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RESUMEN

El cantflago se forma mediante tres etapas del desarrollo, en los que se ha
identificado la expresién de varios componentes de la matriz extracelular: mesénquima laxo
(coligena tipo I), blastema condrogénico (tenascina) y cartilago fenotipicamente
diferenciado (coldgena tipo I1). Se sabe que el &cido retinoico (AR), regula la diferenciacién
de los condrocitos cultivados i vifre, al bloquear la expresién de la colagena tipo Il e
inducir 1a sintesis de la coldgena tipo I, Esta inhibicion de la condrogénesis por el AR, ocurre
en un estado posterior al compromiso celufar. Con base en estos-resultados, se estudio la
reexpresion de la condrogénesis en las células previamente tratadas con el AR, en
condiciones de micromasa. Asi, tenemos que para determinar dicha reexpresion, se usaron
isbtopos radiactivos para medir la biosintesis de los glicosaminoglicanos (GAG)
(Na2§3504) y la coldgena (Prolina-C14). Asimismo, se identifico el cambio en 1a expresion
de los tipos de la coléigena (I y II) por inmunotransferencia. Los resultados mostraron, un
incremento de 3 veces en Ia sintesis de los GAG al dia 5 de cultive, donde el 58%
correspondid al sulfato de hepardn, cuando se comparé con los otros GAG. Esto coincide
con la reexpresion de los GAG presentes en la etapa de blastema condrogénico. De igual
manera, se observé que la sintesis de la coldgena también aument6 en ese dia de cultivo.
Ademds, la colagena tipo I se expresé durante los dos primeros dias de cultivo. Mientras
tanto la colfigena tipo II inicié su reexpresion en el dia 3 de cultivo y se mantuvo hasta el dia
11 de cultivo. Por lo tanto, sugerimos que alrededor del dia S de cultive se encuentra la
etapa de blastema condrogénico, en dias previos a ese dfa, el mesénquima laxo y posteriores,
el cartilago fenotipicamente diferenciado. Con base en esto, se sugiere que los tres estadios
del desarrollo que llevan a la diferenciacion del cartitago in vivo, pueden ser reconocidos en

nuestro sistema experimental i vifro.



INTRODUCCION

Durante el desarrollo embrionario de los metazoarios existen una serie de fenémenos
que actian, en espacios y tiempos especificos, para la produccién de todos los diversos tipos
celulares que llegan a ser organizados en diferentes estructuras para conformar un
organismo adulto. La generacion de los diversos tipos cefulares, incluye un conjunto de
procesos que conducen a que las células con el mismo genoma expresen fenotipos diferentes
y funciones especializadas. Estos procesos han sido denominados en conjunto diferenciacion

celular.

La diferenciaci6n celular es uno de los temas principales de estudio dentro del campo
de la Biologia del Desarrollo, ya que siempre ha existido el interés por conocer y
comprender, como es que a partir de una célula huevo (6vulo fecundado), se activan una
serie de procesos que restringen gradualmente su potencialidad para dar origen a los
distintos linajes celulares, hasta un punto en el que las poblaciones celulares se determinan
hacia una ruta especifica del desarrollo y por consiguiente a expresar un fenotipo y una
funcidon caracteristicas. Asimismo, se considera que una célula estd determinada o
comprometida hacia una ruta de diferenciacion, cuando experimenta un cambio heredable
para expresar un fenotipo que la distinga a ella y a su progenie de otras células del embrion.
Este cambio las hace seguir una via especifica y especializada del desarrollo (Mbeﬁs y col,
1989). Aunque algunos autores no concuerdan en que los términos detenminacitn y
compromiso sean referidos de igual manera, en el presente trabajo estos términos se usarin
indistintamente, De esta manera, s¢ considera a la diferenciacion celular de cualquier linaje,
como una sucesion de fases de restriccion que llevan a que las células se determinen hacia un
camino especifico del desarrollo. Asi, tenemos que las células determinadas presentan un

fenotipo que no es reconocible en su momento, sino hasta estados posteriores.



Entonces, cuando una célula queda determinada a seguir una ruta especifica del
desarrollo, su progenie experimenta cambios internos, como lo es en la expresién diferencial
de genes, que codifican diferentes ARNm que se traducirin en proteinas. Estas
modificaciones estin relacionadas con la actividad genética, la cual a su vez se encuentra
continuamente regulada: los genes se pueder activar y desactivar durante los procesos de la
diferenciacion ct;lular por medio de las interacciones niicleo-citoplasma, las interacciones
célula-célula y célula con su matriz extracelular (Alberts y col, 1989). Ademas, se ha
postulado que esta regulacion genética presenta una secuencia jeratquica, de tal manera que
¢l producto de un gen puede controlar la expresion de otros genes (Damell y col, 1990;
Watson y col, 1987). '

La identificacion de genes maestros que regulan e! desarrollo, no ha sido facil debido
a 1a poca accesibilidad de sistemas experimentales para distinguir las diferentes etapas de Ia
diferenciacién celular. Con respecto a estos estudios, se ha visto que las mutaciones
homebticas, mutaciones que provocan la transformacién de una estructura corporal por otra
(Malvilio, 1993) afectan a los genes que controlan el desarrollo de un organismo, como es el

caso en Drosophila donde al mutarse una ia d del compleio de genes

Antennapedia se sustituye una antena por una pata. Asimismo, durante el desarrollo de un
organismo vertebrado la expresion genética estd regulada por familias de genes que
contienen secuencias homeobor, 1o genes Hox. Estos genes son similares en estructura,
organizacién y funcién, a los genes homedticos de Drasophila. Con base en ésto, se ha
sugerido que los genes que contienen secuencias del tipo homeobox regulan la expresion de
otros genes y por lo tanto, deben controlan la embriogéneis al determinar la organizacién

espacial del embrion (Watson y col, 1987; Wright, 1991; Duboule, 1992).



Por otro lado, se ha observado que la matriz extra celular (MEC) de los embriones
de mamiferos, se encuentra presente desde el estadio de dos células, y es un componente de
los tipos celulares generados durante el desarrollo de cualquier organismo. Sin embargo, la
composicion de la MEC y las relaciones espaciales entre ésta y las células difieren durante el
desarrollo. Esto ha llevado a mencionar que la MEC juega un papel central durante los

procesos de la diferenciacién celular,

Las células pueden estar completamente rodeadas por una MEC, como es en el caso
de los condrocitos del cartilago; o podrian interactuar con la MEC solamente sobre una

superficie, como en el caso de las células epiteliales y endoteliales,

Con base en lo anterior, es que los procesos de la diferenciacion celular se pueden
estudiar desde un punto de vista en que se resalte la importancia de las interacciones célula-

MEC, asi como de las interacciones célula-célula.



EL CARTILAGO COMO UN MODELO DE LA DIFERENCIACION CELULAR.

El cartilago es un tejido altamente especilizado que estd formado por células
(condrocitos) y una MEC secretada por estas células. Los componen(es' principales de la
MEC del cartilago son la coldgena tipo II y un proteinglicano rico en sulfato de condroitina,
denominado agrecano, ademas de otros proteinglicanos sulfatados. Estos componentes de
la MEC dan las caracteristicas de resistencia y flexibilidad del tejido. El cariilago es
esencialmente avascular, por lo que la nutricion de los condrocitos se lleva a cabo por
difusion a través de la MEC (Ham y Cormack, 1983). Los estudios por microscopia

electronica muestran que los condrocitos i vive tipicamente son ovoides (Horton, 1993).

