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RESUMEN

La formacion de los tendones en las en las extremidades en desarrollo es un paradigma para
entender la diferenciacion celular. El linaje tenogénico se origina a partir de las células
mesenquimales localizadas entre el ectodermo y los elementos esqueléticos en formacion.
Durante el desarrollo del sistema musculoesquelético, las vias de sefalizacion WNT/p-
catenina y TGFB/SMAD juegan papeles importantes en la morfogénesis de los tejidos a través
de procesos de proliferacion, diferenciacion y muerte celular. La sefalizacion WNT/j-
catenina inhibe la diferenciacion del cartilago y, esta involucrada en la especificacion del
tejido conjuntivo. La sefalizacion TGFB/SMAD es necesaria para el mantenimiento y
reclutamiento de células del linaje tenogénico. Sin embargo, es poco claro como se integran
las senales que regulan la diferenciacion de los tenocitos, debido a que Scx, el marcador mas
temprano de los tendones se expresa aun en ausencia de TGF. Por lo tanto, el objetivo de
este estudio fue determinar en el modelo de desarrollo de extremidad in ovo la relacion entre
las vias de sefnalizacion WNT/B-catenina y TGF( sobre la induccién de los tendones utilizando
como marcador el factor de transcripcion Scx. Se realizaron tratamientos con las proteinas
WNT3A, DKK1 y TGFB1, asi como los inhibidores de la via TGFB, SB431542 y SIS3 en una
zona presuntiva tenogénica del autopodo del pollo. Adicionalmente, se realizaron cortes
histologicos para analizar los cambios en la expresion de Scx, Axina2 y N-Myc en todo el
espesor del mesénquima. Los resultados mostraron que WNT3A inhibe la expresion de Scx,
mientras que DKK, antagonista de la via, induce a Scx aun en presencia de los inhibidores
de TGF. El analisis en los cortes histolégicos de las hibridaciones in situ evidencié que
TGFB1 regula diferencialmente los genes blanco de la via candnica de WNT. Adicionalmente,
el analisis de los cortes de las hibridaciones in situ de Scx evidenciaron que, mientras que
con los tratamientos de WNT3A y TGFB1 se observa un efecto restringido al mesénquima
que se encuentra en contacto con el ectodermo, el tratamiento con DKK1 pudo inducir Scx
en todo el espesor del mesénquima. En conclusion, para dar inicio al programa de
diferenciacion tenogénica, la inhibicion de la actividad de WNT/B-catenina es necesaria y
suficiente; adicionalmente a la induccion necesaria mediada por TGFB/SMAD para mantener

el estado de diferenciacion de los tenocitos.



ABSTRACT

Tendon formation in developing limbs is a paradigm for the understanding of cell
differentiation. Tenogenic lineage arises from the mesenchymal cells located between the
ectoderm and cartilage. During musculoskeletal development, WNT/B-catenin and
TGFB/SMAD signaling pathways direct tissue shaping by the processes of proliferation
differentiation and cell death. It is known that WNTp-catenin signaling inhibits cell
differentiation; at the same time, it is a requirement for the specification of connective tissue.
On the other hand, TGFB/SMAD is necessary for the maintenance and recruitment of the
tenogenic lineage cells. However, it is unclear if both signals are integrated to induce tenocyte
differentiation because Scx, the earliest marker of tendons, is still expressed in the null
mutants of TGFB. Therefore, the relationship of the WNT/B-catenin and TGF@ signaling
pathways on the induction of the Scx transcription factor was studied in ovo model of limb
development. Thus, treatments with the proteins WNT3A, DKK1, and TGFf31 were used, also
the TGFB inhibitors SB431542 and SIS3 small molecule compounds in a presumptive
tenogenic zone of the chicken autopod. Changes in Scx expression are evaluated by whole
mount in situ hybridization. Furthermore, sections were used to analyze changes in the
expression of Scx, Axin2, and N-Myc throughout the thickness of the mesenchyme. Results
showed WNT3A inhibits the expression of Scx, while DKK, an antagonist of the pathway,
induces Scx even in the presence of TGFB inhibitors. The analysis of the sections of
hybridizations in situ shown that TGFf1 differentially regulates the target genes of the WNT
canonical pathway. Furthermore, the analysis of the sections of the in situ hybridizations of
Scx showed that treatments of WNT3A and TGFB1 had a restricted effect on the mesenchyme
that is in contact with the ectoderm. In contrast, DKK1 treatments could induce Scx in the
entire thickness of the mesenchyme. In conclusion, to initiate the tenogenic differentiation
program, the inhibition of WNT/B-catenin activity is sufficient and necessary, while

TGFB/SMAD is necessary but not sufficient to maintain the expression of Scx.



INTRODUCCION

Los tendones son tejidos conjuntivos que transmiten la fuerza que generan los musculos
hacia los huesos. A lo largo de su extension y dependiendo del tejido del que estén cerca,
los tendones se encuentran sometidos grandes cargas de tensidén, compresion y corte. Estos
tejidos soportan las cargas debido a que se componen predominantemente de matriz

extracelular (MEC) (Benjamin and Ralphs, 2000).

Los tendones son estructuras planas que conectan los musculos con los huesos.
Anatdomicamente, las uniones miotendinosas pueden consistir en fibras de colagena de los
tendones que se insertan entre los vientres musculares, o como laminas de fibras que se
insertan en las superficies o intercaladas con las fibras musculares formando estructuras
ovales, mientras mas cerca estan del hueso, se vuelven mas aplanados. Esto sugiere que
existe una asociacion directa entre el patrén de transmision de fuerzas y la composicion
anatomica y molecular del tejido conjuntivo (Kalson et al., 2015; T. et al., 2003). En etapas
postnatales, el médulo elastico de los tendones en el pollo adulto incrementa 40,000 veces

respecto a los tendones fetales (Schiele et al., 2013).

En general, los tendones no estan calcificados, sin embargo, pueden contener nédulos éseos
especialmente en los huesos de las extremidades inferiores y en las capas profundas de las
inserciones de los tendones fibrocartilaginosos, especialmente en humano y pollo (Benjamin
et al., 2006; Dennis and McKinney, 1990) (Fig. 1). La mineralizacion de los tendones se
previene por la expresion del factor de transcripcion Msx1/2 (Yoshizawa et al., 2004).
Recientemente se ha generado mucha informacion acerca de la relacion entre el cartilago y

el hueso, y en menor grado se ha obtenido informacioén relevante para comprender la



reparacion de los tendones (Felsenthal et al., 2018; Sugimoto et al., 2013; Zhang and Chang,

2003).

Figura 1. Vainas sinoviales asociadas a los tendones de
la mufieca y la mano. Como se demuestra en los
especimenes inyectados con colorante azul. Notese la
presencia de las vainas rodeando los tendones flexores
digitales (FT), y su ausencia en relacion con los tendones
extensores (ET). En ambos lados, extensor (a) y flexor (b),
las vainas sinoviales se extienden mas alla de los limites de
la retinacula de la mufeca (R) para permitir la excusion
longitudinal de los tendones. La bursa palmar es evidente
en (b). (c) Los tendones flexores digitales (FT) entran al

tunel creado por el flexor fibroso Tomado de: Where

tendons and ligaments meet bone: Attachment sites
(‘entheses’) in relation to exercise and/or mechanical load. (Benjamin et al., 2008). (d) Representacion esquematica de los

ligamentos de la mano. Tomado de: A.D.A.M. Student Atlas of Anatomy. (Olson and Pawlina, 2008).

Estructuralmente, el componente principal de la MEC de los tendones es la Colagena tipo |
que presenta una organizacion de fibras orientadas paralelas al eje de los tendones. En
menor abundancia, se encuentran las colagenas fibrilares lll y V, asi como las colagenas no
fibrilares Xll y XIV, también conocidas como FACIT (por sus siglas en inglés fibril-associated
collagens with interrupted triple hélices) son importantes para la formacion de fibrillas,
crecimiento y el mantenimiento de la integridad de los tendones. El ensamblaje de los
componentes de la matriz depende de fibras intersticiales que facilitan la formacion de

puentes entre las fibrillas y otros componentes de la MEC. Entre los componentes de la matriz
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interfibrilar se encuentran los proteoglicanos como Biglicano, Decorinay Lumicano (Edom-
Vovard and Duprez, 2004). La proteina Tendomodulina (TNMD), es un proteoglicano
transmembranal que se expresa en los tejidos conjuntivos densos como los tendones,
ligamentos, epimisio del musculo esquelético, cornea y esclera (Brandau et al., 2001;
Shukunami et al., 2001; Shukunami et al., 2006). Diversos estudios han demostrado que la
TNMD, regula la proliferacidn celular y la organizacion de las fibras de los tendones (Docheva
et al., 2005). Estudios mas recientes han demostrado que la TNMD regula la autorenovacion
y la senescencia de las células precursoras de los tendones sugiriendo un papel importante
en el nicho de células progenitoras de los tendones a través de la remodelacion de la MEC

(Alberton et al., 2015; Yin et al., 2019).

Los tenocitos, se consideran un grupo de fibroblastos especializados que, tipicamente se
encuentran organizados en filas en sentido longitudinal en asociacion con las fibras de
colagena (Passerieux et al., 2007). En la década de 1990, se describio la existencia de una
“memoria celular” debido que los fibroblastos aislados de los tendones, la cornea y piel en
etapas fetales, aun bajo las mismas condiciones de cultivo, adoptan una organizacion
semejante a la que tienen dentro del tejido del que fueron extraidas Sugiriendo que las
células adquieren informacion en su contexto embrionario que se mantiene hasta etapas

adultas y que, puede ser recreada en cultivos in vitro (Doane and Birk, 1991).

Marcadores moleculares de los tendones
Para rastrear selectivamente a los tenocitos a lo largo de todo el desarrollo embrionario, se
han usado marcadores moleculares como Thmd y Tenacina-C (Tnc), que aunque se

expresan fuertemente en los tendones, también se encuentran en los musculos (Kardon,



1998; Martini and Schachner, 1991). Debido a que Tnmd y Tnc, se expresan cuando los
tenocitos ya se han diferenciado, son marcadores que han resultado utiles para esclarecer
los procesos del ensamblaje del sistema musculo esquelético, cuya coordinacion depende
directamente los factores de crecimiento fibroblastico (FGF) 4 y 8, y de la proteina
morfogénetica de hueso (BMP) 4 (Brentet al., 2003; Edom-Vovard et al., 2002; Edom-Vovard
and Duprez, 2004; Havis et al., 2016; Schweitzer et al., 2010; Tozer and Duprez, 2005).

Sin embargo, para explicar el origen de las células precursoras de los tendones, se ha
propuesto otros marcadores que se expresan en etapas que anteceden al depdsito de MEC.
Entre los cuales se reconocen Scleraxis (Scx) y Mohawk (Mwx), al receptor efrinico Cek-8, a
los factores de respuesta temprana al crecimiento Egr1 y Egr2 (Anderson et al., 2006;
Cserjesi et al., 1995; D’Souza and Patel, 1999; Gaut et al., 2016; Lejard et al., 2011a; Patel et

al., 1996; Schweitzer et al., 2001; Suzuki et al., 2016).

El factor de transcripcion HLHb Scx se considera el marcador molecular mas temprano para
identificar las células precursoras de los tendones y ligamentos en todas las etapas del
desarrollo (Cserjesi et al., 1995; Schweitzer et al.,, 2001). Aunque este marcador no es
exclusivo para tendones y ligamentos ha resultado ser de gran utilidad para elucidar los
mecanismos involucrados en el desarrollo y reparacion de los tendones (Brown et al., 1999;
Pryce et al., 2007). SCX regula positivamente la trascripcion de Col7a1 (Furumatsu et al.,
2010; Léjard et al., 2007; Murchison et al., 2007), y Tnmd (Shukunami et al., 2018). Ademas,
Scx también se expresa en discos intervertebrales, articulaciones y el cartilago en
inserciones tendinosas y ligamentosas (Brent et al., 2003; Sugimoto et al., 2013). En etapas
adultas, Scx es necesario para la reparacion de los tendones y el estado diferenciado de los

tenocitos (Sakabe et al., 2018).



En el ratbn mutante nulo de Scx mostré un fenotipo severo de tendones de acuerdo con su
longitud y funcion. Los tendones mas afectados fueron los extensores, que se tratan de
transmision de fuerza de la cola y las extremidades y, los tendones intermusculares. Mientras
que los tendones de anclaje se afectaron moderadamente. Interesantemente, en los flexores
se observo reduccion del tamaio y desorganizacion de las fibras, mientras que los de anclaje
0seo, como los intervertebrales y los ligamentos cruzados, se afectaron ligeramente
(Murchison et al., 2007). La afectaciéon deferencial los tendones muestra que hay una
regulacion diferencial para establecer de la identidad de los tendones y ligamentos, a partir
de los mismos precusores; sin embargo, Scx es un marcador que se expresa tanto en

ligamentos como en tendones.

Poco después de iniciar la expresion de Scx en las células precursoras de los tendones, Mwx
se expresa en zonas que se sobrepone con las zonas de expresion de Scx (Anderson et al.,
2006). Con el mutante de Mwx se demostré que este gen es fundamental para regular la
sintesis de la MEC de los tendones (lto et al., 2010; Liu et al., 2010; Liu et al., 2015) y en su
ausencia se observan calcificaciones heterdpicas en el tendon de Aquiles (Suzuki et al.,

2016).

