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RESUMEN

Dos procesos fundamentales durante el desarrollo de las extremidades, son la
condrogénesis y la muerte celular programada 6 apoptosis. El balance entre
ambos procesos, ayuda a dar la forma final de los dedos de las extremidades, y
por lo tanto, un correcto funcionamiento.

La muerte celular programada es un proceso importante para que se lleve
acabo la regresion de las zonas interdigitales, y por lo tanto que los digitos
adquieran su morfologia final. En este trabajo evaluamos el efecto que tiene
una sefial condrogénica como el TGF[B, sobre la expresion de genes
involucrados en la muerte celular programada en el interdigito en embriones de
pollo, como son Bmp-7, Msx2 y Dkk1

Al aplicar TGFpB en el interdigito de embriones de pollo, se activa la cascada
molecular de la condrogénesis, que inicia con la expresion de Sox9 solo 30
minutos después de la aplicacion, lo que conduce a la formacion de un dedo
ectopico. Este hecho inhibe la expresion tanto de Bmp-7, Dkk1l y de Msx2, en el
tejido interdigital. Los resultados muestran que la expresiéon de Bmp-7 se inhibe
tempranamente, 1 hora después del tratamiento. Por otro lado la expresion de
Dkk y Msx-2 se inhibe 16 y 24 horas después del tratamiento respectivamente.
Estos resultados sugieren, que TGF podria regular directamente la expresion
de Sox 9, y que Sox9 probablemente regula de manera directa la expresiéon de
Bmp-7. Por otro lado creemos que la inhibicion tanto de Dkk1 como de Msx2
podria ser principalmente una consecuencia de la formacion de cartilago en el

tejido interdigital.



INTRODUCCION

“La formacion del cartilago es un proceso esencial en la esqueletogénesis de
los vertebrados, en la cual se forman estructuras muy complejas e importantes
tales como los son las extremidades. Debido a este proceso hace 360 millones
de afnos nuestros antecesores empezaron a desplazarse sobre la tierra con la
ayuda de apéndices pareados, ademas la evolucion de las extremidades

permitid distintos tipos de locomocion, que van desde correr hasta volar

(Mariani and Martin, 2003).

El desarrollo de las extremidades de vertebrados empieza con la formacién
de un pequeno primordio en lugares especificos sobre el eje del cuerpo
llamados campos de la extremidad. La posicion de las extremidades depende
del nivel de las somitas (Burke et al., 1995). En el caso del pollo las
extremidades anteriores se forman entre las somitas 15 y 20, y las posteriores
entre las somitas 26 y 32 (Bellaris y Osmond, 2005).

Mientras avanza el desarrollo de la extremidad, ésta crece de manera que se
forman los diferentes elementos esqueléticos que la componen: en la regidon
proximal, el estilépodo (humero/fémur) adyacente a la pared del cuerpo; el
zeugopodo (radio-ulna/ tibia-fibula) en la regién media; y en la parte distal, el

autépodo (carpos-tarsos/dedos; Figura 1; Gilbert, 2000).
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Figura 1. Esquema que representa el patron esquelético de la extremidad en pollo. (a) Elementos
esqueléticos que conforman la extremidad, estilépodo, zeugépodo y autépodo. Los dedos del
autépodo de pollo se han numerado de acuerdo al namero de articulaciones que presentan, el
dedo I con dos articulaciones, el dedo II, Il y IV, con 3, 4 y 5 articulaciones respectivamente. (b)
Para su mejor estudio, la extremidad se ha dividido en tres ejes anatémicos; el proximo-distal, el

antero-posterior y el dorso-ventral.

El primordio de la extremidad surge cuando células mesenquimales
indiferenciadas proliferan y migran desde, de la placa lateral del mesodermo y

de las somitas, hacia el campo de la extremidad.

El desarrollo de la extremidad de los vertebrados depende de

tres centros organizadores.

Establecimiento del eje Préximal-Distal

Una vez formado el primordio de la extremidad ocurre el crecimiento
proximal-distal, dirigido por una estructura llamada Cresta del Ectodermo Apical
(AER por sus siglas en inglés; Figura 2a), esta estructura es distinta al
ectodermo de los bordes laterales del primordio de la extremidad. La AER es un
epitelio pseudo-estratificado y engrosado que se encuentra en la parte mas

distal de la extremidad, teniendo como funcion mantener la proliferacion y



sobrevivencia celular y como consecuencia, el crecimiento proximo-distal de la

extremidad.

La funcion de la AER se evidencié en 1948 cuando Saunders (1948) removid

esta estructura del primordio de la extremidad de pollo en varios estadios del

desarrollo. Cuando la AER se removidé en etapas tempranas del desarrollo, el

zeugopodo y el autéopodo no se formaron (Figura 2b2), pero cuando la AER se

removié en etapas mas tardias (Figura 2b3) solo el autépodo no se formé. De

esta manera, se determind la funcién de la AER en el crecimiento proximal-

distal de la extremidad (Figura 2b; Mariani and Martin, 2003).

b2

Figura 2. Importancia de la AER para el crecimiento
normal de la extremidad. (a) Micrografia electrénica de
barrido, donde se muestra el primordio de Ia
extremidad, asi como la AER (Tomada del Gilbert,
2000). (b1l) Esquema donde se muestra el crecimiento
normal en sentido préximal-distal de la extremidad.
Las alteraciones que presenta este eje cuando se
remueve la AER en diferentes etapas del desarrollo. Si
se remueve en una etapa temprana (b2) el resultado es
la formacién del elemento mas proximal, en cambio

cuando la AER es removida en etapas mas tardias (b3)

resulta en el truncamiento de los elementos mas distales. (Tomada de Mariani and Martin, 2003).

Varios experimentos muestran que la formacion de los elementos

esqueléticos distales pueden ser rescatados aplicando la proteina FGF en la

parte mas distal de los primordios de extremidades de embriones de pollo, lo



cual sugiere que algunos miembros de esta familia son secretados por dicha
estructura de la cual se derivan las sefiales requeridas para el desarrollo de la
extremidad (Sun et al., 2002). Entre los genes que se expresan en la AER se

encuentran los factores de crecimiento de fibroblastos 4 y 8 (Fgf4 y Fgf8).

Cuando se eliminan los genes Fgf4 y Fgf8 de la AER la extremidad no se
forma, sin embargo, la inactivacion de Fgf8 puede causar hypoplasia de los tres
segmentos de la extremidad, mientras que la inactivacion tanto de Fgf4 como de

fgf8 produce alteraciones mas severas (Sun et al., 2002).

Establecimiento del eje Anterior-posterior

Un segundo centro organizador involucrado en el desarrollo de la extremidad
es la Zona de Actividad Polarizante (ZPA) que reside en el mesénquima del
margen posterior de la extremidad. Su funciéon se mantiene por sefales que
provienes de la AER, y controla |la simetria anterior-posterior de la extremidad,
la cual se puede distinguir por la posicion de los dedos, es decir, en el caso de
los humanos, el dedo pulgar esta hacia la parte anterior y el dedo mefiique
hacia la parte posterior. El transplante de la ZPA a la region anterior de la
extremidad de pollo, causa la duplicacion en imagen especular de los elementos
esqueléticos (Figura 3; Tickle, 1981). Estos resultados sugieren que el modelo
de la ZPA es responsable del establecimiento del patron normal anterior-

posterior de la extremidad (Riddle et al., 1993).
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Figura 3. El transplante de la ZPA da como resultado la formacién de una extremidad en imagen
especular. A) Esquema donde se muestra el transplante de células del mesodermo de la parte
posterior, hacia el mesodermo de la parte anterior. B) Fotografia donde se observa el resultado
del transplante de la ZPA: la duplicacién de los digitos que origina una extremidad en imagen

especular. (Tomada de Gilbert 2000).

En la busqueda de las moléculas que confieren a esta region la actividad
polarizante, se encontré que el gen Sonic headgehog (Shh), se expresa
especificamente en la ZPA, ademas la aplicacion ectépica de la proteina (SHH)
en la regién anterior de la extremidad de pollo es suficiente para inducir un
fenotipo igual al obtenido con el transplante de la ZPA, lo que sugiere una

correlacion entre la ZPA y Shh (Riddle et al., 1993).

Establecimiento del eje Dorsal-Ventral

El tercer centro organizador es el que establece el eje dorsal-ventral de la
extremidad, que se distingue entre el dorso y la palma de la mano.

