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Oda a la vida

La noche entera
con un hacha
me ha golpeado el dolor,
pero el suefio

pasé lavando como un agua oscura

piedras ensangrentadas.
Hoy de nuevo estoy vivo.
De nuevo
te levanto,
vida,
sobre mis hombros.

Oh vida, copa clara,
de pronto
te llenas
de agua sucia,
de vino muerto,
de agonia, de pérdidas,
de sobrecogedoras telaraiias,
y muchos creen
que ese color de infierno
guardards para siempre.

No es cierto.

Pasa una noche lenta,
pasa un solo minuto
y todo cambia.

Se llena
de transparencia
la copa de la vida.
El trabajo espacioso
nos espera.

De un solo golpe nacen las palomas.
Se establece la luz sobre la tierra.

Vida, los pobres
poetas
te creyeron amarga,
no salieron contigo
de la cama
con el viento del mundo.

Recibieron los golpes
sin buscarte,
se barrenaron
un agujero negro
y fueron sumergiéndose
en el luto
de un pozo solitario.

No es verdad, vida,

eres
bella
como la que yo amo
y entre los senos tienes
olor a menta.

Vida,
eres
una mdquina plena,
felicidad, sonido
de tormenta, ternura
de aceite delicado.

Vida,
eres como una vifia:
atesoras la luz y la repartes
transformada en racimo.

el que de ti reniega
que espere
un minuto, una noche,
un afio corto o largo,
que salga
de su soledad mentirosa,
que indague y luche, junte
sus manos a otras manos,
que no adopte ni halague
a la desdicha,
que la rechace dindole
forma de muro,

como a la piedra los picapedreros,

que corte la desdicha
y se haga con ella
pantalones.
La vida nos espera
a todos
los que amamos
el salvaje
olor a mar y menta
que tiene entre los senos.

Pablo Neruda.
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RESUMEN

La mayoria de las interacciones entre la matriz extracelular (MEC) y
las células estan reguladas por receptores de membrana celular, como las
integrinas, las cuales se encuentran involucradas en la proliferacion,
migracion, diferenciacion y apoptosis. En el desarrollo del cartilago
articular (CA), las integrinas de la familia B1 juegan un papel importante y
junto con algunos miembros de la superfamilia de los TGF-B regulan la
diferenciacion del condrocito y el desarrollo del esqueleto. En este trabajo
analizamos la relaciéon entre dos integrinas a5 y aV con dos miembros los
TGF-B, el factor de crecimiento y diferenciacién 5 (Gdf5) y la proteina
morfogenética de hueso (Bmp7). En un modelo murino se determind
mediante Inmunofluorescencia (IF) el patron de expresiéon de las
subunidades de integrinas a5 y aV en la placa de crecimiento (PC) en
extremidades en desarrollo. También se determind el patrén de expresion
de estas integrinas en el cartilago articular de ratas sanas y con
Osteoartritis (OA), ambos por Inmunohistoquimica (IHQ). ldentificamos
que la subunidad a5 se localiza en la zona superficial del CAy en la PC la
se expresa en los condrocitos en reposo y proliferacién, mientras que la
subunidad aV se observé en la zona media y profunda del CA y en la zona
profunda de la PC correspondiente a los condrocitos prehipertroficos e
hipertréficos. En el modelo de OA en rata se observd la pérdida de la
expresion de la subunidad a5 en la zona superficial, mientras que la
expresion de la subunidad aV amplio su area de expresion de la zona
profunda a la superficie articular. Mediante tincion de Safranina O

determinamos la calidad del tejido del CA sano y del CA osteoartritico.

Por medio de IF localizamos la expresion de Gdf5 y bmp7 en CA
sano y osteoartritico, observamos que el Gdf5 disminuye su expresion en
la superficie articular con OA, por el contrario la bmp7 se distribuyo
ampliamente en esta zona. EIlI cultivo de micromasas de células

mesenquimales de raton se observéo que Gdf5 y Bmp7 indujeron la



expresion de las integrinas a5 y aV respectivamente, y se observd que
bajo el tratamiento con Gdf5: agrecano, fibronectina y colagena Il (Col Il)

se expresan con mayor intensidad que con Bmp?7.

En trabajos previos se ha observado que los condrocitos articulares
se hipertrofian en la OA (Martin et al., 2006), se sabe ademas que en el
desarrollo del esqueleto y en la PC Indian hedgehog (lhh) regula la
hipertrofia de los condrocitos de modo que este gen controla la formacion
de los huesos y el funcionamiento del CA (Minina et al.,2001). Por medio
de IF en los cultivos de micromasas tratados con anticuerpos
bloqueadores para la integrina a5 se observé que disminuye la expresion
del gen Sonic hedgehog (Shh) homologo a Ihh; en correspondencia a esto
cuando se bloquedé la actividad hedgehog mediante un anticuerpo
bloqueador de shh, la expresion de la subunidad a5 tampoco se expresa.
La sefalizacion hedgehog se inhibié con ciclopamina en cultivo de rodillas
de ratén y se observd dafio masivo fibrotico en el cartilago por medio de

tinciéon Herovici.

Las observaciones de este trabajo indican que Gdf5 es un factor
importante en el mantenimiento del CA, ya que induce la expresion de
componentes importantes de la MEC articular y la expresion de la
integrina a5. La coexpresion de la integrina a5 y Shh sugiere que este par
de moléculas son importantes para el mantenimiento del CA ya que si se
inhibe la sefalizacién hedgehog se produce un dafo similar a la OA. Por
lo cual sugerimos que es necesaria la presencia de Gdf5 para que se
exprese la integrina a5 y facilite la sefalizacion hedgehog. Por el contrario
Bmp7 induce la expresion de la integrina aV y ambos mantienen su
expresion en etapas avanzadas de la OA, similarmente como ocurre en la
hipertrofia del cartilago y la formaciéon de hueso. Sugerimos entonces que

la Bmp7 esta involucrada con el proceso del dano artritico en el CA.
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INTRODUCCION

Los vertebrados constituyen el subphylum mas grande de los cordados
contando con unas 40,000 especies las cuales podemos encontrar
facilmente en tierra, agua y aire. Sus caracteristicas fenotipicas indican
presencia de riones un organo excretor y cefalizacion dentro de un
craneo (Saldafa, 2007), pero sin duda su caracteristica fenotipica mas
evidente es la presencia de endoesqueleto, que es un sistema organico
que sirve de soporte y proteccion a los o6rganos, ademas tiene
articulaciones que le confieren al organismo la capacidad de moverse en
diversos medios. El esqueleto humano posee alrededor de 200 partes
O0seas de distintos tamafos y formas, esta cantidad de piezas varia segun
la especie; sin embargo, en todas las especies se encuentran los tres
diferentes tipos celulares que conforman al sistema esquelético: los
condrocitos en el cartilago y los osteoblastos y osteoclastos en el hueso.
(Karsenty, 2008).

La esqueletogénesis ocurre a través de dos mecanismos diferentes
durante el desarrollo embrionario, dependiendo de la especie y del tipo de
hueso. La formacion del hueso sucede por osificacion intramembranosa
y/lo por osificacion endocondral (Gilbert, 2000). EI primer tipo de
osificacion ocurre en la minoria de los elementos esqueléticos como la
clavicula y el craneo, donde las células mesenquimales se diferencian
directamente en osteoblastos y forman el hueso; el segundo tipo, que es
en el cual profundizaremos, las células mesenquimales primero se
diferencian en condrocitos y continuan un proceso de diferenciacion

gradual hasta formar hueso (Karsenty et al., 2009).
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La extremidad como modelo de esqueletogénesis
Condrogénesis: formacién del molde de cartilago

La extremidad se forma a partir del linaje celular de las somitas de la
placa lateral del mesodermo, y el esqueleto de la extremidad se genera a
partir de condensaciones de células mesenquimales que en primer
instancia forman cartilago. La osificacion endocondral involucra Ia
formacion de tejido cartilaginoso que posteriormente sera reemplazado en
gran parte por tejido 6seo. La primera fase de este proceso requiere de
células mesenquimales comprometidas a formar cartilago. Este
compromiso es ocasionado por Sonic hedgehog (Shh) el cual induce a
células cercanas al esclerotomo a expresar el factor de transcripcion
Pax1, el cual inicia una cascada de sefalizacion que depende de factores
paracrinos externos y factores de transcripcion internos (Gilbert,2006).
Estas células mesenquimales comprometidas se condensan y forman
noédulos compactos (Figura 1 A), los cuales inician su diferenciaciéon hacia
condrocitos. La matriz de dichos ndédulos se caracteriza por ser rica en

colagena tipo | (Horton, 1993).

Durante el proceso de compactacién y condensacién de las células
mesenquimales, las proteinas morfogenéticas de hueso (BMP) juegan un
papel importante, ya que al suprimir la expresion de Bmp2 o Bmp4 se
anula la condensacion precartilaginosa (Bandyopadhyay et al., 2006).
Ademas, las BMP inducen la expresién de moléculas de adhesiéon como N-
Caderina y la N-CAM, la primera es esencial para el inicio de las
condensaciones ya que activa las interacciones intercelulares (Oberlender
y Tuan, 1994), y la segunda se encarga de mantener las interacciones
celulares de las condensaciones (Fang y Hall, 1995). Durante estas
condensaciones mesenquimales también se expresan tenascina,
trombospondina-4, versicano y fibronectina (Mackie et al, 2008; Lefebvre y
Smits, 2005). En estudios in vitro Buxton y cols. (2001) demostraron que

el GDF5 en etapas iniciales de la condrogénesis aumenta la adhesion
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celular por lo cual su presencia es importante para la formacién de los

moldes de cartilago.

La presencia del factor de transcripcion Sox9 es fundamental debido
a que permite la diferenciacion de las células mesenquimales hacia el
linaje condrogénico activando otros factores de transcripcién, asi como la
expresion de Agrecano y Col Il (Akiyama et al., 2002; Bi et al.,2001),
moléculas caracteristicas de la MEC del cartilago. En condiciones
normales del desarrollo de la extremidad de raton, Sox9 esta presente en
diferentes linajes celulares; en células mesenquimales, condrocitos en
reposo y proliferacion (Zhao et al, 1997) y puede estar participando en
conjunto con Sox5 y Sox6 en el control de la expresién del gen Col llaf,
ello es el indicio de que comienza a producirse una matriz rica en
colagena tipo Il y agrecano en el centro de las condensaciones

mesenquimales (Lefebvre et al.,2005).

Las condensaciones mesenquimales establecen la forma de los
elementos esqueléticos y a este aspecto del desarrollo del esqueleto se
le conoce como patrén esquelético. (Gilbert, 2000). Stott en 1999 propuso
que Wnt7a y BMP2 pueden estar implicados en el establecimiento de
dicho patron esquelético, mientras Wnt-7a suprime la diferenciacion
condrogénica en cultivos de micromasas de células mesenquimales de
pollo, BMP2 la aumenta; se considera que la presencia de ambas podria
regular la forma de las condensaciones mesenquimales, dependiendo de

la concentracion de ambas moléculas.(Stott et al., 1999).

Una vez que se forma el molde de cartilago, este es circundado por
células mesenquimales no diferenciadas con forma aplanada que
inicialmente expresan colagena |; las cuales forman una estructura
llamada pericondrio (Figura 1B), un tejido conectivo denso el cual se
encarga de separar al molde de otros tejidos, con una matriz rica en

colagena tipo Il (Caplan,1987; Kronenberg, 2003).
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Figura 1. Osificacion endocondral. El molde de cartilago se forma a partir de células
mesenquimales, los condrocitos proliferan y se diferencian, finalmente la parte media del molde es

invadida por vasos sanguineos y se forma hueso, esto mismo ocurre en la parte superior de los

moldes. (Gilbert, 2000; Aguirre, 2011).

Crecimiento del molde de cartilago y diferenciacién celular

En la siguiente fase los condrocitos proliferan rapidamente provocando el
crecimiento de las extremidades (Figura 1 C-1 H). En el centro de cada
elemento, los condrocitos dejan de dividirse, iniciando el proceso de
diferenciacion hacia la hipertrofia (Zuscik,2008), estas células aun
conservan una matriz rica en colagena |lI, aumentan su volumen
considerablemente y poco a poco comienzan a detener el ciclo celular,
convirtiéndose en condrocitos prehipertroficos los cuales se caracterizan
por expresar el gen Indian hedgehog (/hh) (Figura 3). Los condrocitos
prehipertroficos continuan aumentando su volumen celular llegando asi a

la hipertrofia, estos condrocitos grandes alteran la matriz produciendo
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colagena X y mas fibronectina (Poole et al.,1991; Lefebvre y Patrick, 2005;
Bengtsson et al, 2005), finalmente mueren por apoptosis y dejando

espacios y una MEC adecuada para la invasién de células de hueso.

Asi los elementos esqueléticos crecen longitudinalmente durante el
desarrollo de un modo sincronizado con la formacién de hueso que
reemplazara gran parte del molde de cartilago, esto depende de Ia
diferenciacion celular de los condrocitos de la placa de crecimiento (PC),
depende de esta estructura el largo de los huesos en los vertebrados

neonatos hasta la etapa juvenil temprana cuando dejan de crecer.

Placa de crecimiento

La PC es una estructura especializada responsable del crecimiento lineal
de los huesos. En los huesos largos maduros se localiza entre la diafisis y
el centro de osificacion secundario (COS). Esta organizada en cuatro
estratos o zonas que presentan distintos grados de diferenciacion celular
de condrocitos, estos se organizan en columnas. La zona mas cercana al
COS se compone de células con poca actividad proliferativa conocidos
como condrocitos en reposo; inmediatamente bajo esta zona se
encuentran los condrocitos en proliferacion que generalmente se
encuentran en grupos de varias células apiladas llamados condrones; la
tercera zona son los condrocitos prehipertréficos con mayor volumen
celular; y finalmente la cuarta zona, la mas cercana a la diafisis contiene a

los condrocitos hipertroficos (Bengtsson et al., 2005) (Figura 2).
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Condrocitos en reposo
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Figura 2. La placa de crecimiento tiene condrocitos organizados en diferentes estados de
diferenciaciéon celular: reposo, proliferacién, prehipertréficos, hipertréficos. Bajo la zona de los
condrocitos hipertréficos se encuentra la zona de osificacién o collar 6seo. En la imagen de la

derecha una PC donde se observan proteoglicanos tefiidos con Safranina O (Garciadiego, 2010).

