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Resumen

Introduccién: La artrosis (OA) es una enfermedad musculoesquelética degenerativa que afecta aproximadamente al
13% de la poblacién occidental. A dia de hoy no existe un tratamiento eficaz que evite el progreso de la misma o facilite
laregeneracion del cartilago articular. La conexina43 (Cx43) es una proteina transmembrana que se encuentra en niveles
elevados en el cartilago y en la membrana sinovial de pacientes con OA. Esta proteina forma canales que permiten el in-
tercambio de moléculas e iones entre dos células en contacto o entre la célula y su entorno, denominados uniones co-
municantes (UCs) y hemicanales, respectivamente. En este estudio se investigé la funcién de la Cx43 y de las UCs en la
degradacion del cartilago articular de pacientes con OA.

Material y métodos: Se han aislado condrocitos primarios del cartilago de donantes OA y sanos. Se evaluaron los niveles
proteicos mediante Western blot, inmunofluorescencia y citometria de flujo. La expresién génica se ha evaluado mediante
RT-qPCR, mientras que la comunicacién celular se estudi6 mediante el ensayo scrape loading/dye transfer. La senescencia
celular se evalué midiendo la actividad de la 3-galactosidasa mediante citometria celular o microscopia.

Resultados: Los resultados obtenidos indican que la sobreactividad de la Cx43 y de la comunicacion intercelular a través
de UCs detectadas en OA estan implicadas con el progreso de la enfermedad al activar procesos de desdiferenciacion
celular hacia un estado inmaduro y senescencia celular. Utilizando condrocitos en cultivo aislados del cartilago de do-
nantes con OA hemos demostrado que el incremento de la Cx43 activa factores implicados en la transicidn epitelio-me-
sénquima (TEM), como el factor de transcripcién Twist-1. El incremento en el nimero de células desdiferenciadas y con
altos indices de proliferacion celular desencadena en senescencia celular via p53/p16™%42, activando el fenotipo secretor
asociado a senescencia (SASP, del inglés Senescence-Associated Secretory Phenotype) que incluye la sintesis y liberacion
de factores inflamatorios como la interleuquina 6 (IL-6). La disminucién de los niveles de la Cx43 utilizando pequenas
moléculas como la oleuropeina o técnicas de edicion genética como CRISPR/Cas9 revirti6 el proceso dando lugar a re-
diferenciacion celular, mejorando el fenotipo celular con incremento en proteinas implicadas en formacion del tejido y
diminuyendo la sintesis de MMPs y del componente inflamatorio y senescencia.

Conclusiones: La disminucion de la Cx43 en condrocitos artrésicos restaura regeneracion tisular, por activacion de re-
diferenciacion celular y disminucion de senescencia. Estos resultados corroboran el uso de la Cx43 como una diana te-
rapéutica eficaz para restaurar regeneracion del cartilago en pacientes con OA y evitar la progresion de la enfermedad.
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INTRODUCCION

La artrosis (OA) es una enfermedad crénica que se ca-
racteriza por una degradacion progresiva del cartilago
articular que recubre la superficie de las articulaciones
sinoviales, que permiten el movimiento del esqueleto
sin que se produzca dolor. Los condrocitos de pacientes
con artrosis sufren cambios en el fenotipo asociados
con un incremento en la actividad catabélica e inflama-
toria?, junto con un incremento en la senescencia ce-
lular y del fenotipo secretor asociado a senescencia
(SASP)%3. Nuestro grupo de investigacion ha demostrado
previamente que los condrocitos en el cartilago articular
poseen largas proyecciones citoplasmaticas que atravie-
san la matriz extracelular (MEC)* capaces de formar co-
nexiones y uniones comunicantes (UCs) a través de
canales de conexina-43 (Cx43)*°. En el afio 2013, nues-
tro grupo de investigacion publicé resultados relevantes
asociados con alteraciones de la actividad de la Cx43 en
artrosis, indicando que desde estadios muy tempranos
de la enfermedad existe un incremento y cambios en la
localizacion de la proteina en el cartilago de pacientes
con artrosis®. Posteriormente, utilizando modelos ani-
males observamos que el dominio C-terminal de la Cx43
juega un papel fundamental en la estructura y composi-
cion del cartilago articular’.