En 1974 MacCabe y colaboradores demostraron que la polaridad dorso-
ventral de la extremidad esta controlada por sefiales que provienes del
ectodermo. Cuando se rota 180° el ectodermo de las extremidades de

embriones de pollo con respecto al mesénquima del primordio de la extremidad



resulta que el eje dorsal-ventral se invierte parcialmente. Los elementos distales
(dedos) estan al revés, lo que sugiere aun mas que la especificacion del eje
dorsal-ventral de la extremidad esta regulada por componentes del ectodermo.
Estudios recientes han establecido que las sefales moleculares que
establecen dicho patrén provienen del ectodermo y que estan mediadas por un
miembro de la familia de los factores de crecimiento Wnt (Wingless-int related
protein); Wnt7a (Parr and McMahon, 1995). Este factor de crecimiento se
expresa solo en el ectodermo dorsal durante los estadios iniciales del primordio
de la extremidad en ratdon (Parr et al., 1993) y en pollo (Dealy et al., 1993). La
eliminacién de este gen en ratones sugiere que actua en el establecimiento del

patrén dorsal de la extremidad (Parr and McMahon, 1995).

Al
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Figura 4. La anulacién del gen Wnt7a en embriones de ratén, causa una transformacion de la

regioén dorsal a ventral.

Para determinar la funcion del gen Wnt7a en la dorsalizacion de la
extremidad se realizaron experimentos en donde la pérdida de funcion de
Wnt7a en ratones mutantes da como resultado una transformacion de

estructuras dorsales a estructuras ventrales (Figura 4; Logan et al., 1997).



Wnt7a es uno de los primeros genes que se expresan en el eje dorsal-
ventral durante el desarrollo de la extremidad, éste a su vez induce la activacion
del factor de transcripcion Lmx1 en el mesénquima dorsal, que parece ser
esencial para establecer el destino dorsal de las células (Gilbert, 2000). Cuando
la proteina LMX1 se expresa ectopicamente en células del mesénquima ventral,
estas células desarrollan un fenotipo dorsal (Riddle et al., 1995).

Por otra parte, los ratones deficientes en Wnt7a carecen tanto de estructuras
dorsales como de los digitos posteriores, debido tal vez a que la expresion de
Shh se redujo, sugiriendo que Wnt7a también participa en el establecimiento del
eje anterior-posterior (Yang and Niswander, 1995).

En cuanto a las sefales moleculares involucradas en el patron ventral,
los analisis de mutaciones en ratones muestran que el gen Engrailed (En-1)
participa en el establecimiento de dicho patrén (Loomis et al., 1996; Wurst et al.,
1994). En-1 se expresa en todo el ectodermo ventral tanto en ratén como en
pollo (Davis et al., 1991) y la pérdida de su funcion da como resultado que
estructuras con fenotipo dorsal cambien a un fenotipo ventral (Loomis et al.,
1996). Ademas dichos embriones mutantes, resultan con la expresion ventral de

Wnt7a (Logan et al., 1997).

Los tres ejes anteriormente descritos se encuentran relacionados vy
coordinados entre si, ya que algunas de las moléculas que definen a uno de
estos ejes, son necesarias para el mantenimiento de otro, asi por ejemplo, Shh
en la ZPA induce la expresion de Fgf4 en la region posterior de la AER, el cual

es importante para la incorporacién de células mesenquimales hacia la Zona de
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Progreso y también para el mantenimiento de shh en la ZPA (Li and Muneoka,
1999).

Una vez establecidos los centros organizadores, el primordio de la
extremidad crece en sentido proximal-distal formandose primero los elementos
esqueléticos del estildpodo y por ultimo los del autépodo (Figura 5; Dudley et al.,
2002). Asi, las células mesenquimaticas interpretan las sefiales de los tres
centros para seguir uno de los dos posibles destinos: condrogénesis o muerte
celular por apoptosis, dependiendo de si ellas son incorporadas hacia lo que
seran las regiones de los radios digitales o hacia las regiones interdigitales

(Figura 6).

\ ( mesénquima condensacion elemento esquelético
v precartilaginosa de cartilago
A anterior
campos de
la extremidad C
|
‘ ‘ . + +
posterior
cartilago ramificacién articulacion

Figura 5. Formacion del esqueleto apendicular en la extremidad de pollo. (a) Regiones ubicadas
a lo largo del cuerpo del embrién donde se formaran las extremidades, conocidas como campos
de la extremidad. (b) Esquema donde se muestra el inicio de las agregaciones de las células del
mesénquima que posteriormente van a diferenciarse y dar origen al esqueleto cartilaginoso. (c)
Una vez que se ha formado el elemento cartilaginoso este crece y se ramifica dando origen a las
articulaciones y a los diferentes elementos esqueléticos que forman a la extremidad.

(Garciadiego-Cézares, 2005).
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Figura 6. Las células del mesénquima tienes dos posibles destinos. (a) Si las células del
mesénquima son incorporadas hacia lo que seradn los radios digitales éstas formaran cartilago. (b)
Por otro lado, si éstas son incorporadas hacia lo que seran las regiones interdigitales moriran por

apoptosis.

Desarrollo del esqueleto

La formacién del esqueleto parece estar regulada en un punto de referencia
molecular que establece y coordina tempranamente el primordio de la
extremidad, que controla y precede la diferenciacion del mesodermo. Este paso
temprano en el modelo del esqueleto es seguido por la expresion regulada de
senales moleculares que diferencian directamente el mesodermo hacia el linaje
condrogénico, prefigurando los elementos esqueléticos. Este proceso de
determinacién celular es muy complejo, asi como la formacién, coordinacién y
establecimiento de las piezas del esqueleto, que incluye la definicion de futuras
diafisis y epifisis, de los huesos, la determinacion de la posicion de las

articulaciones, el establecimiento de los limites del cartilago, la formacion del

12



pericondrio y la regulacidn de la ubicacion de los tendones en el lugar apropiado
(Merino et al., 1999).

Basicamente el esqueleto se compone de dos tipos de tejido; cartilago y
hueso, compuesto por condrocitos y osteoblastos respectivamente.

Las células mesenquimatosas de la extremidad en desarrollo forman
agregaciones celulares que daran origen a las células precartilaginosas. Estas
se caracterizan porque son regiones de muy alta densidad celular, donde las
adhesiones célula-célula son muy importantes para su formaciéon y se han
involucrado moléculas como la B-catenina y N-cadherina. Posterior a las
agregaciones ocurre la diferenciacion del cartilago. Finalmente estas células
seran reemplazadas por hueso mediante el proceso llamado Osificacion

endocondral.

Papel de Sox9 en la condrogénesis

La diferenciacion hacia cartilago esta relacionada con la expresion de Sox9,
un factor de transcripcion, presente en todas las células precondrogénicas y en
los condrocitos diferenciados (Akiyama et al., 2002; Bi et al.,, 1999). Sox9 es
también conocido como el gen maestro de la condrogénesis, ya que la
sobreexpresién de este gen es suficiente para inducir la diferenciacion de las
células del meséngima hacia cartilago. Las alteraciones en este gen, causa
entre otros el sindrome conocido como displasia campomeélica caracterizada por
presentar anomalias en el esqueleto (Wagner et al., 1994; Bi et al., 2001).

Mutaciones en el gen Sox9 tiene como consecuencia la inhibicion de la

13



formacién de las agregaciones precondrogénicas y por lo tanto la ausencia de

cartilago (Figura 7).

Mutante

Figura 7. Mutacién en Sox 9 causa la pérdida total del cartilago, por lo tanto no se forman las
extremidades. (A) Embrién de ratén control. Fenotipo de ratén mutante en Sox 9, donde no se
formaron las extremidades. (B) Tinciones de esqueleto de los embriones mostrados en A, donde

se observa que no hay formacién de las extremidades. (Tomada de Akiyama et al., 2002).

Papel de las BMPs en la condrogénesis

Otros factores involucrados en la condrogénesis son las Proteinas
Morfogenéticas de Hueso (BMP) que constituyen una larga familia de proteinas
secretadas pertenecientes a la superfamilia del Factor de Crecimiento
Transformante B (TGFB), que ejercen su funcién a través de receptores de
membrana celular tipo | y tipo Il, los cuales son cinasa de serina /treonina y

ambos son necesarios para transducir la sefializacion de los ligandos. Existen
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tres tipos de receptores tipo | BMPR-1a 6 ALK-3, BMPR-1b 6 ALK-6 Y ALK-2.
Originalmente, la sefalizacién de las BMPs se involucrd en la condrogénesis,
debido a su capacidad de inducir condrogénesis ectdpica en animales adultos
(Urist, 1968).