La proliferacion, diferenciacion y la hipertrofia de los condrocitos esta
regulada por diversos factores de crecimiento y transcripcién que regulan
la expresién de genes cuyos productos estimulan el desarrollo de la PC y
la formacion de hueso. Los condrocitos hipertréficos de la PC al morir por

apoptosis mediante sefiales de su medio extracelular son removidos de la

diafisis (Ducy et al.,1977) (Figura 1C).
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Indian hedgehog regula la hipertrofia de los condrocitos en la

placa de crecimiento

Los mamiferos presentan tres genes de la familia Hedgehog que reciben el
nombre de: Sonic hedgehog (Shh), Indian hedgehog (lhh) y Desert
hedgehog (Dhh) y son homologos del gen Hedgehog (Hh) de Drosophila.
Durante el desarrollo de las extremidades el papel de Ihh es muy
importante ya que coordina la proliferacién y la diferenciaciéon de los
condrocitos de la placa de crecimiento, y también incrementa la
proliferacion de los condrocitos en la zona periarticular, este gen induce la
expresion de la hormona paratiroides proteina relacionada (PTHrP) que se
expresa en el pericondrio mientras su receptor PPR se expresa en la zona
alta de los condrocitos en proliferacion. PTHrP regula la tasa a la que los
condrocitos salen del ciclo celular y siguen a la hipertrofia, (Schipani et
al.,1995). A medida que la placa crece la distancia debilita el efecto de Ihh
sobre PTHrP (Vortkamp et al.,1996). Al unirse |hh con su receptor
Patched-1 (ptch-1) proteina integral de membrana, permiten que
Smoothened (Smo) proteina con siete dominios transmembrana
(emparentada con la familia de los receptores Frizzled de Wnt) se
desplace (a partir de vesiculas intracelulares) y acumule en la superficie
celular, donde se transloca a los cilios e inicia una cascada de
transducciéon de la sefal que culmina con la modulacién de la actividad de
los factores de transcripcion Gli. En ausencia de |hh, Patch-1 reprime la
actividad de Smo lo que se traduce en la fosforilacién de Gli y su
subsecuente procesamiento proteolitico originando que se transloque al
nucleo donde reprime la transcripciéon de los genes diana de |hh. (van
Donkelaar y Huiskes, 2007; Kobayashi et al., 2005). Se ha sugerido que la
PTHrP regula los efectos de Ihh a través de la formacién de un bucle de
retroalimentacién negativa (Figura 3). Si los condrocitos dejan de

expresar |lhh continuan su maduracion hacia la hipertrofia y se activa la
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expresion de Runx2 y Runx3 en el pericondrio que inducen su

diferenciacion a osteoblastos (Yoshida et al., 2004).

Minina y cols. demostraron que la regulacion de la proliferacion en
la placa de crecimiento requiere de las sefiales generadas por Ihh y BMP
ya que ambas actuan en paralelo, el papel de BMP es retrasar el proceso
de diferenciacioén hipertréfico por una via independiente de la sefalizacion
Ihh/PTHrP (Minina et al., 2010)

Condrocitos en
proliferacion

Condrocitos
prehipertroficos|

OOOOOO

Figura 3. Las células del pericondrio y los condrocitos de los extremos de los huesos largos secretan

PTHrP (1). PTHrP actta sobre los receptores de la proliferacién de condrocitos y, por lo tanto,
retrasa la produccién de Ihh. Cuando la fuente de la produccién de PTHrP es lo suficientemente
distante, los condrocitos que disminuyen su actividad proliferativa empiezan a producir Ihh. Ihh
aumenta la tasa de proliferacién (2) a través de un mecanismo induce la produccién de PTHrP en
los extremos de los huesos en desarrollo (3). Ihh también acttia sobre las células pericondrial para

convertir estas células en osteoblastos de la clavicula (4). (Kronenberg, 2003; Aguirre, 2011).

La molécula ciclopamina es capaz de inhibir la sefalizacion de hedgehog

al unirse a Smo evitando la traduccion de senal.
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Centro de osificaciéon primario

El espacio que dejan en el centro del elemento esquelético los
condrocitos que mueren por apoptosis, se convertira en el espacio de la
médula ésea también conocida como centro de osificacion primario (COP).
Esta zona es invadida por osteoclastos y osteoblastos y al mismo tiempo
por vasos sanguineos circundantes ( Figura 1 D- 1 H) (Zuscik et al.,
2008). La invasién de vasos sanguineos es promovida por el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), proteina que estimula la
formacion de vasos sanguineos, siendo éste el ultimo aspecto de la
esqueletogénesis. (Gerber et al., 1999). La matriz residual sirve de
andamio para la deposicion de minerales. El pericondrio que se encuentra
comprometido con la diferenciacion celular de los condrocitos, presenta
caracteristicas diferentes, si, esta adyacente al hueso formado, al que
entonces se le llama periostio el cual expresa Runx2, que es un marcador
molecular de la diferenciacion osteoblastica, Runx2 también se expresa
en los condrocitos hipertréficos y promueve la maduracion de los

condrocitos, conduciéndolos a la hipertrofia (Hinoi et al., 2006).

La zona cercana a los condrocitos hipertréficos es llamada collar
o6seo (Figura 2). Finalmente, todo el cartilago central es sustituido por
hueso (Figura 1D-H). Haaijman y cols. (1999) aseguran que la BMP7
modula la diferenciacién terminal de los condrocitos y la mineralizacion
del hueso a través de una via desconocida, producida en la region
periarticular. Las BMP7 y BMP2 inducen al crecimiento radial del
cartilago, antes de la diferenciacion hipertréfica (Macias et al.,1997). Esta
estructura mineralizada y alargada se denomina diafisis y los extremos de
cada extremidad se encuentra la epifisis donde también se encuentran en
la superficie solo condrocitos articulares, antes de un segundo evento de

osificacion.
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Centro de osificacion secundario

La zona central de la epifisis es invadida por vasos sanguineos, esto
activa la maduracion de cartilago y se forma hueso de crecimiento
circunferencial (Figura 1 H). Este proceso comienza con la formacién de
canales de cartilago, lo cual responde a una invaginacién del pericondrio.
En la zona central se expresa VEGF (Blumer et al., 2008; Morini et al., 2004),
los nutrimentos y vasos sanguineos se transportan por los canales de
cartilago, lo cual promueve la hipertrofia de los condrocitos. Es importante
la presencia de la Metaloproteasa-9 (MMP-9) la cual se encarga de

degradar la matriz y la expresién de Runx2 activa la diferenciaciéon de los

condrocitos y la formacion de hueso (Alvarez et al., 2005).

Articulacion

Durante el desarrollo del esqueleto apendicular y axial se forman las
articulaciones, una vez establecido el molde de cartilago continuo
constituido por condensaciones precartilaginosas (Pitsillides y Ashhurst,
2008) (Figura 4 A), estos elementos esqueléticos crecen logitudinalmente,
y en el caso de la extremidad se ramifican y forman una “Y”, a cual
conforman la region del estilépodo (humero / fémur) y el zeugdpodo (radio
y ulna / tibia y peroné), posteriormente se forman los rayos digitales en la
region del autépodo ( Hamrick, 2001). La siguiente fase es la separacion o
segmentaciéon del elemento cartilaginoso continuo para que se forme la
cavidad de la articulacion con sus elementos correspondientes; el
cartilago articular, la sinovia, los tendones, ligamentos, etc. Esto ocurre
mediante un proceso complejo que implica la pérdida del fenotipo
condrogénico y sus marcadores moleculares como Sox9, ocurre también

muerte celular programada en la zona o region donde se segmentara o
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separa el molde continuo de cartilago (Pitsillides y Ashhurst., 2008), a
esta region, determinada para formar la articulacion se le conoce como

interzona.

La interzona es la primera evidencia de la articulacion, se
caracteriza por ser una region de células mesenquimales estrechamente
unidas y aplanadas, apiladas en tres capas de células (Holder, 1977,
Mitrovic,1978) (Figura 4 B), que producen colagena tipo | y Il (Ito y Kida,
2000). La capa central conocida como lamina central es menos densa que
las dos capas contiguas, y desarrolla muerte celular programada (Figura
C) y en su lugar deja una cavidad, que se transformara en la cavidad
sinovial (Haines, 1947; Archer et al., 1994) (Figura 4 D), las dos capas
contiguas precondrogénicas produciran el cartilago hialino articular.
Durante la formacidon de la articulacion disminuye la cantidad de MEC, lo
cual modifica las interacciones entre las células y promueve la muerte
celular. Durante el proceso de cavitacion se promueve la sintesis de
hialuronato y su receptor (CD44) (Archer et al, 2003; Edwards et al, 1994).

El mecanismo molecular por el cual se forman las articulaciones
incluye principalmente al gen Wnt9a (antes Whnt14), la sobrexpresién de
Whnt9a induce la formacién de la articulacién, y lo hace bloqueando la
condrogénesis, ya que es capaz de inhibir la expresion de Sox9, e inducir
la expresiéon de marcadores de la articulacion como GDF5, autotaxina y
CD44 (Hartmann y Tabin, 2001). Gdf5 es una molécula clave en la
proliferacion y maduracion del cartilago, por lo que también es importante
en el desarrollo de la articulacion, al bloquear su expresion se inhibe la
formacion de la articulacion en los digitos de raton, pero paraddjicamente
la sobrexpresion de Gdf5 también inhibe la formacién de articulaciones
(Merino et al, 1999); la explicacién a este problema podria deberse a que
las células de la interzona responden a un gradiente de Gdf5. En el mismo
sentido, también se ha observado que en la presencia de antagonistas de

BMP (Gdf5 pertenece a este grupo de moléculas), como nogina y cordina
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se inhibe la formacion de las articulaciones (Koyama et al., 2007; Francis-
West et al., 1999).

Cartilago
Condrocitos Pericondrio Capa condrogenea Lamina intermedia
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Figura 4. Formacién de la articulacién: en el molde de cartilago se forma una estructura de células
aplanadas denominada interzona, la capa intermedia de estas células muere por apoptosis,

finalmente se forma la cavidad sinovial. (Garciadiego, 2005).

Cartilago articular

El cartilago articular (CA) es una delgada de tejido que rodea al centro de
osificacion secundario, es decir que cubre los extremos de los huesos
largos de la articulacién sinovial, este tejido conectivo se compone de
abundante matriz extracelular y poblaciones de condrocitos poco densas,
los cuales modulan su propia matriz para mantener la homeostasia del
tejido (Michael et al., 2008). Es un material biolégico viscoelastico de
color blanco-azulado translicido en el que predomina una matriz
hidrofilica, debido a la gran cantidad de glicosaminoglicanos. A pesar de
tener un grosor de escasos milimetros (2-4 mm), tiene una funcidn
importante en el esqueleto (Karamboulas, 2010). Su funcién principal es

amortiguar las cargas de compresion entre las superficies 6seas de la
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articulacién, asi como participar, primordialmente, en el sistema de
lubricaciéon de la membrana sinovial durante el movimiento (McDevitt,
1973) y con ello evita el dolor articular y la deformacién de la articulacion
(Dy et al., 2010).

Un CA sano esta compuesto de glicosaminoglicanos y colagena tipo
[, agua en un 75 % y condrocitos, los cuales son solo un 10% en volumen
de este tejido. EI CA no contiene membranas basales, nervios, vasos
linfaticos o vasos sanguineos (McDevitt, 1973). ElI acceso a los
nutrimentos y la eliminacién de los residuos del recambio metabdlico se
produce por difusion a través de la matriz extracelular y son conducidos
hacia la cavidad sinovial hasta la circulacion sanguinea. Por la baja
concentracion de oxigeno en el ambiente en el que se encuentran los
condrocitos, su metabolismo es fundamentalmente anaerobio. Estas
células sintetizan todas las macromoléculas como las fibras de colagena,
otras glicoproteinas y proteoglicanos como el agrecano, ademas de las
enzimas que participan en la sintesis y degradacién de la MEC. Por estas
funciones es evidente que tienen un papel importante en la remodelacion
y reparacion del cartilago articular cuando se dafia. En el CA se expresa
TGFB1 factor importante para mantener la homeostasis del cartilago, ya
que induce la sintesis de GAG y de colagena tipo Il entre otros elementos
de la MEC (Morales y Roberts, 1988).

Sopena y cols. (2000) describen cuatro zonas en el CA: la capa
superficial o de deslizamiento (40 pm), esta capa presenta escasa
actividad metabdlica, pocos proteoglicanos (PG) y una elevada
concentracion de fibras de colagena distribuidas perpendicularmente entre
si y paralelas a la superficie; ademas, soporta las fuerzas de presion
mecanica externa y los condrocitos presentes son de forma aplanada y
paralelos a la superficie. La capa intermedia o de transicion (500 um),
presenta elevada actividad metabdlica, mayor presencia de PG y menos

fibras de colagena y arreglada oblicuamente y al azar, soporta fuerzas de
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compresion y los condrocitos presentes son mas redondos. La capa
profunda o radial (100um), es rica en PG y fibras de colagena que se
distribuye radialmente formando arcos, las células son redondas y forman
columnas, esta zona soporta fuerzas de compresion. Finalmente, la capa
calcificada (300 pm) no presenta PG, las fibras de colagena estan
dispuesta radialmente, presenta cristales de hidroxiapatita y esta
adyacente al hueso subcondral, es la capa de anclaje del cartilago al
hueso, tiene poca celularidad y estad separada de la capa anterior por la
“Marca de Agua” (tidemark) con 5 ym de grosor, la cual es una barrera
ondulada con disposicién tangencial de sus fibras y que permite soportar

fuerzas de cizallamiento (Sopena et al., 2000) (Figura 5).
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Figura. 5. Derecha. Esquema de capas de cartilago articular donde se encuentran estados
diferenciados de condrocitos. Izquierda cartilago articular con tincién Safranina O que indica

presencia de proteoglicanos (Garciadiego, 2010).
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Debido a que el cartilago es avascular y posee baja densidad
celular, tiene poca capacidad de reparaciéon, por lo que muchos
investigadores han investigado acerca de cdomo reparar este tejido,
algunos como Waldman y cols. (2009) aceleraron la acumulacion de
matriz en CA dafado mediante estimulaciobn mecanica y asi
incrementaron la sintesis de colagena, pero ello no ha sido suficiente ya
que mantener la homeostasia de este tejido implica el buen
funcionamiento de una compleja red de interacciones entre proteinas,
factores de crecimiento, expresion de genes, cascadas de sefalizacion

etc., que son llevadas a cabo dentro y fuera de los condrocitos.

Condrocitos del cartilago articular

Los condrocitos articulares se encargan de mantener la funciéon de la
articulacion, asi que conservan un fenotipo estable capaz de producir
todos los componentes macromoleculares necesarios (Pacifici et al.,
2006). Estos presentan bajos indices de proliferaciéon, se encuentran
aislados o en conglomerados de pocas células. En el area pericelular de
los condrocitos se encuentra una estructura llamada laguna, rica en
proteoglicanos y acido hialurénico (HA), también se encuentra una matriz
o capsula de colagena tipo Il que rodea o encapsula a los condrocitos
solitarios o en grupo (condrén) (Roy y Meachim, 1968; Rothwell y
Bentley,1973; Oegema y Thompson, 1981). En condiciones normales los
condrocitos embebidos en la MEC del CA tienen mayor adherencia a
colagena |l, que a colagena |, X y XI. Se ha determinado que a medida
que los condrocitos se diferencian al estado hipertréfico, la colagena Il es

reemplazada por colagena tipo | (Darling et al., 2009).
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La hipertrofia de los condrocitos puede acelerarse en presencia de
Wnt4 y/o Wnt8 (Hartmann y Tabin, 2000). La B-catenina transduce la
sefalizacién wnt y actua como inhibidor en la proliferacion de los
condrocitos (Day et al., 2005), y por otro lado Runx2 induce la secrecion
de Fgf18 el cual inhibe la proliferaciéon de los condrocitos y la hipertrofia.
HIF-1a tiene el mismo efecto sobre los condrocitos (Schipani et al., 2001),
mientras que el FGFR3 el cual es receptor de Fgf18 controla la hipertrofia

de los condrocitos. (Murakami et al. 2004).

