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RESUMEN

Las lesiones de cartflago arficular son frecuentes en pacientes de edad
avanzada y en deportistas. Se caracterizan por la disfupcion del {ejido cartilaginoso,
originando una fisura que en etapas avanzadas puede ocasionar dolor ¥ pérdida de
la funcion articular. Estas lesiones deben ser tratadas debido a la limitada capacidad
de regeneracién tisular y a la progresiva degeneracién del tejido dafiado.
Actualmente existen técnicas quirirgicas que alivian dolores y permiten la
funcionalidad articular, pero no son capaces de frenar la progresiva degeneracion del
cartilago.

El uso de Células Madre Mesenquimaticas (CMMs) para la regeneracion de
cartitago articular tiene un futuro promisoric debido a las variadas fuentes de
obtencién y a su inherente capacidad de diferenciacién condrogénica. Sin embargo,
su diferenciacion in vitro a linaje condrogénico estimula la diferenciacién terminal de
estas, imitando el proceso de osificacion endocondral. Los condrocitos adquieren un
fenotipo hipertréfico que promueve la mineralizacién del tejido, en vez de adquirir un
fenotipo condrocitario estable, presente en el tejido cartilaginoso sano. Este fenotipo
hipertréfico esta regulado principalmente por la via WNT/B-catenina, por o que la
inhibicién de esta mediante el uso de un antagonista natura! presente en el cartilago
articular sano, Dickkopf-1 (DKK-1), puede ser un tratamiente promisorio para mejorar
la diferenciacion de CMMs y poder desarrollar terapias celulares capaces de
regenerar el tejido dafiado en el cartilago articular.

En este trabajo se estudié el efecto de dos dosis de DKK-1 (50 y 200 ng/ml)
en la inhibicién de cambios hipertréficos. Para ello, pellets de CMMs de médula ésea

se cultivaron en medic inductor a condrogénesis por 21 dfas, adicionando DKK-1
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desde el tercer dia de induccion. Ambas dosis estudiadas mostraron no afectar la
viabilidad celular. Se analiz6 1a presencia de marcadores de cartilago hialino sano
(Col Il y GAGs) e hipertréfico (Col X, FAL, B-catenina nuclear e incremento del
tamafio celular). El tratamientc con ambas dosis disminuyé la expresion de
marcadores de hipertrofia y aumentd la expresion de marcadores de cartilago hialino
sano. La dosis con mejor resultado fue 200 ng/m! de DKK-1. Con esta dosis se logrd
un incremento en la expresion de Col Il y GAGs al dia 21. Un retraso en la expresion
de Col X al dia 14 y una disminucién de Col X y FAL al dfa 21. Consecuentemente,
se disminuyd la localizaclon nuclear de B-catenina, observandose ademas, una
disminucién del tamaiio celular (menor porcentaje de condrocitos hipertroficos) y una
morfologia mas similar a condrocifos quiescentes. Estos resultados permiten
acercarse a un fenotipo condrocitario estable para el desarrollo de terapias celulares

con CMMs para la regeneracion de tejido cartilaginoso.




ABSTRACT

Articular cartilage injuries are highly prevalent in elderly patients as well as in
athletes. They are characterized by disruption of cartilage tissue, causing a surfacing
fissures that in advanced stages can cause pain and loss of joint function. These
lesions should be treated due to the limited capacity of tissue regeneration and
progressive degeneration of damaged tissue. Currently surgical techniques can
relieve pain and can allow joint function but are unable to stop the progressive
degeneration of tissue.

The use of Mesenchymal Stem Cells (MSCs) for regeneration of articular
cartilage has a promising future due to various obtention sources and their inherent
ability of chondregenic differentiation. However, the in vitro differentiation of these
cells into chondrogenic lineage stimulates terminal differentiation, imitating the
process of endochondral ossification. Chondrocytes acquire a hypertrophic
phenotype that promotes mineralization of the tissue, rather than acquire a stable
phenotype present in the healthy cartilaginous tissue. This hyperirophic phenotype is
mainly regulated by the WNT/B-catenin pathway. Inhibition of this by a natural
antagonist present in healthy articular cartilage, Dickkopf~1 (DKK-1), may be a
promising treatment to improve the differentiation of MSCs and to develop cell
therapies able to regenerate damaged articular cartilage tissue.

We studied the effect of two doses of DKK-1 (50 and 200 ng/ml) in the
inhibition of hypertrophic changes. For this, bone marrow MSCs pellets culture were
grown in chondrogenic medium for 21 days, in the presence of DKK-1 from the third
day onwards. Both doses studied showed not affect cell viability. The presence of

markers of healthy hyaline cartiiage (and GAGs Col! lI} and hypertrophic cartilage (Cof
Xl




X, FAL, nuclear B-catenin and increased cell size) was analyzed. Treatment with both
doses decreased the expression of hypertrophy markers and increased expression of
healthy hyaline cartilage markers. The most effective dose was 200 ng/ml of DKK-1.
This dose achieved an increase in Col Il and GAGs expression at day 21. A delayed
expression of Col X at day 14 and a decreased expression of Col X and FAL by day
21. Consequently, the nuclear localization of B-catenin was decreased, observing a
decrease in cell size (decrease percentage of hypertrophic chondrocytes) and
morphology similar to quiescent chondrocytes. These resulis are a better approach to
a stable chondrogenic phenotype for the development of cell therapy with MSCs for

cartilage tissue regeneration.
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INTRODUCCION

1.1 Tejido cartilaginoso

El cartilago es un tejido conectivo altamente especializado presente en
articulaciones, vias respiratorias, pabellén auricular y cartilagos costales. Se
caracteriza por ser un tejido avascular, aneural y alinfatico (Ghadially, 1978). Su
principal funcién durante la adultez es de sostén, pero ademas fiene una importante
funcion durante el desarrolio embrionario ya que permite la formacién de huesos.

Existen tres tipos de cartilago (hialino, eldstico y fibroso} formados por un tnico
componente celular (condrocitos) y una abundante matriz exfracelular (MEC) que varia
en su composicién en cada uno. El cartilago hialino es el mas abundante en el
organismo y esté presente principalmente en articulaciones.

El cartilago articular presenta una superficie lisa y perfectamente lubricada por
el Iiquido sinovial, proporcionando una interfaz dindmica que facilita la movilidad sin
dolor ni friccién. Permite resistir, distribuir y fransmitir cargas compresivas y fuerzas de
cizallamiento, gracias a !a composicién de su MEC. Esta Ultima esta compuesta
principalmente por agua, fibras de Col ll y proteoglicanos, y en menor medida por ofras
fibras de Col IX, Xl y proteinas no colagénicas, menos abundantes, como fibronectines,
proteina de matriz oligomérica de cartilago (COMP), byglican, decorinas, mafrilinas,
entre ofras. Dichos componentes de MEC interactiian entre ellos y con condrocitos.
Las interacciones célula-MEC ocurre principalmente mediante receptores de
membrana celular tipo integrinas (Shakibaei & Mobasheri, 2003; Mobasheri y col,

2002), que interactdan con fibronectinas y fibras de Col Il (Camper y col., 1998), o




mediante proteinas de superficie como CD44 que interactiia con acido hialurénico
(Ishida y col., 1997). De esta manera es posible una comunicacién con el medio
extracelular, el cual promueve la diferenciacion condrogénica y estimula a su vez fa
sintesis de MEC (Sah y col., 1989; Steinmeyer y col., 1997).

Entre los componentes organicos de la MEC del cartilago hialino, el Cof |
(Coi2A1) es el mas abundante y caracteristico del cartilago articular sano,
representando el 95% de las fibras colagénicas (Sophia y col., 2009). Permite resistir
las fuerzas compresivas a las que esta expuesta la articulacion a diario gracias a su
distribucién diferencial (fibras paralelas a la superficie en la zona mas superficial y
perpendiculares en la zona mas cercana al hueso subcondral) a lo largo del cartilago.

El segundo componente organico més importante de la MEC del cartilago
articular son los proteoglicanos, especificamente agrecanos, Estos se caracterizan por
estar formados por una cadena principal de dcido hialurénico a la cual se le unen entre
80 a 200 glicosaminoglicanos (GAGs), fuertemente sulfatados, es decir, que presentan
cargas negativas que atraen cationes, en gran medida ijones sodio, que por sus
capacidades osméticas permite alracenar grandes cantidades de agua en la MEC. El
agua lubrica el tejido, le da flexibilidad y, debido a fa presién de turgencia que genera,
el cartilago es capaz de resistir grandes fuerzas de compresion. Ademas, facilita el flujo
de nutrientes desde el liquido sinovial y hueso subcondral hacia los condrocitos. De la
misma manera, el oxigeno difunde a los condrocitos, en un rango que disminuye hacia
el centro del cartilago, permaneciendo estas céiulas en un ambiente de hipoxia
(Goldring & Marcu, 2009).

En el tejido cartilaginosc maduro los condrocitos representa el 1-2% del
volumen de la MEC (Aigner & Stéve, 2003) y no son capaces de proliferar, limitando la

capacidad de regeneraci6n del tejido. Los condrocitos estan encargados de mantener




la homeostasis de! tejido a través de la sintesis de los componentes de la MEC y Ila
expresion de enzimas involucradas en la degradacion de estos como hialuronidasas
(Flannery y col., 1998), metaloproteinasas (Shlopov y col., 1997) y agrecanasas (Buttle
y col., 1997). El balance entre anabolismo y catabofismo esta dado mediante estimulos
externos como vitaminas, citoquinas, hormonas, niveles de oxigeno y fuerzas
mecanicas (Hering, 1999). El correcto balance entre ambos permite mantener el

cartilago articular en éptimas condiciones para su funcionamiento.
1.2 Condrogénesls y osificacion endocondral

El proceso de diferenciacion condrogénica, denominado condrogénesis,
comienza en estadios embrionarios tempranos, dando origen a dos formas de tejido
cartilaginoso hialino: transitorio y estable . El primero de estos esta presente en etapas
embrionarias, actuando como un molde cartilaginoso que sera reemplazado por tejido
dseo. En este estadio los condrocitos sufren diferenciacion terminal (hipertrofia
condrocitaria), mediante el proceso de osificacion endocondral, permitiendo la
mineralizacién y vascularizacion del tejido para la formacién de huesos. El segundo se
encuentra principalmente en articulaciones, en el extremo distal de huesos, y esta
formado por condrocitos quiescentes gque no suffen diferenciacién terminal.
(Kronenberg, 2003, 2006; Provot & Schipani, 2005).

En ia etapa embrionaria, el proceso de condrogénesis se inicia con la migracion
y condensacién de CMMs (Fell, 1925), producto de un aumento en la expresién de
moléculas de adhesion celular como cadherina neural (N-cadherin), molécula de
adhesion celular neural (N-CAM) y uniones “gap junctions™ (Delise y col., 2000),

aumentando la densidad celular. Estas CMMs no diferenciadas producen una matriz




extracelular rica en fibras de colageno tipo [ (Dessau y col., 1980), hialuronasas
(Knudson & Toole, 1985), tenasina (Mackie y col., 1987, 1996 y 1998) y fibronectina
(Kulyk y col., 1989a). La MEC junto con las uniones celulares estimulan la expresion
del principal factor de transcripcion de linaje condrogénico sex-determining region Y-
box 9 (Sox8) y del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B). Este dltimo esta
involucrado en todas las etapas del proceso de diferenciacién condrogénica,
comenzando por la condensacién celular, proliferacién y diferenciacion terminal,
estimulando la expresién de genes especificos del fenotipo condrogénico (van der
Kraan y col., 2009). A su vez, Sox9 es capaz de interactuar con elementos enhacer de
los promotores de los genes de Col2A1 y Col11A1 promoviendo su expresion
(Lefebvre y col., 1997; Bridgewater y col., 1998; Sekiya y col., 2000). Sox9 ademas,
induce la expresion de los factores de transcripcion L-Sox5 y Sox6, que ayudan a
promover la expresion de Col Il y agrecanos (Lefebvre y col., 2001; lkeda y col., 2004),
comprometiendo las células en un linaje condrogénico (Akiyama y col., 2002).