La Cx43 esta implicada en procesos de regeneracion
tisular en piel, corazén y en otros tejidos®. Varios au-
tores han puesto de manifiesto que la artrosis podria in-
cluirse dentro de enfermedades relacionadas con
alteraciones en el proceso de regeneracion tisular!®!t,
De hecho, los condrocitos artrésicos sufren desdiferen-
ciacidn celular y presentan mayores niveles de prolife-
racion celular'?'?, probablemente debido a un intento de
reparar el dafo producido en el cartilago. La presencia
de condrocitos desdiferenciados de forma croénica,
desencadena la sustitucién progresiva de cartilago arti-
cular por fibrocartilago asociado a degeneracion y pér-
dida funcional en la articulacién*'°. En esta linea de
trabajo, es importante destacar que el uso de moléculas
que promueven la condrogénesis, y por tanto la re-dife-
renciacion del condrocito, poseen un efecto protector en
modelos de OA?°. Estas moléculas reciben el nombre de
farmacos modificadores de la OA (DMOADs, del inglés
Disease-Modifying Osteoarthritis Drugs), entre los que se
encuentra la kartogenina, la cual se ha visto que pro-
mueve la condrogénesis en células madre mesenquima-
les humanas y también mejora la regeneracién del
cartilago en ratones sometidos a dafio inflamatorio y/o
mecanico en la articulacion?’. Otras DMOADs, como TD-
198946, TAK-778 o0 AG-041R, también se han descrito
como moléculas promotoras de la condrogénesis con
potencial terapéutico en reparacion del cartilago articu-
lar?!-23, El cartilago de pacientes con OA presenta niveles
elevados de la Cx43 junto con alteraciones en el proceso
de regeneracion tisular. Nuestro objetivo ha sido estu-
diar si alteraciones en la actividad de la Cx43 y de la
comunicacién intercelular a través de UCs estarian rela-
cionadas con cambios en el fenotipo celular y senescen-
cia asociados a progreso de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Recogida de muestras y cultivo celular

Las muestras de cartilago se recogieron y procesaron
como se ha descrito previamente* después de que los
donantes firmaran el consentimiento informado y de la
aprobacién del Comité Etico de Investigacién Clinica de

Galicia (C.0003333, 2012/094 y 2015/029). Se utilizé
la linea celular de condrocitos humanos T/C-28a2, pro-
cedente de condrocitos sanos primarios que fueron
transfectados con la particula virica SV40, generosa-
mente donada por la Dra. Goldring (The Hospital for Spe-
cial Surgery, Nueva York - EE.UU.). Los condrocitos se
cultivaron en medio DMEM (del inglés Dulbecco’s modi-
fied Eagle’s Medium, Lonza) suplementado con un 10%
de suero bovino fetal (FBS, del inglés Fetal Bovine Serum,
Gibco) y una mezcla de antibioticos al 1% (P/S; Penici-
lina 100 U/mlL, Estreptomicina 100 pg/mL, Gibco).

Western blot

El analisis de niveles proteicos totales o nucleares se
llev6 a cabo mediante la técnica de Western blot. Canti-
dades equivalentes de proteinas fueron separados en
geles de acrilamida desnaturalizantes al 10% y transfe-
ridas a una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF). Tras el bloqueo con leche desnatada diluida en
tris salino tamponado (TBS), las membranas fueron in-
cubadas toda la noche a 4°C con anticuerpos primarios
anti a-tubulina (Sigma-Aldrich, T9026), Cx43 (Sigma-Al-
drich, C6129) Twist-1 (SCBT, sc-81417), antigeno nu-
clear de proliferacion celular o PCNA (SCBT, sc-56), p53
(SCBT, sc-126), factor nuclear potenciador de las cade-
nas ligeras kappa de las células B activadas o NF-Kf3
(SCBT, sc-8008) o Lamina A (SCBT, sc-20680). Después
de la incubacién con el anticuerpo primario, se lavaron
las membranas con TBS y se incubaron con sus corres-
pondientes anticuerpos secundarios marcados con pe-
roxidasa de rabano (HRP) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Una vez eliminado el exceso de anticuerpo
con TBS la sefial se visualizé en una cidmara de revelado
LAS-3000 (Fujifilm).

