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|. RESUMEN

La osteogénesis es un proceso en el cual células mesenquimaticas
estromales se diferencian a ostecblastos, que son las células encargadas de la
formacion del tejido 6seo. Este proceso es regulado por varios factores, entre ellos,
por la via de sefializacion Wnt canénica. Recientemente, evidencias demuestran la
importancia de la via Wnt no canonica dependiente de la protefna JNK activada a
través de la proteina Wnit5a. El objetivo de este seminario de titulo, fue estudiar el
efecto de Wnit5a sobre la diferenciacion osteogénica de hMSCs obtenidas de
mujeres donantes. Las células fueron purificadas y cultivadas utilizando un método
previamente establecido, y se analizé su capacidad de proliferacion y de
diferenciacion a osteoblastos a través de la expresion de genes selectos y mediante
la formacion de depésitos de calcio. Ademés, se evaluo la capacidad de Wnt5a de
inducir la fosforilacion de JNK.

Los resultados sugieren que hMSCs expresan Wntba y su receptor Ror2, y
que este Gltimo aumenta su expresién en células cultivadas en medio osteogénico.
Wnit5a aumenta la expresion de osx y bsp, y ambos genes disminuyen su expresion
cuando JNK se encuentra inhibida. Por otro lado, se comprobo que Wntba es capaz
de activar a JNK y que SP600125 inhibe la fosfotilacién de JNK. La inhibicién de la
via no canénica o la neutralizacién de Wnt5a con el anticuerpo anti Wntb5a
disminuyen el depésito de calcio en comparacién al control osteogénico.

Wni5a ni JNK tendrian un efecto sobre los niveles de proteina de (-
catenina; sin embargo, los resultados sugieren que la ausencia de Wnit5a aumenta
la proliferacion celular de hMSCs controles. En conclusion, los resultados sugieren
que la via Wnt no candnica dependiente de JNK favorece la diferenciacion de
hMSCs a osteoblastos ya que aumenta la expresion de genes osteogénicos como

osx y bsp y la mineralizacién de la matriz extracelular.




ABSTRACT

Osteogenesis is a process in which mesenchymal stromal cells differentiate
into osteoblasts, which are the cells responsible for bone formation. This process is
regulated by several factors, including the canonical Wnt signaling pathway. Recent,
evidence demonstrates the importance of the JNK non-canonical Wnt signaling
pathway, activated through the Wnt5a protein.

The aim of this research project was to study the effect of Wni5a on
osteogenic differentiation of hMSCs obtained from female donors undergoing hip
surgery. Celis were purified and cultured using a previously established method and
analyzed in their ability to proliferate and to differentiate into osteoblasts through the
measurement of selected gene expression and calcium deposition. Furthermore, we
measured the effect of Wnt5a on JNK phosphorylation.

The results suggest that AMSCs express wnt5a and its receptor ror2, and the
latter increases its expression in cells culiured in osteogenic medium. Furthermore,
Wntba increases osteogenic gene expression of osx and bsp, while both genes
decrease their expression when JNK is inhibited. Also Wnt5a is capable of
effectively activate JNK and SP600125 inhibits phosphorylation of JNK. Inhibition of
non-canecnical JNK or neutralizing with the antibody for Wnt5a decreases the
deposition of calcium compared to cells treated only with osteogenic medijum.
Whnt5a did no have an effect on the protein levels of B-catenin; however, the results
of cell proliferation experiments suggest that blocking Wni5a increased cell
proliferation.

In conclusion, WnitSa promotes the differentiation of hMSCs into osteoblasts
as increases the expression of osteogenic genes like osx and bsp, and the
mineralization of the extracellular matrix through at least in part, of the Whnt

noncanonical signaling pathway dependent on JNK.




1. INTRODUCCION

1. Metabolismo del hueso

El sistema esquelético, érgano vital para el ser humano, estd compuesto por
la totalidad de los huesos y tiene una composicion bastante compleja, lejos de la
vision inerte de su estructura como se piensa. Es mas, una serie de funciones se
encuentran relacionadas a los huesos como: soporte mecanico de drganos y/o
tejidos blandos, participacién en la accion muscular, proteccion del sistema
nervioso central, reservorio y liberacion de calcio u otras jones para la mantencion
de microambiente del fluido extracelular (Rodan, 1998).

La formacién de hueso es un proceso complejo que parte en estadios
tempranos del desarrollo embrionario y persiste durante la adultez. Segin Ia
literatura ((Shapiro, 2008), la formacién de un hueso largo requiere alrededor de 16
etapas, ademas de una serie de subetapas las cuales varian segin el tipo de
hueso. Existen principalmente dos procesos de formacion osea: la osificacion
inframembranosa y la endocondreal (Hartmann, 20086). Algunos huesos del craneo
y de las claviculas se generan a partir de la osificacidn intramembranosa, mientras
que la mayorla de los huesos se forman a través de una osificacion endocondreal,

a partir de una pre-estructura cartilaginosa.

2. Multipotencialidad de MSCs

El desarrollo y la mantencién del hueso es un proceso dinamico entre la
formacion y la degradacion del tejido dseo. Las células encargadas de estos
procesos son los osteoblastos y osteoclastos, respectivamente. Los primeros
derivan de las células progenitoras mesenquimaticas (MSCs) y los segundas de
progenitores hematopoyéticos. Las MSCs en el adulto no presentan antigenos

comunes a células hematopoyéticas como CD45, CD34 y CD14 (Pittenger et al.,




1999), y su nicho se encuentra principalmente en el estroma de la médula 6sea. Sin
embargo, hoy se sabe que es posible obtener este tipo celular a partir de otros
tejidos como grasa, pulmén, musculo esquelético, diente y cordén umbilical (Baksh
et al., 2004, Orbay et al., 2012; Peters et al., 2010).

Las MSCs presentan dos caracteristicas esenciales: su potencial de auto
renovacion y la capacidad de diferenciarse a mdultiples linajes. En el primer caso,
estas células tienen la capacidad de replicarse y generar copias exactas de la
célula original durante un periodo indeterminado o durante toda la vida del
organismo. Por otro lado, la capacidad de diferenciarse a diferentes linajes
celulares, como osteoblastos, adipocitos, condrocitos y miocitos, se conoce como
multipotencialidad (Pittenger et al., 1999). Esta capacidad de diferenciacion
depende de factores locales que junto a células y componentes de la matriz
extracelular generan un microambiente que favorece el desarrollo de un tipo celular

en particular (Figura 1).
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Figura 1. Diferenciaciéon de MSCs.

MSCs en el adulto presentan la capacidad de auto renovarse y diferenciarse a
diferentes tipos celulares a través de la expresion de factores de transcripcion
especificos.




3. Osteoblastogénesls

Durante la osteogénesis, las MSCs se dividen asimétricamente generando
precursores de osteoblastos, que progresan para formar osteoprogenitores,
preostecblastos, osteoblastos funcionales capaces de mineralizar el tefido 6seo y
finalmente osteocitos. Cada etapa es finamente regulada por la activacion de
factores de franscripcion especificos y otros marcadores &seos. Dentro de las
principales proteinas que controlan la diferenciacion se encuentran Runx2, Osterix,
DIx5 y MSX (Krishnan et al., 2006).

Runx2, también conocido como Cbfa1 {core-binding factor a1), pertenece a
la familia de genes con dominio runt. Existen 3 genes en esta familia, de los cuales
runx2 seria esencial para la generacion y maduracién de osteoblastos, Los
restantes factores de transcripcion, Runx1 y Runx3, estarian involucrados en la
hematopoyesis y [a diferenciacién neuronal y gastrointestinal, respectivamente
{Lamour et al., 2007). Ratones knock out para runx2 mueren después de nacer y
presentan anormalidades en la osificacién general y en la maduracion de
osteoblastos (Komori et al.,, 1997). Subsecuentemente, el factor de transcripcion
Osx no se expresa en estas mutantes, por lo que actuaria ric abajo de Runx2. Sin
embargo, la expresion de osx es igualmente necesaria para una correcta farmacién
Osea, puesto que ratones knock out para este gen no generan tejido 6seo ni por
osificacion endocondreal ni intramembranosa, puesto que las células no se
diferencian y no son capaces de depositar matriz extracelular calcificada
{Nakashima et al., 2002). Ademas, la expresion de marcadares clasicos de
diferenciacién osteogénica, como fosfatasa zalcalina (alp), sialoproteina de hueso
(bsp) y osteopontina (opn), son casi indetectables.

No s6lo hay que tomar en consideracion factores expresados en las mismas
células, sino que existe una variedad de ofras moléculas locales fundamentales

para una correcta diferenciacion. Ejemplos de éstas son a proteinas BMP2 {bone




morphogenetic protein 2), Shh (Sonic Hedgehog) e Ihh (Indian Hedgehog), de la
familia de las proteinas Hedghog, y hormonas como PTH, la forma activa de

vitamina D, glucocorticoides y estrégenos (Yamaguchi et al., 2000).

4. Remodelamiento del tejido éseo

Durante la vida de un organismo vertebrado, el remodelamiento del sistema
esquelético es un proceso continuo el cual es esencial para el mantenimiento de la
masa ¢sea y su microarquitectura. La unidad multicelular basica (BMU) (Figura 2),
encargada de reemplazar aquellos sectores de hueso dafiado o viejo por tejido
0seo nuevo, estd compuesta por osteocitos mecanosensitivos, osteoblastos
formadores de hueso y osteoclastos encargados de la resorcion del tejido dafiado

(Robling et al., 2006).

BMU

Osteoclasto

Osteocito

Reposo  Resorcién : Ftl'maclﬁn Minenll:adén Reposo

Figura 2. Remodelamiento Oseo.

El Recambio de material 6seo ocurre continuamente y esta dado por un ciclo en
donde osteoclastos activados actuan sobre el lugar dafiado o viejo. Luego de la
resorcion, los osteoblastos secretan material mineralizado. (Adaptado de
Osteocord, Bone from blood/ http://www.york.ac.uk/res/bonefromblood/index.html)

——Hueso nuevo

——Hueso viejo



En el 95% de la superficie del hugso de un adulto no ocurre ni resorcién ni
formacion de hueso debido a un efecto inhibitorio basal por parte de los osteocitos.
Sin embargo, cuando ocurre algin microdarfio, los osteocitos actlian como
mecanosensores y responden secretando citoquinas como OPG y gatillando la
expresion del ligando RANK en la superficie de los osteoblastos (Gogakos et al.,
2008). Esto genera un reclutamiento y activacién de osteoclastos, dando por
iniciada la resorcién 6sea, proceso que puede durar entre 2 a 4 semanas,
Basicamente, lo que se genera es una especie de tanel con una perforacion de
250-300 pm y la posterior apoptosis de dichas células (Robling et al., 20086),
Subsecuentemente, los osteoblastos proliferan, maduran y comienzan a secretar
osteoide, reemplazando el lugar dafiado por un pericdo de aproximadamente 3
meses. Finalmente, los osteoblastos maduros mineralizan la matriz extracelular
generando tejido éseo nuevo donde pueden insertarse osteacitos campletamente
maduros o ir a apoptosis, completando asi el ciclo.