Ofras proteinas de MEC, como tenasina, tromboponsinas y COMP interactdan
con moléculas de adhesion celular activando distintas vias de sefializacion que regulan
negativamente el proceso de condensacion celular a fravés de la expresion de
quinasas de adhesi6n focal y paxilina. Este proceso disminuye la presencia de
moléculas de adhesién celular finalizando el proceso de condensacion y permitiendo el
compromiso hacia un linaje condrogénico. Las células pro-condrogénicas comienza a
sintetizar moléculas de MEGC caracteristicas de cartilago hialino, como fibras de Col i
(Kosher y col., 1986, 1989; Kravis y col., 1985), IX (Swiderski y col., 1992; Kulyk y
col., 1991), X! y agrecanos {Hascall y col., 1976; Mallein-Gerin y col., 1988), mientras
que la expresion de colageno tipo | se ve reducida (Ede, 1983). Las ceélulas pro-

condrogénicas inmersas en esta matriz exiracelular adquieren una morfologia




redondeada, caracteristica de condrocitos. De esta forma se desarolla un molde
cartilaginoso temporal que dara origen al tejido 6seo a través del proceso de osificacion
endocondral (Olsen y col., 2000). En este Gitimo los condrocitos sufren un proceso de
diferenciacion terminal llamado hipertrofia condrocitaria, el cual estd regulado por e
factor de transcripcion runt-related transcription factor 2 (Runx2). Runx2 estimula fa
expresion de fibras de Col X (Zheng y col., 2003), FAL (Banerjee y col., 1997),
metaloproteinasa 13 (MMP13), factor de crecimienfo endotelial vascular (VEGF)
(Hellingman y col., 2011), enire ofros. La expresion de Runx2 y Col X junto con el
incremento del tamafio celular son los marcadores de hipertrofia condrocitaria méas
utilizados en estudios de diferenciacién condrogénica. El incremento en el tamafio
celular de condrocitos puede llegar a ser hasta 20 veces el tamafio de condrocitos
quiescentes (Las Heras y col., 2012), permitiendo el crecimiento longitudinal de
huesos.

1 as fibras de Col X son caracteristicas de la MEC de condrocitos hipertroficos.
Son importantes en el proceso de osificacién endocondral, ya que permiten una
organizacién de la MEC que favorece fa mineralizacion del tejido (Kwan y col., 1 991).

Enzimas metaloproteinasas son fundamentales para la remodelacion de fa
MEC. En especial, MMP13 es secretada al medio extracelular, degradando fibras de
Col {l {Inada y col., 2004) y agrecanos (Fosang ¥ col., 1996), generando la disminucién
de estos y el aumento de Col X en el tejido.

| 2 mineralizacion de la MEC es promovida por la enzima FAL, la cual hidroliza
pirofosfato, produciendo fosfato inorgénico que reacciona con calcio y un grupo
hidroxilo para formar hidroxiapatita, que es parte del proceso de mineralizacién del

tejido. Los condrocitos hipertréficos inmersos en esta matfriz mineralizada estan

imposibilitados de recibir nutrientes por difusion, por lo gque mueren por apoptosis




celular (Adams & Shapiro, 2002), liberando sustancias que promueve la invasion de
células osteoprogenitoras desde el pericondrio (tejido que rodea al cartilago). Estas
células comienzan la sintesis de fejido éseo primario sobre la matriz cartilaginosa
mineralizada, la cual posteriormente es vascularizada debido a la expresion de VEGF.
De esta forma en este cartflago hialino se desarrolla un primer y segundo centro de
osificacion quedando el cartilago hialino, que inicialmente ocupaba todo el tejido
(cartflago transitorio), solo en el extremo de huesos formando el cartilago ‘articular

(cartilago estable).

1.3 Via WNT candnica

La via WNT es una via celular ampliamente conservada, involucrada en la
embriogénesis, organogénesis y formacion de tumores (Miller, 2002). Posee tres
posibles cascadas intracelulares por las cuales puede actuar: la via c-Jun Kinasa N-
terminal, WNT/Ca'? y la via WNT candnica o WNT/B-catenina (Yano y col., 2005). Esta
tltima es la mas estudiada en relacién al proceso de diferenciacién condrogénica.

La via WNT canénica actiia mediante B-catenina, permitiendo su acumulacion o
degradacién a nivel citoplasmatico cuando la via esta activa (presencia de ligandos
WNT) o inactiva (ausencia de ligandos WNT), respecfivamente.

Cuando la via WNT esta inactiva, es decir, en ausencia de ligandos WNT, §-
catenina es fosforilada por el complejo proteico Axin compuesto por la proteina
andamio Axina, el producto del gen supresor de tumor poliposis coli adenomatosa
(APC), caseina quinasa 1 (CK1) y glucdgeno sintasa quinasa 3 (GSK3). CK1y GSK3

fosforilan secuencialmente la region amino terminal de B-catenina, permitiendo el
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reconocimiento por B-Trcp, subunidad E3 de ubiquitina ligasa produciendo [a
ubiquitinacion y posterior degradacion protecsdmica (He y col., 2004).

Por otro lado cuando la via WNT esta acfiva, un ligando se une al receptor
transmembrana Frizzled (Fzd) (Logan & Nusse, 2004) y al co-receptor lipoproteina de
baja densidad 5 o 6 (LRP5/6), formando un compiejo WNT-Fzd-LRP5/6 que
intracelularmente recluta a la proteina andamic Dishevelled (Dvl), produciendo la
fosforilacion de LRPS, la activacién y el reclutamiento del complejo Axina, blogqueando
la fosforilacién de B-catenina. Esto permite la acumulacién citoplasmatica de B-
catenina, la cual se trasloca al nticleo e interacttia con factor estimulador linfoide (LEF)
y al factor de células T (LEF-1/ TCF) activando la transcripcién de genes especificos.

Los ligando WNT son una familia de 19 glicoproteinas secretadas, gracias a un
dominio rico en cisteinas (Mifler, 2002). Estas proteinas son capaces de interactuar con
receptores Fzd activando la via WNT canénica o WNT/Ca®" (Van Amerongen y col,
2008) {Miller y col., 1999) ( Kuhl y col., 2000). Se han asociado a distintas etapas del
proceso de diferenciacién condrogénica, asi como también a enfermedades de
cartilago. Algunos ligandos como, WNT3a y WNT5b, promueven la diferenciacion
condrogénica y retrasan la hipertrofia (Hill y col., 2005), otros como, WNT4 y WN78
inducen hipertrofia condrocitaria (Day y col., 2005; Hill y col., 2005), mientras que
algunos, como WNT5a tienen una accién dual, en etapas tempranas induce la
condrogénesis e hiperirofia condrocitaria, perc en etapas tardias inhibe la hipertrofia
(Hu y col., 2005). De manera similar la sobreexpresion de WNT11 en CMMs promueve
la diferenciacién condrogénica y estimula la expresion de Runx2 e IHH (Hens y col,
2005). Ademas la expresion de WNT16, asociado a la activacion de la via WNT

candnica, se ha encontrado presente en etapas tempranas de artrosis (Hill y col.,

2006). Asf, la accién conjunta de estos ligandos permiten la diferenciacion




condrogénica y la mantencién de la homeostasis del tejido cartilaginoso, demostrando
el rol central de la via WNT,

El nive!l de activacion de esta varia durante el proceso de diferenciacion
condrogénica. Inicialmente ia acumulacién de B-catenina es alta en células pre-
condrogénicas, permitiendo la condensacién celular a través de contactos celulares y
su diferenciacién. Luego es necesario una disminucion de los niveles de B-catenina
para el mantenimiento de un perfil condrogénico estable. Finalmente, durante la
diferenciacién termina!, condrocitos hiperiroficos presentan elevados niveles de -
catenina que promueven, por un lado, la expresion de Runx2 (Dong y col., 2008) y por
otro, la degradacion de Sox9 (Ryu y col., 2002; Blom y col., 2009; Akiyama y col.,
2004). Runx2 regula el proceso de osificacién endocondral induciendo la expresion de
marcadores de hipertrofia condrocitaria como MMP13, Col X, FAL.

Estos cambios hipertréficos también se han observado in vitro al activar la
expresion de B-catenina en cartilago articular de ratones, observandose un aumento de
Col X, desarroliando un fenotipo cartilaginoso similar a lo que se observa en pacientes

con artrosis (Zhu y col., 2009).
1.4 Leslones condrales

las lesiones en el carlilago articular constituyen una enfermedad muy
recurrente en pacientes de edad avanzada y en deportistas. Pueden ser localizadas o
generalizadas, debido a sobrecarga en la articulacion o cambios degenerativos en el
tejido, respectivamente. En ambos casos el cartilago no puede regenerarse por si

mismo necesitando un fratamiento temprano para detener la degeneracion articular.




En el caso de las lesiones condrales, estas ocuiten porque las fuerzas
mecénicas a la que se ve expuesta el cartilago es mayor a lo que es capaz de
soportar, generando una dafio en la superficie articular. Mientras que en las lesiones
degenerativas, como artrosis, el dafio en el cartilago ocurre porque las células no son
capaces de mantener la homeostasis del tejido, es decir, no son capaces de sintetizar
MEC en la misma medida que es degradada (Goldring & Marcu, 2008), por lo que el
cartllago comienza un proceso degenerativo que es incapaz de remediar por si solo. El
dafio en el cartilago no es solo a nivel extracelufar, sino que los condrocitos también
sufren una alteracidn en el perfil de expresién génica, produciendo un aumento en la
expresion de ligandos WNT vy la activacion de la via WNT (Dell'Accio y col., 20086), [o
que a su vez induce el proceso de diferenciacion terminal, por el cual los condrocitos
adquirieren un perfil hipertréfico. Estos condrocitos a su vez intentan regenerar la zona
dafiada produciendo fibrocariilago, que no fiene las mismas propiedades que el

cartilage hialino.

1.5 Terapias quirirgicas y celulares de lesiones condrales

En la actualidad existen diversos procedimientos quinirgicos que se aplican al
tratamiento de lesiones condrales, siendo la mayoria de estos altamente invasivos. Los
tratamientos mas comunes para la restauracion del cartilago son microfractura,
perforacién, artroplastia de abrasion, trasplante de auto y aloinjerto osteocondral
(Benya & Shaffer, 1982). Las primeras fres técnicas buscan estimular el crecimiento de
nuevo cartilago mediante la perforacion del hueso subcondral, permitiendo la llegada

de células mesenquimaticas capaces de reconstituir el tejido. Sin embargo, estas




técnicas pueden producir tejido fibrocartilaginoso que se deteriora en el tiempo y
crecimiento éseo excesivo. Las técnicas de auto o aloinjerto osteocondral buscan
reconstituir el tejido dafiade mediante el uso del cartilago propio (auto) o de donante
(alo), permitiendo reemplazar el tejido dafado por uno sano. Cuando la zona a tratar es
muy grande, es necesario realizar varios injertos, los cuales, producto de su forma
redondeada, no siempre logran cubrir todo el espacio dafiando, generandose vacios
entre el tejido trasplantado y el cartilago articular, que no siempre se logra regenerar en
el tiempo. Ademas es una técnica altamente invasiva e involucra la inherente pérdida
de cartilago sano para cubrir la zona dafiada.