La expresion de Cek8 se observa en las condensaciones de células asociadas con la
formacioén de los tendones, conforme avanza el desarrollo la expresion de Cek8 se restringe
a las zonas donde los tendones se insertaran dentro del cartilago (Patel et al., 1996). Se ha
propuesto que Cek8 esta involucrado en coordinar senales dependientes del contacto célula-
célula durante la tenogénesis, tales como la direccion topografica de la proyeccién de

estructuras citoplasmaticas de los tenocitos (D’Souza and Patel, 1999).



Los mutantes de factores Egr1y Egr2, son reguladores directos de la colagena | en las etapas
posnatales de ensamblaje de las fibras de colagena miotendinosa y en los procesos de
reparacion (Gaut et al., 2016; Guerquin et al., 2013; Lejard et al., 2011b). Si bien no tienen un
fenotipo severo de tendones, se ha visto que ademas de la reduccion de colagena, también
reduce la expresion de otras moléculas asociadas como Tnmd, Fmod, Dcn y Scx, necesarias
para la integracion del sistema musculo esquelético (Alberton et al., 2015; Lejard et al., 2011a;

Yoshimoto et al., 2017).

En el desarrollo embrionario, expresion espaciotemporal de todos estos marcadores son
coordinados por medio de “morfogenos” o superfamilias de proteinas que estan constituidas

por factores de crecimiento y diferenciacién, como las vias de sefnalizacion TGFB y WNT.

Vias de senalizacion implicadas en el desarrollo de los tendones

Para determinar extension del efecto producido por la activacion de las vias de senalizacion
en las células blanco deben considerarse siete variables. Primero, es el nivel de expresion
del ligando por la fuente, que esta altamente regulada por muchos elementos contextuales.
Segundo, el subtipo del ligando cuya respuesta va a variar dependiendo de la afinidad que
tenga al receptor. Tercero, el control de los ligandos por proteinas de la matriz que forman
gradientes de difusion. Cuarto, los mediadores de la liberacion de los ligandos mediante
cambios conformacionales comunmente dirigidos por contactos por integrinas. Quinto, la
disponibilidad de proteinas antagonistas. Sexto, la presentacion de ligandos que exponen a
los receptores. Y por ultimo, la combinacién de los receptores que se expresan (Massague,
2012). Sin embargo, el destino celular que adquiera una poblacion celular en respuesta a esa

sefial depende unicamente de la historia en el desarrollo de esa poblacion celular.



Via de senalizacion TGFB/SMAD

Los efectos de TGFf3 pueden ser muy diferentes e incluso opuestos dependiendo del tipo
celular y las condiciones de estudio. Aunque la via es relativamente simple, la identificacion
de componentes, reguladores y la activacion de vias alternas llevé a la conclusion de que el
contexto celular es quien dicta la funcionalidad de la respuesta (Massagué, 2012).

La superfamilia de los TGFB estd compuesta por tres familias: los TGFBs, las
activinas/inhibinas y las BMPs. Los TGFB han mostrado tener una gran variedad de
respuestas en la morfogénesis, desde el desarrollo embrionario temprano la proliferacion,
diferenciacion, apoptosis y la sintesis de matriz extracelular (Massagué, 2012).

En mamiferos y aves existen tres isoformas TGFB1, TGFB2 y TGFB3. La via de sefalizacion
TGFp se inicia con la union de un ligando TGFB a un receptor tipo Il (TBRII), que forma un
complejo de receptor serin/treonin cinasa se compone de dos receptores tipo Il y dos
receptores tipo I. En humanos existen siete receptores tipo | y cinco tipo I, la interaccion
entre las superficies moleculares determinan la especificidad de los pares de receptores,
TGFB se une exclusivamente al receptor tipo | (también conocido como cinasa Activin
receptor-Like kinase 5 o ALK5) y el TGFBR2. Mientras que las Activinas, la inhibina Nodal y
las BMP comparten los receptores de Activina 2A (ACVR2A) y ACVR2B. Las Activinas y
Nodal comparten el receptor tipo | ACVR1 (también conocido como ALK2) y ACVR1B
(también conocido como ALK4) y ACVR1C (también conocido como ALK7), mientras que
BMPR1A (o ALK3) y BMPR1B (o ALKG) actuan como los receptores tipo 1 de las BMP. Y por
ultimo, ACVRL1 (o ALK1) actua como receptor tipo 1 para BMP9 y BMP10, aunque se ha
visto que también puede ser activado por altas concentraciones de TGFB (Pardali et al.,

2010).
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La transduccion de la sefal ocurre debido a que la unién de TGFf induce que TBRII fosforile

a TBRI, el cual puede a su vez activar cofactores de unién a ADN, co-activadores y co-

represores. La activacidon de TBRI a su vez activa las proteinas Smad2 y Smad3, la

fosforilacion de estas proteinas promueve la oligomerizacion con Smad4, que es necesaria

para activar la expresiéon de los genes blanco (Massagué, 1998). La activacion génica

mediada por SMADS requiere de los coactivadores como CBP y p300, mientras que la

represion ocurre por la interaccion con los correpresores nucleares SnoN y Ski (Band and

Laiho, 2012; Gareth J Inman et al., 2002; Stroschein et al., 1999).

Skil

(Smad4) ﬂl—'Smad7
200003EEN000000

Figura 2. Regulacion de la via de sefalizacion TGF/Smad
por Ski and SnoN. En ausencia de TGF@, las poteinas Ski and
SnoN interactian con Smad4 para inhibir la expresién de los
genes blanco de TGFB, como Smad7 and Skil, mediante la
union de la HDACs a sus promotores. Después, TGF induce
la fosforilacion de las proteinas Smad2/3 para formar un
complejo con R-Smad/Smad4 y, asociarse con factores de
transcripcion especificos y otros cofactores para modular la
expresion de sus genes blanco. Tomado de: Transcriptional
cofactors Ski and SnoN are major regulators of the TGF-
B/Smad signaling pathway in health and disease. (Tecalco-
Cruz et al., 2018).

Existen otros elementos que regulan tanto la activacién genética por SMAD, asi como el

recambio de moléculas SMAD en los complejos de transcripcion. La regulacidén negativa es

provista por SMAD7, cuya expresion es inducida por SMAD, y esta a su vez recluta SMURF
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para la poliubiquitinaciéon y subsecuentemente a la degradacion por endocitosis de los
receptores de TGFf3 (Massagué, 2012).

En tejido adulto, TGF[3 esta estrechamente asociado a la formacion de tejido conjuntivo por
su capacidad de formar matriz extracelular en procesos normales y en la fibrosis (Massagué,
2012; Wu et al., 2016). Por otro lado, los procesos como diferenciacion, proliferacion y
apoptosis en el desarrollo del sistema musculoesquelético se coordinan a través de la
regulacion y la funcion de la senalizacion TGF.

En los embriones de pollo, los ARNm Tgf31, Tgf32 y Tgf33 colocalizan en la notocorda, el
tubo neural, el dermomiotomo, el esclerotomo y el mesodermo lateral (Fig. 3). En la
extremidad embrionaria de pollo, TgfB2 se observa desde etapas tempranas (19-22HH) en
toda la extension del mesénquima de la extremidad, sin embargo, la expresion es mas fuerte
en las regiones cercanas al ectodermo que en el centro, donde se formaran los elementos
esqueléticos. En las etapas 23-24HH la expresion se concentra en las regiones ventral y
dorsal de la extremidad y se observa una expresion ligera en la cresta ectodédmica apical
(CEA), que es la region mas distal de la extremidad. De la etapa 26HH en adelante TgfB2 se
observa en la punta de los dedos en desarrollo (Ganan et al., 1996; Jakowlew et al., 1994;
Merino et al., 1998). TgfB3 se expresa ligeramente en toda la extensién de la extremidad
desde etapas tempranas, hasta que en la etapa 24HH se concentra mayormente en las
regiones dorsal y ventral, donde se posicionaran las masas musculares. En cuanto a Tgf31,
se puede observar en etapa 26HH la sefal es muy tenue y distribuida inespecificamente a lo
largo de toda la extremidad. En la etapa 29HH se ubica en el interdigito, donde TgfB2 y Tgf33

no se expresan (Jakowlew et al., 1994; Lorda-Diez et al., 2010).
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Figura 3. La expresion génica de Tgf8 en las extremidades en
desarrollo. (A-H) Andlisis de la expresion de TgfB2 mediante
hibridacion in situ. (A) Hibridacion in situ de embrién completo en etapa
18HH mostrando transcritos de Tgf32 a la altura de la extremidad en el
mesodermo somitico en el flanco de los embriones (flechas) (B) Corte
transversal obtenido con vibratomo al nivel del primordio del ala (W) de
un embrion en etapa 19HH; marcaje intenso en la somatopleura y en el
mesénquima de la extremidad (flecha negra). Notese los trascritos de
TgfB2 en la placa del tubo neural (NT) y la notocorda (flecha blanca).
(C-E) Vistas detalladas del primordio del ala en etapas HH20 (C), HH21
(D), and HH22 (E) mostrando el dominio de expresion de Tgf32 en el
mesénquima del margen posterior del primordio (flechas). (F-H) Los
dominios de expresion de Tgf32 en etapa 24HH en el mesodermo
dorsal and ventral y en la cresta ectodérmica apical (CEA). (F) Corte
longitudinal del primordio de ala obtenido por vibratomo mostrando una
acumulacion intensa de transcritos en el mesodermo dorsal y ventral

asociado con las masas premusculares y, una expresion tenue en el

mesodermo distal indiferenciado (flechas). (G and H) especimenes de
extremidad completa ilustran el dominio de la expresion dorsal (G) y el de la CEA (H). (l) Cortes longitudinales de ala en
etapa 24HH mostrando la expresion de Tgf33 en las regiones dorsal and ventral que delinean el territorio ocupado por las
masas musculares. Notese la expresion tenue en el mesodermo indiferenciado (flecha) Tomado de: Tgf2 and 3 are
coexpressed with their extracellular regulator Ltbp1 in the early limb bud and modulate mesodermal outgrowth and BMP

signaling in chicken embryos. (Lorda-Diez et al., 2010).

Para analizar las funciones de los ligandos TGFp, se generaron ratones mutantes de los
genes Tgfb1-3 (Bottinger et al., 1997; Dinker and Krieglstein, 2000) y sus receptores (Dudas
et al., 2006) teniendo efectos en numerosos procesos en la formacion del esqueleto. El
fenotipo del mutante de Tgfb1 es letal debido a inflamacién difusa, los animales mueren al
mes de edad, este modelo se ha utilizado para estudiar enfermedades autoinmunes y cancer
(Dinker and Krieglstein, 2000; Kulkarni et al., 1993). Los fenotipos del mutante de Tgfb2
presentan malformaciones cardiacas, pulmonares, craniofaciales, en extremidades, columna
vertebral, o0jo, oido interno, y tracto urogenital. Los homocigotos nulos mueren poco después

de nacer. Los defectos 6seos incluyen una reduccidn general en el tamaino de los huesos y
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defectos de osificacion. Las extremidades se observan rotadas, el radio y la ulna se acortan,
mientras que la extension de los huesos esta reducida o elementos faltantes. También se
observan falta de fusion en la linea media en las vértebras lumbares y toracicas, defectos en
el esterndn, curvaturas anormales de las costillas y defectos de cierre del paladar (Sanford
et al., 1997). Los fenotipos del mutante de Tgfb3 son letales, mueren a las 24 horas de
nacidos debido a que presentan paladar hendido y no pueden alimentarse (Proetzel et al.,
1995). Se han generado diversos mutantes para TPRII, que incluyen diversos fenotipos
esqueléticos como el acortamiento de los huesos, la fusidon de las articulaciones, reduccion
en la densidad ésea, bifurcacion del proceso xifoides y el esternon (Baffi et al., 2004; Baffi et
al., 2006; Chytil et al., 2002; Dunker and Krieglstein, 2000; Longobardi et al., 2012; Proetzel
et al., 1995; Sanford et al., 1997; Seo and Serra, 2007; Spagnoli et al., 2007).

El papel de TGFB en los tejidos conjuntivos tomé interés al analizar la falta de estructuras
como la tuberosidad deltoides que dependen de la activacion mecanica del sistema
musculoesquelético aunado a los fenotipos donde se fusionan las articulaciones (Seo and
Serra, 2007; Spagnoli et al., 2007). Ademas de la atrofia severa de las extremidades, los doble
mutantes Tgfb2”"; Tgfb3” presentan pérdida de la mayoria de los tendones y ligamentos de
las extremidades, tronco, cola y cabeza. Interesantemente, la induccion de Scx en E9.5
ocurre correctamente, pero a partir de E12.5 se pierde progresivamente en la region ventral,
sin embargo, la expresion dorsal de Scx se mantiene normalmente. En los mutantes
TgfbR2"*Cre se observa un fenotipo mas radical, con pérdida de Scx en E10.5 que afecta tanto
la expresion dorsal y ventral de Scx, y la fusion de articulaciones (Pryce et al., 2009) (Fig. 4).

Notablemente, la condensacién del cartilago no se afecta (Seo and Serra, 2007).
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Demostrando que TGF[3 es necesario para el reclutamiento y mantenimiento de las células

precursoras de los tendones de las extremidades.

