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RESUMEN

Durante el desarrollo inicial de la extremidad se expresan genes involucrados en
el establecimiento de la identidad digital. La identidad digital la definimos por el
namero de falanges y morfologia particular de cada dedo (Dahn y Fallon, 2000).
Entre las moléculas encargadas del establecimiento de la identidad digital en
etapas tempranas se encuentran Sonic Hedgehog (Shh), T-box (Tbx) y las
Proteinas Morfogenéticas del Hueso (Bmp).

En el presente trabajo se evalué el papel del Factor de Crecimiento
Transformante B (TGF-B), una molécula que se expresa en la region posterior de
la extremidad temprana y que desaparece durante el establecimiento de la
identidad de los dedos. Ademas se ha visto que esta molécula regula el nimero
de falanges en etapas tardias (Merino, et al. 1999).

Para conocer el papel de TGF- en el desarrollo de la extremidad, se aplico la
proteina TGF-B en la region posterior de la extremidad, en etapas de
especificacion de la identidad digital. Esto resultd en el cambio en la identidad de
los dedos posteriores hacia anteriores y en la formacion de fenotipos similares al
Sindrome Mamario Ulnario, el cual es generado por las mutaciones en el gen
Tbx3 en humanos. Para establecer los mecanismos moleculares mediante los
cuales TGF-B induce estos fenotipos realizamos hibridaciones in situ para
conocer la regulacion de Tbhx2, Tbx3, Bmp-2, Bmp-4 y Bmp-7; encontrando que
Thx3 y Bmp se regulan negativamente durante el cambio en la identidad de los
dedos, mientras que Tbx2 no lo hace. Estos resultados sugieren que la funcion

de TGF-B en la region posterior es inhibir el nimero de falanges que van a



desarrollarse y a las moléculas que determinan la identidad posterior de los

dedos en etapas tempranas.



INTRODUCCION

1.1.1 Patron estructural basico de la extremidad de los vertebrados.

La extremidad embrionaria de los vertebrados es una estructura simple que consiste en
un nucleo de células mesenquimatosas de origen mesodérmico envueltas en una capa
de ectodermo. Al avanzar el desarrollo, estas células mesenquimatosas proliferan por
accion del ectodermo permitiendo la elongacion de la extremidad. Cuando las células
mesenquimatosas se diferencian en cartilago, éste se ramifica y articula, formando asi
los diferentes elementos esqueléticos como por ejemplo, los dedos. Existen sefiales
moleculares emitidas tanto por las células mesenquimatosas como ectodérmicas que
interactian otorgando la morfologia y ndmero de falanges que posee cada dedo, lo
cual permite diferencias entre cada uno de ellos. El contenido e intensidad de estas
sefiales explican las diferentes morfologias entre las extremidades de los vertebrados,
gue les ha permitido a lo largo de la evolucién desenvolverse exitosamente bajo
diferentes ambientes y realizar diversas actividades como correr, nadar, saltar o volar.

A pesar de las diferencias entre las extremidades de los vertebrados, todas siguen un
patrén estructural basico en la organizacion de sus elementos esqueléticos, tanto en las
extremidades anteriores como en las extremidades posteriores, ya que todos poseen un
estilépodo (humero/fémur), el cual se encuentra adyacente a la pared del cuerpo, el
zeugobpodo (radio-ulna/tibia-fibula) posicionado en la parte media y finalmente el
autépodo, (conformado por los tarsos, metatarsos, carpos, metacarpos y dedos), esta

localizado en la parte mas distal de la pared del cuerpo del embrién (Fig. 1).
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Figura 1. Patron Estructural Basico de la Extremidad de Vertebrados.

Extremidades anteriores de humano, ave, murciélago y ballena. Todas poseen un patron
esquelético basico conformado por el estilépodo (con un elemento esquelético), un zeugépodo
(con dos elementos esqueléticos) y autdépodo (varios elementos esqueléticos). En este patrén
esquelético se pueden ubicar tres ejes: proximal-distal, anterior-posterior y dorsal-ventral.

Aunque todas las especies de vertebrados tienen este patrén estructural basico en sus
extremidades, el patron presenta variaciones morfolégicas debido a las distintas
adaptaciones que ha sufrido los organismos a través de su historia evolutiva.

Los mecanismos por los cuales se establece este patrén basico no estan totalmente
esclarecidos. En particular, la extremidad embrionaria de pollo representa un buen

modelo para el estudio de los patrones de desarrollo de la extremidad de vertebrados,



debido a que su manipulacién es sencilla y tiene un periodo de desarrollo de 21 dias, el
cual es relativamente mas corto en comparacion con otros vertebrados.

Para estudiar la extremidad embrionaria de pollo ésta se ha dividido en tres principales
ejes, el Préximo-Distal, Anterior-Posterior y Dorsal-Ventral (Fig. 1).

En direccién al eje proximo-distal, se encuentra el estilépodo, el zeugbpodo y el
autopodo. En direccion del eje anterior-posterior, se ubican el radio y la ulna en la
extremidad anterior, la tibia y la fibula en la extremidad posterior. Mientras que en el
autépodo, la direccion del eje anterior-posterior, para el caso del humano, se encuentra
del pulgar o dedo | al el dedo mefiique o dedo V (Fig. 1).

En la direccion del eje dorsal-ventral, se ubican los nudillos en posicion dorsal, en tanto
gue, las palmas de las manos y las plantas de los pies se localizan en la region ventral.
Todas estas regiones son interdependientes entre si, cualquier alteracion en alguna de

las sefiales que dirige alguno de los tres ejes genera malformaciones en la extremidad.

1.1.2 Origen de la extremidad de pollo.

La extremidad de pollo se origina a partir de la proliferacion de las células
indiferenciadas mesenquimatosas provenientes de la Placa Lateral del Mesodermo
(PLM) y de la migracion de células provenientes de los somitas hacia el campo de la
extremidad. Las células mesenquimales se acumulan por debajo del tejido epidérmico
creando una protuberancia llamada primordio de la extremidad.

El primordio de la extremidad embrionaria de pollo crece a lo largo del eje préximo-
distal, perpendicularmente al eje anterior-posterior del embrién a nivel de los somitas 15
a 20 para los primordios de las alas y 26 a 32 para los primordios de las patas.

Las propiedades de la PLM para inducir la formacion de la extremidad, parecen estar

influenciadas por tejidos adyacentes. Por ejemplo, el mesodermo intermedio (MI) es un



tejido que dara origen a los rifiones a través de la diferenciacion del mesonefros. La
importancia del mesonefros radica en que la extremidad se desarrolla adyacente a él y
se piensa que puede secretar moléculas hacia la PLM para inducir la extremidad,
bebido a que la eliminacién o el bloqueo del desarrollo del mesonefros de pollo, no
permite la formacion de extremidades (Geduspan y Solursh. 1992).

Sin embargo, algunos experimentos (Fernandez-Teran, et al. 1997), demuestran que
cualquier intrusion cercana al campo de la extremidad interfiere con su desarrollo, como
es el resultado de los experimentos de Geduspan y Solursh (1992). No obstante, no se
descarta que algun otro tejido del Ml (cercano al campo de la extremidad) pueda influir
en las células de la PLM al inducir la extremidad.

Recientemente, se ha encontrado la naturaleza molecular de las sefales involucradas
en la induccion de la extremidad, entre estas moléculas se encontr6 el Factor de
Crecimiento Fibroblastico 8 (Fgf-8), esta es una molécula que se expresa en el
mesodermo intermedio al tiempo en que se induce la extremidad (Crossley, et al. 1996).
FGF-8 es capaz de generar extremidades ectopicas cuando se administra a través de
perlas en la PLM (Cohn, et al. 1995). Adicionalmente, la expresién de Fgf-8 en el
mesodermo intermedio induce la expresiéon de otro Fgf, el Fgf-10, que se expresa en la
PLM (el futuro mesénquima de la extremidad). Una vez que FGF-10 se ha establecido
en el mesénquima de la extremidad, induce la expresion de FGF-8 en el futuro
ectodermo de la extremidad (Ohuchi, et al. 1997). Una vez establecida la interaccion
ectodermo-mesénquima a través de Fgf-8 y Fgf-10, queda establecido el primordio de la

extremidad.



1.2.1 Sefales que permiten el crecimiento préximo-distal de la
extremidad embrionaria.

Una vez inducida la extremidad ocurre el crecimiento préximo-distal. El crecimiento
préximo-distal sucede como consecuencia de una serie de interacciones celulares entre
el mesénquima y un epitelio pseudoestratificado de origen ectodérmico, llamado Cresta
Ectodérmica Apical o AER, (debido a su nominacién en inglés Apical Ectodermal

Ridge). La AER se posiciona en la regién mas distal de la extremidad justo en el limite

13

Figura 2. La Cresta Ectodérmica Apical (AER) dirige el Patron Proximal-Distal. A la izquierda:
Microscopia Electronica de Barrido del primordio de la extremidad de pollo que muestra la AER.
Derecha: la eliminacién de la AER en diferentes etapas del desarrollo de la extremidad genera
extremidades incompletas a diferentes niveles (Ilten 1982); (Fotos tomadas de Gilbert. 2003).

entre el ectodermo dorsal y el ventral (Fig. 2).

La AER principalmente promueve la proliferacién, y sobrevivencia de una regién de
células mesenquimatosas indiferenciadas, que se distribuyen dentro de
aproximadamente 200 um de distancia con respecto a la AER. A esta regién se le

conoce como Zona de Progreso (ZP).
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Distintos experimentos demuestran la importancia de la AER en el crecimiento de la
extremidad. Saunders. (1948), removid la AER en distintas etapas del desarrollo de la
extremidad de pollo, descubriendo que la extremidad se trunca dependiendo de la etapa
de eliminacion de la AER (Fig. 2). Estos experimentos demostraron que las sefales de
la AER son esenciales y continuamente requeridas para el crecimiento de la
extremidad.

Actualmente, se conocen las sefales provenientes de la AER que controlan el
crecimiento proximo-distal de la extremidad. Estas sefales son los FGF, principalmente
FGF-8, ya que esta proteina es capaz de sustituir la funcién de la AER (Lewandoski, et
al. 2000). Adicionalmente, los ratones knock out para el gen Fgf-8 generan
extremidades pequefias con la ausencia de los elementos esqueléticos mas distales

(Lewandoski, et al. 2000).

Otro FGF secretado por la AER, es FGF-4, cuya expresién se encuentra en la region
posterior de la AER y parece estar involucrado en el establecimiento de los elementos
esqueléticos posteriores, ya que el ratdbn knock out de este gen presenta extremidades
con la falta de los elementos posteriores (ulna, fibula, y los dedos IV y V) (Niswander, et

al. 1993).

Con la idea de demostrar el papel que juegan FGF-4 y FGF-8 en la AER, se construyo
el doble knock out condicional de estos genes, bajo el promotor de un factor de
transcripcion conocido como MSX-2. Este factor transcripcional se expresa desde
etapas muy tempranas durante el desarrollo de las extremidades, siendo la funcion
negativa de Fgf-8 y Fgf-4 controlada por la expresion de Msx-2. El resultado encontrado
por la anulacion de Fgf-8 y Fgf-4, fue que la extremidad logra inducirse e incluso se
forma la AER, pero algunos elementos del zeug6podo y el autépodo no se forman

correctamente. Este resultado es atribuido a la apoptosis que presenta el mesénquima

11



gue se encuentra por debajo de la AER, confirmando asi que las sefales que envia la
AER son indispensables para la sobrevivencia de las células del mesénquima de la

zona de progreso de la extremidad (Sun, et al. 2002).