Es por esto que las terapias celulares han adquiido mayor importancia,
especificamente [a implantacion de condrocitos autdlogos (ACI, autologous
chondrocytes implantation) ha dado mejores resultados en el tratamiento de defectos
condrales de espesor completo. Este procedimiento requiere de dos pasos quirtrgicos,
la extraccion de cartilago sano, aislacion y expansion de condrocitos in vitro, y la
implantacién de estos en la zona afectada. Sin embargo, posee desventajas
potenciales que incluyen el riesgo de migracién y pérdida de los condrocitos
trasplantados hacia el espacio sinovial, ademas de la desafortunada diferenciacion de
condrocitos productores de matriz condroide viable a condrocitos hipertroficos
predispuestos a sufrir apoptosis, asl como el prolongado tiempo de cultivo in vifro. Es
por esto que ACI evolucioné a MACI (implantacion de condrocitos autélogos en matriz)
incorporando los condrocitos en membranas o scaffolds para evitar la migracién celular
y favorecer la produccién de MEC. Pese a los resultados éptimos esta técnica sigue
presentando dificultades, {a inherente pérdida de cartilago sano de la fuente autbloga
desde donde se obtienen y la desdiferenciacion de estos condrocitos in vifro pudiendo

disminuir !a capacidad de generacion de matriz.
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1.6 Uso de CMMs para regeneracion de cartilago

1 as células madres mesenquimaticas (CMMs) son células no hematopoyéticas
que, al igual que otros tipos de células madres, poseen la capacidad de auto-
regeneracion y diferenciacion celular a linajes mesenquimaticos, como tejido éseo
(Jaiswal y col., 1997), condrogénico {Johnstone y cal., 1998) y adiposo (Pittenger y
col., 1999) y linajes no mesenguimaticos, como neuronas, keratinocitos, hepatocitos y
células propias del intestino (Sugaya, 2003; Chapel y col., 2003).

De acuerde a la Sociedad Internacional de terapias Celulares estas células
deben poseer los marcadores de superficie CD73, CD90 y CD105, y no presentar
CD34, CD45, CD14, CD79 y HLA-DR, asi como también ser adherentes al plastico,
poseer una morfologia fibroblastica y la capacidad de diferenciacion a osteocitos,
condrocitos y adipocitos (Dominici y col., 2008).

El uso de estas células para terapias regenerativas de cartilago presentan
varias ventajas, ya que se encuentran en una variedad de tejidos adultos, los mas
estudiados son médula 6sea (Castro-Malaspina y col., 1980) y tejido adiposo (Tuli y
col., 2003; Zuk v col., 2001), pero ademas hay otras fuentes comc membrana sinovial
(De Bari y col., 2001), pulpa dental (Jo y col., 2007}, masculo esquelético (Bakopoulou
y col., 2011; Bosch y col., 2000}, tefido menstrual (Meng y col., 2007; Patel y col.,
2008), e incluso tejido cartilaginoso articular humano (William y col., 2010). Ademas
poseen la capacidad de diferenciarse a tejido condrogeénico, evidenciado por la
expresion de Sox9, col ll, agrecanos in vitro e in vivo (Studer y col., 2012; Hall &
Miyake, 2000; Mrugala y col., 2009). Estas variadas fuentes de obtencidn, su

capacidad de diferenciacion condrogénica, y el no necesitar tejido cartilaginoso sano
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del paciente, hace de las CMMs una promisoria altemativa frente a las limitadas
capacidades de regeneracion que presenta el cartilago articular.

El principal desafio para poder utilizar CMMs para terapia celular es lograr un
fenotipo condrocitario estable, sin el proceso de diferenciacion terminal hipertréfico,
como ocurre en el cartflago articular sano. Sin embargo, variados estudios demuestran
gue el proceso de diferenciacién condrogénica in vitro induce tempranamente la
expresién de marcadores de hipertrofia condrocitaria (Pelttari y col., 2006). Es decir, las
células siguen el proceso de osificacién endocondral, involucrado en la formacion de
hueso, en vez de permanecer estables en su fenotipo condrogénico, como octrre en
condrocitos del cartilago articular sano. Lo mismo ocurre in vive, donde condrocitos
hipertroficos pueden dar origen a osificacién de! tejido y muerte de las células por

apoptosis (Mueller & Tuan, 2008).

1.7 Inhibicién de cambios hipertroficos

Distintas estrategias se han desarrollado para lograr un fenotipo condrocitario
estable. Para esto se han usado cultivos tridimensionales que favorecen el proceso de
diferenciacién condrogénica, ya sea matrices de colageno, hidrogeles, micromasas o
pellets celulares con condrocitos articulares, CMMs o co-cultivos de ambos en distintas
proporciones. La finalidad de hacer co-cultivos con condrocitos articulares es lograr por
una parte que los condrocitos ayuden a guiar el proceso de diferenciacion inhibiendo
los cambios hipertréficos, o por el contrario que CMMs ayuden a condrocitos a no
perder su fenotipo condrocitaric estable durante el cultivo in vitro.

A pesar de los resultados, en algunos casos promisorios, el desarrollo de co-

cultivoes de CMMs con condrocitos articulares no impide la induccién de cambios
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hiperiréficos y ademas requiere una fuente de tejido cartilaginoso sano, es decir,
realizar una segunda intervencién quirtirgica al paciente generando un nuevo dafio en
el tejido cartilaginoso que se quiere tratar. Es por esto que el uso exclusivo de CMMs
continua siendo una mejor alternativa para el desarrollo de terapias regenerativas de
cartflago, siendo la inhibicion de cambios hiperiréficos la principal tarea para poder
optimizar este procedimiento.

Estudios in vitro de pellets de CMMs han demostrado una presencia temprana
(dia 7) de marcadores de hipertrofia condrocitaria (Col X, MMP13), incluso antes que la
expresion de marcadores de cartilago hialino (Col Il al dia 14). Estos pellets al ser
implantados subcutdneamente en ratones SCID siguen el proceso de diferenciacion
terminal evidenciado por la expresin de Col X, mineralizacién de la MEC y
vascularizacion de! tejido (Pelttari y col., 20086).

De acuerdo a una serie de resultados obtenidos en el proceso de diferenciacion
condrogénica in vitro, se logrado determinar que el medio inductor es clave para lograr
un fenotipo condrocitario estable. En este contexto, el principal factor de crecimiento
utilizado para la diferenciacion condrogénica in vitro es TGF-B.

Existen tres isoformas de TGF- B, de las cuales las mas usadas para la
diferenciacién condrogénica son TGF- B1 y 3, sin mayores diferencias en la induccién.
Sin embargo, hay mayor actividad de ALP en CMMs tratadas con TGF-B3 que
con TGF-B1 (Mueller & Zeliner, 2010), por lo que TGF-B1 es una mejor opcidn.
Ademas el uso de dexametasona parece ser no fundamental en el procesc de
diferenciacion condrogénica cuando TGF-B1 estd presente, ya que en presencia o
ausencia de este las células se diferencian hacia condrocitos. Sin embargo, también

hay evidencia de expresién de Col Xy FAL en los pellets (Johnstone y col., 1998).




Si bien estos factores Iogran inducir la expresidon de marcadores de cartitago
hialino, no logran inhibir la expresion de marcadores hipertréficos, por lo que el medio
es insuficiente para lograr un perfil condrogénico estable, promoviendo un proceso de
diferenciacién similar a la osificacion endocondral.

Existen tres inhibidores naturales de la via WNT canénica -Frizzled related
protein (FRZB), GREMLIN1 (Grem1) y Dickkopf-1 (DKK-1). Estos estan naturaimente
sobreexpresados en el cartilago arficular y estan ausentes en el cartilage de la placa
de crecimiento, teniendo directa relacion con el nivel de activacion de la via WNT en
cada uno. Es decir, en el cartilago articular, donde hay presencia de inhibidores WNT,
hay niveles balanceados de B-catenina, mienfras que en condrocitos de la placa de
crecimiento no hay evidencia de antagonistas presentando elevados niveles de B-
catenina (Leijten y col., 2012).

Estos antagonistas inhiben la via WNT de manera directa (FRZB y DKK-1} o
indirecta (Grem1), interactuando con los receptores o ligandos WNT, respectivamente.
De los tres, DKK-1 es el mas estudiado en la inhibicién de cambios hipertréficos.

Dickkopf (DKK) son glicoprotelnas secretadas que interactiian con los
receptores LRP5 o LRP6 (Schwab & Gargett, 2008). Especificamente, la unién de
DKK-1 a LRP5/6 disocia a este del receptor Fzd, evitando la formacidn de un receptor
WNT funcional. Ef descenso de la expresion de la via WNT desestabiliza a B-catenina
e inhibe Ja regulacién transcripcional inducida por el ligando. La inhibicién de WNT/B-
catenina disminuye la presencia de B-catenina nuclear disponible para regulacion de
factores de franscripcion, asi como también B-catenina citoesquelética necesaria para
formar uniones adherentes. Por lo tanto, DKK-1 disminuye los contactos celulares

requeridos para la diferenciacion celular (Gregory y col., 2003).
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No se ha observado la presencia de estos posibles inhibidores naturales de
hipertrofia condrocitaria (FZRB, Grem1 y DKK-1), en pellets de CMMs diferenciadas a
condrocitos. Por el contrario, muestran un perfil de expresion génica similar al cartilago
de la zona de crecimiento del hueso (cartilago hipertrofico) {Leijten y col., 2012).

DKK-1 ha surgido como un promisorio inhibidor de cambios hipertroficos de
condrocitos obtenidos a partir de CMMs cultivados in vitro, en pellet celular, y ademas
en estudios en modelo animal de artrosis (Oh y col., 2012).

En la actualidad hay solo tres estudios de diferenciacién condrogénica que
utilicen DKK-1, ya sea para promover la diferenciacién condrogénica o para disminuir ia
presencia de marcadores de hipertrofia en condrocitos obtenidos de CMMs cultivados
en pellet celular. El primero de estos fue llevado a cabo el 2010 por Im y col., siendo su
finalidad, estudiar si DKK-1 es capaz de estimular la diferenciacién condrogénica de
forma temprana (6 dias de diferenciacion). Para lo cual cultivaron pellets de CMMs en
un medio inductor a condrogénesis sin TGF- B y con la adicién de 100, 200 y 300 ng/ml
de DKK-1. De estas dosis, 200 ng/ml permiti6 una mayor expresion de Col Il y GAGs
{Im & Quan, 20190). Sin embargo, no se evalud la presencia y expresion de marcadores
de hipertrofia condrocitaria.

Este mismo autor, Im y col., el afio 2011 realizé un estudio a largo plazo (21
dias) utilizando 2, 10 y 50 nM de DKK-1 en pellets de CMMs cultivados en medio
inductor sin TGF-B. De acuerdo al contenido de GAGs se eligi6 la dosis efectiva mas
baja para realizar anélisis a largo plazo (21 dias). Los resultados del tratamiento con 10
nM de DKK-1 fueron una mayor expresién de Col Il, una reduccion de Col |
(caracteristico de CMMs no diferenciadas) sin evidenciarse cambios en la expresion de

Sox9 y Col X (Im y col., 2011).
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El estudio mas reciente, fue llevado a cabo por Leijten y col, el afio 2012. En
este observaron a largo plazo (5 semanas) que la adicion de 200 ng/ml de DKK-1
desde el sétimo dia de cultivo en medio inductor en presencia de TGF- B, logra inhibir
la mineralizacion del tejido, junto con la disminucion en la expresién de Col X y FAL.
Sin embargo, no logra incrementar la expresion de Col [l

Estos estudios son un primer avance para determinar si DKK-1 es capaz de
promover la diferenciacion condrogénica in vitro, junto con la inhibicion de los cambios
hipertréficos presentes en condrocitos diferenciados de CMMs. Sin embargo, es
necesaric una caracterizacisn mas completa del procesc de diferenciacién
condrogénica en presencia de DKK-1, junto con determinar la dosis que mas favorece
en ambas tareas.

Fste proceso de diferenciacion condrogénica puede ser mejorado,
considerando que se ha descrito una presencia prematura de Col X {expresion previa a
la de Col II) desde el séptimo de induccién. Por lo que la inhibicién de la via WNT antes
del dia 7 es necesaria para disminuir o refrasar la expresion génica de este marcador
de hipertrofia condrocitaria. Ademas, es importante considerar que DKK-1 reduce los
niveles de B-catenina citoplasmatica, reduciende la posibilidad de participar en
contactos celulares, fundamental en la diferenciacién condrogénica. Por lo tanto una
inhibicion adecuada de la via WNT es adicionar DKK-1 al medio inductor en un dia
intermedio entre el primer y séptimo dia de diferenciacién condrogénica para favorecer
fos contactos celulares y lograr reducir la temprana expresién de Col X.