De acuerdo a la cantidad y al tipo de fibras elasticas y coldgenas presentes en la

MEC, se encuentran tres tipos de cartilago: hialino, elistico y fibroso.

El cartilago hialino practicamente forma todo el esqueleto de los vertebrados en
estadios embrionarionarios. Posteriormente, este tejido se osifica para dar lugar al hueso. En
algunos casos, como en los mamiferos adultos, el cartilago persiste en las superficies

articulares de los huesos y como 6rgano de sostén en las vias respiratorias.

Se sabe que el cartilago que se observa durante ¢! desarrollo embrionario de los
vertebrados, tiene un origen distinto. Asi tenemos, que los cartilagos del septo nasal y de
Meckel presente en la mandibula, se derivan de las células de la cresta neural craneal. El
primero permanece como cartilago hialino hasta estados adultos; mientras el segundo,
degenera en una regién y en otra regién del mismo parece tener una asociacién con la
formacién del hueso mandibular. Asimismo, también existe cartilago de origen somitico, que

da origen a las vertebras en ¢l embridn, éstas en estados postfetales se osifican, Por Gltimo,



el cartilago presente en las extremidades embrionarias se origina de la placa lateral del

mesodermo,

Los conocimientos acerca de la diferenciacién celular del castilago se han
desarrollado un tanto del estudio del cartilago de origen somitico, pero principalmente
provienen del desarrollo del cartilago de las extremidades embrionarias. Por Jos estudios
llevados a cabo con el cartilago somitico se ha demostrado que la diferenciacion de éste
depende en gran medida de las interacciones entre el tubo neural y la notocorda con las
somitas. Sin embargo, parece ser que no se requieren interacciones celulares directas entre
estas estructuras, mis bien se supone que alguno o algunos factores presentes en la MEC

intervienen en este proceso (Hall, 1983; Aoyama, 1993).

Por otra parte, el cartilago de las extremidades embrionarias de Ios vertebrados se
origina de las células del mesénquima, provenientes de la placa lateral del mesodermo, las
cuales migran desde esa region y se colocan debajo de una capa delgada de ectodermo para
desarrollarse primero como un pimordio. Cabe hacer aqui Ja aclaracion que las interacciones
entre estos dos tejidos, mesodermo y ectodermo, son importantes para el desarrollo de las
extremidades. Sin embargo, a diferencia del cartilago de origen somitico, no se concoce

coémo se lleva a cabo la induccion del cartilago, en esas estructuras.

Es necesario mencionar, que sin importar el origen del cartilago, éste se desarrolla de
manera similar en todos ellos. Por lo tanto describiré en forma general, como se desarrolla el
cartilago desde un punto de vista en el que haré hincapié en las interacciones célula-célula y
célula-MEC y mencionaré la expresion diferenctal de varias moléculas de la MEC durante la
condrogénesis. Posteriormente trataré de esclarecer los posibles factores que participan en la

regulacion de la diferenciacion del cartilago.



Durante el desarrollo embrionario de los vertebrados, la diferenciacion celular del
cartilago se inicia cuando las células del mesénquima laxo (células fibroblastoides) empiezan
a agregarse unas con otras, de tal manera que ¢l nimero de células por unidad de area se
incrementa, A partir de esta condensacién, que en el proceso de la condrogénesis se
denomina blastema condrogénico, es que el cartilago se diferencia fenotipicamente. Asi,
podemos distinguir tres etapas que llevan a la diferenciacion del cartilago: mesénquima laxo,

mesénquima condensado (blastema condrogénico) y cartilago fenotipicamente diferenciado.

Durante estas tres etapas del desarrollo del cartilago, existe una expresién diferencial
de varias moléculas caracteristicas de cada una de esas fases. Asi, tenemos que en el
mesénquima [axo, se expresan moléculas como la colagena tipo I (Sandberg y Vuorio, 1987;
Sasano y ¢ol, 1992) y un proteinglicano rico en sulfato de condroitina (PG-CS; Kimata y
col, 1986). Ademas, proteinas como la fibronectina (FN; Kosher y col, 1982) la coligena
tipo VI (Quarto y col, 1993) y el hialuronato (Toole, 1972) son abundantes en esta primera
etapa de la diferenciacién. En el inicio de la formacion del blastema condrogénico, disminuye
el hialuronato extracelular por [a actividad de la hialuronidasa (Toole, 1972; Toole y col,
1972), mientras la colagena tipo I (Silver y col, 1981; Kosher y col, 1986a), Ia FN (Silvery
col, 1981; Kosher y col, 1982) y el PG-CS (Kimata y col, 1986) se acumulan en esta etapa.
Sin embargo, algunas moléculas como lIa tenascina (Mackie y col, 1987), la molécula de
adhesion celular-neuronal (N-CAM, Jiang y col, 1993) y los proteinglicanos ricos en sulfato
de hepardn (Frenz y col, 1989a; 1989b) son moléculas especificas de esta etapa. Finalmente,
en el estado de la diferenciacion fenotipica es caracteristica la expresion de la colagena tipo
II (Castagnola y col, 1988; Kosher y col, 1986a; Sasano y col, 1992) y un proteinglicano
rico en sulfato de condroitina llamado agrecano, déste es distinto al de etapas

precondrogénicas (Kosher y col, 1986b). Ademés de otras moléculas tales como, 1a proteina



de unién, la proteina de la matriz de! cartilago (Stirpe y Goetinck, 1989), la coligena tipo IX
y la coldgena tipo X (Castagnola y col, 1988). La sintesis de la colagena tipo II y del
agrecano persisten en su expresion. Mientras que la sintesis de la coldgena tipo 1 y del PG-
CS, de etapas precondrogénicas, cesa. Por otro lado, aunque la colagena tipo Il y el
agrecano sirven como marcadores de la diferenciacion del cartilago, estas moléculas inician

su expresion desde Iz etapa del blastema condrogénico,

Ahora bien, esta descripcion del desarrollo del cartilago es vélida para todos los tipos
de cartllago. Sin embargo, en los cartilagos en los que acurre una hipertrofia y degeneracion
celular, se debe afiadir que ia coldgena tipo I reinicia su expresion, al igual que la colagena

tipo X y la fosfatasa alcalina,

El cartilago, por ser un tejido muy rico en MEC ha favorecido el disefio de modelos

exprerimentales para estudiar su regulacion enla diferenciacién celular.

Como ya se menciond, durante la diferenciacion del cartilago, los PG ricos en sulfato
de heparan intervienen en la formacion del blastema condrogénico (Frenz y col, 1989a;
1989b). Esto fue demostrado al inhibir la formacion de las condensaciones celulares hasta en
un 50% en presencia de un anticuerpo monoclonal dirigido contra el dominio de unién a la
heparina en el extremo amino-terminal de !a fibronectina, asi como la presencia del
oligopéptido glicina-arginina-glicina, que contiene un determinante repetido en el dominio

amino-terminal de la fibronectina y Ia presencia de heparinasa en el medio de cultivo.