Por lo tanto, aunque las actividades de osteoblastos y osteoclastos son
contrarias, es necesaria la regulacién conjunta a través de la activacion y expresion
de diferentes vias de sefializacion y moléculas en ambos tipos celulares. Sélo de
esta forma es posible el mantenimiento de la homeostasis del esqueleto, de lo
contrario, pueden ocurrir casos de una resorcion aumentada, lo que pueds llevar a

alguin tipo de enfermedad, como es el caso de la osteoporosis.

5. Osteoporosis, un problema de salud en Chile.

La osteoporosis es una enfermedad progresiva que se produce
principalmente por un desequilibric en la homeostasis del hueso. Se caracteriza por
una mayor degradacién que formacion del hueso, afectando su microarquitectura y
aumentando la fragilidad ésea (Gass and Dawson-Hughes, 20086). En comparacion

a un hueso sano, se pierde densidad y calidad dsea, prevocando una degradacion




silenciosa gradual sin muchos sintomas, culminando en fracturas graves, siendo las
mas comunes en la mufieca, cadera y columna. Diferentes factores pueden
favorecer esta condicion, no solo debido a una predisposicion genética, si no que
también la edad, raza, un mal habito alimenticio y sedentarismo.

Como antecedentes no menores, la osteoporosis afecta a una de cada 3
mujeres y a uno de cada 5 hombres sobre los 50 afios (www.fundop.org). en
Estados Unidos, se estima que hoy existen alrededor de 10 millones de individuos
con la enfermedad y de ellos 8 millones son mujeres y sélo 2 millones son hombres.
En el 2005 alrededor de 2 millones de fracturas y 19 billones de dolares en costos
fueron causados por esta enfermedad (National Osteoporosis Fundation,
www.nof.org). En nuestro pals, alrededor de un 50% de las mujeras sobre 50 afios
presenta osteopenia (masa dsea menor que la ideal) v alrededor de un 10% tiene
osteoporosis establecida. En diferentes grados, ambas condiciones conllevan a un
Hesgo elevado de fractura (Fundacion Chilena de Osteopaorosis,
http:/fwww fundop.org).

La prevalencia es mas comtn en mujeres postmenopausicas debido
principalmente a una falta de estrogeno. El estroégeno actlla mediante la union a
uno de sus receptores y favorece una mayor formacién de tejido 6seo sobre la
resorcion (Figura 3). Especificamente, estudios han demostrado que el estrogeno
es capaz de acelerar la apoptosis de osteoclastos mediante un incremento de
TGFB (Hughes et al., 1996). Es por esto que hoy en dia terapias de reemplazo
hormonal con estrogenos son usadas comtnmente como prevencion de la
enfermedad. Sin embargo, actualmente se conocen otros factores que podrian
influir en la predisposicién. El calcio almacenade en los huesos acfita como
reservorio del mineral y le da el fortalecimiento y rigidez al hueso. A medida que el
calcio en el suero disminuye la resorcion del hueso aumenta, lo que debillita el tejido

oseo. Por esta razén se necesita una absorcién eficaz del ion en el intestino. La




vitamina D, en su forma activa (1a,25-dihidroxivitamina D3) es capaz de favorecer la
absorcion y disminuir la excrecién de calcio, por lo que deficiencias en ésta y en
factores asociados, como la hormona paratiroidea, pueden también contribuir a una

pérdida de masa 6sea acelerada (Raisz, 2005).

Hueso Normal Hueso Osteoporético

‘ Resorciéon Osteoclastos

' Osteoblastogénesis
v‘ Adipogénesis

Figura 3. Deficiencias en estrégeno reducen la masa ésea en osteoporosis,

La resorcién no es compensada suficientemente por la formaciéon de osteoblastos
maduros en comparacion a un hueso sano. Ademas, la diferenciacién de MSCs a
adipocitos se ve favorecida por sobre la de osteoblastos. (Adaptado de Takada et
al 2009).

A pesar de que no existe un tratamiento totalmente efectivo contra la
osteoporosis, en la actualidad se utilizan diferentes tipos de drogas, ya sea para
prevenir o retardar el progreso de la enfermedad. Algunas de las mas usadas son
inhibidores de la resorcién del hueso como los bifosfonatos (alendronato,
ibanodronato), drogas anticatabélicas, y agentes anabélicos como la hormona para
tiroidea (PTH) (Roux, 2010). Debido a que la mayoria actta a nivel de inhibicién de
la resorcion del hueso, ademas de que ninguna es capaz de curar en un 100% la
enfermedad, la busqueda de nuevos tratamientos es de gran interés cientifico, junto
a una mayor comprension de los diferentes procesos y moléculas involucradas con

el inicio y el progreso de la enfermedad.




Por otro lado, evidencia en [a literatura y datos de nuestro laboratorio indican
que la médula ésea de pacientes con osteoporosis tiene un mayor contenido de
tejido adiposo respecto de mujeres normales, lo cual hace suponer que las MSCs
pudieran tener un mayor potencial de diferenciacién hacia adipocitos que hacia
osteoblastos en comparacion con individuos sanos o jovenes (Rodriguez et al.,
2009 y Takada et al., 2009). Esta via de diferenciacion preferencial hacia el linaje
adipogénico puede explicarse en parte por una mayor expresion y activacion del
factor de transcripcion PPARY2, el cual juega un rol central en la diferenciacién a
adipocitos y, a su vez, regula negativamente Ia diferenciacion hacia el linaje
osteogénico.

El compromiso y la diferenciacion hacia osteoblastos o adipocitos requieren
de la expresion y la accion de varios factores reguladores sobre las MSCs. En la
osteogénesis, como se menciond, se requiere la expresion de factores de
transcripcion como Runx2/Cbfa1, Osterix, y la supresién de factores adipogénicos
como PPARy2. Esta regulacién estd relacionada en parte con dos vias
independientes: la via Wnt cancnica, con B-catenina como proteina reguladora
central, y la via Wnt no canénica. Ambas actian promoviendo la osteogénesis y
reprimiendo la adipogénesis, pero en distintas etapas, por lo que la correcta

activacion de cada via es esencial en el desarrollo de cada tipo celular.

6. Sefalizacion de las vias Wnt en el tejido Gseo.

Las protelnas Wnt son una familia de 19 glicoproteinas altamente
conservadas en mamiferos (Angers and Moon, 2009). Estan involucradas en
diferentes procesos, algunos de los cuales incluyen el desarrollo embrionario,
crecimiento celular, migracion, homeostasis y generacion de la polaridad celular

planar en Drosophila y Xenopus (Mikels et al., 2009; Ling et al., 2009). Se clasifican
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en diferentes subfamilias dependiendo de la via de sefializacion que activan. La
subfamilia de Wnt1 (formada por Wnt1, 2, 3, 3a, v 8) activa la via de sefializacién
Wnt candnica dependiente de B-catenina; mientras que la familia de Wnt5a {como
Wntba , 4, 6, 7a y 11) activa las vias no canénicas dependiente de calcio {Kohn and
Moon, 2005) y JNK dependiente (Liu et al., 2008; Ling et al., 2009). De los
antecedentes aportados por varios reportes, se puede concluir que ambas vias
estarian involucradas en la diferenciacion celular y destino de las MSCs (Hartmann,
2008; Krishnan et al., 2006).

La via Wnt canénica opera mediante la union det ligando Wnt a uno de los 10
receptores de membrana de la familia Frizzled (FZD), el cual a su vez forma un
complejo con el co-receptor LRP5/6 (Figura 4). En ausencia de ligando, la quinasa
GSK-3p junto a ofras proteinas en el citoplasma se encargan de fosforilar a p-
catenina, lo que conlleva su ubiquitinacién y la posterior degradacion por parte del
proteosoma. Sin embargo, esto no ocurre cuando la via esta activa, por lo que los
niveles de B-catenina aumentan en el citoplasma, se transloca al nicleo y actlia
como un coactivador en complejo con los factores de transcripcion Tcf/Lef1, que
finalmente favorecen la expresién de genes especificos como c-myc y ciclinaD1
(Angers and Moon, 2009).

Varias proteinas Wnt canonicas han sido relacionadas con [a fisiologta del
hueso. Por ejJemplo, ratones knock out para wnt10b presentan menores niveles de
osteocalcina en el suero y un tejido éseo trabecular disminuido (Bennett et al.,
2005). Por el contrario, la sobreexpresion de Wnt10b favorece la expresion de
factores de transcripcion claves para la osteogénesis, como osx y runx2. En otro
caso, estudios de Boland y colaboradores, (2004) revelan que la sobreexposicion
de la proteina Wnt3a favorece la proliferacion en estadios tempranos de

osteogénesis, lo que podrla favorecer el nimero de osteoprecursores. Sin
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embargo, en MSCs cultivadas en medio osteoinductivo con Wnt3a, la osteogénesis
se ve inhibida debido a una disminucién en la activacion de TCF por parte de pB-
catenina. Es decir, el efecto que tienen estas proteinas es variado y depende del

contexto celular y de los receptores involucrados.

Via Wnt Candnica Vias Wnt No Canénicas

| Proliferacion Celular | Polaridad Celular _Migracién Celular
Diferenciacion Celular | Migracién Celular Inhibicién de la Via Canénica

Figura 4. Vias de sefializacién Wnt canénica y no canénicas.

Dependiendo del tipo de proteina Wnt, esta puede activar al menos 3 vias
diferentes. La via Wnt p-catenina dependiente, y las dos vias no canénicas
inicialmente conocidas como Polaridad Celular Planar (PCP) y la via dependiente
de Ca*/PKC-CAMKII. Adaptado de (Kikuchi et al., 2012).

La activacion de las vias de sefalizacion Wnt no canénicas presenta una
mayor diversidad en cuanto a los estimulos y las moléculas involucradas. En
general, todas actuan de forma B-catenina independiente y, de acuerdo al contexto
celular, se puede clasificar segun la cascada de sefalizacion que activan. Entre las

mas estudiadas se encuentran la via de Polaridad Celular Planar (PCP) vy la
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dependiente del flujo intracelular de calcio. Ambas han sido ampliamente
estudiadas en invertebrados, como en Drosophila ¥ en pez cebra, especificamente
relacionados a procesos como extension convergente y movimiento celular durante
la gastrulacién. La activacion de cada via depende principalmente de Ia
combinacion de receptores FZD y otros receptores alternativos, como el receptor
Ror2.

