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Resumen: La artritis reumatoidea juvenil (ARJ) es una enfermedad inflamatoria articular
autoinmune de alta prevalencia en la nifiez y se caracteriza por un aumento de citoquinas
proinflamatorias tales como interleuquina-6 (IL-6). Estos pacientes son tratados con farmacos
antiinflamatorios, incluyendo los glucocorticoides (GCs). Se ha demostrado que en pacientes
con ARJ el proceso de osificacion endocondral (OE) puede estar alterado con potenciales
consecuencias en el crecimiento del nifio. Uno de los factores més importantes en el proceso
de OE es el factor de crecimiento vascular endotelial de tipo A (VEGF A), factor que media el
proceso de invasion vascular desde la diéfisis osificada hacia los condrocitos hipertréficos
(CH) del cartilago de crecimiento Los condrocitos en etapa de diferenciacion hipertrofica
(CDH) se caracterizan por expresar factores de trascripcion como el RUNX 2, generar matriz
extracelular rica en colageno tipo X y secretar factores como el VEGF A. En situaciones de
hipoxia este factor es secretado en respuesta a la induccion del factor hipoxico isquémico (HIF
lalfa) mientras que en normoxia RUNX 2 induce a VEGF A de manera directa uniéndose a su
promotor y de modo indirecto al impedir la degradacion de HIF lalfa. Se ha descrito que la
IL-6 puede aumentar la expresion de VEGF A por mecanismos que involucran a la via de
sefializacion de STAT3. Por otra parte se ha reportado que los GCs pueden disminuir la
expresion de VEGF A al interactuar con los factores de trascripcién que lo regulan. Se
desconoce si la co-estimulacién de GCs mas IL-6 a concentraciones encontradas en pacientes
con ARJ activa en tratamiento con GCs, modula la expresion y secrecion de VEGF A en
CDH. Y, de ocurrir esta modulacién, tampoco se sabe si RUNX 2 también sufre variaciones
de su expresion. El objetivo del presente estudio fue evaluar en un modelo de CDH murino los
efectos de dexametasona (Dex) e IL-6, por separado y en combinacidn, sobre los niveles de
expresion del mRNA de VEGF A y de RUNX 2 y sobre la secrecion de VEGF A. Para ello,
células ATDC5 fueron cultivadas y diferenciadas a CDH. Una vez diferenciadas fueron
tratadas con Dex 10 molar (M) e IL-6 120pg/ml, por separado y en combinacién por 3 horas.
Se extrajo el RNA total y se evaluaron los niveles de expresion del mRNA de VEGF Ay
RUNX 2 por medio de PCR tiempo real. Se almaceno el sobrenadante y se evaluo la cantidad
de proteina de VEGF A secretada por medio de un ELISA. Se observo que (i) Dex disminuyd
significativamente los niveles de expresion del mMRNA de VEGF A y RUNX 2 en CDH
murinos; (ii) IL-6 indujo un aumento significativo en los niveles de expresion del mRNA de

VEGF A, pero no produjo cambios significativos en los niveles de expresion del mRNA
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RUNX 2y que (iii) la combinacion de Dex més IL-6 no producen cambios en los niveles de
expresion del mRNA de VEGF A ni de RUNX 2.

En relacion a la secrecién de VEGF A se observo que (i) Dex disminuyd significativamente
los niveles de proteina secretada; (ii) IL-6 produjo un aumento significativo mientras que (iii)

la combinacion de Dex mas IL-6 no produjo cambios en los niveles de proteina secretada.

Con estos resultados podemos concluir que Dex a concentraciones similares a las conseguidas
por dosis farmacoldgicas utilizadas en la terapia de pacientes con crisis aguda de ARJ,
disminuye los niveles de expresion del mMRNA de VEGF A y de RUNX 2 asi como de la
proteina VEGF A secretada. Por otra parte, Dex en combinacion con IL-6 no modifica los
niveles de expresion del mMRNA de VEGF A y de RUNX 2 asi como tampoco modifica los
niveles de VEGF A secretado.



Abstract: Juvenile rheumatoid arthritis (JRA) is an autoimmune inflammatory joint disease
highly prevalent in childhood. This condition is characterized by increase of proinflammatory
cytokines such as interleukin 6 (IL-6). These patients are treated with a mixture of anti-
inflammatory drugs including glucocorticoids (GCs). It has been shown that in patients with
JRA the process of endochondral ossification (OE) can be altered, with potential consequences
for the child's growth. One of the most important factors in the process of OE is the vascular
endothelial growth factor A (VEGF A), the VEGF A mediates the process of vascular invasion
from ossified shaft to hypertrophic chondrocytes (CH) growth plate. Hypertrophic
chondrocyte differentiation stage (CDH) are characterized by expressing transcription factors
such as RUNX 2, produce extracellular matrix rich in type X collagen and secrete factors such
as VEGF A in hypoxia . The VEGF A is secreted in response to hypoxic ischemic induction
factor (HIF lalpha) while in normoxia RUNX 2 induces VEGF A indirectly by preventing the
degradation of HIF lalpha. It described that IL-6, can increase the expression of VEGF A by
mechanisms involving the STAT3 signaling pathway. Furthermore it has been reported that
GCs can decrease the expression of VEGF A to interact with transcription factors that regulate
it. It is unknown whether costimulation GCs more IL-6 concentrations found in patients with
active JRA treated with GCs, modulates the expression and secretion of VEGF-A in CDH.
And, this modulation occur, assess whether RUNX also suffers variations expression. The aim
of this study is to evaluate the effects of dexamethasone (Dex) and IL-6, separately and in
combination, on the levels of VEGF mRNA and RUNX A 2 and on the secretion of VEGF A,
a model of CDH murine. ATDCS5 cells were cultured and differentiated stage of CDH. Once
differentiated Dex were treated with 8.10 molar (M) and IL-6 120pg / ml, separately and in
combination for 3 hours. Total RNA was extracted and mRNA levels of VEGF A and RUNX
2 were evaluated by real time PCR. The supernatant was stored and the secreted VEGF A

protein was evaluated by an ELISA Kit.

Dex was observed that significantly decreased mRNA levels of VEGF A and RUNX 2 in
CDH murine.



IL-6 induced a significant increase levels of VEGF A mRNA, but no significant changes in
RUNX 2 mRNA levels.

The combination of IL-6 plus Dex not result in changes in mRNA levels of VEGF A or
RUNX 2.

In evaluating VEGF secretion A it shows that Dex significantly decreased levels of secreted
protein. In turn, IL-6 produce a significant increase while the combination of Dex more IL-6

produced no change in the levels of secreted protein.

With these results we can conclude that Dex similar to those achieved by pharmacological
doses used in therapy of patients with JRA acute crisis levels, reduces the levels of VEGF A
MRNA and RUNX 2 and VEGF A protein secreted. Moreover, Dex in combination with IL-6
does not alter the levels of VEGF A mRNA and RUNX 2 and teh conbination does not alter
the levels of secreted VEGF A protein.



Introduccion

Artritis reumatoidea Juvenil

La artritis reumatoidea juvenil (ARJ) es la enfermedad reumatol6gica mas comdn
durante la nifiez, con una incidencia de entre 6 a 19 por cada 100.000 habitantes y una
prevalencia de 1 en 1000 habitantes (Andersson 1999). La ARJ se define como un cuadro
caracterizado por inflamacion de las articulaciones en personas con menos de 16 afos de
edad, por un minimo de 6 semanas (Petty et al., 1998). Esta enfermedad se ha clasificado en
diferentes subtipos de acuerdo a criterios clinicos propuesto por la Liga Internacional contra el
Reumatismo (ILAR), donde una de sus presentaciones mas dramaticas es la artritis sistémica
gue se manifiesta de manera poliarticular y con una distribucion simétrica (Ravelli & Martini,
2007; Petty et al., 2001).