Se ha propuesto que el hialuronato, es otro glicosaminoglicano que puede intervenir
en el proceso de la condrogénesis (Toole, 1972; Toole y col, 1972). Estos trabajos

demuestran que el hialuronato se encuentra presente en las regiones precondrogénicas de las



extremidades, pero que en la region donde se formarad el blastema condrogénico, se
incrementa la produccion del sulfato de condroitina y se disminuye la proporcion del
hialuronato, ademas de incrementarse la actividad de la hialuronidasa (Toole, 1972; Toole y

col, 1972). Estos resultados sugieren que, la sintesis del hialuronato y su subsecuente

d

degradacion es un proceso ial para la cc ion del mesénquima.

Las moléculas méds importantes que median las interacciones celulares en la
regulacion de la formacion del blastema condrogénico, son las ya mencionadas N-CAM y
tenascina. Ambas intervienen en la agregacion celular en las extremidades embrionarias,
dado que los anticuerpos dirigidos contra la N-CAM vy la tenascina inhiben la formacion del

blastema condrogénico (Jiang y col, 1993).

También se ha demostrado que otras moléculas que se expresan en la etapa del
blastema condrogénico son, los glicoconjugados D-galactosa (81-3)-N-acetil-D-
galactosamina y la N-acetil glucosamina, los cuales se identificaron por la aglutinina de
cacahuate (PNA) y la aglutinina de germen de trigo (WGA), respectivamnete (Hurle y col,
1988). La degradacién de estos glicoconjugados con las enzimas B-galactosidasa y la N-
acetil-B-glucosaminidasa (GICNAC-asa), inhibe la condrogénesis, al evitar la formacion del
blastema condrogénico (Elmer y col, 1991). La degradacion con la B-galactosidasa, altera la
morfologia de las células, que de ser ovoides adquieren una forma estrellada y de huso.
Mientras que las células en presencia de la GIcNAC-asa, presentan una morfologia bipolar.
El efecto anticondrogénico no se recupera ain cuando las células sean inducidas a adquirir
una forma esférica por el tratamiento con citocalacina D, lo cual sugiere que la inhibicién de
la condrogénesis no se debe al cambio de la morfologia provocado por las degradaciones

especificas de los gliconconjugados (Elmer y col, 1991), Esta inhibicion probablemente se



deba al impedimento de establecer o favorecer las interacciones célula-célula y por lo tanto,

no se forma el blastema condrogénico.

Por otro lado, Hall (1983), menciona que los niveles del AMPc varian con la
densidad celular, en los cultivos de células del mesénquima de las extremidades embrionarias
del pollo, en el estado 24 del desarrollo. Estos autores, observaron que estas células
sembradas en altas densidades presentaron altos niveles de AMPc y que éstos se
incrementaron conforme las células se diferenciaron en condrocitos. Mientras que las células
cultivadas en bajas densidades mostraron bajos niveles de AMPc, los cuales se mantuvieron
y las células nunca formaron condrocitos. En tanto, que en los cultivos preparados con
mesénquima de las extremidades del pollo en el estado 19, que no exhibieron fenotipos
condrogénicos, los niveles del AMPc permanecieron bajos (Ahrens y col, 1977). Sin
embargo, cuando estos cultivos fueron tratados con el dibutiril AMPc se estimuld a que los
agregados presentes formarén cartilago, definido por la presencia de una matriz que se tifie

con el azul de alciano (Ahrens y col, 1977).

Entonces, la respuesta de las células del mesénquima de las extremidades
embrionarias al dibutiril AMPc es una propiedad de las ¢élulas, la cual cambia temporal y
espacialmente durante la formacion de las extremidades (Solursh y col, 1981). Por lo que se
ha establecido que el mesénquima de las extremidades embrionarias tiene células capaces de
desarrollarse hacia cartilago en respuesta al incremento en AMPc y que el AMPc intracelular
resuitante, podria ser un efecto de las interacciones celulares. En resumen, estos resultados
sugieren que lzs células del mesénquima tienen un tiempo limitado para interactuar y llegar a
ser células condrogénicas y que el AMPc podria facilitar las interacciones celulares y

promover lz formacién del blastema condrogénico. Otra posiblidad seria que las

10



interacciones celulares establecidas durante la condensacién o al inicio de la condrogénesis,

podria facilitar la transferencia directa del AMPc de célula a célula.

Los niveles del AMPc endogéno in sifu, en regiones condrogénicas, no han sido
reportados, pero la localizacion inmunohistoquimica durante la condrogénesis es consistente
con asignar un papel para el AMPc duranie el proceso de !z diferenciacion celular del

cartilago (Elmer y col, 1981).

REGULACION DE LA DIFERENCIACION CELULAR DEL CARTILAGO POR
DIVERSOS FACTORES,

Los estudios hechos in vivo e in vitro, han mostrado que ademés de los componentes
de la MEC, varios factores que pertenecen la superfamilia del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), intervienen en la diferenciacién temprana y en la modulacién de la
diferenciacion celular del cartilago, Desde el trabajo de Urist en 1965 (citado en Urist y col,
1983), se demostro que a partir del materia! desmineralizado del hueso e implantado en
sitios ectopicos (regiones subcutneas o intramusculares), se indujé la formacion de
cartilago y hueso. Esta formacién del cartilago y hueso de novo en un sitio ectépico incluyd
una serie de procesos muy semejantes a aquéllos que ocurren durante el desarrollo
embrionario: activacién y migracién de las células progenitoras, adhesién celular a la MEC,
proliferacion de las células del mesénquima, diferenciacién del cartilago, hipertrofia,
mineralizacion del mismo y subsecuente formacidn det hueso (Hall, 1983). Los dos primeros
fncto‘res inductores de cartilago, fueron aislados de hueso desmineralizado (Seyedin y col,
1985), los cuales se denominan como factores de crecimiento transformante 8-1 y B-2. Se
han carecterizado otros TGF-B (TGF-B 3 a S), pero s¢ desconoce sus funciones y

participacion en [a condrogénesis,



En los trabajos hechos in vitro, basados en los cultivos de micromasa de células
aisladas de las extremidades de pollo en los estados 22 y 23 del desarrollo, el TGF-8 induce
la condrogénesis al incrementar la sintesis de proteinglicanos y la expresion de coligena tipo
11 (Kulyk y col, 1989; Schofield y Wolpert, 1990), ademéis de la estimulacion de la
formacion de sitios de condensacion y expresion de fibronectina (Leonard y col, 1991), Por
el contrario, en los estados 24 y 25, €l TGF-B inhibe la sintesis de los proteinglicanos (Chen

y col, 1991).

Entonces, el TGF-f tiene efectos estimuladores e inhibidores en la diferenciacion del

cartilago in vitro, pero estos efectos dependen del estado de diferenciacion de las células.

Las otras moléculas aisladas y purificadas del hueso, que inducen la formacién de
cartilago y de hueso in vivo, son las denominadas proteinas morfogéneticas de hueso (BMP;
Urist y col, 1983). Actualmente, se han reportado 7 tipos de BMP, las cuales pertencen a la
superfamila del TGF-B, excepto la BMP-1. Las BMP 1(o BMP7), 2A, 2B(6o BMP 4), 3,5y
6 tienen actividad para inducir cartilago y hueso. Ademés, muchas de las BMP participan en
el mantenenimiento y diferenciacién terminal de los fenotipos condrogénicos y osteogénicos.
Esto ha sido demostrado por la adicién de varias BMP a cultivos celulares. En células
condrogénicas de las extremidades embrionarias del pollo de los estados 24 y 25 del
desarrollo, las BMP-2B y BMP-3 (osteogenina) estimularon la formacién de cartilago al
promover la sintesis de proteinglicanos y colagena tipo II (Carrington y col, 1991; Chen y
col, 1991). La estimulacidn y el mantenimiento det fenotipo condrocritico fue estudiado en
cultivos de micromasa y de explantes de condrocitos fetales de rata y condrocitos articulares
de congjo (Vukicevic y col, 1989). Aqui, la BMP-3 y el TGF-8 estimularon la proliferacion y

diferenciacién de estas células,
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También, se ha sugerido que el factor de crecimiento semejante a la insulina Iy 11
(IGF-1 y -II), juegan un papel importante en el desarrollo del cartilago, Por ejemplo, el IGF-1
estimula 1a duplicacion celular y la produccion de coldgena en cultivos de condrocitos

derivados de esternon de pollo (Bohme y col, 1992).