En el caso particular de la activacion de la via de sefializacion dependiente
del receptor Ror2, éste pertenece a la familia de receptores de membrana con
actividad tirosina quinasa (Liu et, al.2007). Estos receptores se han asociado a
diferentes procesos, incluyendo proliferacion, migracion, angiogénesis y
sobrevivencia. Mas aln, receptores disfuncionales se han relacionado con
anomalias esqueléticas, como el Sindrome de Robinow (Afzal and Jeffery, 2003) e
incluso con leucemia (Green et al., 2008).

La estructura del receptor presenta en la regién extracelular un dominio tipo
inmunoglobulina y un dominio rico en cisteinas (CRD; Cystein Rich Domain), este
tltimo similar al sitio de unién de proteinas Wnt en los receptores FDZ, lo que
sugiere que los receptores Ror2 también son capaces de unir este tipo de ligando.
Por ofro lado, en el dominio intracelular se localiza el dominio con actividad tirosina
quinasa (TK}. Todos estos dominios serian esenciales para que proteinas como
Wntba activen vias de sefializacion a través de este receptor (MacDonald et al.,
2009; Mikels et al., 2009).

La activacion de la via de sefializacién dependiente de JNK puede inducir a
proteinas G, como Rho y Rac, las que finalmente inducen [a fosforilacian de JNK
generando cambios en el citoesqueleto. En ofros casos, la activacién produce la
liberacién de Ca*? al espacio intracelular, activando proteinas como CAMKI) y PKC

{Figura 4).
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7. Proteinas JNK y via de seiializacion.

Las proteinas c-Jun N-Terminal quinasas (JNKs) pertenecen a un gran grupo
de proteinas serinaltrecnina quinasas conocidas como MAPKSs, junto a p38 y ERK
(Jaiswal et al., 1999; Bogoyevitch and Kobe, 2008). Originalmente, se identificaron
por su habilidad de fosforilar al factor de transcripcién c-Jun y mediar la muerte
celular inducida por estrés, participar en el proceso de la polaridad celular planar en
Drosophila y estar implicada en procesos de gastrulacion y movimientos de
extension convergente embrionarios en Xenopus (Liao et al., 2006).

Varios estimulos pueden activar a JNK incluyendo citoquinas, especies
reactivas de oxigeno y luz ultravioleta. La mayoria inducen la actividad de alguna
MAPK la cual inicia la cascada de sefializacién; especificamente, JNK puede ser
activada por dos quinasas, MKK4 y MKK7. Ademas, es necesaria la presencia de la
protelna de andamio JIP (JNK interacting protein), la cual une el complejo de
fosforilacion formado por MLK3 (mixed lineage protein kinase), MKK7 y JNK
(Zoumpourlis and Vlahopoulos, 2004). Finalmente, JNK es fosforiiado en los
motivos ThrxTyr y, a su vez, es capaz de fosforllar un amplio rango de sustratos,
activando e inhiblendo factores de transcripcion como c-Jun y PPARYy,
respectivamente (Bogoyevitch and Kobe, 20086).

La proteina ¢c-Jun pertenece a la familia de factores de transcripcion AP-1
(activator protein) que consiste en un amplio grupo de proteinas con dominio BZIP
{basic region leucine zipper) al que pertenecen las subfamilias Jun, c-Fos y ATF2,
Se les denomina asl porque las moléculas dimerizan mediante la formacién de un
espiral, conocido como “Clerre de Leucina”, el cual es precedido por un dominio
responsable de la unién especifica al DNA. Por otro lado, en el dominio N terminal,
JNK es capaz de fosforilar los residuos de serina 62 y 73 y aumentar asi la

actividad franscripcional de promotores con secuencias especificas para el
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complejo AP1 (Zoumpourlis and Viahopoulos, 2004). La activacién de c-Jun se ha
visto relacionada con diversos fendmenos celulares como proliferacion, migracion,
apoptosis y diferenciacion. Sin embargo, el efecto de la activacian de JNK ¥ cfun

depende principalmente del tipo y el contexto celular (Leppa and Bohmann, 1980},

8. Efectos y funcionalidad de Wnt5a

La proteina Wnt5a ha sido extensamente estudiada debido a gue se conserva
en un amplioc rango de especies, desde Caenorhabditis elegans a humanos.
Ademas, se le ha asociado a varias funciones celulares como proliferacién,
diferenciacion, migracion, adhesion y polaridad. Recientemente, Ia interaccion y la
formacidn de un complejo ternario entre el receptor Ror2, algtin receptor Frizzled (al
menes con Fz5, Fz6 o FZz7) y la proteina Wnt5a, han recibido gran atencion
debido a su relacién con la diferenciacion de MSCs.

Existen varios antecedentes sobre la relacion entre Wnt5a y las vias no
candnicas {De, 2011; Mikels and Nusse, 2006) . Mutantes para wnt5a en pez cebra
exhiben una reduccion en la frecuencia transitoria de Ca'™ y defectos en
movimientos de extensién convergente (movimiento polarizado morfogeneético
durante la embriogénesis) (Kikuchi et al., 2012). En Xenopus, Wnt5a se une a Ror2
y este activa a JNK quien finalmente aumenta la expresién de una protocadherina
esencial para el desarrollo embrionario (Schambony and Wedlich, 2007).

Por otro lado, el patron de expresion de Wnt5a como de Ror2 en el desarrollo
morfolégico de ratdn es extremadamente similar, detectandose principalmente en [a
cara, extremidades, cola, pulmones y genitales (Li et al., 2002; Yamaguchi et al.,
1999). Mas aln, segtn el trabajo realizado por Oishi y col. (2003) ratones kock out
para ror2 'y wntba exhiben, a diferencia de ratones controles (WT), fenotipos
morfolégicos similares pero atin mas severos en aquellos ratones gque no expresan

el figando. Principalmente se caracterizan por exhibir enanismo, extremidades
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acortadas, anormalidades faciales y defectos en el desarrollo del pulmén (Figura
5). Ademas, ratones que no expresan Wnt5a practicamente no desarrollan paladar
debido a un bloqueo en la migracion y proliferacién de MSCs (He et al., 2008).

Estudios mas recientes afirman la relevancia de wnt5a y ror2 también en el
desarrollo de los dientes. Dientes provenientes de ratones mutantes para wnt5a
presentan un menor tamarfo, defectos en el patrén y una diferenciacion
odontoblastica tardia en comparacion a ratones wild type. Consistentemente un
fenotipo similar se observo en ratones knock out para ror2 (Lin et al., 2011). Todos
estos antecedentes demuestran el rol fundamental tanto del receptor como del
ligando para el desarrollo morfologico de diferentes estructuras en el ratén.

Se ha constatado que Wnt5a es capaz de activar en diferentes tipos celulares
la via de sefializacion Wnt no canénica dependiente de JNK, a través de la union al
receptor Ror2 (Yamanaka et al, 2002; Oishi et al., 2003). Por ejemplo,
experimentos realizados en la linea celular NIH3T3 demuestran que Wnt5a activa

particularmente a JNK y no a P38 y Erk (Yamanaka et al., 2002).

Ror2-/- Wnt5a~/-

Figura 5. Fenotipos de Ratones knock out para Ror2 y Wnt5a.

En comparacion al control (WT), ratones Ror2” y Wnt5a™ presentan enanismo,
anormalidades severas faciales, extremidades y colas atrofiadas y atrofia pulmonar.
(Oishi et al., 2003)
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El efecto tanto autocrine como paracrino de Wnt5a en la diferenciacion de
hMSC a osteoblastos ha sido poco estudiado. De trabajos publicados
recientemente por el grupo de Bilkovski y colaboradores {2010), se ha observado
que existe una relacion positiva entre el efecto de la proteina Wnt5a y [a
diferenciacion de hMSC a osteoblastos maduros. Este efecto, en parte, seria a
través de JNK fosforilada, que posteriormente es capaz de activar al factor de
transcripcion c-jun, el cual favorecerfa la expresion de genes especificos como
osteopontina y fosfatasa alcalina. Por otro lado, la infeccién de hMSC con
adenovirus para Ror2 aumenta la expresion del gen osterix y favorece no solo |a
mineralizacion de las células en cultivo sino también aumentaria la masa ésea total
en hueso de ratén ex vivo (Liu et al., 2007). Ademas, estudios en cultivos primarios
de hMSCs, demuestran que la expresion de Ror2 aumenta bajo la estimulacion
osteogénica. Mas aln, al inhibir Ror2 con un siRNA la activacion de JNK se ve
blogueada, no asi la activacién de p38 o ERK (Liu et al., 2009).

Existen diferentes evidencias que indican que la unién de Wnt5a a receptores
especificos en combinacién a Ror2 inhibiria, de algin modo, la via dependiente de
B-catenina. Segun el trabajo realizado por (Ishitani et al., 2003), Wnt5a activaria la
via Wnt no candnica dependiente de los niveles de calcio intracelular, a través de
TAK1-NLK MAPK. La proteina NLK activada fosforilaria a TCF, previniendo que el
complejo B-catenina -TCF se una al DNA, por lo que no habria expresién de genes
blanco de B-catenina.

Por otro lado, estudios realizados en células HEK293 (Topol et al., 2003)
musstran que Wnt5a promueve la degradacion de B-catenina independiente de
GSK3B y la via no canénica activada por CAMKI|, lo que dependeria de la
expresion de Siah2 que forma parte de un complejo alternativo de la ubiquitina

ligasa E3 junto a otras proteinas como APC. Este mecanismo podsia funcionar
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como un mecanismo alfernativo de regulacion negativa de la via cuando los niveles
en la activacion de $-catenina se encuentren indebidamente elevados.

Interesantemente, estudios in vivo realizados en embriones de ratén que no
expresan Ror2 y positivos a LacZ (Axin “**Z*mRor2 " ), presentan una seiializacién
a traves de B-catenina aumentada. Células que no expresan Ror2 presentan una
mayor actividad B-galactosidasa que células de embriones controles (Axin
L=Z*mRor2 ). Ademas, este aumento en Ia expresion de LacZ es especifico a las
regiones en donde se pierde la expresién de Ror2 (Mikels et al., 2009).

De lo expuesto anteriormente, la expresion de Wnt5a y Ror2 serian
esenciales para el desarrollo de la osteogénesis y, por lo tanto, del aumento de Ia
masa 6sea. En este seminario de titulo se propone estudiar el efecto de Wnt5a y
conocer el efecto en la inhibicion de la via de sefializacion dependiente de JNK en

el desarrollo de la osteogénesis de células mesenquimaticas humanas.
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lll. HIPOTESIS

WntSa favorece la diferenciacidn osteogénica de hMSCs en etapas

tempranas y tardias del proceso a fravés de la activacion de la via Wnt no Canénica

dependiente de JNK.