Como ya se ha mencionado antes los condrocitos articulares se
encargan de secretar una compleja red de macromoléculas denominada
matriz extracelular (MEC), con Ila cual tienen interacciones muy
importantes para mantener el funcionamiento normal del cartilago, por ello
es importante revisar las funciones de los componentes principales de la

MEC del cartilago articular.

Proteinas de la matriz extracelular del cartilago articular

A lo largo de la vida, el tejido se somete a la remodelacién interna
continua, las células reemplazan a macromoléculas que la matriz pierde
por la degradacién. La capacidad de recambio de la matriz depende de
que las células detecten las alteraciones y su capacidad de responder a la
sintesis de tipos apropiados y cantidades de nuevas moléculas
(Buckwalter y Mankin, 1998).La matriz extracelular (MEC) tiene funciones
muy diversas, en el cartilago es el soporte fundamental que le confiere
resistencia mecanica al tejido (Baynes et al.,2005) y contribuye en gran
medida a su manutencion. Los componentes de la MEC forman un lecho
gelatinoso tridimensional en el cual las células que les secretan se

encuentran “inmersas”. Las proteinas de la MEC pueden interaccionar con
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las células a través de receptores de la superficie celular como las
integrinas, capaces de trasmitir sefiales mecanicas de compresion y
tension celular y sefales quimicas (Figura 6). Los cambios en la
composicién y recambio se asocian a enfermedades crénicas como la
artritis y fibrosis. (Baynes et al., 2005).

En la red macromolecular de la MEC del cartilago articular se
encuentran colagenas, fibronectina, agrecano, acido hialurénico y otros
componentes; sin embargo, para el presente trabajo nos enfocaremos solo
en los antes mencionados.

Las colagenas son una familia de proteinas que resulta ser la mas
abundante en los metazoarios. Actualmente se conocen 27 tipos de
colagenas (Fiztpatrick,2009), se encuentra en la piel, tendones, cérnea,
dientes, hueso y cartilago. En el -cartilago articular ocupa
aproximadamente dos terceras partes del peso seco de los componentes
tisulares, la principal funcion de las fibras colagenas del cartilago es
formar una red estable para contrarrestar la presiéon, por el aumento de
volumen generada por los agregados de proteoglicanos altamente
hidratados.

La mayor parte de la colagena presente en el cartilago articular es la
colagena tipo Il, aunque también hay cantidades pequenas de colagena tipo IX, X
y XI ( Weckman y Cabral, 1996; Eyre, 2001). Las colagenas pueden formar
fibras, fibrillas, redes y bandas; sus principales caracteristicas fisicas son
resistencia a la traccion y flexibilidad (Koolman et al., 2005). Las
colagenas fibrilares se forman por el plegamiento de tres cadenas
polipeptidicas en conformacion a-hélice, debido a la secuencia repetitiva
de los aminoacidos Gli-X-Y Unica de la colagena; el aminoacido X
generalmente es prolina y el Y lisina. Esta estructura helicoidal se
distingue como cadena a, las tres cadenas a se superenrollan
mutuamente para formar la varilla o cable estabilizado por puentes de
hidrégeno intercadena (Baynes et al, 2005; Berg et al., 2008). Las fibrillas

de colagena tipos I, II, lll, V y Xl se forman a partir de dos tipos de
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cadenas a distintas (Baynes et al., 2005). Actualmente, se conocen tres
tipos de receptores para la colagena: 1) los receptores de tirosina cinasas

DDR1 y DDR2 (receptores con dominio de discoidina), 2) algunas

integrinas de la familia B1: a1p1, a2B1, a10p1y a11B1 y 3) la glicoproteina
VI (Vogel, 2001).

Figura 6. La matriz extracelular de cartilago articular es un soporte que le confiere resistencia al
tejido, sus componentes Interactan con los condrocitos a través de las integrinas (Osteoarthritis

Research Society international, 2010).

Las colagenas tienen un papel fundamental en la regulacién de la
diferenciacion celular y la formacion del patron de desarrollo del esqueleto
durante la embriogénesis y el desarrollo postnatal. La perturbaciéon en el
metabolismo de las colagenas fibrilares esta correlacionado con

enfermedades como la fibrosis hepatica, glomerulonefritis, enfermedades
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vasculares, angiogénesis tumoral y Osteoartritis (Millyharju, 2001). En el
CA la colagena conforma una malla fibrilar que le proporciona rigidez y
resistencia a la fuerza de traccién en la articulaciéon (Buckwalter y
Mankin, 1998).

La fibronectina es un dimero filamentoso formado por dos cadenas
polipeptidicas emparentadas, unidas por puentes disulfuro. Esta
glicoproteina multifuncional tiene un papel importante en diversas
funciones como la adhesién, migracion y diferenciacion celular, asi como
en la organizacion del citoesqueleto. Es una proteina con multidominios
clasicos; cada uno de los dominios I, Il y lIl, tienen unidades o médulos
homélogos repetidos. Mediante sus dominios puede interaccionar con
colagenas, proteoglicanos y receptores de la superficie celular como las
integrinas (Baynes et al., 2005; Koolman et al., 2005). La fibronectina
presenta en su estructura algunas secuencias peptidicas RGD (Arginina-
Glicina-Acido Aspartico) de reconocimiento con sus receptores, las cuales
contribuyen a mantener la interaccion entre los componentes de la MEC y
la superficie celular.

En el CA normal se presenta en poca cantidad y en CA
osteoartritico es mayor debido a un aumento de sintesis por los
condrocitos y acumulacion en la MEC. Aun no esta claro si el aumento de
la sintesis de la fibronectina en la OA actua como una respuesta de los
condrocitos para la reparacion del cartilago, o si actua como un
desencadenante efecto perjudicial, ya que este aumento puede alterar el
fenotipo de los condrocitos, la sintesis de colagena e inducir la actividad
de metaloproteasas (Chevalier, 1993).

Los proteoglicanos (PG) son complejos macromoleculares formados
por la asociacion covalente entre una cadena polipeptidicas llamada
proteina nucleo o proteina central y varias cadenas de
glicosaminoglicanos (GAG). Los GAG son polimeros de unidades
repetitivas de disacaridos, formados por hexosamina y acido hexauronico

que presentan diferentes niveles de sulfatacién. Los principales GAG son
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condroitin sulfato, queratan sulfato, heparina, heparan sulfato y dermatan
sulfato (Baynes et al. , 2005). El numero de cadenas de GAG de un PG
varia de 1 a 100. El tamafo del PG depende del tamafo de la proteina
nucleo (Silvera y Barrios, 2002). Los proteoglicanos del cartilago
almacenan grandes cantidades de agua llenando el espacio entre los
componentes de la MEC. Forman un gel en la MEC a partir de complejos
moleculares sumamente grandes, compuestos por un 95% de hidratos de
carbono y 5 % de proteinas.

En el cartilago un proteoglicano esencial e importante en la
caracterizacién de este tejido es el agrecano, el cual amortigua las
fuerzas de compresién debido a que el agua que absorbe le capacita para
recuperar su estructura después de ser deformado. Esta molécula esta
formada por 2397 residuos de aminoacidos, con tres dominios globulares,
el sitio de insercion de los glicosaminoglicanos se extiende entre el
dominio 2 y 3 que sirve como sitio de unidn para el queratan sulfato y
condroitin sulfato y en el dominio globular 1 puede unirse a hialuronato
(Berg et al., 2008). El agrecano tiene una estructura en forma de cepillo y
se une a un eje de hialuronato al cual se le unen gran cantidad de
proteinas que a su vez llevan unidas cadenas largas de polisacaridos
pertenecientes al grupo de los glicosaminoglicanos (Koolman et al., 2005).

El acido hialurénico es el unico GAG que no se une a la cadena
peptidica; tiene un papel muy importante en la migracién celular. Facilita
la hidratacién de los tejidos, debido a la gran cantidad de radicales libres,
que se ligan a las moléculas de agua. Asi que la hidratacion del CA
depende de la concentracién y el estado fisiolégico del acido hialurénico
(Silvera y Barrios, 2002). La porcion proteica de los proteoglicanos es
degradada por proteasas lisosomales y las cadenas de los GAG por
hidrolasas acidas lisosomales (Baynes et al., 2005).

La MEC actua como un transductor de sefales de las células. La
carga de los tejidos debido al uso de la articulacion crea senales

mecanicas, eléctricas y quimicas que ayudan a dirigir la actividad de
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sintesis y degradacion de la misma, llevado a cabo por los condrocitos.
(Buckwalter y Mankin, 1998). Es importante revisar el papel de las

integrinas en la conduccién de sefales entre ésta y los condrocitos.

Integrinas

Durante el desarrollo embrionario y la organogénesis, las células y tejidos
muestran diferentes tipos de comportamiento biolégico, dependiendo de
las senales extracelulares; ya sea por la afinidad en la adhesion a
sustratos extracelulares, por la direccién en la migracién y por su tasa de
proliferacion. Muchas de esas funciones estan vinculadas a la funcién de
las integrinas (Yamada y Miyamoto, 1995), por un tipo de sefalizacion
desde el interior de la célula hacia el exterior o viceversa (Hughes et
al.,1996).

Las integrinas son una familia de receptores de superficie celular
(Humphries,2000), son proteinas heterodiméricas compuestas por una
subunidad alfa y una beta, las cuales estan asociadas mediante enlaces
no covalentes. Pertenecen a las glicoproteinas transmembranales de tipo |
(Bokel y Brown, 2002). Cada subunidad tiene en su dominio extracelular de
700 a 1100 residuos de aminoacidos, mientras que en su dominio
intracelular poseen de 30 a 50 residuos (Humphries, 2000).

Se sabe que intervienen en multiples procesos celulares como en la
diferenciacion, proliferacion, supervivencia, migracién y apoptosis. La
union del sustrato a las integrinas estimula en la célula una cascada de
sefalizacién hacia dentro y hacia afuera de la misma, que afecta la
expresion genética (Wang et al.,2011). Tales interacciones regulan la

transduccion de sefiales de componentes involucrados en procesos de
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sefalizacion como la MAPK y CDK (Bokel et al., 2002), pero hasta la

fecha se desconocen todos estos procesos a profundidad.

En los mamiferos se han identificado 18 subunidades a y 8 3, con
estas moléculas se pueden formar 24 combinaciones a-f las cuales han
sido identificadas a nivel de proteina. La familia 31 de las integrinas en su
dominio extracelular reconoce moléculas como fibronectina, laminina,
colagena, vitronectina, etc., mientras que su region interna se une al
citoesqueleto (Millward-Sadler et al.,2000) por medio de proteinas como
talina o a-actina (Wiesner et al.,2005). El reconocimiento de cada
integrina con su ligando es especifico, y a su vez, varios tipos de
integrinas se pueden unir a un mismo tipo de ligando; por ejemplo dentro
de la familia B1: a1B1, a2B1,a101 se unen a colagenas; a4B1, a5B1,
a8B1y aVB1 se unen a fibronectina; asi como a1p1, a2p1 se pueden unir a
laminina y a a3B1,a6p1 y a7B1 (Humphries, 2000). La secuencia RGD
puede ser reconocida por cinco tipos de integrinas: a5p81, a8B1, aVp3,
aVB5,aVpR6 (Humphries et al., 2006).

Las integrinas no estan activas todo el tiempo, en ocasiones se
encuentran en un estado inactivo, durante el cual no se unen a los
ligandos; eso impide por ejemplo, en las plaquetas, que allbf3 se unan
permanentemente al fibrinbgeno y se ocasione una trombosis (Shattil y
Newman, 2004; Arias-Salgado et al., 2005). Diversos estudios han
demostrado que la integrina inactiva tiene la region extracelular doblada,
presentando una forma lineal cuando se encuentra activa. Dicha
activacion puede ser por la uniéon al ligando o por algun estimulo del

dominio citoplasmatico (Luo y Springer, 2006) (Figura 2).

La importancia de las integrinas de la familia 1 se ha observado en
el desarrollo del ratén, al bloquear su expresion ocurre deterioro de la
masa celular interna y la no formacion de al menos 12 receptores que se
forman con este dimero. La fertilizacion de ovocitos B1 nulos puede

ocurrir, debido quiza a la presencia de mRNA maternos de integrina $1.Si

32



se pierde la expresion de la familia B1 resulta en un acomodo anormal de

la membrana basal de ratéon (Bouvard et al., 2001).

La sefalizacion de la MEC via la subunidad (1 tiene un papel
importante durante la condrogénesis. En cultivos de condrocitos de pollo
se ha encontrado evidencia de apoptosis celular en presencia de
anticuerpos neutralizantes para la subunidad (1, y también se ha
demostrado que las sefales de supervivencia de los condrocitos se
trasmiten via a5B1 que interacciona con fibronectina como su ligando
(Pulai et al., 2000). La falta de B1 en el desarrollo embrionario de ratén
genera en la rodilla condrodisplasia, un retardo o irregularidad en la
formacion del cartilago, aumentando las posibilidades de muerte al nacer
(Aszodi et al., 2003). Radunu y cols. (2009) observaron en un modelo
murino que la supresién del gen de la subunidad de integrina B1 genera
anormalidades en el CA y en la cavidad sinovial pero no afecta la

degradacion del mismo.

Cuando ocurre la uniéon al ligando las cadenas citoplasmaticas se
separan, lo que permite la interaccion de la cadena B con las moléculas
intracelulares de transduccién de sefiales como talina, Rho, FAK (cinasa
de adhesién focal), ILK (cinasa ligada a integrina) generando cascadas de
sefalizacién dentro de la célula como: aumento en la dinamica del
citoesqueleto, movilidad celular , supervivencia celular y proliferacion
(Martinez y Steward, 2002; Tadokoro et al., 2003), reciprocamente, la
separacion de la talina y o de otros activadores de los dominios
citoplasmaticos pudiera activar al sitio de union extracelular, es decir la
sefalizacién de adentro hacia fuera (Petrich, 2009). Por ejemplo la
supresion del gen talina 1 en megacariocitos de ratén los cuales son
precursores plaquetas, inhibié la expresién de B71 y B3, provocando
hemorragias espontaneas y sangrado patoldégico (Petrich et al., 2007)
(Figura 7).

33



Integrina Integrina
inactiva activada

Actina F

Citoplasma

Talina

B R R K I KKK

Figura 7. Integrinas en diferentes estados conformacionales. Las integrinas son receptores de la
membrana celular, formadas por las subunidades o y . Se encuentran en estado inactivo cuando
no estdn unidas a su ligando, una vez activas las cadenas internas se separan y la cadena f puede

unirse a una molécula intracelular..(Marie-Eve, 2009; Aguirre, 2011).