Los receptores de BMP presentan un patrén de expresion especifico durante
el desarrollo de la extremidad. En etapas tempranas de la formacion de los
dedos, el receptor BmpR-1a se expresa en bajos niveles en el mesodermo
indiferenciado de la extremidad (Merino et al.,, 1998; Nohno et al., 1995),
posteriormente la expresion de BmpR-1a llega a ser restringida al cartilago lo
que sugiere el papel de este receptor en la condrogénesis (Zou et al., 1997).
Ademas la sobre-expresion de una forma constitutiva activa (que transduce la
sefnal sin necesidad del ligando) del receptor BmpR-1a durante el desarrollo de
los digitos bloquea la diferenciacién de los condrocitos en la fase de hipertrofia
(Zou et al., 1997).

Por otro lado, la expresion del otro receptor de BMP, bmpR-1b, se
observa fuertemente en las condensaciones mesenquimatosas de los radios
digitales (Kawakami et al., 1996; Merino et al., 1998; Zou et al., 1997), lo cual
también sugiere el papel de las BMPs en la condrogénesis. Cuando se
administra BMP en la punta de los dedos, lugar donde bmpR-1b se expresa, da
como resultado el alargamiento dramatico del cartilago (Merino et al., 1998), por
otra parte cuando se sobre-expresa la forma dominante negativa (que no
transduce sefial) da como resultado la inhibicion de la condrogénesis

(Kawakami et al., 1996; Zou et al., 1997).
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Muerte Celular Programada durante el desarrollo de la extremidad.

Otro papel en el cual se han involucrado a las BMPs, es en la muerte celular
programada 6 apoptosis, que es el otro destino que pueden tener las células
mesenquimatosas que son incorporadas hacia lo que seran las regiones
interdigitales (Figura 6b).

La muerte celular programada 6 apoptosis presenta caracteristicas en
particular como lo son: la pérdida del contacto de la membrana celular con el
citoesqueleto, la fragmentacion del DNA en fragmentos de tamano especifico;
180 pares de bases, asi como la formacion de cuerpos apoptdticos los cuales
son fagocitados por macrofagos. Por el contrario, el otro tipo de muerte que
suele presentarse en las células es la necrosis, en donde se presenta un
hinchamiento de la célula y por consiguiente el rompimiento de la membrana
celular, y generalmente provoca inflamacién en los tejidos (Wyllie et al., 1980)

La apoptosis es un proceso celular muy importante, que regula varios
procesos durante el desarrollo animal, como el numero de células en diferentes
tejidos. Ademas contribuye a “esculpir’ la forma final de distintos 6rganos, por
ejemplo la morfologia final de los digitos en los vertebrados tetrapodos. En
especies con digitos libres como el pollo (Pautou, 1975), ratén (Milaire, 1977) y
el humano (Kelley, 1970) la apoptosis se extiende por todo el espacio
interdigital, en cambio en especies con digitos palmeados como el pato o la
tortuga, la apoptosis esta limitada a la parte distal de éste tejido (Fallon and
Cameron, 1977; Saunders, 1966). Estas zonas de muerte interdigital han

recibido el nombre de zonas necrdéticas interdigitales (INZ).
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Ademas de las zonas necroéticas interdigitales (INZ) las cuales se ubican
entre las zonas donde se desarrollan los dedos, existen otras areas bien
caracterizadas donde ocurre apoptosis, y que estan también correlacionadas
con el patron esquelético de la extremidad. Estas zonas de muerte son: la zona
necrotica anterior (ANZ) y la zona necrética posterior (PNZ), las cuales son
areas del mesodermo que rodean los bordes anterior y posterior de la
extremidad, respectivamente. Ademas se han relacionado con la reduccién del
numero de dedos en las aves, ya que los mutantes que presentan polidactilias
(aumento en el numero de dedos) carecen de estas zonas apoptéticas
(Hinchliffe and Ede, 1968).

Otro sitio de muerte celular esta también presente en el mesénquima
central de la extremidad el cual ha sido denominado Parche Opaco (OP)
(Hinchliffe and Thorogood, 1974), que se piensa esta relacionado con la
separacion de la ulna y el radio en extremidades anteriores y de la tibia y la
fibula en extremidades posteriores. Se ha observado que en pollos mutantes
que carecen de esta area apoptoética presentan fusién de estos dos huesos
(Hinchliffe and Ede, 1968).

Aunque las INZ, ANZ, PNZ y OP son las areas mejor caracterizadas donde
ocurre muerte celular durante el desarrollo de la extremidad, ésta también se
observa en otros dominios tales como la AER. Esta area de muerte es
particularmente importante, ya que dirige el crecimiento de la extremidad, por lo
que alteraciones en dicha estructura resulta en consecuencias dramaticas tal

como el truncamiento de la extremidad (Saunders and Reuss, 1974).
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Figura 8. Esquema comparativo que representa las diferentes zonas donde ocurre muerte celular
en el primordio de pato y de pollo. (A) En el primordio de la extremidad en pato observamos
una pequefia zona de muerte celular en lo que corresponderia a la zona necrética anterior
(ANZ), también se observamos una zona de muerte llamada parche opaco, asi como en la parte
mas distal de los interdigitos. (B) Esquema del primordio de la extremidad de pollo donde se
muestran las zonas de muerte celular que corresponden a la zona necrética anterior y posterior
(ANZ y PNZ), el parche opaco (OP), y las regiones interdigitales, nétese que en comparacién con
la extremidad de pato, en la extremidad de pollo, la muerte celular no se limita a la parte mas

distal de los interdigitos, si no que ocurre en todo el tejido (Tomada de Gilbert, 2000).

Importancia de las BMPs en la muerte celular programada

Si bien no se conoce la cascada molecular que conduce a la apoptosis en el
interdigito, si se conocen algunos de los genes que estan involucrados en ella.
Estudios realizados en embriones de pollo han revelado parte del mecanismo
molecular responsable de su induccion durante el desarrollo de la extremidad.

Cuatro miembros de la familia de las BMP; BMP2, BMP4, BMP5 y BMP7, se
expresan durante el desarrollo de la extremidad, en el mesodermo

indiferenciado, en la AER y en el mesodermo interdigital (Francis et al., 1994;
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Francis-West et al., 1995; Lyons et al., 1995; Macias et al., 1997; Laufer et al.,
1997; Zuzarte-Luis and Hurlé, 2004), ademas de que Bmp-2 y Bmp-7 también
se expresan en regiones donde se forman las articulaciones y en el pericondrio
(Macias et al., 1997).

Para evidenciar el papel de las BMP en la muerte celular durante el
desarrollo de la extremidad, se han realizado varios experimentos. En primer
lugar se administré la forma proteica de diferentes BMP en varias etapas del
desarrollo de la extremidad de pollo, en donde se observé que, en general la
aplicacién de BMP induce muerte celular (Gafan et al., 1996; Laufer et al.,
1997; Yokouchi et al., 1996; Zuzarte-Luis et al., 2004). Cuando las BMP fueron
implantadas en el primordio de la extremidad en E19-25 (Hamburger and
Hamilton, 1951), se observdé un area ectépica de muerte celular en el
mesénquima indiferenciado.

En etapas posteriores del desarrollo, E27-29, donde ya se observa la
formacion de los dedos y principalmente las areas de muerte celular que
corresponden a las zonas interdigitales, la perla con BMP, fue implantada en
este tejido, resultando en una aceleracion de la muerte celular (Figura 9; Macias

et al., 1997).
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Figura 9. La aplicacion exégena de Bmp acelera la muerte celular en el interdigito en la
extremidad de pollo. (a) Extremidad control tefiida con el colorante rojo neutro. (b) Extremidad
tefiida con rojo neutro (el cual tifie células muertas) después de la aplicacién de una perla
incubada con BMP en el tercer interdigito 10 horas después. (c) Patrén de muerte celular 20

horas después de la aplicacién de la perla (Tomada de Ganan et al., 1996).