IV. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

1. Objetivo General:

Estudiar el efecto de la proteina Wni5a en la diferenciacion osteogénica y

determinar si éste es mediado por la via de sefializacion dependiente de JNK en

céelulas mesenquimaticas humanas.

2, Objetivos Especificos:

1.

Determinar si Wniba tiene efecto sobre la proliferacion celular de las
hMSCs.

Evaluar, la activacion de [a via de sefializacion Wnt no candnica por Wnt5a,
midiendo los niveles de p-JNK y JNK total en hIMSCs.

Estudiar el efecto de la presencia y ausencia de Wni5a en la expresion de
genes relacionados con diferenciacién osteogénica {Osx, Runx2, ALP, BSP
¥ OPN)y del receptor Ror2.

Evaluar el efecto de Wni5a en el nivel de la proteina Osterix, y de B-catenina
en hM3Cs.

Estudiar el efecto de la inhibicion de la via de sefializacion Wit no canénica
dependiente de JNK scbre la diferenciacién osteogénica.

Medir la expresién de Wnt5a y Ror2 en hMSCs de mujeres controles y

ostecpordticas.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Sujetos donantes de MSCs.

Celulas mesenquimaticas humanas (hMSCs) se obiuvieron de mujeres
postmenopausicas voluntarias entre 60 y 75 afios de edad, sometidas a cirugia
debido a fractura de cadera o algin miembro inferior en el Servicio de Ortopedia y
Traumatologla del Hospital Sétero del Rio, Santiago de Chile. Cada donante, previo
a la intervencion, firmé un consentimiento informado por escrito autorizando la
obtencién de un aspirado de médula dsea durante el procedimiento quirtirgico. Este
procedimiento se encuentra debidamente aprobado y autorizado por los comités de
ética del Hospital Sotero del Rio y del Instituto de Nutricién y Tecnologia de los
Alimentos (INTA), Universidad de Chile.

Dentro de Ilas 4 semanas post operacién, a las pacientes se les determiné la
densidad mineral dsea (DMO) mediante el método de absorciometria de doble
energia radiologica (DEXA) utilizando un densitdmetro Lunar DPX-L (LUNAR,
Prodigy, General Electric Medical Systems, Madison, WI, USA). Las pacientes
donantes fueron clasificadas como controles u osteoporéticas de acuerdo al valor
de t score observado en las vertebras lumbares L2-l4. Las donantes se
seleccionaron como controles si presentaban un t score menor a -2,5 S.D. (es degir,
presenta una DMO dentro de un rango del t score promedio de jovenes sanos + 2,5
desviaciones estandar); bajo este valor, las pacientes se consideran osteopordticas
(O-MSCs).

Tanto las pacientes controles y osteoporéticas se consideran sanas en la
medida de que no presentan ninguna enfermedad relacionada a osteoporosis,
excepto por la fractura ésea. En ningln caso las donantes se encontraban bajo

tratamiento con glucocorticoides o terapia de reemplazo hormonal con estrégeno.
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2. Alslamientc y Cultivo Celular
Muestras de médula dsea (15 ml) fueron extraldas por aspirado desde la
cresta iliaca de pacientes sometidos a cirugia . Las MSCs fueron aisladas y
cultivadas basado en el protocolo descrito por { Jaiswal y col (1997). A 20 ml de
Dulbecco’s Modified Eagles Medium, DMEM (Sigma, St Louis, MO, USA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco Life Technologies, Grand
Istand, NY, USA) (DMEM-SF10%), se le agregd 15 a 20 ml de aspirado celular
fresco, y se centrifugd a 1800 rpm por 5 min para obtener el total celular y descartar
la capa de grasa proveniente de [a muestra. El pellet celular se resuspendio en 10
ml de DMEM-SF10% suplementado con 80 pg/ml de gentamicina. Se fracciond en
un gradiente de densidad generado al centrifugar en una solucién de Percoll al 70%
(Sigma) a 13000 x g por 20 min. La muestra se separ6 en 3 fracciones y se colectd
la de menor densidad donde se encuentra la mayor parte de las hMSCs. La
fraccién recolectada se lavo con DMEM-SF10% vy se sembro a una densidad de 2-3
x 107 células/placa de 60 mm en medio de cultivo DMEM-SFE10% a 37°C y @n una
atmésfera humeda al 95% de aire y 5% de CO,. A este primer plaqueo se le
denomina cultivo primario de hMSCs y se mantuvieron en estas condiciones
cambiando el medio cada 3 dias hasta alcanzar la confluencia. Una vez ocurrido
esto, las células se lavaron 2 veces con PBS {NaCl 0,14 M; KC! 2,6 mM: NaHPQ,
7H20 0,01M; KH.PO4 1,7 mM ajustado a pH 7,2} y se liberan de la placa agregando
tripsina {0,256%) (Hyclone, Thermo Scientific) suplementada con 0,25% EDTA
(Sigma) a 37°C por 5 min. Las células fueron centrifugadas a 1800 rpm por 5 min y
se resuspendieron y sembraron en placas de 100 mm a una densidad de 3,5 x10°%
células/cm?®. A esto se le denomina primer subcultive vy se procedid de la misma
forma hasta el tercer pasaje.
La linea celular Sa0Os-2 fue cultivada, a 37°C y 5% de CO; en placas de 100

mm hasta confluencia en medio basal, DMEM (Dulbecco's Modified Medium,
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GIBCO) mas suero fetal al 10% y penicilina/streptomicina 1000 ug/m! (HyClone}, pH
7,0. Previo a cada experimento las células se liberaron con tripsina 0,25% {Hyclone,

Thermo Scientific) como fue descrito anteriormente.

3. Diferenciacion osteogénica

l.as células se diferenciaron por 2, 4, 8 y 14 dias, segin cada experimento
con medio osteogénico (MO) compuesto por medio DMEM-SF10% suplementado
con 100 nM de dexametasona (Sigma, St. Louis, U.S.A), 100 mM de beta-
glicerofosfato (Sigma, St. Louis, U.S.A) y 10 pM de L-acido ascérbico (Sigma, St.
Louis, U.S.A). Se evalud el efecto y el blogueo de Wnt5a en la diferenciacion,
agregando al MO 500 ng/ml de Wnt5a recombinante (645-WN/CF, R&D Systems,
Minneapolis, U.S.A) y 2ug/m! del anticuerpo anti Wnt5a (sc-23698 Santa Cruz
Biotechnology, INC., St. Cruz, U.S.A), respectivamente. Por otro lado, se agrega 20
HM del inhibidor especifico de JNK, SP600125 (Sigma, St. Louis, U.S.A), para
estudiar el efecto en la inhibicion de la via Wnt no canénica en la diferenciacion

osteogénica de las MSCs.

4. Purificacién De RNA, PCR Semicuantitativo y SYBR Green PCR

Placas de 60 mm fueron sembradas a una densidad de 2 x 10° células/placa.
Una vez que alcanzaron la confluencia se diferenciaron con MO como se describie
anteriormente por 4 y 8 dias. A los tiempos indicados, las placas fueron lavadas dos
veces con PBS y se le agregé 1 ml del reactivo Trizol (Ambion). El RNA total se
obtuvo de acuerdo al protocolo del fabricante y fue cuantificado
espectrofotométricamente. El DNA complementario (¢cDNA) se obtuvo de acuerdo al
siguiente protocolo: 1pg de RNA se sometid a una reaccién de transcriptasa
reversa con M-MLV Reverse Transcriptase (Promega, Madison, U.S.A) segin el

siguiente programa de PCR; 5 min a 70°C, 1 hora y 30 min a 42°C y 15 min a 70°C.

22




El cDNA obtenido de la reaccion se cuantifico espectrofotométricamente. Para las
reacciones de PCR se ufilizé 200 ng/ul de cDNA, en un volumen total de 28 LE.
Como control interno se utilizd partidores para 18S. Los partidores utilizados estan
listados en la tabla 1.

Se midi6 la expresion de Ror2 y Wnt5a con SYBR Green qPCR en hMSCs
controles y osteoporéticas mediante el método de la curva estandar. Para ello se
utilizé cDNA de [a linea celular SaOs-2 y se realizaron las curvas con al menos 5
puntos (diluciones 1:5). La concentracion relativa de cada muestra se interpold con
la ecuacién de la recta. GAPDH se utilizé como control interno y ambos partidores
en cuestion fueron generados a partir del programa Beacon Designes 7,9
(www.premierbiosoft.com). Todas las amplificaciones y analisis fueron realizados
con el equipo LightCycler de Roche y el software version 3.5.3, respectivamente.
Los ajustes de la linea de base y el umbral (threshold) fueron determinados
automaticamente por el programa y los datos fueron analizados por el método de la
maxima segunda derivada. La reaccién en cada capilar consistio de 1 ul de cDNA,
1 pl de cada partidor (10 pM) 1,2 pl de MgCl, (3 mM) y 1l the LightCycler FastStart
DNA Master SYBR Green 1 mix (Roche) en un volumen total de 10 pl. El protocolo
general es el siguiente: Denaturacion inicial por 10 min a 95°C, amplificacion
dividida en 3 etapas; denaturaciéon 5s a 95°C, alineamiento (“anneling™ a 62° C y
66° C para Ror2 y Wnt5a, respectivamente, y finalmente elongacion a 72°C por 10
s. Se detectd la fluorescencia duranfe cada etapa de exiensisn. Después de 40
ciclos se generd una curva de denaturacion calentando la muestra a 95°C y luego
enfriando a 65°C por 15 s seguido de un aumento lineal de la temperatura hasta
95°C, monitoreando continuamente la sefial de fluorescencia. Finalmente las

muestras fueron enfriadas a 40°C por 30 s,
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Tabla 1. Partidores utilizados en la amplificacién por PCR.

