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RESUMEN 

Durante el desarrollo del esqueleto, cuando el cartílago en crecimiento 

alcanza cierto tamaño, éste puede segmentarse y formar dos elementos 

esqueléticos a partir de uno, separados por una articulación. En este trabajo 

proponemos un mecanismo mediante el cual las Integrinas y las Proteínas 

morfogenéticas de hueso (BMP) regulan estos procesos durante el desarrollo del 

esqueleto. El bloqueo de las Integrinas 0.5 y ~1 mediante anticuerpos 

neutralizantes en extremidades de embriones de ratón cultivadas, indujo la 

expresión de los marcadores de articulaciones Wnt-14 y Gdf-5, así como la 

formación de articulaciones ectópicas en el zeugopodio (radio y ulna). Las 

articulaciones ectópicas se formaron entre los condrocitos en proliferación y los 

hipertróficos; en esta zona la Integrina 0.5 deja de expresarse durante el desarrollo 

de las articulaciones normales. Así , el bloqueo de las Integrinas interrumpe la 

diferenciación de los condrocitos en proliferación a prehipertróficos, de tal forma 

que dejan de expresarse la Colágena tipo 11 e Indian hedgehog (IHH), los cuales 

son marcadores de diferenciación del cartilago. Sorprendentemente, la adición de 

BMP-7 en el medio de cultivo aceleró la formación de estas articulaciones. 

Por otro lado, la sobrexpresión de los genes de las Integrinas aS~1 en la 

extremidad embrionaria del pollo, indujo la expresión de Ihh y la inhibición de Wnt-

14, es decir, se inhibió la formación de articulaciones como consecuencia del 

sobrecrecimiento de cartílago, lo que resultó en la fusión los elementos 

esqueléticos del autopodio. 

Estos resultados indican que la decisión de los condrocitos en proliferación 

para diferenciarse hacia un destino prehipertrófico o prearticular está en función de 

la presencia o ausencia de la integrina aSpl. Con base en estos hechos, se 

sugiere que las integrinas a Spl coordinan la formación de articulaciones y la 

maduración de los condrocitos durante el desarrollo del esqueleto. 

1 
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SUMMARY 

During skeletal development, when growing cartilage reaches a particular 

size, segmentation may occur lorming two skeletal elements separated by a joint. 

In this work, we propose a mechanism by which Integrins and Bone Morphogenic 

Proteins (BMP) regulate this process during skeletal development. Inhibition 01 aS 

and ~ 1 Integrins by blocking antibodies in limb mouse cultures produced an ectopic 

joint in the zeugopod (radius and ulna). Expression 01 joint markers like Wnt-14 

and Gdf-5 corrobora tes this lact. Ectopic joints were lormed between prolilerating 

and hypertrophic chondrocytes; in this zone aS Integrin is not expressed during the 

development 01 normal joints. In this way, blocking Integrins stops differentiation 01 

prolilerating chondrocytes to prehypertrophic chondrocytes, and reduces 

express ion 01 markers 01 cartilage differentiation like collagen type 11 and Indian 

hedgehog (IHH). Surprisingly, addition 01 BMP-7 in the culture medium enhanced 

the induction of ectopic joints. 

On the other hand, missexpression 01 aS~ 1 Integrin in the chicken limbs, 

results in cartilage growth and inhibition 01 joints. This was resulted in the presence 

01 more hipertrophyc cartilage, over-expression 01 Ihh and inhibition 01 Wnt-14. 

These results indicate that late 01 prolilerating chondrocytes towards to 

differentiation to a prehipertrophic late or to prearticular late depend 01 the 

presence or the absence 01 aS~ l Integrin. This suggests that aS~1 Integrins 

coordinate the joint formation and chondrocyte differentiation during skeleton 

development. 

2 
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INTRODUCCiÓN 

El patrón estructural del esqueleto de la extremidad 

Hace 360 millones de años que los antecesores de los vertebrados 

abandonaron el medio acuático para desplazarse sobre la tierra con la ayuda de 

apéndices pareados. Durante el transcurso de la evolución, se han producido 

extremidades que han hecho posible la locomoción de los vertebrados de diversas 

maneras como correr, nadar o volar. Aunque son muy diversos los cambios 

adaptativos de las extremidades entre las diferentes especies de tetrápodos, la 

organización fundamental del esqueleto se ha conservado (figura 1). Existen tres 

compartimentos evidentes en el esquema básico del esqueleto de la extremidad 

de los tetrápodos actuales: el estilopodio es un solo elemento esquelético proximal 

(húmero o fémur) , el zeugopodio presenta dos elementos intermedios (radio y ulna 

o tibia y fibula) , y el autopodio tiene un número variable de elementos esqueléticos 

en la región distal (carpos o tarsos, y falanges) (Gilbert, 2000). En general, las 

variaciones del esquema básico entre las diferentes especies de vertebrados se 

encuentran en el largo, número, forma y organización de los huesos de la 

extremidad y se define como el patrón del esqueleto (Wolpert, 2002) . Estas 

variaciones del patrón esquelético resultan en las diferentes funciones de la 

extremidad . 

Los mecanismos por los cuales se establece el patrón del esqueleto aún no 

están bien establecidos, pero se han realizado muchos estudios acerca del 

desarrollo de la extremidad en embriones de pollo y ratón . 

Durante la morfogénesis de la extremidad , el esqueleto se forma a partir de 

la condensación de células mesenquimales (indiferenciadas). Al momento que 

esta agregación celular crece, las células se diferencian a cartílago y en última 

instancia son reemplazadas por hueso (ver adelante). Cuando una condensación 

cartilaginosa alcanza cierto tamaño, se ramifica y articula para dar origen a los 

diferentes elementos esqueléticos de la extremidad . De esta forma, la regulación 

de la diferenciación celular del cartílago y la formación de articulaciones son 

3 
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fundamentales durante el crecimiento de los huesos largos y la separación de los 

elementos esqueléticos (figura 2); es decir, estos procesos determinan la forma y 

el tamaño de cada elemento esquelético durante la morfogénesis de la extremidad 

embrionaria (Mariani y Martin, 2003) . 

.. ~ 
" -

........ - - 7!''----- .... 

Figura 1. Patrón esquelético de la extremidad en los vertebrados: homologia de estructuras de las 

extremidades anteriores del humano, ave, murciélago y ballena. Todas las extremidades derivan de un 

antecesor tetráfXldo común. Aunque las adaptaciones de las extremidades al trabajo, vuelo y nado 

evolucionaron independientemente, tOOas ellas presentan un patrón esquelético básico, conformado por un 

estilopodio, zegofXldio y autopodio, ubicados similarmente en los ejes antero-posterior, proximal-distal y 

dorso-ventral de los vertebrados. 

4 
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Figura 2. Formación del Esqueleto Apendicular. a.- las extremidades se desarrollan en puntos muy 

específicos del eje antero-posterior del cuerpo, a estos sitios se les conoce como campos de la extremidad. 

b.· la formación del esqueleto inicia ron la condensación de células mesenquimales que se diferencian a 

cartílago dando origen a los moldes del esqueleto cartilaginoso. c.- El cartilago crece y se ramifica. Durante 

este proceso, se forman las articulaciones que segmentan al molde inicial de cartílago que dará origen a los 

diversos elementos esqueléticos de la extremidad. 

Establecimiento y crecimiento del primordio de la extremidad 

Las extremidades se desarrollan en puntos muy especificos del eje antera

posterior del cuerpo, a estos sitios se les conoce como campos de la extremidad. 

Ahora se sabe que la posición de las extremidades depende del nivel de expresión 

de los genes Hox a lo largo del eje antero-posterior y su posición varía respecto al 

nivel de las somrtas en los diferentes grupos de tetrápodos (Burke et al, 1995). 

El desarrollo de la extremidad inicia con la proliferación y migración de 

células mesenquimales indiferenciadas provenientes del mesodermo de la placa 

lateral (precursoras del esqueleto) y de las somrtas (precursoras de músculo) 

hacia el campo de la extremidad. Las células mesenquimales del mesodermo 

5 
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intermedio de la placa lateral producen el Factor de Crecimiento de Fibroblastos 8 

(FGF-8) , este factor induce la expresión del gen Wnt-2b en el área de la futura 

extremidad anterior y de Wnt-8c en el área de la futura extremidad posterior 

(Kawakami et al, 2001). La expresión de los genes Wnt-2b y Wnt-8c posiblemente 

restringen la expresión del Factor de Crecimiento de Fibroblastos-10 (Fgf-10) en 

los campos de la extremidad anterior y posterior respectivamente. Las células que 

se acumulan bajo el tejido epidérmico crean un brote circular llamado primordio de 

la extremidad, estas células mesenquimales secretan el FGF-10, el cual es capaz 

de inducir la formación de la extremidad (Sekine et al , 1999). El FGF-10 induce la 

expresión de Fgf-8 en el ectodermo del primordio de la extremidad, el cual se 

engrosa y forma una estructura llamada Cresta del Ectodermo Apical (AER), esta 

cresta corre a lo largo del margen distal del primordio y es el principal centro de 

señalización de la extremidad en desarrollo (Saunders, 1948). 

La AER mantiene a las células mesenquimales en un estado de 

proliferación y el primordio de la extremidad crece. A esta región de células en 

proliferación se le conoce como "Zona de Progreso" (PZ). El factor que activa la 

división celular de la zona de progreso es el FGF-8 que se produce en la AER 

(Crossley et al , 1996; Vogel et al, 1996). La interacción de señales entre el 

mesodermo y el ectodermo son fundamentales para el establecimiento del eje 

próximo-distal de la extremidad (estilopodio-zeugopodio-autopodio) (Figura 3). 

El eje antero-posterior se distingue por la posición de los dedos, por 

ejemplo, el dedo pulgar está en la parte anterior y el dedo meñique en la parte 

posterior El establecimiento de este eje está dirigido por Sonic Hedgehog (SHH) ; 

este factor de crecimiento es producido por un pequeño grupo de células 

mesenquimales ubicadas en la región posterior del primordio de la extremidad 

llamada Zona de Actividad Polarizante (ZPA) (Riddle et al, 1993), y se ha 

propuesto que la señalización de SHH podria determinar la identidad de los digitos 

(Litingtung et al, 2002; Harfe et al, 2004). 

6 
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Por último, existen genes que se expresan en la extremidad y que dictan su 

posición dorsal o ventral. Wnt-7a es uno de los primeros genes que se expresan 

en el ectodermo de la región dorsal de la extremidad (Delay, 1993; Parr et al, 

1993). Wnt-7a induce la expresión de Lmx1 en el mesodermo subyacente y este 

factor de trascripción induce la dorsalización de la extremidad, la inactivación de 

Lmx1 produce una extremidad sin dorso, es decir, con palmas en ambos lados de 

la extremidad (Parr y McMahon, 1995). Por otro lado, la expresión del gen 

Engrailed-1 (En-1) en el ectodermo ventral del primordio, especifica el destino 

celular de la región ventral; ya que el los ratones En-rl
- presentan el fenotipo de la 

extremidad con dos dorsos (Loomis et al, 1996). 

Una vez establecido el primordio, la extremidad aumenta su tamaño 

rápidamente. Mediante el mapeo del destino de las células progenitoras del 

primordio de la extremidad, se ha mostrado que la expansión de estas células 

hacia los compartimentos proximal, medio y distal se completa a diferentes 

tiempos, en una secuencia de proximal a distal (Dudley et al, 2002) . En primer 

lugar se forma el cartílago del estilopodio, posteriormente el del zeugopodio y por 

último los elementos esqueléticos del autopodio. Se ha propuesto que este patrón 

de formación de la extremidad , se establece debido a que las células adquieren 

una "información posicional" en relación a cierta frontera o área de referencia. El 

modelo de la "lona de Progreso" (Pl) propuesto por Wolpert y colaboradores 

(Summerbell et al , 1973), postula que las células adquieren progresivamente una 

información posicional, en una secuencia de proximal a distal en función del 

tiempo que permanecen en la Pl, la cual abarca unos 300 ~m de distancia a partir 

de la parte mas distal del primordio de la extremidad. Entre más tiempo 

permanezca una célula en la Pl adquiere un valor posicional más distal. Aunque 

las células de la Pl se dividen el tamaño de la Pl es constante, de tal forma que 

las células constantemente salen de la Pl al momento que se especifican . Las 

células que salen inicialmente de la Pl son especificadas para formar estructuras 

proximales de la extremidad , mientras las que salen al final formaran estructuras 

más distales. 

7 
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En contraste, se ha propuesto que la especificación de las estructuras 

proximales, medias y distales de la extremidad no ocurre progresivamente; 

proponen que ocurre muy temprano, quizás antes que inicie el crecimiento del 

primordio de la extremidad (Dudley et al, 2002). De acuerdo a este modelo de 

"Especificación Temprana", las poblaciones especificadas subsecuentemente se 

expanden al momento que el primordio de la extremidad crece, y se determinan y 

forman los elementos esqueléticos en una secuencia próximo-distal. Esto implica 

que habría un esqueleto en miniatura preespecificado en el primordio de la 

extremidad el cual posteriormente crece. 

Los modelos de la PZ y de "Especificación temprana" son motivo de debate 

para aceptar a un modelo u otro (o ninguno) como correcto. De cualquier forma, 

aún se conoce poco cómo se regula el patrón de formación de la extremidad, pero 

es el reflejo de los tiempos de condensación de las células que darán origen al 

cartílago. 

Figura 3. Interacciones moleculares entre los centros de señalamiento durante la formación de la 

extremidad. Izquierda: Micrografia que muestra el primordio de la extremidad y la Cresta del Ectodenno 

Apical, AER. (Tomada de Gilbert, 2000). Derecha: 1) El FGF8 producido en AER induce proliferación de las 

células del mesénquima de la Zona de Progreso e induce la expresión de Sonic hedgehog (Shh) en la región 

poslerior del primordio, la cual representa a Zona de Actividad Polarizanle (ZPA). 2) A su vez, Shh induce a 

FGF4 en la porción posterior del ectodenmo. 3) Manlenimienlo mutoo de FGF4 y Shh. 4) Manlenimienlo de 

Shh por Wnt-7a que se expresa en el Ectodermo Dorsal. Las fiechas gruesas indican inducción y las delgadas 

mantenimiento de la expresión (Según Paerse y T abin, 1998). 

8 



David Garciadiego Cázaresj lnst. Invest. Biomédicas. UNAMj200S 

La formación del esqueleto apendicular 

Una característica del tejido esquelético es la gran variedad de formas de 

cada uno de sus elementos. Aunque aún se desconoce cuáles determinantes 

genéticos controlan estos patrones de desarrollo, se tiene un panorama general de 

la Biología del esqueleto (Karsenty, 2002). El esqueleto se compone de dos tipos 

de tejidos, el cartílago y el hueso, donde los condrocitos y los osteoblastos son el 

típo celular respectivo de cada tejido y ambos provienen de células 

mesenquimales. Inicialmente el esqueleto se compone de cartílago que se forma a 

partir de condensaciones celulares. Posteriormente, el cartílago es reemplazado 

por hueso mediante un proceso conocido como osificación endocondral. 

Condensaciones precartílaginosas 

La formación de las condensaciones precondrogénicas que prefiguran los 

elementos esqueléticos es un paso critico durante el establecimiento del patrón 

del esqueleto. Estas condensaciones se distinguen morfológicamente por regiones 

de alta densidad celular. Las interacciones célula-célula son cruciales al inicio de 

la condensación y establecen un "centro de agregación", el cual es capaz de 

reclutar células del tejido circundante (Hall y Miyake, 2000) . 

Previo a la formación de condensaciones, algunas células del mesénquima 

del primordio de la extremidad son comprometidas a convertirse en células del 

cartílago. Este compromiso esta determinado por la expresión de Sox-9, un gen 

que codifica para un factor de transcripción que se expresa en las etapas más 

tempranas de diferenciación del cartílago (Lefebvre y Crombrugghe, 1997; Bi et al, 

1999). Así, las células comprometidas se condensan en nódulos compactos, 

donde la N-cadherina facilita la iniciación de estas condensaciones y la N-CAM es 

necesaria para su mantenimiento, entonces las células inician el proceso de 

diferenciación a condrocitos. Al inicio de la condensación, las células 

mesénquimales producen una Matriz Extracelular (MEC) rica en Colágena tipo I 

(Clgl), Hialuronato (HA) , tenascina y fibronectina (Horton, 1993). Cuando se 
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consolida la condensación , estas células se diferencian en condrocitos y producen 

una MEC rica en Colágena tipo 11 (ClglI) (Li et al, 1995) cuya expresión es inducida 

por 80x-9 (Bell et al, 1997). La expresión de Sox-9 y G/gil, distinguen a los 

condrocitos de las células mesenquimales indiferenciadas, las cuales permanecen 

en la periferia del elemento esquelético, producen una MEC rica en Clgl y forman 

una estructura llamada pericondrio (Horton , 1993). 

Los condrocitos del centro de la condensación prosiguen su diferenciación 

hacia condrocitos maduros (prehipertróficos), al momento que crece la 

condensación celular; por último, estas células terminan su maduración hacia 

condrocitos hipertróficos antes de morir por apoptosis y ser reemplazados por 

células óseas. De esta forma se reemplaza en tejido cartilaginoso por hueso, a 

este proceso se le conoce como Osificación endocondral.. 

Osificación endocondral 

Una vez formados los nódulos precartilaginosos, los condrocitos proliferan 

rápidamente y la condensación se alarga. Con ello se establecen los moldes 

cartilaginosos de los elementos esqueléticos. Cuando las condensaciones 

alcanzan cierto tamaño, los condrocitos del centro de la condensación disminuyen 

la proliferación y secretan una MEC especifica del cartilago maduro. Esta matriz 

se compone principalmente de Colágena 11, IX Y XI, así como de Proteoglicanos 

ricos en sulfato de cond roitina, Agrecano y la Proteína de unión. En esta fase de 

diferenciación, las células tienen una forma ovalada característica de los 

condrocitos prehipertróficos (Horton , 1993). 

La hipertrofia es la siguiente fase de diferenciación los condrocitos; durante 

la hipertrofia los condrocitos dejan de dividirse y aumentan drásticamente su 

volumen. También recambian la MEC rica en Colágena tipo 11 por Colágena tipo X, 

un marcador molecular específico para los condrocitos hipertróficos (Linsenmayer 

et al, 1991). En el momento que se diferencian los condrocitos hipertróficos, las 

células del pericondrio adyacentes al cartílago hipertrófico inician su diferenciación 

a osteoblastos. Estas células expresan el factor de trascripción Cbfa-1 que 
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promueve la diferenciación de las células mesenquimales a osteoblastos (Stricker 

et al , 2002) y se forma una estructura mineralizada llamada collar óseo. 

Una vez que los condrocitos se han diferenciado, los condrocitos 

hipertróficos se rodean de una MEC calcificada . Simultáneamente, el molde de 

cartílago es invadido por vasos sanguíneos a través del collar óseo, lo cual 

permite la llegada de condroclastos que degradan MEC que rodea a los 

condrocitos hipertróficos (Vu et al, 1998) y de células precursoras de osteoblastos 

que derivan del collar óseo (periostio), estas células reemplazan a los condrocitos 

hipertróficos que mueren por apoptosis. Aunque la mayor parte de las células 

óseas provienen del periostio, también se ha propuesto que algunos condrocitos 

hipertróficos cercanos al pericondrio/periostio se transdiferencian en osteoblastos 

(Bianco, 1998). Los osteoblastos comienzan a producir una matriz ósea rica en 

Clg 1, Osteonectina y Osteopontina. De esta forma el cartilago es reemplazado 

paulatinamente por tejido óseo. 

En los huesos largos la osificación endocondral se extiende desde el centro 

hacia ambos extremos del hueso, que es como se lleva a cabo la diferenciación 

del cartilago (figura 4). Si todo el cartilago se convirtiera en hueso antes del 

nacimiento, no se podría crecer más, y los huesos serían solo del tamaño del 

molde de cartílago inicial. Esto no ocurre gracias a que a medida que la osificación 

se aproxima a los extremos del molde de cartílago, los condrocitos cercanos al 

frente de osificación proliferan antes de alcanzar la hipertrofia, alejando las 

terminaciones cartilaginosas del hueso. Estas áreas cartilaginosas en los extremos 

de los huesos largos son las placas de crecimiento epifisiales. 
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Figura 4. La osificación endocondral. Al inicio de la formación de cada elemento esquelético, las células 

mesenquimales se condensan y se diferencian en condrocitos, conformando un molde cartilaginoso (A, 8). En 

el centro de este molde los condrocitos maduran (C), se hipertrofian y mueren por apoptosis mientras 

recambian y mineralizan su MEC (D). Su muerte permite la entrada de vasos sanguíneos y osteoblastos que 

se unen a la matriz cartilaginosa degradada y depositan su propia matriz de hueso (D, E). La formación y 

crecimiento del hueso depende del arreglo ordenado de los condrocitos en proliferación, hipertróficos y de la 

mineralización (F-H) (Tomada de Gilbert, 2000). 

Así, durante las etapas iniciales del desarrollo del esqueleto de los 

vertebrados, el cartílago conforma temporalmente la mayor parte de este. La 

osificación endocondral ocurre en la mayor parte del esqueleto con algunas 

excepciones como el cráneo y varios huesos del rostro. En estos casos, el hueso 

se forma directamente del mesénquima sin pasar por la etapa transitoria de 

cartílago. El factor de transcripción Cbfa1 induce a las células del mesénquima a 

diferenciarse directamente a osteoblastos, y también a que los condrocitos 

prosigan a su etapa final de diferenciación antes de formar hueso. La 

diferenciación de las células a osteoblastos depende fuertemente de la expresión 

de Cbfa 1; este factor de trascripción activa la expresión de genes específicos de 

los osteoblastos, mientras que las células que no lo expresan mantienen su 

fenotipo cartilaginoso (Komori et al, 1997; lnada et al, 1999; Ueta et al, 2001 ). 

Incluso, desde un punto de vista evolutivo, la aparición del cartílago precedió a la 
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aparición del hueso; por ejemplo, los peces más primitivos sólo tienen esqueleto 

cartilaginoso. Esto puede indicarnos que Cbfa1 y por lo tanto la aparición de un 

esqueleto de hueso fueron un evento evolutivo que probablemente favoreció que 

los animales pudieran desplazarse sobre la tierra con un esqueleto rígido, elástico 

y a la vez resistente, compuesto de cartílago y hueso. 

Aunque eventualmente la mayor parte del esqueleto de cartílago es 

reemplazado por hueso, el cartílago se mantiene en las placas de crecimiento 

epifisiales y en las articulaciones (figura 5). La proliferación y diferenciación de los 

condrocitos de la placa de crecimiento, tiene un papel importante durante el 

crecimiento de los huesos largos del esqueleto; la actividad de la placa de 

crecimiento también permite el reemplazo del cartílago por hueso. Cuando un 

individuo alcanza la edad adulta, algunos factores endócrinos como la hormona 

del crecimiento dejan de producirse, y con ello termina el crecimiento de los 

huesos. 

A r-
(. 

B 

epifisls t 

diafis1& 

~) 
Figura 5. La placa de crecimiento del cartílago. Los huesos (A) crecen debido a la actividad de la placa de 

crecimiento. En la epífisis (A) se localiza la placa de crecimiento donde se encuentran las zonas de 

diferenciación de los condrocitos (B). Histologia de la placa de crecimiento, con células en distintas etapas de 

diferenciación (C). 
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En contraste, el cartílago de las articulaciones no es reemplazado por 

hueso y presenta una abundante MEe rica en hialuronato y otros proteoglicanos, 

que la mantiene altamente hidratada. De esta forma, el cartílago de las 

articulaciones evita la fricción y compresión de los huesos, lo cual facilita la 

movilidad del esqueleto para un desplazamiento ligero. Existen casos patológicos 

en donde el cartílago articular prosigue su diferenciación hacia la hipertrofia, lo que 

resulta en la osificación de las articulaciones, restringiendo el movimiento y 

causando mucho dolor debido a la falta de amortiguación durante el movimiento. 

Por lo tanto, en el cartílago articular es de gran importancia que los condrocitos no 

prosigan su diferenciación hacia la hipertrofia . Aún no se conoce bien que 

mantiene a los condrocitos articulares sin proseguir su diferenciación, pero el 

conocimiento sobre la formación de las articulaciones nos podría llevar a dilucidar 

esta incógnita. 