De acuerdo a estos antecedentes se determiné inhibir la via WNT con dos dosis
de DKK-1, una considerada baja (50 ng/mi) y ofra alta (200 ng/mi), desde el tercer dia
de induccion condrogénica, para lograr encaminar cuél es la mejor dosis de DKK-1 que

promueva la diferenciacion condrogénica y que reduzca la presencia de marcadores de
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hipertrofia condrocitaria presente en condrocitos obtenidos a partir de CMMs cultivadas
en pellet. De esta manera poder acercarse a un perfil condrogénico estable (sin
presencia de diferenciacion terminal de condrocitos) para el desarrollo de terapias

regenerativas de cartilago hialino de rodilla.

1.8 Hipétesis

La inhibicién temprana de la via WNT canénica con DKK-1 en células madres
mesenquimaticas humanas, disminuye la expresion de marcadores de hipertrofia

durante la diferenciacién condrogénica.

1.9 Objetivo general

Determinar la dosis adecuada de DKK-1 capaz de inhibir los cambios

hipertréficos en condrocitos obtenidos en cultivo in vitro a partir de CMMs.

2.0 Objetivos especificos

1. Estudiar el efecto de dos dosis de DKK-1 en ia viabilidad celular de CMMs
inducidas a condrocitos.

2. Evaluar si la dosis de DKK-1 estudiadas logran inhibir la via WNT canénica.

3. Evaluar la disminucién de la presencia de marcadores de hiperirofia
condrocitaria en condrocitos derivados de CMMs tratados con dos dosis de
DKK-1.

4. Estudiar la presencia de marcadores de condrocitos quiescentes en condrocitos

obtenidos en cultivo in vitro a partir de CMMs tratadas con dos dosis de DKK-1.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Materlales

2.1.1 Material Plastico y Vidrio

- Placas de Cultivo Celular de 225 cm? de Poliestireno (#159934, Nuncl).

- Placas de Cultivo Celular de 6 pozos de Poliestireno (#350346, Corning).

- Placas de Cultivo Celular de 96 pozos fondo redondo de Poliestirenc (#163320,
Nunc).

- Placas de Cultivo Celuiar de 96 pozos fondo plano de Poliestireno (#3595, Coming).

2.1.2 Materiales utilizados para Cultivo Celular

- Medic de Cultivo Advanced Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM} 1X (#12491
Gibco ®).

- Suero Fetal Bovino (SFB) (#SH30910.03, Hyclone®).

- Penicilina, Estreptomicina y Anfotericina B (#03-033-1B, Biological Industries).

- Tampdn Fosfato Salino (PBS) (#SH30028.03, Hyclone®).

- Tripsina-EDTA x10 (#03-051-58, Biological Industries).

- Azul de Tripan (#15250-061, Gibco®).

- TGF-p1 (#PHG9214, Gibco®).

- Acido ascorbico 2 fosfato (#000010 A8960-5G, Sigma Aldrich).

- ITS premix (#000010 11884-1VL, Sigma Aldrich).

- Proteina humana recombinante DKK-1{#RD.5439-DK-010, R&D System).




2.1.3 Materiales utilizados para Histologia

- Hematoxilina de Mayer (#MHS1-100 ML, Sigma-Aldrich®).

- Kit para actividad de Fosfatasa Alcalina (#85L3R-1KT, Sigma-Aldrich).
- Formaldehido 37% (#1.04003.2500, Merck).

- Glicerina (#4049, Merck).

- Porta objetos de vidrio (#0303-2104, Citoplus ®).

- Cubre-objetos de vidric de 12mm (#01 115 20, Marienfield).

2.1.4 Ensayo vlabllidad celular

-Kit de viabilidad celular XTT {(#20-300-1000, Biological Industries).

2.1.5 Cultivos Celulares

- Linea Celular de Osteosarcoma Humano, Saos-2.

2.1.6 Materiales utilizados para Western Blot

- Inhibidor de Proteasas Cocktail (#04693116001, Roche).
- Inhibidor de Fosfatasas Cocktail (#04906845001, Roche).
- Kit cuatificacion de proteias BCA (#23225, Pierce).

- Membrana de PDVF (#88518, Thermo-Scientific).

- Sustrato SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate (#34095, Pierce).

2.1.7 Anticuerpos

- Anti-Colageno tipo Il {Col 1l) (AB761) de Biosonda.

- Anti-Colageno fipo X (Col X) (AB58632) de Biosonda.

- Anti B-catenina (9562S) de Cell Signaling.




- Anti actina (c-11) de Santa Cruz Biotechnologies.
- Anti-Rabbit 1lgG-HRP (#sc-2004) de Santa Cruz Biotechnologies.
- Anti-Goat IgG-HRP (#sc-2020) de Santa Cruz Biotechnologies.

- Anti Rabbit polimero HRP (K400211) de Dako.

2.2 Metodologia

2.2.1 Extraccion y expansion de CMMs

La extraccion, aislamiento y caracterizaciéon de CMMs fue llevado a cabo por el
Laboratorio de Regeneracién Celular de Clinica las Condes, de acuerdo a protocolos
establecidos. Se obtuvieron aspirados de médula 6sea de cresta illaca de fres
pacientes sanos, previo consentimiento informado y autorizacién del Comité de Etica
de CLC. Células mononucleares fueron aisladas mediante un gradiente de densidad
con Ficoll y fueron cultivadas en medio de expansion (ME) (advanced DMEM
suplementado con 10% Suero Fetal Bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina, 0,1 mg/mL
de estreptomicina y 0,25 ug/ml. de anfotericina B) a 37°C y 5% CO.. El medio de
cultivo fue cambiado cada 48 horas. CMMs fueron seleccionadas mediante adherencia
al plastico y fueron caracterizadas por citometria de flujo, utilizando los marcadores de
superficie celular CD34", CD45", CD73", CDS0*, CD105". Las CMMs fueron expandidas

y congeladas en 90% SFB y 10% DMSO.

2.2.2 Ensayo de viabilidad celular
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Se sembraron 4.000 CMMs por pocillo en placas de 96 pocillos de fondo plano

y se culfivaron por 24 horas en ME a 37°C y 5% CO,, para favorecer la adhesion de las




células a ta placa de cultivo. Luego las células fueron lavadas en PBS y cultivadas en
un medio inductor a condrogénesis (MIC) (advanced DMEM, 1%ITS, 37,5 ug/mL acido
ascorbico, 10 ng/ml de TGF-B1, 100 U/ml de penicilina, 0.1 mg/ml de estreptomicina,
0.25 ug/m! de anfotericina B) por siete dias. El medio MIC fue cambiado cada dos dias
y a partir de! dia 3 se agregd la proteina humana recombinante DKK-1 en dos dosis:
una baja de 50 ng/ml (DKK-1°) o una alta de 200 ng/ml (DKK-1*"} y se afiadio
nuevamente en cada cambioc de medio. El grupo contrel fus cultivado en medio MIC sin
DKK-1 (Contro!). Cada uno de los experimentos fueron realizados en triplicado. Luego
de los siete dias de cultivo, se analizé [a viabilidad celular, siguiendo el protocolo del kit
de viabilidad celular XTT. El promedio de viabilidad celular del grupo control se
consideré como 100%, con respecto a este se calculo el porcentaje de viabilidad en
cada caso. Se realizé un andlisis estadistico ANOVA de una via y un segundo analisis

de Tukey.

2.2.3 Diferenciaclén condrogénica en pellet

CMMs fueron cultivadas en ME a 37°C y 5% de CO,. Una vez llegadas a
confluencia del B0% fueron desprendidas con 0,05% de fripsina- 0,02%EDTA. Se
sembraron 2.5 x10° células por pocillo en placas de 96 pocillos de fondo redondo y se
centrifugaron a 2.500 rpm (SelectSpin Plate Cenfrifuge, Select BioProducts) por 5 min
para inducir la formacion de! pellet. Estos pellets fueron cultivados por 21 dias en MIC.
El medio fue cambiado los primeros tres dias y posteriormente dia por medio con
cuidado de no remover los pellets. Como control de diferenciacion se utilizaron pellets

cultivados en ME. Luego de 21 dias las células fueron procesadas para ensayos de

actividad de fosfatasa alcalina (FAL), histoquimica e inmunohistoquimica.




2.2.4 Inhibicién de Ia via WNT candnica

La inhibicién de la via WNT candnica se realizé en el sistema de diferenciacion
en pellets de CMMs, con 2 concentraciones de proteina humana recombinante DKK-1:
una dosis baja de 50 ng/m! (DKK-1%) y una dosis alta de 200 ng/mL (DKK-1°"). Cada
una de estas dosis se agregé al medio MIC desde el dia 3 del proceso de
diferenciacién condrogénica y se afiadié nuevamente en cada cambio de medio. Como
grupo control se realizo el cultivo de los pellets de CMMs en medio MIC sin DKK-1
(Control). Se evalud la inhibicion de cambios hiperiréficos a los dias 1, 7, 14 y 21,

mediante FAL, histoquimica e inmunchistoguimica.

2.2.5 Tincién de fosfatasa alcalina (FAL)

Un Kit semi-cuantitativo fue usado para determinar la actividad enzimatica de
FAL. Los pellets celulares fueron cortados en frio por criostato, en el Departamento de
Anatomia Patol6gica de la Universidad de Chile, obteniéndose secciones de 5 um que
luego fueron, secadas a temperatura ambiente por 30 min, fijadas en acetona pura a
4°C por 15 min y tefiidas con Fast Violet B + Naphthol AS-MX solucién alcalina
fosfatasa por 30 minutos a temperatura ambiente, protegidos de la Juz. Se realizd
una contra-fincién con Hematoxilina Mayer (MHS1 Sigma-Aldrich) a temperatura
ambiente por 1 min. Como confrol positivo se utilizd una linea celular de osteosarcoma
(Saos-2), facilitada por el Laboratorio del Dr. Mario Galinde (ICBM, Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile). Como control negative de la actividad enzimética,
algunas secciones de los pellets fueron sumergidos por & min en agua hirviendo con el

fin de inactivar la enzima por denaturacién térmica. Los cortes fueron montados en

glicerina y luego observadas y fotografiadas en un microscopia de luz.




2.2.6 Procesamiento para andlisis histoldgico e inmunohistoquimica

Los analisis histologicos e inmunohistoquimicos erron llevados a cabo en el
departamento de Anatomia Patoldgica de la Universidad de Chile. Para ello, pellets
fueron fijados en 10% de formalina a pH neutro por 24 horas. Se rea}izaron cortes
histolégicos en parafina para evaluar morfologfaftamafio celular, presencia de GAGs y
fibras de Col II, X y B-catenina, por tincién de rutina de Hematoxilina & Eosina (H&E),

tincién histoquimica azul de Toluidina e inmunchistoquimica (detalles mas adelante),

respectivamente.

2.2.7 Deteccién de Glicosaminoglicanos (GAGs)

Cortes de pellets fueron tefiidos con azul de toluidina para evaluar la presencia
de GAGs en la MEC. Dicha tincién es metacromatica (plrpura) en presencia de GAGs
y ortocromatica (azul) en ausencia. Los cortes fueron montados en Entelian,

observados y fotografiados en un microscopio de luz.

2.2.8 Inmunochistoquimica (IHQ)

Se evalud la expresion de Col I, Col X y B-catenina, mediante IHQ. Cortes
histologicos de los dias 1, 7, 14 y 21 fueron adheridos en un mismo porta objeto para
ser procesados al mismo tiempo. Los cortes fueron incubados por 1 hr a temperatura
ambiente con anticuerpo primarios, para Col Il (1:50 Merck AB761), Col X (1:375
Biosonda AB58632) y B-catenina (1:100 Cell Signaling 9582S) seguido de un lavado
con solucién salina. Para mejorar fa sensibilidad se usé un anticuerpo secundario poli
peroxidasa del rabano (horseradish peroxidase, HRP). El control negativo se realiz6 de
igual manera, pero sin el anticuerpc primario. Se realizd una contra tincién con

Hematoxilina para tefiir nicleos. Las secciones fueron montadas permanentemente
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con Aquatex (Merck} y examinadas y fotografiadas en un microscopia de Iuz. Como
control positivo para Col Ii, X y B-catenina se utilizd muestra de tejido cartitaginoso

sano, cartilago hipertréfico y fibromatosis humana, respectivamente.

