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ABREVIATURAS

ADH
AAZ
AER
ALK
AR
BMP
c-lro
Col Il
FGF
FgfR-1
GDF
IAZ
PAZ
PBS
RALDH
RAR
RARE
RXR
SDR
Shh
Sox9,
TGFp
TNFR
TUNEL
Wnt
ANZ
INZ

Aldehido Deshidrogenasas
Anterior Apoptotic Zone
Cresta Ectodérmica Apical
Receptor de Activinas “like-Kinases”
Acido Retinoico
Proteina Morfogénetica de Hueso
Complejo Iroquois
Colagena tipo Il
Factor de crecimiento de Fibroblastos
Receptor del Factor de Crecimiento de los Fibroblastos
Factor de Crecimiento y Diferenciacion
Interdigital Apoptotic Zone
Posterior Apoptotic Zone
Buffer Salino de Fosfatos
Retinaldehido Deshidrogenasa
Receptor del Acido Retinoico
Elementos de Respuesta a Acido Retinoico
Receptores a Retinoides X
Deshidrogenasas de cadena corta
Sonic Hedhegog
Region determinante del Sexo Y-9
Factor de Crecimiento Transformante 3
Factor de Necrosis Tumoral (del inglés Tumor Necrosis Factor Receptor)
deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridinetriphosphate nick end-labeling
Tipo Wingless
Zona Necrotica Anterior (del inglés Anterior Necrotic Zone)

Zona Necrotica Interdigital (del inglés Interdigital Necrotic Zone)



PNZ Zona Necrotica Posterior (del inglés Posterior Necrotic Zone)

ZP Zona de Progreso (del inglés Progress Zone)
ZPA Zona de Actividad Polarizante (del inglés Zone of Polarizing Activity)
RESUMEN

Los genes homeo6ticos Iroquois (Irx) juegan un papel crucial en la regionalizacion y
en el patron de tejidos y 6rganos durante el desarrollo de los metazoarios. El patron de
expresion de Irx1 e Irx2 en el desarrollo de la extremidad posterior del pollo ha sido
estudiado en diferentes especies, sin embargo su regulacion no ha sido abordada. El
objetivo de este estudio fue evaluar la expresion de Irxl e Irx2 asi como también su
regulacion por factores clave del desarrollo de la extremidad del pollo. Los factores
evaluados en este estudio son: el acido retinoico (AR), el factor de crecimiento
transformante B (TGFp) y el factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF). Observamos
que, Irxl e Irx2 fueron expresados coordinadamente en el tejido interdigital, en los
primordios digitales, en las articulaciones y en el limite entre el tejido cartilago y no
cartilago. La regulacién negativa de Irx1 e Irx2 en el tejido interdigital coincide con el
inicio de la muerte celular. Se encontrd que el AR regula negativamente la expresion de
Irx1 e Irx2 por un mecanismo independiente a BMP antes de cualquier evidencia de muerte
celular. Ademas la proteina TGFpB en el tejido interdigital, regula a Irx1 e Irx2 de una
manera estadio-dependiente. En estadio 27HH, el tratamiento por 8 horas inhibe su
expresion. Cuando se administra TGFf en los estadios del desarrollo 28HH y 29HH que
son caracterizados por la ausencia de la expresion interdigital de Irx1 e Irx2. Se puede
observar, que son inducidos en el dedo en formacién y marcan los limites del cartilago.
Por otra parte, observamos que la expresion de Irx2 se inhibio cuando se administro FGF8
0 FGF10 en el area debajo de la zona de progreso (ZP) en 24HH. Se trat6 de evaluar, efecto
de bloquear la actividad de la via de sefialamiento FGF. Sin embargo, el tratamiento de
SU5402, inhibidor de los receptores de FGF, disparo la muerte celular y nos imposibilito
observar su efecto sobre la regulacion de Irxl e Irx2. En conjunto nuestros resultados

apoyan observaciones realizadas en otras especies de vertebrados, en los que Irx1 e Irx2



son coordinadamente expresados y regulados durante el desarrollo, indicando la existencia

de una arquitectura gendmica conservada en el grupo de los Irx.

Abstract

The Iroquois homeobox (Irx) genes play a crucial role in the regionalization and
patterning of tissues and organs during metazoan development. The Irx1 and Irx2 gene
expression pattern during hindlimb development has been investigated in different species,
but its regulation during this morphogenesis process has not been explored yet. The aim of
this study was to evaluate the gene expression pattern of Irx1l and Irx2 as well as their
regulation by important regulators of hindlimb development such as retinoic acid (RA),
transforming growth factor B (TGFp) and fibroblast growth factor (FGF) signaling during
chick hindlimb development. Ours results show that Irx1 and Irx2 were coordinately
expressed in the interdigital tissue, digital primordia, joints and in the boundary between
cartilage and non-cartilage tissue. Down-regulation of Irx1 and Irx2 expression at the
interdigital tissue coincided with the onset of cell death. RA was found to down-regulate
their expression by a bone morphogenetic protein-independent mechanism before any
evidence of cell death. Furthermore, TGFp protein regulated Irx1 and Irx2 in a stage-
dependent manner at the interdigital tissue, it inhibited their expression when it was
administered to the interdigital tissue at developing stages before their normal down-
regulation. TGFB administered to the interdigital tissue at developing stages after normal
down-regulation of Irx1 and Irx2 evidenced that expression of these genes marked the
boundary between cartilage tissue and non-cartilage tissue. It was also found that at early
stages of hindlimb development FGF signaling inhibited the expression of Irx2. The
present study demonstrates that Irx1 and Irx2 are coordinately expressed and regulated
during chick embryo hindlimb development as occurs in other species of vertebrates
supporting the notion that the genomic architecture of Irx clusters is conserved in

vertebrates.



INTRODUCCION

Elementos esqueléticos que conforman a la extremidad

En los tetrdpodos, las extremidades se ubican en el eje antero-posterior y pueden ser

anteriores o posteriores, estdn constituidas por 3 segmentos con un numero variable de

elementos esqueléticos dentro de cada segmento. El segmento préximal tiene 1 elemento

esquelético (estilépodo), el medial tiene 2 elementos (zeugdpodo) y el distal (autdpodo) es

el mas variable entre los tetrdpodos y puede conformarse desde uno hasta 5 elementos

esqueléticos. El autopodo del humano corresponde a la mano o el pie e incluyen los huesos

que se encuentran en la palma de la mano o la planta del pie, los pulgares y los dedos de la

mano Yy del pie (Fig.1).
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Figural. Segmentos esqueléticos
que conforman a la extremidad.
En direccion proximo-distal se
encuentra el estilopodo con un
elemento, el zeugopodo con dos
elementos y el autépodo con
nimero variable de elementos.
Imagen modificada de Internet.




En la escala evolutiva, la formacion y el origen de los segmentos de la extremidad
se ha conservado entre los tetrapodos, aunque caracteristicas mas finas como son el nimero
de falanges y la presencia de membrana interdigital parecen estar relacionadas con la
adaptacion del organismo a su ambiente. La manipulacion experimental que se realiza en el
embrion en desarrollo de organismos modelo, ha permitido entender como se genera el
arreglo de las estructuras, la especializacion de las células y los tejidos; ademas a dado
indicios de los mecanismos moleculares involucrados (Capdevila and Izpisua Belmonte,

2001; Saunders, 1998; Tickle, 2003).

La extremidad en el desarrollo embrionario

En el desarrollo embrionario, la extremidad inicia su morfogénesis a partir de un
abultamiento situado a los costados del eje antero-posterior del cuerpo del embrién y que se
le conoce como el primordio de la extremidad. Se caracteriza por tener células de origen
mesodérmico no diferenciadas que estan cubiertas por células ectodérmicas. La interaccion
entre el mesodermo y el ectodermo que componen al primordio, es indispensable para el
arreglo o patréon adecuado de la extremidad. En el primordio, se establecen 3 centros
organizadores que son responsables de la formacion de los ejes de simetria: el eje dorso-
ventral, el eje proximo-distal y el eje antero-posterior. Los centros organizadores, actlan
de manera coordinada en las células responsivas distales, que a su vez, adquieren su
polaridad e identidad celular en la extremidad (Fig.2). De esta forma podemos reconocer

diferencias en los ejes de la extremidad, entre el dedo pulgar y mefique (eje anterior-



posterior); entre la palma de la mano y los nudillos (eje dorsal-ventral), ademas de un
crecimiento especifico desde el brazo hasta la mano (eje proximo-distal). Una vez que se
han establecido los ejes, la diferenciacidn de los elementos de la extremidad se lleva a cabo
en direccion proximal-distal, es decir, primero se hace evidente el estilopodo, después el

zeugopodo y por ultimo el autopodo (Saunders, 1948).

Los primeros trabajos realizados para entender la formacion de los patrones en la
extremidad fueron a través de la destruccion o alteracion de las relaciones topograficas de
sus componentes (Saunders, 1948). De esta manera, se reconocieron tres centros de
seflalamiento u organizadores: la cresta ectodérmica apical (del inglés Apical Ectodermal
Ridge), la Zona de Actividad Polarizante (del inglés Zone of Polarizing Activity) vy el
ectodermo dorsal, que en su conjunto, son la base de las interacciones celulares
involucrados en el patron de formacion de la extremidad. Recientemente con los estudios
realizados a nivel molecular y genético se ha ampliado la informacion sobre su modo de

accion en la extremidad (Fernandez-Teran and Ros, 2008).

Figura 2.Embrion en desarrollo de ratén de
estadio 10.5. Se dibujé sobre el primordio
una linea en azul para representar la AER,
mientras que en verde se representa la
ZPA. Zeller et al., 2009




La AER es una estructura que esta presente durante toda la morfogénesis de la
extremidad. La constituyen células epiteliales especializadas que forman un engrosamiento;
éste recorre todo el borde de la region distal entre el eje dorso-ventral en la extremidad. El
retirar la AER, produce la pérdida de los elementos esqueléticos en embriones de pollo.
Entre mas temprano en el desarrollo se realiza estd remocidn, la extremidad se ve mas
afectada (Saunders, 1996). Del trabajo experimental realizado por Saunders (1948) se
obtuvieron dos conclusiones; se demostré que la AER ejerce una induccion sobre las
células mesenquimales indispensable para la elongacién de la extremidad, ademas aporta
informacidn necesaria para el patron de los elementos esqueléticos en el eje proximo-distal

(Saunders, 1948).

El centro organizador de la ZPA, esta compuesto por células mesenquimales de la
region posterior del primordio de la extremidad. Los transplantes realizados de las células
de la region posterior hacia la region anterior del primordio, permitieron delimitar la zona
con capacidad de inducir duplicaciones en imagen especular de la extremidad (Saunders,
1996). El responsable de estas duplicaciones es el morfégeno Sonic hedhegog (Shh) que se
expresa en la ZPA. La proteina SHH, mediante un gradiente de concentracion es capaz de
reproducir todas las caracteristicas de la ZPA (Riddle et al., 1993). La inhibicién de SHH,
da como resultado disminucién del tamafio de los elementos proximales y la pérdida de los
dedos, lo que demuestra su importancia en la formacion digital dentro del eje antero-

posterior (Chiang et al., 1996).
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La formacién del eje dorso-ventral, estd dada por el ectodermo perteneciente a la
region dorsal. MacCabe y col. (MacCabe et al., 1974) demostraron que el transplante del
mesodermo dorsal a una region ventral da como resultado una extremidad con dos regiones
dorsales. El factor causante de la dorsalizacion pertenece la familia de proteinas Whnt,
Wnt7a. El ratdbn mutante para Wnt7a presenta el autépodo con biventralidad (Parr and
McMahon, 1995). Wnt7a se expresa desde estadios muy tempranos y actia mediante el gen
Lmx-1 que se expresa en el mesodermo de la region dorsal, pudiendo este ultimo reproducir

el efecto causado por Wnt7a (Altabef and Tickle, 2002).

