 

osteogénesis, está regulado negativamente por RUNX3, mientras que la sobreexpresión de este 

gen incrementa la expresión de integrinas y podría por tanto contribuir a intensificar la migración 

(Dominguez-Soto et al., 2005). De este modo, la infraexpresión de RUNX3 observada en nuestro 

estudio podría estar relacionada con una diferenciación condrocitaria defectuosa. 

BARX1, también regulado a la baja en las MSCs de fenotipo artrósico, es un modulador 

negativo de la vía de señalización Wnt que resulta esencial para la proliferación celular, la 

agregación y la condensación de los precondrocitos (Sperber y David, 2008). También se 

encontraron regulados a la baja RSPO2 y RSPO3, pertenecientes a la familia de proteínas 

secretadas R-Spondin, algunos de cuyos miembros están involucrados en el desarrollo de 

vertebrados, actuando como ligandos de las proteínas frizzled-8 y LRP6 (una proteína relacionada 

con los receptores de LDL), las cuales promueven la activación de la vía de señalización Wnt 

(Friedman et al., 2009; Kim et al., 2008). Respecto a la infraexpresión de SPP1 (osteopontina) en 

el fenotipo artrósico de las MSCs, se ha descrito que esta glicoproteína secretada de expresión 

temprana en la diferenciación de células mesenquimales se une a componentes de la MEC y 

juega un papel en la regulación de la mineralización ósea (Giachelli y Steitz, 2000). DACT1 

codifica uno de los elementos de la familia de proteínas frodo/dapper, constituida por 

adaptadores de señalización que regulan, entre otras, la vía de señalización Wnt durante el 

desarrollo y en procesos tumorales (Brott y Sokol, 2005). 

 

5.1.2. Alteración de interacciones quimiocina-receptor  

Los resultados del análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (Apartado 4.1.3) pusieron 

de manifiesto la infraexpresión en el fenotipo artrósico de las MSCs de dos de los 249 conjuntos  
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de genes predefinidos en la base de datos Biocarta: NKTPATHWAY, formado por quimiocinas y 

receptores de quimiocinas, y CSKPATHWAY, formado fundamentalmente por genes reguladores 

de interacciones quimiocina-receptor. 

 

5.1.2.1. Regulación de quimiocinas y sus receptores  

El análisis detallado de los genes que componen el conjunto NKTPATHWAY reveló que éste está 

formado por seis quimiocinas (de las cuales cuatro se encuentran infraexpresadas y una 

sobreexpresada con una ratio de cambio > 2 veces) y cuatro receptores de quimiocinas (de los 

cuales uno se encuentra sobreexpresado y otro infraexpresado) (Tabla 5.1).  

 Diversos estudios han subrayado el papel esencial 

que podrían jugar las quimiocinas y sus correspondientes 

receptores en la movilización y migración de las MSCs hacia 

tejidos lesionados (Djouad et al., 2007; Fiedler et al., 2002; 

Fiedler et al., 2004; Honczarenko et al., 2006; Ponte et al., 

2007; Ringe et al., 2007; Sordi et al., 2005). Si bien no 

existe consenso acerca del repertorio de quimiocinas y 

receptores involucrados, probablemente debido a la 

diversidad de abordajes experimentales y técnicas de 

aislamiento y cultivo in vitro empleados por los distintos 

autores, algunos trabajos han demostrado el papel 

estimulante de ciertas quimiocinas. Así, en ratones con 

infarto de miocardio inducido en los que habían 

administrado MSCs, Abbot et al. (2004) lograron inhibir la 

migración de estas células hacia zonas infartadas mediante 

la antagonización de CXCR4, el receptor de CXCL12, mientras que Schenk et al. (2007) 

consiguieron inducir la migración de MSCs hacia áreas infartadas mediante la implantación previa 

de fibroblastos que sobreexpresaban CCL7. Nakamizo et al. (2005) lograron una significativa 

disminución de la migración de MSCs en xenoinjertos de gliomas humanos mediante el 

tratamiento de los medios condicionados con un cóctel de anticuerpos en cuya composición se 

encontraba el anticuerpo anti-CXCL2. Karnoub et al. (2007) demostraron la capacidad de las 

MSCs para incrementar la potencia metastática de células de carcinoma mamario mediante la 

producción de CCL5, que de forma paracrina genera un aumento de la movilidad de las células 

cancerígenas. Respecto a CXCL12, se ha descrito una abundante producción de esta quimiocina 

por parte de los osteoblastos durante la remodelación del tejido óseo en condiciones artrósicas 

(Lisignoli et al., 2006), mientras que recientemente se ha demostrado que el eje CXCL12/CXCR4 

juega un papel esencial en la migración de las MSCs a sitios de fractura ósea, en los cuales se ha 

observado ausencia de reclutamiento de MSCs al inhibir la señal de CXCL12 (Kitaori et al., 2009). 

Tabla 5.1. Quimiocinas y 
receptores de quimiocinas 
regulados en las MSCs de 
pacientes con artrosis 

Nombre Ratio de cambioa 

CCRL1 +10,18 

CCL2 +2,31 

CXCR4 -2,79 

CCL4 -2,85 

CXCL16 -2,88 

CCL3L3 -3,62 

CCL3 -6,51 

aLos símbolos “+” y “-“ indican aumento o 
disminución, respectivamente, del nivel de 
expresión en artrosis en comparación con los 
controles. MSC, célula madre mesenquimal. 
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 El receptor CCRL1 aparece fuertemente sobreexpresado (ratio de cambio +10,18) en las 

MSCs de pacientes con artrosis. Diversos trabajos han asociado la interacción entre este receptor 

y su ligando CX3CL1 (fractalcina) a la inducción de la quimiotaxis y la migración en diversos tipos 

celulares como células dendriticas, precursores hematopoyéticos y mastocitos (Dichmann et al., 

2001; Heinzel et al., 2007; Papadopoulos et al., 2000). Lucas et al. (2003) describieron un 

subconjunto de células mononucleares que expresaban altos niveles de CX3CL1 en placas de 

ateroma, así como la expresión de CCRL1 en células de músculo liso de la neoíntima. Además 

mostraron que las células de músculo liso vascular en cultivo expresan CCRL1 y experimentan 

quimiotaxis hacia CX3CL1, por lo que esta quimiocina podría actuar como mediador de la 

migración de células del músculo liso en lugar de regular el reclutamiento de células 

inflamatorias. La fuerte sobreexpresión del receptor CCRL1 observada en las MSCs de pacientes 

con artrosis está en consonancia con el incremento de la respuesta quimiotáctica de estas células 

descrito en el Apartado 4.3 (véase el Apartado 5.3 más abajo). 