Immunofluorescencia

Para la deteccién de proteinas por inmunofluorescencia,
las células previamente fijadas con paraformaldehido al
2% fueron incubadas con glicina 0,1 M (Sigma-Aldrich)
durante 10 minutos. Posteriormente, se realiz6 una per-
meabilizacién de las membranas celulares con Triton X-
100 (Sigma-Aldrich) al 0,2% en tampoén fosfato salino
(PBS), durante 10 minutos. Las uniones inespecificas
fueron bloqueadas mediante una incubacién de 30 mi-
nutos con 1% de suero de albimina bovina (BSA, Sigma-
Aldrich) en PBS. Posteriormente, las células fueron
incubadas con el anticuerpo primario durante 1 hora a
temperatura ambiente. Tras tres lavados de 10 minutos
con PBS, las células fueron incubadas con el anticuerpo
secundario marcado con un fluor6foro durante 1 hora,
en oscuridad y a temperatura ambiente. Se realizaron
otros tres lavados de 10 minutos con PBS, seguido de
una tincién de nicleos con 4',6-diamidino-2-fenilindol
-DAPI- (Sigma-Aldrich). Las imagenes se realizaron en
un microscopio Olympus BX61 con un camara DP71.

Inmunohistoquimica

Las micromasas de condrocitos fueron embebidas en
0.C.T™ (Optimum Cutting Temperature) y cortadas en
secciones de 4 um, las cuales fueron incubadas con pero-
xido de hidrégeno al 3% durante 10 minutos. Las seccio-
nes fueron incubadas con el anticuerpo primario
anti-colageno tipo II durante 1 hora a temperatura am-
biente. Tras realizar tres lavados con PBS, las secciones
se incubaron con OptiView HQ Universal Linker (Roche)
durante 10 minutos. Posteriormente, se incubaron du-
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rante 8 minutos con OptiView HRP Multimer (Roche), se
lavo el exceso de reactivo y se revel6 la sefial en una solu-
cién de DAB al 0,1% en perdxido de hidrégeno al 0,02%.

Citometria de flujo

Parala medida de los niveles proteicos mediante citometria
de flujo, las células fueron fijadas con paraformaldehido
al 1% durante 10 minutos, se lavaron con una solucién
de lavado (PBS + 0.5% BSA + 2mM EDTA), y se tifieron con
anticuerpos anti Cx43-APC (R&D Systems, FAB7737A), en-
doglina o CD105 - PE (Immunostep, 105PE-100T) o anti-
geno CD166 (ALCAM) o CD166- APC (Immunostep,
1399990314). El anélisis se llevo a cabo en un citémetro
FACSCaliburTM.

Transfeccién celular

La linea celular T/C-28a2 fue transfectada mediante
electroporacion con el kit Amaxa® Cell Line Nucleofec-
tor® kit V (Lonza) en un aparato Cell Line Nucleofector™
(Lonza). Se electroporé 1 millén de células con 3 pg del
plasmido pIRESpuro2 (Clontech) que contiene la se-
cuencia del gen de la Cx43 humana, generosamente do-
nado por la Dra. Arantxa Tabernero (INCYL, Universidad
de Salamanca, Espaiia). A las 24 horas el medio fue cam-
biado por medio con P/S y antibiético para la seleccion
de los condrocitos que contienen el plasmido.

Por otro lado, también se llevo a cabo la electropora-
cion de la linea T/C-28a2 con un vector CRISPR (modi-
ficado de Addgene #48138) con la enzima Cas9 VP12
(derivada de Addgene #72247) unido a un marcador
GFP (proteina verde fluorescente), con una guia que
tiene como diana 20 nucleétidos del gen de la Cx43. Este
vector ha sido generosamente donado por el Dr. Trond
Aasen (Instituto de Investigacion Vall d’'Hebron, Univer-
sidad Auténoma de Barcelona, Espafa). Células electro-
poradas y positivas para GFP fueron sembradas en una
placa de 96 pocillos y expandidas como clones.