Estos resultados sugieren fuertemente la participaciéon de las BMP en la
muerte celular del tejido interdigital. Experimentos realizados con antagonistas
para BMP como lo es Gremlin (Merino et al., 1999) 6 Nogina (Merino et al.,
1998; Merino et al., 1999) da como resultado la inhibicién de la muerte celular
interdigital (Figura 10), lo que comprueba que estas moléculas son necesarias

para que se lleve a cabo el proceso de apoptosis.

Figura 10. Inhibicién de la muerte celular por un antagonista de BMP. (A) Extremidad control

donde observamos la distribucién de la muerte celular a lo largo del interdigito. (B) Tincién de
muerte celular, 20 horas después de la implantacion de una perla incubada con Gremlin, un
antagonista de BMP. (*) Notese la ausencia de muerte celular en el interdigito (Tomada de

Merino et al., 1999).
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Durante el desarrollo de la extremidad, el gen homedtico, Hoxal3 se expresa
en pequenas regiones del tejido interdigital, ademas de que su funcién es
requerida para que se lleve acabo la muerte celular programada. Se sabe que
Hoxal3, regula directamente la expresion de Bmp-2 y Bmp-7, ya que en
experimentos realizados donde se pierde la funcién de Hoxal3, la expresion de

estos genes se observa altamente disminuida (Knosp et al., 2004).

Otros genes que se han involucrado en la muerte celular programada, de
acuerdo a su patrén de expresion y por experimentos de ganancia o perdida de

su funcidon durante el desarrollo de la extremidad, son los genes Msx2 y DKk1.

Papel de Msx2 durante la Muerte Celular Programada

Msx2 es un factor de transcripcion el cual se expresa en la AER en etapas
tempranas del desarrollo de la extremidad, en el mesodermo del margen
anterior, y en un grupo de células mesodérmicas del margen posterior (Coelho
et al., 1991; Nohno et al., 1992; Yokouchi et al., 1991). En etapas posteriores, la
expresion de Msx2 se expande hacia el mesodermo distal y posteriormente se
extiende hacia el mesodermo interdigital que demarca el desarrollo de los
digitos durante el desarrollo de la extremidad. Cabe mencionar que los dominios
de expresion de Msx2, que incluyen el mesodermo anterior, la PNZ, y el
mesénquima interdigital, presentan considerablemente menor proliferacion, en
comparacién con las células que se encuentran subyacentes a las AER

(Cameron and Fallon, 1977; Dealy and Kosher, 1995; Pollak and Fallon, 1976),
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ademas su expresion también concuerda con algunas regiones donde ocurre
muerte celular programada (Saunders and Gasseling, 1962).

Experimentos para evaluar la funcidon de Msx2, se realizaron al sobre-
expresarlo en el mesodermo posterior, o que dio como resultado la formacién
de extremidades severamente angostas a lo largo del eje anterior-posterior, que
ocasionalmente se truncan, ademas de presentar alteraciones en el patrén de
formacion de los elementos esqueléticos (Ferrari et al., 1998). Por otra parte, el
fenotipo resultante en el ratén doble “Knockout” (KO) de Msx1 y Msx2 es la
ausencia del digito I, la pérdida de falanges en los digitos I, lll, IV y V, la
persistencia del tejido interdigital, ademas de que no se forma el radio (Figura
11; Lallemand et al., 2005). Estos resultados nos sugieren la participacién de

estos genes en el control de la muerte celular por apoptosis.

Figura 11. Tincién de esqueleto que muestra el Fenotipo del doble mutante de Msx1 / ; Msx2 /
en embriones de ratén. (A) Extremidad control. (B) Doble mutante de Msx1 / ; Msx2 / , donde
se observa una reduccién en el tamafio de la extremidad, asi como la pérdida del radio. (C,D)
Aumento de los autépodos de A y B respectivamente. En (D) se observa que en los digitos 11, 111,
IV y V, solo se ha desarrollado una falange, ademdas de que no hay regresiéon del tejido

interdigital (Tomada de Lallemand et al., 2005).
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Asi mismo, se observd que la expresion de Msx2 en el interdigito es
dependiente de BMP, ya que al aplicar una perla incubada con Gremlin, un
antagonista de BMP, en el interdigito de la extremidad de pollo, la expresion de
Msx2, se inhibe (Figura 12; Merino et al., 1999), lo que también sugiere un papel

de Msx2 en la muerte celular.

Figura 12. Inhibicién de la expresiéon de Msx2 por Gremlin, un antagonista de BMP. (a)
Extremidad control de la expresiéon de Msx2. (b) Inhibicién de la expresién de Msx2 15 horas
después de la implantacién de una perla incubada con Gremlin un antagonista de BMP, en el

interdigito (Tomada de Merino et al., 1999).

Papel de Dkk1 durante la Muerte Celular Programada

Dkk1 es otro factor involucrado con la muerte celular en el interdigito, que
actua como antagonista de la via de sefalizacion Wnt/Bcatenina (Zorn, 2001).
Dkkl es miembro de una familia de proteinas secretadas, que originalmente
fueron aisladas en Xenopus (Glinka et al., 1998), con homdlogos que han sido
identificados en diferentes vertebrados, como en pollo, pez, raton y humano.
La expresion de Dkk1l durante el desarrollo de la extremidad de ratén llega a

ser restringida en la ANZ, PNZ al igual que en la AER. Finalmente su expresion
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se ubica en los espacios interdigitales. La expresion en pollo se da de una
manera similar (Mukhopadhyay et al., 2001).

La expresién en tiempo y espacio de Dkkl durante el desarrollo de la
extremidad en vertebrados coincide significativamente con los sitios donde
ocurre muerte celular programada (Grotewold and Ruther, 2002; Grotewold et
al., 1999; Mukhopadhyay et al., 2001).

Los ratones mutantes nulos para Dkk1 presentan sindactilias y variablemente
la aparicién de un dedo ectopico en la zona anterior y posterior, que resultan de
la reduccién de la muerte celular programada en las zonas interdigitales, en la
ANZ asi como en la PNZ respectivamente (Mukhopadhyay et al., 2001).
Ademas, la expresidon de Msx2 se reduce, lo que sugiere que los dedos
ectopicos formados en este mutante son el resultado de la alteracion en los

mecanismos que regulan la muerte celular programada.
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Figura 13. La ausencia de Dkk1 produce alteraciones en el crecimiento de la extremidad en ratén.
En A-D se muestra la expresion de Dkk1 en diferentes etapas de desarrollo en ratén. (A) La
expresion se localiza en el ectodermo de la parte mas distal. (B y C) Posteriormente se observa
tanto en la zona necrética anterior como posterior, sitios donde ocurre muerte celular. (D)
Finalmente, en etapas mas tardias su expresion se localiza en las 4reas interdigitales. En J-Q, se
muestran tinciones de esqueleto de extremidades silvestres y de mutantes nulos para Dkk1 en
ratén (J y N) Tincion de esqueleto en extremidad normal, anterior y posterior respectivamente.
(Ky O) Los digitos en la parte més distal no estdn claramente separados por el tejido interdigital.
(L, M, P, Q) Adicionalmente se desarrollaron digitos tanto axiales como postaxiales en el

mutante nulo de Dkk1 (Tomada de Mukhopadhyay et al., 2001).

Por otro lado, la expresion de Msx1 y de Dkk1l es dependiente de BMP, ya
que la administracién ectépica de BMP en el interdigito induce su expresion. Sin
embargo, la sobre-expresion de Dkkl regula negativamente la expresién de
Bmp-2, tanto en las células del mesénquima como en la AER (Mukhopadhyay
et al., 2001).

Hasta este punto hemos descrito los dos posibles destinos que tienen las
células mesenquimatosas del autépodo, la de diferenciarse hacia cartilago y dar

origen a los dedos 6 la de morir por apoptosis, si éstas son incorporadas hacia
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las futuras zonas interdigitales donde se mantienen por un tiempo en estado
indiferenciado, antes de degenerar (Garcia-Martinez et al., 1993).

Sin embargo, los andlisis experimentales han revelado que las zonas
interdigitales que originalmente estan destinadas a morir por apoptosis
presentan un gran potencial condrogénico, es decir que son capaces de
responder a sefales condrogénicas y formar dedos extras (Hurle et al., 1989;
Lee et al., 1994).

El potencial de los interdigitos para formar dedos en condiciones
experimentales, indica que existen sefiales en el autépodo, que controlan la
posicién de los radios digitales, alternando la posicidon de los digitos con la de

los interdigitos (Gafan et al., 1996).