Figura 4. Pérdida de la sefal tenogénica ScxGFP
en series alélicas de los alelos nulos Tgfb2 y
Tgfb3-. Los tendones se visualizaron usando el
reportero transgénico ScxGFP y las secciones se

contratifieron con anticuerpo de MHC. (A, B) Cortes

sagitales de las extremidades anteriores de un
TGFP2-/—TGFB3-/+ TGFp2-/—TGFB3-/—

4 embridn silvestre en etapa E16.5 y un Tgfb2~ de la
misma camada. Las cabezas de flecha blancas
sefalan la tuberosidad Deltoide normal en A, y su
ausencia en B; las flechas blancas indican el tendén
Deltoide (A) y su ausencia en (B). (C, D) Tendones
extensores de un embrion silvestre de etapa E15.5y
de un Tgfb27 de la misma camada. Las flechas
blancas indican el extensor digitorium en C y su

ausencia en D; las cabezas de flecha blancas indican

los tendones extensores de los digitos. (E)

Representacion esquematica de la extremidad
anterior. El sitio de las secciones que se muestran en F son:2 1, digitos; 2, metacarpos; 3, proximal a la mufieca. (F) Los
cortes transversales de la extremidad anterior de embriones en etapa E14.5 de series alélicas de los alelos nulos de los
ratones mutantes de Tgfb2 y Tgfb3. Cada panel esta sub indexado con una letra que denota cada genotipo: a, silvestre; b,
Tgfb27; c, Tgfb27-Tgfb3~*; d, Tgfb2--Tgfb3-. El numeral en cada panel indica el plano de la seccién correspondiente en
E. Las flechas blancas indican los tendones extensores; flechas amarillas, tendones flexores; flechas rosadas, musculos. (G-
J) HIS de extremidad completa tipo silvestre y embrion Tgfbr2Prx1Cre usando una sonda de Scx en etapa E14.5 (G,H) una
sonda de Myod en etapa E12.5 (I,J) Tomado de: Recruitment and maintenance of tendon progenitors by TGFB signaling are

essential for tendon formation. (Pryce et al., 2009).
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Por otro lado, en cultivos de micromasas obtenidos de extremidades embrionarias de pollo,
se ha reportado que se promueve la condrogénesis al agregar TGFB exdgeno (Chimal-
Monroy and De Ledn, 1997; Schofield and Wolpert, 1990); sin embargo hay estudios que
reportan el efecto contrario (Chen et al., 1991; Chen et al., 1992; Seo and Serra, 2007; Tsuiki
and Kishi, 1999). El efecto dual de los TGF[3 sobre la condrogénesis se ha relacionado con la
etapa de diferenciacion de las células en el momento que se realiza el tratamiento, sin
embargo, el mecanismo que regula esta dualidad empieza a ser elucidado.

Interesantemente, cuando se agrega TGF( a los cultivos de micromasas en etapas donde
inicia la diferenciacion condrogénica los cultivos se transforman formando una lamina de

tejido fibroso (Fig. 5) (Lorda-Diez, Montero, et al., 2009; Rifkin, 2005).

Figura 5. Efecto de TGFB exdégeno en cultivos de
micromasas de mesénquima de extremidad. Cultivos de
micromasas de cinco dias, representando del control (A-C) y
en cultivos tratados con TGFB1 al principio del dia 3. A muestra
el patron nodular caracteristico de los cultivos control en
tefiidos con azul Alciano. B and C son cortes semifinos para
mostrar la presencia de cartilago en el cultivo. B es una vista
de poco aumento que muestra dos nédulos de cartilago
(flechas) separados por un tejido fibroso. C es una vista
detallada de un nédulo de cartilago que muestra la morfologia

redondeada de los condrocitos y la matriz extracelular positiva

a azul Alciano. D-F ilustra la morfologia de las micromass
experimentales para mostrar la ausencia de nédulos de cartilago. Nétese la tincion uniforme y débil con azul alcianoen D y
el aspecto fibroso del tejido en cortes semifinos (E and F) Tomado de: Transforming growth factors 8 coordinate cartilage

and tendon differentiation in the developing limb mesenchyme. (Lorda-Diez et al., 2010).

La formacion de tejido fibroso en cultivos se acompanaba del aumento en la expresién de
Scx 'y Tndm y la disminucion de Agrecano y Sox9; ademas, los tratamientos disefiados para

bloquear la senalizacion de SMAD resultaron en la formacion de ndédulos condrogénicos al
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agregar TGF, indicando que las modificaciones del perfil de expresion de los marcadores
de destino celular depende de mecanismos independientes de TGF (Fig. 6) (Lorda-Diez,

Montero, et al., 2009; Rifkin, 2005).

Figura 6. Curso temporal de la regulaciéon genética de

4.0+
los factores e diferenciacion por TGFB y sus .| 'f = 4= Tenomodulin
& ’
moduladores. A muestra los niveles de expresién génica 304 P ol
r’ “.‘. ’
relativos de Aggrecan, Sox9, Scx, y Tnnd cuantificados por 254 / SN ,,'__—v - %¥- Scleraxis
’ cyge—
gPCR en las primeras 8-h después de agregar TGFB1 (10 %07 /'I /
. . , .. 154+ Lre-=p K
ng/ml) a cultivos de micromasas de 3 dias. La expresion de V o O [V SR a ~#r-S0x9
1.0 Je=R=2i 0 Pz sesuif-
cada gen en cultivos control se usd para la calibracion. S~o
0.54 SSpge——=-0 =0 Aggrecan
Nétese el aumento en la expresion de Scleraxis desde la A . . . . . . . .

primera hora después del tratamiento. B, los niveles de o 1 2 3 4 5 6 7 g hours

expresion de Scleraxis cuantificados por gPCR en cultivos 30+ *

de micromasas tratados durante 2 h al principio del dia 3. —I— Scleraxis
Las barras de izquierda a derecha corresponden a los 20+

niveles de expresion en cultivos; cultivos tratados con 10 2‘ - ‘__":,:, ’
ng/ml de TGFB1; cultivos tratados con 10 ng/ml TGFB1 30 164 E lé E §

min después de agregar 20 pg/ml de cycloheximida; y los 8 : e i
cultivos tratados con 20 pug/ml de cycloheximida. Notese el B '_l ,——'_—l

aumento dramatico en la expresién de Scleraxis cuando el
tratamiento de TGFf3 en combinacién con el inhibidor de sintesis de proteina por cycloheximida, sugiriendo la existencia de
un modulador represor de TGFB-sobre la expresion de Scleraxis. *, p <0.05 Tomado de: Transforming growth factors (3

coordinate cartilage and tendon differentiation in the developing limb mesenchyme. (Lorda-Diez et al., 2010).

WNT/B-catenina en la tenogénesis.

Las proteinas WNT funcionan como morfégenos que regulan diversos procesos del
desarrollo proliferacion, especificacion y diferenciacion (Clevers and Nusse, 2012). Los
ligandos WNT pertenecen a una familia de glicoproteinas que se unen a un complejo de
receptor que consiste en un receptor de siete dominios transmembranales codificada por los

genes Frizzled (Fz) unido a un co-receptor LRP5/6 (Akiyama, 2000; Bhanot et al., 1996). La
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via canonica de senalizacion WNT se caracteriza por la regulacion de la fosforilacion de [3-

catenina.

En ausencia de WNT, los niveles de B-catenina citosdlica libre se mantienen bajos a través la

del complejo de la glicégeno sintasa cinasa (GSK3[3), también llamado complejo de

degradacion de B-catenina (Peifer et al., 1994). Para el ensamblaje del complejo de

degradacion, se requiere de Axina2, una proteina andamiaje que tiene dominios para

interactuar con la proteina supresora de tumores, adenomatous polyposis coli APC, la casein

cinasa CK1a, GSK3p y B-catenina simultaneamente (Jho et al., 2002; Kikuchi, 1999).

A

Extracellular
space

Figura 7. Las proteinas WNT y sus compaferos de interaccion.
Dependiendo de la etapa del desarrollo, asi como el tejido y el tipo celular,
las proteinas WNT (los diferentes miembros representados en azul y
amarillo) pueden interactuar con multiples compaferos que determinan
la respuesta de la célula que recibe la sefal. La mayoria de los
componentes de transduccion de la sefalizacion WNT no son exclusivos
para una respuesta intracelular unica. Las proteinas que promueven la
actividad de WNT-Frizzled estan representadas en verde; las proteinas
que impiden la actividad de WNT-Frizzled estan representadas en rojo.
(A) Las proteinas WNT pueden interactuar con una variedad de
receptores de la superficie celular, incluidos los miembros de la familia
de los receptores Frizzled. Para que la sefalizacion mediada por B-
catenina/TCF sea favorecida, el co-receptor LRP debe ser reclutado al
complejo WNT-Frizzled. La disponibilidad de LRP se determina por el
balance entre su internalizaciéon y su presentacion en la membrana
plasmatica (mediado por DKK y Kremen). Tomado de: Towards an
integrated view of WNT signaling in development. (van Amerongen and
Nusse, 2009).
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La fosforilacidn secuencial de -catenina por CK1a y posteriormente, por GSK3, crean un
sitio de uniodn para ubiquitina ligasa E3, esto conlleva a la ubiquitinacion y degradacion de -
catenina (Aberle et al., 1997; Stamos and Weis, 2013). La union de WNT a su receptor activa
a Dishevelled (Dvl), una proteina cuya fosforilacion produce un cambio en el complejo de
degradacion, esto permite la acumulacion de B-catenina y, en consecuencia su traslocacion
al nucleo donde forma complejos con los factores de transcripcion de la familia TCF/LEF y
activa la transcripcion genética (Labbe et al., 2000; Zhu et al., 2012) (Fig. 7).

Entre los genes blanco estan Axina2, DKK1, Sostdc1, N-Myc y Ciclina-D (ten Berge et al.,
2008; Jho et al., 2002). La via WNT/B-catenina se autoregula negativamente a través de
Axina2, DKK 'y Naked, y la supresion de sus receptores Fz y LRP5/6 (Geetha-Loganathan et
al., 2010). La actividad de LRPS regula positivamente la proliferacion osteoblastica, mientras
que SOST y DKK1, regulan negativamente la formacién de hueso antagonizando a LRP5
(Williams and Insogna, 2009). La proteina DKK se considera un antagonista directo de la
sefalizacion WNT/B-catenina debido a que impide la dimerizacién con LRP5 para formar el
complejo del receptor con Fz (Seménov et al., 2005). DKK1 se une con una alta afinidad a
LRP6, junto con Kremen se forma un complejo lo que induce la formacion de caveolas que
regulan la internalizacién y degradacion de LRP6 (Bourhis et al., 2010; Li et al., 2010).

Se ha descrito genes blanco de la senalizacion WNT/B-catenina que estan involucrados en la
formacion de tejido conjuntivo. La regulacion de Axina2 es importante para el establecimiento
del tejido conjuntivo de las articulaciones (Dao et al., 2007; Jho et al., 2002) y también juega
un papel importante en las enfermedades fibréticas, mediadas por TGFB (Gillespie et al.,

2018). Caracteristicamente, Axina2 es uno de los principales genes blanco y, en su forma
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proteica sirve de andamiaje para ensamblar el complejo de degradaciéon de [(-catenina,
deteniendo la via de sefalizacion (Nusse and Clevers, 2017).

Por otro lado, el gen N-myc es un oncogen que forma parte de los genes blanco de la via
WNT/B-catenina (Logan and Nusse, 2004), juega un papel muy importante en el desarrollo
embrionario ya que las mutaciones en este gen son letales, en general debido a una falla de
la proliferacion de las células de la mayoria de los 6rganos (Knoepfler et al., 2002; Okubo et
al., 2005). Por el contrario, la expresion forzada, lleva a la proliferaciéon no controlada y a la
tumorigénesis (Nilsson and Cleveland, 2003). Las extremidades de los mutantes nulos para
N-myc son pequefas y presentan fallas para desarrollar los elementos esqueléticos del
autépodo, esto principalmente debido a la reduccion de la proliferacion. Aunado a esto, se
pierde la muerte celular programada y se favorece la formacion de tejido conjuntivo (Ota et
al., 2007; Sawai et al., 1993).

Entre los genes de la familia WNT que se expresan en el mesénquima de la extremidad,
WNTO9A es un ligando que implicado en la induccion de las células de la interzona en las
etapas previas a la segmentacion del cartilago. La expresion ectépica de Wnt9A en
extremidades embrionarias de pollo inducen cambios moleculares y morfolégicos en etapas
de tempranas de la formacion de las articulaciones (Hartmann and Tabin, 2001). Los ratones
deficientes de Wnt9A muestran un fenotipo en articulaciones relativamente ligero, como la
metaplasia condroide, la fusion parcial de los elementos del metatarso en el pie y los carpos
de la mufeca (Spater et al., 2006). La sobre expresion de Wnt9A, al igual que la sobre
expresion de B-catenina, inducen la diferenciacién temprana de los condrocitos, lo que

produce una formacion ectopica de articulaciones (Guo et al., 2004). Indicando que Wnt9A
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es necesario para suprimir la identidad de los condrocitos y mantener la de las células del

tejido conectivo de las articulaciones.