Expresion génica

Los niveles de expresion génica se llevaron a cabo me-
diante la extraccién de ARNm con TRIzol (Invitrogen),
retrotranscripcion con el kit SuperScript® VILO™ (Invi-
trogen) y cuantificacion mediante PCR cuantitativa en
tiempo real en un LightCycler®480 (Roche). Se utilizaron
cebadores para:

- hipoxantina fosforibosiltransferasa-1 -HPRT-1- (5" -
TTGAGTTTGGAAACATCTGGAG - 3’; 5" - GCCCAAAGG-
GAACTGATAGTC - 3’), - GJA1 (5’ - ACATGGGTGACTG-
GAGCGCC - 3’; 5’ - ATGATCTGCAGGACCCAGAA - 39,

- interleukina-1B-IL-1B- (5' - CGAATCTCCGACCAC-
CACTAC - 3’; 5’ - TCCATGGCCACAACAACTGA - 3),

- interleukina-6 -1L-6- (5’ - TGTAGCCGCCCCACACA -
3’; 5" - GGATGTACCGAATTTGTTTGTA - 37),

- prostaglandina-endoperdxido sintasa-2 -PTGS2- (5'-
CTTCACGCATCAGTTTTTCAAG - 3’; 5’- TCACCGTAAA-
TATGATTTAAGTCCAC - 3),

- metaloproteasa 3 -MMP-3- (5'- CCCTGGGTCTCTTT
CACTCA - 3’; 5’ - GCTGACAGCATCAAAGGACA - 3'),

- inhibidor-2 de quinasa dependiente de ciclina -
CDKN2- (5’ - GAGCAGAACGATAGGGCTTG - 3’; 5’ -CAT
GTGCCCTCT CCTCCTAA - 3").

Actividad de las UCs

La comunicacidn celular a través de uniones comunican-
tes se evalué mediante un ensayo Scrape Loading/Dye
Transfer (SL/DT). Para ello se realiza un corte sobre cé-
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lulas confluentes con un bisturi y la punta de una aguja
en presencia del compuesto fluorescente Lucifer Yellow
(LY, Cell Projects Ltd® Kent, UK), incubando a 37°C du-
rante 5 minutos. Las células dafiadas que logran reparar
la membrana toman del medio el compuesto fluores-
cente. Se evaluo la transferencia del LY desde la linea de
corte en un microscopio de fluorescencia invertido
(Nikon Eclipse Ti) y se calcul6 la ratio entre células no
dafladas positivas para LY entre el nimero de células
que toman el compuesto a través de un dafio en la mem-
brana.

Senescencia

La senescencia celular se evalu6 segin la actividad B-ga-
lactosidasa con un kit comercial con X-gal como sustrato
(Senescence Cells Histochemical Kit, Sigma-Aldrich) y
también mediante citometria de flujo con el sustrato di-
[-galactopiranésido, que da lugar a fluorescencia verde
al ser hidrolizado (Invitrogen). En el caso del X-gal, las
células con activadad 3-galactosidasa se tefiiran de azul
verdoso, con lo que se pueden analizar en un microsco-
pio de luz visible. Por otro lado, la hidrolisis del sustrato
di-B-galactopirandésido se detectd en un citdbmetro FACS-
Calibur™, y 1a fluorescencia media se normalizé a los ni-
veles de las células no tratadas.

Andlisis estadistico

Para el analisis de los datos se utilizé el programa Graph-
Pad Prism (versién 5.00). Para las variables cuantitativas
analizadas se utiliz6 la t de Student o U de Mann-Whit-
ney. Se consideraron las diferencias estadisticamente
significativas ante valores de p<0,05.