Tm Producto Gen Bank
Gen Secuencias Partldores Ciclos *C pb ace, No

5-AACCCCCAGCTGUCCACCTACC-?
Osterix  §-GACGCTCCAGCTCATCCGAACG-Y 36 64 457 NM_001173467.1
§-TTGTGGECCGGAGTGBACGA-Y

Runx2 F-AGCGAGEGCCGETGBGTTCTE-3' 36 g2 250 NM_001024630.3
-ATCCTGTATGGCAATGGGC-3'
ALP 5-GGCGGCAGACTTTGGETTTC-3 5] 58 484 NM_000478.4
-ACAACACTGGGCTATGGAGAGGAC-3
BsP FACTTETEGTGGGETTCTAGGTTCA-3 39 62 401 NM_004867.3
5-CATGTCAGAAGCAGAATCTCCTA-3"
OPN -GBAAAGTTCCTGACTATCAATCA-3" 38 &3 859 NM_001040058.1
§-TCCTTCTGCCACTTCGTIBTTTCC-3'
Rar2 ~TGCTTGCCGTTCCTCTGTAATCC-3 39 62 435 NM_004560.3
~ACACCTCTTTCCAAACAGGCC-3
Wnit5a ~-GGATTGTTAAACTCAACTCTC-3 36 60 567 NM_0G033924
S-GGCATCTBTEGCTGCAGCAGCCG-3'
Wiitda ~CEGTGCTTCTCCACCACCATCTCCG-3 36 70 338 NM_033131.3
§"-GGACACGGACAGGATIGACA-3'
185 5-GGACATCTAAGGGCATCACAG-3 26 57 240 AF3T5055.1

Tabla 2, Partidores utilizados en Ia amplificacién con SYBR-Green.

Gen Secuenclas Partidores Tm °C  Producto {pb) Gen Bank ace. No
Rorz2 §“ATCCGAACGACCCTTTAG-3' 62 99 NM_004560.3
5~TGATATTIGTTITACTGGCTCCA-Y
WhnitSa §-CCCATICACAGGTTCTCAGCC-3 66 184 NM_003392.4
~CAGCATCACATCACAACACGGA-3
GAPDH §-CAAAATCAAGTGGGGCGATECTS-3 69 283 NM _002048.3

STGTGGTCATGAGTCCTTCCACGAT-3'

S. Lisis Celular y Western Blot

Una vez transcurrido el tiempo de cada experimento, las células en placas
de 35 mm fueron lavadas en hielo dos veces con PBS y luego lisadas con 90 pl de
Buffer EGFR (Hepes 1N pH 7,4 NaCl 15 mM MgCI2 2mM EGTA 1mM 1%
Triton100x 10%Glicerol) suplementado con inhibidores de proteasas (aprotinina 10
mg/ml, leupeptina 10 mg/ml, pepstatina 1ug/ml, NaF 41 mg/m!, Ortovanadato 18
mg/ml). Después de 15 min se recolecto el lisado de cada placa con la ayuda de un

“cell scrapper”, y se centrifugaron a 12000g por 10 min. Una vez finalizado se
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transfirid el sobrenadante a un tube limpio y se guardo a -20°C. Siguiendo el
protocolo de BIORAD, se usaron 10 pl para la cuantificacion de proteinas totales. Al
resto, se le agregd un tercio del volumen total de buffer de carga (2%SDS, 10%
Glicerol, Tris 0,06 M pH 6,8, 0,01% azul de bromofenol y 20% B-mercaptoetanol) y
fueron denaturadas por 5 min a 70°C. Posteriormente, se cargaron 25 ug de
proteina total a cada gel de poliacrilamida SDS-FAGE al 10%. Las protelnas fueron
separadas completamente a 120V y una vez finalizada la corrida se transfiria
durante 1 hora a 100 V a una membrana de PVDF (Thermo Scientific), previamente
activadas en metanol. Se bloquet las membranas con leche descremada al 5% en
TBS-Tween 0,1% por una hora a temperatura ambients. En el caso de phospho-
JNK, se utitizd BSA al 5% en TBS-Tween 0,1%. Los anticuerpos primarios fueron
incubados durante toda la noche a 4°C en TBS-Tween 0,1% a las respectivas
diluciones: p-JNK (celi Signaling), dilucion 1:1000; JNK total (Santa Cruz
Biotechnology), dilucion 1:1000; Osx (Santa Cruz Biotechnology), dilucidn 1:1000; y
B-catenina (Transduction Laboratories), dilucion 1:1000. Como control de carga, el
anficuerpo para B-Actina (Sigma) a una dilucién 1:5000 se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Después de 16 horas de incubacion, la membrana se lavé 3 veces por 10 min
con TBS-Tween 0,1% y se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente,
anti-mouse peroxidasa y anfi-rabbit peroxidasa (Rockland, Gilbertsville, U.S.A) a
una dilucion 1:5000 por una hora a temperatura ambiente. Finalmente, se repitié los
3 lavados y se procedio al revelado de las membranas con el kit quimioluminiciente
de Pierce ECL (Thermo Scientific). Se cuantificé la intensidad de las bandas

utilizando el programa Kodak Molecular Imaging Software.
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6. Ensayo de proliferacion celular con MTS
Se midid en duplicado la absorbancia relativa al niimero de células viables al
tiempo cero, 3 y 6 dias para hMSCs y 2 dias para la linea celular Sa0s-2, a través
del ensayo colorimétrico utilizando el kit MTS/PMS de Promega (CellTiter 96
AQaeous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay). Células viables en la placa
reducen el MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium) y lo transforman en formazano generando el color
rojizo caracteristico. Células fueron tratadas con Wnt5a (500 ng/ul), anticuerpo anti
Wntba (2ug/ml} y el inhibidor de JNK, SP800125 (20uM).
Se sembrd 5000 células por pocillo en 100 pl de medio DMEM-SF10% de
hMSCs y 30000 en placas de 24 pocillos de SaOs-2. Se agregd la mezcla de
MTS/PMS y después de 1 hora a 37°C y 5% CO; se procedido a medir la

abscrbancia a 492 nm.

7. Tincién de hMSCs con Rojo de Alizarin

Para estudiar el efecto de la inhibicién de la via de las JNK y bloquear el
efecto de Wnt5a enddgeno sobre la diferenciacion, se midié el deposito de calcio
con la tincion de Rojo Alizarin (Sigma). Placas de 35 mm fueron sembradas en el
centro con 40000 células en MO por 14 dfas. Luego de transcurrido el tiempo
estipulado, las placas se lavaron 2 veces con PBS y se fijaron en etanol al 70% por
1 hora en hielo. Se incubé con Rojo de Alizarin 40 mM en buffer NaH.PO, 0,01m a
pH 4,3 por 10 min a temperatura ambiente. Se lavé el colorante con agua
bidestilada 5 veces y finalmente por 3 minutos con PBS. Luego de fotografiar los
depésitos se diluyd el colorante utilizando cloruro de cetilpiridina (Sigma) al 10%
w/v en buffer fosfato de sodio 10 mM (pH 7,0) por 15 min en agitacion a
temperatura ambiente. Finalmente se transfirieron 100 l a una placa de 96 pocillos

y se midi¢ la absorbancia a 560 nm.
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8. Analisis Estadistico.
Se realizd para cada caso un ensayo de test de Student de dos colas. La
diferencia es significativa, cuando el valor de p es menor a 0,05. Si se indica, este

valor incluso puede ser menor a 0,02,
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VI. RESULTADOS

1. Efecto de Wnt5a en la proliferacién de hMSCs.
Antes de observar el efecto que tiene esta proteina Wnt no cancnica sobre la

diferenciacién osteogénica, fue importante estudiar si tenia algtin efecto en Ia
viabilidad y la proliferacion celular. Se evalud la proliferacién de células controles
mediante el uso de MTS y se determiné el efecto de bloquear Wnt5a de! medio con
un anticuerpo especifico contra éste y de inhibir la proteina JNK con el inhibidor
SP600125, Como se observa en la figura 6, en un tiempo de 3 dias, no hubo efecto
en ninguna de las condiciones probadas. Sin embargo, a un tiempo mas largo (7
dias), se observo que en promedio la absorbancia relativa al nimero celular es
significativamente mayor en aquellas células tratadas con el anticuerpo contra
WntSa, en comparacion a la condicion de medio basal (p=0,035). Por el contrario,
no se obtuvo el efecto opuesto al agregar Wnt5a al medio de cultivo, lo que era de
esperar. El tratamiento de las células con el inhibidor redujo levemente la

proliferacion, aunque no fue estadisticamente significativo.
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Figura 6. Efecto en la proliferacion de hMSCs.

Células fueron tratadas por 3 y 7 dias en medio basal o suplementado con Wnt5a
(500 ngful), Anticuerpo anti Wnt5a (2ug/ml) y 20 pM de SP600125. Las barras
representan el promedio + SE de 4 muestras independientes en duplicado. La
diferencia es significativa comparada al control basal (*p<0.05),
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Estos experimentos fueron realizados en células mesenquimaticas controles en
donde las pacientes no padecen de ningln otro tipo de condicion. Sin embargo
para obtener algin indicio del efecto de Wnt5a sobre la proliferacion celular se
realizo el mismo experimento pero en la linea celular de osteosarcoma SaOs-2. En
este caso si se observa un efecto significativo de las condiciones probadas {Figura
7). La absorbancia promedic de las células iniciales fue de 0,44 + 0,048. Al
comparar este valor con la absorbancia para el control a 48 horas, este ultimo
aumenté cerca del doble (0,7 + 0,041) indicando la répida tasa de replicacion
celular. El tratamiento con Wni5a disminuyé significativamente ia capacidad de
replicacién de las células SaOs-2, lo cual se revertié luego de bloquear el Wnt5a
presente en el medio con el anticuerpo especifico, resultado similar a lo obtenido en
las C-hMSCs. Esto indicaria que cualquier aumento o disminucién anormal en |a
expresion de Wnt5a podria tener un efecto sobre la proliferacion celular, Ademas,
la inhibicién de la via de sefializacién dependiente de JNK también disminuyo la
proliferacion celular, e incluso en presencia de Wnt5a en el medio de cultivo.
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Figura 7. Efecto en [a proliferacion de SaOs-2.

Células tratadas por 48 horas en medio basal o suplementado con Wnt5a (500
ngful), Anticuerpo contra WntSa (2ug/ml), 10 uM de SP600125, e inhibidor mas
Wnt5a. Las barras representan e! promedio de 2 muestras en duplicado. las
diferencias son significativas * p < 0,02 y # comparando entre los tratamientos con
wnt5a y el anticuerpo.
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2. Activacion de phospho JNK a través de Wnt5a en hMSCs.
De los antecedentes de la literatura, JNK es activada por Wnt5a en modelos

como Drosophifa, Xenopus y pez cebra. Para determinar el efecto eh células
hMSCs, se procedit a medir en el iempo si este ligando era capaz de inducir la
fosforilacion de JNK. Células controles en medio basal fueron tratadas por 15, 30 y
60 min con 500 ng/ul de Wnt5a. Como se observa en la Figura 8, tanto la isoforma
de 55kDa como la de 46 kDa fueron fosforiladas en presencia del estimulo en
comparacion a los controles. Se observa que la isoforma p55 presenta un peak de
fosforilacion temprano (15min) y decae con el tiempo, a diferencia de la isoforma
p46 la cual presentd un peak a los 30 min. En ambos casos las diferencias en la
cantidad relativa de protelna fosforilada entre fratados y controles fueron

estadisticamente significativas.
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Figura 8. Efecto de Wnt5a sobre Ia fosforilacion de JNK en C-hMSCs.