Interaccion de las vias de senalizacion WNT y TGFf3
En muchos sistemas se ha visto que las miembros de las vias de sefalizacion WNT/B-catenina
y TGFB/SMAD interactuan para la especificar e inducir el destino celular mesenquimal (Labbe

et al., 2000; Letamendia et al., 2001; Massagué, 2012) (Fig. 8).
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Figura 8. Las vias de sefializacion WNT and TGFf. La union del Factor de crecimiento Transformante-f3 (TGF@) produce
la heterodimerizacion de los receptores tipo | y tipo Il. El receptor tipo Il se active el receptor tipo | por fosforilacion. En
consecuencia, el receptor tipo | fosforila las R-Smads, que transducen la sefal hacia el nucleo via la co-Smad, Smad4. El
complejo R-Smad/Smad4 se une a una gran variedad de factores de transcripcion que estan regulados durante el desarrollo
para dirigir la expresion génica. La union de WNT a los receptores Frizzled llevan a la fosforilacion de Dishevelled. Esta
fosforilacion de Dishevelled inhibin la formacion del complejo Apc (adenomatous polyposis coli)-Axin-Conducin-Gsk3[3
(glycogen synthase kinase 38), que, en ausencia de la sefial WNT, sefaliza la degradacion de B-catenin. En contraste, la
union de WNT al receptor Frizzled estabiliza la B-catenin citoplasmatica, que se agrega al complejo de los factores de
transcripcion formado por los factores de trascripcion Lef/Tcf (factor lymphoid enhancer-binding factor/T-cell factor) que
inician la transcripcion de los genes blanco de WNT. La via de sefalizacion WNT puede modular el dinamismo del
citoesqueleto. En ausencia de la sefalizacion WNT, Gsk3p fosforila la proteina asociada a microtubulos- 1b (Map1b), lo que
desestabiliza los haces de microtubulos. La sefalizacion WNT inhibe a Gsk3f para mantener estable la red microtubular.
Ub, ubiquitination. Tomado de: Wnts and TGF in synaptogenesis: Old friends signalling at new places. (Packard et al.,

2003).
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En términos generales, se ha visto que en células mesenquimales WNT3A y TGFf3 inducen
un perfil de expresion distinto al que tienen las vias individualmente, inducen genes
mediadores de apoptosis, estimulan la produccién de matriz extracelular, diferenciacion
celular y la respuesta al dafio al DNA (Crease et al., 1998; Warner et al., 2011; Zhang et al.,
2010).

En niveles bajos de TGFpB, Axina2 y GSK3 forman un complejo citosélico con SMADS. La
SMAD3 inactiva es ubiquitinada y reclutada a degradaciéon proteosémica, en una manera
similar al complejo de degradacion de (-catenina (Furuhashi et al., 2001; Jian et al., 2006).
De esta manera, Axina2 y GSK3 modulan cooperativamente el recambio de SMAD3 y la
degradacion de B-catenina, favoreciendo la activacion de la sefalizacién canénica de WNT
(Guo et al., 2008; Zhang et al., 2010; Zhou, 2011).

Con construcciones de reporteros de transcripcion, se encontré otro punto de interaccion
donde Smads2/3/4 forman complejos con Axina para funcionar como promotores de
transcripcion con TEF/LEF (Warner et al., 2005). En presencia de TGFB, SMAD3 se libera
del complejo Axina y se recluta hacia el receptor TBRI, llevando a un cambio en el perfil de
expresion génica aumentando la expresion génica de Axina2, DKK y Cadherina-6, (Furuhashi
et al., 2001; Labbe et al., 2000; Letamendia et al., 2001; Warner et al., 2011; Zhang et al.,
2010). Otro posible mecanismo que favorece la activacion de los genes blanco de TGFf es
que Axina2 también promueve la degradacion de Smad7 (Liu et al., 2006).

En los procesos de fibrosis por produccion excesiva de MEC se ha encontrado que la
senalizacion WNT tiene una alta respuesta, por lo que se ha estudiado su papel en la
iniciaciéon y mantenimiento del tejido fibroso (Beyer et al., 2012; Dees et al., 2014; Hamburg-

Shields et al., 2015; Wei et al., 2011).
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En los cultivos derivados de tenddn de ratas, la activacion de WNT/B-catenina disminuye la
transcripcion de Smad2 y Smad3 lo que lleva a la inhibicion de la expresion de Scx, Mwx y
Tnmd; mientras que con las mismas condiciones de cultivo la adicion de TGF3 no modifican

la expresion de Axina2 (Kishimoto et al., 2017).
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MARCO TEORICO

La formacion de los tendones de las extremidades un proceso conservado entre especies.
Un componente esencial de los sistemas musculoesqueléticos es el anclaje de los musculos
hacia el esqueleto en vertebrados y al exoesqueleto en invertebrados (Schweitzer et al.,

2010).

Desde organismos como las moscas, el ectodermo juega un papel importante para la
induccion de los tendones y en el ensamblaje del sistema musculo esquelético (Volk, 1999).
Estas células comparten propiedades funcionales con los tendones de vertebrados,

incluyendo su naturaleza elastica y la induccion de la union miotendinosa.

La conexion entre musculos, tendones y huesos es crucial para la locomocién del organismo,
puede originarse por diversos mecanismos. Primero, el desarrollo paralelo e independiente
de cada tejido, seguido de la induccion de la conexion entre los tendones y sus contrapartes.
Segundo, en un mecanismo alternativo una induccion independiente de cada tejido, que
puede ocurrir como en el primer escenario pero que solo las células que estan correctamente
conectadas pueden completar su diferenciacion hacia musculos, tendones y huesos. En un
tercer posible mecanismo, las células que inician un programa de diferenciacion (cartilago)

podrian transdiferenciarse hacia un destino celular distinto (tendones).

El desarrollo del sistema musculoesquelético en embriones vertebrados genera un esqueleto
cartilaginoso y la naturaleza multicelular de los tendones que conectan los musculos a sus
inserciones esqueléticas. Las observaciones directas de los eventos tempranos de la
formacién de los tendones se hicieron posibles por el hallazgo de Scx (Brent et al., 2003;

Cserjesi et al., 1995; Schweitzer et al., 2001).
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Contexto embrionario del desarrollo de los tendones de las extremidades

Las extremidades emergen de los flancos de los embriones como protuberancias llamadas
“primordios” que contienen células mesenquimales cubiertas por un epitelio ectodérmico
(Cohn and Tickle, 1996; Rubin and Saunders, 1972). El crecimiento de las extremidades
ocurre bajo la direccion de las sefiales que emanan de ectodermo de la region mas distal de
la extremidad, llamada cresta ectodérmica apical (CEA) a través de la senalizacion de los

morfogenos WNT y FGF (Wolpert, 1990).

» D

E10.5
0§ AER, source of Fgf and Wnt

Chondrogenic tissue (Sox9)
mmm Ectoderm, source of Wnt n Soft connective tissues
. Under influence of Wnt + Fgf signals (Dusp6) . + % Proliferative areas (Nmyc, Sdc1)

v/ y . o s
//‘ Under influence of Wnt signals only (Nbi1) Muscle not indicated

Figura 9. Las vias de senalizacion WNT y FGF interactian para coordinar el crecimiento y la especificacion del
destino celular durante el desarrollo de las extremidades. En los primordios de las extremidades recién establecidos
(E9.5), las proteinas WNT and FGF sefalizan a lo largo del mesénquima de la estremidad para mantener las células en un
estado multipotente y proliferativo (indicado por un entramado rojo/azul) marcado por Axin2 and Dusp6). Después, durante
el crecimiento de la extremidad las células en el centro de las extremidades quedan alejadas del rango de esta sefalizacion.
Esto permite el arresto del ciclo celular y la expresion de Sox9, lo que lleva al establecimiento del nucleo condrogénico
(indicado en azul, marcado por Sox9). En la periferia, las células que estan fuera del rango de FGF de la AER pero que
todavia estan dentro del rango de accion de WNT del ectodermo (indicado por un sombreado rojo, marcado por Nbl1),
mantiene el estado proliferativo en un nivel bajo y reespecifica las células hacia destinos del tejido conectivo blando. Como
resultado, se forma un 6rgano extendido proximodistalmente con una punta multipotente de rapido crecimiento y un nucleo
condrogénico rodeado por tejidos conectivos blandos. Tomado de: Wnt and FGF signals interact to coordinate growth with

cell fate specification during limb development. (ten Berge et al., 2008).
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Conforme avanza el desarrollo las células mesenquimales que se alejan de la CEA, pueden
entrar a un programa diferenciacion. En el centro de la extremidad inicia la condrogénesis,
mientras que las células mesenquimales que se encuentran en contacto con el ectodermo
dorsal y ventral (ED y EV, respectivamente) se mantienen en un estado indiferenciado debido
a la senalizacion WNT procedente de los ED y EV (ten Berge et al., 2008; Geetha-Loganathan

et al., 2008; Tabin and Wolpert, 2007) (Fig.9)

Particularmente, los tendones del autéopodo se desarrollan de manera independiente de su
sitio de insercién y se unen a sus contrapartes musculares en etapas mas tardias. En la
extremidad, se pueden distinguir tres pares de primordios de tendones en asociacion con las
articulaciones mas importantes. Un par en la zona proximal que esta en la unién entre el
estilépodo (que corresponde al brazo o al muslo) y el zeugépodo (que corresponde a la al
antebrazo o a la pantorrilla); un par intermedio que aparece en la zona dorsal y ventral de la
unién del zeugodpodo y el autépodo (que corresponde a la mano o al pie) y el tercer par, los
primordios distales que se localizan en donde se formaran los tendones de los digitos

(Kardon, 1998) (Fig. 10).

Una vez que se establece la formacion de los elementos esqueléticos en el centro del
autépodo, el primer indicio de la formacién de los tendones se observa entre los elementos

esqueléticos y el ectodermo dorsal y ventral (Hurle et al., 1989).

En el autopodo existen tendones extensores que van por la parte dorsal y los flexores por la
parte ventral. Los tendones dorsales del autopodo estdn compuestos por: el extensor
superficial comun de los dedos y los extensores individuales de cada dedo (Schweitzer et al.,

2001). Para la formacion de estos tendones, aparece una estructura llamada “lamina del
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mesénquima”, un andamio de matriz extracelular donde las células mesenquimales
precursoras de los tendones se condensaran para establecer los blastemas de los tendones
(Hurle et al., 1990).

En el mesénquima que se encuentra en contacto con el ectodermo, Scx es inducido en las
células progenitoras de los tendones que se alinean entre el musculo y el cartilago; las células
Scx+ forman condensaciones que, en etapas posteriores se diferencian en las regiones
proximales se segmentan para formar tendones individuales (Murchison et al., 2007; Sakabe

et al., 2018; Schweitzer et al., 2001; Sugimoto et al., 2013).

Figura 10. Vista dorsal de la extremidad posterior de
pollo durante la morfogénesis de los musculos y los

O tendones. Cada panel representa una reconstruccion
ig
myotube:

de secciones Opticas mostrando el lado dorsal de una
AARESgiaS. [ Hek e (oIl extremidad posterior derecha. La parte anterior de la
extremidad esta orientada hacia la parte superior y la
parte distal hacia la derecha. En verde el anticuerpo
F59 contra MHC rapido; en rojo el anticuerpo HB1
contra Tenascina. Barra de escala, 400 mm. (A) Etapa
D 5t26:27 timb ength 1.8 mm 24HH. El primordio del tendon proximal dorsal es
visible en la extremidad antes de la diferenciacion de
los miotubos, mientras que los miotubos axiales ya se
han diferenciado (izquierda). (B) Etapa 25HH. Los
miotubos de la masa muscular del muslo son visibles
proximales al primordio del tendon. (C) Etapa 25HH

tardia. El primordio del tendon intermedio es visible,

F'st30 timb tength 5.0 mm

proximal al primordio del tenddn proximal se alinea la
masa muscular del muslo; entre los primordios del tenddn proximal e intermedio se ubica la masa muscular de la pantorrilla.
(D) Etapa 26-27HH. Dentro de la masa muscular de la pantorrilla, se empieza a formar el EDC (punta de flecha). Los miotubos
se orientan prefigurando el limite de los compartimentos que separaran la masa muscular del muslo. (E) Etapa 28HH. Las
masas musculares del muslo y la pantorrilla se han segregado en musculos anatdmicamente distintos y en contacto y a la
par de la segregacion de los tendones de origen e insercion. Las puntas de flecha indican el origen del EDC. El primordio
del tenddn dorsal distal es apenas visible, superficial a los metatarsianos y distal a la masa muscular del pie. (F) La mayoria
de los musculos dorsales del muslo, la pantorrilla y el pie se han segregado claramente en musculos individuales en contacto

con sus tendones. Tomado de: Muscle and tendon morphogenesis in the avian hind limb. Development. (Kardon, 1998).
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Diferenciacion mesenquimal hacia el linaje tenogénico.

La organizacion de los primordios de los tendones del autépodo ha generado especial interés
debido a que, a diferencia de tendones de otras regiones, su establecimiento es
independiente de la aparicion de los elementos esqueléticos (Hurle et al., 1989; Hurle et al.,
1990; Kardon, 1998); este modelo también ha llamado la atencion para el estudio los eventos
que conllevan a la induccién del mesénquima hacia el destino tenogénico (Blitz et al., 2013;

Huang et al., 2015).

Los tendones se desarrollan en estrecha coordinacién con la formacion del esqueleto, donde
los precursores del cartilago expresan Sox9 (Healy et al., 1999; Qi et al., 1997). En etapas
tempranas del desarrollo de las extremidades, la expresion de Sox9 en el mesénquima inicia

en etapas mas tempranas que la de Scx.

Al inicio del programa de diferenciacion condrogénica, Sox9 desencadena una cascada de
activacion de los genes de diferenciacion del cartilago que, se mantiene activa por la
expresion de los factores de transcripcion Sox5 y Sox6 (Akiyama et al., 2002; Lefebvre et al.,
2001; Smits and Lefebvre, 2003). La expresién de Sox5/6 se co-expresan en las células del
mesénqguima donde se formaran los elementos esqueléticos, mientras que Scx se observa
en la periferia, en las poblaciones celulares que formaran ligamentos y tendones. El patrén
alternado entre Sox5/6 y Scx sugirié que la formacion de cartilago limita la region donde se
formaran los tendones y que, debido a que la expresion de Sox9 precede a la de Scx
probablemente era un requisito para la induccién de los tendones. Interesantemente, en el
raton nulo para Sox5/6 se observo que en el tronco, la expresion de Scx se extiende

ocupando las zonas donde normalmente se desarrolla cartilago (Brent et al., 2005) sugiriendo
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que los destinos condro y tenogénicos son destinos alternativos de las células precursoras

comunes (Fig. 11).