RESULTADOS

La Cx43 activa la actividad catabdlica en condrocitos de
pacientes con OA

En concordancia con lo observado en tejido®, los con-
drocitos articulares en cultivo primario procedentes
de donantes con OA (OAc) presentaron niveles de Cx43
significativamente mayores que aquéllos aislados de
donantes sanos (N) detectados por citometria de flujo
(Figura 1A). Los niveles elevados de Cx43 se correlacio-
naron con mayores niveles de comunicacion intercelular
a través de UCs, cuantificada mediante un ensayo SL/DT
de transferencia de LY (Figura 1B). Con el objetivo de
estudiar el efecto en el fenotipo celular de niveles eleva-
dos de la Cx43 y de comunicacidn intercelular a través
de UCs, se utilizé como modelo de estudio una linea celu-
lar de condrocitos de una donante sana, T/C-28a2. La
Cx43 fue sobreexpresada utilizando un vector con el gen
de la Cx43 humana bajo el promotor del CMV?* (Figura
1C). El incremento de la Cx43 en la linea celular de con-
drocitos humanos T/C-28a2 se correlaciond con un au-
mento de la actividad de las UCs detectada por el ensayo
SL/DT (Figura 1D). El ensayo de expresidon génica me-
diante RT-PCR mostr6 un incremento significativo en la
expresion génica de interleuquina 1- (IL-1p), ciclooxige-
nasa-2 (COX-2) y metaloproteasa-3 (MMP-3) cuando la
Cx43 fue sobreexpresada en la linea de condrocitos sana
(T/C - Cx43) (Figura 1E).

Activacidn desdiferenciacion celular en OA

Mediante ensayos de citometria de flujo estudiamos los
niveles de marcadores de desdiferenciacién celular en
condrocitos de pacientes con artrosis y condrocitos aisla-
dos de donantes sanos, con el objetivo de confirmar la pre-
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sencia de condrocitos inmaduros en muestras de cartilago
de pacientes con OA. Mediante citometria de flujo, se de-
tectaron mayores niveles del marcador “Stem” CD166 en
OAc en cultivo primario en comparacién con condrocitos
sanos (Figura 2A). En concordancia con estos resultados,
el incremento de la Cx43 en condrocitos sanos (linea ce-
lular) utilizando un vector de expresion (T/C-Cx43 o linea
T/C-28a2 transfectada con un pldsmido para sobreexpre-
sar la Cx43) desencadend en un incremento significativo
en los niveles de los dos marcadores “stem-like” CD166 y
CD105, respecto a las células control con niveles bajos de
Cx43 (T/C-28a2) (Figura 2B).

La disminucion de la actividad de la Cx43y de las UCs activa
re-diferenciacién celular en OA

Con el objetivo de disminuir la actividad de la Cx43 en
OAg, se estudi6 el efecto de diferentes moléculas en los
niveles y actividad de la Cx43. En este estudio, observa-
mos que el polifenol oleuropeina disminuye los niveles
de la Cx43 en OAc (Figura 3A). La disminucion de los ni-
veles de la Cx43 mejoro6 el fenotipo del condrocito OA
detectado por un incremento en el principal marcador
de condrocitos articulares, el colageno Il (Figura 3B). El
tratamiento de OAc con una concentraciéon de 10 pM de
oleuropeina durante 7 dias dio lugar a una disminuciéon
significativa de los niveles de marcadores de desdiferen-

ciaciéon CD105 y CD166 (Figura 3C), asi como de la ex-
presién génica de IL-18, IL-6, COX-2 y MMP-3 detectados
por citometria de flujo y andlisis de la expresion génica
respectivamente (Figura 3D). El efecto de la Cx43 en
plasticidad celular en OAc fue confirmado en cultivo 3D.
La modulacion de los niveles de Cx43 en presencia de
oleuropeina 10 uM en micromasas y en medio condro-
génico mejoro la estructura de la matriz extracelular, de-
tectdndose un incremento significativo en los depositos
de coldgeno Il y proteoglicanos en la matriz de la estruc-
tura 3D (Figura 4).