Morfogénesis de la extremidad a nivel molecular

La Zona de Progreso (ZP) y diferenciacién de los elementos esqueléticos

De acuerdo al modelo de la zona de progreso (ZP, del inglés Progress Zone)
propuesto por Wolpert (Wolpert, 2002), esta abarca alrededor de 300 micrometros bajo la
AER y la componen células indiferenciadas y en estado proliferativo. En esta region, la
permanencia de las células en la ZP define su diferenciacion. EI modelo propone que, se
genera algo semejante a un gradiente, pero de tiempo, en el que las células que menos
tiempo estén en la ZP se diferencian en estructuras proximales, mientras que, las estructuras
distales requieren de mayor tiempo en la ZP (Summerbell and Lewis, 1975; Tickle et al.,
1975; Wolpert et al., 1975) (Fig.3). Pearse y col. (Pearse et al., 2007) siguieron el destino

de las células de la ZP entre los estadios 16-20HH del pollo y encontraron que, estas células
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no tienen una tendencia a formar parte de un linaje en particular. De esta manera, pueden

dar lugar a componentes del cartilago, tendones, tejido conectivo del musculo y dermis de

la extremidad.

Tiempo en la zona
de progreso

Proximal Distal

Figura 3. Modelo de la zona de progreso (ZP). El valor posicional de una célula en el eje
proximo-distal depende del tiempo en que permanece en la ZP en amarillo. El punto en
color rojo representa un menor tiempo, el verde uno intermedio, mientras que azul
representa al mayor tiempo en la ZP. (Wolpert, 2002).

El mantenimiento del estado indiferenciado y la sobrevivencia de la ZP dependen de
la AER. Los factores que se expresan en esta region son Fgf4, Fgf9, Fgf8 y Fgf17 (Sun et
al., 2002). En extremidades en las cuales fue extirpada la AER, es posible rescatar su
desarrollo con la implantacién de perlas embebidas con cualquiera de las proteinas FGF8,
FGF4 o FGF2 colocadas en la region distal del primordio (Crossley et al., 1996; Fallon et

al., 1994; Niswander et al., 1993). Sin embargo, se conoce que Fgf4 y Fgfl7 no son los
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principales efectores de la AER ya que los ratones mutantes para estos genes no presentan
defectos en la extremidad (Moon et al., 2000; Xu et al., 2000). En contraste, el raton
mutante del gen Fgf8 si presenta un fenotipo severo, en el que los elementos esqueléticos
son reducidos, no tienen radio (parte del zeugopodo) y algunos componentes del autépodo.
La expresion de Fgf8 se situa en la AER por lo que se ha sefialado como el mediador de la
AER (Lewandoski et al., 2000). La regresion natural de la AER en estadios avanzados del
desarrollo de la extremidad, se acompafia de la disminucion de la expresion de Fgf8. En las
areas interdigitales esta disminucién de la expresion esta estrechamente relacionada con el
inicio de la muerte celular interdigital (Hernandez-Martinez and Covarrubias et al., 2009;

Wanek et al., 1989).

El establecimiento de la AER ocurre por la retroalimentacion positiva entre los
sefialamientos de WNT y FGF (Kawakami et al., 2001). La familia de genes Wnt participa
en la induccion, mantenimiento y regresion de la AER. La ruta candnica de Wnt, Wnt/p-
catenina esta activa cuando se une el ligando extracelular al receptor Frizzled y a los
correceptores de superficie celular LRP5 y LRP6 (de las siglas del inglés low-density
lipoprotein receptor-related protein). EI complejo conformado por el ligando y el receptor
inicia la activacion de la proteina intracelular Dishevelled, que inhibe la formacion del
complejo GSK3/APC/Axin, de esta manera se evita el marcaje de B-catenina para su
ubiquitinacion y su degradacion. Esto lleva a la acumulacion de p-—catenina en el
citoplasma de donde se transloca al nacleo activando genes blanco (Staines K et al., 2012)
(Figd.). Se conoce que, entre los limites del lado dorsal y el lado ventral del ectodermo se
expresa Wnt-3a, estd expresion temprana demarca la region de formacion de la AER. Su

funcidn en esta region es la de inducir la expresion de Fgf8 en el ectodermo. Por otra parte,
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los efectos de sobreexpresar Wnt-3a o de f-catenina en la region del mesodermo, son de
inducciones de los marcadores de la ZP como son n-Myc y Msx1, ademas de Bmp2, Fgf4 y
Fgf8. En conjunto, estos resultados indican que el sefialamiento mediado por Wnt3a esta
por arriba en la cascada molecular que lleva a la induccion de la AER (Kengaku et al.,
1998). Adicionalmente, la expresion de Wnt6 se observa en la AER, mientras que la
actividad de B-catenina se ha detectado en el ectodermo dorsal de la extremidad. Se ha
propuesto que su funcién es inhibir la condrogénesis y promover la proliferacion de las
células mesenquimales que estan justo por debajo de la zona de expresion. (Geetha-
Loganathan et al., 2005; ten Berge et al., 2008).

Sl

A A A A A A R A AR 2 00000010 AAA AR A AR AR AAAL A AR R0 1]
uohnhnioniubiuslouiunouhu nui(uhnhnhuiuﬂuu'c.nlubhnl

(8)- Wnt .-

(A) + Wnt

Figurad. Representacion de la via de Wnt-fcatenina. E1 complejo ligando-receptor (Wnt y FZ) activa
a Dvl que a su vez inactiva al complejo de degradacion en el que esta involucrado GSK3. Este
complejo se encarga del marcaje de B-catenina para su degradacion via proteosoma. La inhibicion
del complejo de degradacion permite la acumulacion de [B-catenina en el citoplasma y su
translocacion al nucleo en el que funciona modula transcripcion. Dkk, SRFP y SCL son inhibidores
de Wnt (en rosa) Tomado de internet.
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El factor de transcripcion Sox9 y la diferenciacion condrogénica

La mayoria de los huesos del esqueleto apendicular se desarrollan por medio de
osificacion endocondral. El proceso involucra la formacion de un molde de cartilago a
partir del cual ocurre la diferenciacion de las células mesenquimales hacia condrocitos. Los
condrocitos, forman un molde de cartilago que se elonga y que posteriormente van
reemplazarse por osteoblastos con una matriz mineralizada de hueso. A este proceso se

conoce como osificacion endocondral.

La diferenciacion de las células mesenquimales hacia condrocitos es dependiente de
la expresion del factor de transcripcion Sox9, se expresa tempranamente en las células
precursoras del cartilago y se mantiene en todos los condrocitos excepto durante la
hipertrofia del cartilago (Lefebvre et al., 1997; Ng et al., 1997; Zhao et al., 1997). En el
modelo del raton, la inactivacion condicional de Sox9 en el inicio de la agregacion de las
condensaciones provoca la pérdida total de las mismas, por lo que no hay formacion de
cartilago y hueso endocondral, mientras que su inactivacion durante o después de la
formacion de las condensaciones produce una severa condrodisplasia y alteracion en la
formacion de las articulaciones (Akiyama et al., 2002; Wagner et al., 1994). En el humano
la mutacion heteréciga del gen Sox9 produce el sindrome conocido como displasia
campomelica causando hipoplasia de la mayoria de los huesos formados por osificacion

endocondral (Wagner et al., 1994).
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Adicionalmente, los factores de transcripcion Sox5 y Sox6 se expresan en todos los
condroprogenitores y los condrocitos diferenciados. Estos factores cooperan en la
activacion de Col 1, principal marcador de matriz extracelular de cartilago (Lefebvre et al.,
1998). La inactivacion individual de Sox5 y Sox6 no genera grandes alteraciones en los
elementos esqueléticos, pero cuando se realiza la doble mutacion Sox5/Sox6 se genera una
severa y generalizada condrodisplasia y se observa que, las células permanecen como
condensaciones mesenquimales y sin evidencia de la formacion de cartilago (Smits et al.,
2001). El resultado de la activacion de los genes Sox es la regulacion positiva de los genes
que codifican para componentes del cartilago como los proteoglicanos Col 11, Col IX y el
Agrecano (Lefebvre et al., 1997; Sekiya et al., 2000; Shum and Nuckolls, 2002; Smits et

al., 2001).

La agregacion de células mesenquimales precursoras de cartilago requiere de la
interaccién célula-célula y célula-matriz (Daniels and Solursh, 1991). La formacién de las
condensaciones condrogénicas coincide con la expresion de los genes Col I, Fibronectina y
proteoglicanos (Dessau et al., 1980; Kulyk et al., 1989; Shinomura et al., 1990; von der
Mark et al., 1976). Mientras que la N-caderina, mantiene la adhesion de las células dentro
de la condensacion (Delise and Tuan, 2002) y las proteinas N-CAM estabilizan y
mantienen a las condensaciones (Hall, 2000). De esta manera, en un estado avanzado de
diferenciacion, Col I, Col IX, Col XI y el Agrecano son componentes especificos del

fenotipo condrogénico.

16



Control Molecular en la formacion de los digitos

El autépodo adquiere su apariencia con la formacion de digitos y con el tejido
interdigital que los separa. En el embrion de pollo, las areas digitales son positivas al
marcador Sox9 Yy su expresion inicia desde la region posterior hacia la anterior en el
autopodo. Por otra parte, las células pertenecientes al tejido interdigital expresan Raldh2,
enzima que media la sintesis del Acido Retinoico (AR) y que esta involucrado en la muerte
del tejido interdigital. De esta manera, es frecuente encontrar la expresion restringida de
genes a ciertas areas. Su localizacion especifica los involucra ya sea con el proceso de

muerte celular o condrogénesis de acuerdo a su sitio de expresion (Fig5b).

Sox9

-
.d
C D

N

Figura5. Hibridacion in situ para Sox9 que se expresa en las regiones condrogénicas
(A en E23 y B en E26) y Raldh2 en las regiones presuntivas interdigitales ( E23 en
C y E26 en D) de las extremidades posteriores del pollo (Chimal-Monroy et al.,
2011).

Raldh2
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TGFp/Activinas y BMP en la condrogénesis

En vertebrados, la superfamilia de TGFp (del inglés Transforming Growth Factor
beta) esta constituida por 33 genes. La proteina se procesa como heterodimero u
homodimeros de secrecion. Las proteinas BMP, GDF, Activinas/Inhibinas son
considerados miembros de esta familia (Mueller and Nickel, 2012). La transduccion de la
sefial de TGFpP se lleva a cabo por la union del ligando en su forma dimerizada a los
receptores tipo Il constitutivamente activos y después a los receptores tipo I o ALK
formando un complejo heterotetramérico. Los receptores tipo | y tipo Il presentan un
dominio citoplasmico con una fuerte actividad de serina/treonina-cinasa y una débil
actividad tirosina-cinasa (Groppe et al., 2008). La activacion del receptor tipo | fosforila a
las proteinas citoplasmicas Smad en la region C-terminal, en particular las R-Smad (Smad
reguladoras), que una vez activas forman oligomeros con la Smad4 o Co-Smad, este
complejo se transloca al nucleo regulando la expresién de genes blanco (Moustakas and

Heldin, 2009; Moustakas et al., 2002) (Fig6).

Estas proteinas participan en diversos procesos durante el desarrollo, incluyendo la
gastrulacion, formacion de los ejes embrionarios, morfogénesis de o6rganos y en el
mantenimiento de la homeostasis en el adulto (Moustakas and Heldin, 2009). A nivel
celular, TGFp inhibe la proliferacion de células epiteliales, endoteliales y hematopoyéticas,
regula la diferenciacion de tipos celulares del sistema inmune, neuronal, mesenquimal y
epitelial (Heldin et al., 2009; Massague and Chen, 2000; Moustakas et al., 2002). El

antagonismo de las funciones de la superfamilia TGFpB esta mediada por las proteinas
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DAN, Noggin, Follistatin, Chordin, que acttan a través de la union al ligando previniendo

su acceso a su receptor, (Massague and Chen, 2000).

Complejp
transcripeional

Cofactor

Coactivador
o coreceptor

Complejo del
receptor

nucleo

Figura 6. Via de sefalamiento de la superfamilia TGFB a través de las proteinas
SMAD. El ligando se une al complejo de receptores tipo I/ I, esto permite la
fosforilacion de las SMAD en el citoplasma, las cuales se ensamblan en un complejo
transcripcional que se transloca al nucleo regulando la actividad de genes blanco
(Massague and Chen, 2000) .