2.2.9 Anilisis de tamaiio celular

Se analizd el tamario y morfologia celular de condrocitos derivados de pellets
de CMMs cultivados en medio MIC con y sin DKK-1 al dia 21 de diferenciacion. Para
ello, se realizo la tincién Hematoxilina & Eosina y se fotografié cada condicion en el
laboratorio de Analisis Digital de Imagenes (SCIAN), de la Universidad de Chile,
quienes a su vez proporcionaron la barra de tamarfio representativa de 15 pm. El
andlisis del tamafio celular se realizé utilizando el software ImageJ, para lo cual se
seted el nimero de pixel por pm (2,867 pixeles/ pm), utilizando !a basra de tamafio. Se
midié el tamafio de 100 células de forma aleatoria. El criterio utilizado para definir la
poblacién de condrocitos hipertréficos fue a partir del tamafio promedio de condrocitos
quiescentes, para esto se midié el tamafio de 100 células de una muestra de tejido
cartilaginoso sano (positivos para Col {f por IHQ). Ademas, para validar las mediciones
realizadas se midié el tamario de una muestra de condrocitos hipertréficos (positivos
para Col X) de la placa de crecimiento para ser comparados con datos bibliograficos.
Como control de diferenciacion condrogénica, se midid el tamafioc de CMMs cultivadas
por 21 dias en ME. Los datos obtenidos fueron graficados y analizados mediante

ANOVA de una via y post analisis de Tukey usando el programa Prism.

2.2.10 Western Blot

Para verificar la inhibicion de la via WNT por DKK-1, se cuantificé el nivel de -

catenina en los pellets cultivados en MIC y tratados luego de 1, 7, 14 y 21 dias de
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cultivo. Cuatro pellet de cada condicion fueron guardados a -20°C con el buffer de lisis
(Tris HCI pH 6,8 2M, SDS al 10%, glicerol y Urea) suplementado con inhibidor de
proteasas v fosfatasas. Una vez obtenidos los pellets en todos los tiempos cada
muestra fue sonicada con 3-4 pulsos y centrifugadas a 15.000 rpm a 4°C por 10 min, y
se guardé el sobrenadante. Se cuantificé la concentracidn proteica mediante el kit
BCA. Se agregé Buffer de Carga (DTT 1M, inhibidor de proteasa 1X y azul de
bromofenol) a cada muestra y se separarcn ias proteinas en un gel de poliacrilamida al
10% a voltaje constante de 100V durante 1:30 hrs. Posteriormente se realizo la electro-
transferencia de proteinas a una membrana de PDVF durante 1:30 hrs a 100V y 4°C.
Las membranas de PDVF fueron incubadas con solucion Rojo de Ponceau 0,1%, para
verificar la correcta transferencia de las proteinas a la membrana. Para remover dicha
solucién se lavo la membrana con PBS 1X 0,1% Tween 20, hasta que no quedase
color rojo en las membranas. Se incubaron las membranas con sofucién de bloqueo
(PBS 1X 0,1% Tween 20 7,5% BSA, para B-catenina, y PBS 1X 0,1% Tween 20 2%
leche, para actina) por 2hrs a temperatura ambiente en agitacion. Posteriormente se
realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS 1X 0,1% Tween 20 y se incubaron
con los anticuerpos primarios correspondientes (Anti- B-catenina 1:2.000 en PBS 1X
0,1% Tween 20 5% BSA; Anfi-actina 1:2.000 en PBS 1X 0,1% Tween 20 2% leche)
durante toda la noche a 4°C en agitacion. Las membranas fueron aclimatadas por 15
min & temperatura ambiente en agitacion y lavadas 3 veces con PBS 1X 0,1% Tween
20. Luego se incubd con los anticuerpos secundérios correspondientes (Anti-Rabbit
HRP 1:2000 en PBS 1X 0,1% Tween 20 5% BSA o Anti-Goat HRP 1:2.000 en PBS 1X
0,1% Tween 20 2% leche). Finalmente, se realizé 3 lavados de 10 min cada uno y las

membranas fueron incubadas con SuperSignal West Femtc Chemiluminescent

Substrate y fotografiadas a distintos tiempos mediante el equipo FotoDyne.




RESULTADOS

3.1 Viabllidad celular de CMMs tratadas con DKK-1

Con la finalidad de analizar si las dosis de DKK-1 (50 y 200 ng/mf), que se
ufilizaran en los experimentos de diferenciacién condrocitica, afectan la viabilidad
celular de CMMs, se realizd6 un ensayo de viabilidad con las células de los tres
pacientes (#3-5). Este ensayo se basa en Ja capacidad que las células
metabtlicamente activas tienen para reducir la sal de tetrazolium a un compuesto de
formazan que es de color anaranjado. Esta coloracion es directamente proporcional al
nimero de células viables metabdlicamente activas, pudiendo ser cuantificadas
mediante un espectrofotometro.

Para evaluar el efecto de DKK-1 en CMMs, estas se cultivaron en monocapa
por 1 semana en medio de culivo inductor de condrogénesis (MIC). Ambas dosis de
DKK-1 fueron afiadidas tempranamente, desde el tercer dia de cultivo, de la misma
forma que se realizara en el protocolo de diferenciacion condrogeénica utilizando pellets
celulares. Como control de viabilidad celular, se cultivaron CMMs en MIC sin DKK-1.

En la figura 1 no se observa cambios significativos en la viabilidad celular, al
comparar CMMs tratadas con ambas dosis de DKK-1 con el grupo control (Figura 1A).
Asl, €l uso de, estas dosis de DKK-1 no provocan cambios en la viabilidad celular y por
lo tanto se pueden utilizar expetrimentalmente en cultvos de CMMs inducidas a

condrocitos.
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Figura 1: Viabilidad celular de CMMs tratadas con DKK-1. CMMs provenientes de
tres pacientes (P1, P2 y P3) fueron cultivadas en medio inductor a condrogénesis sin
DKK-1 (MIC), con 50 ng/ml (DKK-1%°) y 200 ng/ml (DKK-1?"°) de DKK-1 por siete dias.
DKK-1 fue agregado desde el tercer dia. La viabilidad celular se expreso en %, relativo
al grupo control y se analiz6 la desviacion estandar de los resultados. ns: sin cambios
significativos. n=3.

3.2 Inhibicién de la via WNT canénica por DKK-1 durante la diferenciacion
condrogénica de CMMs

La diferenciacion condrogénica fue realizada en un cultivo tridimensional (pellet
celular) que favorece los contactos celulares necesarios en la inducciéon condrogénica.
2,5 x 10° células fueron sembradas en placas de 96 pocillos de fondo redondo y luego

centrifugadas para formar pellets celulares y promover la condensacion celular,
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imitando el proceso de condensacion de células mesenquimaticas que ocurre durante
la diferenciacion condrogénica en etapas embrionarias. Los pellets celulares que se
lograron obtener son esféricos, compactos, de aspecto vitreo y miden 2 mm

aproximadamente (Figura 2).

Figura 2: Pellet celular. Fotografia de pellet de CMMs luego de 24 hrs de sembrado
de células.

Los pellets de CMMs fueron cultivados en MIC agregando DKK-1 en cada
cambio de medio desde el tercer dia de induccién, con el fin de inhibir la activaciéon de
la via WNT/B-catenina y asi atenuar de forma temprana la induccién de los cambios
hipertréficos en condrocitos. Al respecto, DKK-1 interactia con los co-receptores LRP5
o LRP6, bloqueando especificamente la union de estos co-receptors con el receptor
Fzd, evitando asi la formacién de un receptor WNT funcional. Asi, primero se procedio
a determinar si el tratamiento con DKK-1 es capaz de inhibir la activacion de la via
WNT/B-catenina, evidenciado por una baja en los niveles de B-catenina. Para ello, los
pellets fueron cultivados en MIC por 21 dias. Al tercer dia de cultivo se adicioné DKK-1
en dosis de 50 y 200 ng/ml. Finalmente, los pellets de CMMs fueron aislados a distintos
tiempos (1, 7, 14 y 21 dias de cultivo) para analizar la presencia, localizacion
subcelular y los niveles de pB-catenina, mediante inmunohistoquimica (IHQ) y Western

Blot.
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La figura 3 muestra el analisis por IHQ, observandose que inicialmente, al dia 1,
es posible evidenciar la presencia de B-catenina a nivel citoplasmatico,
preferentemente en la periferia de las células. Posteriormente, al dia 7, se observa una
disminucién considerable de B-catenina periférica, en relacién al dia 1, siendo
localizada en forma homogénea y con una menor intensidad en el citoplasma, tanfo en
las células control (MIC) como en las células tratadas con DKK-1. Posteriormente, a los
dias 14 y 21 se evidencia, en los pellets cultivados sin DKK-1, un incremento
progresivo tanto en la intensidad de B-catenina citoplasmatica como en su [ocalizacion
nuclear. Interesantemente, al dia 14 y 21, el tratamiento con DKK-1 redujo la intensidad
de B-catenina citoplasmatica asf como su localizacién nuclear. Siendo mas acentuada

esta disminucion con la dosis de 200 ng/ml de DKK-1.
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Figura 3: Presencia de B-catenina mediante IHQ. (A) Se evalué la presencia de B-
catenina en pellets de CMMs cultivados en medio inductor a condrogénesis sin DKK-1
(MIC), con 50 ng/ml (DKK-1%°) y 200 ng/ml (DKK-1%"°) de DKK-1 a los dias 1, 7, 14 y 21
de diferenciacion. (B) Control positivo. (C) Control negativo. Imagenes a 400x.

Para corroborar el nivel de activacion de la via WNT canoénica, se analizaron los
niveles de B-catenina por Western Blot (Figura 4A). Al igual que por IHQ, es posible

observar una mayor presencia de B-catenina al dia 1, en comparacion con el dia 7 que
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muestra una disminucién de los nive! de B-catenina tanto en los pellets celulares
cultivados en MIC sin y con DKK-1. Sin embargo, al dia 14 y 21 se observé un
aumento de los niveles de PB-catenina en los pellets cultivados en MIC.
Consecuentemente, el tratamiento con la dosis mas baja de DKK-1 no disminuyd su
presencia, mientras que el con la dosis mas alta muestra una disminucion en !a banda
al dia 21, observandose una disminucién de B-catenina al dia 21 con 200 ng/ml de
DKK-1 (Figura 4A).

Se cuanfificd por densitometria el nivel de B-catenina presente en cada
condicién con respecto al control de carga actina. Observandose un mayor nivel de B-
catenina al dia 1, en comparacién con los ofros dias esfudiados. Al dia 7 se observa
una disminucién, en promedio, de mas de la mitad de la presencia al dia 1, sin
observarse diferencias significativas entre las condiciones. Al dia 14 y 21 es posible
observar un aumento progresivo de B-catenina en pellets cultivados en MIC. El
tratamiento con DKK-1 disminuye levemente, no alcanza a ser una diferencia
significativa, la presencia de B-catenina al dia 14 con la dosis mas alta, siendo
significativo al dia 21 (Figura 4B). Es decir, después de 21 dias de diferenciacion

condrogénica, el tratamientc con la dosis mas alta de DKK-1 logra disminuir

significativamente la presencia de p-catenina en los tres pacientes estudiados.
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Figura 4: Nivel de activacion de la via WNT canénica por Western Blot y su
analisis densitométrico. (A) Se evalué la presencia de pB-catenina en pellets de CMMs
cultivados en medio inductor a condrogénesis sin DKK-1 (MIC), con 50 ng/ml (DKK-1%°)
y 200 ng/ml (DKK-1?°) de DKK-1 por Western Blot y (B) su posterior andlisis
densitométrico. Se cuantificé la presencia de B-catenina a los dias 1, 7, 14 y 21 de
diferenciacién, con respecto al control de carga actina, por medio del software ImageJ.
Se grafico la desviacion estandar de los resultados. ns: sin diferencias significativas; **:

p <0,005.
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3.3 Inhibicién de camblos hipertréficos durante la diferenciacion in vitro de
condrocifos a partir de CMMs

El uso de células CMMs para la reparacién del cartilago articular, requiere de
procedimientos de ingenierfa de tejidos que permitan una comecta diferenciacion
condrogénica, sin inducir la hipertrofia de los condrocitos, lo que se puede revelar por
la ausencia de marcadores de hipertrofia condrocitaria, presentes durante el proceso
de diferenciacion condrogénica de CMMs in vitro.