Sex ~ -~—U’3°{\ AN sox5. él\lcian BIOE™ 2R

E1350. f-;].,;mms?\ : .3513.5 s

Figura 11. Comparacién espacial y temporal de la especificacion y diferenciacion de los progenitores de tendones y

cartilago. Cortes de costilla de embriones de rato en etapa E13.5 procesados por hibridacion in situ para Scx (U), Sox9 (V),
and Sox5 (W). (X) Tincion con azul Alciano. Tomado de: Genetic analysis of interactions between the somitic muscle,
cartilage and tendon cell lineages during mouse development. (Brent et al., 2005).

Aunque en general Sox9 y Scx se expresan en zonas mutuamente excluyentes, en las zonas
donde se formaran articulaciones y tejido conjuntivo la expresion de Sox9 se sobrepone con
la de Scx (Asou et al., 2002; Cserjesi et al., 1995). Cabe destacar que en el mutante
condicional Sox9 7:Prx1¢* donde la expresion de Sox9 es eliminada del mesénquima de la
extremidad, resulta en la falla temprana de las extremidades (Akiyama et al., 2002). La
expresion de Scx se pierde por completo en el autépodo para la etapa E13.5, sin embargo
en las articulaciones del zeugopodo la expresion de Scx es similar al de los ratones silvestres
y no se observa expresion en posiciones ectopicas, sugiriendo que el desarrollo de tendones
es independiente de sefiales provenientes del esqueleto (Huang et al., 2015).

Existe evidencia de que los tenocitos y los condrocitos derivan de células precursoras
comunes, que pueden expresar simultaneamente Scx y Sox9 (Sugimoto et al., 2012). Sin
embargo, cuando inician el programa de diferenciacion tenogénica, se vuelven tenocitos
Scx* exclusivamente, mientras que las células que dan origen generan a los elementos

esqueléticos se vuelven Sox9* (Blitz et al., 2013; Sugimoto et al., 2012) (Fig. 12).
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Sox9¢r¢*;Ai14;ScxGFP (E14.5)

Sox9/GFP

Sox9Cre*-Ai14 (P0)

Figura 12. Contribucion de linaje celular Scx+/Sox9+ a la formacion de ligamentos y entesis. (A-D) La distribucion de
los tendones y ligamentos que expresan Scx (GFP, verde) con un historial de expresion de Sox9 (tdTomato, rojo) se analizé
en un embrion de ratdn Sox9Cre/+;Ai14;ScxGFP en etapa E14.5. Las flechas y puntas de flecha indican tendones y
ligamentos, respectivamente. (A) Vista lateral de la extremidad posterior. (B-D) Secciones sagitales de extremidades
posteriores. En B se muestra un dedo en desarrollo y las articulaciones presuntivas del digito. Las flechas blancas y amarillas
en C indican en la pantorrilla los tendones transmision de fuerza y de anclaje, respectivamente. La region encuadrada en C
se muestra con un aumento mayor en D. (E-l) Secciones sagitales de la articulacion de la rodilla preparadas a partir de
embriones Sox9Cre/+;Ai14,ScxGFP en E14.5 (E-G) o de Sox9Cre/+;Ai14 ratones recién nacidos (H,l). Los primordios
cartilaginosos en desarrollo del fémur y la tibia estan enmarcados por la linea punteada. Las células Scx+ (E, G, verde) y las
células Sox9+ (I, verde) se detectaron mediante inmunotincidon con anticuerpos GFP y Sox9, respectivamente. Las células
derivadas de los progenitores de Sox9 + se detectaron mediante la expresion de tdTomato (F-H, rojo). Las puntas de flecha
en E-l indican los ligamentos de la articulacién de la rodilla. ca, calcaneo; d4, digito 4; d5, digito 5; fe, fémur; fi, peroné; yo,
metacarpiano; ph, falange; ti, tibia. Barras de escala: 200 um. Tomadp de: Scx*/Scx9* progenitors contribute to the

establishment of the junction between cartilage and tendon/ligament. (Sugimoto et al., 2012).
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Previo a la formacién de los tendones y del cartilago en el mesénquima de las extremidades,
TGFB2 y Nogina se expresan de manera difusa en las células que se reclutan para formar los
elementos esqueléticos y los tendones en desarrollo (Baffi et al., 2006; Merino et al., 1998;
Merino et al., 1999; Pryce et al., 2009). Por otro lado, las BMP se expresan en las células que
rodean el cartilago y en zonas que delimitan donde se desarrollaran los tendones (Merino et

al., 1998; Schweitzer et al., 2001).

La sobre expresion de BMP en el cartilago en desarrollo induce el crecimiento dramatico de
los elementos esqueléticos, mientras que la sobreexpresion de sus antagonistas, como
TGFB2 y Nogina, los trunca (Merino et al., 1998; Merino et al., 1999). En contraste, la
expresion ectopica de BMP inhibe la expresion de Scx, y los tratamientos con TGF y Nogina

la inducen (Pryce et al., 2009; Schweitzer et al., 2001).

Particularmente, la disrupcién de la senalizacion TGF por delecién de TgfbR2 resulta en la
pérdida de la mayoria de los tendones y de los ligamentos, sin embargo, la induccién de las
células precursoras de los tendones no se afecta en estos mutantes, observandose alineadas
entre los musculos en diferenciacion y las condensaciones precondrogénicas sin embrago,
la expresion de Scx se pierde poco después. La expresion transitoria de Scx sugiere que la

induccion inicial es independiente de TGFp (Pryce et al., 2009) (Fig. 13).
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v 79""‘ Figura 13. Fallo en el mantenimiento de las
‘. . células progenitoras de los tendones en los

'Ma"’ mutantes de la via de sefalizacion TGFB en
. etapa E12.5. (A-C) Hibridaciones in situ de
embrion completo para Scx en etapa E11.5

silvestre (A), E11.5 Tgfb2--; Tgfb3~- (B) y E10.5

Tgforz”- (C). Flechas amarillas, expresion de

E10.5
E12.5 TGFB2-/-;83-/-
7~ A .

Scx en somitas; flechas rojas, expresion Scx en
los primordios de las extremidades. La linea
negra en A indica el nivel de una seccion frontal
a través del tronco. (D-L) Hibridaciones in situ de
embridon completo para Scx en etapa E12.5y las
vistas dorsal and ventral de las extremidades anteriores en embriones silvestres (D,G,J), Tgfb2* (E,H,K) and Tgfb2"-;Tgfb3"
~ (F,I,L). Tomado de: Recruitment and maintenance of tendon progenitors by TGFB signaling are essential for tendon

formation. (Pryce et al., 2009).

Papel del ectodermo en la induccién y la diferenciaciéon de los tendones

La importancia del ectodermo sobre la especificacion del patréon musculo-tenddn-cartilago
fue demostrada con extremidades recombinantes, los experimentos consistieron en la
obtencién de los primordios de las extremidades, que en etapas tempranas del desarrollo
estan compuestas por células mesenquimales indiferenciadas rodeadas de ectodermo. Para
los experimentos, las células mesenquimales se disociaban del ectodermo y se transferian al
ectodermo de otra extremidad, esta recombinacion de elementos se injertaba a la zona dorsal
de otro embridn y se incubaba por 24 horas. Tiempo suficiente para observar el desarrollo
de huesos, tendones, articulaciones, asi como la correcta insercion de los musculos
(MacCabe et al., 1974). Muchos otros experimentos de esta naturaleza demostraron que en
el ectodermo existe la informacion que se requiere para la formacion y distribucion de los

elementos que conforman las extremidades.
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Del mesénquima que esta inmediatamente por debajo del ectodermo, surgen diferentes tipos
de tejido conjuntivo incluyendo los tendones, el tejido conjuntivo que recubre a los musculos
y la dermis (Pearse et al., 2007; Thorogood and Hinchliffe, 1975).

Particularmente, la relacion espacial entre los precursores de los tendones y el ectodermo
es muy estrecha. Los primordios proximales se extienden desde la membrana basal del
ectodermo en direccion hacia el esqueleto subyacente. En contraste, los primordios
intermedios permanecen subyacentes al ectodermo y se extienden en direccién al cartilago
hasta etapas tardias (Huang et al., 2015; Kardon, 1998). El tercer par, que corresponde a los
tendones de la region distal aparecen ventral y dorsal a las zonas de union entre el metatarso
y las falanges.

La contribucion del ectodermo al establecimiento de los tendones se ha demostrado al
remover el ectodermo, donde se pierde a expresion de marcadores de tendones como
Tenacinay Scx (Kardon, 1998; Schweitzer et al., 2001; Solursh et al., 1981; Tozer and Duprez,
2005; Yamamoto-Shiraishi and Kuroiwa, 2013).

Durante el desarrollo normal, el primordio proximal define la region que separa al muslo de
la pantorrilla y en etapas subsecuentes, los tendones se insertan en los musculos del muslo
y en el origen de los tendones de la pantorrilla. Al remover el ectodermo de la region del
primordio intermedio los musculos extienden su dominio hasta la region distal de la rodilla

(Kardon, 1998) (Fig. 14).
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experimental control Figura 14. Vista dorsal del desarrollo
limbs _ 3 limbs

muscular en extremidades al remover el
primordio del tendén proximal dorsal. (A-
F) Reconstruccion de secciones opticas a
través de extremidades marcadas con
anticuerpo HB1 para Tenascina (TNC) en
rojo y F59 para MHC rapido en verde. A, Cy
E son extremidades experimentales; B,Dy F
son sus extremidades contralaterales
control. (A-B). Extremidades en el momento
de la cirugia. Se esquematiza la extraccion
del primordio del tenddn proximal (los
circulos representan los primordios de los
tendones, los precursores miogénicos en

gris) y en la extremidad experimental (A) en

comparacion con la extremidad de control
(B). (C-D) Dos dias después de la cirugia, el musculo ectopico (flecha) se distingue entre las masas musculares del muslo
y las de la pierna, cubriendo a la rodilla. Este musculo ectopico parece ser una extension distal al musculo FTE. Notese que
los tendones, como el tendon distal del musculo IF, derivados del primordio proximal dorsal reaparecen, ya sea porque el
primordio del tenddn no se eliminé por completo o debido a la regulacién posterior por parte de la extremidad en desarrollo.
(E-F) El musculo ectopico (flecha) entre las masas musculares del muslo y la pantorrilla persiste 3 dias después de la cirugia.
(G) Comparacion de los niveles de TNC y musculo ectdpico en la extremidad experimental que se muestra en C. El panel
superior muestra la tincién F59 y la tincion HB1 del panel inferior. El musculo ectopico aparece en una region de tincion de
TNC baja. Barra de escala, 250 mm (para todas las imagenes). Tomado de: Muscle and tendon morphogenesis in the avian
hind limb. (Kardon, 1998).

La influencia del ectodermo sobre la diferenciacion de los tejidos conjuntivos se ha atribuido
a la senfalizacion de los miembros de la familia WNT. La sefalizacion WNT/B-catenina
coordina el destino celular de la formacion del tejido conjuntivo, manteniendo las células
mesenquimales sub-ectodérmicas como un nicho de células progenitoras (ten Berge et al.,
2008). Interesantemente, la remocion del ectodermo dorsal en etapas tempranas del
desarrollo de las extremidades regula a la baja la expresion de Scx (Schweitzer et al., 2001).
En su lugar, la expresion ectopica de Sox9 sustituye los sitios donde normalmente se expresa

Scx. En contraste, la sobreexpresion de Wnt6 en el mesénquima de la extremidad, inhibe el
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proceso de maduracion de la condrogénesis (Geetha-Loganathan et al.,, 2010). Aunque la
regulacion de Scx no fue evaluada, es probable que su expresion también pudo haber sido
inhibida bajo estas condiciones.

Aunado a esto, la sobreexpresion de Sox9 en los tenocitos promueve su conversion a
condrocitos (Akiyama et al., 2005; Soeda et al., 2010; Takimoto et al., 2012). Por lo tanto, el
programa de diferenciacidon tenogénica puede ser redirigido hacia otro destino celular. La
dualidad de estos destinos celulares se evidencia en que TGFp induce rapidamente Scx y
Sox9 en cultivos de micromasas de mesénquima extraido de interdigito. La evidencia apunta
a que la expresion de las proteinas de union a los activadores transcripcionales SMAD2/3,
Tgif1 o SnoN, ambas conocidas como represoras de la senalizacion TGFf, van a favorecer
la iniciacidn de la condrogénesis o de la tenogénesis, respectivamente (Lorda-Diez, Montero,
et al., 2009).

Para el presente estudio se utilizé el modelo in ovo, el cual permite disminuir el uso de
modelos murinos, ademas, este modelo ha proporcionado un mejor entendimiento de los

mecanismos de diferenciacion celular en humanos (Davey and Tickle, 2007).
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Planteamiento del Problema

La coordinacion de la diferenciacion celular del sistema musculo-esquelético esta altamente
regulada durante el desarrollo de las extremidades. La sefalizacion WNT/B-catenina, que
proviene del ectodermo, es una seinal que por si misma inhibe la diferenciacion celular. Sin
embargo, el efecto de WNT/B-catenina puede ser modificado dependiendo del contexto y/o
la combinacion con otros factores de crecimiento y diferenciacion.

En la region mas distal de la extremidad, la sefalizacion de las vias WNT y FGF mantienen
las células mesenquimales en un estado indiferenciado. A medida que los precursores
mesenquimales se alejan, entran en contacto con otros factores de diferenciacién e inician

un programa de diferenciacidén., manteniendo los progenitores de los tendones.