En el ambiente específico de la articulación, células inmunes y sinoviocitos son otra 

posible fuente de quimiocinas que podrían influir en la movilización y migración de las MSCs, las 

cuales a su vez pueden producir citocinas y quimiocinas y así dar soporte trófico y promover la 

regeneración de los tejidos dañados mediante señalización autocrina y paracrina. En la hipótesis 

de que las MSCs de pacientes con artrosis se encuentran preactivadas, posiblemente por señales 

enviadas por el hueso subcondral, cabe preguntarse por qué entonces no contribuyen a la 

reparación de los daños tisulares asociados a la artrosis. Podría deberse a una cantidad 

insuficiente de células o a mecanismos inhibitorios como la presencia de citocinas 

proinflamatorias o NO (Frenkel et al., 1996). La posibilidad de que una alteración funcional de las 

MSCs estuviese implicada en la patogénesis de la artrosis había sido apuntada ya por Luyten 

(2004) basándose en la observación previa de la disminución del potencial condrogénico y 

adipogénico de las MScs de médula ósea de pacientes con artrosis avanzada (Murphy et al., 

2002), si bien más recientemente se ha descrito que el potencial condrogénico de las MSCs de 

médula ósea es independiente de la edad y la etiología de la artrosis (Scharstuhl et al., 2007). 

 

5.1.2.2. Regulación de las interacciones quimiocina-receptor  

El análisis detallado de los elementos que componen el conjunto CSKPATHWAY reveló que éste 

está formado fundamentalmente por genes implicados en la regulación de interacciones 

quimiocina-receptor. Cuatro de los componentes del conjunto CSKPATHWAY se encontraron 

significativamente regulados a la baja en las MSCs de fenotipo artrósico: PRKACB (ratio de 

cambio -1,19), GNAS (-1,37), GNB1 (-1,50) y PTPRC (-1,58). GNAS y GNB1 codifican 

subunidades de la proteína G, un elemento clave en los procesos de transducción de señal 

basados en la interacción receptor-ligando, mientras que PTPRC es una molécula señalizadora 

que  regula  diversos  procesos  celulares  entre los que se  incluyen el  crecimiento  celular, la  
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diferenciación, el ciclo mitótico y la transformación 

oncogénica y PRKACB es una serín/treonín quinasa 

implicada en cascadas de fosforilaciones que determinan 

diversas respuestas celulares. Si bien en cualquier caso se 

trata de diferencias de expresión muy pequeñas, la 

regulación a la baja de estos genes es compatible con una 

posible inhibición de las interacciones quimiocina-receptor 

que explicaría, al menos en parte, la deficiente capacidad 

reparadora de las MSCs de fenotipo artrósico a pesar de su 

supuesta preactivación (véase el Apartado 5.3 más abajo). 

 

5.1.3. Regulación de genes de colágeno  

Tanto el análisis detallado de los términos GO (Apartado 

4.1.2) como el análisis de enriquecimiento de conjuntos de 

genes (Apartado 4.1.3) arrojaron una clara regulación a la 

baja de genes de colágeno, los cuales conforman además 

una tupida red de interacciones (Apartado 4.1.4), en el 

fenotipo artrósico de las MSCs de médula ósea (Tabla 5.2). 

Entre estos genes se incluye COL10A1 (colágeno tipo X, 

alfa 1), el único marcador molecular específico de 

hipertrofia condrocitaria descrito hasta la fecha (Zheng et al., 2003). 

Cinco de los 11 genes con mayor contribución a la infraexpresión del conjunto de genes 

de colágeno en el fenotipo artrósico de las MSCs (COL1A1, COL4A2, COL5A1, COL5A2 y 

COL15A1) habían sido previamente asociados a artrosis (Karlsson et al., 2010; Valdes et al., 

2006). Distintas  mutaciones  en  COL11A1  se  han asociado  a  colagenopatías como los 

síndromes de Stickler (Robin et al., 2000) y de Marshall (Shanske et al., 1998), así como a la 

hernia de disco lumbar (Mio et al., 2007), mientras que COL4A1 ha sido implicado en las 

alteraciones funcionales y de diferenciación y en los desequilibrios entre osteoblastogénesis y 

adipogénesis que tienen lugar en la osteoporosis (Hopwood et al., 2009). En COL5A2 y COL5A3 

se han descrito mutaciones asociadas al síndrome de Ehlers-Danlos, una alteración hereditaria 

del tejido conectivo caracterizada por laxitud y fragilidad de los tejidos conectivos blandos (Segev 

et al., 2006), en tanto que COL7A1 es hasta la fecha el único gen asociado a la epidermólisis 

bullosa distrófica (Pfendner y Lucky, 2006), una rara enfermedad hereditaria caracterizada por la 

erupción de ampollas en la dermis que dan lugar a una piel de extremada fragilidad. 

El colágeno de tipo X es sintetizado por condrocitos hipertróficos antes de que tenga 

lugar la mineralización de la MEC (Fig. 1.2). La relevancia de los colágenos en la formación de la 

matriz ha sido puesta de manifiesto en numerosas displasias esqueléticas (Newman y Wallis, 

Tabla 5.2. Subconjunto de genes de 
colágeno con mayor contribución a 
la infraexpresión del conjunto en 
las MSCs de pacientes con artrosis 
de acuerdo con el análisis de 
enriquecimiento de conjuntos de 
genes 

Nombre Ratio de cambioa 

COL11A1 -6,66 

COL10A1 -4,44 

COL4A1 -4,11 

COL15A1 -2,94 

COL5A3 -2,69 

COL4A2 -2,57 

COL8A1 -2,53 

COL1A1 -2,19 

COL5A2 -1,88 

COL5A1 -1,71 

COL7A1 -1,67 

aLos símbolos “+” y “-“ indican aumento o 
disminución, respectivamente, del nivel de 
expresión en artrosis en comparación con los 
controles. MSC, célula madre mesenquimal. 
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2003). En humanos se ha encontrado deficiencia de colágeno X en la condrodisplasia metafisiaria 

tipo Schmid, enfermedad que radiográficamente se caracteriza por la observación de 

mineralización irregular en los huesos largos (Bateman et al., 2005; Nishimura et al., 2001; Wallis 

et al., 1996). La producción disminuida o defectuosa de colágeno X observada en este trabajo 

para las MSCs de fenotipo artrósico apoyaría la hipótesis apuntada más arriba de que estas 

células generan un hueso subcondral alterado o inestable. Este hueso subcondral, que 

proporciona soporte al cartílago articular, puede afectar a la conformación de la articulación 

induciendo la deformación de la superficie del cartílago y del hueso, creando así zonas sometidas 

a estrés en el cartílago adyacente. 