1.2.2 Sefales reguladoras de la Cresta Ectodérmica Apical

La interaccion entre el mesénquima y el ectodermo del primordio de la extremidad es
fundamental para el mantenimiento de la AER, debido a que la sobreexpresion de Fgf-
10 en extremidades sin AER induce la expresion ectopica de Fgf-8 en el mesenquima
de la extremidad, recuperando parte del fenotipo normal de la extremidad (Ohuchi, et al.
1997). A su vez la eliminacién de la AER disminuye significativamente la expresion de
Fgf-10 en el mesénquima de la extremidad, lo que se demuestra que la interaccion
entre las moléculas del mesénquima y del ectodermo mantiene el crecimiento de la

extremidad.

Con el fin de encontrar cuéles son las sefiales que inducen la formacién de la AER se
identificaron a los genes Wnt-3 y Wnt-3a. Estas moléculas de sefializacion
pertenecientes a la familia de los Wingless/int (WNT), se expresan en el futuro
ectodermo de la extremidad y realizan su funcibn mayoritariamente a través de un
mediador intracelular, la B-catenina (Fig. 3). La interrupcion de estos WNT por medio del
bloqueo de la B-catenina rompe el balance entre FGF-8 y FGF-10, alterando el
funcionamiento y estructura de la AER (Barrow, et al. 2003). Asimismo, los ratones
knock out tanto de Wnt-3 y Wnt-3a presentan truncamientos en las extremidades
similares a las obtenidas por la eliminacién de la AER, y disminuye el tamafio de esta
estructura significativamente. Por lo que Wnt-3 y Wnt-3a son sefiales requeridas para el

establecimiento y mantenimiento de la AER (Fig. 3; Kawakami, et al. 2001).
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Figura 3 Modelo de las Sefiales Reguladoras
del establecimiento de la AER. La Placa
Fgt-8 W Fors Lateral del Mesodermo (PLM), secreta FGF10
(azul), hacia el ectodermo (E) de la extremidad,
Fof-10 esta sefial induce a Wnt3a y Wnt3 (amarillo),
0 Wnt-3a/Wnt-3 resultando en la activacion de FGF-8 para
formacion de la AER.( modificada de Kawakami
et al. 2001). En numeros se encuentran las
somitas; Placa segmental (PS); Mesodermo

intermedio (MI).

Fgf-@

1.3.1 Establecimiento de sefiales que permiten la polaridad Dorsal-
Ventral durante el desarrollo de la extremidad.

Al igual que en el crecimiento proximo-distal, las interacciones entre el mesénquimay el

ectodermo de la extremidad conllevan al establecimiento de la polaridad dorsal-ventral.

En 1974, Mac Cabe y colaboradores implantaron ectodermo de primordio de la
extremidad de pollo rotado 180 grados con respecto al mesénquima de la extremidad.
Las extremidades obtenidas muestran reversion dorso-ventral de sus partes mas
distales, es decir, que los elementos que se encuentran en la region dorsal (las garras y
las escamas de la pata de pollo), ahora se encuentran en la regién ventral, y los
componentes de la regién ventral (como los cojinetes), ahora se disponen en la region
dorsal. Lo cual sugiere que el ectodermo embrionario ejerce un papel significativo sobre

la diferenciacion y la organizacién dorso-ventral del mesénquima en el embrion de pollo.

13



Actualmente se conocen las moléculas secretadas por el ectodermo dorsal y ventral que
regulan dicha polaridad. El gen Wnt-7a se expresa en el ectodermo dorsal y regula la
expresion del factor transcripcional Lmx-1, el cual se expresa en el mesénquima dorsal.
Los ratones knock out tanto de Wnt-7a como de Lmx-1 generan extremidades
biventrales, lo cual muestra el papel determinante de Wnt-7a y Lmx-1 en la formacion

de las estructuras dorsales (Parr y McMahon. 1995; Riddle, et al. 1995).

Por otro lado, el ectodermo ventral expresa el factor transcripcional Engrailed-I (En-1),
su control en la polaridad ventral se conocié cuando se sobreexpreso en el ectodermo
dorsal, encontrando que inhibe a Wnt-7a y a Lmx-1, lo que tiene como resultado
extremidades con doble polaridad ventral (Pizette, et al. 2001). Por el contrario, los
ratones En-17, amplifican la expresién de Wnt7a hacia el ectodermo ventral, formando
extremidades bidorsales (Loomis, et al. 1996). Estos datos establecen claramente que
Engreiled-1 esta involucrado en el establecimiento de la polaridad ventral. Es importante
sefialar que entre los limites de la expresion de Wnt-7a y En-1 ocurre la formacion de la

AER.

1.4.1 Establecimiento de sefales que permiten la polaridad Anterior-
Posterior durante el desarrollo de la extremidad.

En la zona posterior del primordio de la extremidad existe un grupo de células
mesenquimatosas que dirige la polaridad anterior-posterior de la extremidad; que recibe
el nombre de Zona de Actividad Polarizante o ZPA. La ZPA se encarga de controlar la

formacioén del radio- ulna/tibia-fibula, en el zeugdpodo y los dedos en el autdépodo.
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Figura 4. La ZPA regula el eje anterior-posterior de la extremidad. El transplante de las células de
la ZPA en la region anterior del primordio de la extremidad de un embridbn hospedero genera
duplicaciones digitales en imagen especular. (Honig y Summerbell. 1985); tomada de Gilbert, 2003.

Experimentos clasicos donde se transplantan células de la ZPA hacia la region anterior
de una ala de pollo resultaron en la duplicacién del patrén digital en imagen especular,
es decir, se forman autopodos con un patron digital, IV, lll, II, II, Ill, IV. Este resultado
demuestra que la ZPA dirige el patr6n anterior-posterior de la extremidad (Fig. 4;

(Saunders y Gasseling. 1963; Tickle, et al. 1975).

En otros experimentos, controlaron el nimero de células de la ZPA que se transplantan
en la regién anterior del primordio de la extremidad en etapas tempranas, demostrando
que el numero de dedos ectépicos que se inducen en la region anterior depende del
namero de células que se colocan en dicha regién (Tickle. 1981). Este resultado sugirié
la existencia de un gradiente morfogenético secretado por las células de la ZPA hacia
las células mas anteriores del primordio de la extremidad; en donde los diferentes
umbrales del morfégeno dependen de la distancia hacia la fuente de este gradiente (la

ZPA) e inducen las diferentes estructuras de la extremidad (Wolpert. 1969).

Con el fin de encontrar las moléculas secretadas por la ZPA y por tanto responsables de
la polaridad anterior-posterior, se probaron varias moléculas capaces de imitar los

efectos de la ZPA.
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La primera molécula encontrada fue un derivado de la vitamina A, conocido como el
Acido Retinoico, el cual reproduce los efectos de la ZPA en la region anterior del
primordio de la extremidad de pollo (Tickle, et al. 1982). Sin embargo, se descarté como
el morfégeno de la ZPA debido a que no es capaz de difundirse a través del primordio
de la extremidad (Wanek, et al. 1991), ademas, induce en la region anterior de la
extremidad una mayor cantidad de receptores tipo p para Acido Retinoico, que los
expresados enddgenamente en la region posterior (Noji, et al. 1991). Estos resultados

sugieren que el Acido Retinoico participa en el establecimiento de la ZPA.

Posteriormente, se encontrd que el gen Sonic Hedgehog (Shh), un homodlogo del

Hedgehog en Drosophila sp. se expresa en las células de la ZPA (Fig. 5A).

La proteina SHH cuando es aplicada en la region anterior del primordio de la
extremidad, reproduce los efectos de la ZPA (Fig. 6; Riddle, et al. 1993). Ademas, la
induccién de autépodos en imagen especular con acido retinoico, mostré que Shh se
expresa ectépicamente en la regién anterior, 24 horas después de la aplicacién de acido
retinoico. Estos resultados llevaron a la conclusién de que Shh es la molécula secretada

por la ZPA y que el &cido retinoico es el inductor de la ZPA y de Shh.

B
A Anterior

Figura 5. Shh es el morfégeno secretado por la ZPA. (A) Hibridacién in situ de Shh, muestra que
este gen se expresa en las células de la ZPA (indicada por flechas negras). (B) Moléculas
participantes del establecimiento de la ZPA. El acido retinoico (AR) es la primera molécula secretada
por la ZPA e induce a Hoxb8 y a dHand (indicada por flecha roja), los cuales activan el gradiente
morfogenético de Shh a través de la extremidad (flecha amarilla).
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Figura 6. La expresion de Shh a través de fibroblastos transfectados con un vector viral, en la
region anterior del primordio de la extremidad de pollo, genera duplicaciones en imagen
especular. Notese el patréon esquelético digital IV, III, 11, 11, 1lI, IV. (Riddle, et al. 1993) (Foto tomada de
Gilbert, 2003).

En la basqueda de las moléculas intermediarias entre el Acido Retinoico y Shh se

encontré a Hoxb8 (un gen homedtico perteneciente a la familia de los Homeobox y al
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factor transcripcional dHAND (perteneciente a los factores de transcripcién bHLH).
Estos genes inducen una ZPA ectdpica en la region anterior de la extremidad seguido
de la expresion de Shh. (Fig. 5B). Las mutaciones en Hoxb8 y dHand mostraron
extremidades con los elementos posteriores reducidos, asi mismo, no expresan Shh y
otros genes marcadores de la regidn posterior de la extremidad como Hoxd11 y Hoxd13

(Charite, et al. 1994; Charite, et al. 2000).

1.4.2 Regulacion de la sefializacion de SHH

Para que SHH pueda llevar a cabo su sefializacién en una célula, es necesario que se
una a su receptor Patched (Ptc), situado en la membrana celular. Este receptor se une a
la proteina transmembranal Smoothened (Smo), que transduce la sefial. Cuando SHH
no se une a Ptc, Smo se encuentra inactivado, ésto produce la proteolisis de una
proteina que se localiza en los microtlibulos conocida como Glioblastoma 3 o GLI3, esta
forma proteolitica de Gli3 penetra al ndcleo celular y actia como un represor

transcripcional (Gli3R) de los genes blanco de SHH.

Sin embargo, cuando SHH se une a Ptc se activa Smo, el cual a través de
fosforilaciones libera a Gli3 de los microtubulos previniendo asi su proteolisis, es
entonces, cuando Gli3 en su forma proteica completa entra en el nlcleo celular y actla

como un activador transcripcional (Gli3A) de los genes blanco de Shh.

1.5.1 Integracion de los centros de induccion de la extremidad de
pollo.

A lo largo de esta introduccidon hemos visto a los tres ejes de la extremidad de forma

independiente uno del otro. Sin embargo, es importante recalcar que la AER, la ZPA'y
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los ectodermos dorsal y ventral de la extremidad poseen actividades combinadas que

cooperan en la regulacion del patrén de desarrollo de la extremidad.