La ARJ no solo presenta inflamacidn articular, sino también de otros tejidos corporales
como ligamentos, muasculo esquelético y dérganos internos. La actividad persistente de esta
enfermedad se asocia a rigidez, deformaciones de las articulaciones afectadas y pueden
provocar un significativo retardo de crecimiento (Wang et al., 2002; Simon et al., 2003). El
retardo del crecimiento longitudinal en nifios con ARJ es especialmente severo cuando la
actividad inflamatoria es elevada por largos periodos de tiempo, retardo que asociados con
altos niveles de citoquinas proinflamatorias, especialmente interleuquina-1 (IL-1),
interleuquina-6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral (TNF) alfa (Valta et al., 2007; Kutukculer
et al., 1998). Se ha observado que estas citoquinas pueden reducir la secrecion de hormona del
crecimiento o actuar directamente sobre el cartilago de crecimiento (CC) de los huesos largos
(Mainardi et al., 2002; Martensson et al., 2007). Wong et al. (2008) observaron en pacientes
con ARJ que altas concentraciones de IL-6, pero no de IL-1 o TNF alfa, se correlacionaban en
forma inversamente proporcional con la estatura ajustada a la etapa puberal. Por otra parte, De
Benedetti et al. (1997) destacaron que existe una correlacion directamente proporcional entre
el aumento de IL-6 y la severidad de presentacion de la ARJ (De Benedetti et al., 1994;
1997).
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La IL-6 se encuentra especialmente alta en pacientes con el subtipo sistémico de la
patologia, alcanzando concentraciones plasmaticas promedio de 120pg/ml en crisis (Yilmaz et
al., 2001). Un aumento en la IL-6 circulante esta relacionado con alteraciones del crecimiento
0seo Yy la osificacion endocondral. Se sabe que IL-6 en alta concentracion, afecta de manera
indirecta la osificacion endocondral al inducir una disminucién de la produccion de IGF 1 (De
Benedetti et al., 1997) y de los niveles circulantes de la proteina transportadora de IGF tipo 3
(IGFBP-3) (De Benedetti et al., 2001). Por otra parte se ha demostrado que condrocitos
hipertréficos (CH) del CC expresan receptores de membrana para IL-6 (Nakajima et al.,

2009), pero se desconoce si IL-6 afecta directamente la produccion de factores locales del CC.

Osificacién endocondral.

El proceso de osificacion endocondral es uno de los mecanismos de formacion del
tejido 6seo que ocurre principalmente en los huesos largos (Long, 2012). Este proceso es
iniciado por la agregacion de células mesenquimales indiferenciadas que formaran una
condensacion. Segun la posicion, forma y tamafio, las células se diferenciaran en pre

condrocitos y originaran los diferentes elementos del esqueleto (Long, 2012).

Una de las caracteristicas del proceso de crecimiento longitudinal dseo es la presencia
de CC (Fig.1). Este cartilago esta compuesto por 3 zonas: la zona de reposo (resting zone)

Zona de
Resposo

Zona
Proliferativa

Zona
Hipertrofica

Fig. 1: Corte histolégico, epifisis proximal de tibia de ratén CF-1, 1 dia de edad, 11
tincién H&E. Barra 100um.




gue contienen células progenitoras de condrocitos capaces de formar nuevos clones para su
proliferacion; la zona proliferativa que estd compuesta por clones de condrocitos organizados
en columnas paralelas al eje axial del hueso, cuyos condrocitos presentan una alta tasa
proliferativa; y la tercera zona, denominada zona hipertrdéfica, que estd compuesta por CH y
condrocitos en etapa de diferenciacidn hipertrofica (CDH), los cuales son células que dejan de
dividirse y se caracterizan por un aumento de expresion de RUNX 2 , entre otros factores de
transcripcion (Akiyama et al., 1999). Morfolégicamente los CH se caracterizan por presentar
un citoplasma ensanchado producto del aumento del tamafio de su reticulo endoplasmatico y
del aparato de Golgi, reflejando el aumento de la produccion de matriz extracelular, rica en
colageno tipo X (Col X) (Buckwalter et al., 1986).

Una etapa clave en el proceso de osificacion es la apoptosis de los CH y el comienzo
del proceso de angiogénesis que servira de via de ingreso de osteoblastos hacia la zona a
osificar (Brandi & Collin-Osdoby, 2006). La angiogénesis es el proceso de formacion de
nuevos vasos a partir de una red vascular ya existente, con el fin de irrigar los diferentes
tejidos, permitiendo distribuir el oxigeno y nutrientes, y a la vez remover el diéxido de
carbono y los metabolitos de desecho producidos por las células (Shibuya, 2008). Numerosas
moléculas han sido implicadas como reguladores positivos de la angiogénesis, incluyendo
factores de crecimiento derivado de fibroblastos, factor de crecimiento transformante alfa y
beta, factor de crecimiento hepético e interleuquina-8, entre otros (Folkman & Shing, 1992;
Yancopoulos et al., 2000).

Factor de crecimiento vascular endotelial.

Por décadas ha sido estudiado el rol del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) en la regulacién de la angiogénesis. Se sabe que la formacion de nuevos vasos y la
maduracion de éstos es resultado de procesos de alta complejidad, que requieren una
activacion secuencial de numerosas cascadas moleculares (Ferrara, 2002). Aun asi se ha
demostrado que el VEGF representa el paso critico limitante que permite el proceso de la
angiogenesis fisiologica (Yancopoulos et al., 2000; Ferrara & Alitiano, 1999) y patologica
(Ferrara & Smyth, 1997). A la fecha se ha descrito toda una familia de factores de crecimiento

vascular, destacando el VEGF A como el factor con mayor accién angiogénica (Ferrara,
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2002). Modelos animales genéticamente modificados demuestran que individuos ya sea sin
produccion de VEGF A o con una produccion disminuida de éste, mueren durante la etapa de
embrion, con alteraciones notables en su proceso de angiogénesis (Ferrara et al., 1996), lo cual
no ocurre en individuos que presentan deficiencias de otros de los miembros de esta familia
(Carmellet et al., 1996).

Dependiendo de la cantidad de aminoacidos del VEGF A se han descrito subtipos de
él. En humanos los méas predominantes son VEGF A 121, VEGF A 189 y VEGF A 165
(Ferrara & Smyth, 1997). Este ultimo subtipo es el dominante en términos de actividad
bioldgica (Shibuya 2008), mientras que en roedores el subtipo dominante es el VEGF A 164
(Maes et al., 2002).

La familia de receptores de VEGF (VEGFR) consiste en 3 miembros: VEGFR1,
VEGFR2 y VEGFR3. Estructuralmente son receptores de la familia tirosina quinasa y tienen 7
dominios similares a inmunoglobulina en la region extracelular (Matthews et al., 1991,
Ternan et al., 1991). VEGFR1 y VEGFR?2 ligan al VEGF A y juegan un rol muy importante
en los procesos de angiogénesis (Olsson et al., 2006), mientras que VEGFR3 liga otros
miembros de esta familia importantes para los procesos de linfangiogénesis (Alitalo et al.,
2002, Veikkola et al., 2001).

Se ha descrito que el VEGF A es expresado por los CH en cultivos (Bluteau et al.,
2007), permitiendo inferir un rol en el proceso de angiogénesis 6sea. Ryan et al. (1999)
trataron a monos adultos con un anticuerpo monoclonal anti-VEGF por via intravenosa por 13
semanas observando un aumento en la cantidad de CH y la inhibicién de la invasion vascular
en el CC, demostrando una alteracion en el proceso de osificacion de la zona hipertréfica del
CC.

Regulacion de la expresion de VEGF A.

Uno de los estimulos que regula de manera indirecta la expresion de VEGF A es la
hipoxia. Se ha observado que en estados de hipoxia aumenta la expresion y disminuye la
degradacion del factor HIF lalfa con el consecuente aumento del contenido celular y de su

actividad bioldgica (Semenza, 2002). EI HIF lalfa es un factor de transcripcion que se
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encuentra en el citoplasma y que al traslocar al nucleo se une al promotor de VEGF
aumentando su expresion, permitiendo asi generar procesos de angiogénesis (Brahimi-Horn,
2001). Al volver a estados de normoxia, el HIF lalfa citoplasmatico es rapidamente degradado
por la ubiquitinizacion mediada por el factor von Hippel-Lindau (pVHL) (lvan et al., 2001).
Interesantemente, en ciertos tipos celulares se ha encontrado que en estados de normoxia el
HIF lalfa no es degradado, ya que el factor RUNX 2 permite estabilizar a HIF 1lalfa,
impidiendo la degradacion inducida por el pVHL, logrando que en situaciones de normoxia se
pueda generar la expresion de VEGF A (Lee et al., 2012). Por otro lado, Zelzer y su grupo,
describieron que RUNX 2 se puede unir al promotor de vegf a aumentando la expresion de
este factor de manera directa. (Zelzer et al., 2001).