Por otra parte, las proteinas BMP participan en diferentes fases de la formacién del
hueso, promueven la diferenciacion condrogénica (Duprez et al., 1996). Por ejemplo,
BMP2, BMP4 y BMP7 inducen la diferenciacion de células mesenquimales hacia
precursores de osteoblastos (Hanada et al., 2001). En el ratén, la ausencia de BMP7
produce polidactilia de las extremidades posteriores, mientras que, en el doble mutante
Bmp2/Bmp7 le faltan algunas de las condensaciones condrogénicas (Bandyopadhyay et al.,
2006). Las distintas afinidades de los receptores tipo | (BMPRIA, BMPRIB y ActRI) por
los ligandos pueden ser lo que contribuye a la diversidad de sus funciones durante el
desarrollo (ten Dijke et al., 2003; Yoon et al., 2005). De esta manera, se sugiere que la

expresion de BmpRIb en las condensaciones condrogénicas Yy la expresion de BmpRla en el
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mesénquima pueden indicar una exclusividad funcional de los receptores. Pudiendo ser a
este nivel, el responsable del antagonismo de las funciones de BMP en las areas digitales e

interdigitales.

Sin embargo, en la via de transduccién, la mutacién individual de las Smad no causa
efecto alguno, los animales son fértiles y viables. Aunque, la combinacién de mutaciones
en Smadl/5 o Smadl/5y Smad 8 generan una severa condrodisplasia (Retting et al., 2009).
Un efecto similar se observa con la combinacion de Bmpr1a®“®/Bmprib”. En suma, estos
efectos se atribuyen a defectos en la proliferacion, la sobrevivencia y la diferenciacion.
Estos resultados muestran las funciones redundantes tanto de las proteinas como de los

receptores de BMP (Yoon et al., 2005).

Desarrollo de esqueleto

Remodelacion del Cartilago por hueso durante el proceso de osificacion endocondral

Los huesos del esqueleto apendicular se desarrollan por medio de osificacion
endocondral, el proceso utiliza el molde de cartilago previamente formado como templado.
Dentro del molde, los condrocitos proliferan formando una columna rodeada por células
mesenqguimales del pericondrio. Aqui, los condrocitos estan organizados de acuerdo a su
estado de diferenciacion, ya sea en proliferacion, maduracién o apoptosis, formando la
placa de crecimiento. Las células en proliferacion se localizan en cada extremo y se

encuentran en progresion hacia la diferenciacion en el centro del elemento. Conforme
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avanzan en la prehipertrofia, dejan de expresar marcadores de cartilago y permanecen en
arresto mitotico con evidente incremento del tamafo celular (Shimizu et al., 2007). El
factor de transcripcion Runx2 (Cbfa) y el cambio a una matriz extracelular compuesta por
Col X son caracteristicos de la maduracion de los condrocitos y de los osteoblastos
(Enomoto et al., 2003). La expresion de Runx2 en condrocitos en proliferacion produce la
induccion de Col X, lo que es indicativo de que han entrado a la fase hipertréfica. Se
conoce que RUNX2 tiene como blanco transcripcional a Col X durante la osteogénesis
(Zheng et al., 2003). Los condrocitos maduros presentan una matriz mineralizada, con
expresion de los genes Osteopontina (OPN), Osteocalcina (OSC) y la sialoproteina del
hueso, indispensables para la diferenciacién de los osteoblastos (Ducy et al., 1997; Sodek et
al.,, 1996). Los condrocitos hipertréficos que ahora estan rodeados por una matriz
calcificada, entran al proceso de muerte celular, probablemente esto se deba al recambio
de la matriz (Ferguson et al., 1998; Vu et al., 1998). Al mismo tiempo, las células del
pericondrio se diferencian hacia osteoblastos y requieren la invasién de los vasos
sanguineos para ingresar al molde, dando paso al primer centro de osificacion. De esta
forma la osificacion se extiende desde el centro del elemento hacia los extremos. El proceso

continta en el periodo postnatal, permitiendo un aumento de la estatura del individuo

(Fig.7).
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Diferenciacion de los condrocitos hacia el fenotipo articular.

Finalmente, una articulacion madura consta de dos superficies articulares opuestas y
separadas por el liquido sinovial y la rodea una cépsula sinovial a la cual se anclan los
ligamentos. Las articulaciones sinoviales, se localizan entre los elementos de hueso, lo que
complica conocer parte de su estructura, su organizacion y las sefiales moleculares

necesarias para formacion.

Una articulacion, se forma a partir de los condrocitos en proliferacion del molde de
cartilago vy, solo los que van a formar las articulaciones no contindan con el proceso de
osificacion endocondral. Esto es apoyado por la observacion de una baja en la expresion de
los marcadores condrogénicos Sox9 y Col I, lo que sugiere una inhibicion de la
diferenciacion (Spater et al., 2006a). Adicionalmente, en la region de formacion de una

articulacion se expresan los factores Gdf5, Gdf6, Bmp2 y Bmp4 asi como los antagonistas
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de su sefialamiento Noggin, Cordina, los miembros de la familia WNT, Wnt9a, Wnt4, asi

como GIi3 y Autotaxina (Brunet et al., 1998; Hartmann and Tabin, 2001).

De lo que se conoce de su desarrollo, es que en los sitios donde se forma una
articulacion se observan caracteristicas muy particulares. Iniciando con la interzona que es
una region de células con forma aplanada y que estan organizadas en tres capas, dos de alta
densidad celular y una capa intermedia de menor densidad, que se elimina por el proceso de
muerte celular. Posteriormente, la cavidad producida por la pérdida de la capa intermedia,
se ocupa por el liquido sinovial que tiene como caracteristica la presencia de altas
concentraciones de hialuronato (HA). EI receptor del hialuronato, CD44, se expresa en la

interzona (Dowthwaite et al., 1998).

Debido a que a la posicion que ocupa articulacion dentro del elemento esquelético,
los cambios que pudieran darse en la fase de diferenciacion y maduracion de los
condrocitos, la inhibicion de la muerte celular, el crecimiento excesivo de los elementos
esqueléticos asi como algun cambio en las moléculas de matriz extracelular afectan

sustancialmente su correcta formacion (Spicer and Tien, 2004)..

Las articulaciones requieren de la interzona para su formacion, sin embargo se ha
especulado mucho acerca de su origen y de su induccion. Se ha sugerido que la interzona es
consecuencia de la presion provocada por el crecimiento de los elementos adyacentes,
generando el aplanamiento caracteristico de estas celulas. Sin embargo, aun cuando se
elimina uno de los elementos esqueléticos contiguos a la interzona, esta se forma, lo que

indica que, es una region que provee de las células progenitoras de la articulacion (Fell and
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Robison, 1934). Gdf5 es el marcador méas temprano que se expresa en la interzona y por lo
tanto en la presuntiva region articular. Aungue, no ha quedado claro que funcion tiene en
esta region, debido a que GDF5 tiene una alta capacidad de diferenciar a las celulas hacia
el linaje condrogénico, igual que varios de los miembros de la superfamilia de TGFp. Las
mutaciones en Gdf5 causan defectos en las articulaciones tanto del ratobn como en el

humano (Storm et al., 1994).

Por otra parte, dentro de los genes expresados en la interzona. Se han hecho
tratamientos con Wnt9a o Noggin, los cuales inhiben la condrogénesis. Adicionalmente, el
mutante de Noggin carece de articulaciones. Asi, es probable que la actividad inhibitoria de
dichos factores ante la condrogénesis, pudiera ayudar a prevenir la fusion de los elementos.
(Brunet et al., 1998; Spater et al., 2006b). Con esta informacion, se propone que las células
que expresan Gdf5 tienen la capacidad de mantenerse en los sitios de formacién de las
articulaciones, coexistiendo con sefiales involucradas en la diferenciacion condrogénica y
en el mantenimiento del estado indiferenciado (Koyama et al., 2008). De esta manera, se
sugiere que la formacion de la interzona pudiera darse por un balance de sefiales

condrogeénicas e inhibidoras de la condrogénesis.

En la region articular, se expresan Wnt4, Wnt16 y Wnt9a, los cuales tienen efectos
opuestos en la condrogénesis. Por un lado, la sobreexpresion de Wntda acelera la
maduracion de los condrocitos (Hartmann and Tabin, 2001) y por otro, la sobreexpresion
de Wnt9a inhibe la diferenciacion de cartilago y regula negativamente a Sox9 y Col Il e
induce la expresion de Cd44, Gdf5, Cordinay Wnt4 (Hartmann and Tabin, 2001). Ademas,

la via de Wnt, B-catenina, esta activa en las regiones presuntivas de la articulacion. Su
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bloqueo produce fusion de los elementos, mientras que el efecto de sobreexpresar la via
induce la expresion de Gdf5, Cordina y Fgfl8, los que podrian marcar el inicio de una
articulacion ectopica (Guo et al., 2004). De esta manera, las proteinas WNT de la interzona
actian de forma redundante para activar la sefializacion candnica en la formacion de una

articulacion.

Adicional a las funciones que tiene la matriz extracelular en los procesos de
diferenciacion, proliferacion y sobrevivencia, dentro de la interzona, ésta puede contribuir a
adquirir sus caracteristicas particulares. Las integrinas de la familia B1 son receptores de
adhesion a la matriz extracelular y se expresan en los condrocitos (Aszodi et al., 2003;
Grashoff et al., 2003). Su blogueo inhibe la formacion de condensaciones condrogénicas en
cultivos (Shakibaei, 1998). Se ha propuesto que, la inhibicion de la integrina a5p1 que se
expresa en el pericondrio, es la sefial inductora de la formacién de las articulaciones. La
inhibicion de la integrina a5B1, lleva a la expresion de las moléculas caracteristicas de la
interzona (Wnt9a, Ggf5, Cordina, Autotaxina y Col 1) (Fig.8). De esta manera, la
formacion de la interzona requiere que en la regién de los condrocitos en proliferacion y el
pericondrio la disminucion de la expresion de la integrina a5p1 (Garciadiego-Cazares et al.,

2004; Jacobson, 1997).
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Presencia de Integrina o.5p1
Il Ausencia de Integrina a5p1

Condrocitos en Proliferacion
Il Condrocitos Prehipertréficos
I Condrocitos Hipertroficos

proximal

Figura8. Modelo representativo de la formacion de las articulaciones. (A) Condensacion
condrogénica. (B) Condrocitos del centro de la condensacién dejan de expresar la integrina. (C) Se
expresan los marcadores de la interzona. (D) Los elementos esqueléticos se separan. El elemento
que queda en la region proximal se diferencia (E). Mientras que en la region distal se repite el
proceso (F) (Chimal-Monroy, et al 2005).

Muerte celular interdigital

La muerte celular programada (del inglés Programmed Cell Death) abreviado en
este trabajo (MCP) es un proceso genéticamente controlado en el que las células usan su
propia maquinaria en respuesta a un estimulo que las lleve a muerte, contribuyendo a
esculpir el tejido, regular el desarrollo y la homeostasis en organismos multicelulares

(Jacobson, 1997).

La regulacién de la MCP involucra varias rutas como la apoptética, la autofagia y la

necrosis programada, siendo entre todas estas, la apoptosis la mas caracterizada. Puede
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identificarse por cambios morfologicos incluyendo la fragmentacion nuclear y del ADN, el
ampollamiento de la membrana y formacion de los cuerpos apoptéticos. EI mecanismo de
activacion puede llevarse por dos vias. En la ruta extrinseca los mediadores son los
receptores de muerte de la superfamilia de los TNFR. Mientras que la ruta intrinseca o
autonoma se centra en la regulacion a nivel mitocondrial. Los miembros de la familia
BCL2 (Bax, Bak) actuan como factores pro-apoptoticos, que en su forma activa inducen la
liberacion del Citocromo C, Smac/Diablo, la proteasa de serina Omi/HtrA2, endonucleasa
G (endoG) y AIF de la mitocondria. La liberacién del Citocromo C al citoplasma permite
su asociacion con Apaf-1 y la pro-Caspasa9 formando el complejo del apoptosoma. El
apoptosoma tiene la funcion de activar a la pro- Caspasa9 a Caspasa9, con lo que en
cascada, se activan las Caspasas efectoras. AlF se transloca hacia el nicleo promoviendo la
condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN actuando de manera

complementaria a las Caspasas (Hong et al., 2004).