Como se mencion6 anteriormente, la AER secreta FGF-8, el cual actia sobre la Zona
de Progreso manteniendo a las células en un estado de proliferacion e indiferenciacion.
Estas sefiales, actian de otra manera sobre la ZPA para coadyuvar en la formacion del
eje anterior-posterior. Por ejemplo, la sobreexpresion de Fgf-4 en la regién posterior del
primordio de la extremidad de pollo, prolonga la expresion de Shh mas alla de su tiempo
de exposiciébn normal, ademas es capaz de inducir ectépicamente a Shh cuando se

aplica en la region anterior (Laufer, et al. 1994; Scherz, et al. 2004).

Por otro lado, se observd que la expresiéon ectopica de Shh inducida por Fgf-4, es
mucho mas notoria en el mesénquima préximo al ectodermo dorsal que en el
mesénquima ventral; esta observacion llevd a la sospecha de que existen sefiales
provenientes del ectodermo dorsal que son requeridas para inducir a Shh, en este caso

la sefial es Wnt-7a (Fig. 7).

Figura 7. Interaccion ente los Centros de Sefalizacion de la
Extremidad. (1) El establecimiento de la ZPA y de Shh,
depende de la secrecion de FGF-8 por la AER. (2) Shh induce a
FGF-4 en la AER y se mantienen mutuamente. (3) La expresion
de Shh es mantenida por Wnt-7a en el ectodermo dorsal (4).
Las flechas anchas indican induccion y las delgadas el
mantenimiento de la expresion. (Pearse y Tabin. 1998) (Foto
tomada de Gilbert, 2003).

Con la idea de encontrar la relaciéon entre Shh y Wnt-7a, se removio el ectodermo dorsal

donde se expresa Wnt-7a y se evalud la expresion de Shh; el resultado encontrado fue

19



una baja expresién de Shh y la pérdida de los elementos posteriores (ulna y dedo 1V)
(Yang y Niswander. 1995). En cambio, experimentos de ganancia de funcién sobre la
remocion del ectodermo dorsal y por tanto de Wnt-7a demostraron que la expresién de
Shh reaparece y se forman elementos posteriores, aunque estos elementos
esqueléticos son de menor tamafio al normal. La reduccion del tamafio esquelético
condujo a la hipotesis sobre la falta de una molécula intermediaria entre Shh y Wnt-7a,
esta molécula es Fgf-4, la cual aplicada conjuntamente con Wnt-7a en extremidades sin
ectodermo dorsal restaura la expresion de Shh ademés del fenotipo y tamafio normal de
las extremidades. Con estos experimentos se demuestra que las sefiales dorso-
ventrales y proximo-distales integran la regulacion del patron anterior-posterior, durante

el desarrollo normal de la extremidad de vertebrados (Fig. 7; Yang y Niswander 1995).

1.6.1 Identidad Digital. Etapa temprana

Una vez establecida la ZPA y el patron anterior-posterior, esto desemboca en la
asimetria de la extremidad, en la cual se contempla, la identidad de los dedos. La
identidad de los dedos es conferida por las caracteristicas particulares que posee cada
dedo en cuanto al nimero de falanges, tamafio y morfologia se refiere (Dahn y Fallon.
2000). En la pata de pollo la identidad digital esta bien definida, ya que el dedo | posee
dos falanges; el dedo I, tres; el dedo Ill, cuatro y el dedo IV, cinco falanges, ademas los

dedos tienen distinto tamafio y forma (Fig. 8).
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Figura 8. El autopodo de pollo tiene cuatro dedos con diferente
identidad digital. Los dedos de pollo se caracterizan por poseer cuatro
dedos con distinto tamafio y nimero de falanges ya que el dedo | tiene 2
falanges; el dedo I, tres; el dedo lll, cuatro y el dedo 1V, 5 falanges. Estas
diferencias en el nimero de falanges y morfologia de los dedos hacen del
autépodo de pollo un buen modelo para el estudio de la identidad de los
dedos.

El establecimiento de la identidad digital se lleva a cabo en dos etapas, una temprana

dirigida por SHH y otra tardia dependiente de las BMP.

La idea de la participacion de SHH en la formacion de los dedos y su relacion con la
identidad digital, naci6 cuando se marcaron las células descendientes de las que
expresaron Shh y ademas se determiné el tiempo y concentracién necesarios para que

el morfégeno lleve a cabo la especificacion de cada dedo.

El marcaje del destino de las células que expresan SHH, demostré que estas forman
parte de los dedos V y IV del autépodo de raton (Harfe, et al. 2004). Por otro lado,
cuando se aplica SHH en la regién anterior del primordio de la extremidad de pollo, por
un intervalo de 16 horas, se induce la duplicacion de todos los dedos en imagen
especular, por lo cual se concluyd que la especificacion de los dedos posteriores

depende del tiempo de exposicién a SHH.

Por otra parte, el dedo Il no esta conformado por las células que expresan SHH, sin
embargo, la formacién de este dedo es inducida en la regién anterior, solo por arriba de
las 10 horas de exposicion a SHH, esto sugiere que la especificacion del dedo I

depende tanto de la concentracién, como del tiempo de exposicion a SHH.
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Finalmente, la formacion del dedo Il en la regién anterior del primordio del ala de pollo,
puede llevarse en pocas horas de exposicion a SHH, por lo que este dedo es
especificado independiente del tiempo, pero depende de la concentracion y difusién de
SHH (Harfe, et al. 2004). Estos datos condujeron a la formacién de un modelo sobre la
especificacion digital donde los dedos V y IV de extremidades de ratdon son
determinados por el tiempo de exposicion de SHH en el primordio de la extremidad, el
dedo IIl depende tanto de la concentracion como del tiempo de exposicion de SHH,

mientras que el dedo Il solo depende de la difusién de SHH.

Otras funciones dependientes de SHH, son la formacién de la ulna, los mudsculos y la
piel de los dedos I, Ill, IV y V de la extremidad de ratéon (Ahn y Joyner, 2004). Por lo
cual, las células que responden al morfégeno SHH no solo se encargan del patréon
esquelético anterior-posterior, ademas participan en la formacién de la piel y los

musculos de los elementos posteriores de la extremidad.

La participacion de SHH en la identidad de los dedos quedé demostrada en la
construccion de los mutantes nulos de Shh y de su regulador Gli3, en donde se
encontr6 que los mutantes Shh™, presentan autépodos faltantes de los dedos
posteriores (s6lo poseen el dedo I; Fig. 9 b), mientras que los mutantes Gli3" presentan
autopodos con polidactilias sin identidad digital y sindactilias (membranas interdigitales
persistentes; Fig. 9 c). La produccién de dobles knock out SHH” Gli3”, muestran
fenotipos similares al de Gli3” (Fig. 9 d), por lo que se concluyéd que SHH solo se
encarga de otorgar la identidad de los dedos posteriores pero necesita a Gli3 para este
proceso. Por otro lado el mutante Shh” Gli3"" produjo Gnicamente dedos 1 en el
autépodo (Fig. 9 e), demostrando que Gli3 establece la identidad del dedo mas anterior
(el cual es independiente de la sefial de SHH) y parece estar involucrado en regular el

ndamero de dedos que van a desarrollarse en el autopodo (Litingtung, et al. 2002).
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Figura 9. Shh y Gli3 regulan el niumero y la identidad de los dedos. La figura muestra las extremidades
anteriores y posteriores producidas por los mutantes de Shh™ (b), GIi3 *(c), Shh” Gli3™ (d) y Shh™ Gli3™"
(a) Fenotipo normal, (b) Shh "';estil()podos normales y zeugépodos fusionados o reducidos, los autépodos
solo presentan el dedo 1; (c) Gli3", los elementos del estilopodo y zeugbépodo son normales, con
polidactilias en el autopodo y sin identidad digital ; (d) Shh™ GIi3", el estilopodo reducido en la extemidad
posterior y el zeugépodo normales pero los autdpodos pesentan sindactilias con polidactilias y sin identidad
digital; (e) Shh™ Gli3", los elementos del zeugbpodo se fusionan en la extremidades anteriores, los
autépodos desarrollan varios elementos esqueléticos reconocidos como dedos 1. Elementos del estilépodo,
hu, humero; fe, fémur. Elementos del zeugdpodo, ra, radio; ul, ulna; ti, tibia y fi, fibdla. (Litingtung, et al.
2002)

Otro grupo de moléculas que colaboran con SHH para establecer la identidad de los
dedos posteriores son los factores transcripcionales TBX2 y TBX3 (pertenecientes a la
familia de los T-brachiury o T-box). La relacion entre estos TBX con SHH se encontré

cuando se colocdé el morfégeno en la regidon anterior para inducir dedos extra,
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descubriendo que Thx2 y Thx3 se expresan al poco tiempo en los sitios donde se

aplic6 SHH (Tumpel, et al. 2002).

Estos resultados sugieren que los Thx juegan un papel importante en el establecimiento
de la identidad de los dedos posteriores, esto se demostrdé cuando al sobreexpresar a
Tbhx2 y Tbx3 en la extremidad, se transforma la identidad de los dedos Il y Il en dedos
lIl'y IV respectivamente. Esto se evalué por el nimero de falanges que adquieren, es
decir, el dedo Il que posee 3 falanges presenta una mas, convirtiéndose en dedo lll, lo
mismo sucede para el dedo Ill que posee 4 falanges, se transforma en dedo IV con 5

falanges (Suzuki, et al. 2004).

En contraste, los dominantes negativos (formas proteicas truncadas) de TBX2 y TBX3,
transforman la identidad de los dedos posteriores en anteriores, es decir, los dedos IVy
[l pierden ahora una falange y se transforman en dedos Ill y Il, respectivamente.
Ademas, se obtienen fenotipos con truncamientos de los elementos posteriores (Fig.

10).

6ATbx2 |
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¥

Figura 10. Las formas truncadas de TBX2 y TBX3 alteran el patron digital. (A) Autépodo de pollo
normal. B, la forma truncada de Tbhx3 transforma el dedo Ill y IV en dedos Il y Il respectivamente. En
otros casos el truncamiento de Tbx3 genera autdpodos sin dedo IV (C), o ausentes de los dedos Il y
IV (D). La forma truncada de Thx2 genera dos fenotipos, transformacién de dedo IV a dedo Il (E) y la
transformacion del dedo IV a | (F), en todos los casos el dedo | y Il son normales. (Suzuki, et al. 2004).
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Este resultado se asoci6 al Sindrome Mamario-Ulnario presente en humanos, que se
caracteriza por la pérdida de los dedos lll, IV y V de la mano, ausencia de la ulna y

reduccion en las glandulas mamarias debido a una mutacién en el gen Thx3.

El mecanismo molecular por el cual TBX2 y TBX3 cambian la identidad de los dedos es
a través de la regulacion del gen Shh y otro gen involucrado en la identidad de los

dedos, Bmp-2 (Drossopoulou, et al. 2000).