Por otro lado, una hormona que esta estrechamente relacionada con la condrogénesis
es la hormona de crecimiento (GH). La GH se encuentra en células precondrogénicas
situadas en el pericondrio in vivo. También se muestra que la GH'estimula directamente la
proliferacion de los condrocitos (Madsen y col, 1983). Esto llevd a sugerir a Green y col,
(1985), Ia teoria del efecto dual de 1a hormona de crecimicnto. En esta teoria, se sugiere que
la GH induce por un lado, la proliferacién de las células precondrogénicas y por ¢l otro,

interviene en la regulacion de la sintesis del IGF.

Cabe mencionar, que de todos los factores inductores de la condrogénesis (TGF-8,
las BMP, IGF y la GH), sélo el TGF-B, se sabe que induce una gran cantidad de las
moléculas de la MEC, como lo son la FN, la colagena tipo 1, el hialuronato, proteinglicanos,
y la tenascina (Massagué, 1990). Ademas, el TGF-B también induce la expresién de los
receptores para proteinas de Ia MEC, como lo son las integrinas (Massagué, 1990). Sin
embargo, para la diferenciacion del cartilago, sélo se ha demostrado que el TGF-8 induce la

sintesis de la FN (Leonard y col, 1991),



ANTECEDENTES

Los procesos de la diferenciacién celular en muchos tipos celulares, estan mediados
por las interacciones célula-célula, célula-MEC, asi como mediante diversos factores
solubles. Estos procesos de la diferenciacion celular del cartilago, pueden ser estudiados en
el desarrollo in vivo de las extremidades embrionarias. Sin embargo, dado que el desarrollo
de estas estructuras es complejo, aunado a que en éstas existe una heterogeneidad de tipos
celulares, resulta dificil seguir Unicamente la diferenciacion de las poblaciones
condrogénicas. Otra alternativa, es hacer este tipo de estudios a partir de¢ lineas celulares ya
establecidas, pero hasta el momento no se han establecido lineas de células precursoras del
cartilago. Entonces, una estrategia desarrollada en nuestro laboratorio, fue trabajar con
poblaciones condrociticas, obtenidas, por ejemplo de esternones de rata, bajo condiciones
experimentales que regulan la diferenciacion de los condrocitos hasta llevarlos a etapas

tempranas.

Asi tenemos que los condrocitos diferenciados fenotipicamente, pueden ser inhibidos
in vitro a seguir su diferenciacion terminal por ciertas moléculas de la MEC, como Ia
fibronectina (West y col, 1979), y por ciertos factores solubles tales como el acido retinoico
(un analogo de la vitamina A) (Benya y col, 1988). Se sabe que los condrocitos sembrados
sobre substratos de fibronectina celular o en presencia del &cido retinoico, dejan de expresar
la colagena tipo 11, tipica de cartilago y expresan la coligena tipo I, caractersitica de etapas
precondrogénicas (Swalla y Solursh, 1984; Benya y col, 1988). Ademis, tanto el acido
retinoico como la fibronectina, parecen aumentar la adhesién y la extension de las células y
provocan cambios morfologicos en éstas, de manera que de ser poligonales adquieren una

forma fibroblastoide, al modificarse las interacciones célula-célula y célula-MEC,
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Estos cambios de las expresiones genética y fenotipica, sugieren que el acido
retinoico y la fibronectina intervienen en el programa de la diferenciacién de los condrocitos,
lo que ha llevado a varios autores a mencionar que estas moléculas "desdiferencian” a las
células. Asimismo, los resultados obtenidos en nuestro laboratorio han demostrado que los
condrocitos tratados in vifre con el acido retinoico, la fibronectina © ambos, regresan a
estados més tempranos de la diferenciacion, pero posteriores al compromiso del linaje

condrocitico (Chimal y col, manuscrito en preparacion),

Con base en ésto, se plantea como hipGtesis, determinar si.los condrocitos tratados
con el acido retinoico reexpresan el fenotipo condrogénico de manera similar como sucede
in vivo, es decir, expresan los tres estados de la condrogénesis: mesénquima laxo, blastema

condrogénico y cartilago fenotipicamente diferenciado,
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue caracterizar la reexpresion de la condrogénesis

in vitro y compararla con el desarrollo del cartilago en las extremidades in vivo.

n

2)

3

4)

Los objetivos particulares fueron los siguientes:

Determinar los tipos de glicosaminoglicanos sintetizados durante la reexpresién de la

condrogénesis in vitro.

Determinar los tipos de glicosaminoglicanos sintetizados in sifu en las extremidades

embrionarias de diferentes estados del desarrollo embrionario,

Comparar los tipos de glicosaminoglicanos sintetizado in sitw con los que se

sintetizan durante la condrogénesis in vitro.

Determinar ¢l cambio de expresion del tipo de colégenas durante la reexpresion de la

condrogénests in vitro.



MATERIALES

Todos los reactivos quimicos y biologicos empleados en este trabajo se obtuvieron
de diferentes fuentes comerciales. El medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco-
Vogt (DMEM), el suero de bovino fetal (SBF), el acido trans-retinoico, la tripsina tipo I, la
coligenasa tipo 11, la heparinasa III, las condroitin 4 y 6 sulfatasa, la condroitinasa ABC, el
SDS (lauril sulfato de sodio), y la albimina sérica de bovino se compraron en Sigma
Chemical Co (St Louis, MO, USA). El medio de cultivo Ham F-10 libre de sulfatos se
adquiri6 en In Vitro. El TRIS (tris (hidroximetil aminometanc), la N, N, N, N“-
tetrametilendiamina (TEMED), la N, N'-metilen-bis acrilamida, acrilamida y el persulfato de
amonio fueron obtenidos de los laboratorios Bio-Rad (Richmond, CA, USA). La Prolina-
C14 (uniformemente marcada) con una actividad especifica de 286.0 mCi/mM fue de New
England Nuclear Corp. El Na253504 con una actividad especifica de 1 mCi/mM se compro
en Amersham Life Sciences products. Las ratas de la cepa Wistar y las ratonas con tapon
positivo de la cepa BALB/C fueron proporcionados por los bioterios del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM. Los anticuerpos policlonales dirigidos contra la
colégena tipo I de rata que no cruzan con la coligena tipo I y los anticuerpos contra la
coldgena tipo II de bovino que no cruzan con la coldgena tipo 1, asi como un suero que

contenfa anticuerpos IgG-peroxidasa fueron comprados en Chemicon.