La aplicacion exégena de TGFB induce condrogénesis en el interdigito
de la extremidad de pollo

Los miembros de la superfamilia del Factor de Crecimiento Transformante
Beta (TGFB), son candidatos fuertes como las sefales que especifican las
zonas digitales y las interdigitales, por su patréon de expresién durante el
desarrollo de la extremidad y por su efecto biolégico cuando son administrados
exdgenamente. Algunos miembros de esta familia presentan patrones de
expresion especificamente en las condensaciones precondrogénicas incluyendo
los radios digitales. Se ha observado que estos factores de crecimiento son
altamente condrogénicos cuando son colocados en cultivos celulares (Kulyk et

al.,, 1989; Leonard et al.,, 1991; Schofield and Wolpert, 1990), y causan
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malformaciones en el esqueleto cuando son administrados exdgenamente en
extremidades de pollo (Hayamizu et al., 1991).

El potencial condrogénico que tiene el interdigito se evidencid al implantar
perlas incubadas con TGFf en el tercer interdigito de extremidades de pollo, en
los que el resultado fue, la induccién de cartilago ectdpico. Estos resultados
variaron dependiendo de la etapa de desarrollo y de la posicion en la cual las
perlas fueron implantadas, ya que cuando la perla se coloc6 en E27-28 en el
tercer interdigito, la morfologia del autépodo es normal. Por el contrario, cuando
la perla fue colocada en E29 en el tercer interdigito a una concentracion de 50
Mg/ml, lo que se observo fue un intensa condrogénesis alrededor de la perla,
ademas de la fusion de los digitos Ill y IV. En cambio, cuando la perla se
implantd bajo las mismas condiciones pero a una concentracion de 10 ug/ml, el
efecto se vio restringido solo a la formaciéon de un dedo extra y no tuvo efecto
en el desarrollo de los demas elementos esqueléticos del autéopodo (Ganan et
al., 1996).

Experimentos similares fueron realizados colocando la perla en E31 y el
resultado fue un efecto menor, ya que soélo se formé un pequefio cartilago
ectdpico (Ganan et al., 1996). Esto nos sugiere que el estadio de desarrollo es
importante para la induccion de la condrogénesis, siendo el resultado mas
significativo cuando la perla se implanté en E29 etapa que precede al inicio de
la muerte celular programada.

La condrogénesis ectépica inducida por TGFB recapitula la cascada
molecular observada en condiciones normales, se determind que Sox9 se

expresa 30 minutos después de la aplicacion de TGFB, Sox8 y Sox10 a la hora,
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L-Sox5 y BmpR1b a las 6 horas, Ventroptina a las 10 horas, Colagena Il (Col Il),
Agrecano y Sox6 a las 12 horas, Nogina a las 16 horas y finalmente Gdf5 a las
20 horas después de la aplicacion de TGFB (Chimal-Monroy et al., 2003).

Por otro lado, la condrogénesis ectopica inducida por TGF también induce
cambios en la expresion de genes relacionados con el proceso de muerte
celular, ya que experimentos realizados muestran que la expresion de Bmp-4,
Msx1 y Msx2, disminuye 8 horas después de la aplicacion de TGFB (Gafan et

al., 1996).

Figura 14. La aplicacién de TGFp-1 en el tercer interdigito de pollo en E29, induce la formacién

de un dedo ectépico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se ha descrito anteriormente tanto la condrogénesis como la muerte
celular programada juegan papeles importantes en la morfogénesis final de la
extremidad lo que sugiere una relacion entre estos dos procesos, en tiempo y
espacio especificos.

Con base en el hecho de que TGFB es capaz de cambiar el destino celular
de las células del interdigito hacia al programa de condrogénesis, mediante la
induccion del gen Sox 9, en este trabajo nos interesamos en determinar como
el TGFB regula las sefales apoptéticas del interdigito. De igual manera
quisimos establecer en que momento, después de inducir la condrogénesis
ectodpica, se inhiben las senales apoptdéticas, como Bmp-7, Dkk1, y Msx2, que
normalmente se expresan en el interdigito 6 si las alteraciones que pudieran
presentar estas expresiones son una consecuencia del crecimiento del

cartilago inducido por TGF.

HIPOTESIS

TGFB no solo es capaz de inducir directamente la cascada molecular
involucrada con la condrogénesis, sino que ademas es capaz de inhibir la

cascada molecular involucrada con la muerte celular en el interdigito.
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OBJETIVO GENERAL

¢ Determinar si TGF inhibe las sefiales apoptéticas como Bmp-7, Msx2, y

Dkk1 en el interdigito durante la formacion de dedos extras.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Determinar la expresion ectopica de Sox9 a diferentes tiempos después
de la aplicacién de una perla incubada con TGFf en el interdigito.
¢ Correlacionar la expresion ectdpica de Sox9 con la inhibicién temporal

de las sefales apoptéticas en el interdigito como Bmp-7, Msx2, y Dkk1.
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MATERIALES Y METODOS

Material biologico

Se utilizaron huevos de pollo fertilizados provenientes de la empresa
ALPES, SA, Puebla. Los huevos de incubaron a una temperatura de 37.5°C y
una humedad de 70%. Se incubaron durante 6 y 7 dias hasta tenerlos en E29 y

E30 (Hamburger y Hamilton, 1951).

Preparacion de perlas

Se colocan alrededor de 30 perlas de heparina (No. Cat. 5360 SIGMA) en
una camara humeda (caja de petri con PBS) y se les quita el exceso de PBS y
se les agrega 2 pul del factor TGFB-1 (No. Cat.100-21R, Lote 0805S88 H235
PEPROTECH) a una concentracién de 200 ng/ml y se dejan incubar a de 4°C

durante 1 hora.

Implantacion de perlas incubadas con TGF-1

Para la implantacion de perlas incubadas con TGFB-1 se utilizaron
embriones de pollo en E29 HH. Se realizé un orificio en el cascardn del huevo,
posteriormente se descubrid y retir6 el amnios la extremidad derecha, una vez
descubierta se realiz6 un orificio con una lanceta muy afilada en el tercer
interdigito y se les coloco6 la perla hacia la parte mas distal. Finalmente el
orificio realizado en el cascaron del huevo se sell6 con cinta adhesiva
transparente y se regresaron a la incubadora, para posteriormente ser fijados a
diferentes tiempos y ser procesados para hibridacion in situ, tincién de
esqueleto con azul Alciano y tincion de muerte celular con el colorante Rojo

Neutro.
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Preparacion de Sondas

Para la realizacion de las sondas especificas de pollo de Bmp-7, Msx2, Dkk1
y Sox9, en primer lugar se linearizaron los plasmidos, agregando lo siguiente:
20 pl de cada uno de los plasmidos a una concentracion de 1 pg/ul, 22.5 pul de
H20 estéril, 2.5 pl de enzimas de restriccion especificas para cada plasmido
(Tabla 1), 5 pl de amortiguador 5X de la enzima utilizada. La reaccion se dejo
incubando durante 3 horas a 37°C, y se analiz6 por medio de electroforesis.
Después se agregaron 125 ul de etanol absoluto y 5 pl de Acetato de sodio y
se dejo precipitar toda la noche a -70°C, al dia siguiente se centrifugd a 12000
rpm durante 20 minutos a 4°C, se retir0 el sobrenadante y se agregé 300 pul de
etanol al 70%, se centrifugd por 10 minutos a 12000 rpm, se retird el
sobrenadante y se dej6 secar durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente se resuspendio en 7 ul de agua estéril.

Una vez que se tiene el plasmido linerizado se realizd la transcripcion
agregandole 4 ul de amortiguador de transcripcién 5X (Promega, Cat. P1181),
2 ul de DTT 100 mM (Cat. P1171), 1 pl de inhibidor de RNAasa (Cat. N2611), 2
ul de mezcla de nucleétidos Adenina+Citosina+Guanina (Promega, Cat. P1132,
Cat. P1142 y Cat. P1152 respectivamente), 2.4 ul de UTP 100 uM (Cat.
P1162), 0.8 ul de UTP-Digoxigenina (Roche, Cat. 11 209 256 910) y 1 ul de la
RNA polimerasa especifica para cada plasmido (Tabla 1). La reaccion se dejo
incubando durante 3 horas a 37°C, posteriormente se precipité agregando 3 pl
de tRNA 10 mg/ml, 200 ul de TE (50 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH=8),12 pul
de Acetato de sodio 3 M y 300 pul de etanol absoluto y se dejo toda la noche a -

70°C, al dia siguiente se centrifugé a 12000 rpm durante 20 minutos a 4°C, se
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retird el sobrenadante y se agregé 1 ml de etanol al 70%, se centrifugd a
12000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se retiré el sobrenadante y se dej6 secar
durante 5 minutos, finalmente se resuspendié en 30 ul de agua DEPC.