A. Western Blot de p-JNK para las isoformas P55 y P46 con respecto a JNK total,
hMSCs controles fueron tratadas por 15, 30 y 60 min con (+) o sin {-) Wnt5a
(500ng/pl). B. Cuantificacion de la intensidad relativa de p-JNK. Las barras
representan el promedio de 3 muestras independientes (* p < 0,05).
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Para asegurar que efectivamente el compuesto SP600125 inhibe la
fosforilacion de JNK y por ende la via de sefializacion, las células fueron tratadas
con 20 pM por 30 min y 5 horas. Para evaluar si la inhibicion de JNK bloquea la
activaciéon por Wnt5a el inhibidor se lavo y se agrego luego el estimulo de Wnt5a.
Como era de esperar, en este (itimo caso la activacion de JNK no es significativa,
siendo similar al caso control ( Figura 9, linea 1). No asi la activacién por parte del
estimulo solo (linea 2) la cual es evidente al comparar con el control. Ademas,
claramente para p-JNK (P46) la inhibicién por sélo 30 min es suficiente para incluso
bloquear la activacién basal de la célula. Por ultimo, se probé si los componentes
del MO activan a JNK a tiempo corto (30 min). Se observa que existifia una
fosforilacion basal minima, sin embargo es similar a la observada en el caso
control, por lo que probablemente los componentes del propio medio osteogénico
no activarian la via durante un perfodo de exposicién mayor.

Control Wnitha Spb00125  Sp+WhniSa MO

T—"

p INK (P55) |

JNK {P55)

p INK {P46)

INK {P46}

Figura 9, Wnt5a no activa a JNK en C-hMSCs en presencla de SP600125.

Se midi6 la fosforilacion de las dos isoformas de JNK, p-JNK (P55 y P486). Linea 1:
Control, células cultivadas en medio basal. Linea 2: Estimulo de Wnt5a por 30 min.
Linea 3: 20 uM de SP800125 por 30 min. Linea 4: 20 pM de SP600125 por 5 horas
¥ luego 30 min del estimulo Wnt5a. Linea 5: Células tratadas con MO por 30 min.
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3. Efecto de Wnt5a en ta expresion de genes osteogénicos en hMSCs.
Se estudid el efecto de Wnt5a, el anticuerpo contra Wnt5a y el inhibidor de

JNK en la expresidn de genes relacionados con el proceso de diferenciacién
osteogénica. Tanto alp, ror2, runx2, osx, opn y bsp fueron analizados en MO por 4
y 8 dias (Figura 10).

El receptor Ror2 presenta una expresion minima en células cultivadas en
medio basal. Sin embargo la expresion aumenta al diferenciar hIMSCs con MO por
4 dias. Ademas, el aumento de la concentracidn de Wnt5a en el medio parecid
favorecer ain mas la expresion del receptor. Por el contrario, ni la presencia del
anticuerpo contra Wnt5a ni del inhibidor de JNK tendria efecto evidente ya que en
promedio la expresion fue similar a la observada en aquellas células cultivadas solo
en medio osteogénico.

Como era de esperar, la expresion de alp aumento en hMSCs expuestas a
medio de diferenciacioén osteoblastico (MO) en comparacion a la situacion control,
Sin embargo en los tratamientos con Wnt5a y anticuerpo no se observd efecto,
mientras que la inhibicion de JNK disminuyo la expresién del gen (Figura 10),

A pesar de que la expresion de runx2 no se vi6 afectada por ninguno de los
fratamientos, la expresion de osx aumentd considerablemente en presencia de
Whntba y en menor cantidad con el anticuerpo. Mas atn, la presencia del inhibidor
de JNK disminuyd los niveles de osx drasticamente, alcanzando incluso valores
similares a los obtenidos para el control basal. Este efecto se observo tanto a 4
como a 8 dias de diferenciacion (datos no mostrados). Este resultado indica que la
presencia de Wnt5a favoreceria la expresion de osx y en gran parte la expresion de

éste esta regulada por la activacién de la via dependiente de JNK.
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Figura 10. Expresion de genes osteogénicos en hMSCs.

Se evaluo la expresion de alp, ror2, runx2 y osx en MO suplementado con Wnt5a
(500ng/ul), anticuerpo anti Wnt5a (2ug/ml) y SP600125 (20uM) por 4 dias, y 8 dias
en las mismas condiciones para los genes de expresion tardia opn y bsp. Como
control de carga se utilizé el gen para 18S (banda inferior). Los graficos representan
el promedio + SE de 4 muestras independientes (*p<0.05). Se muestran resultados
representativos en cada caso.




La sialoproteina de hueso (BSP) y osteopontina (OPN) son tipicos
marcadores osteogénicos de un estadio mas avanzado del proceso de
diferenciacion a osteoblasto maduro. La figura 10 muestra los resultados obtenidos
luego de 8 dias en diferenciacion. BSP aumentd su expresién en células cultivadas
en MO y atin mas en presencia de Wni5a vy, a la vez, fue casi nula en presencia del
inhibidor de JNK. Resultado similar al obtenido para la expresion de osx.

Por dltimo, a pesar de que en presencia de Wni5a la expresion de opn
aumenta, este resultado no es significativo. Ademas al parecer la protelna de JNK
no seria necesaria para generar un aumento en la expresion del gen durante la
diferenciacion a osteoblastos. Estos resultados contradicen ciertos antecedentes
que indican que el promotor de opn estaria regulado por Wnt5a (Bilkovski et al.,

2010).

4. Evaluar el efecto de Wnt5a en el nivel de la proteina Osterix, y de B-
Catenina en hMSCs.

Los resultados anteriores sugiere fueriemente que Wnt5a favoreceria la
expresién del gen para Osx y que la inhibicion de JNK disminuiria su expresién en
comparacion al control ostecgénico. Como se observa en la figura 11, los niveles
de la protelna Osx fueron similares a los obtenidos con los niveles de mRNA. Osx
aumentd casi 3 veces la expresién cuando las células fueron cultivadas en medio
osteogénico por 48 horas. Ademas, al tratar los cultivos con 500 ngful de Wni5a, la
expresion aumentt alrededor de 2 veces en comparacion a los niveles en MO. Por
el contrario, el anticuerpo contra Wni5a no tuvo efecto, aunque en glgunas
muestras la expresion de! gen disminuyé hasta valores comparables a la condicién
basal. Por tltimo, Ia inhibicién de JNK disminuyé significativamente la expresién de

Osx a alrededor de un 50% en comparacién al control con MO, llegando a niveles
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similares a los obtenidos a células no diferenciadas cultivadas en medio basal

(Figura 11).
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Figura 11. Wnt5a incrementa la expresién de Osx y su expresion depende de
JNK en C-hMSCs. :

A. Western blot de células control, tratadas por 48 horas en MO, MO mas Wnt5a
(500 ng/ul) , anticuerpo Wnt5a (2pg/ml) o SP600125 20 pM. Comoi control de carga
se utilizd B Actina. B. Cuantificacion de la intensidad relativa de EOsx. Las barras
representan el promedio + SE de 3 muestras independientes. Las diferencias son
significativas en comparacion al control Osteogénico * p < 0,05 ly * p<0,02al
comparar los fratamientos Wnt5a y anti-Wnt5a con Sp600125.

|
|

Por otro lado, estudios de otros grupos han demostrado qufe Wni5a tendria
efecto sobre la via wnt canonica. En la mayoria de los casos Wnt5a tendria un
efecto negativo; sin embargo, su verdadero efecto no es claro y se desconoce los
mecanismos involucrados. Més aun, poco se conoce sobre el efecto que tendria en
hMSCs. Por esta razon, se analizé si Wnt5a tendria algtin efecto sobre la proteina
B-catenina. Células controles fueron tratadas por 48 horas en MO en las
condiciones experimentales usadas anteriormente. Los resultados obtenidos

sugieren que tanto el tratamiento con Wnt5a como con el inhibidor de JNK podrian
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disminuir la expresién de B-catenina en comparacion a la condicidon control
(Figura12). Sin embargo, son necesarios mas experimentos para determinar que

estas diferencias sean significativas.
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Figura 12. Wnt5a no tiene un efecto sobre B-catenina en hMSCs.

A. Western blot de células tratadas por 48 horas en MO, MO més Wnt5a (500 ng/ul)
o Anti WntSa (2ug/ml) o SP600125 20 pM. Como contro! de carga se utilizé B
actina. B. Cuantificacion de la intensidad relativa de B-catenina. Las barras
representan el promedio + SE de 4 muestras diferentes.

5. Estudiar el efecto de Ia inhibicién de JNK sobre la diferenciacién
osteogénica.

Se evalud si la inhibicion de JNK y el bloqueo de Wnt5a con el anticuerpo
especifico, tenfan algin efecto en el depésito de calcio en hMSCs cultivadas en
medio osteogénico por 14 dias mediante la tincion con rojo de alizarin. Como se
muesira en la figura 13, el mayor depdsito de calcio se observa en las células
cultivadas en medio osteogénico. La neutralizacion de Wnt5a presente en el medio

de cultivo o la inhibicién de la via de las JNK, disminuyo significativamente el
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deposito de calcio. Los valores de absorbancia obtenidos por la extraccion con
cloruro de cetilpiridina se correlacionan con los resultados observados en las
microfotografias de cada placa. Una mayor coloracién se observé en el control de
diferenciacion osteogénico (a esa absorbancia promedio se le dio un valor de uno)
comparadas con las placas tratadas con anticuerpo o inhibidor. En ambos casos, la
absorbancia relativa fue alrededor de un 60% menor en comparacion al control
osteogénico. Como se observa en la figura la condicién basal sin medio de
diferenciacion, presentd una coloracion de alrededor de un 20% del total obtenido

en el MO.
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Figura 13. Efecto de SP600125 y del anticuerpo contra Wnt5a en el desarrollo
de depositos de calcio en hMSCs.

Luego de 14 dias con MO, MO+ Anti wnt5a (2ug/ml), MO+SP600125 (20uM) se tifié
con Rojo Alizarin y se extrajo el colorante con cloruro de cetilpiridina. Las fotos
representan a una muestra de un n=3 y la absorbancia relativa se realiz6 en
triplicado a 570 nm. Estadisticamente significativo * p < 0,05. Aumento 100x.
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6. Expresion de Ror2 y Wnt5a en hMSCs controles y osteoporéticas.