 

5.2. EXPRESIÓN PROTEICA DIFERENCIAL EN CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES DE 

PACIENTES CON ARTROSIS 

Durante los últimos años diversas poblaciones de MSCs han sido caracterizadas mediante 

abordajes proteómicos. Estos estudios han definido patrones temporales asociados al cambio 

morfológico en cultivos de MSCs y han descrito la expresión diferencial de proteínas responsables 

de la diferenciación osteogénica y adipogénica (Lee et al., 2006; Sun et al., 2006; Wagner et al., 

2006); sin embargo, el estudio del proteoma diferencial de MSCs de médula ósea de pacientes 

con artrosis no había sido abordado todavía. 

 En este estudio, la determinación cuantitativa mediante 2D-DIGE de los cambios 

diferenciales del proteoma de MSCs de médula ósea de pacientes con artrosis, en comparación 

con individuos control sanos, y la posterior identificación de las proteínas diferencialmente 

expresadas mediante MALDI-MS permitió la identificación de 38 proteínas distintas, de las cuales 

14 (37%) son enzimas metabólicas y 12 (32%) están relacionadas con citoesqueleto/motilidad 

(Apartado 4.2.1). El análisis de interacciones puso de manifiesto la existencia de fuertes 

interacciones entre los componentes de estos grupos (Apartado 4.2.1.4).  

 

5.2.1. Alteración de proteínas relacionadas con citoesqueleto/motilidad  

El citoesqueleto, una red fibrilar de proteínas ubicada en el citoplasma que da forma a la célula y 

juega un papel en el movimiento celular, está formado por tres tipos de filamentos proteicos: 

filamentos de actina (microfilamentos), filamentos intermedios y microtúbulos. En vertebrados se 

han identificado tres isoformas principales de actina, denominadas alfa, beta y gamma actina, 

constituyendo las dos últimas importantes mediadores de la motilidad celular interna (Fig. 5.2). 

De acuerdo con nuestros resultados, del total de 12 proteínas alteradas relacionadas con 

citoesqueleto/motilidad, se encontraron cambios en el nivel de expresión de beta actina (mancha 

13, ratio de cambio -1,61) junto con el de cinco proteínas remodeladoras de actina: alfa actinina 

1 (mancha 22, ratio de cambio -2,61), proteína de choque térmico 27 (manchas 16, 24, 27 y 38, 

ratios de cambio -1,70, -2,35, -1,86 y -2,03 respectivamente), L-caldesmon II (mancha 51, ratio 
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Figura 5.2. Remodelación del citoesqueleto de actina. 
(A) El complejo Arp2/3 activado actúa como agente 
nucleante de la polimerización de actina y favorece la 
formación de estructuras dendríticas y en anastomosis en 
dirección a la membrana. (B) La acción conjunta de 
diversos filamentos crecientes ejerce una fuerza sobre la 
membrana que provoca el movimiento celular. (C) 
Diversas proteínas de unión a actina regulan el proceso 
de polimerización/ despolimerización (D). ADP, adenosín 
difosfato; ATP, adenosín trifosfato; FDA, factor de 
despolimerización de actina. 

de cambio -1,93), moesina (mancha 52, 

ratio de cambio -2,09) y destrina 

isoforma b (mancha 59, ratio de cambio 

+4,30). 

La caldesmon es una proteína de 

unión a actina y miosina que resulta 

esencial en el movimiento celular (Li et 

al., 2004) e intracelular (Hegmann et al., 

1991), así como en la citocinesis (Warren 

et al., 1996). Esta proteína inhibe las 

funciones de la gelsolina y del complejo 

Arp2/3 (Fig. 5.2), dos elementos 

imprescindibles en la formación de los 

podosomas que caracterizan a las células 

invasivas (Yoshio et al., 2007). La 

moesina pertenece a la familia ezrina-

radixina-moesina, cuyos miembros llevan 

a cabo numerosas funciones celulares 

entre las que se incluyen la regulación del 

citoesqueleto de actina, la modulación de 

la forma, la capacidad de adhesión y la 

motilidad celular y la regulación de rutas de señalización (Hughes y Fehon, 2007); en ausencia de 

moesina la célula pierde sus propiedades epiteliales y adopta un comportamiento migratorio 

invasivo a través de la antagonización de la GTPasa Rho pequeña, un factor clave en la 

regulación de las rutas de señalización que regulan los cambios en el citoesqueleto de actina que 

facilitan la motilidad y la adhesión celulares (Hughes y Fehon, 2007). La destrina, uno de 

losfactores despolimerizantes de la actina, resulta esencial en procesos como la citocinesis y la 

motilidad celular (Hotulainen et al., 2005), habiéndose demostrado que en cáncer de colon su 

presencia promueve la migración y la invasión celulares en respuesta a bombesina (Estornes et 

al., 2007). La infraexpresión de caldesmon y moesina y la sobreexpresión de destrina en las 

MSCs de pacientes con artrosis está de acuerdo con el incremento de la capacidad migratoria de 

estas células descrito en el Apartado 4.3 (véase el Apartado 5.3 más abajo). Respecto a la alfa 

actinina, Celli et al. (2006) demostraron que la asociación de las alfa actininas 1 y 4 con ICAM-1 

resulta esencial para la extravasación leucocitaria. Schäfer et al. (1999) propusieron que la 

fosforilación de la proteína de choque térmico 27 es necesaria para la estabilización del 

citoesqueleto de actina en células de ovario de hámster chino. 
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Los microtúbulos del citoesqueleto eucariota llevan a cabo diversas funciones esenciales y 

están compuestos principalmente por un heterodímero de alfa y beta tubulina, jugando la 

gamma tubulina un papel crítico en su nucleación. Nuestros resultados muestran alteraciones en 

los niveles de tubulina alfa 6 (mancha 20, ratio de cambio -1,76) y de estatmina 1 (mancha 37, 

ratio de cambio +7,25), proteína que juega un importante papel en la estabilización de los 

microtúbulos al promover su desensamblaje. La familia de las estatminas ejerce numerosas 

funciones reguladoras en la célula, algunas de las cuales están implicadas en el control fisiológico 

de la proliferación y la diferenciación (Curmi et al., 1999). En pacientes con esclerosis múltiple la 

estatmina promueve el fenotipo migratorio de los progenitores oligodendrocíticos (Liu et al., 

2005), por lo que la fuerte sobreexpresión de esta proteína en las MSCs de pacientes con artrosis 

está relacionada, al menos parcialmente, con el mencionado incremento de la capacidad 

migratoria de estas células. 