La Cx43 activa TEM y senescencia celular en OAc

La sobreexpresion de la Cx43 en la linea de condrocitos
T/C-28a2, se correlacion con un incremento en el nicleo
de PCNA, proteina utilizada como marcador de prolifera-
cién celular, y con activacion del factor de transcripcion re-
lacionado con TEM, Twist-1, detectado por translocacion
e incremento de los niveles del factor de transcripcion a
nivel nuclear (Figura 5A). Los condrocitos transfectados
para sobreexpresar la Cx43 también mostraron mayores
niveles nucleares de NF-kf3, uno de los factores de trans-
cripcién mas importantes en la regulacion de sintesis del
componente SASP (Figura 5A). Niveles elevados de la
Cx43 se correlacionaron con elevados niveles de los fac-
tores implicados en senescencia celular p53 (Figura 5B)

Figura 1. (A) Niveles de Cx43 analizados por citometria de flujo comparando condrocitos humanos sanos (N) y artré-
sicos (OAc) en cultivo monocapa. n=3, media * error estandar de la media (EEM); ***p<0,0001; test t de Student.
(B) Cuantificacion del ensayo de comunicacion celular Scrape Loading/Dye Transfer (SL/DT) comparando condrocitos
de donantes sanos (N) y artrésicos (OAc). n=8, media * EEM; **p<0,01; test de Mann-Whitney. (C) A la izquierda, in-
munofluorescencia para la Cx43 (verde) en condrocitos T/C-28a2 (T/C) y la misma linea transfectada con un plasmido
para sobreexpresar la Cx43 (T/C-Cx43). Los nticleos han sido tefiidos con DAPI (azul). A la derecha, niveles de expresion
génica de la Cx43 en estas dos lineas de condrocitos. n=5, media * EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney. (D) Cuantifi-
cacion del ensayo de comunicacion celular SL/DT, comparando la linea T/28a2 (T/C) y transfectada con un plasmido
para sobreexpresar la Cx43 (T/C-Cx43). n=10, media + EEM; ***p<0,0001; test de Mann-Whitney. (E) Niveles de ex-
presion génica de IL-13, COX-2 y MMP-3 en la linea T/C-28a2 que sobre-expresa la Cx43 (T/C-Cx43) en comparacion
a la linea transfectada con un plasmido control (T/C). n=4, media + EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney
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y p16 (Figura 5C). El tratamiento de OAc con oleuropeina CD105 (Figura 6B). La disminucion de los niveles de
10 puM redujo los niveles de Cx43 (Figura 3A) y de se- Cx43 en estas células, desencaden6 en una disminucion
nescencia celular detectada por la actividad -galacto- en los niveles de los factores de transcripcion Twist-1
sidasa mediante microscopia dptica y por citometria (TEM) y NF-kf3 (SASP) a nivel nuclear (Figura 6C), dis-
de flujo (Figura 5D). Con el objetivo de confirmar el minuyendo los niveles de senescencia celular, detectada
efecto de la disminucién de Cx43 en TEM y senescencia mediante actividad B-galactosidasa y citometria de flujo
celular, se transfect6 la linea T/C-28a2 con un plasmido (Figura 6D). Los condrocitos T/C-28a2 con bajos niveles
CRISPR/Cas9, obteniendo células heterocigotas para el de Cx43 (CRISPR-Cx43) mostraron niveles significativa-
gen de la Cx43 (Figura 6A). Niveles reducidos de Cx43 mente menores de sintesis de los mediadores pro-infla-
en la linea T/C-28a2 se correlaciond con una disminu- matorios IL-1B e IL-6, y de la proteasa MMP-3, con
cion significativa de los marcadores “stem-like” CD166 y respecto a la linea T/C-28a2 sin transfectar.

