Inmunodeteccién de Wingless int-3 (Wnt3) en la reparacién de defectos 6seos ortopédicos en conejos tratados con matriz
Osea desmineralizada.

Articulo de Audisio, S.A.; Vaquero, P.G; Verna, E.C; Cristofolini, A.L.; Merkis, C.I.

CIENCIA VETERINARIA, Vol. 21, N2 1, enero-junio de 2019, ISSN 1515-1883 (impreso) E-ISSN 1853-8495 (en linea), pp. 27-42

DOTI: http://dx.doi.org/10.19137 /cienvet-201921102

Inmunodeteccion de Wingless int-3 (Wnt3) en la
reparacion de defectos dseos ortopédicos en conejos
tratados con matriz 6sea desmineralizada
Audisio, S.A..; Vaquero, PG'; Verna, E.C.%; Cristofolini, A.L.?; Merkis, C.1.?

1 Cdtedra Técnica y Patologia Quirtrgica - Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLPam,
Calle 5y 116, General Pico (6360), La Pampa, Argentina.

2 Area Microscopia Electrénica - Facultad de Agronomia y Veterinaria, UNRC, Rio Cuarto,

Cérdoba, Argentina

Correo electrénico: saudisio@vet.unlpam.edu.ar

RESUMEN

Si bien la expresion de Wnt y sus isoformas se conocen ampliamen-
te en la esqueletogénesis embrionaria, poco se sabe del rol que des-
empeifia, en particular la isoforma Wnt3, en la reparacién de defectos
0seos ortopédicos. Se emplearon 30 conejos a los que se les practicé a
cada uno, un defecto 6seo en sus miembros toracicos, el que se pro-
cedid a rellenar con matriz 6sea desmineralizada (MOD). Los conejos
fueron sacrificados a los 7, 15, 21, 30, 60 y 150 dias post-tratamiento
para realizar inmunodeteccion de Wnt3 en los sitios de reparacion.
La inmunodeterminacion se efectué mediante densidad 6ptica (DO) y
densidad o6ptica integrada (DOI). Las DO y DOI se analizaron mediante
ANOVA y Test LSD de Fisher. La proteina Wnt3 se inmunodetecté en
células mesenquimaticas, en los sitios donde se produjo la condrogé-
nesis y en células osteoprogenitoras, preosteoblastos y osteoblastos.
La DO tuvo variaciones significativas (p<0,05) alos 7,15, 60 y 150 dias
post-tratamiento. El mismo analisis estadistico para DOI sefial6 que
hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) a los 30 dias
respecto a los 60 y 150 dias. La evidencia expuesta mostro los sitios
histolégicos como asi también la cronologia de expresion de Wnt3 en
la reparacion de defectos 6seos ortopédicos tratados con matriz ésea
desmineralizada.
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Wingless int-3 (Wnt3) Immunodetection in the repair
of orthopedic bone defects in rabbits treated with
demineralized bone matrix

SUMMARY

Although the expression Wnt and its isoforms are widely known
in the embryonic skeletogenesis, little is known about the role they
play in the particular Wnt3 isoform in the repair of orthopedic bone
defects. Thirty rabbits were used, which were given a bone defect in
one of the radiuses. The defect was refilled with demineralized bone
matrix (DBM). The rabbits were sacrificed at 7, 15, 21, 30, 60 and 150
days post-treatment to immuno-detect the Wnt3 in the repair sites.
The immuno-determination was done by optic density (OD) and in-
tegrated optic density (I0D). Both, the OD and the IOD were analyzed
using ANOVA and Fisher LSD test. The Wnt3 protein was immuno-de-
tected in mesenchymal cells, in the sites where the chondrogenesis
was produced and in osteoprogenitor, preosteoblasts and osteoblasts
cells. The OD had significant variations (p<0,05) at 7, 15, 60 and 150
days post-treatment. The same statistical analysis for IOD showed sig-
nificant statistical differences (p<0,05) at day 30 with respect to 60
and 150 days post-treatment. The evidence showed the histological
sites as well as the chronological immune expression of Wt3 in the
repair of orthopaedic bone defects treated with demineralized bone
matrix.
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Introduccion