Finalmente, las dos vias convergen en la activacion de las proteasas conocidas como
Caspasas. Estas proteasas se pueden dividir en dos grupos: Caspasas iniciadoras (Caspasas,
Caspasa9 y Caspasal?2) las cuales, activan a las Caspasas efectoras (Caspasa3, Caspasa6 y
Caspasa7), que son las responsables directas del desmantelamiento de las estructuras

celulares (Nakanishi et al., 2001).

De acuerdo con la prueba de TUNEL vy la activaciéon de las Caspasas la muerte
celular que se lleva a cabo en el interdigito de ratén y de pollo es de tipo apoptética
(Garcia-Martinez et al., 1993; Nakanishi et al., 2001; Zuzarte-Luis et al., 2006). En el

interdigito, la inhibicién de las Caspasas 2, 3, 6 y 9 asi como el inhibidor de Apafl
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reducen parcialmente la MCP (Chautan et al., 1999; Jacobsen et al., 1996). Los ratones
mutantes en las Caspasas 1, 2, 3, 9 y 11 no muestran una supresion completa de la
apoptosis por lo que puede ser que, las Caspasas mediante rutas distintas pueden llevar a la
muerte de las células o también, puede coexistir un mecanismo alterno e independiente de

Caspasas mediado quiza por AIF (Kuida et al., 1998; Zuzarte-Luis et al., 2006).

La MCP en la extremidad de especies de digitos libres es un mecanismo
morfogénetico que contornea las areas pre y post axial y libera los dedos de las membranas
interdigitales (Fallon and Cameron, 1977; Hurle et al., 1996). En el embrién de pollo, las
zonas necrotica anterior (ZNA), necrotica posterior (ZNP) y la necrdtica interdigital (ZNI)
corresponden a regiones de muerte celular de tipo apoptética y ahora pueden ser referidas
como AAZ, PAZ y IAZ (Abarca-Buis et al., 2011). Mientras que en el raton, las regiones
de muerte celular son vistas mas tardiamente comparado con el desarrollo del pollo, las
células de la “foyer marginal” se encuentran en el margen de la AER y son parte del
mesénguima de la region preaxial y post-axial. Estas areas también son referidas como las
Zonas Necréticas Anterior y Posterior, respectivamente (Milaire, 1992). Defectos en la
muerte celular, puede resultar en un cambio en el patron digital como por ejemplo, un
aumento o disminucién en el nimero de dedos (polidactilias) o sindactilia (persistencia de

la membrana interdigital) incluso, la combinacion de ambos defectos.

En la extremidad posterior del embrién de pollo, la primera area de MCP es la ZNA
alrededor del estadio 22HH. Después, en el estadio 23HH, se evidencia células positivas, en
el parche opaco que esta situado entre las condensaciones de cartilago de la tibia/fibula.

Entre los estadios 27-28HH, es posible detectar la MCP en la ZNP. Finalmente, entre los
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estadios 29- 30HH, se observan células positivas en los interdigitos, desde el tercer
interdigito, continuando hacia el segundo y el primer interdigito. La MCP alcanza su
méaxima deteccion en estadio 31HH (Ferndndez-Teran et al., 2006; Zuzarte-Luis et al.,
2006) (Fig.7). Una vez superado este pico maximo, las células son eliminadas por células

vecinas (fagocitos) y/o por macrofagos competentes (Hurle and Hinchcliffe, 1978).

YY)

21HH 23HH 25HH 27HH 29HH J1HH
Posteriores ) 7
"\/ i,“\/ (IS
\
22HH 23HH 25HH 27HH 29HH 31HH

Figura7. Areas de muerte celular, en la extremidad anterior (A) y posterior (B) en el
pollo marcadas en color negro (Fernandez-Teran et al., 2006)

BMP en la muerte celular interdigital

La localizacion de varios miembros de la familia de las BMPs coincide con las
areas de MCP de la extremidad. De esta manera, la expresién de Bmp4 y Bmp7 coinciden
con las areas anterior y posterior. Mientras que, la expresion Bmp4, Bmp5 y Bmp7 se
observa en las areas interdigitales. La exposicién local por medio de implantacién de perlas
embebidas en BMP4, BMP5 o BMP7 puede inducir prematuramente MCP tanto en la

region anterior como en el interdigito (Abarca-Buis et al., 2011; Ganan et al., 1996;
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Zuzarte-Luis et al., 2004). Sin embargo, cuando la perla embebida en BMP se coloca
dentro del contexto condrogénico es decir, en los dedos, se promueve un crecimiento
exacerbado del cartilago (Macias et al., 1997). El efecto dual de las BMP puede deberse a
los receptores. Se ha demostrado que, la expresion del receptor BmpR1a esta localizada
preferentemente en el mesénquima indiferenciado, mientras que la expresion de BmpR1b se
encuentra en las condensaciones precondrogénicas. Aunque este argumento no es apoyado
por el fenotipo de los animales con ganancia o pérdida de funcién de los receptores, ya que
en ambos casos se afectan las condensaciones de cartilago y la muerte celular (Zou and
Niswander, 1996; Zou et al., 1997). Adicionalmente, el raton mutante para cada uno de los
receptores no presenta alteraciones en la extremidad. Mientras que, el doble mutante
Bmprla/ Bmprlb genera condrodisplasia (Yoon et al., 2005). Lo que implica que ambos

receptores tienen funciones en la MCP y en la condrogénesis.

Otra posibilidad de las causas de la funcion dual de BMP en el autépodo pudieran
atribuirse a su distribucién espacial. De acuerdo a esto, la actividad de BMP estaria siendo
controlada ya sea por el proceso de condrogénesis o de la MCP. De esta manera, la
aplicacion de BMP en la punta del dedo induce la expresion de Bmprlb y Sox9 con lo cual
se llega a la diferenciacion. Mientras que, la colocacién mas distal de la perla en la ZP,
lleva a la apoptosis, similar al resultado de colocar BMP en el interdigito. De esta manera
las células que expresan Sox9 y que ademas expresan Bmp serian susceptibles a la
condrogenesis, mientras que las células que no expresen Sox9 pero que si expresan Bmp
presentan MCP (Merino et al., 1998; Montero et al., 2008). Adicionalmente, la respuesta
diferencial de las células de la ZP a BMP puede estar condicionada a la regulacion por

otras vias de sefialamiento. Un ejemplo, es el blogueo de los receptores de FGF en el
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interdigito que lleva a la inhibicion de la muerte celular, esto contrasta con su actividad en
la sobrevivencia celular. Finalmente, esto indica que la actividad de BMP no es suficiente

para inducir la apoptosis interdigital (Montero et al., 2001; Pajni-Underwood et al., 2007).

La MCP mediada por BMP se favorece por un conjunto de factores. Estos
coinciden con las areas AAZ, PAZ y IAZ y son regulados positivamente por BMPs, entre
estos, los que destacan son los factores de transcripcion Msx. Msx1 y Mx2 se expresan en
las areas de MCP superponiéndose con las areas de expresion de Bmps y ademas pueden
ser inducidos por BMP4. Los mutantes talpid y diplopodia que se caracterizan por
presentar dedos extras, carecen de la expresion de Msx2 en las zonas anterior y posterior
del autopodo (Coelho et al., 1993). De manera interesante, en el embrién de pato la
expresion restringida de Msx2 a la regién distal, correlaciona con la MCP que se lleva a
cabo solo en dicha regién. Se ha propuesto que, su funcion es sensibilizar a las células para
que respondan al estimulo de BMP. Por si solos Msx1 y Msx2 no son capaces de inducir la

MCP.

Acido Retinoico (AR)

El raton mutante Hammertoe presenta muerte celular y sindactitlia, sus defectos
pueden ser rescatados si en la dieta de las ratonas prefiadas se incluye vitamina A (Ahuja et
al., 1997). Durante el desarrollo, el metabolismo de la vitamina A (Retinol) lleva a la
sintesis del AR (&cido retinoico). EI AR participa en la morfogénesis, diferenciacion,
crecimiento celular, la homeostasis tisular, organogénesis y la muerte celular (Mark et al.,

2009). EI mayor componente detectado con actividad bioldgica es el all-trans-retinoic acid
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(ATRA) producto del metabolismo realizado por la enzima RALDH2 durante la

embriogénesis (Pennimpede et al.,2010)

En detalle, el metabolismo del AR se lleva a cabo en el citosol. El primer paso es la
oxidacion reversible hacia retinaldehido y las enzimas ADHSs (aldehyde dehydrogenases) y
SDR (Short-chain Dehydrogenases) que catalizan la reaccion de forma reversible. El
segundo paso, involucra la oxidacion irreversible del retinaldehido a AR y las enzimas que
realizan este paso son las RALDHSs (Retinaldehide Dehydrogenases) (Duester et al., 2003;
Molotkov and Duester, 2003). El sefialamiento del AR se da a través de dos familias de
receptores nucleares: la familia RAR (Retinoic Acid Receptor) con tres isotipos
(RARaRARP y RARY) y la familia de los receptores de retinoides X (RXR) también con
tres isotipos (RXRa, RXRB y RXRy), que en su funcionamiento pueden formar
heterodimeros RAR/RXR. Los receptores AR actlan como reguladores transcripcionales y
son inducibles por unién al ligando. Una vez formado el complejo ligando-receptor, éste
actla como un complejo regulador de la transcripcién al unirse a RARE (Retinoic Acid
Response Elements). Sin embargo, los RXR también pueden actuar como homodimeros e
inducir la transcripcién via los elementos de respuesta a retinoides X (DR-1) o como
heterodimeros en los que participan receptores nucleares de diferentes familias (Idres et al.,
2002). Durante la formacion de los digitos se encuentran, los componentes de las vias de
sefialamiento del AR, incluyendo a Raldh2, los receptores RARS, RARy asi como Cyp26bl
que codifica para la enzima responsable de la inactivacion del AR. En el ratén, la doble
mutacion RARS/RARy afecta la apoptosis interdigital y produce sindactilia en el estadio
15.5. Resultado que indica la participacion del AR en la muerte celular interdigital (Dupe et

al., 1999; Ghyselinck et al., 1997). La expresion de Raldh2 asi como de RAR/ se localiza
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en el mesénquima interdigital, mientras que Cyp 26bl se expresa en los digitos. Podria
considerarse que limita la accién del AR a las regiones interdigitales (Zhao et al., 2010).
En el embrion de pollo, los tratamientos locales con all-trans-AR, induce la muerte celular
y regresion de la AER de manera prematura. Los antagonistas del AR producen sindactilia
en raton y en el pollo. En algunos casos, con la formacion de un dedo en la membrana
interdigital, lo que indica que adicionalmente, el AR tiene una actividad anticondrogénica
en las areas interdigitales (Hernandez-Martinez et al., 2009; Rodriguez-Ledn et al., 1999).
En el interdigito de pollo, el doble tratamiento AR/NOGGIN resulta en la inhibicion de la
muerte celular. EIl tratamiento simple con AR induce a Bmp7 con induccion posterior de
los genes Msx1 y Msx2 (Dupe et al., 1999; Rodriguez-Leon et al., 1999). Estos resultados
demuestran que la muerte celular interdigital inducida por el AR es mediada por BMP

(Rodriguez-Ledn et al., 1999).