METODOS
A) CULTIVO CELULAR EN MONOCAPA,

Los condrocitos se aislaron a partir de esternones de ratas de 35 dias de nacidas. Los
esternones se digirieron con tripsina tipo I preparada en PBS al 0.25% (pH 7.4), durante 30
minutos a 37°C. En seguida, se agregd colagenasa tipo I preparada en medio de Eagle
modificado por Pulbeco (DMEM) al 0.25%, se incubd a 37°C durante 4 horas. Las células
obtenidas se cultivaren a densidades de 10,000 células/cm?, en medio de cultive DMEM
suplementado con 10% de suero de bovino fetal (SBF) y en presencia de 10 pM/ml de 4cido
retinoico (AR) preparado en etanol (en condiciones de obscuridad). Las células se
mantuvieron a 37°C en un incubador NAPCO, con una atmésfera de aire-COj, hasta

alcanzar la densidad de confluencia, Se hicieron cambios de medio cada 3 dias.
B) CULTIVO CELULAR EN MICROMASA.

A partir de las células tratadas con el AR, la FN o ambos, las monccapas se
levantaron y se sembraron en condiciones de micromasa de acuerdo a Ahrens y col (1977).
Las células se resuspendieron en 200,000 células/ml de medio de cultivo con SBF y se
tomaron alicuotas de 10 pl con una micropipeta (Eppendorf) y se colocaron en el centro de
cada pozo de placas Costar de 48 pozos (Fig. 1) durante 40 a 60 minutos. Posteriormente

se adiciond el medio DMEM en presencia del SBF.
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C) EVALUACION DE LA PROLIFERACION CELULAR.

A partir de los condrocitos tratados con €l AR y nuevamente sembrados en
condiciones de micromasa durante diferentes dias de cultivo, se evalué el'nimero celular al
tripnizar las micromasas y contar en una cimara de Neubauer el nimero de células por

micromasa.
D) AISLAMIENTO DE LAS EXTREMIDADES EMBRIONARIAS.

Los primordios de las extremidades embrionarias se aislaron por diseccion de

embriones de ratén que correspondieron al estadios del desarrollo 18, 19, 20, 21 y 22.

Las extremidades se precesaron para ¢l marcaje con Na283504 (50 pCi/ml) como se
menciona en Matsui y col (1986), para determinar el tipo de glicosaminoglicanos

sintetizados in sifu.
E) ANALISIS DE LOS GLICOSAMINOGLICANOS SINTETIZADOS in vitro.

Para determinar la biosintesis de los GAG, los cultivos en confluencia tratados con el
AR y las micromasas de diferentes dias de cultivo fueron marcados radiactivamente con
Na253504 (5 uCV/ml) en medio de cultivo Ham F-10 fibre de sulfatos, a 37°C durante 6
horas, Posteriormente, el medio se retiré y se lavd dos veces con medio fresco. Para la
extraccién y purificacién de los (S3504)-GAG, los cultivos se procesaron de acuerdo
Oohira y col (1977), sélo con una modificacién para precipitar los GAG, que se llevo a cabo

como menciona Kao y col (1990). La radiactividad incorporada se considerd como cuentas



por minuto (cpm) y se midié en un contador de centelleo liquido marca Beckman, modelo

LS 18001.

Los (83504)-GAG purificados se resuspendieron en agua destilada (5,000 cpm/10

ul) y se degradaron selectivamente con enzimas especificas.

DIGESTION CON HEPARINASA III. La enzima se preparé a la concentracion de
0.1 mg/ml en 0.1 M de una solucién amortiguadora de acetato de sodio a pH 7.0. La
reaccion se flevé a cabo con 10 pl de la muestra y 30 pl de la enzima, a 37°C durante 15

horas. El hepardn sulfato es degradado selectivamente por esta enzima.

DIGESTION CON LAS 4-SULFATASA Y 6-SULFATASA DE CONDROITINA,
Cada enzima se prepar6 a 2.5 U/ml en 0.1M de un amortiguador de TRIS-HCl a pH 7.3. La
reaccion fue con 10 pl de la muestra y 30 pl de la enzima. Primero se usé la condroitin 6-

sulfatasa. Ambas enzimas se usaron a 37°C durante 24 horas.

DIGESTION CON CONDROITINASA ABC: Esta enzima se preparé a 2.5 U/ml en
un amortiguador de TRIS-HC! a pH 8.0. Se mezcld 10 pl de cada muestra con 10 pl de la
enzima, la reaccion fue a 37°C por 1 hora y 30 minutos. Esta enzima se utilizo para degradar

¢l dermatén sulfato,
Después de cada degradacion, los GAG resistentes a cada enzima se precipitaron

como se menciond anteriormente y los GAG liberados en el sobrenadante fueron evaluados

al medir la radiactividad en cpm,
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F) MARCAJE CON PROLINA-CI14-

Para determinar la biosintesis de la colégena sintetizada por los condrocitos tratados
con AR, asi como las micromasas de diferentes dias de cultivo, se marcaron con Pro-C14
(1.5 pCi/ml) en DMEM no suplementado de acuerdo a Benya y col. (1978), pero sin utilizar
acido ascérbico y B-aminoproprionitrilo. La coligena radiactiva tanto del medio como de la
capa celular fue purificada como previamente se describio (Benya y col, 1977). Este material
fue utilizado para electroforesis. El porcentaje de biosintesis de coldgena fue calculado de
acuerdo a la formula de Diegelman y Peterkofsky (1972), al considerar los valores de

radiactividad incorporada como ¢pm.

G) ELECTROFORESIS.
Las muestras obtenidas de la colagena radiactiva se corrieron en geles de

poliacrilamida al 6% en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS), de acuerdo a Lacmmli
(1970).

H) INMUNOTRANSFERENCIA.

Las proteinas separadas en geles de SDS-PAGE, se transfirieron a papel de
nitrocelulosa (0.45p) durante 3 a 4 horas a voltaje constante (230 v). El papel de
nitrocelulosa que contenia las proteinas tranferidas se bloqued previamente con albimina
sérica de bovino (ASB) toda una noche a 4°C. Posteriormente, el papel se incubo con un
anticuerpo policlonal para colégena tipo I y uno para coldgena tipo Il por 60 minutos a
temperatura ambiente. El papel se lavé como menciona Burnette (1981), antes de incubar
con -el anticuerpo secundario anti IgG acoplado con peroxidasa, el cual se incubé como se
hiz6 en el caso del anticuerpo primario, y se reveld con ortocloronaftol (0.5 mg/ml) y H202

(Burnette, 1981).
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RESULTADOS

REGULACION in vitro DE LA DIFERENCIACION CELULAR DEL CARTILAGO
POR EL ACIDO RETINOICO.

Existen cambios en el programa de la diferenciacion de los condrocitos aislados de
esternones de rata cuando se siembran a bajas densidades (1 X 104 células/cm?) y en
presencia del icido retinoico. Estas condiciones de cultivo inhiben la diferenciacion del
cartilago al bloquear la expresion de moléculas especificas, como lo es la coligena tipo 1l e
inducir Ia sintesis de 1a colagena tipo I (caracteristica de etapas precondrogénicas) (Figura
2). Ademis, las células pierden la morfologia poligonal caracteristica de los condrocitos en
cultivo (Fig. 3a) y adquieren una forma fibroblastoide (Fig. 3b). Estos cambios en las
expresiones genotipica y fenotipica, pueden ser nuevamente promovidas, al sembrar las
células en condiciones de micromasa, esto es, condiciones que favorecen la condrogénesis

per se (Fig. 4).