La matriz 6sea desmineralizada (MOD) es utilizada en cirugia ve-
terinaria debido a su propiedad osteoinductival®. Por esa razén se
la suele emplear con el fin de reparar fracturas, resolver no uniones,
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osteomielitis y rellenar defectos como consecuencia del tratamiento
de neoplasias®3*9),

La MOD se encuentra constituida por los elementos organicos
que conforman la matriz 6sea. Entre ellos se hallan el colageno Tipo
I, la proteina morfogénica del hueso (BMP), osteocalcina (OC), os-
teopontina (OPN), sialoproteina 6sea BSP, (por su sigla en inglés) y
osteonectina®?.

La proteina Wingless-int (Wnt) conforma una familia de glico-
proteinas que se encuentra implicada en el desarrollo embrionario,
la induccién de tejido, la polaridad axial® y la tumorigénesis®?. Es
reguladora de la formacién de hueso junto a la hormona paratiroide,
prostaglandinas y BMP. Impulsa la diferenciacion de las células me-
senquimales (CM) en osteoblastos!?, la diferenciacién en osteoblas-
tosD, en condrocitos®® y regula la masa 6sea®®.

Wnt acciona sobre las células a través de las vias canoénica y no ca-
nonica. La via candnica es la que mejor se conoce*1>1% esta proteina
actiia impidiendo la degradacién de la B-catenina citosélica, evitando
asi que la misma intervenga sobre el ADN en el nucleo celuar e indu-
ciendo la proliferacion y diferenciacion celular. Mientras que la via no
canodnica utiliza mediadores diferentes para expresarse!”),

El objetivo del presente articulo, segin protocolo previamente in-
formado por autores('®, consistié en establecer y cuantificar la pre-
sencia espacial y temporal de Wnt3 en el proceso de reparacién de
defectos 6seos ortopédicos tratados con MOD procesada.

Materiales y métodos

Se emplearon 30 conejos machos y hembras sexualmente madu-
ros a los que se les brindaron cuidados de manejo segun las normas
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de
La Pampa. Los animales fueron mantenidos en jaulas individuales,
alimentados con una férmula balanceada y agua ad-libitum. Luego de
un periodo de acostumbramiento a las condiciones de alojamiento se
procedio a realizar la experiencia.

Ante la falta en el momento de realizar el trabajo de reglamenta-
cion de ética animal para el abordaje experimental, se confeccion6
expreso un protocolo siguiendo normas internacionales avaladas por
las Facultades de Ciencias Veterinarias delas  Universidades de La
Plata y Rio Cuarto.

Losconejosfueronsedadoscon0,1 mg/kgdediazepam (Diazepam®,
Lab Zoovet, Arg), 0,01 mg/kg IM de acepromacina (Acedan®, Lab
Holliday, Arg) y anestesiados con 40 mg/kg IM de ketamina (ketamina
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50®, Lab Holliday, Arg). A cada animal le fue acondicionado uno de los
miembros toracicos para ser intervenidos en condiciones de asepsia.
Se abordaron las diafisis radiales a través de la cara dorsal del antebra-
zo donde se cre6 un defecto que por sus minimas dimensiones no cura
de forma espontadnea en la vida del animal®?, equivalente a dos veces
el didmetro de la diafisis®?.

La MOD se obtuvo de procesar diafisis 6seas provenientes de hue-
sos largos de conejos seglin protocolo previamente informado®®.
Brevemente, la técnica consistié en extraer los tejidos blandos de los
huesos a 42C. Las diafisis se fragmentaron hasta obtener particulas de
100 a 750 pm. Al hueso fragmentado le fueron extraidos los lipidos
con una solucién de cloroformo:metanol y luego se desmineralizé con
acido clorhidrico (HCI) 0,6N. Una vez estabilizado el pH en 7,0 se con-
servo en alcohol etilico 952 a 42C hasta su uso.