Otros de los estimulos que pueden regular la expresion de VEGF A son los factores de
crecimiento y citoquinas. Se ha reportado que factores como el TGF-alfa y beta y citoguinas
como IL-6 aumentan la expresion de VEGF A en distintos tipos celulares (Neufeld et al.,

1999), desconociéndose hasta fecha si IL-6 puede aumentar la expresion de VEGF A en CDH.
Regulacion de la secrecion de VEGF A

El mRNA transcrito primario, luego del splicing alternativo, generara mMRNA maduros
que daran origen, a diferentes isoformas proteicas del VEGF A que se diferencian entre ellas
por la cantidad de amino éacido: VEGF A 121, VEGF A 165, VEGF A 155, VEGF A 5. La
proteina VEGF A es sintetizada en los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso (RER),
donde ocurren modificaciones postraduccionales tales como dimerizacion a través de uniones
disulfuro y glicosilacion (Tischer et al., 1991. Finalmente, la proteina madura es almacenada
en granulos hasta su posterior secrecion (Yoshino et al., 2006). Esta secrecion se puede
diferenciar en (i) secrecion constitutiva, controlada por la via p38/ MAPK, y (ii) secrecién

inducida, la que es controlada por la via ERK (Klettner et al., 2009)
Interleuquina 6 (IL-6) y desarrollo éseo.

IL-6 es una citoquina inflamatoria secretada por células inmunes en respuesta a
procesos inflamatorios agudos. Esta citoquina se une a un receptor de membrana celular (mIL-

6R) el cual se ha descrito que puede activar principalmente dos vias intracelulares de

14



sefializacion: JAK/STAT3 y SHP/ERK (Ishihara & Hirano 2002). Existen una serie de
reportes que describen que la activacion de estas vias regulan procesos de diferenciacion y sus
mediadores en osteoblastos (Le Goff et al., 2010) (Franchimont et al., 2005). Es interesante
destacar que en osteoblastos dependiendo de si se activa la via SHP/ERK o la via
JAK/STATS, en respuesta al estimulo con IL6, el efecto sobre la expresion de RUNX 2 puede
ocurrir de dos maneras opuestas. Kaneshiro y su grupo observaron que en osteoblastos in vitro
IL-6 puede inhibir la expresion de RUNX 2 via SHP/ERK inhibiendo la diferenciacion celular,
mientras que la via de JAK/STAT3 puede aumentar la expresion de RUNX 2, promoviendo la
diferenciacion celular (Kaneshiro et al., 2013). No existen datos a la fecha sobre el efecto de
IL-6 sobre la expresion de RUNX 2 en CDH.

Por otro lado, Loeffler et al. (2005) demostraron que en astrocitos en cultivo, IL-6
induce aumentos en la expresion del mMRNA de VEGF A. Se desconocen los efectos que esta
citoguina podria tener en la expresion VEGF A en CDH. A su vez estudios en cultivo de
epitelio pigmentario de retina han demostrado que alteraciones en la via ERK pueden producir
variaciones a corto plazo en la secrecion inducida de VEGF A (Kunchithapautham et al.,
2011). A la fecha, se desconoce si IL-6 en su rol de activador de la via ERK podria alterar la
secrecion de VEGF A en CDH.

Glucocorticoides y Cartilago del crecimiento.
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Los glucocorticoides (GCs) son hormonas esteroidales secretadas por la glandula

Cell surface_—" \

”
ol

Fig. 2: Mecanismos de accion de los receptores de Glucocorticoides.
GC: Glucocorticoide; GR: receptor de GC; GRE: elemento de respuesta a GCs. (McMaster & Ray,
2008)

suprarrenal en respuesta a la activacion del eje hipotdlamo- hipodfisis. Los GCs tienen
numerosas acciones bioldgicas, en el hueso se destaca su actividad de reguladores del CC y
sus procesos de osificacion y crecimiento longitudinal. Las acciones biolégicas de los GCs
requieren de su union a su receptor (receptor de GCs, GR) el cual esta localizado en el
citoplasma celular. Por su naturaleza lipidica, los GCs cruzan la membrana plasmatica y en el
citoplasma se unen su receptor, el cual modifica su estructura desacoplandose de las proteinas
que lo mantienen en el citoplasma y exponiendo una sefial de localizacion nuclear que permite
que el complejo GC-GR trasloque al nucleo y module la expresion de genes sensibles a los
GCs (McMaster & Ray, 2008). Este efecto de los GCs puede ocurrir por union directa a los
promotores de genes sensibles a GCs, esto es, en secuencias especificas del DNA
denominados elementos de respuesta a GCs (GRE), aumentando la actividad del promotor; los
GCs pueden también inhibir la actividad de un promotor al unirse a secuencias especificas del
DNA denominadas elementos de respuesta a GCs negativo (nGRE). Ademas, los GCs pueden
modular la actividad de genes sin que para ello requieran unirse al DNA, y esto es mediado
por la unién del complejo GC-GR a otros factores de trascripcion (Fig. 2) (McMaster & Ray,
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2008). Estudios han demostrado que cuando los niveles de GCs sobrepasan las
concentraciones plasmaticas fisioldgicas, éstos pueden inhibir el crecimiento 6seo longitudinal
(Baron et al., 1992). Este efecto puede estar mediado por su accion sobre factores endocrinos,
con efectos finales que implican la alteracion del eje de la hormona del crecimiento. Se ha
descrito que los GCs disminuyen la produccion del factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF
I) dependiente de la hormona del crecimiento y, por otra parte, alteran la expresion de
receptores de la hormona del crecimiento en condrocitos (Jux et al., 1998). Se ha propuesto
también que los GCs inducen un cambio en la produccion de factores locales en el CC.
Estudios realizados en un modelo de conejo in vivo pusieron en evidencia la alteracion en la
produccion de factores locales mediadas por el tratamiento con GCs sintéticos administrado
directamente en el cartilago del crecimiento: mientras que en el hemicuerpo tratado se observo
una disminucién de la velocidad del crecimiento 6seo, en el hemicuerpo contralateral, el
cartilago mantuvo su velocidad de crecimiento (Baron et al., 1992). Entre los factores de
produccion local se encuentra el VEGF A, principal regulador de la angiogénesis 6sea en el
proceso de osificacion del CC (Maes et al., 2002), el cual es expresado principalmente por los
CH (Bluteau et al., 2007). Koedam et al., (2002) demostraron en un cultivo in vitro de CC de
conejo que tratamientos con GCs sintéticos, como la dexametasona (Dex), a dosis mayores a
las farmacoldgicas son capaces de disminuir la secrecion de VEGF y la abundancia de mRNA
de VEGF, inhibiendo su expresion en CH. Li y su grupo, describieron que Dex inhibe la
expresion proteica de RUNX 2 en osteoblastos in vivo en proceso de diferenciacion. (Li et al.,
2012), sin que esto haya sido hasta la fecha demostrado en CDH de CC. Con estos
antecedentes, es posible plantear que los GCs podrian modular la expresion de factores de
regulacién local, inhibiendo la expresion de VEGF (Koedam et al., 2002) por medio de la
modificacion de la expresion de factores tales como HIF lalfa o RUNX 2 (Lee et al., 2012).
En nifios con ARJ del tipo sistémico o poli-articular, se sabe que hay reduccion del
crecimiento longitudinal y uno de los factores responsables de ello es el tratamiento con GCs
por largos periodos, (Brochers et al., 2006; Simon et al., 2002). En periodos de crisis, estos
pacientes son tratados con GCs y las dosis necesarias para el control de la inflamacién puede
ser tan alta como 1 mg/kg de prednisona con un maximo de 40 mg diarios equivalentes (Kim,
2010). Hasta la fecha se desconoce si estas dosis de GCs sistémicos y sus respectivas

concentraciones plasmaticas equivalentes, podrian tener algun efecto sobre la produccion de
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factores locales involucrados en el crecimiento 6seo longitudinal tales como el VEGF Ay la
expresion de RUNX 2 en CDH.

Kunchithapautham y su grupo estudiaron el proceso de secrecion de los granulos
intracelulares de VEGF A en un cultivo de células de epitelio pigmentario de retina, y
demostraron que es posible variar la secrecion de VEGF A en tiempos cercanos a las 3 hrs de
cultivo (Kunchithapautham et al., 2011). Se sabe que la secrecion constitutiva de VEGF A es
regulada por la via MAPK/p38 (Klettner et al., 2009). Sonya y colaboradores demostraron que
fibroblastos humanos cultivados in vitro en presencia de Dex disminuyen la actividad de la via
MAPK/p38 y esto estaba mediado por la inhibicion de la fosforilacion de p38 secundaria al
aumento de la expresion MKP1 mediado por Dex (Sonya et al., 2002). Estos resultado
permiten plantear que este mecanismo podria explicar el efecto de los GCs para modular la
secrecion de VEGF A. Sin embargo, se desconoce si los GCs pueden en CDH cultivados por
3h, efectivamente modificar los niveles de mRNA VEGF A y los niveles de VEGF A

secretado.
Modelo celular de condrogénesis

ATDC5 es una linea celular derivada de un carcinoma de condrocitos murino
embrionarios (Atsumi et al., 1990). Esta linea celular ha demostrado ser modelo Util para
estudiar in vitro la proliferacion celular, sintesis de matriz extracelular, hipertrofia celular,
mineralizacion de la matriz, secrecion de factores de localizacion e invasion vascular y
apoptosis celular, caracteristicos de los procesos de maduracion de condrocitos del CC
(Shukunami et al., 1997). Es por estas caracteristicas que esta linea celular provee un muy
buen modelo para estudiar los mecanismos moleculares que regulan la maduracion del CC y la
formacion de hueso endocondral (Yoshikawa et al., 2013). Por las razones expuestas, la linea

celular ATDCS se utilizara en este estudio como modelo de condrocitos diferenciados a CDH.