Como estudios preliminares se evalud si existen diferenclas en la expresién

de los genes wni5a vy el receptor ror2 en células que se obtuvieron de hMSC

donantes controles y osteoporéticas. Esto se realizd mediante PCR en tiempo real,

determinando la expresion relativa del gen a través del método de curva estandar.

Como se observa en la Figura 14, wnt5a se expresa tanto en células proveniente

de pacientes osteoporédticas (O-hMSCs) como controles {C-hMSCs) en condicion

basal (DMEM+SF10%). Sin embargo, las células controles parecieran expresar

alrededor de un 40% mas de Wnt5a que las osteopordticas, aunque esta diferencia

no fue significativa (p=0,18). El receptor de membrana ror2 se expresa al igual que

la proteina Wntba, igualmente en células provenientes de pacientes osteoporéticas

como controles, pero sin diferencia significativa (p=0,47).

Wntba

o0

C-HMSCs

0-hMsCs

ROR2

0¢
C-hMSCs

Figura 6. Expresion de Wnt5a y Ror2 en O-hMSCs y C-hMSCs.
Se midid la expresion para Wntba y Ror2 en células cultivadas en medio basal
(DMEM+SF10%) mediante SYBR Green PCR. Los graficos representan el
promedio £ SE de 6 muestras independientes.
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VII. DISCUSION

En este trabajo se estudid el efecto de la proteina Wnt5a, ampliamente
conocida en organismos como Xenopus o Drosophila, por ser capaz de activar vias
Wnt no canonicas (Nomachi et al., 2008; Oishi et al., 2003; Schambony and
Wedlich, 2007). En los dltimos afios, ciertas evidencias han sugerido la funcion de
esta proteina en la diferenciacién de MSCs a osteoblastos y la inhibicion hacia la
adipogénesis (Bilkovski et al., 2010; Liu et al., 2008). Sin embargo, atin no esta
claro si Wnt5a es necesaria o suficiente para dirigir el proceso. Mas aun, a pesar de
que se conoce la capacidad de activar vias dependientes de JNK y/fo PKC/Ca'?, Ia
via especifica utilizada durante la diferenciacion osteogénica ain se desconoce.

El objetivo de este seminario de titulo fue estudiar con mayor detalle el efecto
de Wnt5a y la relevancia de JNK sobre la diferenciacién osteogénica de hMSCs
obtenidas de donantes postmenopausicas. En términos generales, Wnt5a tiene un
efecto positivo sobre la diferenciacion a osteoblastos y, ademas, es capaz de
estimular la fosforilacion de JNK. Tanfo la expresion de genes tempranos como
tardios caracteristicos de la osteogénesis como osx y bsp aumentan en presencia
de Wntba y disminuyen cuando la via no candnica dependiente de JNK esta
bloqueada. Ademas, el depdsito de calcio luego de 14 dias en medio de
diferenciacion OS disminuye drasticamente en presencia del inhibidor de la JNK o
con el anticuerpo anti Wnit5a. Por otro lado, se analizaron los posibles efectos de

Wnit5a sobre la proliferacion celutar y los nivel de B-catenina.,

1. Ror2, Wnt5a, JNK y Osteogénesis
Nuestros resultados muesiran que Ror2 se expresa en células
mesenquimaticas no diferenciadas, independiente si provienen de pacientes

osteopordticos o controles (Figura 14). Esto indica que aunque existe una expresion
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basal de este receptor, los niveles de mRNA aumentan cuando las células son
expuestas a medio osteogénico (figura 10). Estos resultados concuerdan con ofro
trabajo donde la expresion de Ror2 es casi indetectable en células pluripotentes,
alcanzando un:peak de expresion en preosteoblastos y decayendo en estadios
avanzados como osteocitos (Billiard et al., 2005), lo que sugiere que existirla una
regulacion positiva a medida que comienza el proceso de diferenciacion. Por otro
lado, en células que no expresan Ror2 o presentan alguna mutacion en el sitio con
actividad firosina quinasa, la diferenciacion ostecgénica se ve disminuida en
comparacion al control {Liu et al., 2007).

La expresion del receptor aumenta aun més en aquellas células tratadas con
Wntba (figura 10). A pesar de que este resultado no seria estadisticamente
significativo, existen evidencias que lo apoyan. Por ejemplo, un aumento en la
expresion del receptor Ror2 esté correlacionado con la regulacién positiva para el
gen de Wnt5a en la linea celular de eritroleucemia humana K562 (Yuan et al.,
2011).

Por ofro lado, células controles expresan mas Wnt5a que células
provenientes de pacientes osteoporoticos (figura 14). Esto concuerda con otros
resultados de nuestro laboratorio, en donde los niveles de expresion de algunos
componentes de la via Wnt candnica se encuentran disminuidos en células de
pacientes osteoporéticas en comparacién a h(MSCs controles, como es el caso de
LRP6 y GSK-3 (datos no mostrados). Esto sugiere que tal vez MSCs de pacientes
osteopordticos presenten como una predisposicién un nivel de expresion de genes
relacionados a las vias Wnt menor que en las células controles, por ende una

menor capacidad de diferenciacion hacia el linaje osteogénico.
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Suponiendo que Wnt5a efectivamente aumente su expresién en medio
osteogénico, lo que ocurre después de eso permanece incierto. El receptor unido al
ligando es capaz de gatillar la activacién de una serie de proteinas como GTPasas,
proteinas quinasas e incluso inhibir la accién de B-catenina. Debido a esto, solo se
evaluo la inhibicion de JNK y se observd que Wnt5a en presencia del inhibidor
SP600125 no es capaz de inducir la fosforilacion de JNK, por o que el factor de
transcripcion ¢-JUN no podria ser activado (Figura 9). Por €l contrario, Wnt5a por si
solo es capaz de fosforilar a JNK para ambas isoformas (figura 8).

La inhibicion de la actividad de JNK presenta efectos evidentes en la
diferenciacion osteogénica de hMSCs. Células cultivadas en medio suplementado
con el inhibidor de JNK o con el anticuerpo anti Wnt5a presentan una
mineralizacién reducida en alrededor de un 60% en comparacion al control
osteogénico luego de 14 dias en medio de diferenciacién (Figura 13). La relevancia
de la via Wnt no candnica en el desarrollo de la osteogénesis puede atribuirse a
los diferentes efectos de JNK en la célula. En organismos como Drosophila o
Xenopus, JNK tiene un rol fundamental en el remodelamiento del citoesqueleto, lo
que interesantemente no se encuentra alejado del proceso de diferenciacién de
hMSCs a osteoblastos. En el trabajo de Kilian y col. (2010) se demuestra que
ciertos rasgos geométricos que aumentan la contractibilidad de la célula promueven
la osteogénesis y son consistentes con caracteristicas in vivo del microambiente de
células diferenciadas. Es decir, un citoesqueleto m}éls contractil promueve Ia
diferenciacién hacia osteoblastos mientras que formaside areas similares que no
permiten contractibilidad favorecen un resultado adipogénico. Ademads, resultados
de microarreglos sugieren que un aumenio en la ciontractibilidad de miosina
favorece la osteogénesis a través de las vias de la% MAP quinasas y de las
proteinas Wnt. Por ende la forma celular y/o Wnt5a pue&en aumentar los niveles de
GTPasa la cual finalmente se encarga de la tension dei citoesqueleto (McBeath et
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al, 2004). Logicamente al igual que la densidad, la morfologia celular seria

relevante, ya que entre mas extendidas las células, |
depositar calcio durante el proceso de remodelamiento§
mayor la capacidad de almacenar lipidos. Esto exp
morfologia celular debido a la inhibicion de JNK podria
baja formacion de nddulos de mineralizacion en etapasj

osteoblastos maduros.

2. La expresion de Osx aumenta en presenclq

JNK

mayor es la facilidad para
Oseo y entre mas esféricas
icaria que cambios en la
n estar relacionados con la

tardias de diferenciacion a

de Wnt5a y depende de

Dos proteinas centrales de la diferenciacién osteogénica son los factores de

transcripcion Runx2 y Osterix. El gen para runx2 puede
de moléculas pero segtin nuestros resultades, Wnitba a;

un efecto sobre los niveles de mRNA. Esto se debe aj

ser activado por una serie
igual que JNK no tendtian

que su expresion depende

principalmente de la proteina BMP2 y la posterior activapién de la via de las Smads

(Javed et al., 2008). BMPZ2 podria catalogarse como un;

ligando maestro y esencial

para gatillar la diferenciacién a osteoblastos. En la via convencional, BMPs se unen
a los receptores tipo [l y tipo | para inducir [a fosforilacidn de Smads 1/5/8, capaces
de forman un complejo con Smad4 para luego trans[o%:arse al nucleo y activar la

expresion de runx2 (Figura 15). Ademas, BMP2 y Runx2 son capaces de

interactuar fisicamente para estimular la expresion de otros factores de
franscripcion como DIx5 y Osx (Chen et al., 2012). La expresion de runx2 también
puede ser regulada por vias independientes a las Smads, a través de TAK1 y la
MAP quinasa p38 {Chen et al., 2012).

Esto explicaria que tanto JNK como la proteina Wnt5a no tengan un efecto
sobre runx2. Sin embargo, los resultados para la expresion de Osx tanto a nivel de

mRNA como de protefna son diferentes. A tiempos cortos de diferenciacion (4 dias)
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WntSa aumenta la expresion de osx; esto también se observd a 8 dias de
diferenciacién (datos no mostrados). Por el contrario, el tratamiento con el inhibidor
de la fosforilacién de JNK disminuye considerablemente los niveles tanto de
mensajero como de proteina (Figura 10 y 11).

Los niveles proteicos de Osx en células tratadas con el anticuerpo contra
WntSa son similares a los obtenidos en células cultivadas sélo con medio
osteogénico. Esto puede deberse a que la cantidad de anticuerpo utilizada no haya
sido la suficiente y que algiin remanente de ligando sea suficiente para gatillar [a
expresion o que Wnt5a no es la tnica molécula que regula la expresion de osx.
Esto ultimo concuerda con los antecedentes ya expuestos; Osx puede ser activada
por la via convencional BMP2-Runx2 (Chen et al., 2012}, e incluso por ofros
estimulos como IGF-1 a través de una serie de mecanismos que involucran
diferentes proteinas como p38, proteinas Ras y PKD (Celil and Campbell, 2005).
Estimulos como IGF-1 y BMP requieren de las tres MAPKs para activar la
expresion de osx lo que explica la baja expresién de éste en las células tratadas
con el inhibidor de JNK, Este andlisis puede respaldar el hecho de que el uso del
anticuerpo anti Wnt5a no tenga un efecto significativo en los genes osteogénicos.
Sin embargo, el depdsito de calcio se ve dramaticamente disminuido al bloguear el
Wnt5a circulante.