Recientemente se ha reportado que las integrinas pueden ser
inducidas a expresarse o bien estar induciendo la expresion de BMP (Su et
al. , 2010; Gouttenoire et al.,2010).
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Proteinas morfogenéticas del hueso

Las BMP fueron descubiertas en 1965 por Marshall Urist quien encontrd
actividad colagenolitica en fragmentos descalcificados de la MEC de
hueso, al ser injertados intramuscularmente o subcutaneamente en
ratones o conejos (Urist, 1965); después, en 1980 Hanamura se encargo
de disolver la molécula con actividad vy purificarla ( Hanamura et al.,
1980); para 1988 ya se habian clonado las BMP2 y BMP3 que fueron
responsables de la formacion de hueso ectopico (Wozney, et al.,1988);
actualmente se conocen veinte tipos de BMP entre las cuales se

encuentran los factores de crecimiento y diferenciaciéon (GDF).

Las BMP pertenecen a la super familia del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B). Los miembros de la super familia del TGF-3 son
reguladores multifuncionales de la proliferacion y diferenciacion de una
amplia variedad de tipos celulares (Cheifetz et al., 1990.) Estas
moléculas, también conocidas como citocinas funcionales, participan en
muchos procesos de sefializacion en la organogénesis, diferenciacion de
tejidos, organizacion dorso ventral, reparacién tisular, respuesta inmune;
ademas de participar en la morfogénesis Osea, la angiogénesis y
vasculogénesis. (Lowery y Caestecker, 2010; Miyazono et al., 2010;
Friedrichs et al., 2011).

La unidon de los TGF-B a sus receptores de membrana, que son del
tipo serinal/treonina cinasas, provoca dentro de la célula una cascada de
fosforilaciones y la activacion de moléculas de transduccion como las
Smad. Cuando la via se activa, estas proteinas se trasladan al nucleo,
activando genes diana, uniéndose al DNA directa o indirectamente
mediante proteinas de unién al DNA. Concretamente, las BMP pueden
activar a Smad1/5/8 / 4 (Figura 8). Los antagonistas especificos de las
BMP, son péptidos extracelulares que compiten con los receptores de las
BMP modulando su actividad, se Illaman noguina, cordina y miembros de
la familia DAN (Miyazono, 1999; Kawabata y Miyazono,2010).
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Figura 8. Esquema de la via de sefalizaciéon BMP. La BMP se une sus receptor de membrana,
activando una cascada de sefalizacién dentro de la célula por medio de proteinas smad que activan

genes en el nicleo. (Oslo University Hospital.,2010).

Las BMP tienen un papel importante en el desarrollo del esqueleto,
estando involucradas desde la determinacion antero-posterior del embrion
(Tucker et al.,2008), la condrogénesis, la formacion de la articulacion,

hasta la formacién del hueso.

Diversos estudios han demostrado que las BMP promueven vy
mantienen el fenotipo condrogénico, debido a su capacidad de estimular
la sintesis de proteoglicanos. BMP3 también conocida como osteogenina
induce la expresion de la actividad de fosfatasa alcalina y sintesis de

colagena en el periostio en modelo murino, esta proteina también
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incrementa la produccion de proteoglicanos en condrocitos articulares de
conejo (Vukicevic et al.,1989). Chen y cols. (1991) cultivaron células del
mesodermo de extremidad de embrion de pollo y observaron que en
presencia de BMP4 (BMP2B) se estimuldé la formacién de cartilago,
evaluando con tincion Azul Alciano y con la positiva incorporacién de
fosfato radioactivo a proteoglicanos sulfatados de la MEC de condrocitos.
Luyen y cols. compararon la cantidad de sintesis de proteoglicanos
estimulada por BMP3 y BMP4 en condrocitos bovinos y observaron

cantidades similares de proteoglicanos (Luyten et al.,1992).

Una de las BMP que mas ha llamado la atencion respecto a la
esqueletogénesis y el mantenimiento de las células 6seas ha sido BMP7
también conocida como OP-1. Durante el desarrollo de las extremidades
de los vertebrados, la BMP7 se expresa fuertemente en el pericondrio,
con interrupciones en la zona articular (Macias et al.,1997). En el 2000
Nishida y cols. aseguraron que la BMP7 en cultivo de condrocitos
humanos estimulé la sintesis de acido hialurénico (HA), CD44 los cuales
contribuyen a la retencion de la MEC y mRNA de agrecano (Nishida et al,
2000). Yu y cols. (2010) demostraron que BMP7 es capaz de inducir una
regeneracion latente de los digitos amputados de ratdén. Gruber y cols.
(2001) indicaron que BMP7 aumenté la actividad mitética y metabdlica del
periostio en un cultivo de células de ternero cultivadas en monocapa,
aumentando la expresion del mRNA de osteocalcina y colagena |, los
cuales son marcadores 0Oseos, por lo cual sugieren que BMP7 puede
regular la formacién 6sea y la reparacion de las fracturas. Lee y cols.
reportaron (2006) que rhBMP7, un péptido recombinante humano, el cual
tiene una actividad bioldégica similar a BMP7 estimuld la expresion de los
marcadores de los osteoblastos como fosfatasa alcalina y osteocalcina.
Estos estudios sugirieron que la actividad de BMP7 puede estar actuando

principalmente en el mantenimiento del pericondrio .
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En contraparte, el factor de crecimiento y diferenciacién-5 (GDF-5)
que es otro miembro de las BMP, se ha reportado como una proteina que
se expresa en la zona articular en desarrollo en el modelo de rata, capaz
controlar el proceso de formacion de la articulacion. En el desarrollo de
las extremidades de pollo GDF-5 promueve el desarrollo inicial de la
condrogénesis (Francis-West et al., 1999). En cultivo de micromasas de
condrocitos aumenta la adhesién y la proliferacion celular, puede
incrementar el tamano de los elementos esqueléticos al promover la
proliferacion del cartilago epifisial en el desarrollo tardio. Se observa
aumento en la proliferaciéon de los condrocitos cuando se sobrexpresa
GDF5 en el embrién de pollo ( Buxton et al., 2001). La presencia de GDF5
es importante durante la formacién de la articulacién, la anulacion de gdf5
en el ratdon brachiopodism ocasiona que no se formen las articulaciones,
al igual que las mutaciones del gen CDPM1 en el humano , el cual es

homélogo al gen gdf5 (Kavanagh et al., 2006; Polinkovsky et al., 1997).

El funcionamiento del cartilago articular depende de la expresién de
genes, la senalizacién de BMP, integrinas, proteinas de la MEC, etc., y si
alguno de estos factores es suprimido se generan cambios importantes en
el tejido capaces de ocasionar una de las enfermedades mas comun de

las enfermedades articulares; la Osteoartritis.

Osteoartritis

La Osteoartritis es una patologia cronica que afecta a las articulaciones,
este padecimiento generalmente ocurre a avanzada edad, pero también
pueden padecerla personas después de la mediana edad (Martin y

Buckwalter, 2002), también puede ser causada a partir de una lesion
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como el caso algunos deportistas, la obesidad es otra de las posibles
causas debido a la carga y estrés mecanico al que tienen los condrocitos
articulares. Sin embargo, existen casos de personas que padecen OA, que
no presentan ninguna de las condicionantes antes mencionadas, esta
variante de la OA se le conoce como OA primaria y se ha considerado que
puede tener un origen genético (Yagi et al.,2005). Los tipos de OA,
aunque pueden tener distintas etiologias, presentan caracteristicas
similares; cambios morfoldgicos, bioquimicos y mecanicos que conducen
a la fibrosis del cartilago, pérdida del mismo tejido, osificacién del
cartilago (Buckwalter y Martin, 2006; Horton et al.,2005) y la reduccién de
la cavidad sinovial, debido a que la sinovia se inflama (Lendingham, 1995)
(Figura 9).

Si se dafa el cartilago articular a partir de una lesiébn o una
enfermedad, por lo regular se genera un dafio que resulta doloroso,
generalmente después de inflamacion, esto desencadena vascularizacion
y formacion de osteofitos, las cuales son caracteristicas en el desarrollo
de la Osteoartritis (OA).

Un dafo patégeno o fisico en el cartilago articular genera muerte
celular y desbalance en la MEC. Inicialmente el cartilago hialino es
degradado por la destruccion proteolitica de la matriz como la colagena
tipo Il 'y IX y el agrecano (Martin y Buckwalter,2006; Mattheus et al.,1953;
Bollet et al.,1963); sin embargo, la cantidad de colagena se mantiene
constante, pero ocurre recambio de colagena Il y IX por colagenas tipo |,
en lo que parece un intento del organismo por reparar el CA, después
algunas regiones de la articulacion recambian esta colagena tipo | por
colagena tipo X, lo que indica el inicio de la formacién de osteofitos en la
superficie articular (hueso ectdpico). También la degradaciéon de la matriz
del cartilago libera fragmentos de colagena a la cavidad sinovial
ocasionando un proceso inflamatorio. Los condrocitos interactian con

células inflamatorias infiltradas desde la sinovia al cartilago, estas células
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inflamatorias secretan citocinas (Sutton et al., 2009) como IL-1B, IL-17, y
IL-18. La produccidon cronica de citocinas conduce a la sintesis de las
colagenasas como las metaloproteasas MMP-1, MMP-8, MMP-9 y MMP-
13) y las agrecanasas ADAMTS4 y ADAMTS5, que impulsan la
degradacion de la matriz y erosion progresiva de la superficie articular
(Smith,2006). También se produce una pérdida de proteoglicanos

proporcional al tamafo de la lesion (Torres, 2008).

Posteriormente ocurre la fibrosis y erosion de la superficie del
cartilago. En el cartilago erosionado disminuye la longitud de cadenas de
condroitin sulfato y cambia la composicién de varios glicosaminoglicanos.
El contenido en queratan sulfato de los proteoglicanos disminuye en
proporcién al condroitin sulfato, la mayor parte de éste se encuentra en
forma de condroitin-4-sulfato, en lugar del condroitin-6-sulfato tipico en el
cartilago adulto ( Bollet et al.,1963; Horton, 2006).

La erosion del cartilago estad directamente relacionada con la
degradacion de agrecano, de colagenas tipo Il, IX y X; se ha observado
que si se inhibe a la enzima ADAMTS-5 la cual degrada al agrecano, se
reduce el dafio en el CA de raton ( Little et al., 2007). Las colagenas
pueden ser degradadas por metaloproteasas (MMP), como la MMP-13 que
degrada colagena tipo Il (Minond et al., 2006), mientras la deficiencia de
la misma inhibe la degradacion del cartilago (Little et al., 2009). Si se
sobrexpresa ALK-1 (Activina-Cinasa-1) un receptor de TGF-f se
incrementa la expresion de MMP-13 y la sobrexpresion de ALK-5
incrementa la expresion de Agrecano. Se ha observado en relaciéon a ello
que normalmente en ratones viejos disminuye la expresion de ALK-5
(Blaney et al., 2009), como consecuencia la disminucion de agrecano. Por
otra parte si se suprime la expresion de TIMP-3 se incrementa la
inflamacidén articular y en su presencia se reduce la respuesta inflamatoria
( Mahmoodi et al., 2005).
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La regulacién de la sefializacion de la familia de los TGF- B es
importante en el mantenimiento del cartilago articular ( Blaney Davidson
et al., 2009). TGF-B3 tiene una alta expresion en el desarrollo de la
osteoartritis ya que se encuentra en altas concentraciones en el desarrollo
de osteofitos en rodillas de raton osteoartritico (Blaney Davison et al.,
2007). Contrario a lo anterior TGF- induce la expresién de TIMP-3, esta
proteina inhibe a la MMP-13, TNF-a y ADAMTS4 el cual degrada
agrecano. La expresion de MMP-13 es resultado de la actividad de IL-18 y
fragmentos de fibronectina (FN-f). La integrina a581 es un receptor de FN-
f y al unirse a dicho ligando es capaz de interactuar con tirosina rica en
prolina quinasa (PYK2) y la quinasa de adhesion focal (FAK), para formar
un complejo de sefalizacion el cual aumenta la transcripcion de Runx2 (Li
et al., 2007). En el CA humano osteoartritico, la integrina a5b1, la
fibronectina y sus fragmentos pueden unirse a e inducir la produccion de
las citocinas inflamatorias IL-6, IL8, IL-1B (Attur et al., 2002).

Durante la Osteoartritis la membrana sinovial se inflama (Figura 7),
ya que durante la degradacién del cartilago articular las células sinoviales
fagocitan los productos de degradacién y activan la sintesis de proteasas
y citocinas inflamatorias. Posteriormente, ocurre la remodelaciéon del
hueso subcondral y se forman estructuras 6seas en la zona articular,
llamados osteofitos. Recientemente Xiu y cols. (2010) han encontrado una
relacion entre la formaciéon de osteofitos y la presencia de IL-1B3, también
se ha encontrado la expresion de TGF-B1 y FGF (factor de crecimiento de
fibroblastos) en la superficie de osteofitos del fémur osteoartritico humano
y en cantidades bajas, en la zona del CA (Uchino et al., 2000).

Se ha encontrado que BMP2 se expresa en osteofitos de raton
(Blaney, 2006), esto indica que las BMP pueden estar regulando el
proceso osteoartritico del CA. Cuanto mayor es la degradacién del
cartilago, aparece mayor cantidad de osteofitos. (Godefroy et al., 2011).
Se piensa que los osteofitos se forman a partir de células provenientes de

la sangre como resultado de la invasién de vasos sanguineos en las
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zonas del cartilago degenerado (Trueta, 1968). Durante la OA se activa la
proliferacion de células endoteliales, resultando en la formacion de
nuevos vasos (angiogénesis), ademas hay aumento de la infiltracién de
macrofagos y de la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) en la membrana sinovial; de modo que la neovascularizacién
sinovial se debe a la sinovitis (inflamacion de la sinovia). Es importante la
invasion de vasos sanguineos para que ocurra la osificacién endocondral

en la formacién de los osteofitos (Haywood et al., 2003).

NORMAL OSTEOARTRITIS

/Quiste subcondral en hueso

/ apsula engrosada
inovistis limitada
Capsula

Sinovia normal N )
Principios de lesion

. ) degenerativa
Cartilago Articular
(52

Capsula de osteofito
Cavidad sinovial

Hueso subcondral de
Hueso osteofito

Cartilago fibrilado

Esclerosis

Figura 9. Diagrama donde se representan las caracteristicas histolégicas de una rodilla sana y una

rodilla con Osteoartritis. (Sociedad espafiola de Reumatologia, 2010; Aguirre, 2011).

El funcionamiento normal del CA esta comprometido debido a
multiples factores tanto fisicos como quimicos que se relacionan, de modo
que cuando ocurre una alteracion a la homeostasia responden
secuencialmente generando dafio al CA. En este contexto, las integrinas
son reguladores intermediarios entre las células y la MEC del cartilago

articular.
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ANTECEDENTES

En el cartilago normal por medio de cartometria de flujo se ha
encontrado en abundancia a las integrinas a5 y aV. En la superficie del CA
ha sido reportada la presencia de la subunidad a5 en un porcentaje mayor
que en cualquier otra zona (Dowthwaite et al., 2004). La subunidad aV fue
detectada en mayor abundancia en condrocitos superficiales del cartilago
articular que en la zona profunda (Osteergar, 1998). Pero no sabemos

como se distribuyen ambas integrinas durante la OA.