En suma, existe evidencia que en pacientes con ARJ el proceso de OE puede estar
alterado. Alteraciones en la OE pueden ser causa de retardo del crecimiento longitudinal del
nifilo. Uno de los factores mas importantes en el proceso de OE es el VEGF A, factor que
media el proceso de invasion vascular desde la diéfisis osificada hacia los CH del CC. La ARJ

se caracteriza por aumento de citoquinas proinflamatorias como IL-6, la cual, en otros
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modelos celulares, ha demostrado que puede alterar la expresion de factores locales como el
VEGF A, pero hasta la fecha se desconoce los efectos de IL-6 sobre los niveles de mRNA
VEGF A de CDH. Existe evidencia que I1L-6 puede regular la actividad de la via ERK, la cual
a su vez ha sido relacionada con el control de la secrecion inducida de VEGF A, pero se
desconoce si IL-6 puede alterar los niveles de VEGF A secretado por CDH. Entre las
estrategias terapéuticas de pacientes con ARJ se incluye el uso de los GCs. En estudios in vitro
se ha observado que al tratar CDH con dosis mayores a las farmacologicas se disminuye la
expresion de VEGF A. Se desconocen si estos efectos de los GCs pueden también ser
observados al tratar con concentraciones similares a las alcanzadas durante los tratamientos de
ARJ. Finalmente, se desconoce el efecto de la co-estimulacion con GCs més IL-6 a
concentraciones encontradas en pacientes con ARJ activa, sobre los niveles de expresion del
MRNA y la secrecién de VEGF A en CDH.

Se sabe que el VEGF A es secretado en situaciones de hipoxia inducido por el factor
hipdxico isquémico (HIF lalfa). En normoxia RUNX 2 induce VEGF A de manera directa
uniéndose al promotor del VEGF e indirectamente impidiendo la degradacion de HIF lalfa. A
la fecha, se desconoce si IL-6 y GCs, en combinacion y por separado, pueden modular la
expresion de RUNX 2 en CDH.

Este estudio plantea evaluar los efectos de Dex e IL-6 en factores relevantes para el
proceso de osificacion. Se espera encontrar que Dex disminuya los niveles de mRNA de
VEGF A, que IL-6 los aumente y que la combinacion Dex + IL-6 no los modifique. Ademas
se espera encontrar que Dex disminuya los niveles de proteina secretada de VEGF A, que IL-6
los aumente y que la combinacion Dex + IL-6 no los modifique. Con estos resultados
tentativos, se podria plantear que en periodos de crisis de ARJ sistémica con aumentos de 1L-6
y tratamiento de GCs los niveles de mMRNA de VEGF A y VEGF A secretado por CDH, con el
fin de regular el proceso de invasion vascular al CC, no deberian estar alterados. Situacion que
no ocurriria de presentarse un desbalance en alguno de estos factores, como es el caso de crisis
con aumento de IL-6 sin tratamiento de GCs o tratamientos de GCs en periodos sin aumentos
de IL-6.

19



En base a estos antecedentes se plantea la siguiente hipotesis: “En un modelo in vitro
de condrocitos murinos en etapa de diferenciacion hipertrofica, la estimulacion con IL-6
inducird aumentos en la expresion de VEGF A, RUNX 2 y la secrecion de VEGF A, efectos

que seran revertidos por la estimulacion con Dexametasona.”

El objetivo del presente estudio es evaluar los efectos de Dex e IL-6, por separado y en
combinacidn, sobre los niveles de expresién del mMRNA de VEGF Ay de RUNX 2 y en la
secrecion de VEGF A, en un modelo in vitro de condrocitos murinos en etapa de

diferenciacion hipertrofica.
Objetivos:
Objetivo general

Evaluar los efectos de Dex e IL-6, por separado y en combinacion, sobre los niveles de
expresion del mRNA de VEGF A y de RUNX 2 y sobre la secrecion de VEGF A, en un

cultivo in vitro de condrocitos murinos en etapa de diferenciacion hipertréfica.

Obijetivos especificos

1) Determinar los efectos de dexametasona a concentraciones similares a las alcanzadas en
sangre durante los tratamientos de crisis de ARJ sistémica, sobre los niveles de expresion del
mMRNA de VEGF A y de RUNX 2 y sobre la secrecion de VEGF A, en un cultivo in vitro de

condrocitos murinos en etapa de diferenciacion hipertréfica.

2) Determinar los efectos de IL-6 a concentraciones similares a las concentraciones sanguineas
descritas durante crisis de ARJ sistémica, sobre los niveles de expresion del mRNA de VEGF
A y de RUNX 2 vy sobre la secrecion de VEGF A, en un cultivo in vitro de condrocitos

murinos en etapa de diferenciacion hipertrofica.

3) Determinar los efectos de la coestimulacion con IL-6 y dexametasona en las mismas
condiciones antes sefialadas, sobre los niveles de expresion del mRNA de VEGF A y de
RUNX 2 y sobre la secrecion de VEGF A, en un cultivo in vitro de condrocitos murinos en

etapa de diferenciacion hipertréfica.
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Metodologia

Cultivo celular

Se utilizo células ATDCS5 (linea celular de condrocitos de origen murino) cultivadas en
medio de proliferacién: DMEM/F-12 (Invitrogen) suplementado con 5% de FBS, 3x10% M
sodio selenito (Sigma Aldrich), 10pg/ml transferrina humana (Sigma Aldrich) y 0,5%
penicilina-estreptomicina (Invitrogen). Posteriormente se indujo la diferenciacion con medio
de diferenciacion: medio de proliferacion mas 10ug/ml de insulina bovina (Sigma Aldrich). El

medio fue cambiado cada dos dias.

Cuando las células alcanzaron una confluencia de 70 a 80% fueron desprendidas con
tripsina EDTA 0,25%, sembradas en platillos a una densidad final de 10° células por pocillo y
se adicion6 el medio de diferenciacion por 15 dias. Durante este periodo se evalud la
morfologia celular y los los niveles de expresion del mMRNA de RUNX 2 y Col X con el
objetivo de evidenciar la diferenciacion a condrocitos de tipo hipertrofico. Una vez

confirmado esta diferenciacion se realizaron los experimentos propuesto.
Curva dosis y tiempo /respuesta

Se evalud la expresion de mRNA de VEGF A de CDH a diferentes tiempos de
exposicién a Dex (0,5h, 1h, 3h y 6h) y a una misma concentraciéon de Dex (10 M); segun

este resultado se determind la variable tiempo a utilizar en los experimentos posteriores.

Luego, se evalud la expresion de mRNA de VEGF A de CDH a diferentes
concentraciones de Dex (10°M, 10'M 10°M) y segin este resultado se determind la

concentracion de Dex a utilizar en los experimentos posteriores.
Disefio experimental
Fueron disefiados 4 grupos experimentales:

-Grupo 1: tratado solo a medio diferenciador (grupo control)
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-Grupo 2: tratado con medio diferenciador mas Dex a una concentracion determinada por la

curva dosis respuesta.

-Grupo 3: tratado con medio diferenciador mas IL-6 a una concentracion de 120 pg/ml
(Yilmaz et al., 2001).

-Grupo 4: tratado con medio diferenciador mas Dex a la concentracion determinada por la

curva dosis respuesta e IL-6 a una concentracion de 120 pg/ml.

Los tiempos de exposicion seran determinados segin la curva tiempo de

exposicion/respuesta.
Extraccion RNA.