Luego de rellenar los defectos con la MOD, se suturaron los mus-
culos extensores con poligalactina (Vicryl®, Ethicon, USA) y el tejido
subcutdneo y piel segin técnicas de rutina. Luego de las intervencio-
nes los conejos recibieron 1.000.000 IU de bencilpenicilina y dihi-
droestreptomicina (Dipenisol®, Lab. Bayer, Arg.) y antiinflamatorios
no esteroides, (Ketofen 0,1 mg/kg (Kalmavet®, Lab Vetanco, Arg) por
3-5dias.

Los conejos fueron sacrificados a los 7, 15, 21, 30, 60 y 150 dias
post-operatorio en grupos de 5 animales. De cada cadaver se recupe-
raron las porciones de las diafisis que contenian los defectos tratados.
Las muestras se fijaron con formol salino tamponado, se deshidrataron
con baterias de alcoholes de graduacion creciente, para ser incluidos
en parafina. Se realizaron cortes histologicos correspondiente a los
defectos provocados y tratados de aproximadamente 4 um con micro-
tomo (Microtom®, USA) y montaron 3-4 cortes sobre cada portaob-
jeto. Los cortes histologicos se trataron con peréxido de hidrégeno al
3% (v/v), luego se lavaron con PBS y posteriormente se incubaron con
el anticuerpo para Wnt3 (H-70): sc-28824 dilucién 1/200; Santa Cruz
Biotechnology, Inc, USA) durante 1 hora a temperatura ambiente en
camara humeda. Posteriormente fueron lavados con soluciéon tampé6n
fosfato salino (PBS pH 7,2) e incubados durante 20 minutos con el se-
gundo anticuerpo biotinilado (compuesto por inmunoglobulinas bio-
tiniladas anti-conejo, anti-ratén y anti-cabra). Luego de ser nuevamen-
te lavados con PBS fueron tratados con el complejo de streptavidina
conjugada con peroxidasa (LSAB®+Systems HRP, Dako Cytomation).
Luego del periodo de incubacion fueron lavados y tratados con la so-
lucion de sustrato cromdégeno 3,3 -diaminobenzidina (DAB). Con pos-
teridad los cortes fueron contrastados con hematoxilina de Mayer,
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lavados con soluciéon de hidréxido de amonio, deshidratados en bate-
ria de alcoholes de concentracién creciente y montados con Entellan
(Merck, Alemania).

La expresion de Wnt3 se establecio6 positiva cuando se tifié de color
marrén la matriz extracelular y citoplasma de células mesenquimati-
cas, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos.

ANALISIS DE DENSITOMETRIA OPTICA (DO) Y DENSITOME-
TRIA OPTICA INTEGRADA (DOI)

Se capturaron imagenes de los cortes inmunomarcados con aumen-
to 200X con un microscopio éptico Axiophot (Carl Zeis, Alemania) aco-
plado a una cAmara digital Powershot (G6, 7.1 megapixeles, Canon INC,
Japon) que empleé el software AxioVision 4.6.3 (Carl Zeis, Alemania).
Las imagenes tomadas correspondieron a las particulas de MOD, teji-
do osteocondroide, a la fase de osificacién y del hueso nuevo trabecu-
lar y hueso maduro. Las imagenes se analizaron segin metodologia
previamente informada por Vasconcellos et al.?Y