El desarrollo de las articulaciones 

Las articulaciones son muy importantes para darle funcionalidad al 

esqueleto, en buena parte de ellas depende que la extremidad desarrolle sus 

diversas funciones. La diferenciación celular es un proceso importante durante la 

morfogénesis del esqueleto y la extremidad (Ducy y Karsenty, 1998). 

Particularmente, durante la formación de la articulación del esqueleto existe un 

punto de control a partir del cual las células continúan proliferando para aumentar 

el tamaño de un elemento esquelético o bien , detienen su proliferación y 

comienzan la formación de una articulación para segmentar este elemento 

esquelético. 

Esto implica que durante la formación del esqueleto de cartilago, una 

población celular tiene al menos dos posibles destinos celulares: 1) condrocitos 

prehipertróficos; 2) condrocitos prearticulares. Este destino está determinado por 

factores intrinsecos y extrínsecos que se van dando durante el desarrollo del 

esqueleto (ver adelante). 
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Durante la formación de la extremidad, los diferentes elementos 

esqueléticos pueden provenir de múltiples condensaciones precartilaginosas, bien 

localizadas en diferentes sitios a lo largo de la extremidad, como en el caso de los 

carpos y tarsos de las extremidades (figura 6). En otros casos, la formación inicial 

de una condensación focal crece, se alarga y en un extremo se ramifica en dos o 

más puntos para dar origen a los diferentes elementos esqueléticos. Por ejemplo, 

en la frontera entre el estilopodio y el zeugopodio existe una transición de uno a 

dos elementos esqueléticos (figura 2c). De cualquier manera, la formación de las 

articulaciones se tiene que llevar a cabo entre dos condensaciones adyacentes o 

dentro de una condensación sencilla, como es el caso del autopodio donde los 

radios digitales se dividen para dar lugar a las falanges de los dedos (figura 6). 

Con ello, el posicionamiento de las articulaciones dentro de una condensación 

incide en el tamaño y el número de los elementos esqueléticos. 

Pollo Ratón 

11 cf.a 

11.5 din 

S5din 

14 dln 

Figura 6. Durante la formación del esqueleto apendicular, las condensaciones de cartílago crecen y se 

alargan; cuando alcanzan cierto tamaño, se ramifican y articulan para formar los diferentes elementos 

esqueléticos. En este esquema se muestran estos procesos durante la formación del ala de pollo y la pata de 

ratón (Wolpert, 2002). 
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Para el caso de algunas articulaciones (como las de los falanges), con 

estudios morfológicos se ha mostrado que estas articulaciones provienen de la 

segmentación de una "barra" continua de cartílago (figura 7a). En los sitios donde 

se formarán las articulaciones, los condrocitos se vuelven mas aplanados y 

pierden sus características condrogénicas (figura 7b). A esta región no

condrogénica dentro del molde cartilaginoso se le llama interzona, y su estructura 

varia entre las diferentes especies (Francis-West et al, 1999; Archer et al, 2003). 

En la articulación en formación ocurre un proceso de cavitación dentro de la 

interzona (figura 7c), de esta forma se separan los dos elementos esqueléticos 

con la formación de un compartimiento de tejido articular muy importante, la 

cavidad sinovial (figura 7d). 

Cartílago Articulación 

• • • 
• • • • • • • • • • -• •.r.an -- __.. • '• • - -• • •• • lrrterzana • - 11\iclo de la .. - Cavilación • ·• • - • • • (muerte celul• 

A B 
programada) e o 

Figura 7. Desarrollo de la articulación sinovial. A partir de un elemento esquelético cartilaginoso precursor 

(A), se forma la interzona que se identifica por unas capas de células aplanadas y densamente empaquetadas 

dentro del cartílago (8). Tres capas celulares de la interzona formarán la articulación, una lámina intermedia 

flanqueada por dos capas condrogénicas que producirán el cartílago hialino articular. La lámina intermedia 

separará los elementos esqueléticos y desde las orillas comienza la cavitación (por apoptosis) (C). La 

cavitación se completa separando los elementos esqueléticos y se forma la cavidad sinovial (O). 
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Formación de la lnterzona 

La interzona se delimita por un región de alta densidad celular, que pierde 

las características de las células condrogénicas. Estas células se aplanan y ya no 

producen los componentes de la MEC típicos de cartílago, como colágena tipo 11 y 

agrecano y en su lugar expresan colágena tipo 1 y 111 (Craig et al, 1987) (figura 7b). 

En la interzona se forman dos áreas de alta densidad celular, las cuales formarán 

los cartílagos articulares, y entre estas dos zonas hay una región de baja 

densidad celular (lámina central) dónde las células mueren por apoptosis dejando 

una cavidad que será ocupada por el líquido sinovial (Kabanagh et al, 2002) 

(figura 7c). Las células precondrogénicas que rodean la interzona forman la 

cápsula articular y los puntos de unión del tendón al músculo adyacente (Francis

West et al, 1999; Archer et al, 2003; Kingsley, 2001) . 

A inicios del siglo pasado se propuso que los elementos esqueléticos 

adyacentes son necesarios para la formación de la articulación . La propuesta 

consistía en el crecimiento diferencial de los elementos esqueléticos adyacentes 

debido a la proliferación y al incremento de la secreción de MEC resulta en el 

aplanamiento (tal vez por presión) de las células de la interzona de la articulación 

(Fell y Canti, 1934). Sin embargo, otros estudios no apoyan esta hipótesis, y 

proponen que las articulaciones se forman de una población celular 

preespecificada. De tal forma que cuando se remueve la región donde se forma la 

interzona, por ejemplo el área de la futura articulación del codo, el radio y la ulna 

se fusionan con el húmero (Holder, 1977); así, la interzona corresponde a una 

población de células especificadas para formar articulaciones. Sin embargo, 

Holder no solo removió la presunta articulación sino también el tejido que la 

rodea, y es posible que la especificación de la articulación no solo sea intrínseca 

de los condrocitos mismos, y que sea determinada también por el tejido que los 

rodea. Esto hace suponer que la interzona y el tejido circundante son centros de 

señalización durante la formación de articulaciones. 

Las diferencias morfológicas entre las articulaciones en formación y los 

elementos esqueléticos adyacentes es el resultado de una expresión genética 
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diferente de los tejidos. Por ejemplo, algunos factores de crecimiento se producen 

en la interzona, y son fundamentales para la formación de las articulaciones, como 

son las Proteínas morfogenéticas de hueso 2 (BMP-2) Y 4 (BMP-4) , Y el Factor de 

crecimiento y diferenciación 5 (GDF-5) , todos ellos miembros de la familia de las 

BMP (Duprez et al , 1996), que a su vez pertenecen a la superfamilia de los lGF-~ . 

Además, en la interzona se expresan otras moléculas como CD44, Autotaxina, 

Cordina y Nogina (Edwards et al, 1994; Bachner et al, 1999), estas dos últimas 

moléculas antagonizan la acción de las BMP. Sin embargo, ninguna de estas 

moléculas parece ser la señal preespecificadora de la interzona; puesto que todas 

estas moléculas forman parte de la cascada molecular que sigue a la inducción de 

la articulación , o ayudan a su mantenimiento, ninguna es capaz de inducir una 

articulación. 

Ahora se conoce que una de las primeras moléculas que se expresan en 

las regiones de las articulaciones en formación del pollo, pertenece a la familia de 

los genes Wnt. Wnt-14 se expresa en la interzona y la sobrexpresión de este gen 

induce los cambios morfológicos y moleculares caracteristicos de los primeros 

pasos de la formación de articulaciones (Hartmann y labin, 2001). Este hecho 

indica que Wnt-14 juega un papel crucial en la iniciación del desarrollo de las 

articulaciones sinoviales y esta molécula pude ser un marcador que distinguiría a 

esta hipotética población de células preespecificadas. Wnt-14 también se expresa 

en las articulaciones maduras (en la cápsula y membrana sinovial) , lo cual podría 

indicar que la señalización de esta molécula también juega un papel importante en 

el mantenimiento de las articulaciones sinoviales, y es un buen candidato de 

estudio para corregir enfermedades de las articulaciones. 

La sobrexpresión de Wnt-14 inhibe la diferenciación de cartilago (Hartmann 

y labin , 2001) , hecho que es necesario para que se pueda inducir una 

articulación. La sobrexpresión de Wnt-14 en el cartílago, activa una cascada de 

señales que inducen la expresión de una serie de moléculas como GOF-5, 

Autotaxina , CD44 y Cordina ; las cuales continúan con el proceso de formación de 

la articulación. 
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Existen otros miembros de la familia Wnt que se expresan en las 

articulaciones en desarrollo. El gen Wnt-4 se expresa en los fiancos de la 

articulación en formación y actúa en los cartílagos adyacentes para promover su 

maduración (Hartmann y Tabin , 2000) ; aunque no se conoce cual es su papel en 

el desarrollo de las articulaciones se piensa que su papel puede ser distinto 

(Church et al, 2002). También Wnt-16 se expresa en las articulaciones en 

desarrollo aunque todavía no está bien definido su papel en estos procesos (Guo 

et al, 2004) . 

A su vez, la p-catenina se requiere al IniCIO de la vía de señalización 

canónica de los Wnt, y la sobrexpresión de esta molécula también induce 

articulaciones ectópicas. Además, la inactivación del gen de J)-catenina en las 

etapas tempranas de diferenciación de los condrocitos produce la fusión de 

elementos esqueléticos al inhibir las articulaciones; así entonces, la vía canónica 

de los Wnt es suficiente y necesaria para la formación de articulaciones sinoviales 

(Guo et al, 2004). 

Por otra parte, varios miembros de las BMP se han relacionado como parte 

importante durante la formación de articulaciones. Uno de ellos, el GDF-S tiene 

una mutación nula en el ratón con braquipodismo (bp) , el cual presenta las 

falanges fusionadas debido a que no se forman las articulaciones (Storm et al , 

1994). Además, las mutaciones nulas en el gen CDMP1 (homólogo de GDF-S del 

ratón) , provoca anormalidades del esqueleto y defectos en el desarrollo de las 

articulaciones sinoviales del humano (Thomas et al, 1996). Contrario a lo 

esperado, la aplicación de GDF-5 en el cartilago o en una articulación en 

formación (tanto en pollo como en ratón) , no induce o acelera la formación de 

articulaciones sino que fusiona los elementos esqueléticos de cartílago. Es decir, 

GDF-5 promueve la condrogénesis pero no induce la formación de articulaciones 

(Merino et al, 1999; Storm y Kingsley, 1999). Entonces, el papel del GDF-5 

durante el desarrollo de las articulaciones podría consistir en la inducción de la 

proliferación de los condrocitos y la diferenciación del cartílago articular, con lo 

cual regula el espaciamiento entre las regiones donde se formarán las 
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articulaciones (figura 8), es decir, previene que se forme una articulación muy 

cercana a otra. Con ello, el papel de GDF-5 es importante en el establecimiento 

del tamaño de los elementos esqueléticos (Francis-West et al, 1999; Spitz y 

Duboule, 2001 ). Ésto puede depender del nivel de expresión de GDF-5 o de sus 

antagonistas; este es el caso de Nogina, puesto que se expresa en el cartílago en 

formación, incluyendo la región de la presunta articulación. Los ratones con 

mutaciones nulas para el gen de Nogina presentan pérdida de articulaciones 

(Brunet et al, 1998), esto nos sugiere que Nogina tiene un papel importante en la 

regulación del GDF-5, inhibiendo la proliferación y diferenciación del cartílago 

durante la formación de las articulaciones. 
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Figura 8. Espaciamiento de las articulaciones. Una señal inductora desconocida determina la posición de 

la primer interzona, entonces las células precondrogénicas de esa región expresan Wnt-14 (azul). Esta 

proteína activa la expresión de genes que codifican para los factores difundibles (púrpura) que bloquean la 

formación de otra interzona, la siguiente interzona se formara lo suficientemente lejos de los factores 

inhibidores (Según Spitz y Duboule, 2001). 

Durante el establecimiento de la interzona, las células condrogénicas 

detienen su diferenciación y modifican su destino celular. De esta manera, algunas 

moléculas que promueven la diferenciación del cartílago también controlan el 

posicionamiento y la inducción de las articulaciones. Tanto lndian hedgehog (lhh) 

como los Factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs) tienen un papel 
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importante en estos procesos. Por ejemplo, el síndrome de Apert resulta de una 

mutación activadora del Receptor-2 de los FGF (Ffgr2); en este síndrome, no se 

desarrollan adecuadamente las articulaciones de los falanges, y en muchos casos 

se fusionan (Holten et al, 1997). Por otra parte, los ratones transgénicos que 

sobrexpresan una forma constitutiva activa del FGFR3 bajo el promotor de 

Colágena 11, presentan fusión de las falanges e inhibición de las articulaciones 

(Wang et al, 2001 ). Esto es resultado de la expansión de la condrificación, debido 

a que la señalización a través del FGFR3 inhibe la proliferación y promueve la 

diferenciación de los condrocitos (figura 9). En estos casos, el balance entre las 

señales anticondrogénicas (Wnt-14) y procondrogénicas (FGFR) se desbalancea, 

llevando a las células a la diferenciación de los condrocitos y la inhibición de 

articulaciones. Otros estudios muestran que la actividad de FGFR3 inhibe la 

expresión de Bmp-4 en el pericondrio, ésto abre la posibilidad de que estos 

procesos sean controlados por un balance entre las señales de FGF y BMP del 

pericondrio, aludiendo al clásico antagonismo entre estas señales (Neubuser et al, 

1997; Weaver et al, 2000). 

La formación de la articulación se acompaña por una disminución de la 

cantidad de matriz extracelular y de su composición, en particular cambios en la 

expresión de colágena y su organización. Esto posiblemente afecta la adhesión 

celular y puede resultar en el debilitamiento mecánico de la articulación. Este 

debilitamiento puede hacer a la interzona más sensible a los efectos de la síntesis 

de hialuranato y al movimiento, lo cual dispara la cavitación. 

La cavitación 

La separación total de los elementos esqueléticos y la formación de los 

elementos adicionales a la articulación sinovial se realizan durante la cavitación. 

La síntesis de ácido hialurónico (HA) y la expresión de su receptor CD44 en la 

interzona inician la formación de las superficies articulares (Francis-West et al, 

1999; Archer et al, 2003). Este hecho inhibe la agregación celular e inhibe la 
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cohesión entre las células de la interzona; previo a esto, ocurre muerte celular en 

la interzona. 

El movimiento contribuye de manera determinante en la cavitación. Si una 

articulación en desarrollo se inmoviliza con bloqueadores neuromusculares, la 

cavitación no ocurre y se fusionan los cartílagos a pesar de que la interzona ya se 

había formado (Osborne et al, 2002). Este hecho va acompañado con la 

disminución de la síntesis de HA y de la expresión de CD44. Así, se tienen fuertes 

evidencias que el estímulo mecánico (movimiento) y la síntesis de HA están 

interrelacionados y son necesarios para la formación de las cavidades de las 

articulaciones sinoviales (Dowthwaite et al,2003). 

Cartílago 

- .. - FGFR3, IHH -- .. ---• .. -- --
MEC Clg 11 , Cartilago 

- MEC Clg 111 , lnterzona 

1 
Wnt14 

• GDF5 
1 

• 

lnterzona 

• - • • 
• • -

Cavitacíón 

.... - - .. - . 1 .. _ .... 

Figura 9. La diferenciación de los condrocitos regula la formación de las articulaciones. La señalización 

de FGFR3 e IHH promueven la diferenciación de los condrocitos y con ello inhiben la expresión de Wnt-14 y 

la formación de la articulación. Cuando se expresa Wnt14 induce la expresión de GDF5 en la interzona. La 

proteína GDF5 se difunde y promueve la condrogénesis del cartílago articular, pero la acción de GDFS se 

inhibe por sus antagonistas Nogina y Cordina en la interzona. La expresión de ATX en la interzona y el 

pericondrio podría estar asociada a la migración de células del pericondrio hacia la interzona. Durante la 

cavitación ocurre muerte celular de algunas células de la interzona y se inicia la formación de la cavidad 

sinovial con una MEC rica en HA y células que expresan su receptor CD44. 
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Existen evidencias de que la señalización de algunas moléculas 

relacionadas con la diferenciación del cartilago puede estar implicada en el 

desarrollo de las articulaciones. La señalización de FGF y de Indian Hedgehog 

(IHH), son algunos de los principales reguladores de la diferenciación del cartilago, 

y tanto la sobrexpresión de FGFs como de IHH/SHH resulta en la inhibición de la 

formación de articulaciones. Este hecho sugiere que la diferenciación de los 

condrocitos y la formación de articulaciones son procesos que están mutuamente 

regulados. 

La diferenciación del condrocito 

La idea de la prespecificación de las células que darán origen a las 

articulaciones parte del hecho que estas células son los condrocitos del molde de 

cartílago. Sin embargo, los condrocitos durante la formación y crecimiento de este 

molde, pasan por distintos estados de diferenciación. Entonces, ¿en qué momento 

una población de condrocitos puede formar una interzona y en qué momento no? 

Por ello, tenemos que revisar como se diferencian los condrocitos dentro de este 

molde cartilaginoso. 

Una vez formada la condensación precartilaginosa, se inicia la maduración 

de los condrocitos. Como se ha mencionado anteriormente, estas condensaciones 

están rodeadas de células pequeñas y aplanadas que conforman el pericondrio. 

Ahora se sabe que el pericondrio es un centro de señalización muy importante 

durante la diferenciación del cartilago (Vorkamp et al , 1996; Colnot et al, 2004). Los 

condrocitos dentro de este molde se organizan en columnas y la diferenciación de 

estas células se realiza desde cada extremo del molde hacia el centro. Dentro de 

esta organización en columnas (placa de crecimiento) se encuentran varias 

subpoblaciones de condrocitos en sus distintas etapas de diferenciación: 

condrocitos en reposo, en proliferación, prehipertróficos e hipertróficos (Horton , 

1993). 
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La diferenciación de los condrocitos de la placa de crecimiento está 

regulada por varias señales que conforman un complejo circuito (Karsenty y 

Wagner, 2002; Karsenty, 1998). 

Vías de señalización que controlan la diferenciación de los condrocitos 

Una vez que el elemento esquelético se ha segmentado, al menos uno de 

los segmentos resultantes continúa su diferenciación; de manera que los 

condrocitos en proliferación ahora dan origen a los condrocitos prehipertróficos, 

los cuales continúan su diferenciación hacia la hipertrofia, con lo cual se impide 

que este elemento se vuelva a segmentar y así continúe su proceso hacia la 

formación de hueso. 

La señalización de IHH/PTHrP promueve la proliferación y retrasa la 

hipertrofia. 

IHH es el regulador maestro del desarrollo del hueso. Esta molécula 

coordina la proliferación y diferenciación de los condrocitos. IHH se sintetiza por 

los condrocitos que abandonan la etapa de proliferación (condrocitos 

prehipertróficos) y por los condrocitos en la fase temprana de la hipertrofia 

(Vortkamp et al, 1996; St-Jaques et al, 1999). IHH se une a su receptor Patched-1 

(Ptc-1), el cual se expresa en el pericondrio; en ausencia de IHH, Ptc-1 inhibe a la 

proteína Smoothened (Smo); en presencia de IHH, Smo activa una cascada de 

señalización que termina cuando Gli-3, un factor de transcripción, activa los genes 

blanco de la señalización de IHH (lngham y McMahon, 2001). 

Los ratones lhh_1_ desarrollan condensaciones cartilaginosas normales pero 

tienen anormalidades en el crecimiento de los huesos. Todos los elementos de 

cartílago son pequeños porque la proliferación de los condrocitos disminuye 

notablemente y llegan a la hipertrofia prematuramente. Además, los ratones 

knockout de Smo también disminuyen la proliferación de los condrocitos, y cuando 

se generan las formas constitutivamente activas de lhh o de Smo es suficiente 

para promover la proliferación de los condrocitos (Long et al, 2001). Los ratones 
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Ihh-l- además no producen la Proteína relacíonada a la hormona paratíroíde 

(PTHrP), la cual en condiciones normales es secretada por las células del 

perícondrio y por los condrocitos de la fase temprana de proliferación (Vortkamp et 

al , 1996; Lanske et al , 1996). 

Por otro lado, el Receptor del PTHrP (PPR) se expresa principalmente en 

los condrocitos en proliferación y prehipertróficos. El PTHrP actúa principalmente 

manteniendo a los condrocitos en la fase proliferativa. En los ratones mutantes de 

PTHrp-l- y ppFfI-, los condrocitos se vuelven hipertróficos prematuramente 

(Karaplis et al, 1994); y sin embargo, la adición de hedgehog a los cultivos de 

extremidades de ratones PTHrpl- y ppFfI- no rescata la regulación de la 

hipertrofia del cartílago (Lanske et al, 1996; Vortkamp et al, 1996). En relación con 

esto, la acción de la forma constitutivamente activa del PPR resulta en el retraso 

de la aparición de los condrocitos hipertróficos (Schipani et al, 1997). Esto indica 

claramente que la señalización de PTHrP inhibe la hipertrofia de los condrocitos y 

demuestra que la señalización por PTHrP es obligatoria para mediar la acción de 

Ihh en el retraso de la hipertrofia de los condrocitos (figura 10). 

El doble juego de IHH 

Por otro lado, los ratones Ihh-l- también presentan alteraciones en el 

desarrollo de los osteoblastos del hueso endocondral (St-Jacques et al, 1999), lo 

que hace suponer que IHH podría tener otro papel en el desarrollo del cartílago y 

hueso de manera independiente de la señalización por PTHrP (Karp et al , 2000) . 

Paradójicamente, otro efecto de IHH es el incremento de la fracción de condrocitos 

hipertróficos en cultivos de condrocitos (Akiyama et al, 1999) y en nódulos de 

cartílago (Scout y Chuong, 1997). Estos resultados podrían explicarse de la 

siguiente forma. Las interacciones de IHH y PTHrP se regulan mutuamente 

durante el crecimiento de los elementos esqueléticos y en conjunto promueven la 

proliferación celular y regulan la tasa de diferenciación de condrocitos 

hipertróficos. El PTHrP se secreta por las células cercanas a los extremos del 

hueso y actúa sobre su receptor, que se encuentra en los condrocitos en 
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proliferación y prehipertróficos; los condrocitos prehipertróficos detienen su 

proliferación y sintetizan IHH. Entonces IHH estimula la producción de PTHrP en 

las regiones articulares de los huesos. Cuando el elemento esquelético alcanza 

cierto tamaño, las células que expresan IHH salen de la influencia reguladora del 

PTHrP, y entonces el señalamiento de IHH promueve la maduración de los 

condrocitos prehipertróficos a hipertróficos, entonces este tipo celular ya no 

expresa lhh (figura 1 O). 

La señalización del FGF reprime la proliferación y promueve la hipertrofia 

Mediante estudios de expresión génica y genéticos se ha mostrado que la 

señalización por FGF regula la proliferación y diferenciación de los condrocitos. 

Varios de los 22 genes diferentes de FGF y los cuatro receptores de FGF (FGFR) 

se expresan en cada etapa de la formación del hueso endocondral. En las 

primeras etapas del desarrollo del esqueleto, el FGFR2 se expresa en las 

condensaciones mesenquimales y el posible papel de la señalización de FGF en 

esta etapa inicial es el de estimular la expresión de SOX-9 (Murakamy et al, 2000) . 

Conforme se forma el cartílago, los condrocitos en proliferación expresan el 

FGFR3 y los condrocitos prehipertróficos/hipertróficos expresan FGFR 1. Las 

células del pericondrio expresan FGFR2 (Delezoide et al , 1998). Cada uno de 

estos receptores tiene diferentes papeles en el desarrollo de hueso. El papel de 

FGFR3 es el mejor conocido. Los ratones "knockout" de Fgfr3 presentan un 

aumento en la tasa de proliferación de los condrocitos y la expansión de la 

columna de condrocitos (Deng et al, 1996). Por el contrario, en la acondrodisplasia 

de humanos, que es la forma de enanismo más común, se ha encontrado una 

mutación puntual que activa constitutivamente este receptor, disminuye la tasa de 

proliferación celular, lleva al acortamiento y desorganización de las columnas de 

condrocitos y aumenta la cantidad de condrocitos hipertróficos (Wang et al, 1999; 

Naski et al, 1998; Rousseau et al , 1994; Shiang et al, 1994). 