Existen estudios acerca del mantenimiento del CA en los que
destacan los papeles de la integrina a5 y GDF5. En presencia de a5 los
condrocitos tiene una menor tasa de muerte celular (Pulai et al.,2002), si
se bloquea la expresion de esta, la adhesién decrece hasta un 46%,
(Kurtis et al.,2003) y la diferenciacién de los condrocitos prehipertroficos
es inhibida generando dedos ectépicos (Garciadiego-Cazares et al.,2004).
Otros estudios indican que GDF5 es capaz de inducir la condrogénesis y
diferenciacion de los condrocitos (Merino et al., 1999; Storm y Kingsley,
1999). Asi que a5 y GDF5 estan involucradas en el desarrollo de las
extremidades, pero desconocemos si estan correlacionadas entre si en la

condrogénesis o en el CA adulto normal o en el CA osteoartritico.

La integrina aV esta relacionada a la vasculogénesis (Sheppard,
2000), esto es importante para la formacidén de osteofitos este proceso es
necesario, pero no sabemos con precision cual es el papel de aV durante
la OA. Segun Gruber y cols. BMP7 contribuye a la formacion 6sea y
reparaciéon de fracturas (2001) y durante el desarrollo de las extremidades
se expresa fuertemente en el pericondrio, excepto en la zona articular
(Macias et al.,1997), pero no sabemos si tiene relacién con la expresion

de la integrina aV.

Recientemente se ha reportado que la expresion de las integrinas
puede estar relacionada con la expresion de algunos TGF-[3, por ejemplo

Gouttenoire y cols. observaron que TGF-B1 estimula la expresion de la subunidad
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de la integrina a11, mientras BMP-2 la de a10 en condrocitos (Gouttenoire et al.,
2010). En otro estudio Su y cols. descubrieron que la integrina aVB3 pueden
estar actuando con BMP-2 mediante la proteina (Cyr61) dando como resultado la

proliferacion y diferenciacion osteoblastica (Su et al., 2010).

Por otro lado durante el desarrollo esquelético la senalizacion |hh
regula el crecimiento y diferenciacion normal de los condrocitos (St-Jaques,
1999), asi como la formacién de las articulaciones ya que al inhibirse las
articulaciones no se forman (Koyama et al., 2007), sin embargo, el papel de
la sefializacién |hh en los condrocitos en la Osteoartritis es desconocida,
asi como la relacién o no con la integrinas de CA, particularmente con la

integrina a5.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La conservacion del fenotipo de los condrocitos del CA requiere del
funcionamiento de las interacciones entre las proteinas de la MEC vy los
condrocitos a través de las integrinas. La composicién del CA cambia
durante la OA, asi como el tipo de interacciones, pero no se conoce qué
integrinas estan involucradas en este proceso.

Se ha observado que la subunidad de integrina a5 contribuye al
mantenimiento del fenotipo de los condrocitos, relacionado a ello |hh retrasa
la hipertrofia de estos y esta involucrado con la formacidén de la articulacién
asi como el GDF5 que promueve el desarrollo de las estructuras
cartilaginosas en las articulaciones en desarrollo, pero se desconoce si hay
relacion en la expresion de estos tres factores durante el desarrollo de las
articulaciones y durante la OA.

La subunidad de integrina aV esta relacionada a la vasculogénesis y
BMP7 a la formacién de hueso, pero también desconocemos si hay relacién

entre ambas durante el desarrollo de las extremidades y la OA.

HIPOTESIS

La activacién de la expresion de las subunidades de integrina a5 y aV por
Gdf5 y Bmp7 controla el mantenimiento del fenotipo del cartilago articular y
la hipertrofia de los condrocitos durante la Osteoartritis, de forma similar a
como ocurre durante la esqueletogénesis. Ademas, |hh en el CA mantiene

su fenotipo activando la expresién de la subunidad de integrina a5.



OBJETIVO

e Determinar como Bmp7 y Gdf5 regulan la expresion de las subunidades de
integrinas a5 y aV durante la esqueletogénesis y la OA, para determinar el
papel de estas integrinas durante la diferenciacion de los condrocitos

articulares y cdmo se modifica este mecanismo durante la OA.

Objetivos Particulares

* Observar el patron de expresion de las subunidades a5 y aV durante la
esqueletogénesis de la articulacién en embriones de ratén y en un modelo
de OA en rata.

* Determinar el patron de expresién de bmp7, Gdf5 e Ihh en cartilago

articular sano y osteoartritico de rata.

» Analizar el efecto de Bmp7 y Gdf5 sobre la expresiéon de las integrinas a5 vy
aV, y su relacion con su estado de diferenciacion mediante marcadores
moleculares del cartilago, en un modelo in vitro (micromasas) de la

condrogénesis.

 Establecer como se regula la expresion de la integrina a5 en relaciéon con la de

Indian hedgehog (Ihh), una molécula clave de la diferenciacién del cartilago.

* Conocer que papel juega Ihh en la conservacion del fenotipo articular de
los condrocitos y en el desarrollo de la OA, utilizando un modelo in vitro
como el cultivo de 6rganos de la rodilla de raton y bloqueando la

senalizacién hedgehog con ciclopamina.



MATERIALES Y METODOS

Material biolégico para el seguimiento del desarrollo articular

Se utilizaron embriones de ratdon de la cepa CD1 para determinar el patrén
de expresion de las integrinas durante el desarrollo de la rodilla, ya que la
rodilla de este modelo es muy similar a la humana. Para obtener el cartilago
embrionario se disecaron embriones a partir de 12.5 dias post coito (dpc)
hasta 14.5 dpc, se consideraron estas edades en base a la escala Theiler
en la cual de la etapa 20 a la 22 se forman y separan las extremidades
(Theiler, 1989) y que corresponden a las edades utilizadas. Se tomaron los
tejidos embrionarios de la rodilla desde de la tibia media y hasta
aproximadamente la mitad del fémur. Las muestras se colocaron a 4° C en

paraformaldehido (PFA) al 4% (toda la noche) para fijar los tejidos.

Para el modelo experimental de OA se utilizaron 30 ratas Wistar
machos de 20 dias de edad, a las que se les realizé6 una menisectomia
parcial en la rodilla de la pata derecha y se les ejercito a diferentes tiempos

para provocar OA.

Para el modelo de micromasas se utilizaron extremidades de

embriones de ratén de 11.5dpc.

Reactivos

Todas los reactivos como sales, alcoholes y xileno utilizados fueron de la
marca JT Backer (D.F, México).Todos los colorantes para tinciones
biolégicas se obtuvieron de Sigma (Sigma Chemical Company, St Louis,
MOQO). Se usé el sistema de revelado por peroxidasa Vectastain kit ABC de
Vector (Vector laboratories, Burlingame, CA). Se utilizaron los anticuerpos
policlonales: anti-integrina a5 (P-19) y anti-integrina aV(P-19) y anti-GDF5
(N-17) preparados en cabra de Santa Cruz Biotecnology (Santa Cruz

Biotecnology CA, USA), anti-fibronectina (F14420) preparado en ratdn, anti-



agrecano (MCA1451) preparado en conejo de AbD Sero Tec (Raleigh, NC),
anti-colagena tipo |, (690F) preparado en ratéon y anti-colagena tipo Il
(690F),preparado en cabra de ICN Biomedical Inc. (Aurora, OH, USA).
Anticuerpo monoclonal neutralizante para integrina a5 ( HMa5, Cat 553350)
de Pharmigen (Pharmigen, San Diego, CA) y anticuerpo monoclonal Sonic
Hedgehog (5E1) de Hybridoma Bank (Development SHB, lowa City, USA).
BMP7 (120-03) y GDF5(120-01) fueron comprados de PreproTech (New
Jersey, USA). Anticuerpo fluoroceinado (FITC) preparado en asno anti-
cabra, anticuerpo anti-DIG-FICT preparado en ratén y anticuerpos Rojo Texas
(RT), preparado en cabra anti-conejo comprados de Santa Cruz
Biotecnology (Santa Cruz Biotecnology CA, USA), y Rojo Texas (RT)
preparado en cabra anti-ratéon de Invitrogene (Invitrogene Carlsbad, CA). D-
MEM (Medio Esencial Minimo- Modificado por Dulbeco), medio BGJb,
tripsina, colagenasa, anticuerpo Rojo Texas (RT) y Super PapPen, de
Invitrogen (Grand Island NY, USA). La ciclopamina fue comprado de SIGMA
(Sigma Chemical Company, St Louis, MO) y medio de montaje DAPI
comprados de Santa Cruz Biotecnology (Santa Cruz Biotecnology CA, USA).

Preparacién de los tejidos e histologia

Para incluir el tejido, las muestras fueron deshidratadas en etanoles
graduales al 50%, 70%,96% por 20’ y en etanol al 100% y xilol, dos veces
20’ cada uno. Se hicieron dos cambios de paraplast a 56°C y se incluyen
finalmente sobre una plancha de calentamiento a 56°C en “cassettes”,
moldes especiales de plastico en donde se orientaron los tejidos, y se les
vertidé parafina hasta cubrir por completo el molde, se dejaron los tejidos, se
colocaron los bloques sobre una cama de hielo. Una vez sdlido el bloque de
parafina se retiro de la camara de plastico. Esta inclusién resulta en una
buena preservacion de la morfologia del tejido. Se hicieron cortes de 5
micrémetros (Pum) un micréfono. Los cortes se colocaron en laminillas
previamente tratadas con 3-aminopropiltrietoxisilano (TESPA) para

cargarlas positivamente, lo que les confiri6 una fuerte adherencia los



tejidos. No se colocaron directamente los tejidos en la laminilla, previamente
se coloco una gota de etanol al 30% para extender los tejidos. Finalmente
las laminillas se colocaron en una camara de vacio, para lograr mayor

adherencia de las muestras y evitar que se levanten.

Las laminillas fueron procesadas de la siguiente manera: se colocaron
en una plancha de calentamiento por 30’ a 56° C, fueron sumergidas 20
veces en dos periodos en histoleno. Se hidrataron los tejidos con etanol
100%, 96%, 70%,50% y agua destilada también a 20 sumergidas. Se
colocaron en PBS (amortiguador salino de fosfatos, pH 7.4) por 5 y glicina
0.4%/PBS durante 3’ cada uno.

Inmunofluorescencia de doble marcaje en extremidades en

desarrollo de raton

Mediante inmunofluorescencia (IF) de doble marcaje se analiz6 el patrén de
expresion de las subunidades a5 y aV de las integrinas en la extremidad
embrionaria de ratén, en las edades: 12.5, 13.5 y 14.5 dpc. En donde se
utilizé los anticuerpos primarios para la Inmunofluorecencia I: anti-integrina
a5 preparado en cabra vy anti-integrina aV preparado en cabra y como
anticuerpo secundario: anti-cabra FITC y para la inmunofluorescencia Il:
como anticuerpos primarios anti-fibronectina preparado en ratén y anti-
agrecano preparado en conejo y como anticuerpos secundarios anti-raton

RT y anti-conejo RT.

Inmunofluorescencia I: Las laminillas se sumergieron en PBS por 15 a
una temperatura de 4° C, en solucion de bloqueo por 20’ a 4° C y
anticuerpo primario a una concentracién 1:50 durante toda la noche a 4°C
en una camara humeda. Antes de depositar los anticuerpos en los tejidos,
estos se marcaron alrededor del con PapPen (para tener una barrera
alrededor del tejido) y se agregaron 100 pl de cada disolucion de los

anticuerpos, suficientes para cubrir el tejido generando tension superficial y



evitando que se derramara el liquido. Al dia siguiente se llevaron a cabo dos
lavados con PBS durante 5. Se agrego el anticuerpo secundario FICT a una
concentracion de 1:100, se cubrieron las laminillas con papel parafilm para
evitar la evaporacion del anticuerpo esto se mantuvo durante 1.5 h a 37°C
en camara humeda. Se hicieron dos lavados con Triton 0.3%/PBS por un

periodos de 5’ y otros dos lavados con PBS por 5.

Inmunofluorescencia Il: Las laminillas se sumergieron en soluciéon de
bloqueo durante 5 a 4° C y posteriormente se agrego6 el segundo anticuerpo
primario en una disolucion 1:50 en solucién de bloqueo: anti-agrecano o
anti-fibronectina; durante toda la noche a 4° C, cubiertas con parafiim y
depositadas en camara humeda. Al dia siguiente se lavaron las laminillas
con PBS por dos periodos de 5’. Posteriormente se agregd el siguiente
anticuerpo secundario RT disuelto a 1:100, se depositaron en camara
humeda durante 1.5 h a 37° C. Al dia consecuente se lavaron con Tween-20
0.3%/PBS por 5’ dos veces y finalmente se lavaron dos ocasiones con PBS
durante 5.

Tincion de nucleos y montaje de la preparacion: Se cubrieron las
muestras con DAPI, y se colocaron cubreobjetos. Se guardaron en
oscuridad para posteriormente observarlas en un microscopio de

fluorescencia.

Modelo de Osteoartritis por menisectomia y respuesta

mecanica en rata.

Se uso un modelo experimental de OA generada en rata, para lo cual se
utilizaron 30 ratas Wistar machos de 20 dias de edad, las cuales fueron
donadas por el bioterio del CINVESTAV-IPN. Quince ratas se sometieron al
tratamiento del modelo de OA, mientras el resto se utilizaron como control.
El modelo consisti6 en hacer una menisectomia parcial en las rodillas
derechas; posteriormente, los sujetos fueron sometidos a ejercitacién, la

cual consistié en hacerles saltar dentro de una caja de plastico, con la



finalidad de acrecentar el dafo. Después de 5, 10 o 20 dias se tomaron las
muestras tanto control, como experimentales, se fijaron en PFA al 4% toda
la noche. A estos tejidos se les realiz6 la tincién de Safranina O y por medio
de IHQ se observo el patrén de expresidén de las integrinas a5 y aV en

tejidos control y osteoartritico de 5, 10 y 20 dias.

A)Tincién Safranina O en cartilago sano articular y osteoartritico

El colorante Safranina O se une a proteoglicanos de matriz extracelular de
cartilago articular y permite mediante la coloracién roja obtenida observar la
cantidad de estos PG. Las muestras de cartilago sano de rata y las
osteoartriticas se incluyeron y deshidrataron previamente, se tifieron con
Hematoxilina de Weigert a 7°, se lavaron con agua de la llave por 10°, Verde Rapido
a 3’, acido acético 1% durante 10’ y Safranina O por 7’. Se deshidrataron con etanol
(EtOH) 96% y 100% durante 1’, 2 veces cada uno. Se Montaron las muestras con

resina.

B) Ensayos de inmunohistoquimica en rodillas sanas y

osteoartriticas

Las muestras de CA sano y CA osteoartritico fueron deshidratadas,
incluidas, cortadas y rehidratadas bajo el protocolo ya mencionado en la
técnica de IF de doble marcaje. Para mejorar el marcaje y evitar que la
matriz interfiera entre las células y el anticuerpo se realizdé una digestién
enzimatica con hialuronidasa 3500u/ml en PBS durante 5’a 37° C. Esta
enzima hidroliza el acido hialurénico lo que permite modificar la
permeabilidad de los tejidos y mejorar con ello la absorcion de los

anticuerpos.