Figura 2. (A) Medida del marcador de desdiferenciacion CD166 por citometria de flujo en condrocitos artrésicos
(OAc) y condrocitos de donantes sanos (n=9, media + EEM; ***p<0,0001; test de Mann-Whitney). (B) Niveles de los
marcadores CD105 (n=5) y CD166 (n=7) medidos por citometria de flujo en la linea celular T/C-28a2 que sobre-
expresa la Cx43 (T/C-Cx43) en comparacion a la misma linea transfectada con un plasmido control (T/C). Media +
EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney
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Figura 3. (A) Western blot para detectar Cx43 en condrocitos artrésicos (OAc) en cultivo primario no tratados (NT) o
tratados con 10 puM oleuropeina (Oleu) durante 2 horas. (B) Co-inmunofluorescencia de Cx43 (verde) y colageno tipo
II (rojo) de OAc tratados con 10 uM oleuropeina durante 2 h. Los niicleos celulares aparecen en azul debido a la tincién
con DAPLI. Las flechas blancas indican Cx43 localizada en la membrana celular. (C) Niveles de los marcadores CD105 y
CD166 medidos por citometria de flujo en OAc tratados con oleuropeina 10 uM durante 7 dias (n=5, media + EEM;
**p<0,01; test de Mann-Whitney). (D) Niveles de expresion génica de IL-1f3, IL-6, COX-2 y MMP-3 en OAc tratados con 10
UM oleuropeina durante 2 horas (n=3-7, media + E.E.M; *p<0,05, ***p<0,0001; test de Mann-Whitney)
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Figura 4. Secciones del cultivo tridimensional de condrocitos artrésicos (OAc) cultivados en medio condrogénico (MC)
con/sin oleuropeina 10 uM durante 30 dias. En el panel superior, inmunohistoquimica de una micromasa para cola-
geno tipo II (n=4-6, media + EEM; *p<0,05; test t de Student). Abajo, tincién de azul de toluidina para detectar proteo-
glicanos, que producen viraje de color azul a rosa-violeta (n=6, media + EEM; **p<0,01; test de Mann-Whitney)
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Figura 5. (A) Western blot comparando los niveles de PCNA, NF-Kf3, y Twist-1 nuclear en los condrocitos que sobre-
expresan la Cx43 (T/C-Cx43) con respecto a los mismos condrocitos transfectados con un plasmido control (T/C).
(B) Western blot comparando los niveles totales de p53 entre condrocitos que sobreexpresan Cx43 (T/C-Cx43) y
condrocitos control (T/C). (C) Expresion génica de p16 de condrocitos sobreexpresando la Cx43 con respecto a las
células control (n=4, media + EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney). (D) Arriba, tincion de 3-galactosidasa asociada
a senescencia medida por la ruptura de X-gal en condrocitos artrésicos (OAc) tratados con oleuropeina 10 pM du-
rante 7 dias. Abajo, cuantificacién mediante citometria de flujo de niveles de 3-galactosidasa tras el mismo trata-
miento (n=5, media + EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney)

A

>
o
O 9 c w
PANEPAN
) ] Actividad
;:E}‘z [ pl6 e B-galactosidasa
e s OAc ~
TWist-1 | s s * =
| T
Lamina A | e s = 1,0 : 10 M Oleu '§ 1,0 -
: 2L ;
< 05 £ 05
B > ’ £
o _
O C 0 L - 0
& &\ &\Q, &> NT Oleu
= = ¥
P53 f— UQ’
—_— &\

a—tubuling ——



Varela-Eirin M, Varela-Vazquez A, Blanco A, Caeiro JR, Maydn MD (R|GINALES

Rev Osteoporos Metab Miner. 2019;11(2):46-54

Figura 6. (A) A la izquierda, niveles de expresion génica de la Cx43 en los condrocitos T/C-28a2 (T/C) y la misma linea
con s6lo una copia de Cx43 (CRISPR-Cx43). n=4, media + EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney. A la derecha, inmuno-
fluorescencia para la Cx43 (verde) en condrocitos T/C-28a2 (T/C) y la misma linea transfectada con sélo una copia de
Cx43 (CRISPR-Cx43). Los nucleos han sido teiiidos con DAPI (azul). (B) Niveles de los marcadores CD105 y CD166 me-
didos por citometria de flujo en la linea celular T/C-28a2 con una sola copia de Cx43 (CRISPR-Cx43) en comparacion
a la misma linea sin transfectar (T/C). n=7, media + EEM; *p<0,05, **p<0,01; test de Mann-Whitney (C) Western blot
para detectar Twist-1, NF-kf y N-Cadherina comparando un extracto nuclear de lalinea T/C-28a2 (T/C) y de la misma
linea con baja cantidad de Cx43 (CRISPR-Cx43). Se ha utilizado la proteina lamina A como control de carga. (D) Cuan-
tificacién mediante citometria de flujo de niveles de 3-galactosidasa en la linea T/C-28a2 (T/C) y la misma linea con
s6lo una copia de Cx43 (CRISPR-Cx43). n=4, media + EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney. (E) Niveles de expresion gé-
nica de IL-1, IL-6 y MMP-3 medidos en las mismas células. n=4, media + EEM; *p<0,05; test de Mann-Whitney)
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Discusion citoquinas pro-inflamatorias y enzimas degradadoras de la