La inmunomarcaciéon de Wnt3 se cuantificé calculando la densidad
optica (DO) y densidad éptica integrada (DOI). Para estimar las DO y
DOl las imagenes capturadas de los cortes histologicos se introdujeron
en el software Image] 1.49b (Media Cybernetics, USA). Este convirtié
el color marrén de la expresion de BMP-2 en grises en una escala que
se extiende de 0 a 255 (el 0 corresponde al blanco y el nimero 255 al
negro). La densidad optica se calcul6 segun la formula DO=Log , (IT/
I1); 1a IT es la intensidad transmitida (equivale a 255) y la Il que es la
intensidad incidente, que se corresponde a la media de grises en la
imagen analizada por el software. La densidad 6ptica integrada (DOI)
se obtiene del producto entre la DO y la unidad de superficie expresa-
da en micras cuadradas (p?) ocupada por la expresion de Wnt3, segtin
la férmula DOI=(DO *AREA). El resultado de ambas férmulas se expre-
s6 en unidades arbitrarias (UA).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se introdujeron en el software Infostat?? con
los cuales se realiz6 estadistica descriptiva. Las medias de cada perio-
do de estudio se las analiz6 con ANOVA y test de LSD de Fisher para
comparar multiples grupos. La significacion estadistica se definio
como p<0,05.
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Resultados

A los 7 dias post-operatorio la proteina Wnt3 se inmunodetectd en
las células mesenquimaticas (CM) ocupando los espacios entre las parti-
culas de MOD (Figura N°1). La DO para Wnt3 fue 0,10 (+0,05; min:0,04-
max:0,21) y la DOI 3,15 (#4,66; min: 0,09-max: 21,07) (Tabla N°1).

Tabla N°1. Densidad 6ptica (DO) y densidad 6ptica integrada (DOI) de Wnt3 en

los periodos estudiados

DO DOI
- dias 0,10 (+0,05) 3,15 (+4,66)
(min:0,04-max:0,21) (min :0,09-méax: 21,07)
. 0,31 (£0,12) 5,27 (£5,98)
sl (min: 0,07-max: 0,46) (min: 0,06-max: 23,17)
. 0,14 (+0,05) 1,77 (£2,01)
21dias (min: 0,11-max: 0,27) (min: 0,25-méx: 6,17)
) 0,19 (£0,06) 6,45 (£7,42)

30 dias (min: 0,11-méax: 0,26) (min:0,06-méx:21,76)
. 0,39 (£0,17) 0,97 (2,07)
LD (min: 0,17-max: 0,57) (min: 0,001-méx:5,20)
. 0,36 (£0,12) 0,27 (£0,23)
ADATES (min: 0,26-méx: 0,55) (min: 0,03-méx: 0,62)

Figura N?21. Inmunodetecciéon de Wnt3 en las particulas de MOD a los 7 dias
post-tratamiento. 200X.
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Luego de 15 dias de tratamiento Wnt3 inmunomarco en las CM que
rodeaban a las particulas de MOD (Figura N°2), en los sitios donde se

llevaba a cabo la condrogénesis, en los condrocitos y en los sitios de
osificacion (Figura N°3).

Figura N°2. THQ Wnt3 de tejido de reparacion de defectos 6seos tratados con
MOD. Las particulas de MOD se hallan rodeadas por células mesenquimaticas
inmunomarcadas (izquierda). Analisis digital de la misma imagen muestra en
color rojo las células marcadas (derecha) IHQ 200X.

A B
Figura N°3. Inmunodeteccion de Wnt3. A) de tejido de reparacion de defectos dseos
tratados con MOD. En la micro fotografia superior se manifiesta la inmunomarca-
cion de Wnt3 en células mesenquimaticas (CM), cartilago (C), condrocitos hipertro-

ficos (Ch) y sitio de osificacion (Os). B) Analisis digital de la misma microfotografia
en la que se muestra en rojo la presencia de Wnt3. 200X.

En sectores donde predominaban espiculas 6seas nuevas inmu-

nosefial6 en las células osteoprogenitoras, condrocitos hipertroficos,
preosteoblastos, osteoblastos y osteocitos (Figura N24).
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A B
Figura N°4. Inmunomarcacién de Wnt3 de en corte histoldgico de un sector de
reparacion conteniendo espiculas neoformadas. En la fotografia superior, en el an-
gulo superior izquierdo se observan células mesenquimaticas (CM), espiculas en
centro de la imagen sobre las que se depositan osteoblastos (Ob); entre los espacios
formados por las espiculas las células osteoprogenitoras (*) y los pre osteoblastos
marcados en rojo como producto del andlisis digital de la microfotografia. 200X.