Los filamentos intermedios conforman una tercera clase de elementos del 

citoesqueletoos, siendo la vimentina la subunidad propia del tejido mesenquimal. La vimentina, 

involucrada en procesos clave como el reclutamiento, la migración y la señalización (Ivaska et al., 

2007), constituye una de las principales fosfoproteínas de las MSCs (Ogawara et al., 1995) y sus 

niveles de fosforilación podrían regular el ensamblaje de los filamentos intermedios (Eriksson et 

al., 2004), mientras que la desestabilización del citoesqueleto de vimentina se ha asociado con la 

pérdida de la homeostasis condrocitaria (Blain et al., 2006). En las MSCs de pacientes con 

artrosis la infraexpresión de vimentina se manifiesta en seis manchas diferenciales (manchas 2, 

4, 6, 8, 9 y 45, ratios de cambio -4,17, -5,56, -3,68, -3,68, -2,43 y -3,20 respectivamente), 

patrón de expresión que podría explicarse, al menos en parte, por la coexistencia de diversos 

estados de fosforilación de la proteína. La posible vinculación entre la alteración de la red de 

vimentina observada en este trabajo y la patogénesis de la artrosis merece un estudio más 

profundo.  

Se encontró también expresión diferencial de lamina B (mancha 18, ratio de cambio 

+1,85), perteneciente a una familia de componentes estructurales esenciales de la lámina 

nuclear (Vergnes et al., 2004). Nedjadi et al. (2009) han descrito un posible papel de la 

interacción de lamina B con S100A6 en la promoción de la motilidad de células tumorales 

pancreáticas por parte de esta molécula. Respecto a la fosfoproteína enriquecida en astrocitos 15 

(mancha 3, ratio de cambio -1,64), se ha demostrado que su capacidad de inhibir la migración de 

astrocitos está mediada por un mecanismo dependiente de proteína quinasa C delta (Renault-

Mihara et al., 2006). La anexina A1 (mancha 53, ratio de cambio -1,97) pertenece a una familia 

de proteínas de unión a fosfolípidos que ha sido relacionada con el tráfico de membranas y la 

migración e invasión de células epiteliales (Babbin et al., 2006). Así mismo, se ha demostrado la 

capacidad de un fragmento N-terminal de anexina 1 de inducir la migración quimiotáctica de las 

MSCs, así como su posible intervención en la reparación de tejidos (Kim et al., 2007b). 
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5.2.2. Alteración de enzimas metabólicas  

El otro grupo principal de proteínas de MSCs cuya expresión se encontró alterada en pacientes 

con artrosis está formado por 14 enzimas metabólicas. Siete de estas enzimas participan en el 

metabolismo de proteínas celulares: catepsina B (mancha 25, ratio de cambio +1,9), enzima 

activadora de ubiquitina E1 (mancha 29, ratio de cambio +1,85), proteína con valosina (mancha 

21, ratio de cambio +2,5), aminopeptidasa B (mancha 33,  ratio de cambio +1,5), proteína 

fosfatasa 1 (mancha 48, ratio de cambio +1,5), glicil-tRNA sintetasa (mancha 43, ratio de cambio 

-2,34) y la isoforma b de procolágeno-lisina, 2-oxoglutarato 5-dioxigenasa 2 (mancha 56, ratio de 

cambio +2,8). Cabe señalar que el término GO proceso metabólico se encontró 

significativamente enriquecido en los genes sobreexpresados por las MSCs de acuerdo con el 

análisis de términos GO llevado a cabo con los datos de expresión génica diferencial obtenidos en 

microarrays (Apartado 4.1.2). 

La catepsina B es una cisteín proteasa que podría jugar un papel en la degradación y el 

recambio de proteínas dentro de la célula. Las catepsinas se encuentran fuertemente 

sobreexpresadas en diversos tipos de tumores (Mohamed y Sloane, 2006) y participan en 

procesos protumorales básicos como la angiogénesis, la proliferación, la apoptosis y la invasión 

(Gocheva et al., 2006). En hendiduras y zonas de hipercelularidad del cartílago artrósico se han 

encontrado altos niveles de catepsina B (Baici et al., 1995). Así mismo, se ha encontrado un 

aumento de la actividad intracelular de catepsina B en condrocitos (Baici et al., 1995) y sinovio 

(Mehraban et al., 1997) degradados. El incremento de catepsina B observado en las MSCs de 

fenotipo artrósico sugiere la implicación de esta proteína en el metabolismo del cartílago artrósico 

mediante proteólisis descontrolada en el lugar indebido. 

La proteína fosfatasa 1 podría jugar un papel en la apoptosis condrocitaria (Kim y Blanco, 

2007), mientras que la glicil-tRNA sintetasa ejerce funciones en la biosíntesis de proteínas y ha 

sido descrita como diana de autoanticuerpos en enfermedades autoinmunes humanas como la 

polimiositis y la dermatomiositis (Freist et al., 1996). La isoforma B de procolágeno-lisina, 2-

oxoglutarato 5-dioxigenasa 2 cataliza la hidroxilación de residuos de lisina en péptidos 

colagénicos. Las hidroxilisinas resultan esenciales en la estabilización de la red de colágeno, 

habiéndose encontrado deficiencias en la actividad lisil hicroxilasa en algunos pacientes con 

síndrome de Ehlers-Danlos tipo VI, mientras que el síndrome de Bruck (osteogénesis imperfecta 

con contracturas articulares congénitas) se ha asociado con mutaciones en la región que codifica 

este gen (Ha-Vinh et al., 2004). 