Por lo tanto, para evaluar la reexpresion de 1a condrogénesis in vifro, se analiz la

expresion diferencial de los glicosaminoglicanos (GAG) y de las proteinas colagénicas.

SINTESIS DE LOS GLICOSAMINOGLICANGQS in vitre E in vivo.

La sintesis de los GAG sulfatados fue evaluada por el marcaje metabélico con el
Na253504 en condrocitos cultivados en monocapa en bajas densidades en presencia del AR,
También se marcd durante 1a reexpresion de la condrogénesis a diferentes dias de cultivo de
las células previamente tratadas con el retinoide y posteriormente cultivadas en condiciones

de micromasa en medio de cultivo suplementado con 10% de SBF.
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FIGURA 2. Se muestra una inmunotransferencia para detectar el tipo de colégena
sintetizada. En A se observa la presencia de la colégena tipo I en los condrocitos que fueron
tratados con el AR, sembrados a una densidad de 1 X 104 células/cm®. En B, se observa la
pll'esepcipdde la colégena tipo 11, tipica de los condrocitos cultivados en altas densidades sin
el retinoide.
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FIGURA 3a. Se muestra la morfologia poligonal caractetistica de los condrocitos cultivados
in vitro. (Barrra=10um).
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FIGURA 3b. Se muestra el efecto del AR sobre los condrocitos cultivados in vitro, en la
que se observa el cambio de morfologia poligonal a fibroblastoide. (Barra=10 pm).

25






FIGURA 4. Se muestran los condrocitos previamente tratados con el AR y posteriormente
sembrados en condiciones de micromasa, (Barra=10pm),
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La figura 5 muestra que los condrocitos que crecieron en la presencia del AR
presentaron baja incorporacion de Na283304 en los GAG (dia cero). Por otra parte,
durante 1a reexpresion de ta condrogénesis, los condrocitos incrementaron fa incorporacidn
de la marca radiactiva comparado con los cultivos en presencia del AR y fue en el dia 5 de
cultivo cuando hubo un incremento de hasta 3 veces por arriba de los expresado en los otros
dias de cultivo, Sin embargo, estos resultados sdlo muestran fa sintesis de GAG totales que

se llevé a cabo, pero no que tipo de GAG se sintetizan.

Por lo tanto, para evaluar el tipo de GAG marcados metabdlicamente se hicieron
degradaciones can enzimas especificas. En la tabla I se muestran fos datos para cada una de
1as actividades enzimaticas; con estos datos se determiné el tiempo necesario para degradar

cada tipo de los GAG sulfatados.

Los cultivos tratados con el AR, sintetizaron en mayor proporcién el sulfato de
heparin (Fig. 6). En lo que se refiere a la reexpresion de la condrogénes‘is in vitro, los los
GAG del tipo heparin sulfato fueron los mds abundantes en todos los dias de cultivo (Fig. 6)
y fue en el dia 5 de cultivo donde el incremento del sulfato de heparan fue muy marcado y
corresponde al dia en que existié la mayor sintesis de los GAG (Fig. 5). La figura 6, también
muestra que el segundo grupo de los GAG mis abundantes, fueron los 6-sulfato de
condroitina. La disminucion del sulfato de hepardn y det 6-sulfato de condroitina coincidio
con el incremento del 4-sulfato de condroitina (30.76%, dia 11). Mientras tanto, los otros
tipos de GAG se sintetizaron de manera mds homogénea durante la reexpresidn de la

condrogénesis.
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FIGURA §. Se muea!gs 1a sintesis de los glicosaminoglicanos, determinada por la
incorporacion de NagS+204. El dia cero, corresponde a las células cultivadas en monocapa
en presencia del AR. Los dias ! a 11 de cultivo son células en condiciones de micromasa
previamente tratadas con el retinoide.
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TABLA T

ACTIVIDAD ENZIMATICA PARA DETERMINAR EL TIEMPO
DE DEGRADACION DE LOS GLICOSAMINOGLICANOS.

; Gsnlfatasa de.

condroitina

La actividad enzimdtica de cada una de las enzimas usadas para las degradaciones de los
GAG, se determinaron al incubar susiratos especificos con las enzimas respectivas, a
diferentes tiempos. Las mezclas se tifleron con el azul de alciano al 0.2%, el cual tifte a los

G no degradados, y se midieron por espectrofotometria a 678 nm. En todos los casos
donde no se adiciond alguna enzima la absorcion fue de 0.77.
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SINTESIS DE LOS GAG ’in vitro”
REEXPRESION DE LA CONDROGENESIS
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FIGURA 6, Se muestra las cantidades sintetizadas de los GAG marcados radiactivamente
con Nag83304 durante Ia reexpresion de la condrogénesis a diferentes dias de cultivo. Los
(S35)-GAG se degradaron con enzimas especificas. Los productos de cada degradacion se
cuentificaron al medir la radiactividad incorporada. Los porcentajes se determinaron para
cada muestra con base en la suma total de la radiactividad dada en cpm. Los (835)-GAG
denominados como OTROS, fieron resistentes a las enzimas probadas, por lo que debieron
constituir principalmente queratan sulfato, ademds de disacéridos sobresulfatados y/o
complejos de glicosaminoglicanos.
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Se sabe que los proteinglicanos ricos en sulfato de hepardn existen en la membrana
celular y en la MEC. La expresion de estos proteinglicanos se encuentra sujeta & un conirol
tempora! y espacial durante ¢l desarroflo embrionario. Con base en ésto decidimos investigar
fa expresion diferencial de los GAG sintetizados in situ en las extremidades embrionarias del
ratén a diferentes estados del desarrolio (19 a 22), pasa correlactonar dicha expresion con

los resultados obtenidos in vitro.

Asi, tenemos que en {a figura 7 desde el estado el 19 del desarrollo del ratdn, en las
extremidades ya pueden observarse la zona de condensacion en la region méis proximal
donde habria de formarse el himero (en la extremidad anterior) o el fémur (en la extremidad
posterior) y en ¢l estado 20 del desarrollo se observan las condensaciones més distales (por
ejemplo, las zonas correspondientes a los digitos). En estos estados del desarrollo 19 y 20,
las proporciones retativas def sulfato de hepardn corresponden al mayor porcentaje del total
de los GAG sintetizados in sitw por las extremidades embrionarias, 63.2% y 62.2%
respectivamente (Fig. 8). En el estado 21 del desarrollo, la cantidad del 4 sulfato de
condroitina empezd a incrementarse y ésto coincide con una disminucidn del sulfato de
heparan. Asimismo, en las extremidades embrionarigs en el estado 221‘; del desarrollo se

observd la mayor proporcion del 4 sulfato de condroitina.