Los FGFs clásicamente están asociados con la actividad mitogénica en una 

gran variedad de tejidos. Sin embargo, la inhibición de la proliferación celular a 
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través de FGFR3 parece ser una característica única de los condrocitos de la 

placa de crecimiento (Wang et al, 2001 ). En los condrocitos, la señalización de 

FGFR3 activa la vía JAK-STAT1, que regula negativamente la proliferación celular 

mediante la acción de p21 (Sahni et al, 1999). El ligando responsable de esta 

señalización parece ser el FGF18, ya que el ratón "knockout" de Fgf18 presenta 

un efecto similar a la inactivación del gen Fgfr3; es decir, lleva al incremento de la 

proliferación de los condrocitos y a la expansión de la columna de condrocitos (Liu 

et al, 2002; Ohbayashi et al, 2002). El fenotipo del ratón ""knockout" de fgf18 es 

más severo que el del fgfr3, y además la osificación se retrasa considerablemente. 

En otros estudios con explantes de hueso de la extremidad de ratón, se 

demuestra que la señalización de FGFR3, independientemente de los efectos de 

lhh y PTHrP, acelera la diferenciación terminal de los condrocitos hipertróficos 

(Naski et al, 1998). En este mismo estudio se sugiere que la señalización de FGF 

inhibe la expresión de Bmp-4 y Patched con lo que se suprime la señalización de 

lhh. Así, la señalización de FGFR3 acorta la columna proliferativa inhibiendo 

directamente la proliferación celular, así como suprimiendo la expresión de lhh. 

Este último efecto también repercute en la diferenciación de los condrocitos. 

Posiblemente, cuando un elemento esquelético alcanza cierto tamaño y una 

población de condrocitos deja de proliferar y sale de la influencia de ciertas 

señales del pericondrio (vgr. PTHrP, FGF-18) continúa su programa de 

diferenciación hacia la hipertrofia. 

La señal de relevo, Cbfa1 induce la hipertrofia del condrocito 

Cbfa1/Runx2, un factor de trascripción de la familia Runt; es capaz de 

inducir la formación directa de hueso en células mesenquimales y además se 

requiere para la diferenciación de los condrocitos hacia la hipertrofia, esto indica la 

importancia de este factor durante la osteogénesis. Los elementos esqueléticos de 

los ratones deficientes de Cbfa1 carecen de condrocitos hipertróficos (lnada et al, 

1999). Cbfa1 se expresa en los condrocitos prehipertróficos, hipertróficos y en el 

pericondrio. La sobrexpresión de este gen en los condrocitos no hipertróficos 
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induce la diferenciación hacia la hipertrofia, la expresión de lhh y eventualmente la 

formación de hueso (Ueta et al, 2001). También se sabe que lhh induce la 

expresión de Cbfa1 y con ello la hipertrofia, ésto nos sugiere que Cbfa1 no se 

relaciona con el asa de señalización PTHrP/lhh, pero si es parte de la señalización 

que desarrolla IHH de manera independiente de PTHrP. Se establece así, una 

nueva asa de regulación ahora formada por IHH/Cbfa1. La presencia de 

condrocitos hipertróficos en algunos elementos esqueléticos de los ratones 

deficientes de Cbfa1, indica que pueden existir otros factores de trascripción que 

pueden inducir la hipertrofia. 

Diferentes formas Wnt controlan en varios pasos la diferenciación de los 

condrocitos 

Wnt-4 se expresa en la región periarticular, el mediador intracelular de la 

señalización de varios Wnt, la P-catenina, se expresa en el pericondrio y los 

condrocitos hipertróficos (Kawakami et al, 1999; Hartmann y Tabin, 2000). La 

sobreexpresión de Wnt-4 o de la ¡J-catenina constitutivamente activa, acelera la 

transición de los condrocitos prehipertróficos a hipertróficos, mientras que la 

sobrexpresión del dominante negativo de Frizzled-1 (receptor de Wnt) tiene el 

efecto opuesto. Por otro lado, la sobrexpresión de Wnt-5a, el cual se expresa 

normalmente en el pericondrio, retarda la transición a la hipertrofia (Yang et al, 

2003; Church et al, 2002). Todas estas manipulaciones genéticas producen 

acortamiento de los huesos, pero no alteran los niveles normales de expresión de 

Pthrp e lhh, lo que indica que la señalización de Wnt es independiente o está por 

debajo del asa de regulación de PTHrP/IHH. 

La sobrexpresión de Wnt-1 y Wnt-7a, al igual que Wnt-14, también inhiben 

la diferenciación de los condrocitos en etapas tempranas del desarrollo del 

cartílago (Rudnicki y Brown, 1997). De éstos, solo Wnt-14 induce articulaciones 

ectópicas (Hartmann y Tabin, 2001 ), lo que implica que los condrocitos pierden su 

fenotipo diferenciado; esto indica que los genes Wnt pueden redirigir el destino 
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celular del cartílago. Con esto se propone que varias de las moléculas Wnt 

controlan el paso entre las diferentes zonas de los condrocitos. 
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Figura 1 O. Vías de señalización durante la proliferación y diferenciación celular en la placa de 

crecimiento del cartílago. En el lado izquierdo se muestran los factores de trascripción en rojo, los factores 

de crecimiento en azul y los receptores en verde. El circuito de señalización PTHrP/IHH activa la proliferación 

e inhibe la hipertrofia de los condrocitos. Por el contrario, la señalización de FGFs inhibe la proliferación y 

promueve la hipertrofia. IHH tiene un segundo papel cuando sale de la influencia de la señal de PTHrP, de tal 

forma que activa la expresión de Cbfa1 y este a su vez la hipertrofia de los condrocitos. 

Del lado derecho se representan los puntos de regulación durante la diferenciación de los condrocitos. Los 

factores de crecimiento pueden tener efectos diferentes dependiendo del estado de diferenciación de los 

condrocitos, mientras en algún tipo celular puede activar la diferenciación en otra etapa la inhibe. 
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Efectos paradójicos de la Señalización de BMPs 

Otro grupo de moléculas relevantes en el control de la diferenciación del 

cartílago son las BMP y GDF. Estos factores de crecimiento son factores 

parácrinos que activan receptores heterodiméricos con actividad serina/treonina 

cinasa. Además se caracterizan por su capacidad para inducir la formación de 

hueso endocondral cuando se inyecta subcutáneamente en ratones (Urist, 1965; 

Wozney et al, 1988). 

La señalización de BMP durante la formación de las condensaciones 

mesenquimales es fundamental, ya que cuando Nogina (un antagonista de BMP) 

se sobrexpresa en la extremidad en formación se suprime la formación de los 

nódulos cartilaginosos. Por otro lado, en los ratones deficientes de Nogina se 

produce alargamiento de las condensaciones de cartílago y se inhibe la formación 

de articulaciones (Brunet et al, 1998). Además, los ratones a los que se les 

inactiva el gen que codifica para GDF-5 o el BMPRIB tienen anormalidades en la 

formación de los dígitos por una falla de la extensión de las condensaciones que 

conducen a la formación de los dígitos (Storm y Kingsley, 1996). 

Las BMPs también tienen múltiples papeles importantes durante las etapas 

tardías del desarrollo del cartílago. Las BMP-2, -3, -4, -5 y -7 se expresan en el 

pericondrio que flanquea el área de expresión de IHH (Pathi et al, 1999; Zou et al, 

1997; Daluiski et al 2001). Las BMP-2 y -6 se expresan en los condrocitos 

hipertróficos y la BMP-7 en los condrocitos en proliferación (Haaijman et al, 2000). 

Los GDF-5, -6 y-7 se expresan en las regiones de las articulaciones en formación 

(Settle Jr. et al, 2003). En muchos casos, la señalización de las BMP incrementa la 

expresión de IHH en los condrocitos prehipertróficos y de esa forma aumenta tanto 

la proliferación de los condrocitos y la longitud de la columna de los condrocitos en 

proliferación y retrasa la hipertrofia. Las BMP modulan la expresión de IHH y la 

proliferación celular; esta acción contrarresta el efecto de la señalización de los 

FGF de disminuir la proliferación de los condrocitos y la expresión de IHH (Minina 

et al, 2001 ). 
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Aunque las BMP retrasan la hipertrofia, existen trabajos donde encuentran 

que la BMP-2 aumenta la proliferación e hipertrofia de los condrocitos (De Luca et 

al , 2001), y el GDF-5 induce la hipertrofia de los condrocitos que sintetizan una 

MEC rica en colágena X y fosfatasa alcalina (Coleman y Tuan , 2003) . Estos datos 

paradójicos se pueden explicar en función de que cada tipo celular en cierta etapa 

de diferenciación responde de manera diferente a las BMP. De tal forma que junto 

con otros factores de diferenciación, podrian determinar la longitud y la forma de 

los diferentes elementos esqueléticos. Como antes mencionamos, las BMPs 

también presentan resultados paradójicos durante la formación de las 

articulaciones. 

Por último, las BMP inducen la expresión de componentes de la MEC y de 

sus receptores, lo cual posibilita la adhesión celular, que es fundamental para la 

sobrevivencia, proliferación , migración y diferenciación celular de los condrocitos 

(Reddi, 1994; Nissien et al, 1997). Cada tipo celular durante la diferenciación del 

cartilago se rodea de una MEC muy particular. Por ejemplo, en cuanto a 

Colágenas se refiere, el cartilago maduro presenta Colágena 11 , el Cartílago 

hipertrófico Colágena X , el pericondrio Colágena I y las articulaciones Colágena 

111. Lo anterior sugiere que el entorno celular tiene un papel muy importante 

durante la diferenciación del cartílago y la formación de las articulaciones. Así , la 

coordinación de la diferenciación de los condrocitos de la placa de crecimiento 

junto con el desarrollo de las articulaciones es determinante durante la 

morfogénesis del esqueleto. 

Importancia de la MEe en la diferenciación de los condrocitos y la formación 

del esqueleto 

La MEe tiene una gran importancia por su complejidad estructural y 

funcional. La MEC no solo provee un soporte para las células y establece la 

estructura de los tejidos, sino que también proporciona ambientes de unión , 

activación e inactivación de factores de crecimiento y citocinas reguladoras. 
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Además, el procesamiento proteolítico de componentes de la MEC, resulta en la 

producción de fragmentos con efectos biológicos en la migración, proliferación y 

organización celular. Todas estas funciones de la MEC la ubican como un 

modulador de la diferenciación celular del condrocito (Blair et al, 2002). 

ASi , la distribución de la MEC en el cartílago se correlaciona con los 

distintos estados de diferenciación de los condrocitos (figura 11 a). Un ejemplo de 

ello, es la distribución de los diferentes tipos de Colágena durante la diferenciación 

del cartílago y la formación de articulaciones. La Colágena tipo I se presenta en 

etapas más tempranas de diferenciación, como en el mesénquima y en el 

pericondrio, la Colágena tipo 11 es secretada por los condrocitos en proliferación y 

prehipertróficos y la Colágena X es exclusiva de cartilago hipertrófico. Las células 

de la interzona se rodean de una matriz menos abundante pero que consiste de 

Colágena tipo I y 111. 

Cuando algún componente de la MEC del cartilago presenta algún 

desorden, se generan alteraciones del esqueleto. Las condrodisplasias son 

alteraciones en el desarrollo y crecimiento del cartílago; estas se producen por 

diversas mutaciones que afectan genes importantes en el desarrollo del cartílago y 

en última instancia la formación y crecimiento de los huesos largos. 

Diversas mutaciones en el gen de la Colágena 11 ocasionan alteraciones en 

la diferenciación de los condrocitos (Vandenberg et al, 1991 ; Helminen et al, 1993; 

Barbieri et al, 2003) y generan displasias como la acondrogénesis tipo 11 , la 

hipocondrogénesis, la displasia espondiloepifisial congénita y la displasia de 

Kniest entre otras (Olsen, 1996). Por otro lado, los desórdenes de otros 

componentes de la matriz tales como las Colágenas IX y XI que interaccionan con 

la Colágena 11 para formar estructuras supramoleculares, resultan en fenómenos 

muy relacionados. La displasia campomélica es una patologia asociada a una 

mutación en el gen SOX9. SOX9 es el inductor de las etapas más tempranas de 

la condrogénesis en las condensaciones mesenquimales (Akiyama et al , 2002) y 

es un factor de trascripción que regula directamente los genes de Colágena 11 y 
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Agrecano, las principales moléculas de la matriz del cartilago y por tanto de la 

diferenciación del condrocito (Lefebvre y Crombrugghe, 1997). 

También se ha encontrado que la osteogénesis imperfecta es debida a 

defectos moleculares de la Colagena I y la condrodisplasia metafisial del tipo 

Schmid , a errores en la biosintesis de la Colágena X (Kwan et al, 1997). Esta 

última se caracteriza por una reducción de la zona de cartílago de reserva en la 

placa de crecimiento y el cartilago articular, se altera el contenido de hueso y 

existe una distribución atípica de los componentes de la matriz de la placa de 

crecimiento (Chan y Jacenko, 1998). 

La matriz del cartílago es rica en proteoglicanos sulfatados. La distorsión 

del Agrecano, uno de los proteoglicanos del cartilago que une gran cantidad de 

Glicosaminoglicanos (GAG) altamente sulfatados, genera una placa de 

crecimiento completamente desorganizada (figura 11 b) Y modifica el programa de 

diferenciación del condrocito (Wai et al , 1998). 

El ácido hialurónico es otra molécula presente en el cartílago, que es 

particularmente es muy abundante en el cartilago articular. Este tipo de matriz está 

altamente hidratada debido a la gran cantidad de glicosaminoglicanos que se unen 

al hialuronato. De esa forma, este tipo de tejido soporta grandes presiones y 

permite una movilidad confortable . En enfermedades como la osteoartritis, este 

tipo de matriz se osifica como resultado de que los condrocitos se vuelven 

hipertróficos. El cartilago degenera y su reparación es muy limitada (Pi perno et al, 

1998). Esto es un ejemplo de la necesidad de la MEC para mantener el estado 

diferenciado de los condrocitos. 

El cartílago requiere de señales moleculares para su desarrollo y mantenimiento. 

Algunos factores de crecimiento en muchos casos se encuentran regulando la 

síntesis de la MEe y pueden encontrarse activos o latentes entre la matriz 

extracelular. Muchos miembros de la familia del TGF-p se secretan al exterior 

celular de forma latente, y son atrapados por la MEC rica en proteoglicanos, 

cuando se encuentran las condiciones adecuadas que los activan (v.gr.: Plasmina, 

Fibrinógeno, Fibrilina , pH) (Charbonneau et al , 2004) se degrada la proteina 
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latente y se libera la proteína funcional. Existen otras moléculas que antagonizan a 

estos factores y que también se encuentran en la MEC, como los antagonistas de 

BMP, Cordina y Nogina. 
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Figura 11. Expresión de moléculas de la MEC durante la diferenciación del cartilago. Patrón de 

expresión de moléculas de la MEC en la placa de crecimiento normal (A) representado en azul. Cuando 

ocurre alguna mutación en algún componente de la MEC (8), como es el caso del ratón mutante cmd 

(mutación en el gen del Agrecano), se altera la diferenciación de los condrocitos, la distribución de las 

moléculas de la MEC (rojo) y la estructura de la placa de crecimiento. 

Hemos visto que en el programa de diferenciación del cartílago 

durante la formación de una articulación, los condrocitos en proliferación en lugar 

de entrar al camino del fenotipo prehipertrófico, entran al camino del fenotipo 

prearticular (células de la interzona). Este proceso se acompaña por el cambio en 

la distribución de la MEC. Así, donde antes había Colágena 11 y Agrecano, propias 
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de la MEC del cartílago, con células ovaladas organizadas en columnas, ahora 

aparecen células mas pequeñas y aplanadas, organizadas en capas y con una 

MEC de Colágena 1, Colágena 111 , Hialuronato (Francis-West et al, 1999). Esta 

distribución de los componentes de la Matriz Extracelular, nos sugieren que los 

receptores de estas moléculas de alguna manera también podrían regular los 

procesos de diferenciación de los condrocitos y la formación de las articulaciones. 

Estos receptores son de gran importancia durante la formación del esqueleto y la 

mortogénesis de la extremidad. 

Las Integrinas son los principales receptores para las moléculas de la matriz 

extracelular, y su estudio ha revelado que la adhesión celular mediada por 

Integrinas es de gran importancia en diferentes procesos del desarrollo como en la 

proliferación , muerte, migración y diferenciación celular (Bokel y Brown, 2002 ; 

Brown y Yamada , 1995; Bouvard et al , 2001) . 

Las Integrinas permiten la comunicación de los condrocitos con su entorno 

durante la diferenciación 

Las Integrinas son receptores transmembranales que constan de una 

subunidad (l y una p, y sólo son funcionales cuando forman el heterodimero ap en 

la membrana celular (Hynes, 2002). En los mamiferos se conocen 8 subunidades 

~ y 18 subunidades a, con las cuales se pueden ensamblar 24 distintas Integrinas. 

La familia ~ 1 de las Integrinas se compone de 12 subunidades a que forman el 

heterodímero con la subunidad ~1 ; estas Integrinas son los principales receptores 

de moléculas de la MEC, y tienen la capacidad de permitir la adhesión celular y al 

mismo tiempo transducir señales a las cuales la célula responde de diversas 

maneras (Aplin et al, 1999). Cuando las Integrinas interaccionan con la MEC 

forman agregados en la membrana celular, entonces, la región intracelular de las 

Integrinas se conecta con el citoesqueleto mediante las proteínas Talina y 

Paxilina . Por otro lado, la transducción de señales se desarrolla con el 

reclutamiento de la Cinasa de adhesión focal (FAK) , la cual se autofosforila y 
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forma un sitio de anclaje para miembros de la familia Src. Esta interacción induce 

la forforilación de otros residuos de tirosina de la FAK, creando sitios de anclaje 

para una variedad de proteinas de señalización intracelular, relacionadas con la 

organización del citoesqueleto, la proliferación y diferenciación celular, y la 

regulación de la expresión génica (Hynes, 2002). 

Figura 12. Las Integrinas se componen de dos subunidades (a y ~) , la familia de las Inlegrinas p1 

presentan un siOO de unión extracelular a moléculas de la MEe, esta adhesión depende de cationes 

divalentes y la subunidad ~ 1 interacciona con elementos del citoesqueleto y transduce señales. Este 

señalamiento activa diversas respuestas celulares como la migración, proliferación y diferenciación. 

El papel de las Integrinas durante la diferenciación del cartílago se ha 

explorado relativamente poco. Cuando en cultivos de micromasas (un modelo in 

vilro que permrte estudiar la diferenciación del cartilago) se bloquea la subunidad 

~1 de las Integrinas, se inhibe la formación de nódulos de cartilago y la sintesis de 

Colágena tipo 11 (Shakibaei, 1998). Esto sugiere un papel importante de las 

Integrinas durante la condrogénesis, es decir, en las etapas tempranas de 

diferenciación del cartilago. En otros estudios se muestra que el bloqueo con 

anticuerpos de la subunidad ~ 1 inhibe el depósito de Colágena X y el crecimiento 

del cartilago (Hirsch et al, 1997), es decir, se inhibe la hipertrofia de los 

condrocitos. 
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El tratamiento de los condrocitos con ácido retinoico (AR) inhibe la 

expresión de la Colágena 11 (típica del cartílago) y en su lugar se expresa 

Colágena tipo 1 (característica de etapas precondrogénicas); estas células tienen 

mayor adhesión a Colágena 1 que a Colágena 11, debido al cambio en la expresión 

de lntegrinas a3 por a1 (Hernández-Lagunas et al, 1998). Por otro lado, la BMP-2 

regula la adhesión celular mediante la modificación de la expresión de integrinas. 

BMP-2 reduce la expresión de la integrina a3 pero no tiene efecto sobre la 

expresión de las demás subunidades en los condrocitos, aunque el efecto de la 

BMP-2 es muy diferente en otros tipos de células (Nissinen et al, 1997). Así, es 

claro que algunas hormonas y factores de crecimiento tienen efecto sobre la 

diferenciación de los condrocitos mediante el cambio en el patrón de expresión de 

las 1 nteg ri nas. 

Al igual que sus ligandos, las lntegrinas tienen una distribución muy 

particular en el cartílago de la placa de crecimiento (Dürr et al, 1993) y en el 

cartílago articular (Ustoa et al, 1998). La lntegrina a5Pl se expresa en el cartílago 

de la placa de crecimiento y articular y la adhesión a la MEC mediante esta 

lntegrina es importante para la proliferación de los condrocitos y el mantenimiento 

del cartílago articular (Enomoto-lwamoto et al, 1997). En una patología 

degenerativa como la osteoartritis, se presentan cambios en la expresión de los 

componentes de la MEC del cartílago articular. Los condrocitos disminuyen el 

depósito de Colágena 11 y aumentan el de Colágena 1, mientras disminuyen la 

expresión de la lntegrina a3 y aumentan la lntegrina a 1 (Loeser et al, 1995), 

además disminuyen su adhesión a Fibronectina (Piperno et al, 1998). Cabe 

mencionar que en estos procesos los condrocitos articulares maduran 

aceleradamente y llegan a la hipertrofia, o sea, modifican su patrón de 

diferenciación que de alguna manera se debe de mantener sin llegar a la 

hipertrofia para que la articulación sea funcional . 

En otros estudios donde sobrexpresan el gen de con una mutación nula de 

la lntegrina p1 bajo el promotor de Colágena 11, se observa que la diferenciación 

de los condrocitos puede ocurrir en ausencia de las lntegrinas P1; estas células no 
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son capaces de organizarse en columnas en la placa de crecimiento y disminuyen 

la actividad proliferativa (Aszodi et al, 2003; Fasler y Meyer, 1995). No obstante, 

estos resultados deben observarse con más cuidado, ya que la mutación nula de 

la Integrina p1 tiene efecto sólo en los condrocitos maduros que expresan 

Colágena tipo 11 , por ello no hay efecto en las etapas tempranas y tardias de la 

diferenciación del cartilago y el pericondrio. 

Sin embargo, el papel de las Integrinas en la diferenciación del condrocito 

aún no está bien establecido, y seria de significativa importancia para determinar 

la relación de la MEC con el condrocito durante la condrogénesis, la diferenciación 

del cartilago y la formación de las articulaciones, y por lo tanto, durante la 

morfogénesis del esqueleto. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En este trabajo nos interesamos en el estudio de las Integrinas durante el 

desarrollo del cartilago y la formación de las articulaciones del esqueleto. Bajo 

esta perspectiva, se conoce que la sobrevivencia, la condrogénesis y la hipertrofia 

son mediados por Integrinas (Shakibae, 1998; Hirsch el al, 1997). Esto es, las 

integrinas son necesarias para que los condrocitos avancen a su etapa terminal de 

diferenciación. 

Por otro lado, para que un elemento esquelético pueda segmentarse y 

formar una articulación, es necesario que los condrocitos detengan y reviertan su 

fenotipo diferenciado y no progresen hacia la hipertrofia (Hartman y Tabin, 2001). 

Es posible que las Integrinas regulen y mantengan el fenotipo diferenciado 

de los condrocitos, por lo que un cambio en el patrón de expresión de las 

Integrinas o un bloqueo de la señalización de estas, puede interrumpir la 

diferenciación del cartílago y desencadenar la segmentación de un elemento 

esquelético para generar una articulación. 

38 



David Garciadiego Cázaresj lnst. Invest. Biomédicas. UNA M j 2005 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar el papel de las Integrinas de la familia p1 en la diferenciación de 

los condrocitos y en la formación de las articulaciones esqueléticas. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Observar si el bloqueo con anticuerpos de las Integrinas de la familia p1 

interfiere con la diferenciación de los condrocitos analizando la morfologia celular y 

la expresión de marcadores de diferenciación de los condrocitos como: Colágena 

11 , Colagena X e IHH. 

2.- Determinar cuales Integrinas de la familia p1 regulan la diferenciación de los 

condrocitos, mediante la expresión de las diferentes subunidades alfa de las 

Integrinas y comprobaremos que el bloqueo de esta subunidad también interfiere 

con la diferenciación de los condrocitos. 

3.- Conocer si el bloqueo de las Integrinas al inhibir la diferenciación de los 

condrocitos genera la formación de la interzona características de una articulación 

en desarrollo, comprobar si se trata de una interzona mediante el análisis 

morfológ ico y de la expresión de los marcadores moleculares GDF-5 y Wnt-14. 