La extraccion de RNA se realizd por el método del Trizol Reagent (Total RNA
Isolation Reagent, Life Technologies). Las células fueron centrifugadas a 800 rpm por 10 min,
se elimind el sobrenadante y luego fueron re-suspendidas en PBS 1X. Posteriormente se
volvieron a centrifugar a 7500 rpm por 25 segundos a 4°C, se elimind nuevamente el
sobrenadante y se agregd 250 ul de PBS 1X, 750 ul de Trizol y 200 ul de cloroformo para
continuar con una nueva centrifugaciéon a 12000 rpm por 10 min. Del resultado de este
proceso se recogio la fase acuosa para luego agregarle 500 pl de isopropanol y centrifugar
nuevamente a 12000 rpm por 10 min a 4 °C. Se elimind el sobrenadante y se agreg6 etanol al
75%. Nuevamente la muestra fue centrifugada a 7500 rpm por 5 min a 4°C, eliminando el
sobrenadante para finalmente re suspender en 10 pl de agua RNase free (Invitrogen). La

muestra se almacend a -20°C para su posterior analisis.
RT PCR

VEGF A, RUNX 2y el housekeaping (Beta actina) seran evaluados por técnica de RT-PCR.
Transcripcion reversa

Luego de la cuantificacion del RNA por espectrofotometria, las muestras fueron
tratadas para eliminar la posibilidad de contaminacién con DNA genémico, para ello, se

utilizo el kit DNAse (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion, a
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21g de RNA se le agregd 1 pl de random primers, luego el RNA fue tratado en termociclador
por un ciclo consistente en 5 minutos a 70°C y 5 minutos a 4°C. Posteriormente se prepar6 un
mix con buffer 5X, MgCl2 25 mM, dNTP 10mM, Rnasin, transcriptase reverse y agua RNase
free, para ser agregado a 5ul de muestra, una vez adicionado el mix a la muestra se le realizd
un spin y luego fue tratada por 5 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C, 15 minutos a 70°C y 15
minutos a 4°C y el resultante del proceso descrito se guardd a —20°C para su posterior analisis.

Con el fin de asegurar las condiciones Optimas para el funcionamiento de la enzima
limitante del proceso, se realizd un ensayo que busca probar la concentracion optima de
magnesio. Para ello, se preparé un mix con buffer 5X, dNTP 10 mM, Gotag® 5u/pl y los
primers especificos para VEGF A murino (Tabla 1) y se agregd el cDNA, mix y distintas
concentraciones de MgCl, 25mM. Cada una de estas mezclas se llevo a un programa de PCR
convencional consistente en: 5 minutos a 95°C seguidos de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C,
15 segundos a 60°C y 15 segundos a 72°C, terminando con 10 minutos de 72°C y hold 4°C.
Finalmente las muestras se corrieron en un gel de agarosa 2% Yy se escogio el magnesio que

generd la banda de mejor calidad en este amplificado.

Los partidores fueron disefiados a partir de la base de datos genéticos de NCBI, en
conjunto con el programa AmplifX 1.5®. Las secuencias seleccionadas se describen en la
Tabla 1. .

Forward TM | Reverse ™

VEGF A GCGAGGCAGCTTGAGTTAAA | 58,84 | AGGACTGTTCTGTCAACGGT 58,88
(173 pb)

RUNX 2 TCCAACCCACGAATGCACTA 59,31 | AGGATGCTGACGAAGTACCA | 58.44
(199 pb)

Col X TAACAGGTATGCCCGTGTCT 58,44 | TTCACATGCACGTGGTAGGA 59,32
(181 pb)
Beta Actina | ACCACAGTCCATGCCATCAC 59,32 | TCCACCACCCTGTTGCTGTA 58,56
(283 pb)

Tabla 1: Primers para RT PCR tiempo real.
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Para analizar el mRNA de VEGF A y RUNX 2 para cada situacion experimental, al
cDNA se le adiciond un mix consistente en: buffer 5X, MgCI2 25 mM, dNTP 10mM, GotaQ
5u/pl, primers, Syber 1/2000 y agua RNAsa free. Luego se realiz6 un PCR tiempo real con el
siguiente programa: 5 minutos a 95°C luego 40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 15 segundos a
60°C y 15 segundos a 72°C, terminando con 10 minutos de 72°C y seguido por 4 °C hold. La
cuantificacion de los niveles de expresion del MRNA de cada muestra se realizo por el método
de cuantificacion absoluta de numero de copias de cDNA obtenidas como resultado del
programa de RT-PCR (Pfaffi M. 2004).

Cuantificacion de la secreciéon de VEGF A

Luego de que las células fueron cultivadas en presencia o ausencia de los diferentes
estimulos, el VEGF A secretado fue cuantificado en el sobrenadante del medio de cultivo.
Para cada situacion experimental, 1 ml de medio de cultivo fue recolectado y luego se
almacend a -20°C hasta su analisis. La concentracion del VEGF A fue cuantificado por
método de ELISA utilizando un kit comercial (kit RAB0509 Sigma), siguiendo las

instrucciones del fabricante.
Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados por medio de estadistica descriptiva expresados en
promedio y error estandar de la media (SEM). Se analiz6 la distribucién de la muestra
mediante el test Shapiro Wilk. En el caso que se compararan mas de dos grupos se utilizo la
prueba de ANOVA de una via seguida por un post-hoc Newman—Keuls. En el caso que se
comparara 2 grupos entre si se utilizo el test T de student para datos paramétricos o el test U
de Mann Whitney para datos no paramétricos. Se considero diferencia significativa cuando el

valor de p fue menor a 0,05 (p<0,05).
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Resultados obtenidos

Diferenciacién de células ATDC5:

Para valorar el estado de condrocito hipertréfico durante la diferenciacion de las

células ATDCS5, fueron evaluadas caracteristicas morfoldgicas, la expresion de uno de los

factores de transcripcion caracteristico de procesos de diferenciacion (RUNX 2), y la

expresion de Col X, proteina que se expresa exclusivamente en condrocitos hipertroficos y

CDH.

Evaluacion morfoldgica

Se evalu6 la morfologia durante los dias 1, 7 y 15 de diferenciacion y se encontré que a los 15

dias de cultivo con medio diferenciador se observaba

la formacion de no6dulos

correspondientes a la superposicion de planos celulares en diferentes zonas de la placa de

cultivo celular (Fig. 3).

Células ATDC5, 1 dia de | Células ATDCS,
diferenciacién diferenciacion.

7 dias

de

Células ATDC5, 15 dias de
diferenciacion. Naédulos de
diferenciacion (flechas blancas)

Fig.3: Analisis de morfologia en cultivo células ATDC5 en diferentes estadios de

diferenciacion.

Niveles de expresion del mMRNA de RUNX 2
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Se evalud la expresion de RUNX 2 durante los dias 1, 7 y 15 de diferenciacion. Se

0.6+
e
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—— N

0.54

0.4+ s

0.34

0.24

0.14

0.0 e
1 7 15
Dias de diferenciacion

B
RUNX2

Niveles de mMRNA RUNX2/ Actb

Actb

Dial Dia7 Dia15

Fig. 4: Niveles de mMRNA de RUNX 2 (199bp) en células ATDCS5 de 1, 7 y 15 dias de
diferenciacion. A: Cuantificacion de los niveles de mMRNA de RUNX 2, dias 1, 7y 5, (n=3
para cada dia). B: Gel de agarosa representativo, PCR convencional. Beta actina (Actb 283
bp) corresponde a housekeeping gene.

observo un incremento progresivo en la expresion de este gen. Tal como se observa en la Fig.
4, a los 15 dias de cultivo con medio diferenciador existe un expresion de RUNX 2
significativamente mayor respecto al dia 1 de cultivo., p valor = 0,035 (Fig. 4).

Niveles de expresion del mMRNA de Colageno tipo X

Se evalu6 la expresion de Col X durante los dias 1, 7 y 15 de diferenciacion y se
observd un incremento progresivo en la expresion de este gen. A los 15 dias de cultivo en
presencia de medio diferenciador se observd una expresion significativamente mayor de Col

X con respecto al dia 1 de cultivo, p valor= 0,046 (Fig. 5).
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Fig. 5: Niveles de mMRNA de Col X (181bp) en células ATDC5de 1, 7y 15
dias de diferenciacion. A: Cuantificacion de los niveles de mRNA de Col X,
dias 1, 7 y 5, (n= 3 para cada dia). B: Gel de agarosa representativo, PCR
convencional. Beta actina (Actb 283 bp) corresponde a housekeeping gene.

Niveles de expresion del mRNA de VEGF A

Se evalué la expresion de VEGF A durante los dias 1, 7 y 15 de diferenciacion y se
observO un incremento progresivo en la expresion de este gen. Al dia 15 de cultivo en
presencia de medio diferenciador se cuantific6 que la expresion de VEGF A fue

significativamente mayor con respecto al dia 1 de cultivo (Fig. 6).
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Fig. 6: Niveles de mRNA de VEGF A (173bp) en células ATDC5de 1, 7y
15 dias de diferenciacion. A: Cuantificacion de los niveles de mRNA de
VEGF A, dias 1, 7 y 5, resultado de 3 experimentos. B: Gel de agarosa
representativo, PCR convencional, Beta actina (Actb 283 bp) corresponde a
housekeeping gene.