Estos resultados mostraron una correlacion con la expresion del tipo de GAG

sintetizados &t vitro e in vivo.
Por otro lade, dado que el cambio de expresion del tipo de colagena también s un

buen parémetro para medir la reexpresién de la condrogénesis, dicha expresion fue

evaluada durante ef desarrollo de este trabajo.
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FIGURA 7. Fotografia de los primordios de las extremidades embrionarias del ratén en
distintos estadios del desarrollo, tomada de Owens y Solursh (1981). Las secciones de las
extremidades fueron teilidas con el azul de alciano, para tefiir la matriz del cartilago, y con
hematoxilina, para teflir agregaciones celulares que aiin no depositan matriz de cartilago.(a)
Una extremidad en el estadio 15 de desarrollo (9.5 d.p.c.). El mesénquima es homogéneo.
(b) Una extremidad del estadio 16 (10 d.p.c). El mesénquima también se observa
homogéneo. (c) Una extremidad del estadio 18 (11 d.p.c.) Las condensaciones mis
proximales, ahora son aparentes (flecha), pero solo se tifie con hematoxilina. (d*) En el
estadio 19 del desarrollo, (11.5 d.p.c.). Los tres grupos de condensaciones celulares la
region proximal y hacia el centro del primordio de la extremidad. Estas condesaciones se
tifen con el azul de alciano. Las dreas periféricas consisten de una poblacién
morfolégicamente mas o menos homogénea de células mesenquiméticas, que se ran
rodeadas por una capa delgada de ectodermo. (e*) En el estadio 20 (12 d.p.c.), una porcién
del primordio del himero es observadado en esta secccion (flecha). En las regiones mas
distales se inician las condensaciones. (f*) Una extremidad en el estadio 21 (13 d.p.c.). El
cartilago esta presente en todos los promordios esquléticos, incluso en las regiones de los
presuntos digitos. La flecha indica células musculares, las cuales sélo en este estado
empiezan a ser evidentes.

*Estadios del desarrollo que se tomaron para el trabajo de esta tesis.
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SINTESIS DE LOS GAG "in situ”
EN DISTINTOS ESTADOS DEL DESARROLLO
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FIGURA 8, Se representan los GAG metablicamente marcados con Na $3504 en lns
extremidades embrionasias del ratén de diferentes estadios del desasrollo %9, 20, 21, 22
Posterior (22P) y 22 Anterior (22A). Los tipos de GAG sintetizados se determinaron por el
usa de dsgradaciones enziméaticas especificas como se hizé para el estudio de la biosintesis
de los (8°9)-GAG in vitro.



SINTESIS DE COLAGENA EN LA REEXPRESION DE LA CONDROGENESIS in

vitro,

La capacidad en la biosintesis de los cultivos tratados con el AR y de los cultivos de
condrocitos sembrados en condiciones de micromasa, se midid mediante un marcaje
metabélico con Prolina-C14. La incorporacion de la radiactividad precipitable con el 4cido
tricloroacético (TCA), fue considerada como la sintesis total de proteinas (proteinas
colagénicas y no colagénicas), ademas de la prolina transformada en hidroxiprolina, parecid
no vatiar significativamente en las células durante ¢l tratamiento con el AR y durante la
reexpresion de la condrogénesis a excepcion del dia 5 de cultivo, donde se observa la mayor
incorporacién del isétopo (Fig. 9). Sin embargo, para determinar las proporciones de
colagena sintetizada, se calculd el porcentaje de la biosintesis de coligena. El porciento de
colégena sintetizada durante el cultivo en presencia del retinoide fue del 15.6%, este
porcentaje fue similar a aquellos que correspondieron a los cultivos en micromasa en los
primeraos dias de cultivo {1 a 3 dias) y enlos dias 7 a 11 de cultivo, lo cual podria indicar que
el AR no afecta Ia sintesis de coligena (Fig. 10). Por el contrario, en el dia 5 de cultivo se
observé un incremento del 35.5% de la coldgena métabdlicamente marcada y al dia 7 de
cultivo disminuyd marcadamente el porcentaje de colégena del total de proteinas

sintetizadas (4.5%), (Fig. 10).
Estos cambios en sintesis de proteinas colagénicas nos llevaron a determinar, si ésto

se debia a un cambio en la expresidn del tipo de coligena durante la reexpresion de la

condrogénesis.
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SINTESIS DE COLAGENA Y
PROTEINAS TOTALES

12 RADIACTIVIDAD EN cpm/célula
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FIGURA 9. Mediante un marcaje metabélico con Prolina-C14, se muestra fa sintesis de
proteinas totales y la sintesis de proteina colagénicas, El dia cero corresponde a los cultivos
en monocapa tratados con el AR. Los dfas 1-11 de cultivo representan los cultivos en
micromasa,
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SINTESIS DE COLAGENA
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FIGURA 10. Representacion del porcentaje de colagena-Cl14 sintetizada en relacion al
contenido total de proteinas. Los pocentajes se calcularon de acuerdo a la ecuacién de
Diegelman y Peterkofsky (1972).
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EXPRESICN DE LA COLAGENA TIPO 1Y DE LA COLAGENA TIPO I1.

La expresién de la coligena tipo I y la colagena tipo II estd estrechamente regulada
durante los procesos de la condrogénesis. La colagena tipo I es una proteina heterotrimera
constituida por dos cadenas a1(I) y una cadena a2(I}); la coldgena tipo II estd constituida
por tres cadenas al(II). Lz expresion de los genes que codifican para estos dos tipos de

proteinas se ve regulada, in vifro, por ciertos factores solubles, como lo es el AR.

Los extractos celulares de los cultivos tratados con el AR y los cultivos en
micromasa marcados metabolicamente con Pro-Cl4, se corrieron en geles de SDS-PAGE.
Estos geles se revelaron por autoradiografia durante 17 difas, La autoradiografia de ia figura
11 revela, como ya se menciond, que los condrocitc;s tratados con e AR dejan de expresar
la colagena tipo Il para expresar la coldgena tipo I, como puede observarse por la presencia
de las cadenas aI{I} y a2(1). Durante la reexpresion de la condrogénesis a diferentes dias de
cultivo, la autoradiografia muestra que las cadenas al{T) y o2(I) continuaron su expresidn
despuds del tratamiento con el retinoide hasta el dia 2 de cultivo. Esta expresién parece ser
que desaparecid desde el dia 3 hasta el dia 8 de cultivo y nuevaniente se observaron dichas
cadenas de la coldgenatipo Ienlos dias 9 y 11 de cultivo. Por el contrario, las cadenas
al(ll) constituyentes de Ia coligena tipo II, pudieron corresponder a los dias 3 a 7 de
cultivo. Sin embargo, debido a que las cadenas al(I) y a1(II) corren en la misma posicién,
{a autoradiografia no muestra con claridad si las cadenas at1(II) se expresan en otros dias de

cultivo. Por ello, se recurrrio a un anélisis por inmunotransferencia,
Asi tenemos que, por medio del uso de anticuerpos especificos dirigidos contra fas

colagenas tipo I y II, se puedd ver por un analisis de inmunotranferencia, que el AR si

interviene en la regulacion de la diferenciacién condrocitica (Figs. 2 y 12), es decir, se ha
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comprobado que ¢l AR bloquea la sintesis de la colagena tipo Il caracteristica del cartilago
fenotipicamente diferenciado e induce la sintesis de la colagena tipo I, tipica de etapas
precondrogénicas, considerado aqui como el dia cero. En tanto, los condrocitos pretratados
con el AR y posteriormente cultivados en condiciones de micromasa a diferentes dias de
cultivo, mantienen la expresion de la coligena tipo I en los primeros dias de cultivo (1 y 2);
su expresion desaparece en los dias 3 a 5, para nuevamente expresarse a partir del dia 7 (Fig.

12).
Finalmente, durante los cultivos en micromasa, los condrocitos reexpresan la sintesis

de la colagena tipo 11 a partir del dia 3 de cultivo y su expresién se mantuvo hasta el dia 11

de cultivo (Fig. 13).