4.- Sobrexpresar los genes de las Integrinas a5 y p1 para generar el efecto 

contrario al bloqueo; es decir, que resulte en la inhibición de la formación de las 

articulaciones, la expresión del marcador molecular de cartilago Ihh y la inhibición 

de los marcadores de articulaciones GDF-5 y Wnt-14. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Reactivos. 

Todos los reactivos como sales y ácidos fueron de la más alta pureza 

comprados a JT Baker (México, D.F.). Los colorantes para las tinciones 

histológicas, así como la albúmina, loduro de propidio y TESPA fueron de SIGMA 

(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO). Los medios de cultivo BGJb, la 

mezcla de antibióticos y los péptidos RGE (GRGESP) y RGD (GRGDNP) fueron 

de Gibco BRL (Gran lsland, NY). Los anticuerpos monoclonales neutralizantes 

para la lntegrina P1 (HMP1, Cat. 553837) y la lntegrina a5 (HMa5, Cat. 553350) se 

compraron a Pharmingen (Pharmingen, San Diego, CA). Los anticuerpos para 

Colágena 1 (AB765P, Cat. AB765P) y CD44 se obtuvieron de Chemicon 

(Chemicon, Temacula, CA), para la Colágena 11 (CllC1) y Sonic hedgehog (5E1) 

del Hybridoma Bank (lowa City, IA), el de la Colágena X de Calbiochem y el de 

lndian hedgehog (C-15) de Santa Cruz y los anticuerpos fluoresceinados (FITC) 

de Zymed (San Francisco, CA). La BMP-7 y Shh se compraron a R&D Systems 

(Minneapolis, MN). 

Material Biológico. 

Para los cultivos de extremidades se utilizaron ratones de la cepa CD-1 del 

bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Las hembras 

preñadas de 14.5 días de gestación se mataron por dislocación cervical y se 

obtuvieron los embriones del E14.5. Los embriones se lavaron con PBS y se 

mantuvieron en medio de cultivo BGJb mientras se aislaban las extremidades para 

cultivarlas, a las extremidades se les retiro completamente la piel. 

En los experimentos de sobrexpresión de la lntegrina a5PI se utilizaron 

huevos fertilizados de pollo White Legorn de la empresa ALPES (Puebla, México). 

Los huevos se incubaron en un ambiente húmedo a 38.5 ºC, y se trabajó con 

embriones de la etapa 27HH (Hamburguer y Hamilton, 1951) para los ensayos de 

electroporación. 
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Aislamiento de extremidades y microinyección. 

Las extremidades anteriores de los embriones de ratón se microinyectaron 

con microagujas fabricadas con tubos capilares calentados y estirados con un 

··puller". Las microagujas se cargaron por capilaridad con la solución del anticuerpo 

para las Integrinas p1 o a5 (5 ~g/~I) , Y se microinyectaron 2 ~I del anticuerpo en la 

muñeca de la extremidad derecha con un micro inyector neumático PV830 (World 

Precision Instruments Inc., Sarasota, FL). Las extremidades izquierdas de cada 

embrión se inyectaron con una solución de anti IgG de conejo en PBS, que 

sirvieron como controles. Las extremidades se cortaron con unas pinzas y se 

depositaron en medio BGJb, para después colocarlas en las condiciones de 

cultivo. 

Cultivo de órganos. 

Cada extremidad se aisló y se depositó sobre un filtro nucleopore 

(Whatman Intemational lid , Maidstone, England), a su vez el filtro se colocó 

sobre una malla de acero inoxidable (Plain weave mesh 0.38 mm, Goodfellow, 

Huntingdon, England) previamente colocada en cada pozo de una placa de cultivo 

de 24 pozos, de esa forma el órgano se mantuvo en la interfase liquido/aire. Los 

cultivos se mantuvieron en 0.5 mi de medio BGJb + 1 % de antibiótico y 0.1% de 

albúmina de suero bovino, bajo condiciones de humedad y 37' C (Vortkamp et al. , 

1996; Lanske et al. , 1996). Algunos cultivos se complementaron con 1 ~g/ml de 

BMP-7 y 400 ng/ml de Shh. 

Todos los experimentos se desarrollaron en E14.5 de la extremidad 

embrionaria del ratón y se mantuvieron durante 4 dias de cultivo. 

Se tuvieron cinco tipos de cultivos. 1) Grupo control que se inyectó un 

anticuerpo irrelevante (lgG) en PBS. 2) Grupo que se inyectó con el anticuerpo 

neutralizante de la Integrina p1 o a5. 3) Grupo cultivado con BMP-7 en el medio de 

cultivo. 4) Grupo con doble tratamiento, inyectado con el anticuerpo neutralizante 

de la Integrina p1 o a5 y con BMP-7 en el medio de cultivo. 5) Grupo inyectado 
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con el anticuerpo neutralizante de la Integrina P1 o a5 y con BMP-7 en el medio 

de cultivo, mas SHH en el medio. 

Cada extremidad experimental (derecha) se comparó con la extremidad 

control (izquierda) del mismo embrión ; la extremidad control también se cultivo 

pero sin tratamientos. 

Preparación del esqueleto. 

Para la tinción del esqueleto se utilizó Azul alciano y Alizarina roja S, con lo 

cual se tiñe especificamente de azul el cartilago y de rojo el hueso (Otto et al, 

1997). Brevemente, las extremidades se fijaron en etanol al 96% toda la noche y 

después se transfirieron a acetona durante 24 h para remover las grasas y 

solidificar el esqueleto. Después se depositaron en una solución de Azul alciano y 

Alizarina roja S (1 volumen de azul alciano 0.3% (p/v) en etanol 70 % + 1 volumen 

de alizarina roja 0.1 % (p/v) en etanol 70 % + 1 volumen de ácido acético + 17 

volúmenes de etanol 70%) por 24 h, se lavaron con agua destilada y se aclararon 

en KOH al 1 % por varios dias. Por último, se almacenaron en Glicerol 50% en 

etanol. Las extremidades teñidas se observaron a 25 aumentos en un microscopio 

estereoscópico Nikon (SMZ1500) y se fotografiaron con una cámara digital Coolpix 

995 (Nikon Inc., Tokyo, Japan). 

Cortes y tinciones histológicas. 

Las muestras se fijaron con Paraformaldehido al 4% durante toda la noche 

a 40 C, se deshidrataron con alcoholes graduales y xilol, por último se embebieron 

en Paraplast (parafina) y se incluyeron. Se hicieron cortes histológicos de 5-7 ~m 

de grosor, los cortes se estiraron sobre una gota de agua en una laminilla cubierta 

con TESPA, en una plancha de calentamiento a 42' C por una hora y se dejaron 

secar a 37' C toda la noche. 

Mediante la tinción con Safranina 0 , que tiñe proteoglicanos, se analizó la 

histología de los tejidos esqueléticos. Para ello, las laminillas se tiñeron en 

hematoxilina por 7 min, después de lavarlas en agua destilada, las laminillas se 
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tiñeron con verde rápido al 0.2% por 3 min y se enjuagaron rápidamente en ácido 

acético al 1 %. Entonces las laminillas se tiñeron en Safranina O durante 5 min y 

por último se deshidrataron y montaron en resina. 

Detección de marcadores de diferenciación 

Inmunofluorescencias 

La localización de la Integrina a5, Colágena 1, Colágena 11 , Colágena 111 , 

Colágena X, IHH, SHH y CD44 se determinó por inmunofluorescencias. Para esto, 

los cortes se rehidrataron y se dejaron 5 min en PBS, luego se bloquearon con 

una solución de albúmina al 1 % en PBS por 30 min y después con esta misma 

solución se diluyó el anticuerpo 50 veces en el que se incubaron las laminillas por 

toda la noche a 4 ' C. Al otro dia se lavaron las laminillas con PBSfTritón 0.1% y se 

incubaron por 2 h con el anticuerpo anti-lgG fluoresceinado, diluido 100 veces en 

la solución de bloqueo a 37' C. Después, las laminillas se lavaron tres veces con 

la solución de PBSfTritón y se tiñeron los núcleos con una solución de loduro de 

Propidio 1 O ~g/ml por 30 seg. Por último, las preparaciones se lavaron con PBS y 

se montaron con el medio de montaje acuoso Cristal Mount (Biomeda). 

Las preparaciones se observaron a 200 y 400 aumentos en un microscopio 

Nikon Eclipse E600 con filtro para fluoresceina y se fotografiaron con una cámara 

digital Nikon Coolpix 995 (Ni kan Inc., Tokyo, Japan). 

Preparación de las sondas 

Para las hibridaciones in situ se utilizaron las siguientes sondas de cDNA de 

ratón: Gdf5 (Storm & Kingsley, 1999); Wnt14 (Katoh 2002) ; Cordina (Bachiller et 

al. , 2003). Para embriones de pollo se usaron las siguientes sondas. Los 

fragmentos de los genes de ratón para Autotaxina (Genebank, número de acceso 

NM015744) , Cd44 (Genebank, número de acceso XM283773) y Agrecano 

(Genebank, número de acceso L070 49) se obtuvieron por RT-PCR. Las cadenas 

sencillas de cDNA se sintetizaron con el kit firts-strand cDNA (Rache Applied 
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Science) y un J.lg de RNA total de embriones de ratón en E12. Se utilizaron los 

siguientes oligonucleotidos: para Autotaxina 5'-CAGCAAGTCGAATTAAGAGG-3' 

y 5'-GGCCAGCGTATACAGATTAG-3' (correspondientes a la región 127-692); 

Cd44 5' -AAGACDTGAACAGGACAGGA-3' y 5' -AGAGATGCCAAGATGATGAG-3' 

(correspondientes a la región 1747-22248); Agrecano 5'-

GAGGAGCCATACACATCTTC-3' y 5' -CACTGAGGTCCTCTACTCCA-3' 

(correspondientes a la región 2506-3040). Las PCR se desarrollaron en un 

volumen total de 25J.l1 usando la Taq-DNA polimerasa (Invitrogen). Las condiciones 

de los ciclos fueron de 15 seg. a 94°C para desnaturalizar, 30 seg. a 55°C para 

alinear, 1 min. a 72°C para la elongación y 30 min a 72°C después del último de 

los 35 ciclos. Los productos de PCR se clonaron en pGEM T-easy (Promega). 

Mediante secuenciación de los fragmentos se comprobó la identidad del gen. 

Los plásmidos con los cONA de cada gen se linearizaron por digestión con 

las enzimas de restricción durante 2 h a 37 oC. Después se precipitaron con etanol 

absoluto 2 h a _20' C. Se centrifugaron a 14000 rpm, se retiró el sobrenadante y 

se lavó el botón con etanol 70%. Se dejo secar el botón y se resuspendió en agua 

estéril. La digestión se analizó por electroforesis y después de procedió a 

transcribir la sonda. 

La trascripción se realizó con el plásmido linearizado en una mezcla de 

ribonucleótidos (rA+rG+rC+rU) y Digoxigenina 11-UTP (nucleótido marcado), con 

su respectivo buffer, inhibidor de RNAasas y RNA polimerasa. La reacción se 

incubó por 2 h a 37' C. La trascripción se precipito y se resuspendió en 30 J.l1 de 

agua DPEC. 

Hibridación in situ. 

Los cortes se desparafinaron y rehidrataron. Se fijaron 20 mino en 

paraformaldehido al 4% y se trataron con Proteinasa K 1 J.lg I mi por 5 min. Se lavó 

con PBS y se incubó en Buffer de hibridación 15 min a 70 oC y después con la 

sonda marcado por toda la noche a 55°C. Al otro día se hicieron 15 lavados y se 

incubó con buffer TBST con 5% de suero de chivo y después con el anticuerpo 
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para digoxigenina-FITC diluido 100 veces en el mismo buffer durante 2 h a 

temperatura ambiente. Por último, las preparaciones se lavaron con buffer T8ST y 

se montaron con Crystal Mount. Las muestras se observaron en el microscopio de 

fluorescencia y se fotografiaron. 

Muerte Celular 

El patrón de la muerte celular se determinó mediante la prueba de TUNEL 

en cortes de parafina. Los cortes se tratan según las instrucciones del fabricante 

del Kit de detección de muerte celular in situ (Rache Applied Science), el cual 

consiste básicamente en detectar por florescencia los fragmentos de ONA 

generados durante la muerte celular. 

Eleclroporación del cONA de la inlegrina a5pl en los embriones de pollo. 

Los plásmidos no linearizados con el cONA completo de la Integrina 

a S (6~g/~l ; pECE+(5) y de la Integrina pi (6~g/~l ; pECE+pl) (Giancotti y 

Ruoslahti , 1990) se inyectaron con una micro aguja en el autopodio de la 

extremidad posterior de embriones de pollo en la etapa 27HH. Para ello, el DNA 

(1 .5 ~I del pECE+a5 mas 1.5 ~I del pECE+P1) se mezclo con tinta china (0.5 ~I) Y 

aceite mineral (0.5 ~I de), y se inyecto aproximadamente de 0.5-1 .0 ~I de la 

mezcla . La electroporación se desarrollo a 28 volts con 10 pulsos de 70 

milisegundos. Después de la electroporación, los embriones se incubaron y se 

analizaron para tinción de esqueleto, histología, inmunofluorescencia e hibridación 

in situ. 
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RESULTADOS 

En este trabajo se evaluó el papel de las Integrinas de la familia ~1 en la 

diferenciación de los condrocitos del esqueleto en desarrollo, y en la formación de 

las articulaciones de embriones de ratón y pollo. El primer enfoque se realizó 

mediante el bloqueo con anticuerpos de las Integrinas ~1 , y cual subunidad a de 

las Integrinas se relaciona con estas funciones. El segundo acercamiento consistió 

en la sobrexpresión de las Integrinas a5p 1 para comprobar el efecto contrario a su 

bloqueo. Por otra parte, también se plantea el papel de los factores BMP-7 e IHH 

durante la formación de las articulaciones y la diferenciación de los condrocitos. 

El bloqueo de las Inlegrinas ~1 induce la formación de una articulación 

eclópica, 

La interacción de las Integrinas con la MEe durante la diferenciación del 

cartilago y la morfogénesis de la extremidad se evaluó mediante el sistema de 

cultivos organotípicos de explantes de extremidad embrionaria de ratón en E14.5. 

Para determinar el papel de las Integrinas de la familia ~ 1 en la diferenciación del 

cartílago, se microinyectó en la muñeca de la extremidad un anticuerpo 

monoclonal neutralizante específico para la cadena ~ 1 de las Integrinas (HM~ 1). A 

las extremidades testigo se les inyectó un anticuerpo irrelevante (lgG); estas 

extremidades mostraron una morfología normal en todos los elementos 

esqueléticos (figura 13a). El análisis de la tinción con azul alciano y alizarina roja, 

que tiñen especificamente la matriz de cartílago y hueso respectivamente; reveló 

que el tratamiento de las extremidades con el anticuerpo HM~1 , resultó en la 

pérdida de algunos elementos esqueléticos como algunas falanges y carpos (Fig. 

13e). Además, se observó un espacio perpendicular al eje del hueso en la región 

distal del radio y la ulna (figura 13e, recuadro), lo que aparentemente muestra que 

estos elementos esqueléticos están segmentados. Esto se detectó por la pérdida 
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de la tinción de azul alciano en esa región; esta pérdida en la tinción parece que 

divide al elemento esquelético y se observa una estructura similar a una 

articulación. La frecuencia de formación de articulaciones ectópicas fue de 62% 

(25 de 40 experimentos). 

La pérdida de la tinción de cartilago y la segmentación de los elementos 

esqueléticos del zeugopodio, indica que el efecto del bloqueo de la Integrinas 

afecta dos procesos; 1) inhibición de la condrogénesis; 2) la articulación de los 

elementos esqueléticos. 

El bloqueo de las Integrinas pi modifica la estructura del cartílago 

prehipertrófico de la Placa de Crecimiento 

Con el fin de determinar si las alteraciones morfológicas del esqueleto son 

consecuencia de la arquitectura tisular de la placa de crecimiento, se hicieron 

cortes histológicos y se tiñeron con Safranina O para la tinción del cartílago. 

Los cortes histológicos de los experimentos donde se bloquearon las 

Integrinas pi en la extremidad de ratón , presentaron modificaciones en la 

estructura de las placas de crecimiento de ambos elementos esqueléticos del 

zeugopodio (radio y ulna). Se observó la disminución de los condrocitos 

prehipertróficos y la aparición de un tipo celular más pequeño y aplanado similar a 

las células de la interzona. Además, la tinción específica para condromucina 

empleando safraninaO, revela una MEe más pobre en proteoglicanos, lo que se 

hace evidente por la disminución de la tinción roja del cartilago (figura 131). Todo 

esto muestra que el cartílago presenta alteraciones en su diferenciación. 

Wnt-14 y GDF-5 se expresan en la articulación ectópica. 

Otra forma para determinar si se está induciendo una articulación ectópica 

en el lugar de cartilago prehipertrófico; es mediante la detección de marcadores 

moleculares específicos del proceso celular que ocurre durante la formación de la 
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articulación. El análisis histológico de los cortes del tejido del zeugopodio, muestra 

una mayor densidad celular con células más pequeñas y aplanadas; cuya 

morfologia es similar a la de la interzona de una articulación en desarrollo (figura 

13f, flecha). 

Para determinar si estos cambios morfológicos e histológicos corresponden 

a la formación de una articulación ectópica, se analizó la expresión de Wnt-14 y 

GDF-5. El Wnt-14, es uno de los genes que se expresan en el campo donde se 

formarán las articulaciones e inicia su formación; además, la sobrexpresión de 

este gen induce articulaciones ectópicas en las extremidades de embriones de 

pollo (Hartmann y labin, 2001). Otro marcador, Gdf-5 se expresa en respuesta a 

Wnt-14. Gdf-5 se expresa en las articulaciones en desarrollo y las mutaciones en 

este gen provocan alteraciones en las articulaciones. 

La detección de Wnt-14 y Gdf-5 se realizó por hibridación in situ. 

Observamos que cuando se bloquea la subunidad pi de las Integrinas con el 

anticuerpo neutralizante (HMP1), el gen Wnt-14 se expresa en las zonas donde se 

altera la estructura de la placa de crecimiento (figura 13g), esto es, en la región 

donde normalmente se desarrolla el cartílago prehipertrófico. En las muestras 

control tratadas con un anticuerpo irrelevante (lgG) la expresión de Wnt-14 se 

observa en la región periarticular, en el pericondrio y alrededor del cartilago (figura 

13c). 

El Gdf-5 también se expresa en las articulaciones ectópicas generadas por 

el bloqueo de las Integrinas (figura 13h). Estos datos sugieren que el efecto del 

bloqueo de las Integrinas pi no sólo afecta el depósito de la matriz de cartílago o 

la condrogénesis, sino que también induce la formación de articulaciones 

ectópicas . 

La muerte celular en la articulación ectópica, 

Se ha propuesto que durante la segmentación de un elemento esquelético 

ocurre muerte celular por apoptosis en las células de la capa central de la 
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interzona , esto genera que el elemento esquelético se separe mediante el proceso 

conocido como cavitación. 

La detección de la muerte celular se realizó por la técnica de TUNEL. Al tratar las 

extremidades con el anticuerpo HM~1 se observo muerte celular de algunas 

células en la región de la articulación ectópica, justo donde se desorganiza la 

placa de crecimiento y al parecer se forma la interzona de una articulación (figura 

131). Esto sugiere que la separación de los elementos esqueléticos se lleva acabo 

en parte por la muerte celular programada. Los cultivos control (lgG) 

prácticamente no mostraron células muertas (figura 13k). 

Esta muerte celular la podemos asociar a la fase de la formación de la 

articulación conocida como cavitación, que ocurre cuando se empiezan a separar 

los elementos esqueléticos debido a la muerte de la capa de células intermedia 

entre las otras dos capas de la interzona conocidas como capas condrogéneas 

que dan origen a los cartílagos articulares. 

La interacción de las secuencias RGD del ligando con las integrinas 

mantienen la estructura del cartílago prehipertrófico. 

Se ha reportado que algunas Integrinas de la familia ~1 median su 

interacción con la MEe mediante la secuencia de arginina-glicina-ácido aspártico 

(RGD) en sus ligandos (Hynes. 2002). El efecto producido por el tratamiento de las 

Integrinas con anticuerpos para la Integrina ~1 podria ser debido al bloqueo de las 

interacciones ligando·integrina. o de la activación directa por la unión del 

anticuerpo con la Integrina en un sitio diferente al sitio de unión al ligando. Para 

probar si este efecto fué causa del bloqueo de la interacción ligando-integrina, se 

microinyectaron péptidos RGD (arginina-glicina-ácido aspártico) a la altura de la 

muñeca de las extremidades en desarrollo en lugar del anticuerpo HM~1. El 

tratamiento con el péptido RGD también resultó en la formación de una 

articulación ectópica (figura 13j). mientras que el control con el péptido RGE 

(arginina-glicina-ácido glutámico) no tuvo efecto (figura 13i). Además, se observó 
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la reducción drástica de la tinción del cartilago en los tratamientos, mientras que 

los tratamientos control con el péptido RGE no tuvieron efecto en la morfologia de 

los elementos del esqueleto. Estos datos sugieren que las Integrinas ~1 necesitan 

interaccionar con su ligando de la MEe a través de una secuencia RGD, para asi 

mantener la estructura normal del cartilago. En estos experimentos también se 

detectaron células muertas, posiblemente por apoptosis en la zona media de las 

aparentes articulaciones ectópicas, de las extremidades tratadas con péptidos 

RGD. 
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Figura 13. El bloqueo de la Integrlna p1 induce la formación de una articulaci6n ect6pica. Cultivos de 

4 dias de extremidades anteriores de embriones de ratón. Al inicio del cultivo se micronyect¡ron con 

10 ~9 de un anticuerpo 19G irrelevante (A-D) o con 10 119 de un anticuerpo neutralizante para la 

Integnna ~ 1 (E-H). Tinción de azul alciano/alizanna roja para mostrar los elementos esqueléticos de 

la extremidad completa, el recuadro rojo muestra la articulación ectópica (A y E). Cortes histokigicos 

del área del zeugopodio teñidos con Safranina O y Verde rápido, que muestra al cartilago en rojo, 

200 aumentos (8 y F). Hibridación /n silu para Wnt14 (C y G) Y para Gdf5 (D Y H), 400 aumentos. 

Cortes histológicos de la región del zeu90podio de extremidades inyectadas con 2 119 de péptidos 

RGE (1) Y con RGD (J) teñidos con Satranina O y verde rápido. Ensayo de TUNEL para apoptosis en 

extremidades inyectadas con 10 119 un anticuerpo 19G irrelevante (K) o con 10 119 de anticuerpo 

neutralizante para la Integrina ~ 1 (L). 
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El bloqueo de las Integrinas aS~1 induce cambios moleculares 

característicos de la formación de articulaciones. 

Las principales Integrinas de la familia ~1que unen ligandos mediante la 

secuencia RGD son las Integrinas aS~I , a 8 ~1 y av~ 1 (Hynes, 2002) ; por ello 

exploramos si el bloqueo de una de estas Integrinas mediante anticuerpos 

neutralizantes tienen el mismo efecto que los anticuerpos para la subunidad ~ 1 o 

el péptido RGD. La microinyección de anticuerpos monoclonales para la Integrina 

aS (HMaS) también indujo la formación de una articulación ectópica (figura 14a), lo 

mismo que la aplicación de otro anticuerpo monodonal para la integrina aS, MFRS 

(datos no mostrados). Todos estos datos apoyan la idea de que durante el 

desarrollo de la extremidad , los condrocitos se adhieren a la MEe mediante las 

Integrinas aS~1 , de esa manera se previene la formación de articulaciones y se 

promueve la diferenciación del cartílago. 

Para confirmar que el bloqueo de la Integrina aS~1 induce los cambios 

moleculares característicos de una articulación en desarrollo, se analizó la 

expresión de los marcadores moleculares de la interzona (figura 14). Debido a que 

Wnt-14 es capaz de inducir a las células precondrogénicas hacia el programa de 

las articulaciones, se evaluó la expresión de otros marcadores moleculares tales 

como Gdf-5, Cordina, Autotaxina, CD44 y colágena tipo III en la articulación 

ectópica inducida por el bloqueo de la integrina aSp l . Los resultados muestran que 

Wnt-14 (figura 14b), Gdf-5 (figura 14c), Autotaxina (figura 14e), Cordina (figura 

14d), la proteina CD44 (figura 141) y la Colágena tipo 111 (figura 14g) se expresaron 

en la articulación ectópica. 
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El bloqueo de la Integrina a5~1 inhibe la diferenciación de los condrocitos 

Para determinar si la formación de articulaciones ectópicas está asociada a 

la inhibición de la diferenciación de los condrocitos, se evaluó la expresión de los 

marcadores moleculares de diferenciación del cartílago prehipertrófico, Colágena 

tipo 11 , Agrecano e IHH. También se analizó la distribución de Colágena X y 

Colágena 1, que son tipicas de cartílago hipertrófico y del pericondrio, 

respectivamente. 