Oxidacion endoégena: Se hicieron dos lavados con PBS durante 5’
cada uno. durante 15 se sumergieron en perdxido de hidrogeno al
3%(H202) / metanol para lograr una oxidacion endégena. Después un

lavado en PBS por 5’ ,se agrego6 solucién de bloqueo (Kit ABC Vectastain) ,



después 50 pL de PBS 3.5ml/ suero de bloqueo durante 20’, este paso

permite cubrir el area de la laminilla donde no se encuentre el tejido y asi

evitar “fondo” o falso positivo en las fotografias.

Inmunoreaccién y tincién: se llevo de la siguiente manera: lavado con
PBS por 5. Inmediatamente se cubrieron las laminillas con algun
anticuerpo primario (A 1°): anti-Integrina a5, anti-Integrina aV, anti-
agrecano, anti-fibronectina, anti-colagena tipo I, anti-colagena tipo Il; se
agregaron 2 uL de PBS 0.1ml/Ac 1° una dilucién 1:50 y se dejo toda la noche
a 4° C, en camara humeda. Al dia siguiente se realizaron 4 lavados con una
solucién PBS/Triton 0.1% por 5 cada uno. Se agregé 1 pL de anticuerpo
secundario biotinilado (Kit ABC Vectastain): a una concentracién 1:100;
solucién de bloqueo/ (Kit ABC Vectastain)0.1 ml/Ac biotinilado en un periodo
de 2 h a una temperatura de 37° C, en camara humeda. Una vez concluido
el periodo anterior se lavaron las laminillas en PBS/Triton 0.1%. Durante 30’
se dejaron en: solucion de Streptavidina/HRP(Kit ABC Vectastain), 5 ml de
PBS, 50 uL de Reactivo A y 50 uL de Reactivo B. Se hicieron lavados de
PBS/Triton 0.1% en 4 periodos de 5 cada uno, se afadié 20 pL de una

solucion Buffer Sustrato 1ml/ DAB cromdégeno (DakoCytomation Kit ) por 10’ y

se lavo con agua bidestilada 2 veces.

Para contrastar nucleos las laminillas se trataron de la siguiente
forma: hematoxilina 1”, agua corriente, agua amoniacal dos sumergidas,
carbonato de litio saturado 2 sumergidas, agua destilada. Deshidratacion y
montaje de la preparacion: Et-OH 96% por 2’,Et-OH 100% por otros 2’ y
finalmente xileno, durante 2’ dos veces. Se cubrieron las muestras con unas

gotas de resina y una gota de xileno, se coloco el cubreobjetos.

C) Hibridacién in situ de la Bmp7 e ihh en cartilago sano articular y

osteoartritico

Se generaron sondas de RNA para hibridarse con el mRNA endégeno tanto
para Bmp7 como para jhh (Francis-West,1995). Se utilizaron

oligonucledtidos especificos que delimitaran la secuencia de interés



mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se us6 una mezcla
de DNA complementario (cDNA), nucledétidos trifosfatados y la enzima Taq

polimerasa (Francis-West, 1995).

Se realizaron cortes histoldégicos del modelo de OA y de cartilago
sano los cuales se colocaron en laminillas. Los cortes se desparafinaron a
55° C por 30’ y se rehidrataron con xileno 5’ dos veces, metanol al 100% por
1’ dos veces y se sumergieron 1’ en metanol al 75%: Met-OH/ PBT 25%, en
metanol al 50% por 1’: Met-OH 50%/ PBT 50% y en metanol al 25% por 1’:
Met-OH 25%/ PBT 75% y PBT 5.

Se permeabilizaron los tejidos 15’ con PFA 4% (frio) a temperatura ambiente
(TA), PBT por 1’ 3 veces, posteriormente se uso proteinasa K (37° C) 15’ TA,
Glicina 2mg/ml PBT 5, PBT 1’ 3 ocasiones, PFA 4 % (frio) 20° TA , &cido acético
0.25%/TEA 10’ con agitacion y PBT 1’ 2 veces. Se hizo una pre-hibridacién con
buffer de hibridaciéon a 80° C 15 y 15 a 55° C. Para hacer la hibridacion se
desnaturalizo la sonda, diluyendo 1 ug de la sonda de bmp7 o ihh (cDNA) en 100 pl
de buffer de hibridacion posteriormente la sonda diluida se mantuvo por 2’ a 95° C e
inmediatamente se coloco en hielo. Se extrajo el buffer de hibridacién de las
laminillas y se agregé la sonda bmp7 o ihh, y se dejo hibridando en un horno de
hibridacion por 18 h a 55° C.

Se realizaron lavados de hibridacién inespecifica e Inmunodeteccién con
Solucion | (formamida 50%, SSC 4X, SDS 1%) precalentada 15’ 50° C por 3 veces,
con Solucion 1l (formamida 50%, SSC 2X) precalentada 15’ a 50° C por 3 veces,
con TBST + levamizol 10’ por 3 veces. Para ihh se utilizd solucion de bloqueo anti-
DIG-AP 1:500 toda la noche a 4° C (en camara humeda con PBS). El revelado se
hizo con levamizol 2mM/TBST 5’ por 2, TBST 10’ 2 veces, levamizol 1mM/NTMT 10’
por 2. BM-Purple (sustrato AP) 2 a 3 horas. hasta que la muestra reaccionara
adquiriendo una coloracion morada y se tapo de la luz. Finalmente se lavo con
NTMT 10’ por 2 tiempos y PBS 1’ por 3 y se monto con Crystal Mount .Para bmp7 se
utilizé solucién de bloqueo con anti-DIG-FICT 1:500 toda la noche a 4° C (en camara
humeda con PBS). Se hicieron dos lavados de 5’ con Tween 20 0.03% en PBS y dos

lavados de 5’ con PBS. Finalmente se montaron las muestras con DAPI.



D) Inmunofluorescencia de Gdf5 en cartilago articular sano y

osteoartritico

Para detectar la expresion de Gdf5 en cortes de rodillas sanas y osteoartriticas se
realizd la técnica de Inmunofluorescencia, se us6 un anticuerpo anti-gdf5 hecho en
cabra y como segundo anticuerpo FITC anti-cabra. Los tejidos histologicos de
cartilago articular previamente deshidratados y adheridos a laminillas se trataron con
la técnica de Inmunofluorescencia |, arriba mencionada. Después del ultimo lavado

con PBS las muestras se fijaron con DAPI.

Cultivo de micromasas: modelo de condrogénesis

El modelo de condrogénesis disefiado por Michael Solursh, 1982 permite
recapitular las primeras etapas en la formacién de moldes de cartilago
donde se puede observar la formacién de ndédulos de cartilago ya que este
modelo implica cultivar células formando un agregado a partir de células
mesenquimales.

Las células mesenquimales se obtuvieron de embriones de ratén CD1
de 11.5 dias post coitum (E11.5 dpc). En un ambiente estéril se aislaron las
extremidades anteriores de embrién de ratéon de 11.5 dpc, y se trataron
como sigue: varios lavados de las extremidades en PBS, se dejaron en D-
MEM, hasta terminar la diseccion. Entonces se retiro el D-MEM y las células
se digirieron con 5ml de tripsina al 0.3%: (tripsina 0.25 %, glucosa 1 %,
verseno 0.25 %, antibiético 0.1 % / D-MEM) ,durante 15 minutos y después
con 5ml de colagenasa al 0.3%: (colagenasa Il 0.25 %, antibi6tico 0.1 % / D-
MEM), por 20 minutos ambas digestiones a una temperatura de 37°C. Para
detener la digestion se agregaron 5 ml de D-MEM/10% suero. La
suspensiéon celular se centrifugd a 500 rpm durante 5’, se retiré el
sobrenadante y se agregaron 5 ml de D-MEM sin suero. El conteo de
células se llevo a cabo en el hemocitémetro, se ajusto la densidad celular a
20x10° cel/ml con medio D-MEM sin suero. En placas de 24 pozos se
sembraron 20,000 células/pozo, por lo que se depositaron 10 pL de la

suspension celular, en seguida se encubaron por dos horas para que las



células se adhirieran e inmediatamente después se agregaron 500 pL de
medio D-MEM a cada pozo y se incubaron a 37° C durante 4 dias, pasado
este periodo se formaron nddulos de cartilago los cuales se pueden

observar mediante la tincién de Azul Alciano.

Tincion Azul Alciano en cultivo de micromasas

Esta tincién permite observar nédulos de cartilago formados en cultivos de
micromasas ya que tifie las areas sulfatadas de los PG del cartilago. Se
anadié fijador Khale durante 20°, Azul Alciano durante toda la noche, HCI
0.1 N por 5’, dos veces, glicerol 50%/PBS por 30’, glicerol 75%/PBS durante
30’ y glicerol.

Cultivos de micromasas con proteinas morfogenéticas del

hueso

En los cultivos experimentales al tercer dia de cultivo se afnadieron Bmp7 o
Gdf5 a una concentracién final de 10 nM en cada pozo y se dejaron por otro
dia en cultivo a 37°C, completando los cuatro dias. Posteriormente,
mediante IHQ se analizé la expresion de las proteinas de matriz: colagena |,
colagena Il, agrecano, fibronectina y las subunidades de las integrinas a5 y

aV para ambos tratamientos y controles.

Cultivos de micromasas con anticuerpos neutralizantes

En cultivos experimentales de micromasas se hicieron dos tratamientos a
uno se afiadié 1ug/ml de anticuerpo neutralizante para Shh (5E1) y al otro

se afadidé anticuerpo neutralizante para la integrina a5 (HMa5) al tercer dia



de cultivo y se dejaron en cultivo por un dia mas. Entonces se realizaron
Inmunofluorecencias para detectar la expresion de la integrina a5 en el
cultivo con anticuerpo neutralizante Shh y para detectar Ihh en el cultivo con

anticuerpo neutralizante para integrina a5.

Cultivo de rodillas de ratén con ciclopamina

Se disecaron longitudinalmente rodillas de raton de 20 dias de edad.
Posteriormente se colocaron en placas de 6 pozos sobre filtros Millicell de
MILLIPORE (Millipore Billerica, MA), ello en presencia de medio de cultivo
BGJb, en este tipo de filtros el érgano se encuentra en una interfase
liquido-aire, quedando las rodillas en medio BGJb con 0.1% de albumina de
suero bovino. Se inhibié la actividad de hedgehog, agregando al medio
ciclopamina a una concentracion final de 10 nM. EI cultivo de 6rganos se
mantuvo durante 4 dias en un incubador a 37° C y 5% de CO,.Una vez que
termino el cultivo de 6rganos, se procesaron las muestras para realizarles la

tincion de Herovici.

Tinciéon de Herovici en cartilago articular tratado con ciclopamina

Las muestras fueron deshidratadas hasta etanol al 25%, se sumergieron en
PBT, se lavo con agua bidestilada(bd) por 5 en tres tiempos. Para teiir
primero fueron sumergidas con la solucion de Azul Celestino por 5, se
hicieron 3 lavados de 5 c/u, hematoxilina de Regaud 5’, agua bd 15min,
Amarillo Metanilo por 2’. Para diferenciar se sumergieron en acido acético al
0.5% por 2’. Se viro con carbonato de litio 2’, agua bd 2’, solucién
Picopolicrémica. Se lavo con acido acético al 1% por 2’ y se deshidrato con
etanol por 3’ en aumento de concentraciones hasta el 100% y xileno 3’ dos

veces. Finalmente las laminillas se montaron con resina.

Todas las imagenes fueron observadas bajo un microscopio Zeiss
Fluorescente Axio Imager A-1 y fotografiadas con una camara Zeiss Axio

Vision Hcr. (Zeiss, Germany).



Modelo comparativo de placa de crecimiento y cartilago

articular

Con la finalidad de analizar y comparar las zonas de distribucion de los
condrocitos tanto en la PC como en el CA se elaboré una figura comparativa
de ambos tejidos (Figura 10). En ella se respeta la diferenciacién celular y
la ubicacién espacial. De modo que la zona de condrocitos en reposo de la
PC y la capa superficial del CA se denominan para este trabajo como zona
alta en ambos tejidos; los condrocitos proliferantes de la PC y la capa de
transiciébn se denominan como zona alta-media; los condrocitos
prehipertroficos de la PC y la capa profunda del CA como zona media
finalmente los condrocitos hipertroficos de la PC y la capa profunda del CA
como zona profunda. Es importante sefialar que esta clasificacion solo se
hace con la finalidad de comparar la distribucién espacial de la expresién de
las subunidades de integrina a5 y aV y no pretende expresar que existe un

linaje celular igual entre las zonas comparadas.
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Figura 10. En la Placa de Crecimiento y el Cartilago articular se encuentran zonas celulares de

diferentes grados de diferenciacién (Garciadiego, 2004; Sopena, 2000; Aguirre, 2011).



RESULTADOS

Distribuciéon de las integrinas a5 y aV en el desarrollo de las

extremidades de raton.

Se observdé en las pruebas de Inmunofluorescencia de doble marcaje
realizadas en extremidades de ratdon, para analizar el patron de expresion
de las integrinas que a los 12.5 dpc la subunidad a5 se expresa en los
moldes esqueléticos de cartilago y en el tejido externo a los moldes (Figura
11 A), mientras que a los 13.5 dpc se observa en todo el molde de cartilago,
pero levemente en la zona central correspondiente a los condrocitos
hipertréficos (Figura 11 B), y a los 14.5 dias se expresa desde la zona alta
de los moldes hasta la zona media la cual incluye la ubicacion espacial de
los condrocitos en reposo, proliferacién y prehipertroficos, pero no se

expresa en la region de los condrocitos hipertréficos (Figura 11 C).

La integrina aV se expresa en las células mesenquimales que
formaran la region interdigital, y su expresion excluye los moldes de
cartilago de la extremidad de 12.5 dpc (Figura 11 D), en la etapa 13.5 dpc
se observa ligeramente en todo el elemento esquelético de cartilago, pero
sobresale su expresién a todo lo largo del pericondrio, (Figura 11 E), y a los
14.5 dpc se observa claramente en la zonas profunda del cartilago (Figura 9
F), que corresponde a los condrocitos hipertréficos, aunque también se

observd una marca mas débil en la zona de los condrocitos prehipertréficos.

Uno de los ligandos naturales de estas integrinas es la fibronectina, la
cual se detectd en la region del ectodermo en la etapa 12.5 dpc, mientras
que en la etapa 13.5 dpc se detecté en el pericondrio y débilmente en los
condrocitos prehipertroficos y a los 14.5 dpc se detectd en el pericondrio de
la parte central del elemento esquelético que rodea al -cartilago
prehipertrofico e hipertréfico, pero esta ausente en el pericondrio de la
region articular. En cuanto al agrecano, que es una molécula tipica del
cartilago, y en particular del cartilago articular, se expresdé en las etapas
tempranas (12.5 y 13.5), es notoria su presencia en el cartilago de la region
articular y ligeramente en la zona del cartilago prehipertréfico y ausente en

el hipertrofico a los 14.5 dpc.