La sobreexpresion de Thx2 amplifica la expresion de Shh y de Bmp-2, mientras que la
sobreexpresion de Thx3 incrementa Unicamente la expresion de Bmp-2. Mientras que la
aplicacion de la forma truncada de Tbx2 inhibe tanto a Shh como a Bmp-2, y la forma
truncada del gen de Thx3 solo inhibe la expresién de Bmp-2. Por lo que Tbx2 cambia la
identidad de los dedos a través de Shh y Bmp-2, entretanto Thx3 actla en este proceso

a través de Bmp-2 (Suzuki, et al. 2004).

1.6.2 Identidad Digital. Etapa tardia

Aunque la identidad de los dedos se establece desde etapas tempranas, se ha
observado que las sefiales presentes en los interdigitos controlan parte de este
proceso. El papel del mesénquima interdigital sobre la identidad de los dedos fue
esclarecido por Dahn y Fallon (2000). En su trabajo eliminaron las membranas
interdigitales 2 y 3 de la pata de embrion de pollo en etapa 27 de desarrollo (Hamburger
y Hamilton, 1951), obteniendo transformaciones anteriores del dedo Ill en dedo Il y de
dedo Il a dedo | (Fig.11 A-C). Dahn y Fallon (2000) concluyeron que los interdigitos
envian sefiales a los dedos para el establecimiento de la identidad digital y esta sefal

es enviada desde los interdigitos mas posteriores hacia los dedos mas anteriores, por
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ejemplo, el interdigito 3 especifica la identidad del dedo lll, el interdigito 2 especifica al

dedo I, y asi sucesivamente.

Con el fin de encontrar cuales son las moléculas encargadas de especificar la identidad
digital en las fases tardias, Dahn y Fallon (2000) postularon a las Bmp, las cuales son
moléculas expresadas en los interdigitos. Se encontrd que la inhibicion de Bmp-2, Bmp-
4 y Bmp-7, por medio de su antagonista Nogina, produce transformaciones anteriores
digitales (Fig. 11 D-E). Por lo que se sugiere que las BMP son las moléculas secretadas
desde los interdigitos encargadas de la segunda etapa del establecimiento de la

identidad de los dedos.

A c B c D d3»d2 |[|E
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Figura 11. Los interdigitos especifican la etapa tardia de la identidad digital. En A se muestra la

eliminacion del interdigito 2 (en naranja) y del interdigito 3 (en gris). El resultado de la eliminacién del

interdigito 2 resulta en cambio en la identidad del dedo Il en dedo | (B), mientras que la eliminacién del

interdigito 3 transforma el dedo Il en dedo Il (C). La aplicacion de Nogina (un antagonista de Bmp) en

el tercer intedigito transforma la identidad del dedo 1l a dedo Il (D), y su aplicacién en el interdigito 2,
cambia la identidad del dedo Il a dedo | (E). (Dahn y Fallon, 2000)

Finalmente, la formacion de la ultima falange, es la fase final del establecimiento de la
identidad de los dedos. La formacion de la ultima falange esta correlacionada con la
expresion de Fgf-8 en la AER, ya que cuando desaparece la expresion de Fgf-8 en esta
estructura, el dedo desarrolla la Gltima falange. Ademas, la aplicacion del inhibidor de
FGF en la punta del primordio del dedo lll, resulta en la formaciéon prematura de la

ultima falange. Por lo que en el dedo lll, se formé el numero de falanges del dedo Il. Por
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lo tanto, la inhibicién de Fgf-8 es necesaria para el establecimiento final de la identidad

de los dedos (Sanz-Ezquerro y Tickle. 2003).

Se ha reportado que las BMP tienen un efecto negativo sobre la expresion de Fgf-8
(Montero, et al. 2001), generando polémica sobre el papel que juegan en la identidad
digital. Debido a que las BMP secretadas desde el interdigito regulan negativamente a
Fgf-8 en la AER (necesario para la formacién de la Ultima falange), entonces esta
inhibicion conllevaria a la formacion de dedos con identidad mas anterior, lo cual no
sucede. Esto ultimo conduce a la hipotesis sobre la existencia de una molécula
intermediaria entre el efecto de las FGF en el numero de falanges y el efecto antagénico

de las BMP (sobre FGF) durante el establecimiento de la identidad final de los dedos.

1.7.1 La superfamilia de los TGF-B

Existe un grupo de moléculas de sefializacion de naturaleza proteica que juega un papel
importante durante el desarrollo de la extremidad, esta molécula es conocida como el
Factor de Crecimiento Transformante 3 (TGF-B por sus siglas en inglés, Transforming
Growth Factor-B). EI TGF-B pertenece a una superfamilia de factores de crecimiento
que regula numerosas respuestas celulares, como proliferacién, diferenciacion,

migracion y apoptosis (ten Dijke y Hill. 2004).

La superfamilia del TGF-f comprende un gran numero de proteinas relacionadas
estructuralmente, cada una expresada en espacio y tiempo especificos y que a su vez
juegan un papel predominante en el desarrollo, homeostasis y reparacion de
virtualmente todos los tejidos de organismos que van desde la mosca de la fruta hasta

el humano (Massague. 1998).
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La superfamilia de los TGF-B estd compuesta por varios grupos de factores de
crecimiento relacionadas estructuralmente, como las Proteinas Morfogenéticas del
Hueso (BMP), Nodal, AMH (Hormona Antimulleriana), Vgl, Factor Neurotrofico

Derivado de la Glia, Activinas, Inhibinas y la propia TGF-B (Gilbert, 2003).

La familia de los TGF-B, contiene cinco isoformas, que comprenden desde TGF-f1
hasta TGF-p5. Cada uno codificado por genes diferentes y fueron descubiertos en
distintos tipos celulares. El prototipo de los TGF-B es TGF-f1, un homodimero de 25-
kDa, originalmente encontrado en fibroblastos transformados de mamiferos. Las
isoformas TGF-B1 hasta TGF-3, fueron encontrados en células de mamiferos, TGF-2
y TGF-B-4 se identificaron en pollo mientras que TGF-B5 solo ha sido aislado en células

de Xenopus sp. (Massague. 1987).

En la extremidad embrionaria de pollo se encuentra presente la isoforma TGF-f2, cuyo
patrén de expresién en etapas tempranas se localiza en el mesénquima posterior del
primordio de la extremidad, en etapa 20 (Hamburger y Hamilton. 1951; Fig.11). Al
avanzar el desarrollo del primordio de la extremidad, Tgf-82 se expresa en los
blastemas tendinosos, justo a mitad del mesénquima del primordio de la extremidad
(E21 a EZ25, Fig. 12). Posteriormente el RNA mensajero de Tgf-82 se localiza en el
sistema de tendones a la altura del zeugopodo y en los radios digitales (E26 a E28; Fig.
12). Una vez que los dedos se han formado, Tgf-82, se expresa en las articulaciones,
tendones ventrales y ademas tiene una expresion transitoria en la region mas distal del
interdigito 2 (E29, Fig. 12). Una vez conformados los dedos, Tgf-82 se expresa en los

tendones y en la punta de los dedos (E30 y E33; Fig.12).

Debido a este patron de expresion, se piensa que TGF-B juega un papel importante en
el desarrollo de los dedos. Se conoce que la aplicacion de TGF-B en el mesénquima

interdigital de la pata de pollo induce la formacion de dedos ectopicos (Gafian, et al.
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1996). Este efecto es llevado a cabo a través de una cascada de sefializacion que
resulta en la expresion de los principales marcadores de cartilago, como los genes
Sox9, Sox8, y los componentes de la matriz extracelular de cartilago como Colagena
tipo Il y Agrecano (Chimal-Monroy, et al. 2003). Por lo que TGF- es una molécula que

involucrada en la cascada molecular de la condrogénesis

El TGF-B, ademas de ser un factor involucrado en la morfogénesis de los dedos, puede
regular otros procesos como la muerte celular programada. Esto se propone debido a
que los ratones knock out de Tgf-82” y Tgf-83", muestran sindactilias (Dunker y

Krieglstein. 2002), lo cual sugiere que TGF-B es requerido para la muerte celular

programada de las membranas interdigitales.

Figura 12. Patréon de expresion de Tgf-B2. El Tgf-B2 se expresa en etapas tempranas en la region
posterior del primordio de la extremidad (E20). A partir de la etapa 21 hasta la 26, Tgf-82 comienza a
expresarse en los blastemas tendinosos (ver flechas); mientras que a partir de la etapa 27 se observa
en los primordios digitales, mas adelante la expresion del mensajero de Tgf-f2 se nota en los radios
digitales (E27-E28), interdigito 2 (E29, ver flecha), articulaciones (E30 ver flecha), tendones y punta
de dedo (E32 ver flechas).

Por otro lado, TGF- puede generar distintos fenotipos dependiendo de la etapa y lugar
donde se aplique. Como ya se dijo, en etapas mas tardias de la extremidad genera

dedos ectopicos en los interdigitos; sin embargo, su aplicacién en la punta de los dedos
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genera acortamiento de los dedos y reduccion en el nimero de falanges, un fenotipo

similar al cambio en la identidad de los dedos (Fig. 13; Merino, et al. 1999).

Por otra parte, la aplicacion de TGF-3 etapas tempranas o previas a la formacion de los
dedos, induce alteraciones en la morfologia de la extremidad, principalmente
acortamiento en las extremidades (Ferguson, et al. 2004; Hayamizu, et al. 1991). Los
mecanismos por los cuales TGF-B induce este fenotipo en etapas tempranas, son la
regulacién negativa de los genes Indian Hedgehog (molécula perteneciente a la familia
de los Hedgehog e involucrada en la maduracién del cartilago) y de Colagena X (un
componente de matriz extracelular del cartilago hipertréfico (Ferguson, et al. 2004).
Entre otros papeles desempefnados por TGF-B, cuando se aplica en la regién posterior
distal de la extremidad en etapas tempranas induce pérdida del nimero de falanges y
cambio en la morfologia de los dedos posteriores, lo cual sugiere que TGF-

transforma la identidad de los dedos (Garcia-Garcia, 2005).

/

Figura 13. La aplicacion de
TGF-B en diferentes regiones
de la extremidad resulta en la
generacién de diferentes
fenotipos. A la izquierda, se
aplic6 TGF-B en el mesénquima
interdigital, lo cual gener6 un
dedo ectdpico (indicado por la
flecha); mientras que la aplicacién
de dicha proteina en la punta del
dedo Il induce la formacién de un
fenotipo similar al cambio en la
identidad de los dedos (ver
flecha).
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1.7.2 Transduccién de la sefalizacion de TGF-B.

La familia de los TGF-B transducen su sefial por medio de receptores
transmembranales del tipo serina-treonina cinasa, es decir, fosforilan residuos de serina
y treonina. Cuando el ligando de TGF-B se une al receptor tipo Il o TBRRII, induce el
ensamble con el receptor tipo | o AIK5 (activin-like kinase) de TGF-B, este ensamble

induce que el receptor tipo Il fosforile al tipo | (Fig.14).

Una vez activado el receptor tipo |, éste propaga la sefial al interior de la célula a través
de la fosforilacién de las proteinas reguladoras R-Smads, Smad2 y Smad3. Estas
proteinas reguladoras forman un complejo con otra proteina llamada Smad4, dicho
complejo se dirige hacia el nicleo celular donde interacciona con distintos factores de
transcripcion para regular la expresion de los genes blanco (Fig.14; ten Dijke y Hill

2004).