Los marcadores mas caracteristicos de este fenotipo hipertréfico son Ila
presencia de Col X y FAL en la MEC. Ademds, el aumento del tamafio celular y ia
localizacién nuclear de B-catenina constituyen evidencias de dicho cambio hipertréfico.
Por lo que la inhibicién de la via WNT por DKK-1 debiese disminuir la presencia de

estos marcadores de hiperirofia.

El cultivo de CMMs en MIC promovié la expresién de Col X desde el dia 7 en
adelante, con un peak al dia 21 de diferenciacion. El tratamiento con ambas dosis de
DKK-1 fogré retrasar la expresion de Col X hasta el dia 14 de induccién (Figura 5A).
Sin embargo, en comparacion al control, solo se observa que hay una leve disminucion
en la intensidad de Col X en las células tratadas con 200 ng/ml de DKK-1. Al dia 21
hay una disminucién en la expresién de Col X con ambas dosis de DKK-1,

observandose una mayor disminucién con la dosis mas alta de DKK-1 (Figura 5A).

Restultados similares se observan en los fres pacientes.




Dia 21

Figura 5: Presencia de Col X mediante IHQ. (A) Se evalu¢ la presencia de colageno
X en pellets de CMMs cultivados en medio inductor a condrogénesis sin DKK-1 (MIC),
con 50 ng/ml (DKK-1%°) y 200 ng/ml (DKK-1?*°) de DKK-1 a los dias 1, 7, 14 y 21 de
diferenciacién. (B) Control positivo, tejido cartilaginoso hipertréfico. (C) Control
negativo. Imagenes a 400x.




Por otro lado, la actividad enzimatica del marcador de hipertrofia condrocitaria,
fosfatasa alcalina (FAL), fue analizada, en cortes de pellets obtenidos por congelacion
en un criostato, mediante una reaccién( colorimétrica. Como control positivo se usé la
linea celular de osteosarcoma humano, Saos-2. Esta Gltima posee elevados niveles de
expresién de FAL (Rodan, 1987), asociado al fenotipo celular de ostecblastos (Figura
6B). El control negativo se realizdé inactivande la enzima por calor, mediante ia
incubacion en agua en ebullicion (Figura 6C).

Al analizar {a actividad enzimatica es posible observar una temprana expresion
de FAL en pellets de CMMs inducidos a condrogénesis desde el dia 1 al 7,
observandose solo una leve disminucion en presencia de ambas dosis de DKK-1 al dia
14. Sin embargo, al dia 21 de diferenciacion, el tratamiento con ambas dosis de DKK-1
provoca una marcada disminucion de la actividad de FAL, siendo mas acentuado este
efecto con la dosis de 200 ng/ml (observado en los fres pacientes) y de forma similar a

lo observado en el control negativo (Figura 6C).
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Figura 6: Actividad enzimatica de FAL. (A) La actividad enzimatica de fosfatasa
alcalina fue analizada mediante cortes por congelacién de pellets de CMMs cultivados
en medio inductor a condrogénesis sin DKK-1 (MIC), con 50 ng/ml (DKK-1*) y 200
ng/ml (DKK-1?°) de DKK-1 a los dias 1, 7, 14 y 21 de diferenciacion. (B) Se utilizd
como control positivo la linea celular Saos-2 y (C) como control negativo, cortes de
pellets inactivados por calor. Imagenes a 400x.
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A continuacion, se analizé la morfologia de CMMs cultivados en MIC con y sin
de DKK-1, luego de 21 dias de diferenciacién, ya que en este dia se observan los
mayores cambios en la expresion de marcadores de condrocitos hipertréficos. Para
este fin, cortes de pellets celulares fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina. En pellets
de CMMs cullivadas por 21 dfas en MIC es posible observar la presencia de
condrocitos de mayor tamafio (Figura 7A), con una morfologia similar a condrocitos
hipertroficos (Figura 7B), mientras que en los pellets celulares tratados con la dosis
mas alta de DKK-1 (200 ng/ml} se observa un tamafio y morfologia mas similar a
condrocitos quiescentes (CQ) e incluso a CMMs cultivadas en pellets celulares por 21
dias en un medic que no induce diferenciacién condrocitica (medio de expansién: ME)

(Figura 7A-B).

Para evaluar estas diferencias en el tamarfio celular, observado en pellets
cultivados por 21 dias en MIC sin y con DKK-1, se procedid a determinar el tamafio de
100 células, en cada una de las condiciones de cultivo. En los fres pacientes es posible
observar que CMMs cultivas en MIC poseen un tamafio celular promedio (8,4 pm)
significativamente mayor que aquellos tratados con 50 ng/ml (8 ym} y 200 ng/ml (7,3
pm) de DKK-1. Estos datos indican que efectivamente, los condrocitos diferenciados a
partir de CMMs a los 21 dias han comenzado un preceso de hipertrofia celular y que el
tratamiento con ambas dosis de DKK-1, principalmente la dosis de 200 ng/ml, produce

una atenuacion de este proceso hipertrofico (Figura 7C).

Con el fin de determinar el porcentaje de condrocitos que han comenzado el
proceso hipertréfico, luego de 21 dias de induccién de [a diferenciacion condrocitica en

MIC, se procedié primero a calcular el tamarfio promedio de los condrocitos quiescentes




en una muestra de tejido cartilaginoso sano (positive para Col Il por IHQ). El tamafio
medido promedio de los condrocitos quiescentes fue de 8,4 pm. Consecuentemente, el
tamario promedio que alcanzan CMMs cultivadas en pellet celulares por 21 dias en
ME, en el que efectivamente no hay procesos de hipertrofia celular asociados, se
calculé en 84 pm, lo que es coincidente con el tamaiio promedio de condrocitos
quiescentes (Figuras 7D). Interesantemente, el calculo del tamafio promedio de los
condrocitos obtenidos del cultivo de los pellets celulares, luego de 21 dias en MIC,
sefiala un valor de 9,4 ym mostrando una diferencia significativa respecto al tamafio de
condrocitos quiescentes, [0 que indica el inicio de un proceso hipertréfico asociado ala
obtencion de condrocitos, luego del cultivo de pellets de CMMs en medio MIC por 21
dias.

De esta forma estimamos que condrocitos obtenidos in vitro con un tamafio
sobre el promedio de un condrocito quiescente o de CMMs cultivadas in vitro en ME
por 21 dias, corresponderian a condrocitos que han iniciado un proceso hiperirfico
(Figura 7D). En base a este criterio se pudo establecer que un 70,3% de los
condrocitos obtenidos en MIC han comenzado el proceso de hipertrofia celular y que el
tratamiento con DKK-1 en dosis de 50 ng/m! y 200 ng/ml fue capaz de reducir esta

poblacién de células a un 45,6% y 30% respectivamente (Figura 7E).

38




P p——

(9]
-
[y
~
]
-
W

S
B
&
&
-
&

ﬁ.

151

R

3 & 8 8

L

Tamaio celular (m) o

Condrocilos Hiperrdficos (%)

(=]

0

ca ME MiC

Figura 7: Analisis de morfologia y tamafo celular. (A) Se analizé la morfologia
celular en pellets de CMMs cultivados en medio inductor a condrogénesis sin DKK-1
(MIC), con 50 ng/ml (DKK-1%°) y 200 ng/ml (DKK-1?°) de DKK-1 luego de 21 dias de
diferenciacion y (B) se comparé con la morfologia de condrocitos hipertréficos (C.H),
quiescentes (C.Q) y CMMs cultivadas en ME por 21 dias. (C) Se midi6 y graficé el
tamario celular de los 3 pacientes (P1, P2 y P3) mediante el software ImageJ, (D) Se
definié el tamafio para diferenciar a condrocitos hipertréficos de quiescentes (linea
punteada roja) y (E) se graficé el porcentaje de condrocitos hipertroficos. Flechas
indican morfologia tipo hipertréfica, con mayor tamafio celular. Imagenes a 400x. Se
graficé la desviacion estandar de los resultados. ns: sin diferencia significativa; **: p
<0,01; ***: p< 0,0001.
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3.4 induccion de Ja expresién de marcadores de cartilago hialino

Una correcta diferenciacién condrocitica no solo debe excluir el proceso de
hipertrofia celular, sino que ademas requiere la expresion de marcadores tipicos de
cartilago hialinc sano. Para analizar si las dosis de DKK-1 utilizadas son capaces no
solo de atenuar el procesc de hipertrofia condrocitaria, sino que ademas, promover la
diferenciacion de condrocitos quiescentes propios de cartflago hialino articular, se
analizé la presencia de los componentes exfracelulares mas abundantes del cartilago
hialino sano, Col Il y GAGs (secretados por condrocitos quiescentes), en los pellets
celulares, mediante IHQ y tincién de azul de Toluidina, respectivamente.

En la figura 8 se observa que luege de 21 dias de cultivo, el tratamiento
temprano con 200 ng/mi de DKK-1 promueve en mayor medida la expresion de fibras
de Col Il, en relacion al grupo control no tratado (MIC) (Figura 8A). Resultados
similares se observaron en los tres pacientes. Como confrol positivo, se incluyo el

andlisis de una muestra de cartilago hialino en la que se observa la expresién de Col I

(Figura 8 C).




Figura 8: Presencia de Col Il al dia 21 por IHQ. (A) Se evalud la presencia de
colageno Il en pellets de CMMs cultivados en medio inductor a condrogénesis sin DKK-
1 (MIC), con 50 ng/ml (DKK-1%°) y 200 ng/ml (DKK-1?*®) de DKK-1 luego de 21 dias de
diferenciacién. (B) Control positivo, cartilago hialino sano. (C) Control negativo.
Imagenes a 400x.

Por otro lado, al analizar la presencia de GAGs al dia 1, 7, 14 y 21 de cultivo en
medio MIC, es posible observar una tincién ortocromatica (azul, ausencia de GAGs) al
dia 1 y 7, similar al grupo control (ME). Mientras que al dia 14 se observa que
comienza la sintesis de GAGs asociado a la MEC, indicado por una leve tinciéon
metacromatica (purpura, presencia de GAGs), la cual también se observa en los pellets
celulares tratados con DKK-1 (Figura 9). Sin embargo, al dia 21 es posible observar un
aumento en la expresion de GAGs asociada a la MEC, al tratar con ambas dosis de

DKK-1(Figura 9). Este resultado se observo en los tres pacientes.

41




Figura 9: Presencia de GAGs mediante tincion de azul de toluidina. Se evalu6 la
presencia de glicosaminoglicanos (GAGs) en pellets de CMMs cultivados en medio
inductor a condrogénesis sin DKK-1 (MIC), con 50 ng/ml (DKK-1°°) y 200 ng/ml (DKK-
12%%) de DKK-1 a los dias 1, 7, 14 y 21 de diferenciaci6n. La presencia de GAGs se
evidencia por la tincion metacromatica (purpura), mientras que la ausencia por una
tincion ortocromatica (azul). Imagenes a 400x.
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DISCUSION

La finalidad de este estudio es lograr acercarse a un perfil condrogénico mas
estable por medio de [a inhibicién de la via WNT candnica con DKK-1. Para ello, se
realizé un fratamiento inhibitorio temprano, en comparacién con ofros estudios. Se
decidié inhibir la via WNT desde el tercer dia de induccidn condrogénica, mientras
otros estudios lo han hecho desde el séptimo dia (Leijten y col., 2012). Este paramefro
fue considerado, como se menciond anieriormente, principalmente por dos factores: 1)
estudios demuestran la expresién de Col X luego de 7 dias de induccién (Pelttari y col.,
2006) y 2) la inhibicion de la via WNT disminuye B-catenina citoplasmatica, la cual
ademas de ftraslocarse al nicleo, para permitir la transcripcion de genes diana,
participa en uniones adherentes. -catenina interactia con E-cadherina y, a través de
alfa-catenina, con el citoesqueleto de actina, permitiendo los contactos celulares. Por lo
tanto, se eligié un dia intermedio entre el primer y séptimo dia de induccién, para
favorecer los contactos celulares y lograr inhibir la expresion de marcadores de
hipertrofia condrocitaria.