Figura 11. Expresién de subunidades de integrinas a5 y aV en extremidades de ratén en
desarrollo detectadas mediante Inmunofluorescencia FITC para integrinas y Rojo Texas
para agrecano y fibronectina. La expresién de a5: A) a 12.5 dpc en toda la extremidad, B) a
13.5 dpc con mayor expresiéon en zona alta media, C) a 14.5 dpc en zona alta y media. La
expresion de aV: D) a 12.5 dpc en mesénquima. E) a 13.5 dpc expresién en todo el molde y

en el pericondrio. F) Integrina aV a 14.5 dpc en zona media y zona profunda del molde.

Analisis del dafo del cartilago articular de rata osteoartritica

mediante la deteccién histoquimica de proteoglicanos.

En la tincion histoquimica con Safranina O de los cortes histoldgicos se
observo una tincion homogénea de color rojo en el cartilago articular sano,
lo que indica la presencia de GAG de los proteoglicanos de la MEC,
ademas se observd una estructura tipica del CA intacto. Por otro lado, las
muestras de cartilago osteoartritico presentaron menor intensidad con la
tincién Safranina O, ésta tincion disminuyd aun mas en funcién del tiempo
del tratamiento para inducir la OA en las ratas, ademas que las regiones de
cartilago detectadas por la tincion se mostraron cada vez mas restringidas
segun avanzo6 el dafo articular. Las muestras de tejido osteoartritico,
revelan un cambio de la tincidn roja por una coloracién verde que aumenté
de acuerdo al dafo, esta coloraciéon verde fue mas intensa a los 20 dias, y

lo que indica la presencia de tejido 6seo.



Patrones de expresién de las integrinas a5 y aV en el cartilago

articular de ratas sanas y osteoartriticas.

Para determinar la relacién del patron de expresion de las integrinas a5 y
aV durante la diferenciacion del cartilago con el proceso de osificacion que
ocurre en la Osteoartritis, se determinaron los patrones de expresion de
estas integrinas y otros marcadores moleculares de diferenciacién del
cartilago en el CA sano y con OA. Estos patrones de expresion se
determinaron mediante IHQ. En el cartilago articular sano la subunidad a5
de la integrina se expresd en la zona superficial del cartilago ( Figura 12 E)
y la subunidad aV se expreso principalmente en la zona media y profunda,
que corresponde a los condrocitos prehipertréficos e hipertréficos, aunque

con mas intensidad en la parte profunda (Figura 12 I).

En el CA con OA la expresion de la integrina a5 disminuydé en la
superficie articular desde etapas tempranas de la OA (5 dias) (Figura 12 F),
a los 10 dias casi desaparece su expresion (Figura 12 G) y en etapas
avanzadas de la OA (20 dias) se localizé en las pocas zonas donde aun se
conservaba parte del cartilago ( Figura 12 H), que eventualmente formara
hueso. Durante la Osteoartritis la expresion de la integrina aV cambié su
expresion, desde las zonas media y zona profunda hacia la zona alta
conocida como superficie del cartilago (Figura 12 K), pero cuando la OA
avanzo (20 dias), su expresion se distribuyd en todo el tejido del CA y en

las regiones fibrosas (Figura 12 L).

Estos resultados indican que los patrones de expresion de las
subunidades de integrinas a5 y aV son similares con el estado de
diferenciacion de los condrocitos de las extremidades en desarrollo
(Comparar Figura 11 y 12). Asi, la integrina a5 se expresa en los
condrocitos en proliferacion y prehipertréficos mientras que la integrina aV
se expresa en los condrocitos hipertréficos es decir en los tejidos que estan
iniciando un proceso de osificacion, este paton es similar en la
esqueletogénesis como lo muestra su expresién en la parte central de los
elementos esqueléticos en desarrollo muy similar en las zonas superficiales

que inician la formacion de hueso durante la OA.
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Figura 12. Cartilago articular de rata sana y cartflago articular osteoartritico de 5, 10 y 20
dias de tratamiento.(A-D) Tincién de Safranina O en cartilago articular sano y
osteoartritico que muestra pérdida de proteoglicanos al avance la Osteoartritis inducida.
Inmunohistoquimica para evidenciar la expresiéon de a5 (E-H) en la zona alta, la cual
disminuye en la Osteoartritis y aV(I-L) que cambia su expresién en la zona media a la zona

alta del cartilago articular y amplia su distribucién conforme avanza la Osteoartritis.

Patrones de expresion de Gdf5 y bmp7 en cartilago sano y

osteoartritico

Durante el desarrollo del esqueleto los factores de crecimiento de la familia
de los TGF-beta, como el Gdf5 y la Bmp7 regulan la formaciéon de las
articulaciones y la formacion de hueso respectivamente. Es decir, Gdf5 se
expresa en la interzona durante la formacién de las articulaciones, por lo que
esta asociado a la formacién del cartilago articular mientras que Bmp7 se
expresa en el pericondrio de los elementos de cartilago pero no en la region
de las articulaciones, por lo que se relaciona con la hipertrofia del cartilago y
la formacion de hueso. El Gdf5 se detecté mediante inmunofluorescencia y
su patron de expresion se observo claramente en la zona media y profunda

del cartilago articular sano (Figuras 13 A), mientras que bmp7 se detectd



mediante Hibridacién in situ fluorescente y su expresién resulto negativa en
tejido sano (Figura 13 C). En tejido con OA a los 10 dias, la expresion de
Gdf5 disminuy6 en todo el cartilago articular (Figura 13 B); y la expresion de
bmp7 es muy alta y ampliamente distribuida (Figura 13 D) en CA de las

ratas osteoartriticas de 10 dias.

Estos resultados muestran que la expresion de la expresion de Gdf5
se ubica cerca de la expresion de la subunidad a5 de las integrinas, que
corresponde a los condrocitos que conservan su fenotipo articular, mientras
que la expresién de bmp7 correlaciona con la expresiéon de la integrina aV,
ubicada en las zonas donde los condrocitos son hipertréficos y donde inicia

la formacién del hueso.

Cartilago sano Cartilago OA 10d Cartilago sano Cartilago OA 10d

Gdf5 bmp7

Figura 13. Cartilago articular de rata sano y osteoartritico. Expresiéon de Gdf5 detectada
mediante Inmunofluorescencia: A) En cartilago sano Gdf5 se expresa en la zona alta-media
y zona media. B) Gdf5 no se expresa en cartilago osteoartritico de 10d. La expresiéon de el
gen bmp7 se detecté mediante hibridacién in situ e IF: C) En cartilago sano no se observa la
expresion de bmp7 . D) El gen bmp7 en cartilago articular osteoartritico se distribuye

ampliamente en todo el tejido.

Regulacién de la expresidén de integrinas a5 y aV por los factores

de crecimiento Gdf5 y Bmp7 durante la condrogénesis

Debido a que se observd relacion en los patrones de expresion de las
integrinas a5 y aV con los factores de crecimiento Gdf5 y Bmp7. Se utilizaron
cultivos de micromasas para simular un modelo de condrogénesis para

determinar mediante IHQ, si estos factores de crecimiento (Gdf5 y Bmp7)



inducen o regulan la expresion de dichas integrinas, ademas de saber si
presentan alguna correlacién con el fenotipo diferenciado del cartilago, esto
se determind analizando la expresion de proteinas de MEC del CA como
agrecano, colagena Il, colagena | y fibronectina. Y se analizé si tienen la
capacidad de acelerar la formacién de cartilago, observado mediante la

tincién de Azul Alciano.

En condiciones normales (control) en las micromasas se expreso
fuertemente la integrina a5 (Figura 14 F) y en menor intensidad aV (Figura 14
G), también se expresaron colagena Il, agrecano y fibronectina (Figura 14 C -
14 E). Y los nddulos de cartilago también se tineron con Azul Alciano (Figura
14 A).

El tratamiento con Gdf5 indujo mayor expresién de la integrina a5 (Figura
14 M) y proteinas tipicas del CA como: agrecano, colagena Il y fibronectina
(Figura 14 K, 14 J y 14 L), los nddulos de cartilago bajo este tratamiento se

tineron con mayor intensidad (Figura 14 H).

También Bmp7 indujo la expresién de la subunidad a5 pero lo hizo en
menor proporcion que en presencia de Gdf5, sin embargo la integrina aV en
presencia de Bmp7 se expres6é fuertemente (Figura 14 S), asi como
colagena |, una proteina con mayor abundancia en cartilago hipertréfico y en
el cartilago articular osteoartritico (Figura 14 O) mientras que las proteinas
caracteristicas del CA como agrecano y colagena Il tuvieron menor expresion
( Figura 14 Q y 14 P). Los ndédulos de cartilago en este tratamiento se tifieron

con menor intensidad ( Figura 14 N) comparado con el tratamiento de Gdf5.

Estos resultados indican que Gdf5 induce principalmente la expresion de
las integrinas a5 y moléculas que representan un fenotipo del cartilago
prehipertréfico de la articulacion como colagena tipo Il y agrecano. Por otro
lado Bmp7 indujo la expresion de la integrina aV, asi como de proteinas
relacionadas al cartilago hipertréfico como la colagena tipo |I. Ademas la
formacién de los ndédulos de cartilago se ve favorecida bajo la presencia de

Gdf5 en mayor grado que la presencia de Bmp?7.
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Figura 14. Cultivos de micromasas tratados con Gdf5 y Bmp7 en donde se observa la
formacion de nédulos de cartilago mediante la tincién Azul Alciano (A,H,N). Por medio de
Inmunohistoquimica se observa la expresién de las subunidades de integrinas y proteinas
de matriz extracelular. La expresiéon de a5 es inducida principalmente bajo el tratamiento
con Gdf5 (M), asi mismo la expresién de aV bajo el tratamiento con Bmp7 es mas intensa
(T) y las proteinas de matriz de cartilago articular coldgena II, agrecano y fibronectina bajo

el tratamiento Gdf5 (J,KL).

La activacion de la hipertrofia de los condrocitos durante la OA
correlaciona con la disminucion de la expresion de Indian
hedgehog.

Uno de los reguladores mas importantes en la diferenciacion de los condrocitos es
Ihh, aunque, aun no es claro el papel que juega en la diferenciacion del CA y la OA.
Se observé mediante hibridacion in situ que el patron de expresion de /hh, en CA
sano se localizé en la zona superficial del cartilago articular y en la zona media
(Figura 14 D). En el CA con OA la expresion de /hh disminuy6 conforme avanzé el
grado de dafio articular a través del tiempo, este patron es similar al patrén de
expresion de la subunidad a5 de la integrina, la cual disminuyd en la superficie y se
expreso en la capa media y profunda( Figura 14 E- 14 H) ya conforme avanzé la OA
Ihh disminuyd considerablemente (Comparar Figuras 12 F- 12 G y Figuras 15 B- 15
D). La expresion de Ihh tanto en el CA sano como en el CA con OA también es

similar con el patrén de expresion de Gdf5 (Comparar Figuras 13 A-13 B y Figuras



15 A- 15 D). Estos resultados indican que la expresion de |hh pudiera tener relacion

directa con Gdf5 y/o la integrina a5
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Figura 15. Cartilago articular de rata sano y osteoartritico, donde se observa mediante
hibridacién in situ la expresién de Ihh; A) El gen Ihh en cartilago sano se expresa en la zona
alta y zona media. B y C) Disminuye la expresién de lhh en la zona alta y zona media. D)

Desaparece la expresion de Ihh en cartilago osteoartritico de 20d OA

La expresion de la integrina a5 y hedgehog son dependientes

mutuamente para conservar el fenotipo del condrocito.

Debido a que estudios anteriores indican: 1) que el papel de la integrina a5 en
el CA en condiciones normales es mantener la adhesion de los condrocitos y la
viabilidad de los mismos en cultivo, 2) el papel de Ihh en la PC es controlar la
hipertrofia de los condrocitos y 3) que en este trabajo encontramos relacién en la
expresion de esta integrina y este gen en rodillas de rata con OA y sanas. Asi,
buscamos que relacion existe entre Ihh y la integrina a5 durante la formacion del
cartilago. En cultivos de micromasas se bloqued la sehalizacién hedgehog
con un anticuerpo neutralizante anti-Shh, y se observé que la integrina a5
no se expreso (Figura 16 B), y al inhibir a la integrina a5 con un anticuerpo
neutralizante también se observd que se inhibe la expresion de Shh ( Figura
16 D).

Estos resultados nos indican que Ihh necesita que la integrina a5 este
presente y activa para expresarse, mientras la expresién de la integrina a5
en este contexto esta condicionada a la actividad de |hh. Indicando que

ambas sefales se regulan positivamente.
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Figura 16. Inmunofluorescencia con FITC en cultivo de micromasas dos distintos
tratamientos. A) Expresiéon de integrina a5 en nédulos de cartilago. B) El bloqueo de Shh
con anticuerpo neutralizante evité la expresién de la integrina a5. C) Expresiéon de Ihh en
cultivo de micromasas. D) El bloqueo de la expresién de la integrina a5 impidié que Ihh se

exprese.

El bloqueo de la senalizacion hedgehog induce la formaciéon de

hueso en el cartilago articular.

La expresion de |hh esta condicionada a la actividad de la integrina a5 y la
expresion de ambos es necesaria para mantener el fenotipo de los
condrocitos en el modelo in vitro de la condrogénesis y en el desarrollo de las
extremidades. En base a esto, probamos si la actividad y/o sefializacion de
Ihh altera el fenotipo de los condrocitos articulares, para lo cual utilizamos un
modelo de cultivo de 6rganos de la rodilla de ratén, donde se inhibi6 la via de
sefalizacién hedgehog con el tratamiento de los cultivos con ciclopamina.
Mediante la tincion de Herovici se analizd los cortes histoldégicos de las
rodillas de ratén cultivadas y se observé cambios morfolégicos en el
ordenamiento de los condrocitos en el CA que normalmente se acomodan
longitudinalmente en formas parecidas a vainas denominados condrones

(Figura 17 A). La superficie del cartilago de las rodillas sanas con 4 dias del



cultivo también sufri6 cambios en su estructura apareciendo depresiones
leves ( Figura 17 B), a los 6 dias de tratamiento se observé una superficie
mas aplanada (Figura 17 C). Ademas de la superficie, se observd en todo el
tejido del CA cambios morfolégicos en los cuales la estructura va desde un
acomodo clasico de condrones a un tejido fibroso (Figuras 17 A-17 C). La
tincién de Herovici nos presentdé cambios en la coloracion del tejido: la
tincién del cartilago sano mostré coloracion roja homogénea lo que significa
que la fibras estaban empaquetadas de manera organizada (Figura 17 A),
mientras en el tejido tratado con ciclopamina a los 4 dias observoé coloracién
roja en la superficie articular y azul en la regién de los condrocitos
prehipertroficos, lo que significa que la colagena se organizé de manera
laxa por que hubo un recambio de la misma; finalmente a los 6 dias del
tratamiento ya no se observo la coloracion azul y la coloracién roja muestra
fibras muy empaquetadas indicando la presencia de colagena tipo |, ya que
la estructura que se observo corresponde a las trabéculas de hueso en la
superficie articular, esto representa un cambio similar al que ocurre en una
OA severa (Figuras 17 B-17 C).
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Figura 17. Tincién de Herovici en cultivo de cartilago articular sano y tratado con
ciclopamina. A) Cartilago sano donde se observan fibras de coldgena empaquetadas y
organizadas tefiidas de rojo “coldgena madura”. B) En el cartilago tratado con ciclopamina
a 4d ademas de observar fibras de coldgena tefiidas de rojo se observan fibras azules que
indican que la matriz esta menos organizada “coldgena joven” y también se observa
pérdida celular en huecos del tejido . C) A los 6d de cultivo se observa un cartilago fibroso,

adelgazado con una reorganizacién distinta en la estructura del cartilago.