Efectos de diferentes tiempos de exposicion a dexametasona en los niveles de
expresion del mRNA de VEGF A.

A fin de evaluar el efecto de Dex en el contenido celular del mMRNA de VEGF A de
CDH, se realizé una curva de tiempo utilizando para ello Dex a concentracion de 10° M, valor
obtenido de la literatura (Koedam et al., 2012). Como se muestra en la figura 7, CDH
cultivados por 6 y 3 horas con Dex 10° M muestran una disminucién significativa de la
expresion de VEGF A en las células ATDC5 (p 0,0179 y 0,0411, respectivamente). Como se
observa en la misma figura 7 (Fig. 7), tiempos menores de cultivo (0,5h y 1h) no modificaron

la expresion de VEFG A (p valor de 0,2857 y 0,2857, respectivamente) en relacion al control.
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Fig. 7: Efectos de dexametasona (10°® M) en los niveles de mRNA de
VEGF A de células ATDC5, modelo de CDH, tratadas con diferentes
tiempos de exposicion. A: Cuantificacion de los niveles mRNA de VEGF
A, n= 6 por condicion (* p < 0,05), técnica RT-PCR. Analisis inferencial
con test t de student para datos no pareados. B: Gel de agarosa
representativo. VEGF A 183 bp, Beta actina (Actb 283 bp) corresponde a
housekeeping gene.

Efectos de diferentes concentraciones de dexametasona en los niveles de expresion del
mRNA de VEGF A.

Segun los ultimos consensos de tratamientos de la ARJ (Dewitt et al., 2012; Kim,
2010; MINSAL, 2010) las dosis terapéuticas de prednisona con las que estos pacientes son
tratados corresponden a concentraciones plasmaticas equivalentes a un rango entre 10% M a
10" M de dexametasona (Rose et al., 1980).

Teniendo en consideracion este antecedente, valoramos el efecto de concentraciones de
Dex equivalentes a la utilizadas en clinica en la expresion del mRNA de VEGF A. Para ello,
CDH de células ATDCS5 fueron tratadas con concentraciones Dex de 10°, 107y 10® M por 3
horas. Como se observa en la figura 8 (Fig. 8), todas las concentraciones de Dex utilizadas
indujeron una disminucion significativa en la expresion del mRNA de VEGF A, con un p

valor de 0,0058, 0,0001 y 0,0202 respectivamente. Ademas interesantemente, se demostrd que
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no hubo diferencia en el efecto observado para las diferentes concentraciones de Dex
estudiadas.

* %k %k

% %k %k

~k¥¥x =

Actb (relativa al control)

Niveles de mRNA de VEGF A /

Control 10M 107M 10°M
Concentraciones de Dexametasona

VEGFA

L ——
Actb

Control 10°M 107M 10°M

Fig. 8: Efectos de la exposicion a dexametasona por 3 horas en los
niveles de MRNA de VEGF A de células ATDC5, modelo de CDH
tratadas con diferentes concentraciones de Dex. A: Cuantificacion de los
niveles MRNA de VEGF A, n= 6 por condicion, técnica RT-PCR. Analisis
inferencial con test t de student para datos no pareados. B: Gel de agarosa
representativo. VEGF A 183 bp. Beta actina (Actb 283 bp) corresponde a
housekeeping gene. (*** p <0,001)

Efectos de dexametasona en los niveles de expresion de mRNA de VEGF A

Células ATDCS diferenciadas a CDH fueron tratadas con Dex 10® M por 3 horas.
Como se observa en la figura 9 (Fig. 9), Dex disminuyé significativamente los niveles de
expresion del mRNA de VEGF A en CDH, con un p valor de 0,0034.
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Fig. 9: Efectos de dexametasona (10® M) por 3 horas, en los niveles
de mRNA de VEGF A de células ATDC5, modelo de CDH. A:
Cuantificacion de los niveles de mRNA de VEGF A, (** p<0,01), n=11
por condicion, técnica RT-PCR. Valores expresados en media y error
estandar de la media. Analisis inferencial con test t de student para datos
no pareados. B: Gel de agarosa representativo. VEGF A 183 bp. Beta
actina (Actb 283 bp) corresponde a housekeeping gene.

Efectos de IL-6 en los niveles de expresion del mRNA de VEGF A

Con el fin de valorar el efecto de IL-6 en CDH de células ATDCS5, estas fueron
cultivadas por 3h en presencia de 120pg/ml de IL-6, valor que corresponde a la concentracion
sanguinea descrita para pacientes en crisis de ARJ (Yilmaz et al., 2001). Como se observa en
la figura 10, IL-6 indujo un aumento significativo en la expresion de mRNA de VEGF A, en

relacién al control (Fig. 10).
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Fig. 10: Efectos de IL-6 (120 pg/ml), por 3 horas, en los niveles de mMRNA de VEGF A
de celulas ATDC5, modelo de CDH. A: Cuantificacion de los niveles de mRNA de VEGF
A, n=6 por condicion, técnica RT-PCR .Valores expresados en media y error estandar de la
media. Andlisis inferencial con test t de student para datos no pareados. B: Gel de agarosa
representativo. VEGF A 183 bp, Beta actina (Actb 283 bp) corresponde a housekeeping
gene. (* p<0,05)

Efectos de la co-estimulacion con Dex e IL-6 en los niveles de expresion del mRNA de
VEGF A

Con el objeto de valorar si la combinacion de Dex e IL-6 tenia algin efecto en la
expresion de VEGF A de CDH de células ATDCS5, éstas fueron cultivadas por 3h en presencia
de Dex a 10® M y 120pg/ml IL-6. Como se observa en la figura 11, la combinacién de Dex e
IL-6 no modificé de modo significativa la expresion de VEGF A en relacion al control, con un
p valor de 0,5 (Fig. 11).
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Fig. 11: Efectos de la coestimulacion con Dex e IL-6 por 3 horas, en los niveles
de mRNA de VEGF A de células ATDC5, modelo de CDH. A: Cuantificacion de
los niveles de mRNA de VEGF A, n=6 por condicién, técnica RT-PCR. Valores
expresados en media y error estandar de la media. Anélisis inferencial con test t de
student para datos no pareados. B: Gel de agarosa representativo. VEGF A 183 bp.
Beta actina (Actb 283 bp) corresponde a housekeeping gene. (ns=p>0,05)

Efectos de dexametasona en los niveles de expresion del mMRNA de RUNX 2

A fin de evaluar el efecto de Dex en el contenido celular del MRNA de RUNX 2 de
CDH de células ATDCS, éstas fueron cultivadas con Dex 10 M por 3h. Como se observa en
la figura 12, Dex a la concentracion estudiada indujo una disminucion significativa de la
expresion de RUNX 2, con un p valor de 0,0003 (Fig. 12).
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Fig. 12: Efectos de Dex (10M) por 3 horas, en la los niveles de MRNA de RUNX 2 de
células ATDCS5, modelo de CDH. A: Cuantificacion de los niveles de mRNA de RUNX 2,
n=6 por condicion, técnica RT-PCR. Valores expresados en media y error estandar de la
media. Analisis inferencial con test t de student para datos no pareados. B: Gel de agarosa

representativo. RUNX 2 199 bp. Beta actina (Actb 283 bp) corresponde a housekeeping
gene.

Efectos de IL-6 sobre los niveles de expresion del mMRNA RUNX 2

Con el fin de valorar el efecto de IL-6 en la expresion de RUNX 2 de CDH de células
ATDCS5, éstas fueron cultivadas por 3h en presencia de 120pg/ml de IL-6, valor que
corresponde a la concentracién plasmatica descrita para pacientes en crisis de ARJ (Yilmaz et
al., 2001). Como se observa en la figura 13, IL-6 en las condiciones experimentales aqui
descritas no indujo modificacion significativa de la expresion del mMRNA de RUNX 2, p valor
igual a 0,5 (Fig. 13).
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Fig. 13: Efectos de IL-6 (120pg/ml) por 3 horas, en la los niveles de mMRNA
de RUNX 2 de células ATDC5, modelo de CDH. A: Cuantificacion de los
niveles de mMRNA de RUNX 2, n=6 por condicion, técnica RT-PCR. Valores
expresados en media y error estandar de la media. Analisis inferencial con test t
de student para datos no pareados B: Gel de agarosa representativo. RUNX 2
199 bp. Beta actina (Actb 283 bp) corresponde a housekeeping gene.