TRRIALKS Figura 14. Transduccion de la Sefial de TGF-B.
U S La molécula de TGF-f se une al receptor
transmembranal TBRII, el cual fosforila al receptor
tipo | (Alk-5), el cual induce la fosforilacion de
Smad 2 y de Smad3. Estas moléculas formaran un
complejo con Smad 4, el cual llegara hasta el
Smad 2/3 nacleo celular y se unira a los factores de
transcripcion (TF), de los genes blanco. El TGF-3
esta indicado de color rosa; los receptores de azul;
Smad 2 y Smad 3 de color verde; Smad-4 de esta
indicado de color morado y las fosforilaciones
estan mostradas en circulos rojos. Foto modificada
de ten Dijke y Hill, 2004.

DINW =0 O ~+=0

om—0cZ

31



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se menciond en la introduccion, Merino y colaboradores (1999) mencionan que
colocar TGF-B en la punta del tercer dedo genera truncamiento de éste; sin embargo,
estos dedos truncados presentan la dltima falange en forma de punta. El fenotipo
obtenido por Merino (1999), pensamos que es, un cambio en la identidad del dedo Il
hacia una identidad mas anterior (observar Fig. 13), debido a que el nimero de falanges
se reduce y la morfologia cambia, este resultado es similar a los cambios de identidad

obtenidos por Danh y Fallon (2000) y por Suzuki (2004).

Por otro lado, Tgf-B2 tiene su patron de expresién en etapas tempranas en la region
posterior de la extremidad, después desaparece de esta zona para localizarse en los
blastemas tendinosos. La desaparicion de Tgf-82 en esta region esta sucedida por la
aparicién de las moléculas que controlan la identidad digital en la region posterior como
Bmp y Tbx, lo cual sugiere que la desaparicion de Tgf-8 es necesaria para iniciar la

expresion de las moléculas que especifican la identidad digital.

Dado que la aplicacion de TGF-B en la punta de los dedos en etapas tardias (E-28)
transforma la identidad de los dedos y la expresion de Tgf-8 desaparece del sitio donde
se encuentran las moléculas encargadas del establecimiento de la identidad posterior
de los dedos, nos preguntamos, ¢,que sucederia si la expresion de Tgf-8 se mantiene
durante las etapas tempranas del establecimiento de la identidad digital; es decir
durante la etapa 24, (Dudley, et al. 2002)? ¢ Cudl seria la repercusién sobre el nimero
de falanges? ¢ Cudles serian sus efectos sobre las moléculas encargadas de otorgar

identidad posterior a los dedos, en particular, Bmp y Thx?
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3. HIPOTESIS

La aplicacibn de TGF-B en la regidon posterior de la extremidad, en la etapa del
establecimiento de los dedos (etapa 24), inhibe el nimero de falanges de los dedos
posteriores, debido al bloqueo de los genes Bmp y Thx que establecen la identidad

digital posterior.

4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto que tiene la administracion de TGF- en la region posterior distal del

primordio de la extremidad embrionaria de pollo en etapa 24.

4.1 Objetivo Particular

Determinar si la regulacion de las moléculas que participan en la etapa temprana del
establecimiento de la identidad de los dedos, Tbx2, Tbx3, Bmp-2, Bmp-4 y Bmp-7, se
ven afectadas durante la expresion de TGF-B en la region posterior-distal del primordio

de la extremidad.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material Bioldgico.

Se emplearon embriones de pollo Gallus gallus (ALPES, S.A., Puebla),
incubados a 37°C en etapa 24 (segun Hamburger y Hamilton, 1951). Cada
huevo se abrié donde se encuentra la capsula de aire, después se retird la
membrana testacea interna y la membrana amnidtica para exponer al embrién.
Seguido de esto, se descubrié el primordio de la extremidad posterior del
embrion y se hizo una perforacibn con una microaguja de tugsteno en el
mesodermo posterior distal. En este sitio se coloca una perla de heparina
incubada con TGFpB-1. Una vez realizado el implante de la perla, se volvieron a
incubar embriones hasta 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 horas. (Ver
Fig. 15). Finalmente los embriones se procesaron para analisis morfolégico con
la tincion de Azul Alciano/Alizarina roja y el andlisis de regulaciéon genética

mediante hibridacion in situ para Tbx2, Tbx3, Bmp-2, Bmp-4 y Bmp-7.

5.2 Reconstitucion de TGF-B1

Para reconstituir la proteina deshidratada de TGFpB-1 (PeproTech, INC
presentacién de 5 pg, Cat. 100-21R), primero se centrifuga a 12,000 rpm para
concentrar la proteina en el fondo del vial, después se reconstituye afiadiendo
25 ul de agua estéril. De nuevo, la proteina es centrifugada a la misma velocidad
para concentrarla en la solucion. Concluido esto, se prepararon alicuotas de 2 pl

para obtener concentraciones de 200 ng/ul. Para la obtencién de



concentraciones de 100, 50, 25 y 12.5 ng/ul, fue necesario diluir las alicuotas

originales en Amortiguador

procedimiento se realiz6 a 4°C.

de Salino de Fosfatos (PBS).

Anterior
Perla con
Extremidad TGF-B
Embrionaria de (200ng/ul)
pollo E24 7 N=62
Posterior o

Proximal TDiSaI

Procesamiento de los embriones después de
varios periodos (2-168 horas).

Tincién de esqueleto
(Colorante azul alciano y
alizarina roja).

Hibridacion in situ para RNAm
de Thx2, Tbx3, Bmp-2, 4, 7.

Todo este

Figura 15. Aplicacién de TGF-B1 en la region posterior distal del primordio de la extremidad en
etapa 24. La figura muestra la aplicaciéon de la perla embebida en TGF-B1 a una concentracion de
200 ng/ul, en la regiéon posterior-distal del primordio de la extremidad de pollo, en etapa 24 de
desarrollo. Los embriones operados son procesados por varias horas y fueron utilizados para la
Tincion de Esqueleto e Hibridacion in situ.

5.3 Preparacion de las perlas.
Se emplearon treinta perlas de heparina (SIGMA, Cat. H5263) almacenadas en

PBS, a las cuales después de eliminar el exceso de PBS se agregan 200 ng/ul

TGF- para finalmente incubarlas en una camara himeda para evitar la

deshidratacion de las perlas, este tratamiento se realiza por un lapso de una

hora a 4° C.
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5.4 Anélisis morfoldgico.

Para analizar los cambios morfologicos de las extremidades de pollo que
ocurrieron por accion de TGF-B1, se realizo la tincion de azul Alciano y alizarina
roja, para tefiir especificamente de azul el cartilago y de rojo el hueso (Otto, et
al. 1997). Primero, las extremidades operadas y su contralateral se fijan en
etanol al 96%. Después se afiade acetona por 24 horas para permeabilizar el
tejido, remover las grasas y solidificar el esqueleto. Posteriormente, las
extremidades se tifien con azul Alciano al 0.3% y Alizarina roja al 0.1% disuelta
en 1 volumen de acido acético mas 17 volimenes de etanol al 70%, por 24
horas, agitando lentamente. Al terminar este tiempo se lavan dos veces con
agua destilada por 20 segundos, para eliminar residuos del colorante. El tejido
se transparenta con una disolucion de KOH al 1% y glicerol al 20% vy finalmente
se almacena en una mezcla 1:2 de glicerol-PBS. Las muestras procesadas se
observaron al microscopio estereoscopico (Nikon SMZ1500) y se fotografiaron
con la camara Axio Cam MRc, bajo el programa Axio Vision (Carl Zeiss).

5.5 Preparacion de las ribosondas, Tbx2, Tbx3, Bmp-2, Bmp-4y Bmp-
7.

Los plasmidos de Thx2, Tbx3 y Bmp-7 fueron obsequiados por Juan Carlos Izpisua

Belmonte, mientras que Bmp-2 y Bmp-4, fueron cortesia de Lee Niswander.

Para preparar las ribosondas primero se lineariza el plasmido que contiene el gen de
interés, el cual debe estar a 1 pg/ul. Para iniciar la reacciéon se mezcla el plasmido con

5ul del amortiguador de la enzima de restriccion, 2.5 ul de la enzima de restriccion

36



correspondiente para cada pladsmido (ver Tabla I), y 22.5 ul de agua estéril. Esta

reaccion se deja por 2 horas a 37°C.

Tabla | . Enzimas de restriccién y RNA polimerasas empleadas en la construccion

de la ribosonda.

Gen Enzima de Restriccion RNA polimerasa

Bmp-2 | Hindlll (New England Biolabs Cat. R0104S) |T3 (Promega Cat. P2083)

Bmp-4 | BamHI (New England BiolabsCat. R01365) |T3 (Promega Cat. P2083)

Bmp-7 | Xhol (New England Biolabs Cat. R01465) T3 (Promega Cat. P2083)

Thx2 |Xbal (New England Biolabs Cat. R0145S) T7 (Promega Cat. P2075)

Thx3 | Xhol (New England Biolabs Cat. R01465) T3 (Promega Cat. P2083)

Para terminar la reaccion de digestién se precipita el plasmido linearizado con 5yl
acetato de sodio 3M y 150 ul de etanol absoluto toda la noche a —20° C.

Al dia siguiente, el precipitado se centrifuga a 12,000 rpm, por 30 minutos a 4° C, al
finalizar, se retira el sobrenadante y se lava etanol al 70% para luego volverlo a
centrifugar por 10 minutos a 4°C. Se retira el sobrenadante y se deja secar para afiadir
7ul de agua.

Para comenzar la reaccion de transcripcion de la ribosonda se utilizan 7 pl del plasmido
linearizado, 4 ul de amortiguador de transcripcion 5x (Promega Cat. P1181), mezcla de
ribonucledtidos 10 mM (todos de Promega), ATP (Cat. P1132), GTP (Cat. P1152), CTP
(Cat. P1142), 1.2ul por cada ribonucle6tido. Posteriormente se colocan 1.6 ul de UTP
(Cat. P1162), 0.8 ul de Digoxigenina (Roche. Cat.11209256 910), 1 ul de DTT 10mM
(Cat. P1171), 1 pl de Inhibidor de RNAasa 40U/ul (Cat. N2611) y 1 ul de la enzima de
transcripcion correspondiente a cada gen (Tabla I). Esta reaccién se mantiene a 37° C

por 2 horas, finalizando este tiempo se precipita la ribosonda con 3ul tRNA (10mg/ml),
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amortiguador TE pH=8 (de Marligen) (200ul), 12ul de acetato de Sodio 3M (12ul) y
300yl de etanol absoluto. La reaccion se dejé a -70° C por 2 horas.

Para obtener la sonda, se centrifuga a 12,000 rpm por 20 minutos a 4°C, se retira el
sobrenadante y se cambia a alcohol al 70% (300ul), se centrifuga de nuevo bajo las
mismas condiciones durante 10 minutos se deja secar 5 minutos a 37°C dentro de la
campana de flujo laminar. Finalmente, se afiaden 30 ul de agua Milli Q estéril para

reconstituir la sonda y almacenarla a —20°C.