Los cambios observados en los componentes de la MEC de las 

articulaciones ectópicas inducidas por el bloqueo de las integrinas a5~1 son: La 

Colágena tipo 11 , un marcador ti pico de la MEC del cartilago se inhibió a lo largo de 

la ulna de la extremidad en desarrollo (figura 14i), mientras que la Colágena tipo I 

y la Colágena tipo 111 se indujeron mostrando una expresión más intensa en la 

articulación nueva (figura 14k, g) . Las extremidades control tratadas con un 

anticuerpo irrelevante, no presentan estos cambios (figura 14h, D. Además, se 

observó que se inhibió la expresión de Agrecano en la región de la articulación 

ectópica, mientras que la Colágena tipo X solo se observó en la zona distal de la 

articulación ectópica (figura 14m), correspondiente al cartilago hipertrófico, como 

se observa en los controles (figura 141). Similarmente, el anticuerpo HMa5 inhibió 

la expresión de Indian hedgehog (figura 140), mientras que el control con un 

anticuerpo irrelevante no redujo la expresión de IHH (figura 14n). Estos datos 

indican que los condrocitos pierden su fenotipo diferenciado y en respuesta de las 

señales inductoras del programa de articulación cambian su destino celular, lo que 

permite la formación de una nueva articulación. Mediante el análisis de IHH y 

Colágena X, observamos que la articulación ectópica se ubica en la frontera de los 

condrocitos en proliferación y los condrocitos hipertróficos. 
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Figura 14 . El bloqueo de la Integrina aS induce cambios moleculares característicos de una 

articulación en formación. Cultivos de 4 dias de extremidades embrionarias de ratón en E14.5 

inyectadas con 10 fl9 de anticuerpo neutralizante para la Integrina a5 (A-G, 1, K, M Y O). Cultivos de 

extremidades (control) inyectados con 10 fl9 de un anti-lgG irrelevante (H, J, L Y N). Corte 

histológico de la región del zeugopodio teñido con Safranina O y Verde rápido para mostrar el 

cartilago en rojo (A). Hibridación In sftu para Wnl14 (8), Gdf5 (C), Goniina (D) y Autolaxina (E). 

Inmunofluorescencias para CD44 (F), Colágena tipo 111 (G), Colágena tipo 11 (H-I), Colágena tipo I (J

K), Colágena tipo X (L-M) e Indian Hedgehog (N-O). Las tincianes de las inmunofluorescencias para 

IHH, Colágena tipo 1, 11 , 111 Y X se hicieron con FllC (verde) y los núcleos se tiñeron con laduro de 

propidio (rojo). 
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Regulación de la Integrina a5pl durante la formación de articulaciones. 

Nuestros datos sugieren que la unión de la Integrina a un ligando RGD en la 

extremidad en desarrollo contribuye a prevenir la aparición de una nueva 

articulación, por ello decidimos explorar el patrón de expresión de la Integrina 

a5p 1 durante la formación de articulaciones. El autopodio completo de embriones 

de ratón de diferentes etapas de desarrollo se tiñeron para mostrar la expresión de 

la subunidad a5 de la integrina. La Integrina «5 se encuentra en todos los digitos 

de la mano en formación. En la zona donde las articulaciones de los dedos 

empiezan a formarse en E14.5, la Integrina «5 no se expresa (figura 15a). Una 

vista a mayor aumento de la región de la interzona confirmó que la Integrina a5 no 

está presente en las articulaciones en desarrollo (figura 15b). Asi , Wnt-14 se 

expresa en la interzona donde la integrina a5 no se expresa (figura15c). En los 

elementos esqueléticos más avanzados, tales como la ulna, la expresión de la 

Integrina a 5 fue muy evidente en los condrocitos prehipertróficos (figura 15d) y 

coloca liza con IHH, (figura 15t) pero no con la colágena tipo X (figura 15e). 

Además, la integrina aS se observa con menor intensidad en los condrocitos en 

proliferación , y fué evidente en el pericondrio y en las articulaciones ya formadas. 

Estos datos apoyan la idea que durante la formación del esqueleto, la 

Integrina a5pl correlaciona con el fenotipo diferenciado de los condrocitos 

prehipertróficos, pero al desaparecer podria permitir la formación de las 

articulaciones. 
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Figura 15 . Patrón de expresión de las Integrinas a5 durante la formación de articulaciones. Cortes 

histológicos de extremidades de ratón de t4.5 dias de desarrollo. Corte del autopodio teñido 

mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo policlonal para la subunidad aS de la Integrina, 

donde se muestran las articulaciones en desarrollo de los dedos (A). Cortes seriados de la zona de 

una articulación de un dedo en desarrollo, teñidos mediante inmunofluorescencia para la Intagrina 

a5 (8) y mediante hibridación in snu para mostrar la expresión de Wnt-14 (C) . Corte seriados de la 

ulna teñidos por inmunofluorescencia para mostrar la presencia de la Intagrina a5 (D), Colágena tipo 

X (E) e Ihh (F). 

Las BMP potencian la fonmación de articulaciones eclópicas inducidas por la 

inhibición de la inlegrina a5pl 

Se sabe que las BMP inhiben la fonmación de articulaciones y aumenta la 

diferenciación del cartilago, por ello evaluamos si la adición de BMP puede 

prevenir la aparición de articulaciones ectópicas que fueron inducidas por el 

bloqueo de las Integrinas a 5pl. Las extremidades anteriores de embriones de 

ratón en E14.5, se inyectaron en la muñeca con anticuerpos neutralizantes para la 

Integrina a5 y entonces se cultivaron en presencia de BMP7 durante 4 días. Las 

extremidades inyectadas con un anticuerpo irrelevante e incubadas con BMP7 

presentaron una distribución normal de los elementos esqueléticos, aunque tienen 
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una apariencia mas gruesa que en las extremidades control (figura 16a). 

Inesperadamente, encontramos que la BMP7 en el medio de cultivo no 

contrarresta los efectos del anticuerpo neutralizante para la Integrina «5 (figura 

16d); pero en cambio, la BMP7 aumento a 87% (35 de 40) de los experimentos la 

formación de las articulaciones ectópicas en la región distal del radio y la ulna 

(figura 16a, 16d). La combinación de BMP7 y el anti-integrina también resultó en la 

perdida de algunos elementos esqueléticos tales como falanges y carpos en 

comparación con los controles. El análisis histológico de estas secciones muestra 

dos áreas de tinción de cartílago, una más intensamente teñida más allá de la 

porción distal y una segunda menos teñida sobre la porción proximal (figura 16e). 

Esta última area corresponde a los condrocitos hipertróficos. Estas areas 

diferentes no se observan en las extremidades control tratadas con BMP7 y con 

un anticuerpo irrelevante (figura 16b). Ademas, la expresión de Wnt-14 , el 

marcador molecular de las articulaciones se evidenció en el área de esta nueva 

estructura (figura 161), mientras que Wnt-14 no se detectó en las extremidades 

control (figura 16c). Resultados similares se obtuvieron al utilizar el péptido RGD y 

BMP7 (figura 16g). También, se observó un incremento de las células apoptóticas 

en la articulación ectópica tratada con el anti-integrina «5 (figura 16i) comparada 

con BMP7 solo (figura 16h). Estos resultados muestran que la nueva estructura 

formada después del tratamiento con la anti-integrina «5 induce una nueva 

articulación, y la BMP 7 no es capaz de inhibir la formación de esta articulación 

ectópica después del bloqueo de la Integrina. Por el contrario, la potencia 

(comparar figura 16e con figura 14a). 

Hemos mostrado que la Colagena tipo 11 se regula negativamente después 

del tratamiento del bloqueo de la Integrina con anticuerpos monoclonales. Aunque 

BMP7 no previno la formación de la articulación ectópica, es posible que la 

distribución de otros marcadores moleculares de cartílago pueda ser diferente. La 

BMP7 en los cultivos tratados con una IgG control tienen un incremento en la 

expresión de la Colagena tipo II (figura 16j); sin embargo, el tratamiento con anti-
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Figura 16. La BMP aumenta la formación de articulaciones inducidas por la inhibición de la Integrina 

aSJ}!. Extremidades de embriones de ratón en E14.5 cultivadas por cuatro dias en presencia de 1 ~g/ml de 

BMp·7 e inyectadas en la muñeca con 10 l-l9 de un anticuerpo IgG irrelevante como control (A, B, e, H, J, l , 

N); las extremidades experimentales se inyectaron con 10 ~g de anticuerpo neutralizante para la Integrina 

aS (O, E, F, 1, K, M, O). La linción con Azul alcianol Alizarina Roja de la extremidad completa muestra los 

elementos esqueléticos (A y O). los cortes histológicos teñidos con Safranina O y Verde rápido muestran el 

cartílago en rojo. 200 aumentos (B y E). Híbridadón in silu para Wnt-14 (e y F). Cortes h~tológicos de las 

extremidades inyectadas con 2 ~g de péptido RGO teñidos con Safranina O y Verde Rápido para mostrar el 

cartílago en rojo (G). Ensayos de TUNEl para apoptos~ revelados con rojo texas (H el). 

Inmunofluorescencias reveladas con FlTe (verde) para Colagena tipo 11 (J Y K) , eolagena tipo I (l Y M), e 

Indian Hedgehog (N Y O). En toclas las inmunofluorescencias los núcleos se tiñeron con Ioduro de propidio 

(rojo) . 
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integrina u5 en presencia de BMP7 también causó la inhibición de Colágena tipo 11 

(figura 16k). Por otro lado, la expresión de Colágena tipo I se encontró después 

del bloqueo de la Integrina, aún en presencia de la BMP7, comparado con la 

BMP7 sola (figura 161, 16m). También, la expresión de IHH se incrementó por la 

BMP7 sola (figura 16n). Después del tratamiento con anti-integrina u5, también se 

observó la inhibición de la diferenciación de los condrocitos prehipertróficos, como 

se determina por la expresión de IHH (figura 160). Todos estos datos indican que 

BMP7 acelera la formación de articulaciones ectópicas entre los condrocitos en 

proliferación y los condrocitos hipertróficos. 

La sobrexpresión de la Integrina u5Pl inhibe la formación de articulaciones y 

promueve la diferenciación de las células prehipertróficas. 

Nuestros resultados muestran que la inhibición de la Integrina u5p I induce 

articulaciones ectópicas, por eso evaluamos si la sobrexpresión de la Integrina 

u5Pl de humano inhibe la formación de articulaciones. Los plasmidos conteniendo 

los genes completos para las cadenas u5 y p ¡ de las Integrinas de humano se 

electroporaron en el autopodio de embriones de pollo en la etapa HH27, esta 

etapa es previa a la formación de las articulaciones del autopodio. Después de la 

incubación de los embriones de pollo durante 5 dias, encontramos que la 

expresión ectópica de la Integrina a5pl inhibió la formación de articulaciones 

(figura 17b). El análisis histológico de los dedos confirmó un tejido continuo de 

cartilago entre las falanges (figura 17d). Para determinar la expresión de la 

Integrina u5P¡ de humano en la pata de pollo, la detectamos mediante 

inmunofluorescencia con un anticuerpo monoclonal especifico para la Integrina 

u5p ¡ de humano, el cual no reconoce las proteinas de pollo. Los resultados 

muestran la expresión de la Integrina u5P¡ de humano fue detectada, 

localizándose a lo largo de todo el cartílago (figura 171). Debido a que la formación 

de la articulación por la inhibición de la Integrina u5P¡ coincide con la inhibición de 
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Figura 17 . La sobrexpreslón de la Integrina aSpl inhibe la formación de articulaciones e induce la 

diferenciación do células preltipertróficas. ~idades posteriores de embriones de pollo del estadio 27 

HH electroporados con los plasmidos con los genes completos para las cadenas 0.5 y P 1 de las 

Integrinas, en la región del autopodio e incubados durante 5 días (B, D, F, H Y J). Las extremidades 

colaterales se utilizaron como controles (A, e, E, G, e 1). las extremidades se fijaron en paraformaldehido y se 

fotografiaron para observar el fenotipo inducido por la sobrexpresión de la Integrina 0.5131 para humano (A y 

B). Cortes histológicos seriados de las extremidadades mostradas en A y B teñidos con Salranina O y Verde 

rápido (C y D), teñidos por inmunofluorescencia para la Integrina 0.5131 de humano (E y F) e Indian hedgehog 

(G y H), Y mediante hibridación in sftu para Wnt-14 (1 y J). 
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la diferenciación de los condrocitos prehipertróficos, evaluamos que la expresión 

de la Integrina aSpl induce la expresión de IHH (figura 17h), el marcador 

molecular de los condrocitos prehipertróficos. El resultado muestra que la 

expresión de la Integrina aSpl de humano en los dedos coincide con IHH (figuras 

17g, 17h ); mientras que Wnt-14 no se expresó bajo estas condiciones (figura 17j). 

En conclusión , la sobrexpresión de la Integrina a5pl inhibió la expresión de Wnt-

14 y por lo tanto la formación de las articulaciones, este fenotipo correlaciona con 

el aumento de la diferenciación de los condrocitos prehipertróficos. 

Indian hedgehog inhibe la formación de la articulación ectópica. 

El tratamiento con el anticuerpo contra la Integrina aS inhibió la expresión 

de IHH y la expresión de la Integrina aSpl de humano induce la expresión de IHH, 

por ello evaluamos si el señalamiento de hedgehog se requiere para prevenir la 

formación de la articulación ectópica. Para hacer esto, las extremidades anteriores 

de embriones de ratón se inyectaron con el anticuerpo neutralizante para la 

Integrina aS y se cultivaron en presencia de SHH, una proteina que actúa de 

manera similar a IHH. Bajo estas condiciones, la aparición de la articulación 

ectópica se bloqueó y los condrocitos prehipertróficos se desarrollan (figura 18c), 

correlacionando con la inhibición de la expresión de Wnt-14 (figura 18d). 

Resultados similares se obtuvieron en cultivos con BMP7 en el medio de cultivo. 
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Figura 18 . La señal Hedgehog regula la formación de articulaciones. Cortes histológicos de las 

extremidades anteriores de embriones de ratón microinyectadas con 10 µg de anticuerpo neutralizante para 

la lntegrina a5, y cultivadas durante cuatro días Cultivos sin tratamiento (A-B) y con tratamiento de 

400 ng/ml de Sonic Hedgehog (C-D). Los cortes histológicos se tiñeron con Safranina O y Verde rápido (A y 

C), o se procesaron para hibridación in situ para Wnt-14 (By D). 200 aumentos. 

Estos resultados sugieren que durante la formación de las articulaciones del 

esqueleto en desarrollo, se requiere de la represión de la expresión de la lntegrina 

a5¡31; de esta manera, los condrocitos en proliferación no prosiguen su programa 

de diferenciación hacia cartílago prehipertrófico y en cambio siguen su destino 

hacia el programa de cartílago prearticular. De esta forma, el destino de los 

condrocitos en proliferación hacia el programa de prehipertrofia o de articulaciones 

depende de la presencia o ausencia de la lntegrina a5¡31. 
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DISCUSiÓN 

La adhesión celular mediada por Inlegrinas es un proceso importanle 

durante la diferenciación celular, la arquitectura tisular y la morfogénesis 

(Gumbiner, 1996). El conocimiento del papel de las diferentes Integrinas en la 

diferenciación del cartilago es escaso, sin embargo existen estudios del patrón de 

expresión de algunas Integrinas en el cartilago y durante la formación de 

condensaciones precartilaginosas (Shakibaei , 1995; Shakibaei , 1998). En otros 

trabajos se muestra que las Integrinas pi son requeridas para que los condrocitos 

hipertróficos expresen Colágena X (Hirch, 1998). Recientemente se encontró que 

la forma inactiva del gen de la Integrina pi bajo el promotor de la Colágena 11 , 

causa la inhibición de la proliferación de los condrocitos, altera el arreglo en 

columnas de las células y produce condrodisplasias (Aszodi et al, 2003). Sin 

embargo, no se conoce como participan las Integrinas durante la formación del 

patrón esquelético y durante la formación de las articulaciones. 

La Integrina aSpl coordina la diferenciación de los condrocitos y la 

formación de articulaciones durante el desarrollo del esqueleto. 

El presente estudio muestra por primera vez que la interacción de las 

Integrinas aSpl con sus ligandos mediante el dominio RGD, regula la formación de 

las articulaciones y la diferenciación del cartilago. El bloquear la Integrina aSpl 

resulta en la expresión de Wnt-14 y la formación de una articulación ectópica . 

Existen evidencias de que la señalización WnUp-catenina es suficiente y necesaria 

para la formación de articulaciones sinoviales (Guo et al, 2004), pero hasta el 

momento, sólo se sabe que Wnt-14 es el inductor más temprano de las 

articulaciones (Hartmann y Tabin , 2001) . Cuando se expresa ectopicamente Wnt-

14 en condrocitos, las células pierden su fenotipo típico y forman la interzona, una 

región de capas de células aplanadas y pequeñas que expresan Gdf-5, 

Autotaxina, Cordina, CD44 y Colágena tipo 111 (Edwards et al, 1994; Bachner et al, 
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1999; Francis-West et al, 1999; Merino et al, 1999; Storm y Kingsley, 1999); estas 

células darán origen a las diferentes estructuras de la articulación. Al igual que la 

sobreexpresión de Wnt-14, el bloqueo de las Integrinas ClSPl también provoca la 

pérdida del fenotipo diferenciado de los condrocitos y la aparición de una 

estructura semejante a la interzona. Estos resultados nos sugieren que las 

Integrinas podrian regular la señal de Wnt-14 durante la diferenciación de los 

condrocitos hacia la prehipertrofia. Cuando los condrocitos disminuyen la 

expresión de la Integrina aS , entonces los condrocitos en proliferación entrarán al 

programa de articulaciones y como consecuencia se induce la expresión de Wnt-

14 disparando la cascada molecular que lleva a formación de las articulaciones. 

Este hecho se ve apoyado por el patrón de expresión de la Integrina aS y de Wnt-

14, los cuales son complementarios, es decir, mutuamente excluyentes. Sin 

embargo, no es claro qué hecho controla la disminución de la expresión de las 

Integrinas ylo induce la expresión de Wnt-14 en la región de las futuras 

articulaciones. 

El papel de las Integrinas durante la morfogénesis del esqueleto puede ser 

el siguiente. Las Integrinas aSp l participan en la proliferación de los condrocitos 

durante el crecimiento del elemento esquelético. En determinado momento, 

cuando cambia el balance entre señales de diferenciación del cartílago como 

FGFs, PTHrP e IHH, los condrocitos disminuyen su actividad proliferativa y ahora 

las Integrinas aSp! contribuyen en la diferenciación de los condrocitos hacia la 

prehipertrofia e hipertrofia . Por el contrario, en ausencia de las Integrinas ClSP 1, los 

condrocitos en proliferación en vez de iniciar la prehipertrofia son susceptibles a 

cambiar su destino celular. 

Los hallazgos de este trabajo indican que las interacciones mediadas por 

Integrinas entre las células y la matriz extracelular coordinan la diferenciación del 

cartílago con la formación de articulaciones. Es decir, la formación de las 

articulaciones y el desarrollo de la placa de crecimiento son procesos altamente 
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integrados, que establecen de alguna forma el patrón del esqueleto al controlar el 

tamaño de cada cartílago del esqueleto embrionario. 

Existen diversos patrones de señalización que convergen en la placa de 

crecimiento. En este trabajo se sugiere que la Integrina a.S pl es otra de las 

moléculas necesarias en la regulación del crecimiento y diferenciación de los 

condrocitos de la placa de crecimiento. Cuando se bloquean estos receptores de 

la MEC, se provoca un cambio en el programa de diferenciación de los 

condrocitos, impidiendo su progresión a la etapa hipertrófica y se modifica su 

programa de diferenciación hacia cartílago prearticular. 

El bloqueo de las Integrinas inhibe la expresión de la Colágena tipo 11 e IHH 

que se presentan en la región del cartílago prehipertrófico. Esta zona además 

presenta la expresión de receptor PPR en lugar del IHH (dato no mostrado) , lo 

cual puede ser una evidencia que estos condrocitos, cuando vuelven a expresar la 

Integrina 0.5 después de haberse formado la articulación, se convierten en 

cartílago articular. Se establece así, una nueva frontera entre dos elementos 

esqueléticos de cartílago. Está bien establecido que la pérdida de IHH delimita la 

transición de los condrocitos prehipertróficos a hipertróficos, ya que IHH es 

necesario para el paso a la hipertrofia de los condrocitos. Así , la disminución de la 

expresión de IHH cuando se bloquean las Integrinas a5pl , sugiere que las 

Integrinas inducen la expresión o estabilizan la señalización de IHH para mantener 

el fenotipo de los condrocitos prehipertróficos y de esa forma progresen a las 

etapas terminales de diferenciación. Esto concuerda con un trabajo donde se 

plantea que IHH forma parte de un complejo de mecanotransducción, que 

depende de la adhesión celular para transducir señales, principalmente de 

proliferación celular (Wu et al, 2001). 

Otro de los factores inhibidos al bloquear la Integrina a5 es el FGR3 (datos 

no mostrados), lo cual coincide con el hecho de que esta región pierde la 

capacidad de inhibir la proliferación de los condrocitos y permitir su avance hacia 

la hipertrofia. La señal de FGFs al parecer, debe inhibirse para que una 

articulación se forme; ya que cuando se sobrexpresa la forma constitutivamente 
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activa del gen Ffgr3 en una articulación en desarrollo, ésta no se forma (Wang et 

al, 2001). Esta señal puede ser importante no solo para frenar la actividad 

proliferativa de los condrocitos, sino también para mantener las células 

comprometidas a la hipertrofia y que no cambien su programa de diferenciación. 

Así, el bloqueo del programa de diferenciación de los condrocitos prehipertróficos, 

aparentemente es un requerimiento importante para la formación de las 

articulaciones de los elementos esqueléticos. Si bien WNT-14 es la señal 

inductora de la formación de articulaciones, la ausencia de la señalización de las 

Integrinas aSpl es una señal permisiva para el desarrollo de las articulaciones, y 

con ello se inicia la formación de la interzona. Sin embargo, no es muy claro que 

señal ocurre primero, pero es muy probable que sean señales simultaneas y 

coordinadas. 

Por último, la expresión del RNAm de Gdf-5 se restringe a la interzona 

donde se sintetiza la proteína; a su vez, esta molécula podría difundirse hacía el 

cartílago prearticular recién formado. Existen trabajos que muestran que las BMPs 

inducen la expresión de Integrinas, de tal forma que cuando las células 

prearticulares vuelven a expresar la Integrina a5, posiblemente por la acción de 

GDF-5 se induce la proliferación del cartílago y favorece la consolidación del 

cartílago articular. Esto además podría prevenir la formación de otra articulación 

muy cerca de la recientemente formada (Hartmann y Tabin, 2001). 

Los condrocítos en prolíferacíón son un tipo celular que puede diferencíarse 

hacía dos destínos celulares en funcíón de las Integrínas aSpl. 