El grupo de enzimas metabólicas diferencialmente expresadas en MSCs de médula ósea 

de pacientes con artrosis incluye cuatro especies proteicas adicionales que participan en el 

metabolismo celular de carbohidratos: triosafosfato isomerasa 1 (manchas 46 y 58, ratios de 

cambio -1,82 y -1,75 respectivamente), fosfoglicerato mutasa 1 (mancha 61, ratio de cambio -

1,75), glicógeno fosforilasa de cerebro (mancha 57, ratio de cambio +1,63) y glucosidasa II 
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(mancha 41, ratio de cambio +1,99). Xiang et al. (2004) encontraron autoanticuerpos de tipo 

IgG frente a triosafosfato isomerasa en ca. 25% de los sueros de pacientes con artrosis frente a 

<6% de las muestras provenientes de pacientes con otras patologías reumáticas como artritis 

reumatoide y lupus eritematoso sistémico. La glucosidasa II, que interviene en el procesamiento 

de glicoproteínas inmaduras, ha sido propuesta como marcador potencial de artrosis en estudios 

basados en microarrays de ADN con muestras de sangre de pacientes con artrosis de rodilla 

(Marshall et al., 2005). 

Se encontraron asimismo niveles de expresión disminuidos en tres proteínas implicadas 

en el metabolismo celular de lípidos: N-acilesfingosina amidohidrolasa 1 (mancha 28, ratio de 

cambio -2,42), nudix motivo 5 (mancha 5, ratio de cambio -1,68) y dihidropirimidinasa-like 2 

(mancha 50, ratio de cambio -2,5). Si bien la obesidad es un importante factor de riesgo para la 

artrosis (Lementowski y Zelicof, 2008), no existen estudios que relacionen el metabolismo de 

lípidos con la enfermedad a nivel molecular, por lo que la disminución de los niveles de estas 

proteínas en las MSCs de fenotipo artrósico merece un estudio más profundo. 

 

5.3. INTENSIFICACIÓN DE LA RESPUESTA MIGRATORIA A rhPDGF-BB DE LAS 

CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES DE PACIENTES CON ARTROSIS  

Diversas moléculas podrían regular la migración de las MSCs siguiendo un gradiente 

quimiotáctico en espuesta al daño tisular (Fiedler et al., 2002; Fiedler et al., 2004). La isoforma 

BB del polipéptido PDGF constituye un potente factor quimiotáctico para MSCs incluso a bajas 

concentraciones (Fiedler et al., 2002; Godwin y Soltoff, 1997; Hughes et al., 1992), razón por la 

cual en este estudio se investigó el efecto quimiotáctico de PDGF-BB sobre MSCs provenientes de 

pacientes con artrosis empleando células de individuos sanos como control. Los resultados ponen 

de manifiesto un incremento significativo del IQ en la respuesta migratoria de las MSCs de 

fenotipo artrósico a rhPDGF-BB (1 ng/ml) en comparación con los controles (Apartado 4.3). La 

marcada sobreexpresión del receptor de quimiocinas CCRL1, junto con la disminución de los 

niveles de expresión de proteínas relacionadas con la reorganización del citoesqueleto y la 

motilidad celular y la regulación al alza de genes y proteínas implicados en procesos metabólicos 

son compatibles con la hipótesis de una activación de las MSCs de médula ósea en pacientes con 

artrosis en respuesta a las señales enviadas por el hueso y el cartílago dañados característicos de 

esta enfermedad. 

 

5.4. EXPRESIÓN PROTEICA DIFERENCIAL EN CONDROCITOS DE PACIENTES CON 

ARTROSIS 

Algunos trabajos han analizado el perfil secretor del cartílago articular normal y artrósico 

mediante herramientas proteómicas (Garcia et al., 2006; Hermansson et al., 2004). Ruiz-Romero 

et al. (2005) describieron el proteoma de condrocitos humanos sanos, mientras que otros 
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trabajos (Lambrecht et al., 2007; Ruiz-Romero et al., 2008b) han estudiado el proteoma 

diferencial de condrocitos humanos provenientes de cartílago articular artrósico por comparación 

con tejido sano mediante 2-DE y MS. Recientemente se ha llevado a cabo el estudio del 

subproteoma mitocondrial de condrocitos artrósicos mediante 2D-DIGE y MS (Ruiz-Romero et al., 

2008a). 

En este trabajo se aborda por primera vez el estudio del proteoma diferencial de 

condrocitos articulares provenientes de pacientes con artrosis en comparación con individuos 

sanos mediante 2D-DIGE y MALDI-MS. De esta manera se identificaron 26 proteínas distintas, de 

las cuales siete (27%) tienen función de unión a proteínas, seis (23%) son de citoesqueleto, 

cinco (19%) muestran actividad hidrolasa y dos (8%) actividad oxidorreductasa. La proteína 

macrofágica mutante de bloqueo (manchas 10 y 11, ratios de cambio +1,81 y +1,54 

respectivamente), perteneciente a la familia gelsolina/villina de proteínas reguladoras de actina, 

se une al extremo libre del filamento de actina, impidiendo la incorporación de nuevas 

subunidades. La cofilina 1 (manchas 15 y 26, ratios de cambio -4,34 y -1,26 respectivamente), la 

cofilina 2 (mancha 23, ratio de cambio +1,31) y la destrina isoforma B (mancha 18, ratio de 

cambio -4,05), son proteínas pequeñas que se unen tanto a monómeros como a filamentos de 

actina cuya principal función fisiológica consiste en la despolimerización de dichos filamentos 

(Fig. 5.2) (Hotulainen et al., 2005; Paavilainen et al., 2004). Algunos estudios han puesto de 

manifiesto la importancia de la organización de la actina en el control del fenotipo condrocitario 

(Loty et al., 1995; Woods et al., 2005), mientras que Nurmisnkaya y Linsenmayer (1996) 

encontraron sobreexpresión de una proteína tipo gelsolina en condrocitos hipertróficos por 

comparación con condrocitos no hipertróficos. El citoesqueleto de actina juega un papel en la 

mecanotransducción condrocitaria, a través de la cual las células del cartílago se adaptan a los 

estímulos mecánicos externos (Grodzinsky et al., 2000; Guilak, 1995; Millward-Sadler y Salter, 

2004; Wang et al., 1993), proceso que resulta esencial para la integridad funcional del cartílago 

articular mediante el control de la síntesis y el catabolismo de la MEC y la prevención de una 

respuesta inflamatoria a la carga mecánica. Campbell et al. (2007) encontraron sobreexpresión 

del gen de cofilina, así como del de su isoforma destrina, en condrocitos sometidos a cargas 

mecánicas, mientras Ruiz-Romero et al. (2008b) encontraron también sobreexpresión de 

gelsolina en el proteoma de condrocitos humanos artrósicos empleando geles 2D. Recientemente 

Hubert et al. (2009) han sugerido que la proteína macrofágica de bloqueo podría actuar como 

mediador del diálogo entre el citoesqueleto de actina y orgánulos basados en microtúbulos que 

regulan la división celular.  