5.6 Hibridacion in situ para Tbx2, Tbx3, Bmp-2, Bmp-4 y Bmp-7.

Para analizar el patron de expresion de los genes Thx2, Tbx3, Bmp-2, Bmp-4 y Bmp-7;

se realiz6 hibridacion in situ.
Todas las soluciones se encuentran descritas en el apéndice.

Primero, se fijan los embriones completos de las primeras 24 horas y las extremidades
operadas con su control de 48 y 72 horas de tratamiento con TGFB-1 en
paraformaldehido (PFA 4% en PBS), a una temperatura de 4°C toda la noche, al dia
siguiente se deshidrataron los embriones y sus extremidades, con concentraciones
graduales de metanol al 25%, 50%, 75 % en 0.1% de PBT (PBS mas 0.1% de Tween) y
metanol absoluto (JT-Baker, USA), para su almacenamiento a —20° C. Al inicio de la
hibridacion se rehidratan los embriones con metanol usando la secuencia inversa a la
deshidratacion.

Seguido a esto, se aflade peréxido de hidrégeno al 6% en PBT por una hora (en
oscuridad). Al finalizar, los embriones se lavan 3 veces con PBT y se incuban con
proteinasa K, a una concentracion de 60 ug/ul, durante 20 minutos para embriones
menores de 24 horas, y 25 minutos para mayores de 48 horas de tratamiento con TGF-

B; todo esto a una temperatura de 20°C.
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Concluido este tiempo, de nuevo, se fijan los embriones con una mezcla de
glutaraldehido 0.2% y paraformaldehido al 4% por 20 minutos, se lavan con PBT dos
veces por cinco minutos y se afiade 1 ml de amortiguador de hibridacion, incubando los
embriones por 3 horas a 65 ° C.

Al concluir la incubacion, se desnaturalizan 5 ul de la sonda de interés en 455 ul de
amortiguador de hibridacién a una tempratura de 80°C por dos minutos. Concluido este
tiempo se incuban en hielo, luego se extrae el amortiguador de hibridaciéon a los
embriones para sustituirlo por la sonda desnaturalizada la cual se quedara hibridando
toda la noche a 65° C.

En el segundo dia de hibridacién in situ, se sustrae la sonda y se realizan lavados con
distintas soluciones todas a 65°C (ver Apéndice). La solucién | se aplica dos veces por
60 minutos, seguido de una mezcla de Solucién I-Solucién I, por 10 minutos; a
continuacion se anade la solucién I, tres veces por 10 minutos, seguido de dos lavados
de esta solucion por 30 minutos. Finalmente, se afiade la solucion lll, 3 veces por 10
minutos y 2 veces por 30 minutos.

Al concluir los lavados con las soluciones, nuevamente se lavan los embriones tres
veces con TBST y levamisole 2 mM, por diez minutos a temperatura ambiente. Al
finalizar estos lavados se afiade suero de oveja al 10% en TBST, de 2 a 3 horas en
agitacion horizontal para posteriormente integrar el anticuerpo anti-Digoxigenina (Roche
Cat.11 093 274 910). Una vez aplicado el anticuerpo éste debe permanecer en
movimiento horizontal a 4° C por toda la noche.

En el tercer dia de hibridacion se retira el anticuerpo con 10 series de lavados de
TBST+levamisole por una hora durante un dia en movimiento lento, para dar lugar a un
tltimo lavado con NTMT+Levamisole 1 mM, dos veces por quince minutos.

Al terminar los lavados se aplica el revelador, (en este caso se utilizo el sustrato BM

Purple (ROCHE Cat.11 442 074 061) en la oscuridad, el cual indica la marca de la
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digoxigenina de la sonda que hibridd, cuando la reaccién ha finalizado aparece una
marca morada en el sitio donde se expresa el gen de interés.

La reaccion se detiene con dos lavados de PBS rapidos (para evitar la precipitacion de
los residuos de NTMT) y se fijan en PFA al 2% para su almacenamiento.

Finalmente, las hibridaciones fueron fotografiadas en el microscopio Nikon SMZ1500

empleando el programa de fotografia Axio Vision de Carl Zeiss.
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6. RESULTADOS

La extremidad posterior de pollo tiene cuatro dedos diferentes, los cuales estan
caracterizados por poseer distinto numero de falanges y morfologia (Fig.8), esta ventaja
facilita el estudio de la identidad digital. Por lo que empleamos la pata de pollo como

modelo para este estudio.

6.1 El TGF-B1 induce cambios en la morfologia de los elementos
esqueléticos del autopodo y cambios en laidentidad de los dedos.

Se ha reportado que TGF-B reduce el nimero de falanges y cambia la morfologia de los
dedos cuando se aplica en la punta del dedo en etapa 28 de desarrollo de pollo. Este
fenotipo es muy similar a los cambios en la identidad de los dedos obtenidos por
remover los interdigitos (Dahn y Fallon. 2000) y en la aplicacién de las formas truncadas

de TBX2 y TBX3 (Suzuki, et al. 2004).

Por otro lado, Tgf-B se expresa en la region posterior de la pata de pollo en etapa 20, y
no vuelve a presentarse en ninguna etapa del desarrollo del pollo en este sitio. La
funcién de Tgf-B en la regidn posterior no es clara y mucho menos su relaciéon con la

formacién de las falanges, las cuales se especifican desde etapas muy tempranas.

Al aplicar Tgf-B1 en la regién posterior distal del autdpodo de embriones en etapa 24,
donde se encuentran las moléculas encargadas de otorgar la identidad posterior a los
dedos observamos que el TGF-B1 induce cambios en la morfologia de los elementos
esqueléticos del autdpodo después de 24 horas de aplicaciéon (72.5% de los casos;
n=62; Fig.16). Estos cambios morfolégicos constan de truncamiento de los dedos

posteriores, cambio en el nimero de falanges, ademas, fusién de los tarsos (Fig.16).

Los cambios morfologicos han sido clasificados en tres fenotipos principales de acuerdo

al fenotipo inducido por TGF-B1 sobre la extremidad tratada.
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El grupo |, representa el 25.8% de la muestra total (17 de 62 casos) y se caracteriza
por autopodos con truncamiento de los dedos Il y IV (indicados como lII'y IV') (14 de 17
casos) (Fig.14-B). Ademas, ocurrieron cambios en la morfologia de los dedos que no

permiten distinguir la identidad (indicados como dedos X) (Fig.16 C).

Adicionalmente, se generaron fenotipos en donde el dedo Il (que posee tres falanges)
perdié una falange, adquiriendo el nimero de falanges similar al dedo | (con dos
falanges), este resultado sugiere que TGF-B1 reduce el nimero de falanges en etapas

tempranas como en tardias. (Fig. 16 C)

A g B C D E F "

Control Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 16. La aplicacion de TGF-B1, transforma el patron de los elementos posteriores de la
extremidad. (A) Control. (B y C) Alteraciones clasificadas dentro del grupo 1, (B) Truncamiento de los
dedos Il y 1V, indicados como (III, 1V'). (C) Dedos posteriores con pérdida de la identidad indicada
como X. (D y E) Alteraciones Clasificadas dentro del grupo 2, (D) cambio en la identidad del dedo Il a
Il ademas, el dedo IV cambia su tamafio de forma similar al dedo 1 pero ausente de una falange,
indicado como dedo 0 (D), (E) Cambio de dedo IV a dedo 1. (F) Alteracion clasificada en el grupo 3.
Fusion y reduccion de los tarsos 3 y 4, indicado por la flecha.

El grupo 2, estd compuesto por dedos que han reducido su nimero de falanges y tienen

morfologia similar a dedos mas anteriores en el 27.4% de los casos (17 de 62).

Por ejemplo, en el dedo IV (que posee cinco falanges), el TGF-B1 genero varios dedos
con diferente numero de falanges y morfologia similar a los dedos | (con dos falanges),

I (tres falanges) y dedos Il (con cuatro falanges). (Fig. 16 D y E).
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Por otro lado, se obtuvieron dedos IV que solo poseen una falange pero, con tamafo
semejante al dedo I, (5 de 17 casos; Fig.16 D). Estos fenotipos fueron llamados dedos
cero (indicados como 0), ya que no son totalmente dedos | por la ausencia de una

falange.

En ninguno de los autépodos de este grupo se presentaron alteraciones en los dedos | y

I, pero si se presentaron fusion de tarsos.

Estos cambios en el niumero de falanges y desarrollo de morfologias similares a dedos
mas anteriores sugieren que TGF-f1, cambia la identidad de los dedos posteriores en

anteriores.

El grupo 3, lo integran aquellos fenotipos donde la aplicacién de TGF-B1 en la region
posterior Unicamente generé fusidbn o acortamiento de los tarsos 3 y 4, en 17 de 62
casos; 19.3%. (Fig. 16 E). En este grupo, la perla embebida en TGF-f1 aparece mas
proximal al cuerpo del embrién, por lo cual parece que la posicion en donde se coloque

la perla es esencial para el cambio en la identidad digital.

6.2 TGF-B1 inhibe la expresion de Tbx3 pero no la de Tbx2 durante el
establecimiento de la identidad de los dedos.

Nuestros datos sobre la aplicacion de TGF-B1 en la regién posterior distal del primordio
de la extremidad en etapa 24 sugieren que esta proteina cambia la identidad de los
dedos posteriores en anteriores a través de los genes encargados de otorgar la

identidad posterior a los dedos.

Entre los genes involucrados en otorgar la identidad posterior a los dedos se encuentran
Thx2 y Tbx3. Se ha comprobado que la aplicacién de las formas truncadas de estos

genes inducen cambios en la identidad de los dedos Ill y IV en dedos Il y I, ademas del



truncamiento de elementos posteriores (Suzuki, et al. 2004); de forma similar, TGF-p1
es capaz de generar estos mismos fenotipos. Por lo que si TGF-B1 cambia la identidad
de los dedos posteriores en anteriores podria hacerlo al inhibir la expresién de Thx2 y

Tbx3

Con esta idea, analizamos el patrén de expresion de Thx2 y Tbx3 mediante
hibridaciones in situ a diferentes tiempos de la aplicacion de TGF-B1 en la region

posterior-distal del primordio de la extremidad de pollo en etapa 24.

Las extremidades analizadas de 2 hasta 48 horas después de aplicacion de TGF-B1,
mostraron que la expresion de Thx2 no se regula (6 casos de 6 por cada tiempo; Fig. 17

A-F).

A partir de las 72 horas se obtiene un fenotipo clasificado en el grupo 2 ya que tiene
cambio en la identidad del dedo méas posterior. Ademas se observa un mesénquima
ectépico entre el tarso mas posterior y el dedo que estd cambiando de identidad. En
este mesénquima se expresa ectépicamente Thx2 (5/5 casos; Fig. 17 G). Estos
resultados sugieren que TGF-B1 cambia la identidad de los dedos por un mecanismo

independiente de Thx2.

Seguido del andlisis del patrén de expresidon de Thx2 analizamos el de Thx3 bajo el

efecto de TGF-B1 en la region posterior del primordio de la extremidad.