El antagonismo observado entre el AR proveniente del mesodermo y FGF del
ectodermo, podrian explicar parte del mecanismo de la regresion interdigital. EI AR al
actuar negativamente sobre la via de sefialamiento FGF proveniente de la AER se ve
interrumpida la induccion de la expresion de Fgfrl y la fosforilacion de Erk1/2 afectando la
supervivencia de las células de la region distal. En contraste, FGF mantiene al tejido
interdigital, al inhibir la expresion de Raldh2 e incrementar la expresion de Cyp26bl
involucrados en la sintesis y degradacion del AR, respectivamente (Hernandez-Martinez et

al., 2009).
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Diferenciacion del mesénquima distal: patrén digital-interdigital

Las células de la ZP expresan Fgf1l0, Mkp3, receptores para Fgf, Msx2, Msx1, los
cuales en su conjunto, se han involucrado con su estado no diferenciado. La diferenciacion,
se da en la region proximal de la ZP y es positiva a la expresion de Sox9 que se observa
ampliamente en tanto en las areas presuntivas digitales como interdigitales. Después se
observa Unicamente en las areas que prefiguran los dedos. Esto sugiere, la existencia de un
componente que limita en las areas aledafias a los dedos, la permanente expresion de Sox9.
Esta idea es sustentada por la sensibilidad del tejido interdigital hacia las sefiales
condrogénicas. En el interdigito, el factor TGFB promueve la formacion de un dedo
ectdpico con la induccion de Sox9 en tan solo 30 minutos, al mismo tiempo, la expresion
de los factores que median la muerte celular Bmp4, msx1 y msx2 son inhibidos, indicando
que TGFP evita la muerte interdigital que ocurre normalmente y promueve la
condrogeénesis. El antagonismo entre los factores condrogénicos y de los de induccion de
muerte celular podrian definir las areas interdigitales y del cartilago a zonas particulares
(Chimal-Monroy et al., 2003; Ganan et al., 1996; Hurle et al., 1989; Ros et al., 1997). El
AR cumple una funcion antagénica a la condrogénesis, pues se ha demostrado que la
inhibicién del AR en el interdigito inhibe la MCP y lo que lleva a la formacion de un
cartilago ectopico, lo que indica una actividad de inhibicion de la condrogénesis por parte
del AR y activador de la MCP (Chimal-Monroy et al.; Rodriguez-Ledn et al., 1999). Esto
aporta evidencias de que las células del interdigito son muy maleables, dependientes de la
presencia de una o varias moléculas que las lleve hacia un destino en particular o hacia
otro. El balance de estas sefiales podria establecer el patron digital. Sin embargo, hasta el

momento, el establecimiento del patron digital es un enigma.
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Factores de transcripcion

Los factores de transcripcion tienen la funcion de regular la expresion génica,
activando o reprimiendo la transcripcion. Durante el desarrollo embrionario, su actividad o
inactividad desencadena una respuesta hacia procesos como la proliferacion, la
diferenciacion, la muerte o el crecimiento celular. También podemos encontrar a factores
de transcripcion con una alta capacidad de regulacion al actuar como decodificadores de
programas genéticos especificos permitiendo la organizacion y la identidad celular, es decir
son factores encargados de la formacion de patrones al permitir la division o subdivision de
grandes territorios en otros mas pequefios en los que las células tienen funciones con
caracteristicas Unicas y es en este contexto que los genes Iroquois(lrx, Iro) realizan sus

funciones.

Proteinas con homeodominio

Los genes Homeobox presentan en su secuencia de ADN una region conservada de
183 pb que codifica en la proteina el homeodominio equivalente a 60 aa y es el sitio de
unién al ADN que le confiere la actividad de regulador transcripcional (Cillo et al., 2001;
Gehring and Hiromi, 1986). En la escala filogenética estan ampliamente distribuidos tanto
en levaduras, animales y plantas que se han examinado hasta el momento. A los genes
homedticos se les han atribuido funciones importantes en la embriogénesis. La primera
funcién descrita de genes con homeodominio fue en el control de genes que regulan el plan

corporal, realizado por los home6ticos. Sin embargo, muchos genes home6ticos no son
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genes hox, es decir el homeobox es la secuencia motivo mientras que homedtico, es una
descripcion funcional para los genes que causan transformaciones homeoticas (Heffer and

Pick, 2013).

Las proteinas con homeodominio son indispensables en la organizacion de las
estructuras. Por ejemplo, la posicion de nuestros brazos y piernas en sitios adecuados a lo
largo del eje corporal, que le permiten cumplir su funcion. Ademas, el esqueleto de la

extremidad se encuentra ordenado en estructuras proximales, mediales y distales.

Factores de transcripcion Iroquois (Irx)

Entre los diversos tipos de homeodominio, los factores Irx se han clasificado dentro
de la superfamilia TALE (three amino acid loop extension por sus siglas del inglés). Son
genes con un homeodominio atipico, es decir tienen mas o menos de 60 aminoacidos. El
analisis de la estructura de la proteina muestra que los aminoécidos extra son acomodados
entre la hélicel y hélice 2. Entre los miembros de este grupo se encuentran el
protooncogen PBX1, los factores de transcripcion TGIF, MEIS1, PBC, NOX y el complejo

de los IROQUOIS (c-Iro) (Burglin, 1997).

Los genes Iroquois (Irx) se identificaron en Drosophila, en el proceso de formacion
de patrones de drganos sensoriales externos como son las cerdas y los pelos sensoriales
(Dambly-Chaudiere and Leyns, 1992; Leyns et al., 1996). Araucan (Irx1) fue el primero de

tres genes relacionados (araucan, caupolican y mirror) y su mutacion causa la pérdida de
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las cerdas laterales del mesotorax dorsal en Drosophila. La carencia de cerdas se debe a la
supresion de los genes proneurales Achaete- Scute que se expresan en el mesotorax dorsal,
dando como resultado la falta de las células de los 6rganos sensoriales (Cavodeassi et al.,

2001).

El c-lro no estd dentro de la definicién de los genes homeo6ticos clasicos. Sin
embargo, por su funcién pertenecen a la clase de genes que especifican territorios. De esta
manera participan en la formacion del prepatron y en la generacién de la identidad durante
el desarrollo. Su funcion recae en su patron espacial y temporal restringido y es
dependiente de otros factores de trascripcion de tipo prepatron (de la Calle-Mustienes et al.,
2005; Peters et al., 2000). En la mosca la expresion restringida de c-lro en la regién
proximal del disco imagal del ala contribuye a la subdivision del territorio, al especificar la
formacion del notum versus el notum medial, su expresion restringida es debida a la
cooperacion entre la sefializacion EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) y DPP

(Decapentaplegic) (Letizia et al., 2007).

Se asume que en mamiferos, un evento de duplicacion afect6 positivamente al grupo
ancestral de los Irx. De esta manera, se tiene al grupo A (Irx1, Irx2, Irx4) y el grupo B
(Irx3, Irx5, Irx6). Los pares Irx1/Irx2, Irx3/Irx5 tienen patrones de expresion similares,
mientras que la expresion del tercer gen Irx4 o Irx6 es generalmente mas divergente. En
algunos tejidos, los genes de un grupo o incluso de ambos grupos se expresan de manera
idéntica (Alarcon et al., 2008; Bellefroid et al., 1998; Bosse et al., 1997; Garriock et al.,
2001; Gomez-Skarmeta et al., 1998). En el caso de vertebrados, como el pez Cebra, se han

encontrado 11 genes que estan agrupados: IrxAa (Irxla, 2a, 4a) Irx1 Ab (Irxlb, 4b) Irx Ba
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(Irx3a, 5a, 6a) e Irx1 Bb (Irx3b, 5b) y un gen aislado zIrx7, similar al caso de mamiferos, la
duplicacion parece ser el origen de los 4 grupos (McDonald et al., 2010). En este estudio

fueron evaluados los genes Irx1 e Irx2 miembros del grupo A.

En Xenopus, para la induccion del tejido neural se requiere de la actividad de
antagonistas de BMP4. Sin embargo, se ha visto que el sefialamiento Wnt, por si solo puede
inducir el tejido neural, incluso en ausencia de antagonistas de BMP. En este contexto, se
sugiere que Wnt induce a Xirol que actla como represor en este sistema y esté seria el
mediador de la inhibicion de BMP4 en el ectodermo dorsal (Glavic et al., 2001). Durante la
organogénesis los Irxs definen los limites entre dos regiones. Por ejemplo, en la creciente
cardiaca Irx4 define los limites entre la region antero-posterior. De igual manera, en el
pulmon Irx1, 2, 3y 5 se expresan en el &rea distal. El tratamiento con oligos morfolinos en
células de pulmon, d& como resultado la formacién de tabulos proximales en la region que
daria lugar a la regidn distal (van Tuyl et al., 2006). En el cerebro posterior, la organizacién
del cerebelo estd dada por FGF8. En el inicio de su formacion, la expresion de Irx2
coincide con la region del labio rombico. Por lo que, se examind el efecto de la expresién
ectopica de Fgf8a y de Irx2 de manera individual en la regiéon del cerebro medio, estos
experimentos no produjeron cambios en la organizacion del romboencéfalo. Sin embargo,
cuando se expresa Irx2 en conjunto con Fgf8a se produce la formacion ectopica del

cerebelo (Matsumoto et al., 2004).

En la formacion de las extremidades de raton, pollo e incluso en las de humano, los
dos grupos Irx se expresan, lo que demuestra la conservacion de estos genes a lo largo de la

escala evolutiva. Generalmente, se ha demostrado que la expresion del grupo A se localiza
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preferentemente en la region digital, en las regiones del pericondrio y de las articulaciones,
mientras que el grupo B esté localizado en las areas interdigitales (Houweling et al., 2001;
Lebel et al., 2003; McDonald et al.; Zulch et al., 2001). Aunque, su funcién se desconoce
en la formacion de las extremidades, el raton mutante Ft (Fused toes) da una idea de su
posible participacion, en este raton, el grupo B de los Irx no ésta presente ademas de los
genes Fto, Ftm y Fts. Los animales homdcigos mueren entre los estadios 12 y 15dpc pero
se observa en sus extremidades condensaciones positivas a Sox9 en el eje dorso-ventral.
Los animales heterdcigos presentan sindactilias de las extremidades anteriores y la
formacion de los dedos se vea afectada por un aumento en la muerte celular en la zona
anterior-distal asi como cambios en la morfologia de la AER (Grotewold and Ruther, 2002;
Heymer and Ruther, 1999). Esto revela una posible participacion en los procesos de

condrogeénesis y de muerte celular.

JUSTIFICACION

Considerando que los factores de transcripcion Irx, tienen gran relevancia por su
conservacion entre las especies, ademéas de que el patron de expresion de los genes Irx1 y
Irx2 (Irx1/2) se observa en las areas presuntivas digitales, en el pericondrio y en las
articulaciones de la extremidad en varios organismos modelo, nos planteamos la
posibilidad de que puedan participar activamente en los procesos que llevan a la formacion
de los digitos y a la eliminacion de las areas interdigitales, pudiendo ser regulados por los
eventos condrogénicos y de MCP durante la formacion del autopodo en la extremidad

embrionaria del pollo.
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HIPOTESIS

Si la expresion de los genes Irx1 e Irx2 (Irx1/2) en los dedos y en los interdigitos son
dependientes del proceso condrogénico éstos seran regulados positivamente por TGFj

mientras que el AR inhibira su expresion.

OBJETIVOS

» Obtener el patron de expresion de Irxl e Irx2 en los diferentes estadios
embrionarios

» Conocer la regulacion de Irx1 e Irx2 por el factor condrogénico TGFp durante la
formacion de los dedos y en las areas interdigitales

» Conocer la regulaciéon de Irx1 e Irx2 por los factores involucrados en la muerte
celular (AR y BMP7) en las regiones interdigitales

MATERIALES y METODOS

Preparacion de factores

Se utilizaron perlas de heparina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y de affigel
(Bio-Rad Laboratories, 2000 Alfred Nobel Dr., Hercules, CA) para cualquiera de los
siguientes factores: TGFp (15, 25, 50 y 75 ng/ul), BMP (1pg/pl), NOGGIN (1pg /ul).
Todas estas proteinas se obtuvieron de la compafia Peprotech, México, México. De la
misma manera se utilizaron perlas de intercambio 16nico AGI-X2 (Sigma-Aldrich) para el
factor AR (5mg/ml) (Sigma-Aldrich) y para el inhibidor de los receptores de FGF
(SU5402 a una concentracion de 20mM) que se incubaron protegidos de la luz. Los

factores fueron incubados por 1 hora en cdmara himeda.
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Manipulacion del embriéon

Se emplearon embriones de pollo (Gallus gallus) white Leghorn (ALPES, Puebla,
México) incubados a 37°C y 70% de humedad. Los estadios embrionarios del desarrollo
del pollo fueron descritos previamente por Hamburguer y Hamilton (HH) (Hamburger and
Hamilton, 1992) y de acuerdo a esta tabla se utilizaron los embriones entre los estadios 23-

31HH.