Se trabajé con CMMs de tres pacientes para descariar que los resultados
obtenidos fueran un hecho aisiado de la poblacion. El rango etario de los pacientes
estudiados fue entre 21 y 28 afios, considerandose principal criterio de inclusidén una
adecuada morfologia celular y crecimiento normal de las células. Ademas, de no
poseer enfermedades que puedan comprometer la calidad de sus CMMs de médula
o0sea, como por ejemplo leucemia, anemia aplasica, linfoma, entre otros. Los tres
pacientes fueron sometidos a una extraccion de médula 6sea de cresta iliaca para
tratar lesiones condrales en Clinica las Condes. El excedente de células fue ufilizado

en este estudio, previo consentimiento informado.
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Se utilizé DKK-1 porque es unc de los inhibidores naturales de la via WNT
canodnica sobreexpresado en el cartilago hialino de rodilla (Leijten y col., 2012). Su
adicion al medio de diferenciacion busca entregar un contexto lo mas similar al tejido
cartilaginoso sano.

Se analizd la expresion de marcadores de condrocitos quiescentes y
condrocitos hipertréficos por 21 dias, tiempo que se considera necesario para la
diferenciacion condrogénica. Esto permitid estudiar el perfil de expresién de los
distintos marcadores durante el proceso de diferenciacion.

Ei pellet de cultive fue desarrcllado con 2,5x10° CMMs de acuerdo a lo
establecido como un nimero éptimo para obtener un pellet homogéneo, esférico y no
bi-céncavo (Bhumiratana y col., 2014). Fue de aspecito vitreo y de un tamafio
apropiado para llevar a cabo la diferenciacion y los andlisis requerides. Los
expetimentos con DKK-1 fueron realizados en un medio libre de suero para imitar el
ambiente donde los condrocitos residen (Terada y col., 2005). Ademas se adiciona
TGF-B1, porque se ha demostradoc que es capaz de inducir la diferenciacion
condrogénica en CMMs (Kulyk vy col., 1989b; Lafeber y col., 1993; Denker y col., 1995)
y permite mantener la homeostasis de condrocitos articulares (Serra y col., 1997).
Ademas se ha reportado que es cépaz de inhibir cambios hipertréficos en condrocitos
en expansion (Ballock y col.,, 1993; Tschan y col., 1993; Dieudonne y col., 1994;
Bohme y col., 1995). Sin embargo, su presencia también se ha asociado a la induccién
de hipertrofia condrocitaria. Esta accién dual de TGF-8 se debe a que posee dos
posibles cascadas de transduccion a través de proteinas Smad (Heldin y col., 1997;
Massague, 1998; Datto y col, 1999). Estas uitimas median dos tipos de respuestas,
tanto estmulantes como inhibitorias sobre la hiperirofia de condrocitos. La ruta de

sefalizacion a través de Smad 1/5/8, induce hipertrofia condrocitaria por medio de




cambios epigenéticos (Hellingman y col., 2011). Mientras que la sefializacién por Smad
2/3 inhibe la hipertrofia condrocitaria y promueve la condrogénesis debide a la
estabilizacién del complejo de franscripcién Sox9 (Yang y col., 2001;. Furumatsu y col.,
2005). Ademas, también conduce a la inhibiciébn de Runx2 a través de regulaciones
epigenéticas (Kang y col., 2005). Aunque TGF-B es claramente crucial en la regulacion
de hipertrofia de condrocitos, su adicidon al medio de induccién durante el cultivo de
pellet de CMMs no es suficiente para suprimir la aparicion de marcadores de hipertrofia
condrocitaria, evidenciado en este y ofros estudios (Sekiya y col., 2002;. Pelttari y col.,
2006;. Muelter & Tuan, 2008).

Se establecié comparar dos dosis de DKK-1 para definir el fratamiento mas
optimo en la inhibicion de cambios hiperiréficos, con el fin de trasladar este tratamiento
a pacientes humanos en un futuro. Ambas dosis estudiadas mostraron no afectar la
viabilidad celular en ninguno de los fres pacientes. Este aspecto es fundamental, ya
que se esta inhibiendo una via celular directamente involucrada con la proliferacion
celular. Por lo tanto, de manera in vitro, son seguras de usar para el proceso de
diferenciacion condrogénica.

En primera instancia se estudi6 la expresién y localizacién de B-catenina
durante el proceso de diferenciacion condrogénica. Inicialmente, se observé elevados
niveles de B-catenina, localizados en la periferia celular, posiblemente favoreciendo los
contactos celulares, hecho fundamental para pemnitir la condensacién celular.
Posteriormente, al dia 7, hay una disminucién significativa de B-catenina en todas las
condiciones de cultivo. Al dia 14 y 21 peliet cultivados en MIC muestran una progresiva
acumulacion de B-catenina a nivel citoplasmatico, evidenciandose su presencia en
ntcleos. E! tratamiento con la dosis mas alta de DKK-1 disminuyo significativamente su

presencia luego de 21 dias de diferenciacién condrogénica. Este efecto inhibitorio,
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observado al dia 21, puede deberse a que el cultivo en pellet celular hace mas dificil la
difusion de DKK-1 hasta el interior del pellet, necesitando mayor tiempo y una dosis de
DKK-1 mas alta para lograr inhibir de forma significativa la via WNT. Sin embargo,
pese a que el tratamiento con 50 ng/ml no logré disminuir significativamente el nivel de
B-catenina, si se observd una disminucién por IHQ, de la presencia de B-catenina
nuclear al dia 21. Es posible, que un tratamiento mas prolongado con esta dosis pueda
inhibir de forma significativa la via WNT canodnica. Por lo tanto, se continué con el
estudic de ambas dosis de DKK-1.

Posteriormente, se estudié si la inhibicion de la via WNT candnica logra
disminuir fa presencia de marcadores de hipertrofia condrocitaria, observandose que la
diferenciacion condrogénica de CMMs en MIC, sin fratamiento, indujo una elevada
expresién Col X y FAL al dia 21. Mientras que el tratamiento con DKK-1 logré retardar
la expresion de Col X al dia 14 y disminuyé significativamente los niveles de expresion
al dia 21, principalmente con 200 ng/ml. Ofros estudios de expresién génica han
mosfrado que el tratamiento con 10nM de DKK-1 no disminuye [a expresién de Col X
(Im y col., 2011), mientras que el fratamiento con 20 ng/m! si (Leijten y col., 2012). Este
resultade no es posible de comparar directamente, pero como en este estudic el
tratamiento con 50 ng/ml mostré menor efecto que el con 200 ng/ml en 1a inhibicién de
la expresion de Col X, seria posible esperar que la disminucién de este marcador sea
aun mas significativa que la encontrada en dicho estudio.

La actividad enzimatica de FAL mostré una temprana presencia luego de 24 hrs
de induccién. Resultados similares se han encontrado en CMMs del endometrio
(Schwab & Gargett, 2008) y de corazéon (Aguiar y col., 2011). Esta elevada actividad de
FAL se ha descrifo como un marcador de células madres embrionarias (CME),

asociandola como un indicador de pluripotencialidad. Estos resultados se correlacionan
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con ofros estudios que demuestran que CMMs de médula dsea poseen elevados
niveles de FAL, incluso mayores que CME de raton, fejido adiposo y CMMs neurales
(Stefkova y col., 2015).

Durante el proceso de diferenciacién condrogénica la actividad enzimatica de
FAL no disminuyé en los pellets sin tratamiento. Mientras que la adicion de ambas
dosis de DKK-1 redujeron levemente la actividad enzimatica al dia 14, y en gran
medida al difa 21 con 200 ng/ml. En los tres pacientes estudiados el mejor resultados
se obtuvo con la dosis mas alta de DKK-1. Resultados similares se han obtenido al
estudiar la expresién génica de FAL en pellets de CMMs de médula dsea tratados con
20 ng/ml de DKK-1 (Leijten y col., 2012), sin embarge, no son posibles de comparar
directamente.

FAL es una enzima presente en la mayoria de los organismos vivientes. En
humanos existen cuafro isoformas: intestinal, placentaria, en células germinales y
tejido no especificas (TNE). Dentro de esta dltima hay tres isoformas presente en
hueso, higado y rifion (Moss, 1982). El rol principal de TNE esta en la mineralizacion
de tejidos duros, mediante la formacién de cristales de hidroxiapatita, y el metabolismo
del neurotransmisor acido gamma aminobutirico (GABA). Debido a esta variabilidad de
funciones seria adecuado poder evaluar la mineralizacion del tejido para asociar
directamente la actividad enzimética con el proceso de osificacién endocondral. Esto
es fundamental, ya que para poder trasladar este tratamiento a nivel dinico es
necesarioc que los condrocitos derivados de CMMs no expresen FAL, ya que la
mineralizacién del fejido podria dafiar el cartilago adyacente.

Como ultimo marcador de hipertrofia condrocitaria estudiado, se analizd Ia
morfologia y tamafio celular de condrocitos derivados de CMMs. Estas células se

comportaron de manera heterogénea al ser cultivadas en pellet. Las células mas
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expuestas, de revestimiento del pellet, permanecieron con una morfologia fibroblastica,
mientras que las células del interior adquirieron una morfologia redondeada en los
primeros dias. Luego de 21 dias de cultivo en MIC, se identificé condrocitos derivados
de CMMs de hasta 15 ym, con una morfologia similar a la observada en condrocitos
hipertréficos. Mientras que el tratamiento con fa dosis mas alta de PKK-1 disminuy6 el
rango de tamario celular observado, llegando a ser en promedic de 7,3 pm,
observandose una morfologia similar a condrocitos de cartilago hialino sano. Se
compard el tamaiio de condrocitos derivados de CMMs con condrocitos quiescentes e
hipertréficos, calculados de la misma manera, y se observé que el tamafic maximo de
condrocitos quiescentes posifivos para Col 1l fue de 12 pm, mientras que en el caso de
condrocifos hiperiréficos, fue de 21 ym. Estos resultados, concuerdan con los datos
sefialados en la literatura, la cual indica que el tamafo celular maximo de condrocitos
quiescentes medidos por microscopia electronica es entre 10-12 pm, mientras que el
tamafio de condrocitos hiperiréficos puede llegar a ser hasta 10 veces el tamafic de
condrocitos quiescentes (Stockwell, 1979).

Para determinar el porcentaje de condrocitos hipertréficos presentes en cada
condicién, se definié el promedio del tamarfio de condrocitos quiescentes como el
tamafio maximo de estos, siendc un tamafic mayor representativo de condrocitos
hipertréficos. Este parametro permite separar de manera preliminar la poblacidon de
condrocitos quiescentes de hiperiréficos. Sin embargo, un analisis mas riguroso, por
ejemplo por Inmunofluorescencia, permitiria observar la colocalizacién de Col Il y X,
permitiendo discriminar una poblacién condrocitaria positiva para Col li y negativa para
Col X a la vez, determinando de manera més precisa el tamafno celular que permite

diferenciar a ambas poblaciones.
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La cuantificacion de condrocitos hipertroficos presentes en pellefs culfivados en
MIC arrojo que el 70% de las células poseen un mayoer tamafio celular, evidenciando el
comienzo de un proceso de hipertrofia condrocitaria. El fratamiento con [a dosis mas
baja de DKK-1 logré disminuir esta poblacidn al 45,6%, mientras que el tratamienfc con
200 ng/ml de DKK-1 logré disminuir significativamente el nimero de condrocitos
hipertréficos a un 30%, es decir, logrd atenuar el proceso de hipertrofia condrecitaria en
més de la mitad de la poblacién observada.