Tabla 1. Enzimas de restriccion y transcripcion utilizadas para la
elaboracion de las sondas.

Enzima de restriccion RNA polimerasa

Bmp7 Xhol T3
Dkk1 Kpnl T3
Msx2 Xbal T3
Sox9 Bamhl T7

Hibridacion in situ en 6rgano completo

Para realizar hibridacion in situ se extrajeron extremidades posteriores de
embriones de pollo se fijaron en paraformaldehido al 4 % y se dejaron a 4°C
toda la noche, después se lavaron por 5 minutos en PBT (PBS + 0.1% de
Tween-20), posteriormente se deshidrataron en concentraciones graduales de
metanol (JT-Baker, USA) en PBT (25%, 50%, 75% y 100%). Finalmente se
almacenaron a -20°C.

Dia 1. En el primer dia de hibridacion se rehidrataron en concentraciones
graduales de metanol en PBT (100%, 75%, 50% y 25%). Se permeabilizaron
incubandolos 1 hora en H,O, al 6% / PBT cubriéndolos de la luz, se lavaron en
PBT 3 veces durante 5 minutos, después se incubaron con proteinasa K (PK) a
una concentracion, tiempo y temperatura especifica para cada gen (Tabla 2),
después se fijaron en paraformaldehido 4%-glutaraldehido 0.2% durante 20
minutos y se hicieron 2 lavados con PBT de 5 minutos cada uno.
Posteriormente, las extremidades se incubaron durante 3 horas en

amortiguador de hibridacion a 65°C. La sonda se diluyé en amortiguador de
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hibridacién durante 2 minutos a 80°C y se colocaron inmediatamente en hielo.
La sonda se afiadio a las extremidades y se dejé incubando toda la noche a
65°C en bafo seco.

Dia 2. Los embriones se lavaron dos veces, durante 1 hora con solucion |
(50% Formamida, 5x SSC pH=5, 1% SDS), posteriormente se realizé 1 lavado
de 10 minutos con una mezcla de solucion | con solucion Il. Se hicieron 3
lavados de 10 minutos con solucion Il (0.5 M NCL, 10 mM Tris-HCL pH=7.5,
0.1% Tween-20), 2 lavados de 30 minutos con solucion Il, 1 lavado de 10
minutos con solucion 1l. Se lavaron 10 minutos con solucion Il (50%
Formamida, 2x SSC pH=5), 2 lavados de 30 minutos con solucién lll, todos
estos lavados se hacen a 65°C. Después se hicieron 3 lavados de 10 minutos
con TBST+levamisol 2mM (Tris-HCL 50 mM pH=7.4, NCL 150 mM, KCL 10
mM, Triton 1%, Levamisol 2 mM), y se incuban durante 3 horas en
TBST+levamisol 2mM con 10% de suero de chivo en agitacion.
Posteriormente, se sustituyd el TBST+levamisol 2 mM con 10% de suero de
chivo por una dilucion 1:2000 de anticuerpo antidigoxigenina en
TBST+levamisol 2mM y se deja en agitacion toda la noche a 4°C.

Dia 3. Se realizaron 15 lavados de 10 minutos cada uno con
TBST+levamisol 2mM y 2 lavados de 15 minutos con NTMT+levamisol 2mM
(Tris-HCL 50 mM pH=9.5, MgCl, 50 mM, NaCl 200 mM, Tween 20 1%,
Levamisol 1 mM). Finalmente se revelaron con el sustrato BM-purple (Roche,
Cat. 11 442 074 061) cubriéndolos de la luz hasta que de color, una vez
concluida la reaccion se realizaron 2 lavados rapidos con PBS y se fijaron el

paraformaldehido al 4%.
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Tabla 2. Condiciones experimentales para los tratamientos con
protreinasa K (PK).

Gen [1dePK TiempoPK Temp.

Bmp-7 __60ug/mi 25min 20°C
Dkk1 60ug/ml 20min 20°C
Msx2 60ug/ml 25min 21°C
Sox9 60ug/ml 20min 25°C

Tincion de Esqueleto

Para tefiir el esqueleto se utilizd el colorante azul Alciano y Alizarina roja
que tifien cartilago en azul y hueso en rojo respectivamente.

Las extremidades a tefir se deshidrataron el Etanol al 96% durante 24
horas, posteriormente se permeabilizaron en acetona por 24 horas, después se
colocaron en el colorante azul Alciano y Alizarina roja durante 24 horas,
preparado de la siguiente manera: 1 volumen de azul Alciano 0.3% en etanol al
70%, 1 volumen de Alizarina roja 0.1% en etanol al 70%, 1 volumen de acido
acético glacial y 17 volimenes de etanol al 70%, después se lavaron en agua
destilada y se colocan en KOH al 1% / Glicerol hasta aclarar el tejido,

finalmente se almacenan en Glicerol/Etanol una mezcla 1:1.

Tincion con Rojo Neutro

La distribucion de muerte celular fue analizada utilizando el colorante Rojo
Neutro. Las extremidades a tefiir se aislaron y se lavaron con PBS,
posteriormente se colocaron en una mezcla de PBS con el colorante Rojo
Neutro, y cuando se obtuvo la tincién adecuada se fijaron en formol calcico (1%
CacCl, / Formol 4% en H,0) toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se realizaron
2 lavados de 1 hora con isopropanol y finalmente se colocaron el xilol para

aclarar el tejido.
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RESULTADOS

En este trabajo se determin¢ si el TGF3-1, como factor condrogénico tiene
la capacidad de inhibir las sefales apoptoticas durante la formacion de un dedo
extra en el interdigito. En primer lugar, se evalud el papel condrogénico que
tiene TGFB-1 en el interdigito por medio de tinciones de esqueleto, para
observar la formacion de cartilago. En segundo lugar, se determind la
expresion del factor de transcripcion Sox9 en extremidades de pollo tratadas
con TGFB-1, para observar su expresion ectopica en el interdigito. Finalmente,
para determinar el papel del TGFB-1 sobre el control de la muerte celular en el
tejido interdigital se evalud la expresion de Bmp-7, Dkk1, y Msx2, que se sabe
estan involucradas en la cascada molecular que lleva a la apoptosis en el

interdigito.

La aplicacion exégena de TGFB-1 induce la formacion de

cartilago en el interdigito de la extremidad de pollo.

Con la idea de observar el efecto condrogénico que tiene la aplicacién de
TGFB-1 en el interdigito, colocamos una perla incubada con este factor en el

tercer interdigito de extremidades de pollo en E28-29 de desarrollo.
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Figura 15. La aplicacién de TGFp-1 en el interdigito, induce la formacién de un dedo ectépico.
Extremidades de embriones de pollo en E28-29, tefiidas con el colorante azul Alciano y
Alizarina roja 24hrs (a), 48hrs (b) y 72hrs (c) después de haber colocado una perla incubada con
TGEFp-1 a una concentracion de 200 ng/pl.

Los resultados muestran la presencia de un cartilago alrededor de la perla,
24 horas después del tratamiento (Figura 15a), posteriormente, a las 48 horas y
72 horas postratamiento con TGFp-1 (Figura 15b-c), se observa que el
cartilago ectépico adquiere la morfologia de un dedo. Ademas, se forma un
interdigito mas, el cual aun persiste en comparacion de su control.

De acuerdo a estos resultados decidimos realizar tinciones con Rojo Neutro,
para observar lo que pasa con la muerte celular por apoptosis en el interdigito,
una vez que se ha activado la cascada molecular de la condrogénesis en éste

tejido.

La aplicacion de TGFB-1 en el tercer interdigito de la

extremidad de pollo, inhibe la muerte celular por apoptosis.

Los resultados, que se obtuvieron al realizar la tincion con Rojo Neutro
después de colocar una perla incubada con TGFB-1 en el tercer interdigito,

muestran que, la muerte celular por apoptosis se inhibe 24 hrs después del
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tratamiento (Figura 16a), la inhibicion se observa alrededor de la perla, hacia la

parte mas distal, comparado con la extremidad control.