Para manipular el embridn, el huevo se abrid y se retiraron las membranas externas.
Se abrid el amnios para exponer la extremidad posterior del embrién entre los estadios 23-
31HH. En la extremidad derecha se colocé una perla embebida en cualquiera de los
siguientes factores: TGFB, AR, FGF, BMP, NOGGIN y como control se utilizaron perlas
con PBS. Las perlas embebidas en las proteinas o en los farmacos reguladores de la muerte
celular y diferenciacion condrogénica se colocaron en el tercer interdigito y en la punta del
tercer dedo en los estadios 27HH y 29HH, mientras que los factores FGF8 y FGF10 v el
inhibidor SU5402 se colocaron Unicamente en estadio 24HH en la region posterior del
autopodo. Una vez realizado el tratamiento en el embridn, se sell6 el cascardn con cinta
adhesiva y se regreso el huevo al incubador. Los tratamientos tuvieron una duracién de 2, 4,
8, 12, 24 h. Transcurrido el tiempo, los embriones se procesaron de acuerdo con las
especificaciones para cada una de las siguientes técnicas: Hibridacion in situ,

inmunofluorescencia de caspasa-3 activa, tincion de rojo neutro y tincién de azul alciano.
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RT-PCR, Sondas e Hibridacion In Situ

Se aislé RNA de los estadios 26-30HH mediante el reactivo TRIZOL (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) que fue utilizado para obtener cDNA por medio de retrotranscripcion
reversa con el Kit First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) usando el oligo
(dT) primer de acuerdo con el protocolo de fabricante (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, USA). Los siguientes oligos se usaron para amplificar Irx1 (AJ238354),
oligos forward 5 -GCTCAATGAACACCGCAAG-3° y el oligo reverse 5'-
GTTGTGGTGA-GTGGCATGGT-3". El fragmento de 757pb se cloné en el vector pGEM
por medio del kit T-easy pGEM Vector System | (Promega, Madison, WI, USA). El
fragmento de Irx2 fue descrito previamente (Goriely et al., 1999). Se realizaron
comparaciones de las secuencias para verificar la autenticidad de los fragmentos de Irx1 e
Irx2 ademas se corrobor6 que no presentaran el homebox ni a la region Iro, de esta manera
se evitd la unidn inespecifica de la sonda. Las sondas de Bmp7, Sox9, y Colagena Il
(Colll), Gdf5 se describieron en (Chimal-Monroy et al., 2003) y WNT9a fue donado
generosamente por el laboratorio del Dr. Tabin. Las sondas utilizadas para hibridacién in
situ en embrién completo se marcaron con UTP-digoxigenin (Roche). De acuerdo al
protocolo previamente descrito (Ganan et al., 1998) para la hibridacion in situ, las muestras
se fijaron en 4% de paraformaldehido (PFA) y se deshidrataron en gradientes de
metanol/PBS, para volverse a hidratar hasta PBT (Phosphate Buffer Saline y Tween 20
0.1%). Posteriormente se trataron con 60ug/ml Proteinasa K por 25 minutos para Irx1,
Irx2, Gdf5, Wnt9a, Autotaxina y Col Il a 21°C; y 65 pg/ml Proteinasa K por 25 minutos a

25°C para Sox9. Las sondas se diluyeron en amortiguador de hibridacion y se colocaron a
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los embriones a 68°C. Los lavados post-hibridacion se realizaron a 70°C. El marcaje se

observo con el substrato para la fosfatasa alcalina BM purple (Roche Applied Science).

Tincion de muerte celular con Rojo Neutro y Tincion de cartilago con Azul
Alciano

En la tincion de rojo neutro, las extremidades obtenidas se lavaron en PBS frio y se
metieron en una solucion de 0.2% de rojo neutro/PBS. Una vez observada la tonalidad
deseada, las extremidades se fijaron en una solucion de PFA al 4% /CaCl, al 1% (pH7) y
después de 24 horas se deshidrataron en isopropanol y se aclararon en xilol para su

documentacién (Ganan et al., 1996).

En la tincion de cartilago las extremidades se lavaron en PBS por 10 minutos, se
fijaron en etanol seguido de acetona y se tifieron en una solucion de 0.3% azul
alciano/Alizarina roja al 0.1% por 24 horas en cada solucion. Las muestras se lavaron dos
veces por diez minutos con agua y posteriormente se trataron en una solucion de 1%
KOH/20% glicerol. Las tinciones fueron almacenadas en 50% glicerol/50% etanol para su

documentacion.

Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Se evalud la apoptosis en las extremidades entre los estadios 24-30HH, por medio
de la presencia de Caspasa-3 activa. Para lo cual, las muestras se fijaron en PFA y se
incluyeron en sacarosa 20% /PBS por 24hrs y después en sacarosa 30%/PBS en donde se

almacenaron hasta su procesamiento. Las muestras se cortaron en rebanadas de 50 micras
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en criostato. Se realizaron lavados con solucion de PBS albimina sérica al 1% y después se
agrego solucion de bloqueo (10% de suero de cabra en PBS) mas triton X-100 al 0.3%. Se
colocé el anticuerpo primario anti Caspasa-3 activa (Promega) en una dilucion adecuada en
solucion de bloqueo durante toda la noche a 4° C. Se retir6 el anticuerpo primario y se lavo
con una solucion de PBS albdmina al 0.1% Yy se colocé el anticuerpo secundario en una
dilucion 1:500 en PBS con 0.1% de BSA. Por ultimo se tifieron los nacleos en azul con

DAPI y las muestras se fotografiaron en el microscopio confocal DSU, Olympus.

RESULTADOS

Expresion de Irx1 e Irx2 (Irx1/2) y su correlacion con los eventos de
condrogénesis, y de muerte celular interdigital.

De acuerdo a la expresién de Irx1l e Irx2 (Irx1/2) reportada en el trabajo de
McDonald (2010). Estos genes se localizan en los digitos, en el pericondrio y en las
articulaciones por lo que son candidatos para su estudio en los eventos que llevan a la
condrogénesis. Como parte del primer objetivo, en este trabajo se corrobord por medio de
hibridaciéon in situ, el patron de expresién ya descrito. Se utilizaron extremidades
posteriores de pollo entre los estadios 24 y 31HH. Se observd que ambos son exclusivos del
autopodo y son coordinadamente expresados desde la region posterior hacia la region
anterior, iniciando en 24HH y hasta 31HH. Los sitios de expresiéon corresponden a los
digitos, las articulaciones y del pericondrio de los dedos (Fig. 9A-N). Realizamos una
comparacion entre Sox9 e Irx1/2. Los 3 genes son observados en las prospectivas zonas

digitales en los estadios 24 y 26HH. Sin embargo, mientras que Sox9 en el estadio 27HH
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se encuentra en las regiones presuntivas de los dedos, Irx1/2 se observan disminuidos de
estas regiones. Adicionalmente, con la formacion del interdigito son expresados. En estadio
28HH, la expresion de Irx1/2 es muy evidente en los interdigitos, mientras que en los
dedos, la expresion se restringe Unicamente a alrededor de las condensaciones digitales
(pericondrio) y las articulaciones. En estadio 29HH, en el interdigito se observd que
disminuye su expresion. En los estadios 30 y 31HH, se observd el mismo efecto de
disminucion pero ahora, en el segundo interdigito y que continda hacia el primero.
Previamente, se ha reportado cuales son los estadios en los que se lleva a cabo la regresion
de los interdigitos, esto mediante el colorante vital rojo neutro o con un marcador mas
preciso como es el TUNEL (Fernandez-Teran et al., 2006). Con ambas pruebas se mostro
que los interdigitos son positivos al marcaje. Este inicia en el tercer interdigito en estadio
29HH, y gradualmente entre los estadios 30 y 31HH, la marca se observa en el segundo y
en el primer interdigito. Nosotros, realizamos el seguimiento de la MCP con Caspasa 3,
que igual a las pruebas antes mencionadas detectan células positivas desde el estadio 29HH.
De esta manera, se observo que las areas positivas a Caspasa 3 son carentes de la expresion

interdigital de Irx1/2 (Fig.9D-G, K-N, R-U).
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Estadio

Irx1

Irx2

Figura9. Expresion de los genes Irx1/2 es regulada negativamente en el tejido interdigital y
coincide con el inicio de la muerte celular. Hibridacién in situ de Irx1 (A-G) e Irx2 (H-N) en los
estadios 24HH (A, H), 26HH (B, 1), 27HH (C, J), 28HH (D, K), 29HH (E, L), 30HH (F, M) y 31HH
(G, N), respectivamente. Los genes Irx1 e Irx2 son expresados coordinadamente en los tejidos del
interdigito, en los primordios digitales, articulaciones. Se muestra la expresion de Sox9 en estadios
24HH (0), 26HH (P) y 27HH (Q) para comparar la expresién de Irx1/2 en los estadios 24HH, 26HH y
27HH. La expresion de Irx1/2 (D-G y K-N) disminuye del tercer interdigito, mientras que la presencia
de células positivas a Caspasa 3 se evidencia en las zonas carentes de ellos (verde) 28HH (R), 29HH
(S), 30HH (T) y 31HH (U). Los cortes fueron realizados a 50 um. En las fotografias D, K, E, L, F, M,
G, N se colocaron cuadros indicando los sitios en donde fue analizada la actividad de la Caspasa 3
activa (R y U). El color rojo propio de Cy3 fue cambiado a color verde con el fin de obtener un mejor
contraste de las imagenes.

El AR regula negativamente la expresion de Irx1/2 antes de la MCP

En trabajos previos de Rodriguez-Leon y col (1999) se ha demostrado la actividad

del AR y BMP7 como potentes promotores de la MCP, en la regresion interdigital. Con la

idea de conocer si la restriccion de la expresion de Irx1/2 de los interdigitos, se asocia a la

MCP, se evalud su regulacion ante los factores inductores de la regresion interdigital. Para
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lo cual se colocaron perlas impregnadas con los factores pro-apoptéticos AR o BMP7 en el
tercer interdigito, en estadio 27HH. Se observé mediante hibridacion in situ, la regulacion
de la expresion de los Irx. El tratamiento con AR produjo la inhibicion de la expresion de
Irx1/2 esto fue visto desde las 8 h post-tratamiento (Fig.10A, B); mientras, el tejido fue
positivo a Caspasa 3, hasta las 12 h (Fig.10 D). Estos resultados indican que la regulacion
negativa de Irx1/2 debida al tratamiento de AR antecede a la muerte celular detectada por
Caspasa 3. Adicionalmente, los controles muestran que no fueron observadas células
positivas a Caspasa 3 con perlas bafiadas en PBS que fueron colocadas en el interdigito en

idénticas condiciones a como se menciond anteriormente (Fig.10 E).