Los datos muestran que la expresion de Thx3 se inhibe a partir de las 12 horas del
tratamiento con TGF-B1 (en 4/6 casos; Fig. 18 D), mientras que en los tiempos
anteriores no existe efecto sobre la expresion de Thx3 (Fig. 18 A-C). La inhibicion de
Tbx3 en la region posterior es mas clara por debajo de la perla de TGF-B1 después de

24 y hasta 48 horas post tratamiento (9/12 casos; Fig. 18 Ey F).
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Figura 17. El patron de expresion de Tbhx2 no se modifica durante las primeras horas de la
aplicacion de TGF-B1. La figura muestra que no hay cambio en la expresion de Tbx2 durante las 2
(A); 4 (B); 8 (C); 12(D); 24(E) y 48 horas (F) después del tratamiento con TGF-B1(200 ng/ul). (G) 72
horas después, se obtiene un fenotipo clasificado en el grupo 2, en cual Thx2 se expresa
ectopicamente en un mesénquima que se encuentra entre el tarso y el dedo méas posterior que esta
cambiando de identidad (indicado por la flecha negra). Las letras mayusculas indicadas como ( '),
indican los controles. La marca de hibridacion de Tbx-2 es color violeta y la perla con TGF-f1
(200ng/ul), esta indicada con un asterisco en la region posterior-distal de la extremidad. Fotografias
tomadas en vista dorsal.

Después de las 72 horas de tratamiento, se genera cambio en la identidad del dedo
mas posterior, clasificado dentro del grupo 2. Del mismo modo que Thx2, aparece un
mesénquima entre el tarso mas posterior y el dedo que esta cambiando de identidad, en
el cual se expresa ectépicamente del RNA mensajero de Tbx3 (4/4 casos; Fig 18 G).
Estos resultados sugieren que la inhibicién de Tbx3 es necesario para el cambio de la

identidad de los dedos posteriores en anteriores como sucede en los mutantes de Thx3.
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Figura 18. TGF-B1 inhibe la expresion de Thx3, durante el cambio en la identidad de los dedos.
(A-C), El patron de expresion de Thx3 se mantiene en la region posterior después de 2 (A), 4 (B) y 8
(C), horas después del tratamiento con TGF-B1 (200ng/ul). (D-F), Inhibicion de Thx3 en la regién
posterior de la extremidad, a partir de las 12 (D), 24 (E) y 48 horas (F), después del tratamiento con
TGF-B1 (200 ng/ul). (G) A las 72 horas, el dedo mas posterior esta cambiando de identidad (fenotipo
clasificado en el grupo 2), ademas se nota una expresion ectépica de Thx3 entre el tarso 3 y el dedo
que esta cambiado de identidad (ver flecha). La sefial de hibridacion de Tbx3 es color violeta y la perla
con TGF-B1 (200ng/ul), esta indicada con un asterisco en la region posterior-distal de la extremidad;
mientras que los controles estan indicados con las letras (' ). Fotos tomadas de vista dorsal.

6.3 TGF-B1 inhibe la expresion de Bmp-2, Bmp-7 y Bmp-4 durante el
cambio de laidentidad de los dedos.

Se sabe que existe una regulacion positiva entre Tbx2, Tbx3 y BMP (Suzuki, et al.
2004), debido a que la aplicacion de BMP induce la sobrexpresion de Thx en la region

posterior, mientras que durante el cambio en la identidad de los dedos generado por el
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truncamiento de Thx2 y Tbx3 inhibe la expresién de Bmp-2 en la region posterior de la

extremidad.

Con la finalidad de esclarecer el mecanismo por el cual TGF-B1 inhibe a Thx3
decidimos analizar el patron de expresion de Bmp-2, Bmp-7 y Bmp-4, durante el cambio

de la identidad de los dedos.

El analisis del patrén de expresion de Bmp-2 mostré que este gen se inhibe a partir de
de las 2 horas después de la aplicacion de TGF-B1 (4/5 casos; Fig. 19 A), hasta las 12
horas post tratamiento de TGF-f1 (Fig. 19 B-D; 10 de 12 casos). A partir de las 24 y 48
horas después del tratamiento se notan cambios en la morfologia de la extremidad

tratada y reduccion en la expresion de Bmp-2 (en todos los casos n=10; Fig. 19 E-F).

A partir de las 72 horas de la aplicacion de TGF-B1 se observa truncamiento de los
dedos Il y IV (fenotipo perteneciente al grupo 1), mientras tanto, el patron de expresion
de Bmp-2 esta inhibido en la articulaciones distales del dedo Il y en los elementos

esqueléticos posteriores (3/3 casos; Fig. 19 G).

El patrén de expresion de Bmp-7 se observa en la region posterior del primordio de la
extremidad. La aplicacion de TGF-B1 en la region posterior-distal inhibe la expresion de
Bmp-7 a partir de las 12 horas (4/6 casos; Fig. 20 D), pero no ocurre a tiempos cortos
(Fig. 20 A-C). Durante las 24 y las 48 horas esta inhibicion es mantenida alrededor de la
perla de TGF-B1 (9/12 casos; Fig. 20 E-F). A partir de las 72 horas de aplicacién de
TGF-B1 se observa un fenotipo perteneciente al grupo 2, cuyo dedo méas posterior tiene
morfologia similar a dedo 0, mientras que la identidad de los dedos mas anteriores es
normal (Fig. 20 G). Entre tanto, el andlisis de expresion de Bmp-7. muestra la presencia
de este gen en los interdigitos y en los pericondrios incluyendo el dedo que esta

cambiando de identidad (5/5 casos; Fig. 20 G).
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Figura 19. El RNA mensajero de Bmp-2 se inhibe durante el cambio en la identidad de los
dedos inducido por TGF-Bl. La expresion de Bmp-2 en la region posterior de la extremidad
comienza a inhibirse a partir de las 2 horas de tratamiento con TGF-B1 (200ng/ul) (A). Después de 4
(B), 8 (C), 12(D), 24(E) y 48 horas (F), la expresion de Bmp-2 se mantiene inhibida en la region
posterior distal de la extremidad después del tratamiento con TGF-B1 (200 ng/ul). Transcurridas 72
horas del tratamiento con TGF-B1 se genera un fenotipo perteneciente al grupo 1 que presenta los
dedos Il y IV truncados, al igual que los tarsos correspondientes a estos dedos (G). Por otra parte, se
inhibe la expresion Bmp-2 en las articulaciones distales del prospectivo dedo 2 y en los elementos
esqueléticos adyacentes a la perla de TGF-B1 (G). La marca de Hibridacion de Bmp-2 se muestra de
color purpura y la posicion de la perla con TGF-B1 esta indicada con un asterisco en la region
posterior-distal de la extremidad; mientras que las letras indicadas con ( ' ) son las extremidades
control. Fotos tomadas de vista dorsal.

Estos resultados mostraron que la inhibicion de Bmp-7 comienza a partir de las 12
horas al igual que Thx3, lo que sugiere que Bmp-7 se encuentra en la cascada

molecular del establecimiento de la identidad de los dedos.

Bmp-4 es un gen que se expresa en la region anterior y posterior del primordio de la

extremidad en etapas tempranas. Se ha visto que Bmp-4 regula a Thx3 en la region



anterior y posterior del primordio de la extremidad (Tumpel, et al. 2002). Sin embargo,
no se conoce la relacién de ambos genes en el estudio de la identidad de los dedos, en
particular los dedos posteriores; por lo que se analizé el patron de expresién de Bmp-4

durante el cambio en la identidad de los dedos inducido por TGF-1.

Figura 20. La expresién de Bmp-7 se inhibe durante el cambio en la identidad de los dedos
inducido por TGF-B1. El patrén de expresién de Bmp-7 se mantiene en la region posterior del
primordio de la extremidad a las 2 (A), 4(B) y 8 horas (C) después de la aplicacion de TGF-B1 (200
ng/ul). La inhibicion de Bmp-7 ocurre durante 12 (D), 24 (E) y 48 horas (F). A partir de las 72 horas el
dedo IV tiene un fenotipo similar a un dedo 0, mientras tanto, los dedos mas anteriores tienen
morfologias normales, este fenotipo es clasificado dentro del grupo 2 (G). Por otra parte, el patrén de
expresion de Bmp-7 se observa en los pericondrios y en las zonas interdigitales (G). La marca de
hibridacion de Bmp-7 se observa de color violeta y la posicion de la perla esta indicada con un
asterisco en la region posterior distal del primordio de la extremidad; mientras que las extremidades
control estan indicadas con (’). Fotos tomadas de vista dorsal.

49



Los resultados mostraron que se inhibe la expresion de Bmp-4 después de 4 horas de
tratamiento con TGF-B1, en la regién posterior de la extremidad cercana a la perla con
TGF-B1, (2/4 casos; Fig. 21 B). En contraste a este resultado, no se observé la
regulacion de Bmp-4 a las 8 y 12 horas después de la aplicacion de TGF-B1 (9/9 casos;
Fig. 21 C y D). A partir de las 24 horas del tratamiento con TGF-B1, la expresion de
Bmp-4 se inhibe en la regién posterior (3/5 casos; Fig.19 E). Posteriormente, 48 horas
después del tratamiento se inhibe Bmp-4 en el mesénquima posterior (todos los casos,

n=5), tendones posteriores y en las zonas interdigitales (Fig. 21 F).

Por ultimo, a las 72 horas del tratamiento con TGF-f1, se muestran cambios en la
morfologia de los dedos Ill y IV similares a dedos mas anteriores pertenecientes al
grupo 2. En este fenotipo, la expresion de Bmp-4 se observa en el interdigito posterior
adyacente al dedo | y en el pericondrio de los dedos incluyendo los que estan

cambiando de identidad.

Estos resultados sugieren que Thx3 y Bmp guardan una relacién directa durante el
cambio en la identidad de los dedos inducido por TGF-B1; siendo este resultado muy
similar al obtenido por Suzuki y colaboradores (2004), en donde el truncamiento de

Tbx3 inhibe la expresién de Bmp.
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Figura 19. Bmp-4 se inhibe después de la aplicacion de TGF-B1 en la regidn posterior de la
extremidad de pollo. (A-D) El patron de expresion de Bmp-4 no cambia bajo el tratamiento con TGF-
1 (200 ng/ul), en 2 horas (A), 8 horas (C) y 12 horas (D). Sin embargo, a las 4 horas, en el 50% de
los casos, se inhibe la expresion de Bmp-4 en la region posterior (B), al igual que a las 24 (E) y 48
horas (F), en estos tiempos, la inhibicion se observé en todos los casos. (G) Después de 72 horas de
tratamiento con TGF-B1 se observa que los dedos Il y IV han cambiado su morfologia de modo
similar a dedos mas anteriores (fenotipo perteneciente al grupo 2); ademas, la expresion de Bmp-4 se
presenta en el pericondrio de todos los dedos e interdigitos. La marca de hibridacion de Bmp-4 se
muestra de color violeta, en tanto que la posicién de la perla se encuentra indicada por un asterisco;
mientras que las extremidades control estan indicadas con las letras ( ' ). Fotos tomadas en posicion
dorsal.
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7 DISCUSION

7.1 La funcion de TGF-B en etapas tempranas es regular el niumero de
falanges durante el establecimiento de laidentidad de los dedos.