Figura 16. La aplicacion de TGFP-1 en el interdigito inhibe la muerte celular por apoptosis.
Extremidades de pollo tefiidas con el colorante Rojo Neutro. Inhibicién de la muerte celular en
E28-29+24 hrs. (a), y E31+24 hrs. (b) posterior al tratamiento con una perla incubada con TGFf-1

a una concentracién de 200 ng/ul.

Por otra parte de acuerdo a lo que reporta Gafan et al., 1996, donde la
formacion de un dedo ectépico bajo el efecto de TGF3-1, depende del estadio
de desarrollo de la extremidad, teniendo menor efecto cuando éste se aplica
apartir del E30, quisimos evaluar el patrén de muerte celular en el interdigito en
esta etapa después de la aplicacion de TGFB-1. Nuestros resultados muestran
que si hay inhibicién de la muerte celular en el interdigito. La inhibicién se
observo claramente a las 24 hrs después del tratamiento (Figura 16b), a pesar

de que en esta etapa la frecuencia de formacién de cartilago sea menor.

La aplicacion de TGFB-1 en el interdigito de pollo induce la

expresion ectépica de Sox9.

Con la idea de observar la expresion ectépica de Sox9 inducida por TGF(-1,
se realiz6é una hibridacion in situ, en extremidades tratadas con este factor y lo

que observamos fue que ésta ocurre desde los 30 minutos después de la
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aplicacion de TGFB-1 (Figura 17a). Esta expresion la podemos observar
alrededor de la perla y se mantiene 1, 2, 4, 12 y 24 horas después (Figura.17b-
f). Ademas de que la expresion se ve mas intensa hacia la punta de los dedos.
Posteriormente, a las 32 y 48 horas, su expresion se mantiene en la punta de
los dedos, incluyendo el dedo ectépico (Figura 17g-h) y ya se observa también
en las articulaciones. Finalmente a las 72 horas después de haber colocado la

perla, la expresion de Sox9 se limita solo a las articulaciones (Figura 17i).
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Figura 17. La aplicaciéon de TGF{-1 en el interdigito de pollo induce la expresién ectépica de
Sox9. Hibridacién in situ para Sox9 en extremidades de pollo tratadas con TGFB-1 a una
concentraciéon de 200ng/pl. En todos los casos se muestra la extremidad experimental
(izquierda) y su contra lateral (derecha). En E29 mas 30 minutos (a); 1 hora (b); 2 horas (c); 4
horas (d); 12horas (e); 24 horas (f); 32 horas (g); 48 horas (h) y 72 horas (i) después del

tratamiento.
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La aplicacion de TGFB-1 en el tercer interdigito regula
negativamente la expresion de Bmp-7, 1 hora después del

tratamiento.

Una vez confirmado que TGFB-1 induce la expresion de Sox9, como lo
reportan Chimal-Monroy et al (2003), nuestro siguiente objetivo fue determinar
si TGFB-1 tiene la capacidad de inhibir la cascada molecular que lleva a la
apoptosis en el interdigito. O bien, si la muerte celular no ocurre como
consecuencia de que las células ya iniciaron el programa de diferenciaciéon
hacia el linaje condrogénico. Por lo tanto, se evalu6 la expresién de Bmp-7 en
el interdigito en presencia de TGFB-1. Los resultados muestran que a los 30
minutos después del tratamiento, la expresion de Bmp-7 no presenta cambios
comparada con la extremidad control, observandose su expresion
principalmente en el tejido interdigital y en la AER. En cambio, 1 hora después
del tratamiento (Figura 18b) se observa inhibicion en la expresién de Bmp-7
alrededor de la perla, misma que se mantiene 2, 4, 8, 13, 24 y 48 horas
después del tratamiento con respecto a las extremidades controles (Fig. 18c-h).
Por otro lado, a partir de las 13 y 24 horas (Figura 18f-g), la expresion de Bmp-
7 se observa también en las articulaciones. Ademas la inhibicion es mas
evidente, ya que a estos tiempos de acuerdo a nuestros resultados de tincién
de esqueleto ya hay formacién de cartilago (Figura 15). Finalmente, a las 48

horas (Fig.18h), la expresion de Bmp-7 se limita solo a la punta de los dedos.
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Figura 18. La aplicacién de TGFp-1 en el tercer interdigito regula negativamente la expresiéon de

Bmp-7, 1 hora después del tratamiento. Hibridacién in situ para Bmp-7 en extremidades de pollo
tratadas con TGFP-1 en E29. En todos los casos se muestran las extremidades experimentales
(izquierda) y su contra lateral (derecha). 30 minutos (a); 1 hora (b); 2 horas (c); 4 horas (d); 8
horas (e); 13 horas (f); 24 horas (g) y 48 horas (h) después del tratamiento.

La aplicacion de TGFB-1 en el tercer interdigito regula
negativamente la expresién de Dkkl 16 horas después del

tratamiento.

Otro gen involucrado en el proceso de apoptosis es Dkkl, por lo que
también decidimos evaluar su expresion en extremidades de pollo, después de
ser tratadas con TGFB-1. Los resultados muestran que a los primeros tiempos;
30 minutos, 1, 2 y 8 horas después del tratamiento, la expresion en las
extremidades experimentales es normal, se observa Dkkl en la AER y muy
ligeramente en los interdigitos (Figura 19a-d). Posteriormente observamos que
a partir de las 16 horas (Figura 19e) hay alteraciones en el patron de expresion,

ya que la expresion de Dkkl se ve disminuida en la AER y en el interdigito
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(Figura 19f-g). A las 32y 48 horas, la expresién de Dkk1 se ve claramente en
los interdigitos y en la punta de los dedos, en las extremidades experimentales

en estas etapas, se inhibe de la muerte celular en los interdigitos.
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Figura 19. Expresion de Dkk1 en extremidades de pollo, bajo el efecto de TGFp-1. Hibridacién in
situ en extremidades de pollo tratadas con TGFf-1. En todos los casos se muestran las
extremidades experimentales (a la izquierda) y su contra lateral (a la derecha). E28-29, 30
minutos (a); 1 hora (b); 2horas (c); 8 horas (d); 16 horas (e); 32 horas (f) y 48 horas (g) después

del tratamiento.

La aplicacion de TGFB-1 en el tercer interdigito de pollo
regula negativamente la expresion de Msx2, 24 horas después

del tratamiento.

Finalmente, otra de las sefiales apoptéticas que se encuentran en el
interdigito es Msx2, por lo que también se analizé su expresion bajo el efecto
de TGFB-1, y se observo que en los primeros tiempos, 30 minutos, 1, 2,4y 8
horas después del tratamiento (Figura 20a-e), no hay ningun cambio en la
expresion de Msx2. La expresion de este gen se observa principalmente en el
tejido interdigital y en la AER. En cambio a las 24 y 48 horas postratamiento
(Figura 20f-g), se observaron cambios, ya que su expresion se inhibio en el
interdigito, persistiendo solo en la AER. A las 72 horas postratamiento (Figura
20h) observamos que la expresion de Msx2 solo se limita a la punta de los

dedos.
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Figura 20. La aplicaciéon de TGFP-1 en el tercer interdigito de pollo regula negativamente la

expresion de Msx2, 24 horas después del tratamiento. Extremidades de embriones de pollo en
E29, bajo el efecto de la aplicaciéon de TGFf-1. En todos los casos se muestra la extremidad
experimental (a la izquierda) y su contra lateral (a la derecha). 30 minutos (a); 1 hora (b); 2 horas

(c); 4 horas (d); 8horas (e); 24 horas (f); 48 horas (g) y finalmente 72 horas (h) después del

tratamiento.
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DISCUSION

Como hemos descrito en este trabajo, tanto la condrogénesis, como la
muerte celular programada, juegan papeles muy importantes en el desarrollo
de la extremidad, ya que el balance entre ambos procesos lleva a que haya
una correcta alternancia entre la posicion de los digitos y la de los interdigitos.
Por el contrario, cualquier alteracion en alguno de estos procesos, provocan

alteraciones en la morfologia final del autépodo.

En relacion al proceso de condrogénesis inducida por TGFB-1, se sabe el
orden en que ocurre la expresion de algunos genes involucrados durante la
cascada molecular y el momento en el cual participan en ella (Chimal-Mpnroy
et al., 2003). Con respecto a la cascada molecular que lleva a la muerte celular
por apoptosis, aun no es bien conocida. En este trabajo hicimos uso de esta
informacion para estudiar la manera en que las sefiales condrogénicas regulan

a las sefales apoptoticas en el interdigito de la extremidad de pollo.