Este incremento en el tamafio celular de condrocitos quiescentes cuando se
diferencian a condrocitos hiperiréficos, es un proceso natural presente en la placa de
crecimiento de huesos. Este fendmeno, se debe al aumento del volumen celular
producido por cambios en la osmolaridad, el cual permite el crecimiento longitudinal de
huesos.

Si bien, el mayor tamafio celular es una caracteristica de condrocitos
hipertréficos, este parametro por si solo no permite definir una poblacion de condrocitos
hipertréficos, si no que la presencia en conjuntc de los distintos marcadores de
hipertrofia condrocitaria, que fueron previamente estudiados. El analisis en conjunto de
los marcadores de hipertrofia condrocitaria (presencia de Col X, FAL, B-catenina
nuclear y tamafo celular), muestra que luego de 21 dias de diferenciacién
condrogénica en medio inductor, sin DKK-1, todos estos marcadoses estan fuertemente
expresados, permitiendo identificar que efactivamente hay una poblacion de
condrocitos hipertréficos presente cuando CMMs son cultivadas por 21 en MIC. Este
fenotipo fue atenuado con el tratamiento de 50 ng/ml de DKK-1, el cual, pese a no
disminuir significativamente la via WNT canédnica, si logré disminuir la presencia de Col

X y FAL al dia 21. Este efecto fue aun mas evidente al agregar 200 ng/ml al MIC,
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logrando disminuir significativamente todos los marcadores de hipertrofia condrocitaria
estudiados.

Por ofro lado se estudié si la inhibicion de fa via WNT candnica favorece la
expresion de marcadores tipicos de cartilago hialino. Para esto se evalud la presencia
de las protefnas de MEC mas abundantes, Col Il y GAGs. En este estudio se ohservd
que el cultivo de peliets de CMMs en MIC indujo la expresién de GAGs y fibras de Col
Il al dia 21. Mientras que el tratamiento con ambas dosis de DKK-1 incrementé la
expresién de GAGs en este mismo dia y a su vez, la expresion de Col Il fue
significativamente mayor al adicionar 200 ng/ml de DKK-1 al MIC, en los tres pacientes
estudiados.

Por lo tanto, el cultivo de pellets de CMMs en MIC, sin DKK-1, muestra que
luego de 24 hrs de induccidon condrocitaria, B-catenina se encuentra localizada en la
membrana celular, hay elevados niveles de expresién de FAL y no hay evidencia de
expl:esién de Col I, X ni GAGs. Al dfa 7, hay una disminucion en la presencia de -
catenina, la cual comienza a acumularse progresivamente a nivel citoplasmatico y en el
ntcleo al dia 14. Ademas, en dicho dia se comienza a observar la expresion de GAGs
y Col X. Luego de 21 dias de diferenciacién condrogénica hay mayor expresion de Col
X gue Col Il, hay expresion de GAGs y FAL. Es decir, las células presentan un perfil
mayoritariamente hipertréfico.

De acuerdo a los resultados obtenidos en !a inhibicién de la via WNT canénica,
la inhibicidn de cambios hipertréficos y la estimulacidén de marcadores de cartilago
hialino sano, el fratamiento con 200 ng/ml de DKK-1 mostré mejores resultados en
todos estos aspectos luego de 21 dias de cultivo. El fratamiento con la dosis mas alta
de DKK-1 permitic por un lado incrementar la expresion de marcadores de cartilago

hialino sano (GAGs y Col Il), y por ofro lado, disminuir [a expresion de marcadores de
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hipertrofia condrocitaria al dia 21 de diferenciacién condrogénica. Refrasd la expresion
de Col X al dia 14 y disminuyd su expresion y la de FAL al dia 21. Ademas, se
disminuyé de un 70% a un 30% el numero de condrocitos hipertréficos y las células
adquirieron una morfologia mayoritariamente similar a condrocitos quiescentes.

Este estudio de diferenciacion condrogénica en pellets celular junto con otros
estudios han utilizado preferentemente técnicas histoquimicas e IHQ para caracterizar
la presencia de los distintos marcadores de diferenciacion. Esta caracterizacion es por
lo general acompafiada por analisis de expresion génica, para cuantificar dichos
marcadores. En este estudio se analizé como primera instancia la presencia de dichos
marcadores por medic de técnicas histoquimicas e IHQ, por lo que una futura
cuantificaciébn de los niveles de expresidbn génica serd util para el mayor
comprendimiento del proceso de diferenciacion. A su vez, como los proceso de
diferenciacion condrogénica y dsea estan estrechamente vinculados, es necesaria la
caracterizacion del factor de crecimiento que estd regulando el proceso de
diferenciacion (Sox9 o Runx2), para cotroborar €! fenotipo de los condrocitos derivados
de CMMs.

Si bien existe una clara tendencia en los resultados obtenidos, se observo
variabilidad de respuestas en los pacientes estudiados. Esto se puede deber a que sus
CMMs poseen distintos potenciales de diferenciacion condrogénica. Se ha demostrado
que CMMs tienen gran heterogeneidad en la poblacion celular reflejado por la
morfologia y capacidades de diferenciacién (Phinney, 2002). Se han identificados dos
poblaciones de CMMs en aislados de médula 6sea que difieren en el pafrén de
expresion, morfologia, capacidad clonogénica y de diferenciacién (Treml y col., 2009).
Ademas, la exiraccibn de CMMs de médula ésea puede traer consigo células

osteoprogenitoras que favorecen la diferenciacién a lingje osteogénico, en vez de
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condrogénico. Para esto Diaz- Romero y col. propusieron recientemente dos proteinas,
S100A1 y S100B, como marcadores del potencia!l condrogénico en condrocitos
autologos de cartilago hialino (Diaz-Romero y col., 2014). Estas proteinas también han
sido identificadas en estudios de diferenciacion condrogénica de CMMs, en presencia
de TGF-B, (Giovannini y col., 2010). A pesar de que su rol en el proceso de
diferenciacién no esta claro, su expresion esta estrechamente correlacionada con Sox9
en condrocitos humanos primarios (Tew y col.,, 2007). Esta puede ser una primera
aproximacion para identificar, aislar y trabajar con la poblacion de CMMs que
presenten mayor potencial condrogénico.

Otras consideraciones en el proceso de diferenciacién condrogénica in vitro
esta en el cdctel de factores de crecimiento y estimulos fisicos que se entregan, ya sea
inhibidores de la via WNT, cultive en hipoxia o bajo estimulos mecénicos para imitar de
mejor manera el proceso de diferenciacion que ocurre de manera natural. Por ejemplo,
el proceso de diferenciacion condrogénica esta regulado por miltiples factores que
intervienen en distintas etapas durante el proceso de diferenciacién, es por esto que el
camino para lograr un fenotipo condrocitario estable es aun muy largo cuando se
intenta diferenciar CMMs con solo un par de moléculas inductoras. Serfa interesante
poder estudiar cémo se comportan las CMMs con un céctel de inhibidores de Ia via
WNT, como ocurre en condrocitos del cartilago hialino.

Por otro lado, el proceso de diferenciacién condrogénica in vitro utilizada en
este estudio fue pellet celular, ya que intenta imitar el procese de condensacién celular
de etapas embrionarias, en cuanto a contactos celulares. Sin embargo, otros factores
son necesarios de considerar para mejorar el proceso diferenciaciéon, como por
ejemplo, el cultivo de CMMs en hipoxia y estimulos mecénicos, condiciones bajo la

cual se encuentran condrocifos en el cartilago articular.
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El cultivo en bajas concentraciones de oxigeno estimula la condrogénesis de
CMMs mediante la expresion de dos factores de transcripcion inducidos por hipoxia, 1
alpha y 2 alpha (HIF-1a y HIF- 2q). La expresién de HIF-1a es necesario durante todo
el proceso de diferenciacion condrogénica (Provot y col., 2007). En etapas iniciales
promueve la induccion de Col Il y GAGs (Pfander y col., 2003), al interactuar con el
promotor de Sox9 (Robins y col., 2005; Kanichai y col., 2008) y en etapas finales
promueve la secrecidn de VEGF (Schipani y col., 2001), necesario para la sobrevida de
condrocitos. El cultivo en hipoxia ha demosirado ademas, ser capaz de inhibir la
expresion de Col X, MMP13 y FAL (Ronziere y col., 2010; Sheehy y col., 2012), Para
esto, el cultivo celular de CMMs en biorreactores puede facilitar el cultivo in vitro en
hipoxia y con estimulos mecénicos (Demoor y col., 2014). Siendo este itimo es capaz
de incrementar la expresion de fibras de Col Il y GAGs (Gemmiti & Guldberg, 2006;
Trany col., 2011).

Por dltimo, para la aplicacion de terapias regenerativa de cartilago con CMMs
es fundamental demostrar la estabilidad fenotipica de estas para evitar cualquier riesgo
en el paciente. No solo por la presencia de marcadores de hipertrofia condrocitaria,
sino por la posible vascularizacion del tejidc, que por naturaleza es avascular.
Idealmente una terapia celular optima seria con condrocitos completamente
diferenciados, sin embargo, ain no existe una terapia de este tipo. El Gnico fratamiento
celular aprobado por la FDA (Food and Drugs Administratios, EEUU) para tratar
lesiones condrales de bajo espesor es Carticel® (Genzyme, Cambridge, MA), basado
en la extraccion de condrocitos autdlogos de cartilago hialino sano de una zona libre de
soporte de peso, su posterior expansion in vitro e implantacion en la zona dafiada. El

cual, como esta basado en el uso de condrocitos autdlogos, fiene las limitaciones antes
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mencionadas: requerimiento de dos cirugfas, expansion, desdiferenciacion de
condrocitos y la necesidad de una fuente de cartilago sano.

Estudios clinicos con condrocitos derivados de CMMs usan membranas o geles
que dan soporte a las células y evitan su migracion. Dentro de las mas usadas estan
Hyalofast® y Chondro Guide®, membranas de fibras de acido hialurénico y colageno,
respectivamente. Estas matrices celularizadas ya han sido usadas en tratamientos de
lesiones condrales en Clinica las Condes, mostrando resultados promisorios. Sin
embargo, aun no esta claro si este efecto se debe a la membrana en particular, a un
efecto paracrino de las células, a la proliferacion y regeneracion del tejido por parte de
CMMs diferenciadas o a un efecto conjunto de varios de estos.

Los resultados de este seminario de titulo, junto con ia posterior caracterizacion
a nivel de expresion génica seran utilizados para evaluar el efecto de la dosis mas alta -
de DKK-1 en condrocitos derivados de CMMs cullivados en membranas.
Posteriormente se realizaran estudios en medelo animal para poder trasladarlo a nivel

clinico, lo que permitiria posiblemente regenerar el tejido y recuperar la funcionalidad

articular. Es decir, mejorar la calidad de vida de muchos pacientes afectados.




CONCLUSIONES

. El cultivo de CMMs en pellets es un buen modelo de estudio del proceso de

diferenciacién condrogénica, ya que favorece la uniones celulares.

. Ambas dosis estudiadas (50 y 200 ng/ml) de DKK-1 no afectan la viabilidad celular,

al ser agregadas al medio inductor desde el tercer dfa de diferenciacion.

. El tratamiento con 200 ng/ml de DKK-1, desde el tercer dia de diferenciacién

condrogénica, logra inhibir de manera significativa la via WNT candnica luego de

21 dias de diferenciacion.

. El' medio inductor, basade en TGF-B1, es capaz de promover la expresion de Col Il

y GAGs. Pero ademas, la expresion de marcadores de hipertrofia condrocitaria,
Col X, FAL e incremento del tamario celular luego de 21 dias de diferenciacién in

vitro.

. El tratamiento temprano con ambas dosis de DKK-1, permite retrasar la expresion

de Col X una semana.

. El tratamiento con 200 ng/m! de DKK-1 enfregé mejores resultados en la inhibicién

de cambios hipertréficos y en la estimulacion de proteinas de MEC de cartilago
hialino sano, obteniéndose una poblacién de células mas similares a condrocitos

quiescentes.
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