Aunque es claro que TGFB puede estimular la expresion de Scx y el reclutamiento de
precursores de los tendones, la induccion inicial que desencadena la expresion de Scx,
ocurre de manera independiente de TGFB. Por lo tanto, el inicio del programa tenogénico

podria ser determinado por la regulacion de la via WNT/B-catenina.
Hipotesis
Lainfluencia inhibitoria de la via de senalizacion WNT/B-catenina, que se libera del ectodermo

dorsal y ventral, es modificada por la presencia de la via TGFf al inicio del programa de

diferenciacion de los tendones determinada por la expresion de Scx.

Objetivo

Determinar el papel de sefalizacion WNT/B-catenina en la induccion de la transcripcion de

Scleraxis en los precusores de los tendones de las extremidades embrionarias de pollo.
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Materiales y métodos

Animales
En todos los tratamientos se utilizaron huevos fértiles ALPES Il (Aves Libres de Patogenos
Especificos, S.A., Puebla, México) de gallinas Leghorn. Los embriones se incubaron a ~38°C

durante 6.5 dias para ser tratados en etapa 28HH (Hamburger and Hamilton, 1951).

Proteinas y farmacos

Los tratamientos consistieron en la colocacion de perlas de heparina (Cat. H5263 Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) embebidas en las proteinas WNT3A, o DKK1 (Cat. 315-20, 120-
30 Preprotech, CDMX, México), en una concentraciéon de 1mg/ml. WNT3A es un ligando que
activa eficientemente la senalizacion WNT/B-catenina, mientras que DKK1 es un antagonista
de la seinalizacidon WNT debido a la alta afinidad para unirse al co-receptor LRP-6, impidiendo
la activacion de la via (Clevers and Nusse, 2012).

Se utilizaron perlas de agarosa azul affigel (Bio-Rad Laboratories Inc., California, USA)
embebidas en TGFB1 (Cat. 100-21 Preprotech) en una concentracion de 200 ng/ml; y perlas
de acetato AG1-X2 (Cat. 1401231 BioRad Laboratories Inc.) para y los farmacos de molécula
pequefia SB431542 y SIS3 (Cat. 616461, 566405 Millipore, Burlington, Massachusetts, USA),
en concentraciones de 50mM y 20mM, respectivamente. SB431542, es un inhibidor selectivo
para los receptores de tipo Activinas (ALK), a través de los que TGF[B activa su via de
sefalizacion (Gareth J. Inman et al., 2002; Massagué, 1998). SIS3 tiene una alta afinidad por
SMAD3, lo que impide su dimerizacion con SMAD2 evitando su funciéon de activador

transcripcional (Jinnin et al., 2006). Para analizar a mayor profundidad la actividad de WNT/j-
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catenina usamos BIO (GSK-3 Inhibitor IX, CAS 667463-62-9, Cat. 361550, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), un inhibidor del complejo de degradacion de B-catenina y el farmaco
llamado Agonista de Wnt (CAS 853220-52-7, Cat. 681665, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Todas las perlas se lavaron en PBS previo a la colocacion de los factores mencionados
y, se incubaron en hielo con los factores antes mencionados por lo menos 1 hora antes de

su implantacion en las extremidades.

Experimentacion in ovo

Para acceder al embrion dentro del huevo, se abrié una ventana en de la camara superior de
aire, con pinzas de relojero se retird la membrana coridnica y posteriormente, se abrid la
membrana amniética. Con ayuda de un asa y un punzon de aguja de tungsteno, se abordaron
las extremidades posteriores derechas para exponer la parte dorsal del autépodo. Las perlas
se colocaron en un area tenogénica presuntiva limitada por el borde distal del tendon
Extensor Digitorium Communis (Huang et al., 2015). Para todos los experimentos, se uso la
extremidad derecha y como control, se dejaron las extremidades posteriores izquierdas sin
tratar. Después de colocar las perlas, los embriones de pollo se regresaron a la incubadora
y se mantuvieron hasta el momento de su recoleccioén (30 minutos, 1, 2, 4, 8 y 16 horas). Las
extremidades se recolectaron en PBS frio, se fijaron en PFA 4%, se deshidrataron en
gradiente de metanol y se almacenaron para su posterior analisis mediante hibridacion in
situ.

Todos los experimentos se hicieron por triplicado, las n se muestran para cada tratamiento
sencillo reflejan las de los experimentos para los que fueron dirigidos especificamente. En

los tratamientos simultaneos, se realizaron controles positivos con cada farmaco o proteina
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que no se reflejan en las n de los tratamientos sencillos. Sin embrago, para tomar el
experimento de tratamientos simultdneos como positivo, en los controles se veia el efecto en

al menos 4/5 extremidades.

Ribosondas de cDNA

Se realizo hibridacion in situ para la identificacion de Scx, Axina2, N-myc y Wnt9a. La sonda
de Scx, fue donada por el Dr. Cliff Tabin (Universidad de Harvard). Para comprobar la
regulacion de la sefalizacion WNT/B-catenina se generaron sondas mediante RT-PCR para
los genes blanco Axina2 y N-Myc. Para amplificar un fragmento de 403 pb de Axina2, con
base al numero de acceso NM_204491.1 se disefaron los primers: Forward-
TCGAGAACAACAGCATCGTC, Reverse-GACCTGTACCCGTTCTC-CAA. Para la amplificar
un fragmento de 481pb de N-Myc, se disefaron los primers con base al nimero de acceso
NM_001030952.1: Forward- AGC GAC TCG GAA GAA GAA CA, Reverse-CGT CCG ATT
GGA TAG ACA GAA. Como templado se us6 ARN total previamente obtenido de
extremidades embrionarias de pollo en etapa 28HH. El cDNA de cadena sencilla se sintetizo
con el kit ipsogen de transcriptasa reversa libore de RNasaH (Cat. 679923 Invitrogen,
California, USA). Para clonar los fragmentos se uso el vector P-GEM T-easy (Cat. PR-A1360
Promega, Madison, USA). Las clonas se obtuvieron con células competentes MAX efficiency
DH5a™ (Cat. 18258012 Invitrogen). Para las hibridaciones in situ, las sondas de ARN se
marcaron con una cola de UTP-digoxigenina (Cat. 3359247910 Roche, Basilea, Suiza) como

se ha descrito previamente (Merino et al., 1998).
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Hibridacion in situ.

Las muestras se rehidrataron en gradientes de metanol. Para aclarar y permeabilizar los
tejidos, las muestras se trataron con peroxido de hidrogeno al 6% 1 hora y posteriormente
con 28 pg/mL de proteinasa K (pK) durante 28 minutos en un bafio humedo a 20°C. El
bloqueo para el anti-DIG-AP (cat. 11207733910 Roche, Switzerland) se realizd6 con suero
bovino al 10%. Todas las soluciones se realizaron en PBS Tween al 1%. Las muestras se
tineron con BM Purple AP (cat. 11442074001 Roche, Switzerland) y fijadas en

paraformaldehido al 4%.

Cortes en vibratomo
Después de la hibridacion in situ las muestras se embebieron en agarosa-PBS al 4%. Se
obtuvieron cortes histolégicos de 40um en un microtomo de cuchilla vibrante Leica VT1000S

(Leica Biosystems, Wetzlar, Germany).

Captura de imagenes
Las imagenes de las hibridaciones in situ de las extremidades completas y de los cortes
obtenidos fueron capturados en un microscopio SMZ1500 (Nikon, Tokyo Japan) usando el

software Axiovision® (Zeiss, Oberkochen, Germany).
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RESULTADOS

A lo largo del desarrollo de las extremidades, la expresion de WNT3A en el ectodermo
regulan el mantenimiento del estado indiferenciado del mesénquima, inhibe la diferenciacion
del cartilago y se ha propuesto que dependiendo del tiempo de exposicion y etapa del
desarrollo, la via de sefalizacién WNT/B-catenina promueve la diferenciacion de las células
mesenquimales a tejido conectivo (ten Berge et al., 2008; Geetha-Loganathan et al., 2010;
Kardon et al., 2003; Wolpert, 1998). En contraste, en células derivadas de los tendones de
Aquiles de ratas se observo que WNT3A inhibe la expresion génica de Scx (Kishimoto et al.,
2017). Para esclarecer si la via de sefalizacion WNT/B-catenina también es importante para
la regulacion de la expresidn de Scx en las células precursoras de tendones, decidimos

evaluar la habilidad de WNT3A para regular la expresion de Scx in vivo.

Para estos experimentos se usaron perlas embebidas en WNT3A que se colocaron en la zona
tenogénica presuntiva, delimitada por el extremo distal del blastema del tendén EDC vy la
tercera falange proximal. Los resultados mostraron que WNT3A inhibié la expresién de Scx
en los tratamientos por 4 horas (7/8), en comparacion con la extremidad contralateral (Fig.
15a, b). Estos datos muestran que la senalizacion de WNT/B-catenina regula la expresion

génica de Scx in vivo.

Para determinar la participacion de WNT enddgena en la expresion in vivo de Scx, colocamos
perlas embebidas en DKK1, el antagonista del receptor de la via candnica de WNT. Aqui se
mostréo que se promueve la expresion de Scx, claramente visible en la cuarta hora de
tratamiento (8/8) (Fig. 15a, c); sin embargo, en tratamientos de seguimiento mas prolongado,

después de 8 horas el patron de Scx era similar al control.
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Via de senalizacion WNT Via de sefializacion TGF

CONTROL WNT3A 4h DKK 4h ALK inh 2h  SMAD inh 2h

YWY
WY

Figura 15. La seiializacion canénica de WNT y TGF endégeno regulan la expresion de Scx. Hibridaciones in situ en

d

extremidades embrionarias de pollo en etapa 28HH. Efecto sobre la expresién de Scx después de 4 horas de los
tratamientos con WNT3A, DKK; inhibidor de ALK o el inhibidor de SMAD. a) La flecha blanca sefiala el blastema del tendén
EDC en la extremidad control. b) Inhibicion de Scx por los tratamientos con WNT3A (7/8) mientras que, c) DKK induce la
expresion de Scx (8/8). La inhibicion de la sefalizacion endégena de TGF d) por inhibicion de la fosforilacion del receptor
ALK (8/8) o e) de la activacién transcripcional de SMAD (5/6) resultd en la inhibicion de la expresion de Scx. Las lineas
punteadas delimitan el area de inhibicion (WNT3A, ALK inhib y SMAD inhib) o de induccion (DKK) de la expresion de Scx,
tomando como referencia del centro de la perla al limite del efecto. ABAJO: Acercamientos de las extremidades donde se

aprecian la expresion normal y los tratamientos.

Por lo tanto, la induccion inicial de la expresién de Scx en las células precursoras de los
tendones que se encuentran cercanas al ectodermo requieren de un mecanismo antagonico
de la via de sefalizacion WNT/B-catenina para entrar al programa de diferenciacién

tenogeénica.

La senalizacion de TGFf es fundamental para la expresion y mantenimiento de los tenocitos,

ademas induce la transcripcion de Scx, que en ratones se detecta en los tenocitos desde
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etapas tempranas del desarrollo y hasta etapas adultas (Pryce et al., 2009; Seo and Serra,
2007). En este trabajo decidimos comprobar la dependencia de TGFB enddgena para la
expresion de Scx in vivo. Para esto, usamos el inhibidor del receptor tipo | 6 de Activinas
tipos 5,4,7, por sus siglas en inglés ALK5, ALK 4 y ALK7 (ALK inhib) (8/8) y el inhibidor del
activador transcripcional SMAD2/3 (SMAD inhib) (8/9) (Fig. 15g, h). Los resultados mostraron
que ambos tratamientos rapidamente inhiben la expresion de Scx, lo que comprobd en
nuestro modelo in vivo, que TGFB regula directamente la activacion del gen Scx,

adicionalmente que lo hace través de la activacion transcripcional mediada por SMAD2/3.

La rapida respuesta observada con los tratamientos de las vias WNT y TGFf, nos llevaron a
especular sobre el efecto antagdénico de ambas sefiales para inducir tendones. Teniendo en
cuenta que DKK1 se expresa en el mesénquima dorsal en la zona tenogénica presuntiva y
se ha implicado en la regulacion de la expresion de marcadores tendones y en la formacion
del cartilago a través de WNT y BMPs (Grotewold and Ruther, 2002) decidimos evaluar el
efecto su papel en la induccion de los tendones, para ello realizamos tratamientos
simultaneos de DKK, y los inhibidores de TGFB. Los resultados mostraron que tanto la
inhibicién de la sefalizacion WNT/B-catenina como la induccion de la via de TGFf3 mostraron
ser capaces de promover la expresion de Scx (Fig. 16b-e). Indicando que ambos factores

son necesarios para inducir la diferenciacion tenogénica.

Se ha propuesto la existencia de un factor de diferenciacion distinto al que induce el
programa tenogénico en etapas tempranas, previo a la sefalizacién de TGFf (Pryce et al.,
2009), por este motivo nos preguntamos si la inhibicion de la via de sefalizacion WNT/B-
catenina, observada con el tratamiento sencillo de DKK podria ser un factor suficiente y

necesario para promover la expresion de Scx y potencialmente la formacién de tendones,
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por lo que realizamos experimentos para bloquear simultaneamente las dos vias de
senalizacion y evaluar si la expresion de Scx podria inducirse aun en la ausencia de TGFp.
Interesantemente, observamos la induccion de Scx por DKK aun en presencia del inhibidor

de ALK (6/8) y del inhibidor de SMAD2/3, SIS3 (6/8) (Fig. 16b, c).