Algunos estudios han demostrado la expresión de marcadores terminales y de hipertrofia, 

incluyendo anexina A2 (mancha 20, ratio de cambio +1,36), en el cartílago artrósico (Kirsch et 

al., 2000), tejido en el que también se observaron mineralización y apoptosis (Derfus et al., 

1996; Hashimoto el al., 1998; Kirsch et al., 2000). Se ha propuesto que la sobreexpresión de 
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anexina en el cartílago artrósico podría provocar la entrada de Ca2+ en los condrocitos articulares 

y el consiguiente estímulo de eventos de diferenciación terminal en estas células (Wang et al., 

2003). Si bien en condiciones normales estos eventos son necesarios para la formación del hueso 

endocondral, en condiciones patológicas como la artrosis podrían desencadenar la destrucción del 

cartílago. La sobreexpresión de anexina A2 en los condrocitos de pacientes con artrosis que 

arrojan nuestros resultados ilustraría el papel de la apoptosis en esta enfermedad. 

La chaperona GRP78 (mancha 3, ratio de cambio -1,44) no sólo está implicada en el 

plegamiento y ensamblaje de proteínas en el retículo endoplásmico, sino también en el 

procesamiento y transporte de la forma silvestre de la trombospondina COMP (cartilage 

oligomeric matrix protein, proteína oligomérica de la matriz del cartílago). COMP, que se localiza 

en el condrocito normal y en la matriz territorial que lo rodea, juega un papel en la retención de 

la COMP mutante en los condrocitos pseudoacondroplásicos (Hecht et al., 2001). La otra 

chaperona cuya expresión se encontró alterada, la proteína de choque térmico de 10 kDa 1 

(mancha 29, ratio de cambio +1,26), es conocida principalmente por su papel en el plegamiento 

de proteínas intracelulares (Slavotinek y Biesecker, 2001); además, Johnson et al. (2005) 

propusieron un papel en la regulación de la respuesta inmune innata para la proteína 

extracelular, que ejercería funciones antiinflamatorias e inmunoreguladoras. Así, el tratamiento 

de pacientes con artritis reumatoide con esta proteína resulta en una mejora a corto plazo de los 

indicadores de la actividad de la enfermedad (Vanags et al., 2006). Otra de las proteínas 

alteradas en los condrocitos de pacientes con artrosis, la isoforma 1 de la proteína del retículo 

endoplásmico 29 (mancha 14, ratio de cambio +1,38), podría participar en el procesamiento de 

proteínas secretadas en el retículo endoplásmico a través del control de su plegamiento (Hubbard 

et al., 2006).  

Dos proteínas implicadas en la glicólisis se encontraron alteradas en los condrocitos 

artrósicos: fosfoglicerato mutasa B (mancha 2, ratio de cambio +1,27) y lactato deshidrogenasa 

A (mancha 27, ratio de cambio -1,29). La primera cataliza la conversión anaeróbica de glucosa en 

lactato o piruvato que resulta en el almacenamiento de energía en forma de ATP, mientras que la 

lactato deshidrogenasa cataliza la conversión de L-lactato y NAD en piruvato y NADH en la etapa 

final de la glicólisis. El cartílago articular es un tejido conectivo avascular con reducida 

disponibilidad de oxígeno y glucosa en comparación con el líquido sinovial y el plasma, mientras 

que la glucosa actúa como fuente de energía y precursor estructural y juega un importante papel 

en la síntesis de macromoléculas de la MEC en el cartílago articular. En la matriz extracelular el 

condrocito desarrolla su función con limitados nutrientes y bajo nivel de oxígeno, de modo que 

podría responder a estas alteraciones con un ajuste del metabolismo celular y de la expresión de 

enzimas glicolíticas. Ruiz-Romero et al. (2008b) también encontraron alteraciones en los niveles 

de enzimas glicolíticas en su estudio de condrocitos artrósicos mediante 2-DE. 
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Las proteasas juegan un importante papel en la degradación y destrucción tisular propias 

de la articulación artrítica (Cunnane et al., 2001; Keyszer et al., 1998). La catepsina D (mancha 

5, ratio de cambio -1,92), una aspartil proteasa lisosomal y secretada, podría contribuir al 

procesamiento proteolítico del núcleo de agrecano del cartílago articular (Handley et al., 2001). 

Algunos autores (Nakase et al., 2000) han sugerido la participación de esta proteasa en el 

proceso de osificación endocondral en humanos, mientras que Ruiz-Romero et al. (2005) la 

identificaron en el proteoma de condrocitos humanos normales mediante 2-DE y MS. En la 

etiopatogénesis de la artrosis se encuentra la sobreexpresión de enzimas degradantes de la MEC; 

sin embargo, Bowe et al. (2007) encontraron que bajo un régimen intenso de ejercicio no sólo 

tenían lugar cambios fenotípicos característicos de la artrosis temprana (Murray et al., 1999), 

sino una inesperada disminución del porcentaje de condrocitos positivos para catepsina D, 

especialmente en la zona del cartílago más próxima al hueso subcondral. En consonancia con 

este resultado, en este trabajo hemos encontrado niveles disminuidos de catepsina D en los 

condrocitos de pacientes con artrosis. 

En los condrocitos de pacientes con artrosis se encontraron niveles disminuidos de dos 

proteínas relacionadas con el proteasoma: la isoforma 2 de la subunidad beta 9 del proteasoma 

(mancha 1, ratio de cambio -1,43) y la subunidad 2 del activador del proteasoma (mancha 6, 

ratio de cambio -1,32). Algunos trabajos recientes han relacionado alteraciones en subunidades 

del proteasoma con enfermedades reumáticas como el síndrome de Sjogren (Morawietz, 2009), 

el lupus eritematoso sistémico (Barcellos, 2009) y la espondilitis anquilosante (Maksymowych, 

2009), por lo que el posible papel de estas proteínas en la patogénesis de la artrosis merece un 

estudio más profundo. 