Debido a que Osx como factor de transcripcidn, es capaz de regular la
expresion de otros genes osteogénicos como fosfatasa alcalina y BSP, esto
explicaria una expresion disminuida en las células cultivadas en presencia del
inhibidor (Figura 10}). Ya que osx depende de JNK, genes relacionados a etapas
mas tardlas en la diferenciacién como BSP también se ven afectados.

La sialo protelna de hueso (BSP) es uno de los principales marcadores de
tefido dseo ya que es un componente necesario y abundante de tejidos

mineralizados. Junto a osteopontina (OPN), ambas fosfo-protelnas no colagenosas,
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estan relacionadas con el depdsito de cristales de hidroxiapatita por un mecanismo
no del todo resuelto. En presencia del inhibidor de JNK por 8 dias, BSP disminuye
su expresion significativamente en comparacion al control osteogénico. Este
resultado es fundamental al comparar los bajos niveles ‘de depésito de calcio, ya
que BSP estd directamente relacionada con la mineralizacién de la matriz
extracelular, por lo que la via no canénica dependiente de JNK seria necesaria, al
menos, para [os eventos mas tardios del proceso de diferenciacion. Sin embargo, el
efecto de Wnt5a sobre osteopontina no es evidente a pesar de que existen reportes
que afirman lo contrario. Al menos en la linea celular de ratén C3H10T1/2, Wnt5a
induce la actividad del promotor de OPN mediante la actividad de JNK (Bilkovski et
al., 2010).

En la figura 15 se muestra un modelo posible que resume la via principal
relacionada a la diferenciacion de MSCs a osteoblastos y el posible rol de Wnt5a y
la posterior activacién de la via Wnt no canédnica dependiente de JNK. En el
estroma celular, MSCs se diferencian al linaje osteogénico principalmente debido al
ligando BMP2, el cual favorece el aumento en la expresion de runx2. Sin embargo,
la via Wnt no candnica puede surgir como un complemento necesario para gatillar
el paso de preosteoblastios a osteoblastos maduros capaces de mineralizar el
estroma (Figura 15 y 16). Este efecto puede ser a través de la unién de Wni5a al
receptor Ror2 que, junto a algln receptor FDZ especifico, forman un complejo que
intracelularmente activarian, mediante una cascada de MAPKs, a JNK. Una vez
fosforilado, p-JNK serfa capaz de activar a c-JUN, factor de transcripcion que forma
parte del complejo AP1, favoreciendo la expresion de genes como Osx y BSP, lo
que permitiria la diferenciacion a osteoblastos maduros. Por otro lado, a través de
un mecanismo aun desconocido Wnt5a podria regularia positivamente el gen para

Ror2 durante la diferenciacién osteogénica en donde posiblemente la via Wnt no
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canonica dependiente de calcio este involucrada ya que segun los resultados de

PCR la expresion de Ror2 no se vi6 afectada por el inhibidor de JNK (Figura 10).

BMP2 Whnt5a
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\
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Figura 7. Wnt5a activa la via Wnt no canénica dependiente de JNK durante la
diferenciacion osteogénica de MSCs. En la via principal relacionada a la
diferenciacion a osteoblastos, BMP2 incrementa la expresion de Runx2, a través
de la via de las smads. A su vez, Runx2 es capaz de aumentar la expresion de osx,
necesario para el paso de preosteoblastos a osteoblastos maduros. Como una via
complementaria, Wnt5a unido a Ror2 genera la activaciéon de la via JNK la cual
fosforila a c-Jun, aumentando la expresién de Osx él cual puede favorecer la
expresion de marcadores tardios de diferenciacién como BSP. Por un mecanismo
aun desconocido durante la diferenciacion, wnt5a podria favorecer la expresion del
receptor Ror2.

3. Wnt5a, B-catenina y proliferacién
Se estudié si Wnt5a tiene algin efecto sobre la via Wnt canénica. Tanto

Wnt5a como la inhibicion de JNK no tendrian un efecto sobre los niveles de B-
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catenina (Figura 12). Este resultado concuerda con estudios de tumorigénesis en la
linea celular k562, donde Wnt5a no tiene efecto en los niveles de expresién, pero si
regula la fosforflacion y la translocacion de B-catenina desde el citoplasma al nicleo
(Yuan et al., 2011), resultado similar se obtuvo anteriormente en el trabajo de
Mikels y Nusse (2006). Al parecer, Wntdba es capaz de inhibir la via Wnt
dependiente de B-catenina a través de diferentes mecanismos (Ishitani et al., 2003;
Topol et al., 2003) sin embargo se debe considerar el contexto celular. Por ejemplo
aparte de ejercer un rol inhibidor en presencia de Ror2, Wnt5a es capaz de activar
la via de sefializacion de 8-catenina en presencia del receplor Frizzled 4 (Mikels
and Nusse, 2006). A pesar de esto, aun existe controversia a través de que via o
vias de sefializacion Wnt5a es capaz de inhibir la sefializacién de B-catenina méas
atin en MSCs.

La via Wnt candnica tiene un rol central en la renovacién celular ya que
muchos genes como ciclinaD? y c-myc dependen de la regulacién de B-catenina.
Alteraciones en proteinas como en APC, axina y la propia B-catenina se observan
en varios tipos de tejidos cancerigenos. En canceres de estémago, pulmén, mama
y melanoma se observan niveles elevados anormales de Wnt5a (Liang et al., 2003).
Sin embargo, evidencias demuestran un posible rol supresor de Wni5a debido a la
capacidad de suprimir la expresion de genes relacionados al ciclo celular en lineas
celulares cancerigenas, a través de las vias Wnt no candnicas (Liang et al., 2003;
Yuan et al.,, 2011). Ademas, analisis en la mayoria de las muestras de pacientes
con leucemias primarias revelan que no expresan el gen para Wnt5a y/o una
supresién en la expresion de la proteina. Tomando en cuenta estas evidencias, se
analizd el efecto de Wnt5a scbre la proliferacion en células de donantes cultivadas
en medio basal suplementadas solo con los tratamientos ya descritos. De los
resultados obtenidos, luego de 3 dias, no se observa efecto en ninguno de los

casos (figura 6). Sin embargo después de 7 dias de tratamientos, el anticuerpo
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contra Wnt5a en el medio celular aumenta significativamente la proliferacion de
hMSCs (figura 8). Esto concuerda con los dltimos antecedentes aportados. Al
parecer la expresion de Wnt5a en hMSCs no diferenciadas seria necesario para
mantener en niveles normales la proliferacién celular. Sin embargo, el efecto no es
evidente ya que al tratar las células con Wntba exdgeno no se observa el efecto
contrario, una disminucidn en la proliferacion.

Para ayudar a dilucidar este tema, se uso la linea celular Sa0S-2, ya que ha
sido ampliamente utilizada para estudiar la diferenciacion a osteoblastos y ademas
proviene de un sujeto diagnosticado con osteosarcoma. Como se ohserva en la
figura 7, los resultados concuerdan con el posible rol supresor de Wnt5a. Luego de
48 horas, aquellas células tratadas con la misma concentracion de Wnit5a que en el
caso de hMSCs, proliferan menos en comparacion al control. Mas aun, se observa
el efecto contrario al bloquear con el anticuerpo especifico para Wnt5a. Por Qltimo,
a pesar que un clerio porcentaje celular muere producto de la exposicion al
Inhibidor, el efecto supresor de WntSa no seria a través de JNK ya que al ser
administrada en conjunto con Wnt5a suptime de igual forma la proliferacion celular,
por lo que probablemente puede estar involucrada la via Wnt no canénica
PKC/Ca*.

Como se cobserva en la figura 168, en conjunto todos estas evidencias y
resultados sugieren que la via wnt candnica se encuentra encendida en MSCs aun
no comprometidas a un linaje celular en particular. Sin embargo, a medida que
comienza el proceso de diferenciacién, Wntba a través de Ror2 favorece la
activacion de la via Wnt no candnica dependiente de JNK favoreciendo la expresion
de genes osteogénicos y la posterior mineralizacion de la matriz. Ademas, Wniba
sefia capaz a través de un mecanismo que se cree estar relacionado con proteinas

calcio sensitivas, como PKC y CAMKII, seria capaz de bloquear la franslocacion al
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nucleo de B-catenina, sefalando el rol supresor de Wnt5a sobre B-catenina y por
ende sobre genes relacionados al ciclo celular.

Como proyecciones estos resultados son una antesala para determinar si las
vias de sefializacion Wnt no canénica, particularmente JNK estan relacionadas a
enfermedades como el caso de la osteoporosis. Interesante seria estudiar si existen
diferencias en esta via entre células obtenidas de pacientes controles y
osteoporoéticos, ademas de profundizar el posible rol inhibitorio de Wnt5a sobre la

proliferacion e inhibicion de la via Wnt canénica.

MSCs Osteoprogenitor Preosteoblasto Osteoblasto
3520 5 Ruma 0s pr=s :
V@ ¢, Run X
N 5 -
ToB -
A

Figura 16. Modelo general diferenciacién de MSCs a Osteoblastos

MSCs pierden la capacidad de proliferacion a medida de que se diferencian a
osteoblastos maduros capaces de generar una matriz mineralizada. | Células no
diferenciadas presentan una via Wnt canénica activa. Il Wnt5a favorece la
diferenciacion mediante la unién al receptor Ror2 activando a JNK, y finalmente c-
jun favorece la expresion de genes como Osx y BSP. lll Wnt5a también seria capaz
de inhibir la activacién de B-catenina aparentemente a través de PKC o CAMKII.
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VIil. CONCLUSIONES

La proteina Wnt5a favorece la diferenciacién de hMSCs a osteoblastos ya
que aumenta la expresion de genes osteogénicos como osx y bsp y la posterior

mineralizacidn de la matriz extracelular.

El efecto de Wnt5a sobre la diferenciacién osteogénica de hMSCs puede ser
a fravés de la via Wnt no candnica dependiente de JNK, Sin embargo, el efecio no
serfa exclusivamente a través de esta via, sino que también podrian estar
involucradas ofras vias de sefializacion como la via Wnt no canénica dependiente
de calcio. Esta lltima en presencia de] ligando, podria eventualmente estar
involucrada en la inhibicion de la sefizlizacion de B-catenina y ademas en la

expresion de Ror2.

Procesos tan complejos, como es el caso de [a diferenciacion osteogénica
de hMSCs, son gatillados por un conjunio de vias de sefializacion y, dependiendo
del contexto celular, de factores solubles o de receptores, una via de diferenciacion

podria estar mas activa que ofra.

Seria interesante a futuro estudiar la relevancia de la sefalizacién de vias

Whnt no canodnicas y el efecto de éstas sobre enfermedades dseas como la

osteoporosis.
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