La DO para Wnt3 fue 0,31 (#0,12; min: 0,07-max: 0,46) y la DOI
5,27 (£5,98; min: 0,06-max: 23,17) (Tabla N91).

Hacia los 21 dias post-tratamiento la proteina Wnt3 inmunoexpre-
s6 en las CM y en las células precursoras de tejido condral. En los con-
droplastos y condroceles; y aisladamente en condrocitos hipertroficos
que se encontraban cercanos a los lugares de osificacion (Figura N°5).

A B
Figura N25. Inmunodetecciéon de Wnt3 a los 21 dias. A) En sector de espiculas
6seas nuevas. Wnt3 inmunosefiala en las CM, tejido cartilaginoso (C), condro-
citos (Co), condrocitos hipertroéficos préximos a los sitios de osificacion (Os),
preosteoblastos (POb) que se encontraban entre las trabéculas (E), y en osteo-
citos (Oc) trabeculares. B) Analisis digital de la misma microfotografia, en negro
se destaca la presencia de Wnt3. 200X.
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La DO y DOI a en este periodo de reparacion fue 0,14 (+0,05; min:
0,11-max: 0,27) y 1,77 (£2,01; min: 0,25-max: 6,17) respectivamente
(Tabla N21)

Luego de 30 dias, Wnt3 se hall6 en los osteoblastos y preosteoblas-
tos (Figura N26).

A B
Figura N26. Inmunomarcacién de Wnt3. A) Inmunolocalizacién de Wnt3 en los
osteoblastos presentes en la superficie de las trabéculas y en los preosteoblas-
tos que se encuentran en los espacios intertrabeculares; B) analisis digital de la
microfotografia A, en rojo se destaca Wnt3. 200X.

El andlisis de las densidades fue DO 0,19 (*¥0,06; min: 0,11-max:
0,26) y DOI 6,45 (%7,42; min: 0,06-max:21,76) (Tabla N°1).

Alos 60 dias post-operatorio, Wnt3 se inmunomanifesté en los os-
teocitos y células de la médula 6sea presente entre los espacios trabe-
culares (Figura N27).

A B
Figura N27. A) Inmunomarcaciéon de Wnt3 en las trabéculas (T) 6seas, osteo-
citos (Oc) y células de la médula 6sea a los 60 dias post-operatorio. 100X. B)
Inmunomarcaciéon para Wnt3 luego de 150 dias post-tratamiento. Wnt3 se en-
cuentra en ciertos osteocitos y células de la médula 6sea. 200X.
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La DO registrada fue 0,39 (+0,17; min: 0,17-méax: 0,57) ylaDOI 0,97
(¥2,07; min: 0,001-max:5,20) (Tabla N°1).
Luego de 150 dias Wnt3 se encontr6 en escasos osteocitos y en

las células de la médula 6sea presente en los espacios trabeculares
(Figura N°8).

Figura N28. Inmunomarcacién para Wnt3 luego de 150 dias post-tratamiento.
Wnt3 se encuentra en ciertos osteocitos y células de la médula dsea. 200X.

La DO fue 0,36 (+0,12; min: 0,26-max: 0,55) y DOI1 0,27 (+0,23; min:
0,03-max: 0,62) (Tabla N21).

El analisis ANOVA y test comparativo LSD de Fisher para las DO,
genero tres grupos de clasificacion, el primero incluyd a las medias
obtenidas de los 15, 60 y 150 dias; el segundo grupo lo constituyeron
las medias de los 21 y 30 dias y el tercer grupo las medias de los 7 y
21 dias. La DO tuvo diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)
entre el grupo de clasificaciéon 1 (15, 60 y 150 dias) con el grupo de
clasificacién 2 (21 y 30 dias), en tanto que la DO a los 7 dias poseia
diferencia significativa (p<0,05) con las medias los grupos 1y 2 (a ex-
cepcion de los 21dias). El mismo analisis estadistico para DOI sefial6
que hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) a los 30
dias respecto a los 60 y 150 dias.
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Discusion