Efecto de la combinacién de dexametasona e IL-6 en los niveles de expresion del
MRNA de RUNX 2

Con el objeto de valorar si la combinacion de Dex e IL-6 tenia algin efecto en la
expresion de RUNX 2 de CDH de células ATDCS5, éstas fueron cultivadas por 3h en presencia
de Dex a 10® M e IL-6 120pg/ml. Como se observa en la figura 14, esta combinacién no
modificd de modo significativo la expresién de RUNX 2 en relacion al control, con un p valor
de 0,5 (Fig 14).
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Fig. 14: Efectos de la co-estimulacién de Dex (10°M) e IL-6 (120pg/ml)
por 3 horas, en los niveles de MRNA de RUNX 2 de células ATDCS5,
modelo de CDH. A: Cuantificacion de los niveles de mMRNA de RUNX 2,
n=6 por condicidn, técnica RT-PCR. Valores expresados en media y error
estandar de la media. Andlisis inferencial con test t de student para datos no
pareados. B: Gel de agarosa representativo. RUNX 2 199 bp. Beta actina
(Actb 283 bp) corresponde a housekeeping gene.

Efectos de dexametasona e IL-6 por separado y en combinacién en los niveles de
proteina en el sobrenadante de las células ATDC5
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A fin de evaluar el efecto de Dex en el contenido proteico de VEGF A del
sobrenadante de CDH de células ATDCS5, éstas fueron cultivadas con Dex 10® M por 3h.
Como se observa en la figura 15, Dex a la concentracion estudiada indujo una disminucion
significativa en la concentracion de proteina VEGF A en el sobrenadante de las células con
respecto al control, con un valor de p =0,0022 (Fig. 15). Al analizar los efectos de la
estimulacion con IL-6, observamos que ésta induce un aumento significativo en la
concentracion de proteina de VEGF A en el sobrenadante en relacion al control, con un valor
de p=0,0011. (Fig. 15).

A fin de evaluar el efecto de Dex mas IL-6 en el contenido proteico de VEGF A del
sobrenadante de células ATDC5 diferenciadas a CH, estas fueron cultivadas con Dex 10° My
IL-6 120 pg/ml por 3h. Como se observa en la figura 15, la combinacion a la concentracion

estudiada no indujo una diferencias significativas en la concentracion de proteina VEGF A en
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Figura 15: Efectos de Dex (10°M) e IL-6 (120pg/ml) por 3 horas, por
separado y en coestimulacion, en las concentraciones de proteina de
VEGF- A en el sobrenadante de celulas ATDC5, modelo de CDH. n=6
por condicién, valores expresados en media y error estandar de la media,
analisis inferencial con test Mann Whitney. *=p<0,05 **=p<0,01

37



el sobrenadante de las células en relacion al control, con un valor de p =0,1328 (Fig. 15).

La estimulacion con Dex induce una disminucion significativa de la concentracion de
proteina de VEGF A en el sobrenadante, en comparacién con la co-estimulacién con Dex e IL-
6, con un p= 0,046 (Fig.15). Sin embargo al comparar los efectos de la co-estimulacion en
relacion a la estimulacién con IL-6 sola, observamos que la combinacion disminuye
significativamente los niveles de proteina en el sobrenadante,, con un valor de p=0,046 (Fig.
15).

Discusién

Diferenciacién celular

El presente estudio plantea estudiar los efectos de GCs e IL-6 en células ATDC5 en
etapa de diferenciacion a CH. Para ello, la primera tarea consistié en diferenciar el cultivo de
condrocitos murinos a CDH. Siguiendo lo reportado previamente por Mushtaq et al. (2002),
las células fueron cultivadas en un medio de diferenciacion utilizando insulina bovina. Al dia
15 de seguimiento, se observo expresion de un marcador de diferenciacion como es el RUNX
2 (Fig. 4) y un marcador especifico para CDH, como lo es el Col X (Fig. 5), acompafiado de la
formacion de nddulos en las placas de cultivo (Fig. 3), demostrando el estadio de CDH del
cultivo celular tratado. Resultado similar es expuesto por Mushtaq et al. (2002), quienes
describen que a los 15 dias de diferenciacion comienza la etapa de CDH marcado por un

aumento significativo en la expresién de Col X.
Efectos de la estimulacién con dexametasona sobre los niveles de mRNA

Entre las terapias recomendadas para los pacientes con ARJ se encuentran los GCs. Las
dosis farmacoldgicas recomendadas para su tratamiento se corresponden con concentraciones
plasmaticas equivalentes de Dex del orden de los 10® M (Rose et al., 1980). A nuestro

entender, éste es el primer estudio que analiza las acciones bioldgicas de los GCs en el CC en
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concentraciones similares a las alcanzadas en sangre por esta terapia. Como ha sido sefialado,
en este modelo de CDH hemos encontrado que los niveles de VEGF A en respuesta al cultivo
con Dex 10 M disminuyen significativamente (Fig. 9). Este resultado podria ser comparado
con el obtenido por Koedam et al. (2002), quienes observaron que Dex a concentracién de 107
M por 24 horas disminuye significativamente los niveles de mRNA de VEGF A en una
modelo de cultivo celular de CH de epifisis de porcino. En una segunda experiencia, Koedam
y colaboradores al coestimular con actinomicina D, observaron que estimulos con Dex del
orden de 107 M no altera la estabilidad del trascrito de mRNA, por lo cual posiblemente en
este caso Dex esté afectando directamente la transcripcion de mMRNA de VEGF A. Existen
antecedentes que plantean la no existencia de sitios GRE en el promotor de VEGF (Tischer et
al., 1991), por lo cual Dex y el receptor de GCs podrian estar afectando indirectamente la
actividad del promotor al interactuar con factores de transcripcion claves en la expresion del
VEGF como es el caso de AP1 (Koedam et al., 2002) o HIF 1 alpha (Hata et al., 2008), y de
esta manera inhibir la transcripcion del mRNA de VEGF A.

Lee et al. (2013) destacan al RUNX 2 como un regulador indirecto de la expresion de
VEGF A en células en estado de normoxia. Describen que RUNX 2 es capaz de estabilizar al
HIF lalfa impidiendo que el factor pVHL lo degrade, por lo tanto RUNX 2 indirectamente
aumentaria la expresion de VEGF A. En el presente estudio se observo que Dex disminuye la
expresion de RUNX 2 (Fig. 12). El efecto de Dex sobre el MRNA de RUNX 2 podria ser una
via de modulacion en la concentracion de mRNA VEGF A. Este resultado podria ser
explicado por la presencia de sitios nGRE en el promotor de RUNX 2 (Zhang 2012), por lo
cual Dex con el receptor de GCs podrian inhibir directamente la actividad del promotor. Para
estudios futuros seria importante evaluar mediadores intermedios de esta via para determinar
el rol del RUNX 2 en la expresion de VEGF Ay su relacién con los efectos de los GCs en
CDH.

Efectos de la estimulacion con IL-6 sobre los niveles de mRNA

En base a los antecedentes analizados se hipotetizo que IL-6 induciria aumentos en los
niveles de mMRNA de VEGF A y RUNX 2. Es importante destacar que este es el primer estudio

que evalla los efectos de IL-6 a concentraciones plasmaticas encontradas en pacientes con
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ARJ activa en los niveles de mMRNA de VEGF A en un modelo de CDH. En el presente
estudio se estimulé con IL-6 a una concentracion de 120 pg/ml (Yilmaz et al., 2001),
aumentando significativamente los niveles de mRNA de VEGF A, confirmando los resultados
propuestos por la hipotesis. Estos resultados podrian ser comparados por los obtenidos por
Cohen et al. (1995) quienes evaluaron el efecto de la estimulacion con IL-6 en un cultivo de
musculo esquelético de rata, encontrando que IL-6 a concentraciones de 80ng/ml induce la
expresion de VEGF A y aumenta la actividad del reportero de actividad de la region gendémica
del VEGF A. A su vez Loeffer y colaboradores, al estimular un cultivo in vitro de astrocitos
con IL-6 (100ng/ml), observo un aumento significativo en la expresion proteica de VEGF,
hipotetizando que esto podria ser producido por un aumento de la transcripcién del mMRNA de
VEGF, producto de una estimulacion directa de la actividad de su promotor a través de la
unién de STATS al sitio SBE del promotor, o a través de una estimulacion indirecta producida
por la interaccion proteina-proteina de STAT3 con el factor de trascripcion Spl (Loeffer et al.,
2005).