En nuestro trabajo comprobamos el efecto condrogénico que tiene el TGF-
1, cuando es aplicado en el interdigito en E29, el cual induce la expresién de
Sox9, activandose asi la cascada molecular de la condrogénesis, y por lo tanto
formando dedos ectépicos, observandose la formacion de cartilago desde las
24 horas después de la aplicacién (Figura 15), resultado que coincide con
nuestros resultados de la tincion con Rojo Neutro, donde bajo las mismas
condiciones experimentales, observamos que la muerte celular se inhibe
(Figura 16). Ambos resultados correlacionan entre si, ya que al inducir la

diferenciacion de las células del interdigito, hacia cartilago, al aplicar el TGF[3-
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1, éstas han cambiado su destino celular de morir por apoptosis, debido a lo
cual la tincion con Rojo Neutro nos resulta negativa. Por otro lado, cuando
nosotros aplicamos TGFf en el interdigito en E30, etapa en la cual la formacién
de dedos ectdpicos es menos frecuente (Gafian et al., 1996), y donde la muerte
celular, es mas evidente, al realizar la tincion con Rojo Neutro, encontramos
que la muerte celular se inhibe (Figura 16). Estos resultados nos sugieren que
TGFB-1, podria estar actuando como una sefal condrogénica, y como una
sefal antiapoptotica, dependiendo del estadio de desarrollo en la cual es
administrado. Cuando el TGFB-1 se aplica en el interdigito en E28-29, este
podria estar induciendo la formacion de cartilago, debido a que en ésta etapa
las células se encuentran indiferenciadas, y por lo tanto, el potencial que tienen
las células del interdigito para responder a esta sefial es mayor. En cambio
cuando el TGFB-1 es administrado en E30, aunque ya no todas las células
sean capaces de formar cartilago, TGFB-1 es capaz de inhibir el proceso de

apoptosis.

Un resultado sobresaliente de nuestro estudio y de interés para el proceso
de la apoptosis, es el descubrimiento de la inhibicion de Bmp-7, 1 hora después
de la aplicacion de TGFB-1 en el interdigito. Si tomamos en cuenta que TGF3-1
induce la expresion de Sox9 30 minutos después del tratamiento, de acuerdo a
los tiempos que tarda la transcripcion de un gen, que son aproximadamente 30
minutos, podemos decir que TGFB-1 regula directamente la expresion de Sox9
(Figura 21). Por otro lado, si Bmp-7 se inhibe solo 30 minutos después de la
induccién de Sox9 (Figura 21), ésto nos podria sugerir que Sox9 podria estar

regulando de manera directa la expresion de Bmp-7. Sin embargo, al parecer el
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promotor de Bmp-7 de humano carece de sitios de union a Sox9. Por lo que se
hace necesaria la busqueda de otros factores que pudieran controlar la
expresion de Bmp-7, entre los genes candidatos se encuentra el factor de
transcripcion homeodtico Hoxal3 que se sabe regula de manera directa la
expresion de Bmp-7 (Knosp et al.,, 2004). Durante el desarrollo de la
extremidad, Hoxal3 se expresa en los interdigitos y en las regiones
interarticulares, donde su funcién es requerida para la muerte celular
programada, y la condrogénesis (Fromental-Ramain et al., 1996; Stadler et al.,
2001). Esta observacion nos permite proponer la hipotesis de que Hoxal3
regula directamente a genes cuyos productos son necesarios para la muerte
celular programada y para la formacion de las articulaciones (Knosp et al.,
2004). Por lo tanto, dado que Hoxal3 regula directamente la expresién de
Bmp-7, y que esta expresion se ve inhibida 1 hora después de la aplicacion de
TGFB-1, podriamos esperar que la expresion de Hoxal3 se inhibiera 30

minutos después de la aplicacion de TGFB-1.

De acuerdo con la hipétesis descrita arriba, si Hoxal3 se inhibiera 30
minutos después, podriamos decir que TGFB-1 inhibiria directamente la
cascada molecular que lleva a la apoptosis al inhibir la expresién de Hoxals3,
que a su vez regula directamente la expresion de Bmp-7. Sin embargo aun es

necesario demostrar este punto.

En experimentos realizados donde se pierde la funcion de Hoxal3, se

observa como resultado severas malformaciones en las articulaciones distales,

asi como la persistencia de la membrana interdigital (Fromental-Ramain et al.,
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1996; Stadler et al.,2001), que coincide con una inhibicion de la expresion de
Bmp-2 y Bmp-7 que son importantes reguladores tanto de la muerte celular
programada como de la condrogénesis, (Zuzarte-Luis et al., 2002; Merino et al.,
1998; Macias et al., 1997; Zou et al., 1997; Yokouchi et al., 1996; Zou et al.,
1996). La inhibicion de Bmp-2 y Bmp-7 ocurre especificamente en regiones

donde son co-expresados con Hoxal3 (Knosp et al., 2004).

)
30min 1hr 2hrs 12hrs

Sox9

Bmp7

Figura 21. Correlacion de la expresion ectdpica de Sox9, con la inhibicién de Bmp-7. Hibridacién
in situ de Sox9 y Bmp-7, en extremidades tratadas con TGFB-1. En (a) se muestra la expresién
tanto de Sox9 como de Bmp-7, 30 minutos después del tratamiento, donde observamos la
expresion ectépica de Sox9, mientras que la expresion de Bmp-7, no presenta alteraciones. En (b)
1 hora después del tratamiento, la expresién de Sox9 se mantiene, y la expresion de Bmp-7 se ve
inhibida alrededor de la perla. En (c y d) vemos que tanto la expresion de Sox9 como la
inhibicién de Bmp-7 se mantienen. Nétese que la expresion de Sox9 correlaciona muy bien con la

inhibicién de Bmp-7.

Otros genes relacionados con la muerte celular, de los que se evalud su
expresion posterior al tratamiento con TGFB-1 son Dkkl y Msx2, donde la
inhibicion de estos genes se observo, 16 y 24 horas después respectivamente.

Este resultado nos sugiere que la inhibicion de Dkk1l y Msx2 podria deberse
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mas a una consecuencia de la formacion de cartilago ya que a este tiempo
después de la aplicacion de TGFB-1, ya se ha activado la cascada molecular
de la condrogénesis, aunque aun no se haya formado cartilago. O bien, como
Msx2, es considerado como un marcador de células indiferenciadas, su
expresion no desaparece a tiempos cortos después de la aplicacion de TGF,
ya que aun las células se encuentran es estado indiferenciado, en cambio 24
horas después, estas células, ya se han diferenciado hacia células que van a
morir por apoptosis, y como consecuencia la expresion de Msx2 desaparece.
Por otra parte la inhibicion de Msx2, 24 horas después de la aplicacién de
TGFB-1, en el interdigito, difiere de lo observado por Ganan y colaboradores
(1996) ya que ellos observan la inhibicion de Msx2 bajo las mismas
condiciones, 8 horas después del tratamiento. En nuestras manos esta

regulacion negativa no ocurrié.

Finalmente, aunque no se conoce completamente la cascada molecular que
induce la muerte celular programada en los interdigitos, estos resultados
sugieren a BMP7 como fuerte candidato como la molécula en activarse mas
tempranamente en este proceso, por el hecho de inhibirse solo 1 hora después
del tratamiento con TGFB-1. Sin embargo, esto no se puede confirmar sin antes
evaluar bajo las mismas condiciones a otros genes involucrados en este

proceso tales como Hoxal3, Bmp-2, Bmp-4, Snail, solo por mencionar algunos.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se comprobd el efecto condrogénico de TGFB-1, al ser
aplicado exdogenamente en el tercer interdigito de la extremidad de pollo,
induciendo la formacion de un digito extra.

Por otro lado la induccion de Sox9 en el interdigito de pollo inhibe el proceso
de apoptosis, regulando negativamente la expresion de Bmp-7, 30 minutos
después, por lo que puede ser una de las moléculas en activarse mas
tempranamente durante el proceso de apoptosis.

Finalmente sugerimos que la inhibiciéon de la expresién de Dkk1 y Msx2, que
observamos al aplicar TGFB-1, en el interdigito, se deba a una consecuencia

de que ya se haya formado cartilago en el tejido interdigital.
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