Un descubrimiento sobresaliente de nuestro estudio y de interés para 

comprender los mecanismos de la formación de las articulaciones, es la diferencia 

estructural entre las articulaciones normales y las ectópicas inducidas por el 

bloqueo de las Integrinas. Las articulaciones normales están flanqueadas por 

placas de crecimiento con condrocitos en proliferación más cercanos a las 

terminaciones articulares, y los condrocitos hipertróficos más alejados de las 
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articulaciones. En contraste, las articulaciones ectópicas se forman entre los 

condrocitos en proliferación y los condrocitos hipertróficos, debido a la 

desaparición de los condrocitos prehipertróficos. Posiblemente, cuando las 

condensaciones cartilaginosas (las cuales están formadas completamente de 

cond rocitos en proliferación) alcanzan un tamaño en particular, por alguna razón 

que aún se desconoce, las células del centro de la condensación del elemento 

cartilaginoso salen del ciclo celular (Karaplis et al , 1994; Schipani et al, 1997; 

Rossi et al, 2002). Cuando estas células dejan de proliferar, tienen dos destinos 

alternativos de diferenciación. Uno de esos destinos es la diferenciación a 

condrocitos prearticulares, de tal forma que cuando el molde esquelético inicial de 

cartílago se establece, las condensaciones que alcanzan este tamaño crítico 

inician la formación de la articulación desde el centro. El otro destino a elegir es la 

diferenciación hacia condrocitos prehipertróficos, de tal manera que, una vez que 

los moldes esqueléticos se establecen , cuando los elementos esqueléticos 

alcanzan de nuevo un tamaño critico, las células del centro, en vez de convertirse 

en células prearticulares, adoptan el destino alternativo de convertirse en células 

prehipertróficas, y finalmente alcanzan la vía hacia la hipertrofia y la eventual 

osificación. Nuestros datos muestran que la sobrexpresión de la Integrina aSpl en 

extremidades de pollo, inhibe la formación de las articulaciones naturales y 

promueve la diferenciación de los condrocitos en proliferación hacia la ruta de la 

prehipertrofia. 

ASi, la decisión de adoptar tal destino celular cuando salen del ciclo celular, 

a células prearticulares o prehipertróficas, puede explicarse debido a la presencia 

o ausencia de la Integrina a5pl en los condrocitos postmitóticos ylo del 

pericondrio. 
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Figura 19. Coordinación de la formación de articulaciones y la diferenciación del cartílago por la 

lntegrina a5P1 durante el desarrollo del esqueleto apendicular. (A-D) Elementos esqueléticos 

confonnados por condrocitos en proliferación. (A) La diferenciación del Cartílago inicia con la agregación de 

mesénquima precondrogénico. (B-0) Cuando el elemento esquelético alcanza cierto tamaño los células desde 

el centro de la condensación salen del ciclo celular, si la lntegrina a5~1 se inhibe en el pericondrio, los 

condrocitos en proliferación se dirigen hacia el programa de las articulaciones, y delimitan la frontera entre 

cada elemento esquelético. (E, F) Una vez que se ha segmentado el elemento esquelético, cada nuevo 

elemento continúa su desarrollo. Entonces el elemento más proximal del esqueleto apendicular mantiene la 

expresión de la lntegrina a5~1 en el pericondrio y los condrocitos en proliferación se vuelven prehipertróficos, 

y llegan a la hipertrofia y eventualmente a la osificación. En el elemento más distal, se repiten los pasos (B-D) 

para generar nuevos elementos de cartílago individuales. La acción de las BMP para promover la formación 

de articulaciones o la maduración del cartílago depende de la presencia de la presencia de la lntegrina a5~1 

en el pericondrio. A la derecha se muestra un esquema que muestra la regulación de la señalización entre las 

lntegrinas y Wnt-14. Donde las integrinas promueven la diferenciación de los condrocitos, mientras que la 

señalización Wnt induce la fonnación de articulaciones. Estos procesos son complementarios durante la 

morfogénesis del esqueleto. 
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El pericondrio podría ser el tipo celular que dirige la formación de las 

articulaciones 

Los descubrimientos de este estudio sugieren que el pericondrio podria 

también jugar un papel importante en la formación de articulaciones. En apoyo a 

esta interpretación, Aszodi y colaboradores observaron que las articulaciones se 

desarrollan normalmente en ralones deficientes de la Integrina ~ I bajo el control 

del promotor de Colágena tipo 11 (Aszodi el al, 2003). Es importante recalcar que la 

Colágena tipo 11 se expresa en todos los condrocitos pero no en el pericondrio. 

Asi, la fuerte expresión que observamos de la Integrina a5~ 1 en el pericondrio de 

los elementos esqueléticos podria controlar la diferenciación de los condrocitos 

prehipertróficos y esta expresión no se afecta por la ausencia de la Integrina ~ 1 en 

las células que expresen Colágena tipo 11 en los ratones deficientes de la Integrina 

~1. Con estos fundamentos, el efecto de la Integrina a5 ~1 en la formación de las 

articulaciones ectópicas y la inhibición de las células prehipertróficas podria ser 

mediada por el pericondrio. Además, los experimentos de rescate de este estudio 

con la proteina SHH revelaron que la señalización de hedgehog inhibe la 

formación de articulaciones ectópicas. Dado que el pericondrio expresa Patched, 

el cual es considerado el principal blanco del señalamiento de IHH, podria ser que 

la inhibición de la articulación ectópica por el efecto del SHH exógeno esté 

mediado por el pericondrio. Sin embargo, también cabe la posibilidad que sea un 

efecto directo de SHH sobre los condrocitos prehipertróficos (Long et al , 2001). 

De acuerdo con la hipótesis descrita arriba, la articulación ectópica inducida 

por el bloqueo de la Integrina a5 ~1 muestra la morfologia de un espacio 

perpendicular al eje del hueso. Este patrón de articulación difiere del observado 

por Hartmann y labin (2001) en experimentos donde se expresa ectopicamente 

Wnt-14. La articulación inducida por la sobrexpresión de Wnt-14 se extiende por 

todo el rudimento de cartílago y muy probablemente sea debido a las señales 

instructivas emitidas por Wnt-14 que induce los genes blancos de la via de 

articulaciones en todas las células del cartilago que expresan este gen. Está bien 
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establecido que la misma Integrina es capaz de inducir respuestas celulares muy 

diferentes dependiendo del tipo celular en el que se expresan. Por ejemplo, la 

unión de Integrina aSpl a fibronectina permite la sobrevivencia de fibroblastos 

(Aplin et al, 1999); en células mamarias, conduce a la producción de leche 

(Schmidhauser et al, 1990); y en leucocitos permite la migración a través del 

endotelio y la producción de citocinas (Rosales y Juliano, 1995). Asi, aunque el 

patrón de expresión de la Integrina aSp l en el cartilago de las extremidades en 

desarrollo es muy extendido, nosotros no encontramos un efecto difuso como el 

descrito con la sobrexpresión de Wnt-14, es decir, las células que expresan la 

Integrina aSp l responden de manera diferente en función de otras señales que 

convergen en cierto momento y espacio. ASi , la presencia o ausencia de la 

Integrina aSpl en el pericondrio puede influir en la decisión para que una célula 

adopte un destino prehipertrófico o prearticular. Como se sabe, existe una 

comunicación de señales muy estrecha entre el pericondrio (PTHrP y FGF-18) Y 

los condrocitos proliferación y prehipertróficos (IHH), con lo cual se regula la 

longitud de los elementos esqueléticos de cartílago. ASi, cuando una población 

horizontal y local de condrocitos en proliferación salen del ciclo celular, esta 

población se diferencia en conjunto hacia un destino prehipertrófico cuando 

expresan la Integrina a Spl , y cuando no la expresan, se diferencian en condrocitos 

prearticulares. Por ello, el bloqueo de las Integrinas produce articulaciones 

perpendiculares a lo largo del eje del elemento esquelético. En este sentido, las 

Integrinas modulan la respuesta a otras señales como lo sugieren Aplin y 

colaboradores (Aplin et al, 1998). 

Por último, es probable que las células del pericondrio migren hacia la 

región de la interzona, para completar la separación de los elementos 

esqueléticos. Como hemos visto, la Autotaxina (ATX) se expresa en la interzona 

por donde posiblemente estén migrando las células. La ATX es la Lisofosfolipasa 

D, una enzima que interviene en la síntesis extracelular del ácido Lisofosfatídico 

(LPA) ; el LPA se une a una proteína G de la membrana celular, la cual activa la 
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señalización mediada por la GTPasa Rho que promueve la migración celular. Se 

ha estudiado que factores de la familia Wnt inducen la expresión de ATX, y que la 

ATX promueve la migración celular y la metástasis (Nam et al , 2001) 

El papel de las BMP durante la fonmación de las articulaciones 

Las BMP y otros miembros de la familia del TGF-p pueden tener efectos 

muy diferentes dependiendo del tipo celular en el que actúan ; esto depende tal vez 

del tipo de receptores que posee la célula. Por ejemplo, la BMP puede inducir 

muerte celular en los interdígitos y condrogénesis en los dígitos durante la 

formación de la mano (Merino et al , 1999). La sobrexpresión de varios miembros 

de la familia de BMPs y la inactivación de su antagonista Nogina producen 

articulaciones fusionadas (Brunet et al, 1998). Además, se ha propuesto que las 

BMP-2 y BMP-4 pueden determinar la forma y tamaño de los elementos 

esqueléticos de la mano (Duprez et al , 1996). Asi mismo, se ha asociado a la 

BMP-7 con la formación de las articulaciones (Macias et al , 1997). Esto podria 

explicar por qué se potencia la formación de las articulaciones al bloquear las 

Integrinas a5p I acompañado de la adición de BMP-7. Durante el desarrollo de una 

articulación normal, las células del cartilago en proliferación y prehipertrófico (que 

expresan la Integrina (5 ) responden a las BMP proliferando y diferenciándose, 

respectivamente. Tal vez las células de la interzona, que no expresan la integrina 

a5pl responden de manera diferente a las BMP que las del cartilago 

prehipertrófico, esto bloquea la diferenciación celular, induce la muerte celular y la 

segmentación del cartilago del esqueleto en desarrollo. Por eso, en la articulación 

ectópica queda un extremo con una mayor parte de cartilago hipertrófico que ya 

se había diferenciado y respondió de manera diferente a la BMP-7. 

En este sentido, un descubrimiento de nuestro estudio es que la respuesta 

de los condrocitos al señalamiento de las BMP está regulado por las Integrinas. En 

las extremidades normales, como ya se mencionó, los tratamientos con BMP 

provocan condrogénesis intensa y la inhibición de la formación de articulaciones. 

70 



David Garciadiego Cázaresj Inst. Invest. Biomédicas. UNAMj2005 

Por el contrario, en nuestros experimentos, al bloquear las Integrinas y agregar 

BMP al medio de cultivo, se inhibió la diferenciación de las células prehipertróficas 

y potenció la formación de articulaciones ectópicas. El que la BMP-7 potencie la 

formación de las articulaciones correlaciona con la expresión de varios genes de 

Bmp en las articulaciones en desarrollo; sin embargo, es dificil explicar por qué 

los genes Bmp se expresan en las articulaciones si la aplicación directa de BMPs 

en la articulación en desarrollo bloquea la formación de la articulación. De acuerdo 

a nuestros resultados en ausencia de la Integrina a5p I el señalamiento de BMP 

puede dirigir a los condrocilos en proliferación al programa de la articulación. Por 

el contrario, en presencia de la Integrina aSpl, el señalamiento de BMP dirige a los 

condrocitos en proliferación al programa de la prehipertrofia y expresan Ihh. Sin 

embargo, no es muy claro si esta modulación a la respuesta de BMP es intrinseca 

de las diferentes etapas de diferenciación de los condrocitos del cartilago, o es 

mediada a través del pericondrio. 
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CONCLUSIONES 

El bloqueo de las Integrinas aSpl induce la formación de articulaciones 

ectópicas; esto es debido a que estas Integrinas mantienen el fenotipo 

diferenciado del cartílago prehipertrófico, la estructura del cartílago de la placa de 

crecimiento y el crecimiento de los huesos largos. 

Las Integrinas aSpl permiten el progreso de los condrocitos en proliferación 

hacia condrocitos prehipertróficos mediante la acción de IHH. 

Las células de la interzona no presentan la Integrina aS , este hecho 

posibilita que estas células que han abandonado el programa de diferenciación a 

condrocitos prehipertróficos continúen su diferenciación hacia condrocitos 

prearticulares. Además de la desaparición de la Integrina a5, ocurre la expresión 

de Wnt-14, el cual es el inductor más temprano de las articulaciones. 

La acción del BMP-7 tiene efectos diferentes en las células del cartilago y 

en las células de la interzona. En el primer caso aumenta la diferenciación y en el 

otro potencia la formación de las articulaciones. Esto está en función de la 

presencia o ausencia de la integrina a5~1. 

La sobrexpresión de la Integrina aSpl en el cartílago resulta en la fusión de 

los elementos esqueléticos, resultado de un marcado aumento de la diferenciación 

celular de condrocitos prehipertróficos, lo que lleva a la inhibición de la formación 

de articulaciones. Este hecho sugiere que la diferenciación del cartilago y la 

formación de articulaciones son procesos que se regulan mutuamente y esta 

regulación esta coordinada por la Integrina aSpl. 
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PERSPECTIVAS 

Es interesante conocer con más precisión el papel de las BMP en la 

regulación de la formación de las articulaciones. Por ejemplo, no está muy claro 

qué tipos celulares responden de manera diferente al señalamiento de las BMP. 

Inclusive, si es una respuesta directa de las células del cartilago o, por ejemplo, 

esta respuesta está mediada por las señales del pericondrio. 

Por eso, es interesante conocer si la decisión de las células de seguir su 

destino hacia cartílago prehipertrófico o prearticular es una característica 

intrínseca de estas células preespecificadas, o es una señal extrínseca la que 

determina su destino celular. Más aún, tampoco está bien establecido si el origen 

de las células prearticulares se originan del molde primario de cartílago a partir de 

células que cambiaron su destino, o bien, si el origen de estas células es de otro 

tejido, por ejemplo, células del pericondrio que migran hacia la interzona. La 

expresión de Autotaxina en la interzona , sugiere que la migración podría ser un 

proceso importante durante la formación de las articulaciones. 

De igual manera, se desconoce como se determina la posición de una 

articulación , aunque sabemos que es un proceso coordinado con la proliferación y 

diferenciación de los condrocitos. En ese sentido, resulta muy interesante el patrón 

de expresión de Wnt-4 en los fiancos de las articulaciones y de Wnt-16 en las 

articulaciones, es por ello que tenemos que conocer cual es su papel durante la 

formación de las articulaciones. 

De cualquier manera, el proceso de la articulación del esqueleto es un área 

que tiene muchas interrogantes por responder. 
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Summary 
The control point by which chondrocytes take the decision 
between the cartilage differentiation program or the 
joint formation program is unknown. Here, we have 
investigated the effect of aS~l integrin inhibitors and bone 
morphogenetic protein (BMP) on joint formation. Blocking 
of aS~l integrin by specific antibodies or RGD peptide 
(arginine-glycine-aspartic acid) induced inhibition of pre
hypertrophic chondrocyte differentiation and ectopic joint 
formation between proliferating chondrocytes and 
hypertrophic chondrocytes. Ectopic joint expressed Wnt14, 
GdfS, chordin, autotaxin, type 1 collagen and CD44, while 
expression of ludian hedgehog and type 11 collagen was 
downregulated in cartilage. Expression of these interzone 

lntroduction 
Joint formation constitutes a key step in the morphogenesis of 
the appendicular skeleton of vertebrates . Long bones are 
initially formed as an elongated chondrogenic condensation. 
Next in development, joints are formed at specific regions 
of the condensing cartilages by a complex process, which 
involves dedifferentiation of the chondrogenic tissue and 
apoptosis. The first morphological evidence of joint 
development is the formation of the interzone, characterized 
by fl attened, fibroblastic-like chondrocytes and apoptosis. 
Complete separation of skeletal elements occurs through 
cavitation, thereby forming the joint capsule (Francis-West et 
al. , l 999a). At the molecular leve!, joint formation correlates 
with downregulation of type 11 collagen, and with the 
appearance of specific regions with the expression of bone 
morphogenetic protein (BMP) family members, such as Gdf5, 
Gdf6, Bmp7 and Bmp2 (Francis-West et al. , 1999a; Storm and 
Kingsley, 1999; Merino et al. , 1999) and Wntl4 (Wnt9a -
Mouse Genome lnformatics) (Hartmann and Tabin, 2001). In 
spite of the specific expression of BMP family members in 
developing joints, the function of these molecules remains 
obscure. Overexpression experiments with Bmp2, Bmp4, 
Bmp7, and Gdf5 genes or knockout of BMP-antagonist Noggin 
cause intense growth of the cartilage and inhibition of joint 
formation (Duprez et al., 1996; Storm and Kinsley, 1999; 
Brunei et al. , 1998). By contrast, deletion of Gdf5 or Gdf6 

markers confirmed that the new structure is a new joint 
being formed. In the presence of BMP7, inhibition of aS~l 
integrin function still induced the formation of the ectopic 
joint between proliferating chondrocytes and hypertrophic 
chondrocytes. By contrast, misexpression of aS~l integrin 
resulted in fusion of joints and formation of pre
hypertrophic chondrocytes. These facts indicate that the 
decision of which cell fate to make pre-joint or pre
hypertrophic is made on the basis of the presence or 
absence of aS~l integrin on chondrocytes. 

Key words: Joint fo rrnation, lntegrin , Hedgehog, BMP, Wnt 14, 
Chondrogenesis, Chondrocyte differenti ation, Mouse 

genes in single or double knockout results in fusion of joints 
(Settle et al. , 2003). By contrast to BMPs, Wntl4 (Wnt9a -
Mouse Geno me lnformatics ), a member of the Wnt gene famil y 
(Katoh, 2002; Quian et al. , 2003), was identified as a primary 
inducer of joints (Hartmann and Tabin, 2001). Other signaling 
molecules may also be involved in joint formation. lndian 
hedgehog (IHH) is a major regulator of cartilage differentiation 
(Vortkamp et al. , 1996; St-Jacques et al., 1999; Minina et 
al., 2001); furthermore, sonic hedgehog (Shh) or Jhh 
misexpression inhibits joint formation (Merino et al., 1999). 

The important structural function of the extracellular matrix 
(ECM) in the mature cartilage suggests that the components of 
the ECM and integrins (receptors for ECM proteins) (Bokel 
and Brown, 2002; Hynes, 2002) exert a major role in cartilage 
differentiation. However, experimental evidence supporting 
this idea is scarce. Alterations in ECM components such as 
collagens (Li et al. , 1995 ; Barbieri et al. , 2003), link protein 
(Wai et al. , 1998) or aggrecan (Watanabe and Yamada, 1999) 
are responsible for sorne structural changes in cartilage. Also 
chondrocyte differentiation occurs in the absence of ~1 
integrins, but these cells are unable to form columns in growth 
plates. These chondrocytes show reduction of proliferation 
(Aszodi et al. , 2003; Fassler and Meyer, 1995). In addition, 
mutant mice lacking al , a2, a6, av, ~3, or ~5 integrins do not 
show skeletal malformations (Bouvard et al., 2001), suggesting 
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that other integrins control skeletal development or that 
funetional redundaney may oceur. 

Sinee the role of integrins on skeletal development is poorly 
understood. and mueh less for joint formation. we investigated 
the effeels of cx5~1 inlcgrin inhibilors and BMP on joint 
formalion in the embryonie mouse limb culture systcm. 
Blocking ~ J and <x5 integrins with spccific antibodies or RGD 
pept ides (arginine-glyeine-aspartatic acid) in the developing 
mouse zeugopod led 10 inhibition of pre-hypcrtrophie 
ehondrocyte differentiation and eelopie joint fornlation 
belween proliferating ehondrocyles and hypcrtrophic 
ehondrocytes. Moreover. celopie joint resul tcd in ex.pression 
of WntJ4. Gdf5. chordin. autotaxin and type I collagen and 
CD44. while expression of IHH and type 11 collagen was 
downregulated. Also. misexpression of <x5~ I integrin in chiek 
embryos resul ted in joinl fusion and fonnation of pre
hypertrophie ehondrocytes. In addition. we investigated the 
cffects of BMPs on eClopie joint fonnation indueed by Ihe 
inhibition of <x5~1 integrin. This is the first report on lhe 
involvement of a5~1 integrin in the control point by whieh 
ehondrocYles take the decision between the canilage 
differentialion program and the joint formation programo 

Materials and methods 
Reagents 
The following anlibodie~ were uscd: anli-~I inlegrin monodonal 
antibody ( HM~I ). anli-o:5 inlcgrin (HMo:5) and anli-o:5 inlcgrin 
(MFR5) from Pharmingen: anli-lypc r collagen and anli-CD44 frOrll 
Chem icon: anli.lYPC [[ eollagcn (C I[CI) al](l anti-hurn:m o:5 ~ 1 

inlegrin (BIIG2) I"rom Hybridoma Bank: and ami'lypc X eollagen 
I"rom Calbioch<.'rll. Thc RGE (GRGESP) and RGD (GRGDNP) 
pcptides were oblaincd from GIBCO BRL. BM P7 ;Jnd SHH wer.; 
I"rom R&D Syslcms. 

Microinjections and mouse 11mb organ cultures 
Complele embryos al embryonic day (E) 14.5 were injeeled al the 
wrisl with 2 J.l 1 of antibody solUlion or jusI with PBS using a 
pneumatic microinjector modet PV830 (World Prccision Instrumcnts) 
equippcd with glass microneedles. Thcn embryonic forelimb organ 
cultures were prepared as desnib<.'d by Vonkamp el al. ( 1996) and 
Lanskc el al. ( 1996). Bridly. limbs were placed on a Nuclcopore filler. 
Filler and limb werc Ihen placed on IOp of a stain!ess steel grid (Plain 
weave mesh 0.38 mm: Goodfellow) inside a well of a 24-well lissue 
culture plate conlaining BGJb medium wÍ(h 1% bovine serum 
albumin. The grid ke.;ps lhe limb al the liquidlair inlerface. Limb 
cultures were then kcpt for 4 days at .n"c in a 5% caz incubator. For 
sorne expcriments. cultures were supplemenled wilh 1 ¡.tglml BM P7 
or400nglml SHH . 

Skeletal preparation and tissue staining 
Cuhured limbs werc fixed o\"ernighl in %% cthanol and swined as 
prcviously dcscrib<.'d (Ono el al.. 19(7). 

For tissue staining. limbs were Jixed in 4% parafonmt1dchydc at 
4"C ovcrnight. dehydraled and emb<.'dded io P¡lraplaSI by standard 
techniques. Tissue seclions were lhen stained wilh Wcig.;rCs acid iron 
chloride hacmatoxilin and lhen staincd with Fasl Green. Subscquent ly. 
scctions were st¡¡ined witb Safranin O. 

cONA pro bes and in situ hybridization 
For in·silu hybridizations lhe following cDNA probcs werc uscd: 
mousc Gllf5 (Storm and Kingsley. 1999): 1V1II14 (Katoh. 2(02); 
chordin (Bachiller el al.. 2(03). For chicken embryos IVnt14. Gllf5 
and 1M eDNA probes were used. Fragmcnls of autotaxio (accession 
numbcr NMOI5744). Cd44 (accession numocr XM283773) aod 
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(/~.f:n.'C(j/1 (accession numbcr L07(49) motlSe genes were oblained by 
RT-PCR. First,slnllld cDNA was synlhesized wilh a First·slrand 
cDNA Ki¡ (Rochc Appli.;d Seience) ¡¡nd I !Jg of RNA of mouse 
embryo at EI 2. The fOllowing prilllcrs (5' to ]') were used: autOlaxin 
5' primcr. Y-CAGCAAGTCGAAlTAAGAGG·3' and 3' primer 5'· 
GGCCAOCOTATACAGAlTAG-J' (corre~ponding lO regioll 127· 
6(2): Cd44 5' primer 5'-AAGACn 'GAACAGGACAGGA-Y and 
3' primer 5'-AOAGATGCCAAGATGATGAG·3' (eoITCsponding 10 

region 1747-2248): ([!,:grcnl/l 5' primer 5'·GAGGAGCCATACA
CATClTC-3' and Y primer 5'·CACTGAGGTCCTCTACTCCA-3' 
(corresponding tO region 2506.3(40). PCRs were pcrfomlCd in a [Olal 
volume of 25 !J1 using Tal] DNA polymcrase ([nvi lrogcn). Thc eycling 
conditions werc 15 scconds at 94"C for denatllfation. 30 s.::conds at 
55°C for annealing. I minute al 72"C for clongation. ¡llld then 30 
minutes al 72"C after ¡he lasl cycle (35 eycks). The PCR proclucts 
werc clooed inlo pGEM T-easy (Promcga). The authemicilY of Ihe 
fragment s was confirmed by dideoxy scqllcncing. 