 

5.5. CONSIDERACIONES GLOBALES 

5.5.1. Correlación entre la expresión diferencial de genes y proteínas en las células 

madre mesenquimales de pacientes con artrosis 

El análisis detallado de los genes y proteínas que se encontraron regulados en las MSCs de 

pacientes con artrosis revela que sólo existe cierto grado de correlación entre un número limitado 

de especies fundamentalmente reguladas a la baja (10, equivalente al 26% y 1%, 

respectivamente, de las proteínas y los genes regulados) (Fig. 5.3). Investigaciones recientes han 

coincidido en subrayar la pobre correlación que existe entre los perfiles de ARNm y proteínas, 

especialmente en mamíferos (Chen et al., 2002; Griffin et al., 2002; Ideker et al., 2001; Rogers 

et al., 2008; Tian et al., 2004), desacuerdo que algunos autores han fundamentado en la 

existencia de diferencias entre los mecanismos que controlan la transcripción y la traducción de 

genes. Otra razón estriba en el hecho de que un gen puede dar lugar a varios tránscritos 

distintos que a su vez pueden ser traducidos en cientos de especies proteicas diferentes 

dependiendo de las PTMs que experimenten. Existen además limitaciones de tipo técnico a la 
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Figura 5.3. Correlación entre la expresión diferencial de 
genes y proteínas en las MSCs  de pacientes con 
artrosis. Sólo se muestran los casos en los que la ratio 
de cambio de la proteína es > 1,5 veces y la del gen > 
1,25 veces. Los símbolos “+” y “-” indican aumento o 
disminución, respectivamente, del nivel de expresión en 
artrosis en comparación con los controles. ARNm, ácido 
ribonucleico mensajero; MSC, célula madre 
mesenquimal. 

hora de llevar a cabo una comparación 

global entre expresión génica y 

proteica, ya que, debido a las 

dificultades inherentes al análisis 

proteómico (Mann, 2009), en la 

actualidad ninguna plataforma de 

análisis proteómico es capaz de analizar 

un número de proteínas comparable con 

las decenas de miles de tránscritos (ca. 

40.000 en este trabajo) que 

simultáneamente son analizados en un 

único microarray (véase el Apartado 

5.5.2.1) 

 

5.5.2. Limitaciones del estudio 

5.5.2.1. Limitaciones de las tecnologías empleadas 

Dado que los defectos primarios que originan una determinada patología se reflejan en 

alteraciones de la expresión génica, las técnicas de genómica comparativa constituyen una 

interesante alternativa a los estudios genéticos clásicos, ya que en lugar de seleccionar a priori 

los genes objeto de estudio dichas técnicas tratan de identificar, entre la totalidad del genoma, 

aquellos genes cuya expresión difiere entre las distintas condiciones a estudiar. Sin embargo, no 

existe un único método estadístico aplicable a cualquier experimento basado en microarrays, por 

lo que éste habrá de ser elegido en función de factores como el diseño experimental y el número 

de réplicas técnicas y biológicas disponibles. Este hecho, unido a la diversidad de plataformas 

disponibles, dificulta enormemente la comparación de resultados obtenidos por distintos grupos 

de investigación. Respecto a la convención de considerar significativos los cambios de expresión 

superiores a dos veces, la cual se remonta a los primeros experimentos realizados con 

microarrays (DeRisi et al., 1996), puede ocurrir que cambios por encima de este valor de corte 

en el nivel de expresión de un gen no resulten relevantes con respecto al fenotipo, mientras que 

genes que en efecto ejerzan una notable influencia en el fenotipo podrían pasar inadvertidos en 

el vasto conjunto de datos que proporcionan los ensayos basados en microarrays (Miklos y 

Maleszka, 2004). 

Respecto al abordaje proteómico empleado en nuestro estudio, cabe señalar que, frente 

a los ca. 40.000 tránscritos analizados en cada microarray, el número de proteínas detectables en 

un gel 2D no sobrepasa unos pocos miles (ca. 2.400 en este trabajo), cifra de la que quedan 

excluidas las proteínas con valores extremos de pI y MM. Asimismo, los geles 2D tienden a 

sobrerrepresentar las proteínas más abundantes de la muestra, que son además las más 
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fácilmente identificables mediante MS, en detrimento de proteínas poco abundantes que sin 

embargo podrían asumir importantes roles biológicos (e.g. factores de transcripción y 

quimiocinas). En las MSCs de médula ósea de pacientes con artrosis se encontraron 38 proteínas 

frente a ca. 1.200 genes regulados de manera significativa con una ratio de cambio > 1,5 veces, 

desequilibrio que dificulta enormemente la comparación integral de nuestro sistema. El empleo 

de abordajes proteómicos cuantitativos basados en la utilización conjunta de LC-MS y marcajes 

isotópicos, isobáricos o metabólicos (Walther y Mann, 2010) podría aliviar en cierta medida este 

problema, si bien todavía son necesarias mejoras sustanciales de las herramientas proteómicas, 

especialmente en lo que atañe a límites de detección e intervalos dinámicos de análisis (Mann, 

2009). 

 

5.5.2.2. Limitaciones derivadas del tipo de muestras y la patología 

La utilización de muestras de origen humano plantea dificultades adicionales en el diseño y 

análisis estadístico de los ensayos basados en microarrays y geles 2D debido a la heterogeneidad 

genética de los individuos y al limitado número de muestras de las que normalmente se dispone. 

A ello hay que sumar los problemas asociados a la heterogeneidad de las manifestaciones clínicas 

cuando el objeto de estudio es una enfermedad compleja como la artrosis. 

Numerosos estudios apoyan la utilización de abordajes genómicos y proteómicos para la 

identificación de genes, proteínas y rutas bioquímicas alterados en estados patológicos. Sin 

embargo, el moderado tamaño muestral de nuestro estudio, derivado de la dificultad para 

obtener las muestras de médula ósea y cartílago de pacientes de artrosis y controles y a la 

limitada capacidad de procesamiento de las técnicas empleadas, ha podido restringir la capacidad 

de detección de diferencias significativas de expresión entre los dos grupos. Así mismo, no es 

posible concluir si la alteración de la expresión de algunos de los genes o proteínas descritos es 

causa o consecuencia de la patología. 