En el presente estudio la estimulacion con IL-6 no produjo cambios significativos en
los niveles de mMRNA de RUNX2, sin lograr confirmar los resultados propuestos por la
hipdtesis, resultados similares fueron obtenidos por Kaneshiro y colbaradores al estimular
osteoblastos in vitro con IL-6, demostrando que esto se produce por la activacion de vias con
efectos contrapuesto sobre los niveles de mRNA del RUNX2 (Kaneshiro et al., 2013),
antecedente que podria plantear que en el presente estudio IL-6 no cambie significativamente

los niveles de mMRNA producto de estos efectos contrapuestos de sus vias intracelulares.
Efectos de la co-estimulacion con dexametasona e IL-6 sobre los niveles de mRNA

La hipotesis plateada en base a los antecedentes analizados planteaba que la La
combinacion IL-6 mas Dex no produciria diferencias significativas en la expresion de VEGF
A, lo cual fue confirmado por los resultados obtenidos en este estudio, planteando que
posiblemente la estimulacion con Dex revierte los efectos de IL-6 en una modalidad de
coestimulacion. Estos resultados podria ser explicado por un posible equilibrio entre los
efectos contrapuestos de IL-6 y Dex sobre la transcripcion del mRNA de VEGF A. Otro

antecedente que podria explicar este efecto es el aportado por Barnes & Adcock (2009),
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quienes plantean que la via ERK activada por IL-6 podria fosforilar al receptor de GCs,
inhibiendo su actividad (Barnes & Adcock 2009).

Niveles de proteina secretada de VEGF A

La proteina VEGF A es sintetizada en los ribosomas del RER. La cadena polipetidica
madura se caracteriza por una serie de cambios que ocurren en el RER y Golgi, tales como
dimerizacion a través de uniones disulfuro y glicosilacion (Tischer et al., 1991). Finalmente es
almacenada en granulos para su posterior secrecion (Yoshino et al., 2006). La secrecion de
VEGF A estara directamente relacionada con las concentraciones citoplasmaticas de calcio
(Rosenthal et al., 2007). Los niveles de proteina secretada en el sobrenadante pueden estar
afectados por variaciones en el proceso de liberacion de granulos preformados o por
variaciones en el proceso de sintesis y maduracion de la proteina. En el caso del VEGF existen
antecedentes en cultivos in vitro de musculatura lisa que variaciones en la concentracion de
proteina secretada productor de variaciones de la sintesis de novo de VEGF podrian producirse
en tiempos cercanos a 4 u 8 horas (Koehne et al., 2000). En base a estos antecedentes, por lo
tiempos (3 horas de estimulacion) utilizados en el presente estudio es probable que los
resultados en cuanto a los niveles de proteina sean por variaciones en la liberacion de granulos
preformados y no por la sintesis de novo de la proteina. En base a los antecedentes analizados
la hipotesis plateada propone que IL-6 aumentara los niveles de proteina en el sobrenadante y

esto serd revertido por la estimulacion con Dex a modo de coestimulacion.

Efectos de la estimulacion con dexametasona sobre los niveles de proteina en el

sobrenadante

En el presente estudio se observé que el tratamiento con Dex 10® M, por 3h,
disminuye significativamente los niveles de proteina de VEFG A en el sobrenadante de los
CDH (Fig. 15). Este efecto podria estar relacionado con los expuestos por Liu y colaboradores
(Liu et al., 2007) quienes estimularon a mastocitos murinos con corticosterona, observando
gue a los 15 minutos de estimulacién disminuye significativamente la secrecion de histamina.
En experimentos posteriores se observo que este efecto es independiente del receptor de GCs,

e independiente del proceso de traduccion proteica. En base a estas observaciones los autores
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explican que estos posibles efectos no son gendmicos y pueden estar mediados por un receptor
de GCs ubicado en la membrana celular, que podria regular la permeabilidad de esta.

Otra posible explicacion para estos resultados esté relacionada con los mediadores
MAPK/p38 que regulan la secrecion constitutiva de VEGF A. Sonya y colaboradores (Sonya
et al., 2002) observaron que fibroblastos humanos cultivados in vitro en presencia de Dex por
30 minutos disminuyen la actividad de la via MAPK/p38, inhibiendo la fosforilacion de p38 a
través del aumento de la expresion MKP-1(Sonya et al., 2002), este hecho fue relacionado por
Klettner y colaboradores (Klettner et al., 2009) con una inhibicién de la secrecion constitutiva

de VEGF A en células de epitelio pigmentario de retina (Fig. 15)
Efectos de la estimulacion con IL-6 sobre los niveles de proteina en el sobrenadante

En el presente estudio se observé que la exposicién a IL-6 120pg/ml, por 3h, produjo
cambios significativos en los niveles de proteina de VEGF A en el sobrenadante de los CDH
(Fig 15), confirmando los resultados propuestos por la hipétesis. La secrecion inducida de
VEGF A esta mediada por la via ERK, quien regula los aumentos de calcio citoplasmaticos de
origen intracelular (Klettner et al., 2009), y la via Src kinasa, quien regula la apertura de los
canales de calcio regulados por voltaje (Rosenthal et al., 2007). La tendencia obtenida en el
presente estudio podrian ser explicados por los efectos de la union de la IL-6 a su receptor de
membrana, esta union activa la via intracelular de SHP2, que a su vez fosforila y activa la via
ERK en tiempos cercanos a los 30 min de estimulacién (Kaneshiro et al., 2013). ERK activada
aumenta la concentracién de calcio citoplasmatico de origen intracelular, pero a su vez activa
la via Ras, la cual potencia la actividad de Src kinasa (Kunchithapautham et al., 2011),
produciendo aumentos de la concentracion de calcio citoplasmatico de origen extracelular, de
esta manera potenciando la secrecién del VEGF A que se encuentra almacenado en granulos
(Fig 15).

Efectos de la co-estimulacion con dexametasona e IL-6 sobre los niveles de proteina

en el sobrenadante

42



En el presente estudio se observé que la co-estimulacién IL-6 120pg/ml e Dex 10°M,
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por 3h, no produce cambios significativos en los niveles de proteina de VEGF A en el
sobrenadante en comparacion al control, resultados que concuerdan con lo planteado en la
hipotesis y podrian ser explicados por un equilibro en el proceso de liberacion de VEGF A,
donde Dex podria estar inhibiendo la liberacion constitutiva mientras IL-6 podria estar
estimulando la liberacion inducida de VEGF A (Fig.16).

Se sabe que el VEGF A tiene un rol muy importante en la osificacion endocondral, de
modo que aumentos o disminuciones de la secrecion de este factor afectaran la osificacion,
resultando en ambos casos en alteracion de la osificacion endocondral y una disminucién del
crecimiento 6seo longitudinal (Dai & Rabie 2007). La disminucion de la secreciéon de VEGF
por los CDH se ha asociado con una disminucion de la invasion vascular y una alteracion del
proceso de apoptosis de los CH (Carmellet et al 1996), alterando la fisiologia de la placa
epifisiaria en general y afectado el crecimiento 6seo. Se sabe que el proceso de crecimiento
0seo es regulado por factores endocrinos y por factores locales. Al extrapolar los resultados
obtenidos en este estudio podriamos especular que en el paciente con ARJ activa sin
tratamiento existe un aumento de VEGF A producido y liberado al medio por los CH, lo cual
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podria repercutir en alteraciones en la osificacion de este CC, produciendo efectos negativos

en el crecimiento longitudinal. Por otra parte, cuando la ARJ activa esta en tratamiento con

GCs se podria esperar que este farmaco revierta los efectos de la inflamacion de la ARJ activa,

no solo controlando los niveles de citoquinas proinflamatorias, si no también regulando los

niveles de VEGF A producidos y liberados por los CH (Fig. 15). De esta manera se podria

plantear que el tratamiento con GCs podria estar participando con un nuevo rol, al controlar

los efectos de las citoquinas proinflamatorias en el CC y asi regular la osificacion.

A modo de conclusiones podriamos aseverar:

La dexametasona a concentraciones alcanzadas por dosis farmacolégicas disminuye los
niveles de mMRNA de VEGF A y RUNX 2 y disminuye los niveles de proteina VEGF A

secretada, en un cultivo de CDH murino.

La IL-6 a concentraciones plasmaticas encontradas en pacientes con ARJ activa
aumenta significativamente los niveles de mMRNA de de VEGF A pero no produce
diferencias significativas en los niveles de mRNA de RUNX 2. A su vez este
tratamiento aumenta los niveles de proteina VEGF A en el sobrenadante de un cultivo
de CDH murino. Confirmando parcialmente los resultados propuestos por la hipétesis

de este estudio.

La combinacion de IL-6 y Dex a concentraciones plasmaticas encontradas en pacientes
con ARJ activa en tratamiento no produce diferencias significativas en los niveles de
mMRNA de VEGF A y RUNX 2, ni tampoco en los niveles de VEGF A secretado.
Confirmando los resultados propuestos por la hipdtesis de este estudio en relacion a los

efectos de la co-estimulacion.
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