Inhibidores de la vias Activadores de las vias

TGFpB 4h DKK/ALK inh 2h DKK/SMADinh 2h WNT3A/TGFB 4h WNT3A/TGF 16h

Figura 16. La inhibicion de WNT/B-catenina es necesaria y suficiente para inducir la expresiéon de Scx. Hibridaciones
in situ para Scx en extremidades embrionarias de pollo en etapa 28HH después tratamientos con TGF, la combinacién de
DKK 'y los inhibidores de TGF y la combinacion de WNT3A y TGFB. a) Induccion de Scx a las 4 horas de tratamiento con
TGF (8/9). Tratamientos simultdneos de DKK con b) inhibidor de ALK (6/8) o c) inhibidor de SMAD (6/8) a las 2 horas.
Tratamientos simultaneos con TGFB y WNT3A a las d) 4 horas (11/11) y e) 16 (7/8) horas. Los tratamientos simultaneos de
DKK inducen la expresién de Scx, aun bloqueando la sefializacion TGFp. La flecha blanca indica la induccién de Scx con el
tratamiento de TGFp. Los circulos delimitan el area de inhibicion (WNT3A, ALK inhib y SMAD inhib) y de induccion (DKK 'y
TGFB) de la expresion de Scx, tomando como referencia del centro de las perlas al limite del/los efectos. ABAJO:

Acercamientos de las extremidades donde se aprecian la expresion normal y los tratamientos.
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Tomando en cuenta lo anterior, y que la expresion de Scx puede ser particularmente inducida
con el tratamiento sencillo de DKK (Fig. 15c), planteamos que in vivo la inhibicion de WNT/3-
catenina es suficiente y necesaria para inducir la diferenciacion tenogénica mediante la
activacion de la expresion de Scx. En contraste, debido a que Scx puede ser inducido aun
en ausencia del receptor TBRII (Pryce et al., 2009), proponemos que la via de sefnalizacion

TGFB es necesaria pero no suficiente para inducir la expresion de Scx.

La exposicion prolongada del mesénquima a WNT puede inhibir la expresion de Scx
(Kishimoto et al., 2016; Kishimoto et al., 2017), debido a esto se realizaron tratamientos
simultaneos con WNT3A y TGFB1 para establecer si la activacion de la via de sefalizacion
WNT/B-catenina podria tener una mayor jerarquia sobre TGFp para promover la expresion
de Scx en las células mesenquimales de la zona presuntiva de los tendones. Los resultados
mostraron que aun en presencia de WNT3A, TGF indujo la expresién de Scx notablemente
observado desde la cuarta hora de tratamiento (11/11) y mantenido hasta 16 horas de
tratamiento (7/8) (Fig. 16d, e€). Una posible interpretacion de estos resultados es que, en estas
células, TGF[ es necesario para promover la expresion de las proteinas que controlan la via

de senalizacion WNT/B-catenina.

Para analizar la activacion de los genes blanco, caracteristicos de la via Candnica de WNT y
su posible regulacién por TGF analizamos la expresion de Axina2 y N-Myc y Wnt9a en las

extremidades embrionarias de pollo en etapas 27HH a 31HH.

La expresion de Axina2 se expresa claramente en los interdigitos, en las zonas donde se
desarrollan articulaciones y también coincide con zonas donde aparecen los blastemas de

los tendones EDC, en contraste se excluye de los elementos esqueléticos (Fig. 17a-c). En

45



general, el patrén mas dinamico se observo en la zona distal, conforme los dedos crecen, el
patrén alternado dedo-interdigito se hace evidente y Axina2 se mantiene a lo largo de los

interdigitos a excepcién de la zona mas distal (Fig. 17a).

27HH 29HH 31HH
! a ' b ' c
. d ' e ‘ f
‘9 'h ’i

Figura 17. Patrén de expresion de genes blanco de la sefalizacion WNT/B-catenina en la zona tenogénica presuntiva

Axina2

N-Myc

Wnt9a

27HH a 31HH. a-c) Axina2 se expresa en el interdigitos, en las zonas donde se desarrollan articulaciones, en la zona
tenogeénica presuntiva y se excluye de los elementos esqueléticos. a) En 27HH, se observé una banda de AxinaZ2 en la base
de los dedos y a lo largo de los interdigitos. b) En etapa 29HH, la expresion de AxinaZ2 se empieza a restringir y desaparece
de las zonas donde ocurre muerte celular. c) En 31HH la expresién mas intensa se observé en el pericondrio que rodea los
elementos esqueléticos y en las inserciones de los tendones en los elementos esqueléticos. Las flechas indican la zona

tenogeénica presuntiva en todos los casos
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Posteriormente, en etapa 29HH la expresion de Axina2 se empieza a restringir siendo
excluido de las zonas donde ocurre muerte celular (Fig. 17b) (Chimal-Monroy et al., 2011),
hasta que en 31HH la expresion mas intensa se restringe al pericondrio que rodea los
elementos esqueléticos (Fig. 17c). De manera particular encontramos que en la zona
tenogénica presuntiva, Axina2 mantuvo una expresion ligera que, aparentemente se modifica

por el desarrollo de los elementos esqueléticos y articulaciones subyacentes (Fig. 17a-c).

Por otro lado, el gen N-Myc ha mostrado tener un papel en la dualidad del destino celular de
los precursores mesenquimales que residen en las extremidades en desarrollo (ten Berge et
al., 2008). En las extremidades embrionarias de pollo, observamos su expresion en zonas
que excluyen los elementos esqueléticos, observamos que N-Myc se expresa de manera
tenue en los interdigitos (Ros et al., 1995), y en la union del zeugdpodo y el autépodo, de
donde surge el blastema del EDC (Fig. 17d). Conforme avanza el desarrollo, la expresion de
N-Myc se limita al pericondrio y, en la zona tenogénica presuntiva se concentra en las zonas

de insercion en la base de los dedos (Fig. 17e, f).

Y finalmente, WNT9A, un ligando que activa la via canonica de WNT. Este gen se ha implicado
en la formacion de articulaciones especialmente en la formacion de la insercion de los
tendones en los metatarsos en el pie y los carpos de la mufeca en raton (Guo et al., 2004;
Spater et al., 2006). Sin embargo, el patron de expresidon obtenido en nuestro laboratorio fue
distintito. Caracteristicamente, la expresion de Wnt9a abarco las masas musculares del
zeugopodo y también fuertemente expresado en los interdigitos en etapa 27HH (Fig. 17g).
Conforme avanza el desarrollo, en la etapa 29HH la expresion se observa en las inserciones

en la base de los dedos y en las zonas donde se formaran las articulaciones de las falanges
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(Fig. 17h), después en la etapa 31HH se observa que se expresa en las uniones

miotendinosas del EDC (Fig. 17i).

Para analizar la posible regulacion de la via de sefalizacion WNT/B-catenina en la zona
tenogénica presuntiva realizamos cortes sagitales de extremidad en la etapa 28HH, y
revisamos a detalle la expresion de Axina2, N-Myc y Wnt9a. En los cortes de las hibridaciones
in situ de Axina2 se observa la expresion en las células mesenquimales adyacentes al
ectodermo, a distancia de los elementos esqueléticos, la expresion es mas tenue en la zona
presuntiva de los tendones, mientras que, sobre la zona de la base de los dedos, la sefal fue
mas intensa (Fig. 18a). Decidimos evaluar los efectos de los tratamientos de 4 horas con
TGFB y WNT3A sobre la expresion de Axina2. Los resultados mostraron que TGF(3
incrementa la expresion de AxinaZ2 en el area cercana al ectodermo paralela a la zona donde
se desarrolla el tendon EDC (8/10) (Fig. 18b). Como control, observamos la capacidad de
WNT3A para promover la expresion de Axina2, que se extendié en todo el espesor del
mesénquima (5/7), desde las células que se encuentran directamente por debajo del

ectodermo hasta las que se encuentran cercanas a los elementos esqueléticos (Fig. 18a, c).

Adicionalmente, evaluamos la expresion N-Myc, que en ratones se expresa todo el espesor
del mesénquima dorsal de la extremidad y se excluye de las células que se diferencian hacia
cartilago (ten Berge et al., 2008; Ota et al., 2007), en nuestros cortes pudimos observar el
mismo patron de expresion de N-Myc que se expresaba en las células mesenquimales desde
el ectodermo hasta el limite del cartilago. Con el tratamiento de TGFB se promovid
ligeramente la expresion de N-Myc en la region cercana al ectodermo (9/9) (Fig. 18d, e)
mientras que WNT3A, promueve su expresion intensamente en la misma zona, donde se

formaran los tendones (Fig. 18f).
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Figura 18. Regulacion de los genes blanco de la sefalizacion WNT/B-catenina por TGFB y WNT3A. Hibridaciones in
situ de Axina2, N-Myc y Wnt9a en etapa 28HH en extremidades control y con los tratamientos. Los cortes sagitales se
realizaron después de las hibridaciones in situ para analizar la region tenogénica presuntiva del EDC. La expresion de los
genes blanco de la sefializaciéon WNT se observaron en las células mesenquimales en contacto con el ectodermo y en el
caso de Wnt9a en las masas musculares y en los sitios de inserciéon de los tendones en el hueso. Los cambios en el area
de expresion se indican con las flechas beige, mientras que la expresion basal se indica con las flechas azules, después del

tratamiento con TGFB o WNT3A en comparacion con los controles. El asterisco destaca la posicion de las perlas en ¢) y f).

Por ultimo, analizamos la expresion de Wnt9a que en los cortes histoldgicos se observo que
se expresa en las células mesenquimales subectodérmicas donde se forman los blastemas
de los tendones, en las masas musculares y en los sitios de insercion a los elementos
esqueléticos (Fig. 18g). Con el tratamiento con TGFB observamos que la sefal que
corresponde a las masas musculares se extendia rodeando la perla (6/6) (Fig. 18h).

Interesantemente, el tratamiento con WNT3A inhibi6 la expresién de Wnt9a (4/5) (Fig. 4i).
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Consistente con lo encontrado previamente, ambas cascadas de sefalizacion regulan la

diferenciacion de los musculos (Zhang et al., 2018).

Debido a que estos tres genes se expresan en la zona tenogénica presuntiva y que, tuvieron
una alta respuesta con ambos tratamientos, nos surgié la hipotesis de que las senales
provenientes del ectodermo se difunden formando un gradiente en direccion hacia los
elementos esqueléticos. Por lo tanto, la capacidad de las células mesenquimales para entrar
al programa de diferenciacion tenogénica depende de la competitividad entre las vias de
sefalizacion WNT y TGF[3 para promover la expresion de Scx en las células mesenquimales

que estan cercanas al ectodermo, pero a distancia de los elementos esqueléticos.

Para analizar la capacidad de respuesta de las células mesenquimales a los diferentes
tratamientos evaluamos la expresion de Scx en cortes sagitales. Los resultados mostraron
que TGFB promovio la expresion de Scx unicamente en las células mesenquimales cercanas
al ectodermo (8/9), paralelas a la sefal enddgena, solo los casos donde la perla se

encontraba cerca del ectodermo indujeron la expresion de Scx (Fig. 19a, b).

La inhibicion de la sefializacion WNT/B-catenina mediante los tratamientos con DKK indujeron
la expresion de Scx principalmente en una region cercana al ectodermo, en contraste con la
inducciéon con TGFB, DKK indujo Scx también en zonas mas cercanas al esqueleto (8/8),
encontrando que el tratamiento podria inducir Scx aunque estuviera alejado del ectodermo.
(Fig. 19a, c). En concordancia con lo antes visto, WNT3 inhibio la expresion de Scx cuando
las perlas eran colocadas cercanas al EDC, no afectando otras estructuras a distancia (7/8)

(Fig. 19a, d). Estos resultados, indican que las células mesenquimales bajo el ectodermo
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probablemente empiezan el programa de diferenciacion dependiendo del balance entre las

senales inhibitorias.

En este estudio, encontramos evidencia que sugiere que la sefializacion WNT/B-catenina
actua mediante un gradiente de difusion que se distribuye en direccion de los elementos

esqueléticos.

Dorsal

I
Proximal-———- e Distal

Ventral

Scx

E— *y‘\ - 4 : o
d WNT3A 4h

Figura 19. La expresion de Scx depende de la profundidad del tejido mesenquimal entre el ectodermo y los
elementos esqueléticos. Hibridaciones in situ de la expresion en etapa 28HH en la extremidad control o después de los
diferentes tratamientos. a) Cortes sagital después de la hibridacion in situ de la zona de donde se extiende el EDC. Notese
que la induccion de Scx con los tratamientos de b) TGFB (8/9) y c) DKK (8/8) después de 4 horas. d) Inhibicion de la
expresion de Scx en el borde del EDC con el tratamiento de WNT3A (7/8). Las flechas azules indican la expresion normal

de Scx, las flechas beige indican induccion y las flechas rojas inhibiciéon de Scx.
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DISCUSION

Durante la formacion de los tendones en la extremidad Scx se expresa en poblaciones de
células que daran origen a tendones y ligamentos, asi mismo, se expresa en subpoblaciones
condrogénicas que contribuyen al establecimiento de las uniones de los tendones y
ligamentos a sus inserciones esqueléticas (Blitz et al., 2013; Sugimoto et al., 2012; Sugimoto
et al., 2013). Aunque la expresidn de Scx es transitoria en los precursores condrogeénicos,
en los tendones y ligamentos persiste hasta etapas adultas, por lo que este marcador nos fue
de utilidad para evaluar eventos tempranos que marcan el inicio del programa tenogénico
empleando el modelo del tenddn Extensor Digitorium Comunis en extermidades

embrionarias de pollo.