En este trabajo se demuestra la existencia de cambios en el perfil génico y proteico de 

MSCs y condrocitos provenientes de pacientes con artrosis. Hemos podido evidenciar que en las 

MSCs de fenotipo artrósico se encuentran infraexpresados genes implicados en transducción de 

señal, desarrollo, diferenciación y proliferación, entre otros. La identificación de varias rutas 

biológicas alteradas sugiere además que ciertas quimiocinas, sus receptores y algunos genes de 

colágeno podrían jugar un papel en la fisiopatología de la artrosis. A nivel proteico las MSCs de 

fenotipo artrósico muestran alteraciones compatibles con una activación de estas células, 

posiblemente debido a señales enviadas por el hueso subcondral. Finalmente, el proteoma 

diferencial de condrocitos de pacientes con artrosis muestra alteraciones que podrían explicar 

algunos aspectos moleculares de la enfermedad. Cabe esperar que la posterior caracterización 

funcional de los genes, proteínas y rutas biológicas aquí identificados pueda contribuir a 

aumentar nuestro conocimiento acerca de la fisiopatología de la artrosis. 
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1. Este trabajo describe por primera vez la existencia de cambios en la expresión de 

genes y proteínas en las MSCs de médula ósea de pacientes afectados por artrosis, 

poniendo de manifiesto alteraciones moleculares relacionadas con la fisiopatología de 

la enfermedad. 
 

2. La aplicación de la técnica de microarrays ha revelado en las MSCs genes con 

diferencias significativas de expresión entre pacientes y controles que están 

implicados en procesos claves como la transducción de señal, el desarrollo y la 

diferenciación. Los resultados son compatibles con una disminución de la capacidad 

de las MSCs de fenotipo artrósico para generar un linaje funcional de condrocitos que 

mantenga la homeostasis del tejido musculoesquelético.  
 

3. Se han identificado tres grupos de genes relacionados funcionalmente que se 

expresan de forma diferencial entre pacientes y controles en bloque: quimiocinas y 

sus receptores, genes reguladores de la interacción quimiocina-receptor y genes de 

colágeno. En particular, la marcada sobreexpresión del receptor CCRL1 en el fenotipo 

artrósico está en consonancia con el incremento de la respuesta quimiotáctica 

observado en las MSCs de pacientes con artrosis, mientras que la disminución de 

COL10A1 apoya la hipótesis de que las MSCs generan un hueso subcondral alterado o 

inestable.  
 

4. La aplicación de la técnica 2D-DIGE en combinación con la espectrometría de masas 

MALDI ha puesto de manifiesto proteínas con diferencias significativas de expresión 

entre MSCs de pacientes y controles relacionadas con la reorganización del 

citoesqueleto, la motilidad celular y el metabolismo celular, entre otros. Los 

resultados son compatibles con el mencionado incremento de la capacidad migratoria 

de las MSCs y sugieren una activación de estas células en respuesta a señales 

posiblemente enviadas por el hueso subcondral. 
 

5. La aplicación de la técnica 2D-DIGE en combinación con la espectrometría de masas 

MALDI ha puesto de manifiesto proteínas con diferencias significativas de expresión 

entre condrocitos de pacientes y controles relacionadas con el citoesqueleto, la unión 

de proteínas, la actividad hidrolasa, entre otros. Estas alteraciones podrían explicar 

algunos aspectos moleculares de la enfermadad.  
 

6. Los genes y proteínas identificados en este trabajo constituyen nuevos potenciales 

candidatos para explicar la etiología de la artrosis, dejando abiertas numerosas 

hipótesis que habrán de ser confirmadas mediante los correspondientes ensayos 

funcionales. 
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Anexo: Publicaciones 
 

Hasta el momento de entrega de esta memoria, el trabajo desarrollado durante la 

preparación de esta Tesis Doctoral forma parte de las siguientes publicaciones: 

 

• Rollín R, Marco F, Camafeita E, Calvo E, López-Durán L, Jover JA, López JA, 

Fernández-Gutiérrez B (2008). Differential proteome of bone marrow mesenchymal 

stem cells from osteoarthritis patients. Osteoarthritis Cartilage 16:929-935. 

• Rollín R, Tornero P, Marco F, Camafeita E, Calvo E, López-Durán L, Jover JA, López 

JA, Lamas JR, Fernández-Gutiérrez B (2008). Differential proteome of articular 

chondrocytes from patients with osteoarthritis. J Proteomics Bioinformatics 1:267-

280. 

• Lamas JR, Rodríguez-Rodríguez L, Vigo AG, Alvarez-Lafuente R, López-Romero P, 

Marco F, Camafeita E, Dopazo A, Callejas S, Villafuertes E, Hoyas JA, Tornero-

Esteban MP, Urcelay E, Fernández-Gutiérrez B (2010). Large-scale gene expression in 

bone marrow mesenchymal stem cells: a putative role for COL10A1 in osteoarthritis. 

Ann Rheum Dis 69:1880-1885. 

• Camafeita E, Lamas JR, Calvo E, López JA, Fernández-Gutiérrez B (2009). 

Proteomics: new insights into rheumatic diseases. Proteomics Clin Appl 3:226-241. 

 

 Del trabajo descrito en esta memoria, el estudio del proteoma diferencial de células 

madre mesenquimales obtenidas de médula ósea de pacientes con artrosis queda recogido 

en la primera referencia, mientras que en la segunda se describe el proteoma diferencial de 

condrocitos provenientes de cartílago de pacientes con artrosis. El estudio de la expresión 

génica diferencial de células madre mesenquimales se describe en la tercera publicación. La 

cuarta referencia constituye un artículo de revisión en el que se describe la contribución de 

los abordajes de tipo proteómico a la investigación de las enfermedades reumáticas. La 

carpeta “Artículos” del material complementario que se encuentra en el CD incluido en esta 

memoria contiene la versión electrónica de estos trabajos. 
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Anexo: Material Complementario 
 

El material complementario que se encuentra en el CD incluido en esta memoria comprende: 

• Versión electrónica de los artículos relacionados con el trabajo presentado en esta 

Tesis Doctoral (carpeta “Artículos”); 

• Conjunto adicional de genes de colágeno empleados junto con los 249 conjuntos 

predefinidos de la base de datos Biocarta en el análisis de enriquecimiento de 

conjuntos de genes (carpeta “Tabla Complementaria 1”);      

• Resultados del análisis del estudio de la expresión génica diferencial basado en 

microarrays realizado en esta Tesis Doctoral (carpeta “Tabla Complementaria 2”);  

• Información detallada en torno a las identificaciones de proteínas realizadas en esta 

Tesis Doctoral, basadas en la búsqueda en bases de datos a partir de espectros 

MALDI-MS y MS/MS (carpetas “Tabla Complementaria 3” y “Tabla Complementaria 4” 

para MSCs y condrocitos, respectivamente).      
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