TGF-B juega multiples procesos durante el desarrollo de la extremidad, entre ellos esta
cambiar la identidad digital cuando se aplica en la punta de dedo. Por otro lado, se
desconoce la funcién de esta proteina en la regién posterior de la extremidad donde se
expresa y posteriormente desaparece en las etapas tempranas del establecimiento de
la identidad digital. Nuestros resultados sugieren que el mantenimiento en la expresion
de Tgf-B produce un efecto negativo sobre los genes encargados en otorgar la identidad
digital posterior, lo cual tiene como resultado, los distintos fenotipos presentados en este

trabajo.

7.2 TGF-B1 induce cambios en laidentidad de los dedos posteriores
en anteriores.

La aplicacién de TGF- en la region posterior distal genera una gama de resultados que
se clasificaron en tres distintos grupos de fenotipos (Fig. 16). Estos fenotipos pueden
ser el resultado de la posicién de la perla. Aungue se traté de colocar la perla de TGF-
en la regidn posterior distal del primordio de la extremidad en etapa 24 la posicion de
ésta pudo variar en algunas ocasiones por micrometros, dando como resultado que
TGF-B se difunda de manera diferencial sobre la extremidad y por lo tanto genere los
distintos fenotipos en el autépodo.

Sin embargo, aunque la posibilidad anterior no se descarta, también podria sugerirse
gue el efecto diferencial de TGF-B es especifico de la etapa de desarrollo por lo que

algunas veces esta condicion no sea la misma en algunos casos. Debido a que la
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aplicacion de TGF-B en etapa 22 no genera un efecto sobre la extremidad, mientras que
en etapa 25 no hay cambios morfolégicos en los dedos (datos no mostrados). Aunque
algunas veces se suministré6 TGF-B1 en etapa 23, resulté en la generaciéon de cambios
en la morfologia de los dedos, se presenté mayor frecuencia de fenotipos en la etapa
24. Por lo que los cambios inducidos por TGF-B son dependientes de la etapa 24, en la
cual se sabe que se especifican los dedos (Dudley, et al. 2002).

Otra posibilidad sobre la gama de fenotipos obtenidos es la concentracion de TGF-
gue se libera desde la perla de heparina, ya que es desconocida y no se tiene
controlada esta variante. Pudiendo ser que los fenotipos mas severos recibieron una

liberaciébn mas prologada de la proteina.

7.3 La aplicacion de TGF-B1 genera fenotipos similares al Sindrome
Mamario Ulnario.

En nuestro estudio encontramos que la aplicacion de TGF-B1 en etapa 24, es capaz de
transformar la identidad de los dedos y truncar el desarrollo de los elementos
posteriores de la extremidad en el 56.2% de los casos. Estas alteraciones son muy
similares al Sindrome mamario-ulnario presente en humanos, en donde la carencia de
TBX3, genera extremidades sin dedos IV y V. Sin embargo, los mecanismos
moleculares participes en la pérdida de la funciébn de Tbx3, los cuales generan los
fenotipos antes mencionados, no estan totalmente esclarecidos.

Nuestro estudio muestra que la expresion sostenida de Tgf-B disminuye la expresion de
Tbx3, generando fenotipos similares al sindrome mamario ulnario, lo cual sugiere que la
inhibicién de Tgf-B es importante para la funcién correcta de Thx3 durante el desarrollo

de los elementos esqueléticos posteriores de la extremidad.
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7.4 TGF-B inhibe la expresién de Tbx3y Bmp durante el proceso de cambio
en laidentidad digital.

Durante el cambio en la identidad de los dedos inducido por TGF-f se ha observado
gue Bmp-2 de ja de expresarse a partir de las 2 horas de tratamiento (Fig. 19 A);
consecutivamente Thx3 y Bmp-7 (pero no Bmp-4) se inhiben a partir de las 12 horas de
exposicion a TGF-B. Esta ausencia de la expresion de Bmp-2 y la sucesiva inhibicion de
Thx3-Bmp-7 nos conduce a la idea sobre la existencia de un asa de regulacion entre
estos genes. Suzuki y colaboradores (2004), mostraron que la aplicacion de la forma
truncada de Tbx3, inhibe de la expresion de Bmp-2, en la regién posterior de la
extremidad. De forma similar lo ocurrido con TGF-3 en este estudio, sugiere que Bmp-2,
Thx3 y Bmp-7 se regulan positivamente durante el establecimiento en la identidad de

los dedos en etapas tempranas (ver Fig. 22).
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7.5 Tbx2y Tbx3 poseen un papel dual durante la morfogénesis de la
extremidad.

Thx2 y Thx3 se expresan en las areas interdigitales, en etapas tardias del desarrollo de
la extremidad; estas zonas expresan Bmp, las cuales estan involucradas en la muerte
celular programada interdigital, en el caso de los vertebrados con dedos libres (Gafian,
et al. 1996).

Por otro lado, se ha comprobado la regulacion positiva entre Thx y Bmp durante el
desarrollo de la extremidad. (Suzuki, et al. 2004; Tumpel, et al. 2002), lo cual sugiere
gue podrian regular procesos de muerte celular.

En este trabajo se observd la expresion de Thx2, Thx3, Bmp-2 y Bmp-7, en un
mesénquima ectépico que se forma entre el tarso 3 y el dedo mas posterior que esta
cambiando de identidad. El destino de este mesénquima ectdpico es la muerte celular
(datos no mostrados). La coincidencia de estas moléculas en este mesénquima
ectépico (destinado a morir), sugiere que Thx2 y Thx3 podrian jugar un papel dual:

establecer la identidad digital y regular a las BMP en procesos de muerte celular.

7.6 Tbx2 'y Shh no participan en el cambio en laidentidad de los dedos
inducido por TGF-B.

En este trabajo no encontramos inhibicibn de Thx2 en etapas tempranas durante el
proceso de cambio de identidad digital inducido por TGF-B1. Del mismo modo, tampoco
se observo regulacion de Shh bajo el efecto de TGF-B (Medina-Vazquez, 2006); lo cual
sugiere que Thx2 y Shh se regulan mutuamente. Esta idea esta respaldada por los
trabajos de Suzuki y colaboradores (2004). En este estudio se muestra que tras aplicar
la forma truncada de Tbx2, la expresion de Shh declina; sin embargo, cuando se

introduce la forma truncada de Tbx3 la expresiéon de Shh no cambia.
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Por lo cual, el proceso de cambio en la identidad digital inducido por TGF-B es

independiente de la sefalizacion Shh-Thx2 y dependiente de Thx3 y Bmp.

8. CONCLUSION

En este trabajo se ha comprobado que al aplicar TGF-B1 en etapa 24, en la region
posterior se cambia la identidad de los dedos posteriores en anteriores y se regulan
negativamente la expresién de Thx3 y Bmp-2, 7 y 4. Ademas, este proceso inducido
por TGF-B es independiente de la expresién de Tbx2 y de Shh.

Por otra parte, los truncamientos de los elementos posteriores generados por la
aplicacion de TGF-B en la region posterior y la regulacion negativa de Thx3, sugiere que
TGF-B puede ser un vehiculo para el estudio de anomalias en el desarrollo, en

particular en el Sindrome Mamario-Ulnario.
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9. PERSPECTIVAS

En este trabajo se encontré que la inhibicion de TGF-B es necesaria para la regulacion
positiva de los genes involucrados en el establecimiento de los elementos esqueléticos
posteriores de la extremidad, lo cual invita a encontrar la molécula encargada de la
inhibicién de TGF- en etapas tempranas del desarrollo de la extremidad.

Por otra parte para comprender el papel de TGF- en etapas, menores de 20 se puede
administrar una molécula antagonica de TGF-B, esperando obtener dedos con mayor
namero de falanges ya que su persistencia en etapas posteriores induce la reduccion de
falanges.

Para comprender los mecanismos moleculares por los cuales TGF-B cambia la
identidad de los dedos, es necesario encontrar las moléculas intermedias entre las 2 y
12 horas después de la aplicacion de la proteina, ya que solo conocemos la
participacion de Bmp2 y de Bmp7 en los tiempos antes mencionados, entre los genes
considerados se encuentran la forma represora de Gli3, Hox d11. Nuestros resultados
muestran que TGF- cambia la identidad de los dedos a través de la inhibicion de BMP-
2 a partir de las dos horas y de Bmp7 hasta las 12 horas. En este intervalo de tiempo se
desconoce la identidad de otras moléculas que participen durante el cambio en la
identidad de los dedos. Por lo que abre la posibilidad de la bisqueda de otras sefiales
gue regulen dicho mecanismo.

En trabajos posteriores se pueden realizar experimentos de ganancia de funcién de
BMP, aplicando simultaneamente TGF- y BMP2 o BMP7, lo cual podria resultar en la

anulacion del efecto que tiene TGF-f en la identidad de los dedos.
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10. Apéndice

Soluciones

PBS 10X para 1 L Amortiguador de Fosfatos Salinos
80 g de NaCl

2 g de KCl

15.4 g de Na,HPO,

2.4 g de KH,PO,

Aforar a un litro con agua destilada pH=7.4

PBT- PBS-Tween 20 al 0.1% (Tween 20, Research Organics, USA)

Peréxido de Hidrégeno 6% (SIGMA, USA) en PBT para 10 mL

2 mL de H,O, al 30%

8 mL de PBT

Amortiguador de Hibridaciéon para 10 mL

50% Formamida 5mL

SSC 5X 2.5 mL (20x pH 4.5
SDS 1% 1 mL (10%)

tRNA 50 pg/mL 50 pL (10mg/mL)
Heparina (pH 4.5) 50 ug/mL 50 pL (10mg/mL)
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Agua milli Q estéril

Solucién | para 100 mL

Formamida
SSC 20X pH 4.5
SDS 10%

H,0 Milli Q

Solucién Il para 100 mL
Na Cl 5M

Tris IM pH 7.5
Tween-20

H.O

Solucién Il para 100mL
Formamida
SSC 20X pH 4.5

H,0 Milli Q

Suero 10% de Oveja
Suero de oveja

TBST+2mM de Levamisole

1.4mL

50 mL
20 mL
10 mL

20 mL

10 mL
1mL
100 pL

89 mL

50 mL
10 mL

40 mL

ImL

9mL
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TBST para 100mL

50 mM Tris HCI pH 7.5
150 mM Na ClI

Triton X-100

KCI 1M

Agua Milli Q

Levamisole 200 mM

5mL

3mL

1mL

1mL

89 mL

ImL

NTMT+Levamisole 1mM para 100mL

Tris1 M pH 9.5
MgCl, 1 M
NaCl 5M
Tween 20
Agua Milli Q

Levamisole 200 mM

10mL

5mL

2mL

0.1mL

82.4mL

0.5mL

Bio-Rad Cat 161-0407
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LISTA DE ABREVIATURAS

AER Cresta Ectodérmica Apical

BMP Proteina Morfogenica del Hueso

EN-1 Engrailed-1

FGF Factor de Crecimiento de los Fibroblastos
GLI Factor Transcripcional del Glioblastoma
MI  Mesodermo Intermedio

PLM Placa Lateral del Mesodermo

SHH Sonic Hedgehog

TBX Factor Transcripcional T-box

TGF-B Factor de Crecimiento Transformante 3
WNT Wingless

ZP Zona de Progreso

ZPA Zona de Actividad Polarizante
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