DISCUSION

Como ya se ha mencionado el cartilago articular es una estructura de
soporte en las articulaciones sanas, sus células tienen baja tasa de
proliferacion y sintetizan wuna matriz rica en colagena tipo Il vy
proteoglicanos; en cambio el cartilago de la placa de crecimiento tiene
células que proliferan y se diferencian rapidamente hacia la hipertrofia, paso
previo y necesario para la formacion de hueso; sin embargo, tanto en la
placa de crecimiento como en el cartilago articular se encuentran los
condrocitos en estratos que se diferencian por la actividad celular y el tipo
de matriz que segregan. La estructura de ambos tejidos es similar, ya que
en los dos se encuentran: 1) condrocitos de baja tasa metabdlica, 2)
condrocitos en proliferacién (condicién muy reducida o inexistente en el
cartilago articular), 3) condrocitos prehipertréficos y 4) condrocitos
hipertréficos o calcificados (también muy reducido en el cartilago articular).
Nosotros hemos utilizados un modelo del desarrollo del esqueleto que nos
permita entender cuales son las diferencias y similitudes entre el cartilago
articular y cartilago de la placa de crecimiento, analizando su origen. El
patron de expresion entre las integrinas a5 y aV durante el desarrollo de la
extremidad parece ser complementario (comparar 11 By 11 E; 11 Cy 11
F), e inclusive excluyente y en el CA sano con respecto al OA también es
diferente el patrén de expresidon entre estas integrinas (comparar 12 E y 12
). Por lo que suponemos que tienen distintos papeles durante la

esqueletogénesis y durante la OA.

En la PC del raton se observa la expresion de la integrina a5 en la
zona alta y en la zona media ( proliferacion y prehipertréfia) (Figura 11 B-11
C), similarmente en el CA sano de rata la expresion del la integrina a5 se
observa intensamente en la zona alta y en la media (Figura 12 E), esto
coincide con las observaciones de Dowthwaite y cols. (2004) que reportan a
a5 con mayor intensidad en la parte superior del cartilago. Esos resultados
nos indican que a5 debe tener un papel importante en la conservacion del

fenotipo articular.

La integrina aV en la PC se expresa en la zona de los condrocitos

prehipertroficos e hipertréficos; es decir, zona media-profunda y zona



profunda (Figura 11 E-11 F). En el CA sano se observd con mayor expresion
en la zona media-profunda (Figura 12 1). Esto nos hace pensar que aV se
encuentra estrechamente relacionada a la diferenciaciéon de los condrocitos,

que da como resultado formacion de hueso.

Debido a que en condiciones normales la expresion de cada integrina
se puede comparar entre la PC y el CA y que esta expresion es muy
similar en ambos tejidos, pensamos que cada integrina esta estrechamente
relacionada a linajes celulares especificos donde juegan papeles

importantes tanto para la conservacion del tejido como para su pérdida.

En condiciones normales, los condrocitos articulares mantienen el
equilibrio dinamico entre la sintesis y la degradacion de los componentes de
la MEC; sin embargo, en estadios degenerativos una perturbacién en el
metabolismo de la matriz conduce a la pérdida progresiva proteoglicanos
(PG). La tincion de Safranina O es un indicador de la presencia de PG en
CA y de la calidad del mismo (Yuehuei y Lylie, 2003), el cual durante el
proceso osteoartritico fue cambiando de una tincién roja y uniforme, en el
control, hacia una disminucion de ésta acompafiada de cambios
morfolégicos en la estructura del cartilago, lo cual indicé deterioro y pérdida
de proteoglicanos (PG). Se puede observar que las muestras se tifien en
color verde, en mayor proporcién, al avanzar la OA en el CA (Figura 12 B-12
D), ello nos indica un cambio en los componentes de la MEC y la formacién

de hueso.

En el modelo de la OA se observd un proceso degenerativo del CA,
acompanado de una disminucién significativa de la expresion de a5 desde los
primeros dias de la OA (Figura 12 F). A los 10 dias del tratamiento no se
expresa a5 en la zona alta (Figura 12 G), y finalmente a los 20 dias, en el
cual se observa mayor dafio y pérdida del tejido, la expresion de ab
desaparece (Figuras 12 H). Esto nos hace pensar que la pérdida de la
expresion bien se puede deber solo a la pérdida tisular de la zona de
expresioén ya observada, pero también se puede deber a la perdida de la
expresion de Gdf5 (10d OA) del cual podria depender (comparar 12 F y 13
B).



La expresion de aV en cartilago osteoartritico femoral reportada
previamente indicd que se expresa con mayor intensidad de tinciéon en la
zona superficial (Ostergaard et al., 1998), lo cual coincide con este trabajo,
ya que se observo que la integrina aV durante la OA se expresa en el CA en
la zona alta (Figura 12 K), es decir, que aV modifica su localizaciéon espacial
en el cartilago, cuando éste estd dafiado, dicha observacion tiene lugar
desde los primeros 5 dias de la lesién (Figura 12 J). A medida que la
enfermedad avanza y el cartilago sufre desgaste, la expresion de aV
permanece (Figura 12 L), a diferencia de a5, esta integrina sigue estando
activa. Finalmente, en la observacion hecha a los 20 dias de tratamiento,
cuando el dafo es mas severo se esperaba pérdida de la expresiéon, pero
contrariamente a esto prevalecié su expresion. Pensamos que la integrina aV
esta involucrada en la hipertrofia de los condrocitos es decir en el proceso
degenerativo del cartilago para formar hueso, y por ende, permanece su
expresion a pesar de la pérdida del tejido articular (Figura 12 H); es probable
que su expresion active el proceso de la vasculogénesis, la formaciéon de
tejido 6seo; ademas que podria depender de la expresion de algun otro factor
involucrado en el proceso de la osificacion como bmp7 la cual en tejido con
OA de 10 dias se expresa con amplia distribucién en el CA (Figura 13 D),

coincidiendo con la expresién de aV bajo las mismas condiciones.

En el cultivo de micromasas, donde se hicieron tratamientos con Gdf5
y Bmp7 con la finalidad de observar una posible induccién de la expresion
de las integrinas a5 y aV respectivamente, se observdé mediante
inmunohistoquimica que en condiciones normales, ambas integrinas se
expresan, como se esperaba (Figura 14 F-14 G), la integrina a5 en mayor
cantidad que aV, y los marcadores de cartilago agrecano, colagena Il y
fibronectina (Figura 14 C-14 E).

Con la tincion de Azul Alciano observamos que bajo el tratamiento de
Gdf5 se generan condiciones mas favorables para la formacion de nédulos
de cartilago que con Bmp7(comparar Figura 14 H con 14 N), Gdf5 también
induce la expresion de la integrina a5, Col Il, agrecano y fibronectina en
mayor abundancia que bajo el tratamiento de Bmp7 (comparar figuras 14 J-
14 M con 14 P-14 S). Esto sugiere que Gdf5 mantiene la expresion de una

matriz caracteristica de CA sano; con abundancia de aarecano, Colaagena |l



y fibronectina; y a la expresién de la integrina a5 que ha sido considerada
por otros autores una integrina que mantiene la homeostasia del cartilago.
En otras palabras Gdf5 genera condiciones favorables para el

mantenimiento de CA sano.

Con el tratamiento de Bmp7 los niveles de expresion de la integrina
aV incrementan con respecto al tratamiento con Gdf5 (Figura 14 T), de
modo que la presencia de Gdf5 no es significativa para la activacion de esta
integrina, pero si la presencia de Bmp7. Ademas, bajo el tratamiento con
Bmp7 se expresd colagena |, la cual normalmente se expresa en OA (Figura
14 O). A pesar de que en este tratamiento se expresan marcadores de
matriz como agrecano, colagena Il y fibronectina, la intensidad de la marca

de la tincién es menor que el tratamiento con Gdf5 ( Figura 14 P-14 R).

Uno de los posibles ligandos de aV en el CA con OA es B3 ya que se
ha reportado que la integrina aVB3 puede promover la angiogénesis y la
neovascularizacion (Eliceiri y Cheresh, 2000) y esto se puede relacionar a la
formacion de osteofitos en el CA durante la OA. Ademas, un ligando de
aVB3 es osteopontina, la cual es una molécula involucrada en la adhesion y
migracién para muchos tipos celulares, el cual favorece la formaciéon de un
sitio de uniéon donde se forman los osteoclastos (Chellaiah y Hruska, 2003).
Por lo antes mencionado, en este trabajo se considera que,
independientemente del ligando al que se esté uniendo aV, esta teniendo un
papel importante durante la OA, el cual pueda estar involucrado con la
formacion de osteofitos, debido a que se favorece su expresion sélo en
presencia de Bmp7, la cual en estudios previos ha revelado ser una

proteina de regeneracién y formacién 6sea.

En busqueda de la dependencia de la expresién de a5 hacia algun factor
genético en el cartilago articular, se inhibi6é la sefializacion hedgehog en el
sistema de micromasas, dando como resultado que se inhibe la expresiéon de
a5 (Figura 16 B) y significativamente cuando se uso un anticuerpo
neutralizante de la integrina a5 (HMa5), la expresién de lhh (o Shh) se
suprimié (Figura 16 D). Estos resultados nos hacen pensar que tanto la
expresion de Ihh como la expresion de la integrina a5 son codependientes se

la actividad de uno y otro, y por ende, la expresiéon de ambos factores en



forma conjunta durante la osificacion endocondral, el desarrollo vy
mantenimiento de los dérganos Oseos es fundamental para mantener la
homeostasia fisiolégica del CA y la PC. En el cartilago articular, observamos
una disminuciéon en la expresion de la integrina a5 en CA con OA y también
de Ihh (Comparar Figuras 12 G y 15 D), el cual es un regulador en la
proliferacion y diferenciacién celular, entonces al disminuir la expresiéon de la
integrina a5 se infiere que ocurre una alteracion en el fenotipo de los
condrocitos y un aumento de la diferenciacién celular llevando a la
hipertrofia, y eventualmente, a la muerte celular y la formacién de hueso, que
coincide con la disminucion de la expresiéon de /hh. Al ocurrir un dafio severo
en el CA disminuye la expresiéon tanto de la integrina a5 como de /hh. De
modo que en el cartilago articular con OA a medida que avanza la
enfermedad se modifica la expresion de la integrina a5 que pudiera deberse
a la diferenciacion de las células y no a la erosion del cartilago.

Para corroborar el daino que directamente pude ocurrir al bloquear la
sefalizacién de |hh en el cartilago articular, se cultivaron rodillas de ratén, a
las cuales se les inyectd ciclopamina, inhibidor conocido de la via de
sefalizacion de Ihh, al bloquear la senalizacién de la proteina Smo. Esta
inhibicién provocd que el cartilago articular sufriera dafios morfolégicos en
su estructura y cambios en la composiciéon de la matriz, lo antes dicho se
observd mediante la tincion de Herovici, tincion que revela el
empaquetamiento de las fibras de colagena. El método de Herovici no sélo
define la disposicién de fibras colagenas sino que las tifie de diferente color segun
su fase de maduracién: azul, si la colagena se encuentra en una etapa inmadura y
roja si se encuentra en su forma madura y bien empaquetada, esto debido a la
afinidad que tienen las fibras con el azul de metilo y la fuccina acida (Dehesa et al.,
2008). El control muestra un cartilago articular con empaquetamientos de
color rojo predominante, sefalandonos abundancia de colagena madura y
también se observa un tejido bien estructurado, que corresponde a los
parametros normales del CA (Figura 17 A). Mientras el cartilago tratado con
ciclopamina muestra una coloracién azul abundante en el cartilago de la
zona media de modo que se infiere que hay un cambio en la estructura de la
matriz y un recambio en el empaquetamiento de la colagena (Figura 17 B);

es decir, esta menos empaquetada, ello parece evidenciar que ocurre una



degradacion de las fibras de colagena y posteriormente la sintesis de
nuevas fibras de colagena, posiblemente colagena tipo Il se degrada y
sintetiza colagena tipo | en un intento de reparaciéon del dafio en el tejido
que termina por cicatrizar. Asi que segun nuestros resultados, el tratamiento
con ciclopamina de las rodillas en cultivo de érganos, provoca un cambio en
los componentes de la MEC del CA, ocasionando degradacién vy
reempaquetamiento en las colagenas, proceso similar a la fibrosis que
ocurre en las etapas iniciales de la OA y a la formacién de hueso cuando se
reemplaza el cartilago hipertréfico por hueso. Este resultado nos permite
corroborar que lhh es un regulador importante en el mantenimiento del
cartilago ya que su inhibicién altera el estatus de Ila homeostasia del
mismo, y en el cual esta involucrada la expresion de la integrina a5.

En este estudio se observd que las relaciones entre Gdf5 y la
integrina a5, y entre la integrina a5 e Ihh son importantes en el
mantenimiento del CA. También observamos que Bmp7 se relaciona con la

OA al inducir la expresion de aV durante el dafio del CA.



CONCLUSIONES

Tanto a5 como aV tienen un patron de expresion similar en cartilago
articular y placa de crecimiento; a5 en la zona alta 'y zona media y aV en

zona media-profunda y zona profunda.

Durante la OA, cambia el patrén de expresion de las integrinas a5 y
aV, mientras la expresién de a5 disminuye y finalmente desaparece al
avance del dafio, la expresion de aV ocurre en la zona alta en la etapa
avanzada de la OA y permanece, mientras los marcadores moleculares del

CA sano desaparecen.

Gdf5 induce la expresion de la integrina a5 y genera condiciones
favorables en el mantenimiento del cartilago articular observandose una
mayor expresién de proteinas caracteristicas de este, como agrecano y

colagena |l y fibronectina.

Bmp7 podria estar generando un ambiente adverso al mantenimiento
del CA induciendo la expresion de aV que se mantiene durante la OA
avanzada, mientras que Gdf5 podria inducir la expresién de la integrina a5
y la senalizacion de esta inducir la expresion y sefializacion de |hh, lo cual
mantiene un ciclo benéfico para la conservaciéon del fenotipo de los

condrocitos articulares

Ihh y la integrina a5 en el CA coexpresan, y se puede ocasionar una
lesion similar a la OA primaria al inhibir la sefalizacién Ihh. De modo que la
ausencia de ambos factores reduce el mantenimiento del fenotipo del

condrocito articular.
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