Digoxigenin 11 UTP-Iabcled si nglc-stranded RNA probcs wcrc 
preparcd using a DIO RNA labcling kil (Rache Applied Science) 
according to the manufaclurcr"s instruclions. Tissllc scetions on slidcs 
werc lreated witb I J.l glml proteinase K (preincubated al 37"C) for 5 
minutes al room lempcrature. Ihcn washed wilh PBT and ineubaled 
witb bybridization bulTer at 65"C for 15 minutes. aftef whieh Ih.; 
corresponding Digoxigenin-hlbckd probe was added and incubalcd 
o\'emighl at 65"C. Next morning. scclions were wa~hed and incubaled 
witb FITC· labcled allli-digoxigenin antibodics at 4"C ovcmight. Next 
day. scctiolls wcre washed and obscrved under a Nikon Fluorescence 
Microscopc Edipse E600. and pholographed wilh a Ni kon digilal 
C:llllcra Coolpix 995 (Nikon Ine). 

Immunofluorescence and TUNEL 
For immunohislochcmical analysis. sl idcs wcr.; incubatcd ovcrnight 
wilh alllibodics al 4cC. Next llloming. slides werc incub:lled wilh Ibe 
corresponding FITC-[abclcd sccond:lry antibody for 2 hours at 37°C 
and obscr\"ed umkr a Ni\.:on Fluorescence Mieroseopc Eclipse E600. 
and photogmphed wilh a digital camera Nikon Coolpix 995 (Nikon 
Inc.). Apoptosis wa~ detectcd by lhe TUNEL assay using an in-situ 
ecll death deleclion Kit. TMR (Roche Applicd Sciencc) according to 
the manufaclurer"s instmctions. 

Electroporation 01 a5~1 integrin cONA jnto chick embryos. 
Fertilizcd White Lcghorn chicken eggs (ALPES. Puebla Mexico) 
were windowed and staged according to Hambllrgcr and Hamilton 
(1 951 ). Non-linearized full-leng th human a 5 chain of integrins eDNA 
clone (6Ilgl!Jl : pECE+a5) and non-linearized fu!l- Iength human ~I 
cbain of intcgrins cDNA clone (6IlglJ.ll : pECE+~) were injectcd imo 
the autopod 01" the hindlimb at HH stage 27 (Hamburger and 
Hamiiton. 1951 ) wi lh a microneedlc. DNA was mixed wilh Chinese 
ink and mineral oil (1.5 111 01" pECE+a 5 plus 1.5 ¡.tI 01" pECE+~ I plus 
0.5 ¡.tI of Chincse ink and 0.5 111 of mineral oi]) and approxinmtciy 
0.5-1.0 111 of mix werc microi njected. Electroporalion was pcrformed 
al 28 \"olts with 10 pulses 01" 70 mseeonds. After dcetroporntion . ehick 
embryos wcre relUrned 10 the ineubalOr and analyzed by skelel<ll 
staining. hislOlogy. immunonuoresc.;ncc and in·silu hybridi zalion. 

Results 
Inhibition 01 131 integrins induces ectopic joint 
10rmation and ectopic expression 01 Wnt14 and 
Gdf5 
Interaclion of integrins with ECM during cartilage 
differentiation was evaluated by Ihe use of a limb ex.plant 
culture system (Minina el al.. 200 1). To delennine whelher 
integrins of the ~ I family play a role on eartilage 
differentialion. we microinjected a specific blocking 
monoc lonal antibody (HM~I) againsl the ~ I chain of integrins 
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F ig. l. Blod ing ~I inlcgrill induces formation 0 1' an c(topíc joil1l. Fordimbs of E14.5 Inousc crnhryo~ (ul tu rcd for 4 d~ys wcrc injcclcd allhe 
wrj~t wilh 10 Ilg of an irrckvanl IgG (A-D) or wilh 10 Ilg of an mllí-J31 intcgrin mAb fE-H). (A .E) Complete limb sta im.>d with Alcian 
81ud Aliz¡¡rin Red 10 show skdclal ckl11cnl~. Inscl shows ¡he arca in Ihe red squarc. (I3.F) HislOlogical ~cclion of lClIgOpod regíon staincd wilh 
S¡lfranin O and Fas! Grccn 10 sho\\' canilag!! in red. (C.G) In-situ hyhridizations for W1II14 . (D.H) IIHi lU hybridiz:lliolls for G((f5. 
(1) HislOlogical scclio llS of zcugopod region in limhs injcclcd with 2 1lg RG E pcplid..: slaineu wilh Safranin O and Fasl Green. (J) Hislological 
scclÍons ofzcugopod region in limos injeL'led wilh 2).1g RGD pcplide Stai nL-U wilh Safranin O nnd Fa~1 Green. (K.L) TUNEL assa}' for 
apoplosis. forclimbs injecled allhe wrislwilh IO~l gof¡lIl irre1cvanllgG (K) or wilh 10).lg ol"nn all1i-131 inlegrin mAo (L ). 

inlo Ihe wrisl region of a mousc embryo (EI4.5) forclimbs in 
organolypic cultures. Comrol limbs Irealed wilh an irrelevanl 
IgG showed normal morphology of all skclelal elemenls (Fig. 
lA). By conlras!. trealmenl of Ihe forelirnbs wilh HM~I 
resulled in Ihe loss of sorne skelelal e lemems such as phalanges 
and carpal s (Fig. 1 E). A gap perpendicu lar lo Ihe long axis of 
Ihe bone in Ihe skelelal elemenls was observed al di sIal Ie\"cl 
in radio and ulna. suggesling Ihe formation of an eClopic joinl
like element (Fig. 1 E. box). This was observed wi lh a 
frequeney of 62% (25 OUI of 40 experimenls). The idea Ihallhe 
new slTUclure was a joint was confirmed by hislological 
analysis of lissuc scelions al Ihe zeugopod region, which 
revealcd a change in cell morphology similar 10 Ihal observed 
in Ihe inlerLOne of developing joinls (Fig. lB.F). To evaluate 
whelher Ihese rnorphologieal and hislological ehanges 
correspond wilh Ihe formalion of an eelopie joint. we analyzed 
Ihe expression of \\1111/4 and Gdf5. Both early molecular 
markers were expressed in Ihe eClopic joint of Irealed limbs 
(Fig. lC-D.G-H). Tissue seclions of zeugopod rcgion in limbs 
previously Irealed wilh anli-~I inlcgrin HM~ I showed rcduced 
red slaining. suggesling Ihal carl ilagc was altered (Fig. 1 F). 

It is well known Ihal several ~I imegrins mediale Iheir 
inleraction wilh ECM proteins through Ihe RGD sequenee in 
Iheir ligands (Hynes, 2(02). The effect produced by ami-~I 
inlegrin antibodies could be due lo Ihe blockagc of 
inlegrin- ligand interaetions. or lo direel aelivation by binding 
oflhe anlibody lo the inlegrin al asi le differenl from Ihe ligand
binding sile. To furlher explore whelher Ihis effcel was eaused 
by blockage of imegrin- ligand binding. wc injceled RGD 
pcplides in Ihe wriSI of developing limbs inSlcad of Ihe HM~I. 
Trcalmenl wi lh Ihe RGD pcPlide alone also rcsulted in Ihe 
fornlalion of an celopie joinl, whi le Ihe conlrol pcPlide RGE 
had no dIeel (Fig. I I-J). In addilion. a dramalie rcduelion in 
eartilage slaining was also observed. In conlraS!, Irealmem wilh 
an RGE control peptide had no effect on Ihe morphology of 
skelelal elcmenls (not shown). These dala suggesled Ihal ~l 
inlegrins needed lo interaet wilh a ligand in Ihe exlraeellular 

malrix Ihrough an RGD sequencc in order 10 mainlain Ihe 
nonnal stTUelure of Ihe earl ilage. Apoplotic cel ls were evidenl 
in Ihe eetopie joint Ihal appcared in limbs treated \Vilh HM~ I 
(Fig. I K-L) or RGD Irealmenl (dala not shown). 

Inhibition 01 «5~1 integrins induces molecular 
changes characteristic of joint formation 
Beeause one of Ihe main inlegrins Ihal bind RGD ligands is 
aS~1. we explore whelher inhibition of integrin func lion by 
blocking ¡he aS subunit would have Ihe same effeel as Ihe anli
~ 1 anl ibodies or Ihe RGD peptide. Mieroinjeetion of Ihe anli
aS 1llAb HMo:5 indueed Ihe fornlation of an eetopie joint (Fig. 
2A). AnOlher anti-rnAb. MFR5. also gave origin 10 an eelopic 
joint (dala nOI shown). Togelhcr. Ihese dala SUPP0rl Ihe idea 
Ihal o:5~ I inlcgrin binds 10 an RGD-conlained ligand in Ihe 
ECM of a developing limb in ordcr 10 prevenl Ihe appearance 
of joinls. 

To eonfirnl Ihal inlegrin funclion inhibition by blockage of 
Ihe o:5~ I infegrin induces molecular changcs characleristic of 
joint fOr1llalion, \Ve anaJyzed molecular markers of Ihe 
inlerzone. Since IVIlIJ4 is able 10 induce prechondrogenie eeUs 
into Ihe joinl program (Harll11ann and Tabin, 200 1), we 
evalualed Ihe exprcssion of olhcr molecular markers such as 
Gllf5. chordin. aulolaxin. CD44 and Iype 111 Collagen in Ihe 
eetopic joinl induecd by blocking o:5~1 inlcgrin (Fig. 2). 
ResullS showed Ihat IVntJ4 (Fig. 2B), Gdf5 (Fig. 2C), aulolaxin 
(Fig. 2D). chordin (Fig. 2E), CD44 prolein (Fig. 2F) or Cd44 
gene (dala nOI shown) and Iype 111 collagen (Fig. 2G) were 
exprcssed in Ihc eClopic joint. To determine whelher formal ion 
of cClopie joints is associaled wilh downregulalion of 
molecular markers of carlilage differenliation. we evaJualed 
Iypc 11. J ¡¡nd X eollagcns, aggrecan and IHH exprcssion. Wc 
obscrved changes in Ihc ECM of Ihe celopie joinl induced by 
blocking o:5~J integrins. Type JI collagcn, a typical marker of 
carti lage ECM, was downregu laled (Fig. 21) along Ihe ulna of 
developing limbs, while Iype J eollagen was upregulaled, 
showing stronger expression in Ihe newly for1lled joinl (Fig. 
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F'ig. 2. 810ddng a Sp! ¡nlegrin induccs 
molecular challg.:s charnclerislit of joinl 
formmion. Forclimbs 01" EI4.S mousc 
embryos cullurcd for 4 days were injecled 
al lhe wriSl with 10 Ilg or an mili-aS 
inlegrin rnAb (A -G.I.K.M.O). Conlrol 
injecled \Vilh IO Il l!. oran irrekvalll lgG 
(H,J.L.N). (A) HislOlogical $Cclions af 
zeugopod region slained \Vilh Snfnlllin O 
and Fasl Grcen 10 show cal1 ilagc in red. 
[n-s ilU hybridizmions for 111111/4 (B). Gdf5 
(C). chordin (D). aUlotaxin (E). 
Immunofluorcscellcc for CD44 (F). I)'pc 
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2K). In control limbs treated with an irrelevant antibody, thesc 
changes were not observed (Fig. 2H and 2)). Moreover. we 
observed Ihat aggrecan expression was downrcgulated at the 
level of Ihe ectopic joint (dala not shown). while type X 
collagen was observed only at Ihe distal leve! of the eClopie 
joint. corresponding 10 hypenrophic cart ilage as observcd in 
conlrols (Fig. 2L-M). Simi larly. Ihe ant i-0.5 integrin HMo.5 
induced inhibition of lHH expression (Fig. 20). whilc the 
irrelevant control antibody did not reduce the expression of 
IHH (Fig. 2N). Together. these data further confirm that the 
new struclure is a new joint. in which chondrocytes 
dediffercntiate, changing their ccllular fa tc. Likewise, by IHH 
and type X collagen analysis the ectopic joint was fou nd at the 
boundary between proliferaling chondrocytes and hypertrophic 
cartilage. 

0.5131 integrin is downregulated during joint 
formation 
Because our data suggcstcd that 0.5J31 integrin ligation to an 
RGD ligand in Ihe developing limb contribuled lo prevenl Ihe 
appearancc of a new joint. \Ve explored Ihe pallern of 
expression of 0.5J31 duringjoinl formation. The whole aUlopod 
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of a mousc embryo al E14.5 was slained for the «5 inlcgrin 
subunit. Thc 0.5 integrin was found in Ihc all-forming digits of 
Ihe hand (Fig. 3A). Al the zone where ¡he joinls of Ihe fingc rs 
are being formed. 0.5 inlcgrin expression was nol observed 
(Fig. 3A). Closer exami nation of the inter.w ne confirmed Ihat 
0.5 inlegrin was nol present in the fornting joint (Fig. 3B). In 
addilion. Wm/4 was expressed in the inlerzonc wherc 0.5 
inlegrin was not expressed (Fig. 3C). In the more advanccd 
skelctal elements such Ihe ulna. 0.5 integrin exprcssion was 
evidenl in prc-hypertrophic chondrocytes and colocalized with 
IHH bUI nOI with Iype X collagcn (Fig. 3D-F). In addition. 
0.5 integrin was secn in lcss intcnsilY in proliferat ing 
chondrocytes. and was cvident in perichondrium and joints 
formed (Fig. 3D-F). 

BMPs enhance formation of the ectopic joint 
induced by inhibition 01 Ct5p1 integrin 
BMPs are known 10 inhibit joint formation and lo enhance 
earti lagc differentiation (Duprez el aL 1996: Storm and 
Kinsley. 1999: Brunct el al.. 1998). so we evalualed whether 
Ihe addition of BM P eould reseue Ihe appearance ofthe ectopic 
joint that was indueed by blocking o.Sp l integrins. Mouse 
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Fig. 3. Paucm cxprcssion 01' inlegrins Jurillgjoinl 1"orlllalion. Fore1imbs of E 14 mice \Vere fixed and lissuc secliolls preparcd as describcd in 
Materials alld melhoos. Seclions M lhc Ic"e[ of UlIlOpod \Vcre staincd fOf immunofluorcscencc wilh polyclonal antibodics againsllhc a S inlegrin 
subunil. (A) Scclioll uf lhe forrning fi llgers slaillcd for aS intcgrins. (B.C) Conseculivc scclions frolll a joint in lhc dc"c!oping fillgtrs showing 
immunofluorcsccnce slaining for ((5 inlcgrill (B) nlld in-silu hybridizalion faf \ \'11/1-1 (e). Scrial $CCIÍOIlS 01' lhe ulna ~(¡[ ined for a S inlegrin 
(D). Iypc X collagell (E) and IHH (F). 
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embryo fore limbs al E14.5 were injecled allhe wrisl wilh anti
inlegrin anlibodies and Ihen cultured in Ihe presence of BMP7 
for 4 days. Limbs injeeted with an irrclevant antibody and 
incubated wilh BMP7 presented a normal dislribulion of 
skeletal elements (Fig. 4A), although they seemcd thickcr that 
those in controllimbs (Fig. lA). Unexpcctcdly, we found that 
BMP in Ihe culture mi lieu did nOI revert Ihe effecI of spcci fk 
blocking antibody 10 o:5p l integrin. Inslead. BMP7 cnhanccd 
Ihe formation of an cctopic joinl al Ihe distal region of radio 
and ulna in 87% (35 out of 40) of Ihe expcrirnenls. BMP7 also 
lcd 10 loss of some skeletal clcmenls such as phalanges and 
carpals (Fig. 40) compared wilh controls (Fig. 4A). 
Histological analysis of this scction showcd IwO arcas of 
cartilage staining. one more intensely stained loward Ihe distal 
portion and a second one less stained toward Ihe proximal 
portion (Fig. 4E). The lasl arca resembles hypertrophie 
chondrocytes. These diffcrenl arcas are not observed in control 
limbs trealed with BMP7 and an irrelevanl antibody (Fig. 4B). 
In addilion. Ihe leve! of expression of \'1111/4. a molecular 
marker for joints. was upregu laled in Ihe arca of Ihis new 
slruclure (Fig. 4F). whereas no 1V1I1/4 cou ld be detecled in the 
control Iimbs (Fig. 4C). RGO-peptide trealmenl and BMP 
induccd Ihe formal ion of an ectopic joinl (Fig. 4G). Moreover. 
an increase in apoptotic ccUs was evidenl in Ihe celopie joiol 
trcaled with HMa5 compared with BMP7 alone (Fig. 4H-I). 
These results showed Ihat Ihe new slructure formed afler 
injcction of the anti-0:5 mAb was indeed a new join\. and 
BMP7 was not able 10 inhibit the fonnation of lhis eClopic joiot 
after integrin blockage. 

We showed aboye thal Iype 11 collagen is downregulated 
after inlegrin blockage by monoclonal antibodies. Although 
BMP7 did nOI prevenl the formation of Ihe ectopic join\. it was 
possible thal Ihe dislribution of other molecular markers of 
cartilage could be diffcrent. BMP7 alone causcd an increase in 
type 1I collagen expression in Ihe carti lagc (compare Fig. 2H 
and Fig. 4J). However. treatmenl of anti-a5 integrin in Ihe 
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Fig.4. BMP enhances form<ttion of the 
cClOpic joint induced by inhihition of 
aS~1 illlegrin. Forclimbsof El4.S 
mousc embryos cultured for" t1¡¡y~ in lhc 
pre ~encc 01' Illglml BMP7 wcre injcclcd 
at lhe wrisl with 10 Ilg of an irrL"lc\'anl 
IgG (A.B.C.H.J.L.N) Of with 10 Ilg of ~n 
,mli-ro in!cgrin mAb (D.E.F.I.K./o.·1.0). 
(A.D) Complelc litnh stairred wilh 
Alci;ur BludAli/.arin Red 10 show 
skclctal clemcnt~. (B.E) Hislological 
scclions staincd with Safranin O ¡uro 
Fast Grccn to sho\.\' cartil¡lgc in red. 
(C.F) ln-sitll hyhridi/.ation for IV1II14. 
(G) H i~tologkal sel'lions of limbs 
injectcd with 2 1lg RGD pcptide Slained 
Wilh Safr¡¡nin O and Fast Green to sho\.\' 
carlilage in red. (H.I ) TUNEL assay for 
apoptosis. (l.K) Irnrnunofluoresccncc 
slaining for ly¡x: 11 collagen (green). 
( '-.M ) Irnmllnoflllorcscencc slaining for 
ty¡x: I collagen (green). (N .O) 
Irnmllnofluoresccnce slaining for Indian 
hcdgehog (grecn ). In all cases CClllHlclei 
are staincd wilh propidiul11 i"didc (red). 

presence of BMP7 again caused a downregulation of Iype 11 
collagen (Fig. 4K). In addilion. the expression of type I 
eollagen was upregulated afler integrin blockage even in the 
presence of BMP7 (Fig. 4M), compared wilh BMP7 alone 
(Fig. 4L). Moreover. expression of IHH was increased by 
BM P7 alone (compare Fig. 2N and Fig. 4N). After trealmen! 
of anti-0:5 inlegrin. inhibilion of pre-hypcrtrophic chondrocyte 
diffcrenlialion was observcd. as evalualed by exprcssion of 
IHH (Fig. 40). AH Ihesc dala logelher indicale Ihal BMP7 
enhances cClopic joinl formal ion bctwecn proli ferating 
chondrocyles and hypcrtrophic chondrocylcs. 

CtSp1 integrin induces joint fusion and differentiation 
of pre-hypertrophic cells 

Our results showed Ihal inhibilion of inlegrin o:5PI induces 
cctopic joinls. so we evalualed whclher misexpression of 
human aSp I integrin inhibits joinl formation. Full-Iength 
cONA clones for human integrin a5 and ¡31 chain were 
eleclroporated ¡nto the autopod of embryonic chick legs at 
HH stage 27. After incubating chick embryos for 5 days. we 
found thal misexpression of o:S¡31 inlcgrin inhibited joinl 
fonnalion (Fig. 5A-B). Hislological analysis of fingers 
coofirmed continuily in Ihe cartilage tissue bclween the 
phalanges (Fig. 5e-0). To delemünc Ihal miscxprcssion of 
o:5p I integrin occurred in Ihe chiek lego wc eval ualcd il by 
immunofluorescence wilh a monoclonal anlibody specifie for 
human aSpl inlegrin. which does nOI crossreaCI with chiek. 
The results showed expression of human 0:5¡3 1 inlcgrin (Fig. 
5E-F). Since ectopic joint formation by inhibilion of a5~1 
inlegrin coincides with illhibitioll of pre-hypcrtrophic 
chondrocytes. we evalualed whethcr misexprcssion of a5pl 
inlegrin up-regulates IHH. molecular marker of pre
hypertrophic chondrocyles. Results showcd that expression of 
human a5¡31 inlegrin in the fingers colocali zed with IHH (Fig. 
5E-H). \V1II/4 was nOI expressed under Ihese conditions (Fig. 
51-J). In conclusion. misexpression of a5¡31 inlegrin induces 
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Misexpression of 
Control human a5(31 integrin 

Fig. S. Misexpression of a5¡31 integri ns induces fusion of 
joints and differentiation of pre-hypertrophic cells. Chick 
legs of HH stage 27 were e lectroporated with full-length 
cDNA a5¡31 integrin s in the region of the autopod and 
incubated for 5 days (B,D,F, H,J ), as control s, contralateral 
legs were used (A ,C,E,G,I). Chick legs were fixed in 
paraformaldehyde and photographed to observe phenotype 
induced by misexpression of human a5¡3 I integrin (A,B). 
Serial section of the legs shown in A and B were prepared 
for paraffi n inclusion and used for hi sto logy 
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joint fusion and this phenotype correlates with differentiation 
of pre-hypertrophic chondrocytes. 

lndian hedgehog inhibits the formation of the 
ectopic joint 
Treatment with anti-a5 integrin downregulated expression of 
Indian hedgehog and misexpression of human a5pl integrin 
upregulated IHH, so we evaluated whether Hedgehog signaling 
was required to prevent the formation of the ectopic joint. To 
do this, forelimbs injected with the anti-a5 integrin antibody 
and cultured in the presence of BMP7 were treated with 
sonic hedgehog (SHH), a protein that acts similarly to IHH 
(Vortkamp et al., 1996). Under these conditions, the 
appearance of the ectopic joint was blocked and pre
hypertrophic chondrocytes were present (Fig. 5K,M). In 
addition, expression of Wntl4 was inhibited (Fig. 5L,N). 
Similar results were obtained in cultures without BMP7 (data 
not shown). 

Discussion 
In the present study we provide evidence for the first time that 
a5Pl integrin ligation to an RGD ligand is involved in the 
control of joint formation and cartilage differentiation. 
Blocking of a5Pl integrin function resulted in the induction of 

(C, D), immunofl uorescence for human a5¡3 I integrin 
(E,F), IHH (G ,H) and in-situ hybridization for Wnt/4 (I,J). 
(K-N) Forelimbs of El4.5 mouse embryos cultured for 4 
days in the presence of 1 µg/ml BMP7 were injected at the 
wri st with 1 O µ g of an anti-a5 integrin mAb. Cultures 
were added with nothing (K,L), or sonic hedgehog 400 
ng/ml (M,N). Hi stological sections were stained with 
Safranin O and Fast Green (K,M), or processed for in-si tu 
hybridi zation for Wnt 14 (L,N). 

an ectopic joint that expresses Wntl4 , the earliest 
joint inducer (Hartmann and Tabin, 2001), and other 
specific markers of joints such as Gdf5, autotaxin, 
chordin and CD44 (Edwards et al. , 1994; Bachner et 
al. , 1999; Francis-West et al., 1999b; Merino et al., 
1999; Storm and Kingsley, 1999). This finding 
indicates that interactions between cells and ECM 
partlc1pate in the control of chondrocyte 
differentiation and joint formation. Furthermore, our 
results also suggest that joint formation and growth 
plate development are highly integrated processes. 

A remarkable finding of our study, of interest to 
the understanding of the joint formation mechanisms, 
is the structural differences between normal and 
ectopic joints induced by integrin blockage. Normal 
joints are flanked by growth plates with proliferating 
chondrocytes closest to the articular ends, and 

hypertrophic chondrocytes further from the joints. By contrast, 
ectopic joints are induced between proliferating chondrocytes 
and hypertrophic chondrocytes. Possibly, when the cartilage 
condensations, which are entirely made up of proliferating 
chondrocytes, reach a particular size, for a reason that is still 
totally unknown, the cells in the center of the element exit the 
cell cycle (Karaplis et al. , 1994; Schipani et al. , 1997; Ros si et 
al., 2002). When they do, there are two altemative choices they 
can make. When the skeletal pattem is first being established, 
the condensations that reach this critica! size initiate joint 
formation in their center. Later, once the skeletal pattem is 
established, when the skeletal elements again reach a critica! 
size, the cells in the center, instead of becoming pre-joint cells, 
adopt the altemative fate of becoming pre-hypertrophic cells, 
leading down the path to hypertrophy and eventual ossification. 
So, the decision of which cell fate to adopt when exiting the 
cell cycle, pre-joint or pre-hypertrophic, could be explained on 
the basis of the presence or absence of a5Pl integrin in the 
perichondrial cells and/or postmitotic chondrocytes. 