Durante la artrosis, los condrocitos presentan niveles in-
crementados de la proteina transmembrana Cx43°y su fe-
notipo se ve alterado impidiendo que puedan participar en
la regeneracion del tejido y llevar a cabo su funcién, desen-
cadenando en la progresiva degeneracion del tejido. La des-
diferenciacién relacionada con fendmenos de transicién
epitelio-mesénquima (TEM) es un proceso celular que par-
ticipa en la regeneracion de tejidos al permitir alas células
desdiferenciarse a un estado mas inmaduro para activar
procesos entre los que se incluyen proliferacion celular y
migracidn, con el objetivo de reemplazar las células dana-
das y remodelar la matriz extracelular?>?¢ Sin embargo,
cuando esta desdiferenciacion ocurre de forma crénica
puede ocasionar el desarrollo de fibrosis en el contexto de
regeneracion tisular?”?, En este estudio hemos descrito
que los niveles de Cx43 y comunicacion intercelular a tra-
vés de UCs en artrosis se correlacionan positivamente con
los marcadores de desdiferenciacion celular CD105 y
CD166. Ademas, hemos comprobado que este estado
puede ser revertido parcialmente mediante el uso de mo-
léculas que disminuyen los niveles de Cx43, mejorando el
fenotipo de los condrocitos artrésicos y de la MEC en en-
sayos in vitro. La disminucién de la Cx43 dio lugar a re-di-
ferenciacion celular y, por tanto, a una menor expresion de

matriz del cartilago articular. Nuestros resultados también
ponen de manifiesto que niveles elevados de la Cx43 en
condrocitos se relacionan con un incremento en senescen-
cia asociada a una mayor expresiéon de p1642 y altos ni-
veles de p53. Estudios recientes remarcan la importancia
de la senescencia en artrosis?>-3. De hecho, Jeon et al. pu-
blicaron un articulo en Nature Medicine donde mostraron
la senescencia como una nueva diana terapéutica para tra-
tar la artrosis y promover la regeneracion del cartilago333*.
En este estudio demostramos por primera vez la relacion
entre la sobre-actividad de la Cx43 en condrocitos huma-
nos y la activacion de desdiferenciacién y senescencia ce-
lular que desembocan en alteraciones en el proceso de
regeneracion y favorecen el progreso de la enfermedad. A
partir de estos resultados, terapias dirigidas a disminuir
los niveles de Cx43 en artrosis surgen como una intere-
sante aproximacion terapéutica para la artrosis.

En conclusidn, estos hallazgos sugieren que el incre-
mento en la actividad de la Cx43 que se alcanza desde
estadios muy tempranos de la OA® podria contribuir a la
degeneracion del cartilago articular y de la articulacion
al activar desdiferenciacion celular via TEM y senescen-
cia celular, contribuyendo a la sintesis de enzimas que
degradan la liberacion de citoquinas que contribuyen al
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proceso degenerativo en la articulacién. Estos resulta-
dos demuestran que la Cx43 y las UCs actiian como re-
gulador de la desdiferenciacidon/re-diferenciacion y
senescencia en condrocitos, probablemente activando
proteinas relacionadas con TEM, como Twist-1, y de ci-
toquinas pro-inflamatorias como IL-1f. La disminucion
en los niveles de Cx43 en OAc promueve su re-diferen-
ciacion disminuyendo la expresion de mediadores infla-
matorios y senescencia, y a su vez se acompana de
mayor depésito de Col2A1 y proteoglicanos en la matriz
extracelular. El uso de moléculas como la oleuropeina y
el disefio de estudios que permitan disminuir la activi-
dad de la Cx43 in vivo probablemente constituya un pri-
mer paso en el desarrollo de estrategias terapéuticas
innovadoras para el tratamiento eficaz de la artrosis
desde estadios tempranos de la enfermedad al restaurar
la regeneracion del tejido.
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