En la regresion del interdigito, BMP7 es mediador del AR (Rodriguez-Ledn and et
al., 1999). Con el objetivo de conocer si la inhibicion causada por AR esta mediada por
BMP7, se realizaron tratamientos en el interdigito con BMP7, asi como con su antagonista,
NOGGIN. Estos tratamientos no cambiaron la expresion de los Irx, en los tiempos aqui
evaluados (Fig.10F-G, K-L). Estos resultados fueron corroborados al observarse que BMP7
induce MCP a las 12 h (Fig.10H-J) mientras que NOGGIN la inhibe (Fig.10 M-N).
Adicionalmente, otro tratamiento consistié en colocar dos perlas simultaneamente, una
embebida AR y otra con NOGGIN por 8 h en el interdigito. Con esto, se observé que la
expresion de Irx1/2 se mantiene inhibida (Fig.10 O-P) y también, este doble tratamiento
afect6 a la muerte celular interdigital en los tiempos evaluados de 8 y 12 h (Fig.10 Q-R).
Estos resultados confirman que el AR no necesita de la via de BMP7 para regular

negativamente a Irx1/2.
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Figura 10. Previo a la MCP, el AR independiente de BMP7, inhibe la expresion de Irx1/2. La
expresion de Irx1/2 en estadio 27HH en las extremidades posteriores del pollo después del tratamiento por 8
h en el interdigito con AR (A, B), BMP7 (F, G)) NOGGIN (K, L) y el doble tratamiento AR/NOGGIN (O,
P). La expresion de Irx1/2 es inhibida por AR pero no por BMP7. La muerte celular del tercer interdigito
fue evaluada con Caspasa 3 (verde). EI AR no induce la MCP a las 8 h pero si inhibe a Irx1/2 (A, B, C), sin
embargo, la MCP fue evidente a las 12 h (D). El tratamiento con BMP7 produjo poca marca de Caspasa3 y
no provocO cambios en Irx1/2 a las 8 h (H) siendo la MCP evidente a las 12 h (I). El tratamiento con
NOGGIN (M, N) y el doble tratamiento AR/NOGGIN (Q, R) inhiben la muerte celular mediada por BMP7
(M, Ny Q, R), sin embargo, solo el doble tratamiento inhibi6 a Irx1/2 (K, L y O, P). Perlas bafiadas en PBS
sin AR o sin BMP7 no indujeron muerte celular (E, J). Las muestras experimentales en A, B, F, G, K, L, O,
P se presentan en el lado izquierdo mientras que los controles estan del lado derecho. Las flechas negras
indican las areas de inhibicion de Irx1/2. Se observé autofluorescencia con las perlas de intercambio i6nico
que fueron utilizadas para el tratamiento de AR. EI color rojo natural del Cy3 usado para detectar Caspasa 3
activa fue cambiado a verde para mejorar las imagenes.
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El AR regula negativamente a Irx1 e Irx2 en la punta de los dedos

Como se ha mencionado, los Irx1/2 se expresan en las areas condrogénicas (Fig.9A-
N). EI AR tiene una funcion anticondrogénica cuando se coloca en la punta del dedo,
ademas de que en las células de la region de la ZP produce su muerte (Rodriguez-Ledn et
al., 1999). Realizamos tratamientos de AR en la punta del dedo, con el fin de conocer la
relacién entre la expresion de Irx1/2 con el proceso condrogénico. Los tratamientos con AR
inhibieron la expresién del marcador condrogénico Sox9 desde las 4 h (Fig.11A), siendo la
MCP evidente a las 12 h, evaluado con la presencia de Caspasa 3 (Fig.11B, C). Asimismo
Irx1/2, son rapidamente regulados de forma negativa desde las 4 h. Esta rapida inhibicion

de Irx dio pie a la idea de que hay una relacion de los genes Irx1/ 2 en la condrogénesis

(Fig.11D-E).
Caspasa3
Sox9
P
AR ’
A 4h B 4h @ 12h
RA Control

' Figura 11. El AR inhibe la expresion de Irx1/2

- ' ) ’ en la punta de los dedos. La expresion de Sox9

Irx1 . ’ '-‘ en las extremidades posteriores en estadio 27HH

después de las 4 h de tratamiento con AR (A). La

presencia de Caspasa 3 a las 4 h 0 12 h después

del tratamiento con AR en la punta del dedo (B,

D 4h C). La expresion de Irx1/2 después de 4 h de
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TGFp Regula la expresion de Irx1/2 durante la Condrogénesis

TGFpB y el AR tienen funciones antagonicas en la condrogénesis y en la MCP
(Chimal-Monroy et al., 2011). De acuerdo a la regulacién de Sox9 y de Irx1/2 observada
con el tratamiento de AR. Se evalu6 la capacidad de TGFp para inducir la expresion de
Irx1/2 en la region del interdigito. Un primer acercamiento consistio en colocar TGF en
estadio 28HH, que aln presentan a Irx1/2 en los interdigitos. Para lo cual, se bafiaron
perlas en el factor TGFB y se colocaron en el interdigito, esto dio como resultado la
inhibicion de la expresion de Irx1/2 desde las 4 h, mientras que el marcador condrogénico
Sox9 fue ampliamente inducido (Fig.12 A, B, C). Adicionalmente, se realiz6 el mismo
tratamiento pero en este caso en estadio 29HH, que tiene dos caracteristicas; la ausencia de
la expresion de Irx1/2 en el tercer interdigito y ademas, en este estadio TGFp puede inducir
a las células interdigitales a formar un dedo ectdpico. De acuerdo a esto, la expresion de
Irx1 se observé a las 21 h mientras que Irx2 a las19 h (Fig.12 G y H). Si se compara, la
expresion de Irx1/2 con Sox9 se observa que el area condrogénica positiva a Sox9 (Fig.12 D)
carece de la expresion de Irx1/2, los cuales se observaron alrededor del cartilago formado,
expresandose en la zona que corresponde al pericondrio (Fig.12 G y H). La formacion del
dedo ectdpico ocurre con la expresion de varios marcadores (Fig.12 D-E) que incluyen a
Sox9 y Col Il los cuales se indujeron a los 30 minutos y 16 h respectivamente, como
previamente se publicd (Chimal-Monroy et al., 2003). La colocacion de perlas de PBS en

el espacio interdigital no produce dedos ectopicos. Estos resultados en su conjunto indican
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que, Irx1/2 no son necesarios para inducir la condrogénesis, sin embargo el proceso

condrogenico puede inducir su expresion en los bordes del cartilago.

Tratamlento de TGFB en el tejido |nterd|g1tal

———OXT
A
e
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Figura 12. TGFp regula a Irx1/2 en una manera estadio-dependiente en el tejido
interdigital. La expresion de Sox9 y de Irx1/2 en el interdigito, después de 4 H de
tratamiento con TGFpB en estadio 27HH (A, B y C). Tratamiento de TGFf en el area
interdigital en estadio 29HH vy la regulacion de Sox9 a los 30 min (D) Col Il alas 16 h (E)
IrxLalas 19 h (G) e Irx2 a las 21 h (D). Un dedo ectdpico fue formado después de 4 dias
del tratamiento con TGFp (F).

Concentraciones de TGF-f$ modulan la expresion de Irx1/2

De acuerdo a los resultados observados en este trabajo, TGFB puede inducir la
expresion de Irx1/2 en el borde del cartilago. Decidimos evaluar si TGFp es necesario para
establecer la frontera de la expresion de Irx1/2. Para esto realizamos tratamientos de TGFj
a concentraciones de 12.5, 15, 25, 50, 75 ng/ul, por 21 h en el tejido interdigital. Se
encontrd que, la menor concentracion de TGFf tiene una menor capacidad de inducir la

condrogénesis, mientras que, la mayor concentracion produce una mayor area condrogénica.
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Se encontr6 que la expresion de Irx1/2 se observa siempre en el limite del area
condrogenica y es dependiente de la capacidad de TGF para promover la condrogénesis.
Entre mayor es la concentracion de la TGFp, la expresion de Irx1/2 es mas amplia. La

concentracion menor no logra inducir la expresion de ninguno de los dos Irxs (Fig.13).

TGFp (ng/pl)
12.5 25 50 75
y : /
It 1y .f / »
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Irx2 y J 7 ' f ol /
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Figura 13. La expresion de Irx1/2 se regula por TGFB de una manera dependiente de
la concentracion-. La expresion inducida de Irx1/2 en estadio 29HH en el interdigito
después de 21 h de tratamiento con TGFp. La dosis 12.5 ng/ul presenta una tenue induccion
de Irx1 (A y E). En la dosis de 25 ng/ul se observa alrededor del cartilago inducido (B, F).
En las dosis de 50 ng/ul (C, G) y 75 ng/ul (D, H) se observa la expresion méas abundante
alrededor del cartilago. Las flechas negras muestran la distancia de la induccion de 1rx1/2.

Adicionalmente, se evalud la regulacion de Sox9 e Irx1/2 en la punta del dedo en
estadio 27HH. Se utilizo la concentracion de 50ng/ul y se observé la regulacion en los
tiempos de 8 y 24 h. A las 8 h del tratamiento, TGFp logré ampliar la expresion de Sox9
en los dedos, incluso abarca parte del area interdigital. La expresion de Irx1/2 se observo
dentro del dedo como una linea transversal en la falange y que en su region mas distal es
carente de la expresién de Irx1/2, estd area correlaciona con la expresion de Sox9,

(Fig.14A-C). Después de 24 h de tratamiento, la expresion de Irx1/2 roded el cartilago
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positivo a Sox9, nuevamente marcando la zona del pericondrio (Fig.14D-F). Estos
resultados concuerdan con lo observado en el dedo ectdpico en donde también se observa
alrededor del cartilago inducido positivo a Sox9. Lo que indica que Irx1/2 no son necesarios
en el inicio de la diferenciacion condrogénica y que su expresion en el borde es

dependiente de la cantidad de células inducidas a formar condrocitos
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Figura 14. TGFp regula la expresion de Irx1/2 en la punta del dedo. El tratamiento de
TGFp en la punta del dedo en estadio 27HH, amplia la expresion de Sox9 a las 8 h (A) y 24
h (D), mientras que, la expresion de Irx1/2 se vio despues de las 8 h. El efecto observado
fue que TGFp inhibe la expresion de Irx1/2 sobre la perla, mientras que por debajo de ella,
la expresion se not6 como una linea transversal en la falange (B, C). Después de 24 h,

la expresion de Irx1/2 fue vista alrededor del cartilago inducido que tiene ahora una forma
alargada, comparar con (D).

Irx2 es regulado por el senialamiento de FGF

A partir del patron de expresion de Irx1/2, es claro que son ausentes en la region
indiferenciada distal que es dependiente de la actividad del sefialamiento de FGF.

Decidimos evaluar si la ausencia de Irxs en la ZP, es debida a la inhibicién producida por el
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sefialamiento de FGF. Debido a que en este trabajo se ha observado la regulacion
coordinada de Irx1/2, realizamos Unicamente el anélisis con Irx2. Se coloco el inhibidor
SU5420 especifico para los receptores de FGF en la ZP, en estadio 24 HH. Observamos
que este tratamiento no fue capaz de inducir ectopicamente a Irx2 en los tiempos de 2 h, 4 h,
8 h y que, mas bien provocé la activacion de la MCP, que se observé con Caspasa-3 activa
desde las 2 h a bajos niveles y que fue extendiéndose desde la region cercana a la perla
hacia la AER observandose una mayor intensidad de la marca a las 14 h (Fig.7A-H). Otro
acercamiento consistio en colocar FGF8 o FGF10 en la region de expresion de Irx2 en la
extremidad posterior en estadio 24HH, lo cual provoco la inhibicion de Irx2 a las 4 h con
FGF8 y a las 8 h con FGF10 (Fig.71-J). Estos resultados muestran que la inhibicion de FGF

no es suficiente para inducir a Irx en la region distal.

I-FGFR Irx2
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Figura 15. FGF regula negativamente la expresion de Irx2. Tratamiento en las extremidades
de estadio 24HH con el inhibidor de FGFR (I-FGFR) SU5402 y la expresion de Irx2 (A-D) e
inmunolocalizacién de Caspasa 3 después de 2 h 4 h y 14 h (F-H). La inhibicion del
seflalamiento de FGF no afecta la expresion de Irx2 (B-D), sin embargo promueve la muerte
celular desde las 2 h (F). La perla control embebida en PBS no promueve la muerte celular (E).
La expresion de Irx2 se disminuye despues de 4 h de tratamiento con FGF8 (I) y 8 h con
FGF10 (J).

54




INFORMACION COMPLEMENTARIA

De manera complementaria, durante mi proyecto de doctorado llevé a cabo tratamientos
con TGFp, los cuales recaen dentro del contexto de la formacion del dedo ectopico y que
tienen el fin de describir mejor su formacién. En particular, nosotros estamos interesados en
la formacion de las articulaciones y encontramos que, una buena manera de seguir como

esta se forma es durante la induccion del dedo ectopico.