Si bien los mecanismos y vias de sefializacién de Wnt3 durante la
esqueletogénesis en la vida embrionaria se encuentran ampliamen-
te estudiados™®, poco se conoce del rol que cumple en la reparacion
de fracturas. Se sabe que las isoformas Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt10b,
Wnt11, Wnt13 se expresan en la reparacion de las fracturas a través de
la via canoénica de B-catenina@3?4,

La expresion de Wnt3 a los siete dias post-implante es un resultado
que era previsible pues ocurre de forma similar tal como ocurre en
la esqueletogénesis embrionaria®. En la reparacién de los defectos
0seos tratados con MOD se inmunomanifesté en las CM sobre las que
actud promoviendo la proliferacion y diferenciacion de esas células.

La expresion de Wnt3 habria respondido a la activacion de sus vias
de sefializaciéon no candnicas que induce BMP-2%9, Asi, ambas pro-
teinas operan reclutando a las CM mediante el factor de crecimien-
to del tejido conectivo (CTF@@” ) La accién conjunta de BMP-2 y
Wnt3 influy6 en la condensacién, agregacion, proliferacion y diferen-
ciacion celular observados en esta experiencia y que fueran descrip-
tos en la embriogénesis, en estudios in vitro y en la reparaciéon de las
fracturas(28'29'30'24'31'25).

En concordancia con Fischer et al, (2002)?” observamos que la
isoforma Wnt3 intervino en la condrogénesis, aunque no se expreso
en la fase de maduracion de los condrocitos. Avanzada la diferencia-
cion de los condrocitos, Wnt3 nuevamente se inmunoexpreso en los
condrocitos hipertroficos. Esta nueva expresion, responderia a la acti-
vacion del factor de transcripciéon Runx2G2),

Las caracteristicas de la osificacion observada, se corresponderian
con el modelo de osificacidon transcondral y no con el modelo de osi-
ficaciéon endocondral reportado en la reparacion de las fracturas®339,
En la osificacién transcondral los condrocitos hipertroéficos se transdi-
ferencian en células osteo progenitoras sin que se produzca la apopto-
sis de las mismas como sucede en la osificaciéon endocondral®>3¢)

La inmunomarcacién de Wnt3 en los osteoblastos revela el rol que
posee en la proliferacion y diferenciacion de las células que integran el
linaje osteogénico. La expresion de Wnt3 en los osteoblastos respon-
de al rol que tienen de prevenir la desdiferenciacion en condrocitos®?”
ya que ésta es una forma también de transdiferenciacion®®.

Wnt3 demostr6 una variada expresion en la reparacion de defectos
6seos ortopédicos tratados con MOD, semejante a lo que sucede du-
rante la esqueletogénesis en la vida embrionaria®%4041),
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El estudio de la DO y DOI permiti6 establecer la presencia y/o au-
sencia de Wnt3 y a la vez cuantificar el grado de expresién en las distin-
tas fases estudiadas. Las cuantificaciones contribuyeron a establecer
el grado de participacion de cada proteina en el momento analizado.

Por otra parte, la expresion de Wnt3 inducida por la via candnica
y por BMP-2 en las CM pluripotentes sefal6 el inicio de la cascada de
eventos de proliferacion y diferenciacion celular que concluy6 en la
reparacion de los defectos.

Conclusion

En el presente trabajo quedé demostrado que Wnt3 se inmunoma-
nifesté en estadios de reparacion cruciales como en la proliferacion
y diferenciaciéon de las células mesenquimaticas pluripotentes, en la
condrogénesis, en la diferenciacidon de preosteoblastos y osteoblastos
como asi también en los sitios donde se llev6 a cabo la osificacién. La
evidencia expuesta mostrd los sitios histolégicos como asi también la
cronologia de expresion de Wnt3 en la reparaciéon de defectos 6seos
ortopédicos tratados con matriz 6sea desmineralizada.
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