Findings of this study suggest that the perichondrium may 
al so exert an important role in joint formation. Supporting this 
interpretation, Aszodi et al. (Aszodi et al. , 2003) have observed 
that joints develop normally in PI integrin-deficient mice 
under the control of the type II collagen promoter. lt must be 
taken into account that type II collagen is expressed in all 



chondrocyles bul nol in pcrichondrium. So. Ihe Slrong 
express ion of a5~1 integrin Ihal we observed in Ihe 
periehondrium of skelelal elements beginning pre-hypcrtrophie 
d ifferenliation is nO! affeelcd by Ihe absence of pi inlegrin in 
Iype 11 eollagen-expressing eells in pi inlegri n-deficienl miee. 
On Ihi s basis . Ihe effecI of a5p I inlegr in on eelopic joint 
fonnation and inhibilion of pre-hypcnrophie cells mighl be 
mediated by Ihe perichondrium. Moreover. rescue expcrimenls 
of Ihis study wilh SHH prolein revealed Ihal hedgehog 
signaling inhibils ee lopie joinl fOflnalion. Sinee Ihe 
perichondrium expressed Parched. which is cons idered a major 
largel of IHH s ignaling, il is likel y Ihal Ihe effeel of eClopic 
SH H was medialed by Ihe periehondrium . A lso, a d ireel effee t 
of SHH on chondrocyles may explain inhibilion of Ihe ee lopic 
joinl (Long el al.. 2001 ). 

In accordance wilh Ihe above-described hYPolhesis, Ihe 
celopie joinl indueed by blocking a5~1 integrin di splayed Ihe 
morphology of a gap perpendicular lO Ihe long axis oflhe bone. 
This joint pal1em differs from Ihal obse rvcd by Hartmann and 
Tabin (2001 ) in experiments misexpress ing IVnr/4. The j o inl 
induced by mi sexprcssion o f IVnt/4 is eXlended Ihrough Ihe 
whok cart ilage rudimcnl and is mosl probably due lo 
instruclive signals delivered by IVI1I/4Ihal induce downSlream 
gencs of Ihe j o int palhway in all cartilage cells misexpressing 
Ihis gene. It is welJ eslabl ished Ihallhe same inlegri n is capable 
of inducing very differenl cell responses depending on Ihe cell 
Iype Ihal expresses Ihem. For example, a5p l integrin binding 
lo fibronec lin in fibroblaslS leads lO cell survival (Apl in el 
al.. 1999): in mammary cells . il leads lO milk produclion 
(Sehmidhauser el aL. 1990): and in leukocytes . il leads lo 
endothe lial cell migralion or cylokine produelion (Rosales and 
Jul iano, 1995). Thus. although Ihe panem of cóP I inlegrin 
expression in Ihe canilage of Ihe deve loping limb is ralhe r 
dispersed, we do nO! necessarily expecI as d irruse an effeel as 
Ihe one described after IVm/4 misexpression. The presenee o f 
a 5pl integrin in Ihe pcrichondrium mighl influen ce Ihe 
decis ion of which eell fale is adopled. either pre-join! or pre
hypenrophic, by proliferaling chondrocytes when Ihey exil 
Ihe cell cycle in a local horizonlal popula!ion of cells 
d ifferenlial ing in concert . s ince blocki ng integrins produces 
j o inls perpendicular 10 Ihe long axis of Ihe skdetal demen\. In 
Ihis sense, integrins modu lale Ihe response 10 Olher s ignals as 
sugges!ed by Apli n el al. (Aplin el aL 1998). 

An addil ional finding of o ur sludy is thal Ihe response of 
chondrocylcs 10 BMP signal ing is regulaled by in!egrin . In 
normal developing limbs. BMP IrealmenlS cause inlense 
chondrogenesis and inhibition of j o int fonnalion (Duprez el aL 
1996: Macias el aL 1997; Brunel el aL 1998: Merino el aL 
1999), By contras!. in our experimenls , addition of BMP 10 Ihe 
culture med iu rn inhibiled d ifferentialion of pre-hypenrophic 
cells and enhaneed fomlation of eClOpic joints . This fi ndi ng is 
in agreement w ilh the nomlal expression of several blllp genes 
in the devetoping joinls (Macias e! al.. 1997). as il would be 
difficull 10 explain why blll/J gcnes are cxpressed in Ihe joinls 
if they blockjoinl formal ion (Duprez el al., 1996: Brunel e l al .. 
1998: Merino el al.. 1999: Slorm and Kings ley, 1999). 
According 10 our results . in Ihe absence of a5~1 inlcgri n BMP 
s ignaling can di recl prol iferating ehondrocyles 10 Ihe joinl 
programo On Ihe conlrary, in Ihe presence of a5~ I inlegrin, 
BMP signaling direels proliferating ehondrocytes lo Ihe pre
hypertrophie program expressing /{¡h (Macias el aL 1997). 
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Whether Ihis modulation of BMP response is medialed through 
Ihe perichondrium, or whelhe r il is a direc l errect of BMPs on 
Ihe chondrocyles, remains 10 be clarified. 
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ABSTRACT 
Chondrogenic differentiation in the limb bud follows a proximal to distal 

sequence in developing limb, resulting in cartilage elements only formed by 
proliferating chondrocytes. When the skeletal pattern is estabJished the cells at 
specific regions of this cart ilaginous primordium exit the cell cycle, initiating joint 
formation, and de1imiting the boundary of each individual skeletal element. Later in 
development, the cells in the centre of each skeletal element instead of initiating 
joint formation, they become pre-hypertrophic, leading down the path to 
hypertrophy and eventual ossification. Although, Wnt /4 is the first gene reported to 
have the ability to initiate joint fonnation, it is not known why proliferating 
chondrocytes become pre-joint cells or pre-hypertrophic cell during deve10pment of 
appendicular skeleton. Recent evidence involves integrin signaling in the decision 
between two altemative fates by prolifcrating chondrocytes in the skeletal elements, 
pre-joint or pre-hypertrophic fatc. In this rcview will summarize our hypothesis on 
how chondrocyte difTerentiation and joint fonnation are coordinated. 

Keywords 
Cartilage difTcrentiation, Jomt fonnation, Wnt, integrin, Ihh, BMP, skeletal 
development, chondrogenesis. 
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INTRODUCTlON 
Cell differentiation is a key event in the development of multicellular 

organisms. The mechanism of control by which a ce ll population decides to divert to 
one ce ll [ate or another is currently an extensively studied problem in developmental 
biology. During development of the appendicular skeleton, long bones are initially 
formed as a cartilage scafTold. Cartilage differentiation begins with initial 
aggregation of prechondrogenic mesenchyme in response to chondrogenic factors, 
forming blastema that prefigures the future bone skeletal elements. Chondrogenic 
difTerentiation in the limb bud follows a proximal to distal sequence forming first 
the stylopod element (humerus/femur), then the carti lage primordium branches to 
form the zeugopod (radius-ulna/tibia-fibula) and finally it forms the autopod 
(fingers/toes) [1-4] . These cartilage elements are only formed by proliferating 
chondrocytes. When the skeletal pattero is established, the cells al specific regions 
of the cart ilaginous primordium exit the cell cycle, initiating joint formation, and 
delimiting the boundary of each individual skeletal clement. Later, the ce lls in the 
centre of each skeletal element ínstead of becoming pre-joint ce lls adopt an 
altemative fate and become pre~hypertrophic, leading down the path to hypertrophy 
and eventual ossification. Therefore, a major question to understand appendicular 
skeletogenesis is how proliferating chondrocytes take the decision to become joint 
or pre~hypertrophic cartilage. Recently, signals able to dedifTerentiate the 
chondrocytes and to trigger the molecular cascade of joint have been identified [5]. 
Moreover, recent evidence suggests that integrin signaling regulates lhe decision of 
chondrocytes to choose between the two altemative fates mentioned aboye Uoints 
formation vs. pre~hypertrophic difTerentiation) [6]. Considering these results, it is 
evident that coordination of joint fonnation and chondrocyte difTerentiation is a 
fundamental process for the control of the length and segmentation of long bones. 
Here we wi ll summarize our hypothesis on how chondrocyte difTerentiation and 
joint formation are coordinated. 

JOINT DEVELOPMENT. 
Joint fonnation constitutes a morphogenetic process that occurs during the 

development of the appendicu lar skeleton of vertebra tes. Joints are fonned al 
specific regions of the continuous precartilaginous condensations by a complex 
process, which involves 10ss of chondrogenic markers and apoptosis. The interzone 
is the first morphological evidence of joint development (Fig 1 A). Classical studies 
by Fe ll and Canti [7] suggest that joint specification depends of adjacent carti lage 
elements. However, Holder [8] suggess that cells of the interzone are prespecified, 
and influence of adjacent skeletal elements is not necessary for nonnal joint 
morphogenesis. When the presumptive elbow joint is eliminated before any 
morphological evidence, the humerus, radius, and ulna wi ll be fused. In addition, if 
developing radius and ulna are removed, the interzone will still be fonned [8]. The 
interzone is characterized by flattened, fibroblastic~like chondrocytes evolving into 
three ce llular layers, one central intennediate lamina with low cell density flanked 
by two areas o[ high ce ll density . The central layer di sappears poss ibly by apoptosis 
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Jeading lo the fonnation of a primary joint cavity (cavi tation). The two areas of 
high-density diffe rentiate into articular cartil age covering the art icular surfaces of 
adjacenl bones. Ligarnents, synovial lining, and tendons develop from cells located 
laterally to the skeletaI elernent [9]. During the process of cavitation, the levels of 
hyaluronan are increased in the extrace llular matrix result ing in decreased cellular 
adhesion and joint cavitation, fo rrning complele ly separate skeletal elements [10, 
11 ]. Articular cartilage is now fonned and covers articular surfaces of the new 
skeletal elements. Finally, to maintain articular cartilage and joint functionality, 
difTerent signals are expressed [1 2]. Any aJteration in these signals results in 
disruption of difTerentiation of articular cartilage as occurs in osteo-degenerat ive 
diseases such as osteoarthritis [1 3, 14]. 

JOINT SPECIFICATION. 
Joint formation may be related to the regulation of the balance between 

chondrogenic signals and joint inductive signals. However, the site in which joint 
formation will occur can be related to patterning signals that occurred when cart ilage 
elements are only constituted by proli fe rating chondrocytes duri ng early 
development of long bones. Therefore, we can consider that joint formation and 
carti lage difTerentiation are two highly coordinated processes. Interzones are formed 
when chondrocyte different iation is inhibi ted (Fig. l B and C). To this date Wntl4 is 
the fi rst gene reported to have the ability lo ini liate joint fonnation [S]. During 
development of long bones, Wnt I 4 is expressed in joint-fonning regions (Fig 1 B). 
Misexpression of Wnt I 4 induces rnorphological and molecular changes, 
characteristic of the fi rst steps of interzone fonnation in places that would nonnally 
not fonn a joint. Wn/14 acts on cartilage cells and induces downregulation of Sox9, 
type JI and type IX collagens, Aggrecan, and Noggin expression and upregulation of 
the expression of joint markers such as Gdj5, Auto/axin. Chordin and CD44 which 
were expressed in the ce lis that resemble an interzone. These results suggest that 
Wnt I 4 acts at two levels, the first blocking chondrogenesis, and the second induc ing 
expression of joint markers in competent chondrogenic ce ll s but not in non
chondrogenic cells [5]. Recent ly, it has been suggested that WNT l4/Bcatenin 
signaling is necessary and sufficient lo induce joint fonnation in the mouse [ IS]. 
Historically the growth and differentiation fac tor-S (GdfS) a member of the Bone 
Morphogenetic Protein (BMP) farnily was considered as a molecule that directed 
joint development. Both mouse Gdj5 and its homolog CDMPI in humans are 
mutated in syndromes where development of appendicular skeleton elements and 
joint morphogenesis is abnormal [16]. In addition to expression of Gdf5 occurs the 
expression of Gdl6 in the ¡nterzones. Deletion of Gdf5 or Gdf6 genes in single or 
double KO resulted in fusion of joints [1 7, 18], suggest ing that both Gdf5 and Gdf6 
are necessary for joint deve lopment. However, experiments of gain-of- function 
show that Gdf5 is not suffic ient lo ini tiate the joint fonnat ion process instead GDFS 
promotes cart ilage overgrowth [1 9-22]. 
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Other members ofthe BMP family, such as Bmp2, Bmp4 and Bmp7 are expressed in 
the joint-forrning regions [23J. However, the funclion of these molecules remains 
obscure, since knockout of Noggin , an antagonist of BMP signaling or 
overexp~ess ion of BMP results loss of the joints and canilage overgrowth [23-25], 
suggesling a role for BMP in the promotion of chondrogenesis. Chordin is another 
BMP antagonist that is expressed in the interzone [10]. Although the function of 
Chordin during joint forrnation is unknown, it is possible lhat it antagonizes the 
BMP capacity to induce maturation of cartilage [26]. The panicipation of autotaxin 
[27] and CD44 [28] during joint development is principally in the process of 
cavitation. 
Misexpression of Wnt /4 in arder to induce joint fonnation inhibits the formation of 
lhe next joint, through Gdf5 expression [5]. Although Gdf5 is expressed in the 
interzone, and mutations in the gene result in joint fusion, it is not necessary for joint 
formation [16]. In addition, overexpression studies have shown that this factor is a 
potent promoter of chondrogenesis [1 9-22]. Considering this role, it has been 
proposed lhat WNTI 4 induces expression of Gdf5 and then the protein control s 
chondrogenesis, until other signals antagonize its function allowing joint-inducing 
signals to promote the forrnation of the next joint [5]. 

CHONDROCYTE D1FFERENTIATION 
The role of chondrocyte differentiation is evident during the forrnation of 

appendicular skeleton. Long bones are fonned by endochondral ossification in 
which transitory cartilaginous templates are subsequently replaced by bone tissue. 
Chondrogenesis begins when undifferentiated mesenchymal cells aggregate and 
central cells of the core of aggregations differentiate into chondrocytes, whereas 
cells at the periphery forrn a sheath around the cani lage ca lled perichondrium [1-4]. 
The forming ce lls of the skeletal e1ernents proliferate allowing clongation of 
canilage templates, after chondrocytes of the central region of cartilage elements 
finish proliferation becoming pre-hypertrophic and later hypcrtrophic (Fig. ID) [2]. 
Al this stage of differentiation changes occur in the extracellular matrix (ECM) 
molecules, allowing invasion of blood vessels, bone rnarrow ce lis, and osteoblasls, 
which results in replacement of cartilage with bone [29]. Later, the canilage grows 
only al the end of long bones in a narrow arca caUed the growth plate, resembling 
embryonic chondrocyte difTerentiation [2]. 
Sox9 is a transcription factor with a high-mobility-group (HMG-box) DNA binding 
dornain [30]. When chondrogenesis begins, Sox9 is expressed in aU 
chondroprogenitor cells [31-33]. Once Sox9 is expressed, it triggers a molecular 
cascade in which Bmprlb, Sox5, and Sox6 are expressed leading to formation of 
carti lage (34, 35]. Then expression of cart ilage-specific proteins is initiated, and an 
extracellular matrix rieh in type Il eollagen, aggrecan, and sulfated proteoglycans 
surrounds the cells [30]. Haploinsufficiency for Sox9 or climination of the gene have 
revealed Sox9 as an essential transcription factor in chondrogenesis [36]. In the 
absence of Sox9, cartilage differentiation is blocked at the mesenchymal 
condensation stage, showing an important function in the cornmitment of 
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chondrocyte lineage [35]. On the other hand, haploinsufficiency for Sox9 reveals an 
additional role for this transcription factor as inhibitor of hypertrophic difTerentiation 
of chondrocytes [36]. 
During cartilage difIerentiation, there are difIerent factors that control cell fate and 

switching of chondrocytes, i.e. , from proliferating to prehypertrophic and 
hypertrophic chondrocytes [37-44]. In the proliferating chondrocytes, Sox5 and Sox6 
are needed to control progression of the cell cyele [45]. In addition, these genes 
delay chondrocyte pre-hypertrophy; at least in part down-rcgulating the gene Runx2. 
Next, proliferating chondrocytes undergoing pre-hypertrophy activate the expression 
of Runx2 [46], Ppr (receptor for parathyroid hormone and parathyroid hormone
related peptide) [43) and /hh (Indian hedgehog) [47) as principal molecular 
markers. The absence of Runx2 inhibits development of pre-hypertrophic and 
hypertrophic carti lage [48], while misexpression of Runx2 induces development of 
ectopic hypertrophic cartilage [49]. When hypertrophy begins, Ppr and /hh 
expression is down-regulated, and type X colla gen is up-regulated. The switch 
between proliferating chondrocytes and pre-hypertrophy and hypertrophy is 
controlled by cyelic GMP-dependent protein kinase 11 that blocks the Sox9 function 
inducing proliferating chondrocytes to enter the pre-hypertrophic program [50]. On 
the contrary, Histone deacetylase 4 blocks Runx2 expression, inhibiting the 
transition between proliferating chondrocytes to hypertrophy [51]. In the control of 
all these cellular processes, several signaling molecules have been involved in the 
regulation of the growth plate. They inelude members of the fibrob last growth factor 
(jgf) gene family [52), bmp [39, 40), Ppr/Plhrp (parathyroid hormone and 
parathyroid hormone-related peptide) [43, 44),/ndian hedgehog [47), and Wnl [53]. 

COORDINATION OF JOINT FORMATlON AND CARTlLAGE 
D1FFERENTIA TlON. 

The identification of Wnt14 as joint inducer and as the earliest joint 
molecular marker has been relevant in the study of signals that control joint 
positioning [5, 54]. However, the point of control by which proliferating 
chondrocytes choose the pre-joint or pre-hypertrophic fate is poorly known. 
Recent evidence involves integrin signaling in the decision between the two 
altemative fates by proliferating chondrocytes in the skeletal e1ements, the pre-joint 
or the pre-hypertrophic fate [6]. The integrins are receptor for ECM proteins [55]. 
Blocking of a5p I integrin by specific antibodies or ROO peptidc induces inhibition 
of pre-hypertrophic chondrocyte differentiation and ectopic joint fonnation between 
pro li ferating chondrocytes and hypertrophic chondrocytes with aplane of 
segmentation perpendicular to the long axis of the bone (Fig. 1 E and F). Ectopic 
joint expressed Wn114. Gdf5. CllOrdin, Autotaxin and type I collagen and CD44 
suggesting that morphological and molecular changes correspond with the fonnation 
of a normal joint (Fig. 1 G). The pattem express ion of Wnt 14 and a5p 1 integrin 
during development of ¡nterzones indicates that a5p 1 integrin is down-regulated 
during joint formation (Fig.l H and 1). Moreover, misexpression of human a5p 1 
integrin into the autopod of embryonic chick legs inhibits joint formation and 
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promotes pre-hypertrophic differentiation evaluated by expression of IHH (Fig I K
M). The eoncJusion of the work was that integrin signaling regulates the deeision 
between two altemative fates by proliferating ehondrocytes. In the presence of 
integrin, proliferating chondrocytes become pre-hypertrophic carti lage, while in the 
absence of integrin, proliferating chondrocytes enter the pre-joint program [6] (Fig. 
2) . 
The role of periehondrium in eartilage differentiation has been recognized [56, 57], 
but its participation in joint fonnation is unknown. In more advaneed skeletal 
e lements, a5pI integrin is evident in perichondrium (fig. 1), suggesting that the 
periehondrium may exert an important role in joint fonnation [6]. Supporting this 
interpretation, Aszodi et al [58] have observed that joints develop nonnally in pl
integrin-deficient miee under the control of the type JI collagen promoter that is 
expressed in all ehondrocytes but not in perichondrium. Thus. the strong expression 
of a5p 1 integrin observed in the periehondrium of skeletal elements beginning pre
hypertrophie differentiation (Fig. 1 J) is not affeeted by the absenee of p 1 integrin in 
type 11 collagen expressing eells in p I-integrin-deficient miee. 
Additionally, in spite of the specific expression and function of BMP family 
members in developing joints, the function of these molecules remains obscure. 
Overexpression of BMP results in joint inhibition [23-25]; however, when a5p 1 
integrin is blocked, BMP enhances joint formation and inhibits pre-hypertrophie 
earti lage, inducing overgrowth of cartilage and inhibition of joints instead. This 
finding is in agreement with the nonnal expression of several bmp genes in the 
developing joints, as it would be difficult to explain why bmp genes are expressed in 
the joints if they bloek joint fonnation. Then, in conclusion, in the absence of a5p 1 
integrin, BMP signaling directs proliferating chondrocytes to the joint programo On 
the eontrary, in the presence of a5pl integrin, BMP signaling direct proliferating 
chondrocytes to the prehypertrophic program expressing IHH [6] (Fig. 2). 
In summary, progress in the knowledge of molecular mechanisms that control 
chondroeyte differcntiation and joint formation togelher with the finding thal a5pl 
integrin eontrols the fate of chondrocytes, open new perspeetives to study the 
positioning of joints during skeletal morphogenesis as we ll as the length of each 
skeletal element. 



Figure 1. Coordination of joint formation and chondrocyte differentiation. (A-e) 
Interzones of cruck toes in serial sections (A) Histological sections stained with Safranin O 
and fast green, to show canilage in red. (B) In situ hybridization for Wnt /4 and (C) for Iype 
I! collagen. Wnt14 is expressed in the interzone. while type I! collagen is only present in 
the cartilage but not in the interzone. (D) Endochondral ossification is evident in the femur 
ofEl5 mouse fetus. (E) Forelimb ofE14.5 mouse embryo injected with blocking antibody 
against a5 integrin and cultured for 4 days, showing a gap (inset). (F) Ectopic joint is 
formed between proliferating chondrocytes and hypertrophic chondrocytes. (G) Ectopic 
joint is positive to Wnt 14 expression. (H and 1) Consecutive sections from ajoint in the 
developing fingers showing immunofluorescence staining for a5 integrin (H) and in situ 
hybridization for Wnl/4 (1). (1) Section ofthe ulna stained for a5 integrin. (K-M). 
Misexpression of a5p 1 integrin induces fusion of joints and differentiation of pre
hypertrophic chondrocytes. Chick legs of HH stage 27 were electroporated with full-Iength 
cDNA a5pl integrins in the region ofthe autopod and incubated for 5 days. (K) Chiek legs 
were fixed in parafonnaldehyde and photographed lo observe phenotype induced by 
misexpression ofhuman a5pl integrin. (L-M) Consecutive sections ofthe leg show in (K) 
to show (L) the absence of joints and the presence of pre-hypertrophic chondrocytes. (M) 
The expression of IHH is evident under misexpression of a5p 1 integrin; IHH is a 
molecular marker of pre-hypertrophic chondrocytes. 
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Figure 2. Model to explain coordination of joint formation and cartilage 
differentiation by aSf}l integrin in the appendicular skeletoD. (A-D) Skeletal elements 
fonned by proliferating chondrocytes. (A) Cartilage differentiation begins with initial 
aggregation of prechondrogenic mesenchyme. (B-D) When the skeletal pattern is 
established the cells in the centre ofthe continuous precartilaginous condensations exit the 
cell cycle, ir aSp 1 integrin is down regulated in the perichondrium, proliferating 
chondrocytes initiates joint program, delimiting the boundary of each individual skeletal 
element. (E, F) Once skeletal e1ements are segmented, the new bone continues their 
development. In the proximal elements ofthe appeodicular skeleton, if aSp 1 iotegrin 
expression is maintained in the perichondrium, proliferating chondrocytes become pre
hypertrophic, leading down the path to hypertrophy and eventual ossification. Lo the distal 
element, the steps (B-D) are repeated to generate oew individual skeletal elements. The 
actions of BMP to promote joint fonnation or cartilage maturation depend of the presence 
of aSp 1 integrin in the perichoodrium. 
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