Irx1/2 en la formacién de las articulaciones

Como se menciond en los antecedentes, se conoce muy poco acerca del origen e
induccion de una articulacion. Su ubicacion entre los elementos esqueléticos ha hecho
dificil, de conocer los requisitos a nivel molecular que se necesitan para su induccién. De
esta manera, nosotros realizamos un seguimiento temporal de la expresién de genes que de
alguna manera estan involucrados en la formacién de la articulacién, en este contexto
decidimos incluir a 1rx1/2 en nuestro estudio.

Encontramos que TGFp indujo a Sox9 a los 30 minutos. Gfd5, conocido como el
marcador de la articulacion, fue inducido desde las 16 h. Wnt9a fue inducido a lasi2h,
Fgfl0 a las 14 h y posteriormente autotaxina a las 16h. Los genes Irxs como se
describieron anteriormente se expresaron cercano a las 21 h. Mientras que Gli3 y Cd44 se
indujeron a las 24 h. Estos resultados muestran que los cada uno de los genes inducido

tienen una expresion diferencial durante el dedo en formacion (Fig.16).
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Figura 16. Organizacién temporal de la expresion de genes relacionados
con la formacion de las articulaciones. Se muestra la expresion normal en
estadio 29HH vy la expresion inducida durante la formacion del dedo ectopico.
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DISCUSION

La descripcion de la expresion de Irx1 en el autépodo de la extremidad posterior de
pollo por Mcdonald (McDonald et al., 2010), que ubica a Irxl en las regiones de los
digitos, del pericondrio, en las articulaciones y por debajo de la zona indiferenciada.
También, ése trabajo muestra una amplia expresion de Irx2. En este trabajo, nosotros,
complementamos la expresion descrita de Irx1/2. Estos se expresan coordinadamente,
siempre compartiendo las areas de expresion en los digitos, articulaciones y pericondrio
ademas, también son positivas las areas de los interdigitos. Su expresion tanto en las areas
digitales e interdigitales inicia desde la region posterior hacia la region anterior del
autopodo. Sin embargo, la expresion interdigital es temporalmente restringida, de posterior
a anterior, para permanecer unicamente en las articulaciones y pericondrio. Estos resultados
concuerdan con trabajos previos en los que se ha mostrado la expresion similar incluso
idéntica por parte de miembros de la familia, por ejemplo en los tejidos y érganos de raton

(Becker et al., 2001; Bosse et al., 1997; Houweling et al., 2001; Zulch et al., 2001).

De acuerdo a trabajos previos, se sugiere que la funcién de Irx1/2 puede estar
asociada a sus sitios de expresion (Cavodeassi et al., 2001; Lecaudey et al., 2005). En este
trabajo, evaluamos su regulacion bajo el contexto de los procesos que llevan a la
eliminacién de las membranas interdigitales y la formacion de los dedos. La progresiva
desaparicion de la expresion de Irx1/2 en las areas interdigitales a partir de los estadios 28-
31HH correlaciona con la deteccion de muerte celular en los interdigitos. Por esto,
decidimos evaluar su regulacién por los factores proapoptoticos. EI AR inductor de la

muerte celular y su mediador BMP7. Mientras que, el AR provoca la inhibicion de los
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genes Irx1/2, BMP7 no genera efecto alguno sobre ellos, incluso se evalud su regulacion
con el inhibidor de BMP, NOGGIN, sin embargo no produjo cambios. Esto indica que la
inhibicién de Irx1/2 producida por el AR es independiente del sefialamiento de BMP7. El
ARy el BMP7 inducen muerte celular y activan a Caspasa-3 y esta induccion es posterior a
la inhibicion de Irx1/2. Estos resultados podrian explicar parte del fenotipo encontrado en
las extremidades del mutante Ft que presenta muerte celular masiva con aumento de Bmp4,
Msx1/2 y Dkk componentes de la MCP. En otros modelos, como en Drosophila o Xenopus
los genes Irx pueden restringir a Msx1 o Bmp4 (Glavic et al., 2001; Villa-Cuesta and
Modolell, 2005). Esto sugiere que Irx1/2 pueden tener una funcion protectora ante la MCP
y que su regulacién negativa sea necesaria para que la MCP ocurra. De acuerdo a los
trabajos reportados, Irx3, Irx5 e Irx6 se expresan en las areas interdigitales, pudiendo
complementar su funcion protectora con Irx1 e Irx2 y estar directamente involucrados en la
regulacién de la muerte celular (Cheng et al., 2007; Houweling et al., 2001). En sistemas
como en el pez Cebra la eliminacién de los Irx da como resultado presencia de células
muertas en la region rostral en el sistema nervioso central. De la misma manera, mediante
el silenciamiento con morfolinos de Irx1, Irx2, Irx3 e Irx5 se incrementa la apoptosis en el

mesénguima de pulmén en ratén in vitro (Feijoo et al., 2009; van Tuyl et al., 2006).

Ademas de su funcion en la MCP, el AR tiene actividad anticondrogénica y la
capacidad de regular negativamente a Sox9 (Hernandez-Martinez et al., 2009; Rodriguez-
Ledn et al., 1999). Se observo en la punta del dedo, la inhibicion conjunta de Sox9 e Irx1/2
a tiempos muy cortos con el tratamiento de AR y similar a lo observado en el interdigito, la
inhibicidn de Irx1/2 precede a la presencia de Caspasa-3 activa. Estos resultados, dieron pie

para sugerir una regulacion positiva de Irx1/2 con la condrogénesis. TGFp es inductor de
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Sox9 y de la condrogénesis, incluso en un area ectopica como lo es el interdigito. También
TGFB, puede potenciar la condrogénesis en la punta del dedo. Con base en esto,
observamos una regulacion dual de TGFp sobre los genes Irx dependiente del estadio de
desarrollo. En estadio 27HH, TGFp indujo la expresion de Sox9 de manera exacerbada
expandiendose en el area interdigital, mientras los genes Irx1/2 fueron inhibidos a los
bordes del interdigito. En este mismo estadio, pero en la punta del digito, el tratamiento de
TGFp produjo que la expresion de Irx1/2 sea observada como una linea por debajo de la
perla y por arriba de la perla la expresion fuera inhibida. Esto puede ser reflejo de que en
tiempos cortos la expresion de Irx1/2 esta siendo ajustada en la regién distal. Al ser
dependientes de la induccion de la diferenciacion del cartilago promovido por TGFp, su
expresion sera localizada cuando el frente de diferenciacion se haya establecido y de esta
manera, su expresion se localizara en los bordes del cartilago. En estadio 29HH en el
interdigito, TGFB indujo a Sox9 a los 30 minutos junto a una cascada molecular
condrogénica teniendo como resultado la formacion de un dedo ectopico incluso con
formacion de una articulacion. Dentro de este sistema, Irx1/2 fueron inducidos después de
las 12 h observandose alrededor de la regidn positiva a Sox9. En la punta del dedo, el
tratamiento con TGFpB produjo alargamiento del dedo y fue positivo a Sox9. Similar a lo
encontrado en el dedo ectdpico, la expresion de Irx1/2 se encontré rodeando al cartilago
inducido. Al ser temporalmente expresados, posterior a la expresion de Sox9, nos hace
pensar que no son necesarios en la induccion de la condrogénesis. Puede considerarse que
la expresion de Irx1/2 en los limites de la condensacion, pudiera tener un papel protector
ante la PCD que se lleva a cabo en las areas interdigitales. Ademas, los resultados
mostraron que el rango de difusion de TGFpB evaluado por su capacidad de promover

condrogénesis puede demarcar la expresion de Irx1/2. Probablemente el frente de
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diferenciacion condrogénica sea antagonizado por un inhibidor condrogénico, lo que podria
explicar la formacion del pericondrio. Con base en esto, proponemos que la expresion de
Irx1/2 durante el desarrollo de los digitos se encuentra delimitando las regiones del
cartilago y no cartilago. Asimismo dentro del dedo ectdpico observamos que la expresion
de los genes Irx1/2 coinciden con la expresion de genes estrechamente relacionados a la
interzona. De esta manera, Irx1/2 en la region proximal del dedo también podrian delimitar
dos zonas, la region entre el cartilago y en este caso la interzona pudiendo también tener
una funcidn protectora en esta region, la cual seria necesaria para retrasar la muerte celular,

que se lleva a cabo en el proceso de cavitacion de la articulacion (Ito and Kida, 2000).

En este trabajo también encontramos que Irx1/2 son excluidos de la regidn
indiferenciada distal mantenida por la AER, la cual tiene la funcion crucial en mantener las
caracteristicas de dicha poblacion de células, esto mediante el sefialamiento de FGF
(Crossley et al.,, 1996; Fernandez-Teran and Ros, 2008; Lewandoski et al., 2000).
Intentamos inducir la expresion de Irx2 de manera ectdpica hacia la region distal. Sin
embargo, la inhibicion de FGF produjo en las células desde las 2 h la activacion de
Caspasa-3 y el marcaje fue aumentando conforme el tiempo. Este efecto no permitié
observar la regulacion de Irx2. La aplicacién de FGF8 o de FGF10 inhibe la expresion de
Irx2. Es probable que FGF8 inhiba la expresion directamente y que FGF10 lo haga

mediante la regulacion indirecta de FGF8 (Liu et al., 2002).

La expresion de Irx1/2 y su regulacion coordinada tanto en las areas digitales e
interdigitales corrobora los trabajos en donde describen su co-regulacién (de la Calle-

Mustienes et al., 2005), estos trabajos indican que en el genoma existen potenciadores,
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dentro del grupo que acttan de manera preferente sobre los dos primeros genes, lo que
produce una regulacion similar para ellos. EI mecanismo crea regiones reguladoras
dependientes del estadio y del tejido, pero que se han conservado a lo largo de los

vertebrados.

’L
4
‘pmp.. ...... ,rx,’ /2

Figura 17. Modelo de interacciones que muestra la regulacion de Irx por RA, TGFp y
FGF. Representacion esquematica de la regulacion de la expresion de Irx1 e Irx2 (Irx1/2)
en las regiones digitales (azul) y regiones interdigitales (amarillo). La expresion de Irx1/2
en los digitos se localiza en el pericondrio. En el interdigito, las lineas punteadas sugieren
una inhibicion BMP4 y quizas de Bmp7 y Msx (no mostrado) producida por la proteina
IRX basados sobre los reportes en la literatura de (Glavic et al., 2001; Villa-Cuesta and
Modolell, 2005). Mientras que el AR induce a las proteinas BMP e inhibe a los genes Irxs.
La expresion de Fgfl0 promueve la expresion Fgf8 el cual inhibe a Irx1/2.
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CONCLUSIONES

Los siguientes resultados obtenidos durante el presente trabajo respaldan la hipotesis

propuesta de este trabajo:

La expresion de Irx1 e Irx2 se presenta en los interdigitos. Esta informacion es adicional a
su expresion digital, demostrada previamente por Mcdonald et al 2010. Su expresion los

vincula a los procesos de condrogénesis y de muerte celular.

Se demostrd, en el tercer interdigito que el AR involucrado en la MCP inhibe
rapidamente a Irx1 e Irx2 (8h) mientras que la activacion de Caspasa 3 lleva mas tiempo

(12h). Asi, la inhibicion de Irx1 e Irx2 precede al proceso de MCP.

Se demostro que el factor condrogénico TGFp regula a Irx1 e Irx2. Estos genes responden
de acuerdo al estadio en el que se encuentre de la extremidad. En 27HH, TGFp produce su
inhibicidn (4h) debido al ajuste del area condrogeénica. En estadio 29HH, en el que ya estan
definidos los cartilagos, la expresion de Irx1 e Irx2 se encuentran alrededor del dedo en
formacion (en tiempos cercanos a las 24h), incluso este mismo efecto es visto en el dedo

ectdpico. Esta regulacion fue similar para ambos genes.

Adicionalmente, los tratamientos de TGFf a diferentes concentraciones en el interdigito
por 21h, indujo la expresion de Irx1 e Irx2 y nos dio evidencias del modo en que estos son
regulados, a mayor concentracion de TGF3 mayor area condrogénica y en sus limites se

observa la expresion de Irx1 e Irx2.

62



Finalmente, siempre observamos una similar regulacion de Irx1 e Irx2 ante los factores

apotdticos y condrogénicos
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