Los TGFB son considerados entre los principales reguladores de la diferenciacion y el
crecimiento de los tejidos conjuntivos, se han usado en la medicina regenerativa con la
finalidad de modular la diferenciacion de tendon, cartilago y hueso. Existe evidencia de que
estos linajes celulares provienen de precursores comunes y que, dependiendo del contexto
celular, su progenie adoptara un destino celular (Lorda-Diez, Torre-Pérez, et al., 2009;

Sugimoto et al., 2012).

En el contexto del desarrollo, la expresion de TGF(2 esta relacionada a la formacion de los
tendones y en condiciones in vitro TGFB1 promueve potentemente la expresion de Scx
(Lorda-Diez, Montero, et al., 2009; Merino et al., 1998). Ademas, la relevancia de la
sefalizacion TGF( en el desarrollo de los tendones se demostré en los ratones knockout para
TofB27, TgfB3”, TgfB2"/TgfB3” y, en los ratones nulos TgfBr2-Prx1Cre o PRX1-Cre en
TgfBR2, donde se observo que la formacion de los tendones se afecta ampliamente; no

obstante en estos mutantes Scx se expresa en su etapa inicial, sin embargo, no se mantiene
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la expresion en etapas posteriores (Pryce et al., 2009; Seo and Serra, 2007). La expresion

transitoria de Scx indica que la induccion inicial de Scx es independiente de TGF.

Estos datos indican que TGFf tiene un papel esencial para mantener activa la transcripcién
de Scx en los precursores de los tendones a lo largo del desarrollo y hasta etapas adultas
(Pryce et al., 2009) sugiriendo que TGFf podria ser un factor permisivo para la diferenciacion
celular. Sin embargo, TGF no se requiere en las etapas mas tempranas de diferenciacion
de tenogénica, como lo demostramos con los tratamientos simultaneos de DKK en
combinacién con el inhibidor de ALK o SMAD. Apuntado a que la regulacién de la
sefnalizacion TGFf se ve afectada por la senalizacion WNT/B-catenina en etapas tempranas

de la diferenciacion tenogénica.

En la ultima década, el creciente interés por caracterizar funcionalmente la regulacion de la
sefalizacion TGFB se ha centrado en la identificacion de los cofactores que dirigen la
respuesta de los genes de diferenciacion celular (Massagué, 2012; Wu et al., 2016). En
cultivos de micromasas de células precursoras obtenidas en etapas tempranas del desarrollo
de las extremidades, se observd que TGFB aumenta rapidamente la expresion de los
represores Tgif y SnoN, mismos que se expresan en las articulaciones, tendones y otras
zonas donde las células aun no se comprometen a un programa de diferenciacion (Lorda-

Diez, Montero, et al., 2009; Lorda-Diez et al., 2010).

Por otro lado, se ha descrito que los ligandos como TGFB2, Nogina y BMP3, inducir la
expresion de Scx antagonizan la sefalizacién candnica de BMP para (Gamer et al., 2008;
Lorda-Diez et al., 2010; Merino et al., 1998; Schweitzer et al., 2001). Sin embargo, BMP4 se

expresa en los blastemas de los tendones y GDF5 se expresan en el mesodermo donde se
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formaran las inserciones de los ligamentos y tendones. Las funciones de la sefalizacion BMP
en los tejidos conectivos fueron esclarecidas en cultivos de micromasas donde se observo
que la induccién de Scx depende del tiempo de exposicion a BMP en combinacidon con de
otras proteinas represoras, como SnoN e Id2 que se expresa en las células mesenquimales
de las extremidades, bloqueando el efecto condrogénico. Por lo tanto, la respuesta
divergente de las células mesenquimales para diferenciarse al linaje de tenddn o de cartilago
dependiendo del perfil de expresion de los reguladores de TGFB/BMP en las células

mesenquimales (Lorda-Diez et al., 2014).

En el presente estudio, la estrategia de inhibir las dos vias de sefalizacion con los
tratamientos simultanéanos de DKK con inhibidores de TGF nos permitieron identificar que
no es posible reprimir la expresion de Scx bloqueando la senalizaciéon TGF. Por lo tanto, las
células precursoras de los tendones adquieren su compromiso celular en el tiempo que se
encuentran directamente debajo del ectodermo bajo la influencia de WNT; cuando esta seial

cesa, se dispara la cascada molecular que lleva a la diferenciacion de tendones.

Los experimentos clasicos donde se colocaba ectodermo sobre células indiferenciadas en
distintas condiciones, llevaron a la conclusion de que el ectodermo mantiene la proliferacion
y el estado indiferenciado de las células de la extremidad (van Amerongen and Nusse, 2009;
Gregg et al., 1989; Kardon, 1998; Wolpert, 1998). Esta influencia, puede modificar el perfil de
expresion que puede ser activado dependiendo del tiempo que las células mesenquimales
han estado bajo su influencia.

La remocion del ectodermo lleva a la expresion ectopica de Sox9 extendiendo su expresion
hacia la region dorsal del mesénquimay, a pesar de que la expresion de Scx no fue evaluada

(Geetha-Loganathan et al., 2010), se podria especular que en etapas tempanas del desarrollo
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de los tendones, al remover el ectodermo muchas de estas células precursoras podrian
expresar simultdneamente Sox9 y Scx. Por lo tanto, en condiciones normales, las células
cercanas al ectodermo que inician el programa de diferenciacion tenogénica serian
Scx*/Sox9- mientras que cercanas al esqueleto, estos precursores se vuelven Scx/Sox9* e
inician el programa de diferenciacién condrogénica (ten Berge et al., 2008; Liu et al., 2014;
Sugimoto et al., 2012).

La existencia de fronteras que delimitan los destinos celulares tiene mayor sustento gracias
a la identificacion y caracterizacion funcional de 1d2, un factor de transcripcion que responde
a WNT y TGFB durante la esqueletogénesis (Lorda-Diez, Torre-Pérez, et al., 2009). Se
requieren estudios para evaluar la posibilidad de que la sefalizacidn WNT podria regular el
destino divergente de las células mesenquimales hacia el linaje tenogénico a través de la
regulacion de Id2. Debido a que BMP induce la expresion de Dkk1 en el mesénquima de la
zona presuntiva de los tendones (Grotewold and Rither, 2002), otro posible punto de
regulacion de del fenotipo dual de las células mesenquimales de la extremidad podria ser la
regulacién de DKK1 como modulador de las vias de sefializacion WNT/B-catenina y TGF( en

la zona tenogénica.

El modelo de ten Berge, 2009 propone un modelo bidimensional centrado en cémo WNT
coordina el ensamblaje de los tejidos dentro de la extremidad en desarrollo. En el modelo
propuesto en este trabajo de tesis incluimos la regulacién de TGF para explicar la induccién
de los tendones. Aunque la regulacion directa de TGFB sobre los precursores de los
tendones es clara, no tomamos en cuenta que en la zonas de experimentacion BMP4 se
expresa en zonas colindantes con las zonas donde se desarrollaran los tendones (Blitz et al.,

2009; Huang et al., 2015; Merino et al., 1998; Pizette et al., 2001; Schweitzer et al., 2001). La
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interaccion WNT/BMP antagonizan los efectos de TGFB debido a que favorecen la
degradacion de Smad3, lo que a su vez favorece la trascripcion de genes de la via WNT
(Fuentealba et al., 2007; Guo et al., 2008; Warner et al., 2005; Zhang et al., 2010), es posible
que la disponibilidad de TGFB aumenta la expresion de AxinaZ2, de tal manera que se Smad3

puede ser reclutada y favorecer la diferenciacion tenogénica.

Scx

A.C B. BI 4h C. 4h

Figura 20. Induccion de Scx por BIO y Agonista de Wnt. a) La flecha blanca sefiala el blastema del tendén EDC en la
extremidad control. La activacion de la sefializacion endégena de WNT/B-catenina b) al inhibir la formacion del complejo de

degradacion de 3-catenina (6/8) o c) al favorecer la activacion transcripcional TCF7LEF (11/13).

En tenocitos derivados de ratas adultas, los tratamientos con WNT3A y BIO, un inhibidor del
complejo de degradacion de B-catenina, inhiben la expresion de Scx, Mkx y Tnmd (Kishimoto
et al., 2016; Kishimoto et al., 2017), nuestros resultados mostraron que DKK1 induce la
expresion de Scx. Para evaluar mas a detalle la via de sefalizacion WNT/B-catenina sobre la
regulacion de Scx en nuestro modelo, se colocaron perlas embebidas en BIO y Agonista de

Whnt, un farmaco que impide la ubiquitinacion de B-catenina, favoreciendo su acumulacién en
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el nucleo. En ambos tratamientos observamos la induccion de Scx alrededor de la perla en
comparacion del control (Fig. 20) a diferencia del efecto inhibitorio observado con los
tratamientos de WNT3A (Fig. 15b). El posible mecanismo que explicaria esto es que, con la
actividad basal de la via de senalizacion WNT/B-catenina los tratamientos con BIO y Agonista
de Wnt favorecen la retroalimentacion negativa de la via a través de DKK1 que se expresa en
la zona tenogénica presuntiva (Grotewold and Rither, 2002) y que en nuestros tratamientos

detectamos que es suficiente y necesario para inducir la expresion de Scx .

Se ha sugerido que la sensibilidad y la capacidad de respuesta de las células a la activacion
de la via de sefalizacion TGF es mediada por el recambio de SMAD3 (Coghlan et al., 2000;
Guo et al., 2008; Liu et al., 2006; Massague, 2012). Debido a que la forma no activada de
SMAD3 es susceptible a degradacion proteosémica mediado por GSK3 y Axina el complejo
de degradacion, los tratamientos con BIO favorecerian la acumulacién de SMAD3 y su

posible reclutamiento hacia el nucleo para activar la trascripcion de Scx (Fig. 20a, b).

Por otro lado, se ha reportado la interaccion de SMAD3 en el complejo TCF/LEF durante el
establecimiento de las células satélite, asi como en la diferenciacion de hueso (Letamendia
et al., 2001; Rawadi et al., 2003; Warner et al., 2005). Tipicamente, la formacion del complejo
LEF/TCF con B-catenina activa la transcripcion de un set de genes caracteristicos de la via
de sefalizacion WNT; sin embargo, se puede activar la transcripcion de sets distintos de
genes de manera independiente de B-catenina, al interactuar LEF/TCF con SMAD3 (Labbe
et al., 2000; Letamendia et al., 2001). Bajo este marco, el Agonista de Wnt podria favorecer

la transcripcion a través de LEF/TCF activando la transcripcion de Scx (Fig. 20a, c).
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CONCLUSIONES

El contexto molecular de la induccién y diferenciacion de los tendones ha sido pobremente
caracterizado. A la fecha, se ha abundado en que el inicio del programa tenogénico que se
caracteriza por la expresion de Scx, factor necesario para el reclutamiento de nuevas células
a los tendones en desarrollo. En el presente estudio, el modelo in ovo nos permitid analizar
los eventos tempranos de diferenciacion de una poblacion de los precursores que inician el
programa tenogénico de una manera independiente de sus contrapartes musculares y
esqueléticas in vivo.

Los resultados indican que el ectodermo dirige el establecimiento del programa de
diferenciacion en los tendones dorsales del autopodo. La posicion de las células respecto al
ectodermo favorece el inicio de un programa de diferenciacion celular hacia tendones o
cartilago. En el programa de diferenciacion tenogénica, la inhibicion de la sefalizacion WNT
parece ser un requisito necesario y suficiente para inducir la expresion de Scx, mientras que

TGFp es necesario para promover y mantener su expresion (Fig. 21a, b).

PERSPECTIVAS

La regulacion diferencial de los genes blanco de la via de sefalizacion WNT y Scx en la zona
tenogénica presuntiva sugiere que WNT podria actuar como un factor permisivo para el
programa de diferenciacion tenogénica, queda por esclarecer si la generacion de un
gradiente de WNT y TGF, entre el ectodermo y los elementos esqueléticos es requerido
para establecer la formacién de los tendones entre el ectodermo y los elementos

esqueléticos, donde DKK juega un papel esencial para regular ambas vias.
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Asi mismo, queda esclarecer el papel de otras vias para establecer el fenotipo tenogénico,

como la WNT no candnica, que puedan antagonizar la via candnica de WNT in vivo.

NECESARIO Y SUFICIENTE
Inhibicion de wnt

WNT TGFB
DKK 7 \/ 1/ \ ALK Inh
SMAD Inh
Sex
La inhibicién de wnt La inhibicidn de TGFB
es suficiente es necesaria

Figura 21. Representacion esquematica de la seiializacion necesaria y suficiente que regula la expresiéon de Scx. a)
Diagrama de las interacciones antagonistas entre las vias de sefalizacion WNT/B-catenina y TGF para regular la expresion
de Scx. El esquema representa un corte sagital del autépodo de embrion de pollo. El cuadro rojo resalta la liberacion de
WNT desde el ectodermo y la liberacion de TGFB desde los elementos esqueléticos. Ambas sefales regulan la expresion
de Scx. b) Diagrama representando que la inhibicion de la sefalizacion WNT/B-catenina es suficiente para inducir la
expresion de Scx (letras rojas y cuadro rojo con DKK). Respecto a la sefalizacion TGF, la inhibicién de los receptores ALK
y los activadores transcripcionales SMAD demuestran que TGFB es necesaria para inducir la expresion (letras y recuadro
verde). El cuadro azul integra la interaccion de la interaccion del antagonismo entre WNT/B-catenina y la sefalizacion TGF(.
El bloqueo simultaneo de ambas vias de sefializacion demuestra que la inhibicion de WNT/B-catenina es necesaria y
suficiente para inducir la expresion de Scx (letras azules). Las lineas rojas representan inhibicidon, mientras que las flechas

verdes representan induccion.
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