38



|
i
'
i

FIGURA 11. Autoradiografia de proteinas separ%das en geles de SDS-PAGE 6%, a una
exposicién de 17 dias a -70°C. (C) Colégena-H> tipo I de bovino (Zoi!(l),laza)) (0)
Condrocitos en monocapa tratados con el AR, sintetizaron Colégena-C!4 tipo L. (1-11)
Condrocitos previamente tratados con el AR y sembmdos en mncromasa Expresion de
coldgena tipo I en los dias 1-3; 7-11. Sintesis de co]égena tipo I1 (3 o 1(11)) en los dias 3-11.
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FIGURA 12. Inmunotransferencia de las proteinas separadas en geles de SDS-PAGE 6%.
Deteccion con un anticuerpo contra colégena tipo I, el cual reconoce con mayorpreferencia
la cadena a2(l). (C) Colagena tipo I de cola de rata. (0) Condrocitos tratados con el AR, (1
a 11) Condrocitos en condiciones de micromasa. Expresién de la coldgena tipol,en 1y 7 a
11 dias de cultivo.
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FIGURA 13. Inmunotransferencia de las proteinas separadas en geles de SDS-PAGE 6%.
Deteccion con un anticuerpo contra colégena tipo II. (C) Colagena tipo II aislada de
esterndn de rata. (0) Condrocitos tratados con el AR, no sintetizan colagena tipo I (1 2 11)

Condrocitos en condiciones de micromasa. Reexpresién de colagena tipo II desde el dia 3 de
cultivo.
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo sugieren que en nuestro sistema in vitro pueden ser
reconocidas las tres etapas de la condrogénesis: mesénquima laxo, blastema condrogénico y
cartilago fenotipicamente diferenciado. Los condrocitos cultivados in vifro en bajas
densidades y en presencia del AR, no sintetizan coldgena tipo I1, por el contrario, expresan
colagena tipo I. También, disminuyen la sintesis de los GAG (Shapiro y Poon, 1976).
Ademas, cstas células adquieren una morfologia fibroblastoide. Recientemente, se ha
establecido que los condrocitos tratados con el AR se encuentran en etapas posteriores al
compromiso de su linaje de diferenciacion (Chimal y col, manuscrito en preparacion).
Probablemente, se encuentran en la etapa de mesénquima laxo. Durante la reexpresion de la
condrogénesis in vitro, alrededor del dia 5 de cultivo, las células se encuentran en una etapa
semejante a la del blastema condrogénico, debido a que en este dia de cultivo existe la mayor
proporcion del sulfato de hepardn. Los proteinglicanos ricos en sulfato de hepardn se
sintetizan mayoritariamente en los estados tempranos del desarrollo del cartilago,
especialmente en el mesénquima de aquellas areas que experimentan condensaciones
celulares, como es en ¢l caso de las extremidades embrionarias del ratn (estados 19 a 21 del
desarrallo). Estos datos coinciden con lo que se ha reportado por Frenz (1989b) y Matsui y
col (1986). Asimismo, el anilisis del cambio de la expresion de la coligena muestra, por un
lado, que  ésta se incrementa en su sintesis en el dia 5 de cultivo. Por. otro lado, la
reexpresion de la colagena tipo I ocurre al dia 3 de cultivo y se mantiene hasta el momento
en que se evalud este trabajo (dia 11). Como ya se menciond, el sulfato de hepardn es un
componente importante de la MEC en la etapa del blastema condrogénice. Mientras, que Ia
coldgena tipo II aunque es caracteristica del cantflago diferenciado, ésta inicia su expresion
en la etapa del biastema condrogénico. En este trabajo la colagena tipo IT se expresa antes

que ocurra el incremento significativo del sulfato de hepardn. Esto podria significar que el
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control de Ia expresion de ambas moléculas sucede de manera independiente. Otra
alternativa, se relaciona con las dos isoformas que presenta la coligena tipo II (colagena tipo
IIA y colégena tipo IIB) en e! desarrollo del cartilago. Las células del pericondrio, células
precondrogénicas, sintetizan la coligena tipo IIA y las células en fase de condensacion
expresan la colagena tipo IIB (Jim y col, 1993). Esta relacion, nos lleva a sugerir que en el
dia 3 de cultivo se expresaria la colgena tipo ITA, mientras que al dia cinco de cultivo,
donde existe Ja mayor sintesis de colagena, se presentarian tanto la colagena tipo HA como
la coldgena tipo IIB. Durante los dias de cultivo subsecuentes, tal vez desaparece la
coldgena tipo IIA, en tanto se mantiene la expresion de la colagena tipo IIB. La
identificacion de estas dos isoformas de la coldgena tipo II mediante e! uso de las sondas de

ADNC especificas permitira demostrar la validez esta sugerencia.

Cabe mencionar que para determinar el establecimiento del blastema condrogénico,
es necesario identificar la presencia de otras moléculas especificas de esta etapa, como lo
son la tenascina y Ia N-CAM, las cuales proveen sitios potenciales de adhesién para una
variedad de componentes de la superficie celular. En el caso de que estas proteinas se
expresen alrededor del dia 5 de cultivo, se confirmaria que el blastema condrogénico puede
ser reconocido en nuestro sistema. Por otro lado, si las moléculas especificas del blastema
condrogénico coinciden con nuestras sugerencias, se podria decir que las cadenas del sulfato
de hepardn, presentes en el dia cero (mesénquima laxo), son diferentes de aquéllos
proteinglicanos presentes en el dia 5 (blastema condrogénico). Ademas, ayudaria a

determinar si la expresion de la coligena tipo I precede al incremento del sulfato de

hepardn.

La tercera etapa del desarrollo del cartilago, caracterizada por la diferenciacién

fenotipica del mismo, se reconoce en el sistema utilizado; una caracteristica es el
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mantenimiento de la reexpresion de la colagena tipo 11 que ocurre desde el dia 3 al dia 11 de
cultivo. Otra evidencia, es el aumento en las propercion del 4 sulfato de condroitina, lo cual
coincide con una disminucion en la expresién del sulfato de hepardn. De acuerdo con lo que
sucede en la sintesis diferencial de los GAG durante el desarrollo de las extremidades
embrionarias del raton, en los estados 21 a 22 donde el cartilago ya se ha diferenciado
fenotipicamente, la disminucién del sulfato de heparén se compensa por el incremento del 4
sulfato de condroitina. En contraste, el 4 sulfato de condroitina se incrementa hasta el dia 11
de cultivo. Esto podria ser porque in vilro es necesaria la presencia o la concentracién de
otro u otros factores que promueven la sintesis del 4 sulfato de condroitina. Se sabe que el
sistema usado en este trabajo, favorece la adquisicién de una morfologia rendonda y de las
interacciones celulares. Estas son las condiciones minimas para que ocurra la reexpresion de
la condrogénesis. Sin embargo, diversos factores solubles tales como, el TGF-B promueven
la condrogénesis al influir directa o indirectamente sobre Ja sintesis de los proteinglicanos
(Kulyk y cols., 1989, Harrison y cols., 1992, Benya y Padilla, 1993). Con base en ésto, seria
interesante realizar experimentos en los que se evalue la reexpresion de la condrogénesis en

ausencia de suero y en presencia del TGF-f3 u otros factores de crecimiento.

Los resultados también muestran que la colégena tipo I reinicia su sintesis en ¢l dia 7
y continua hasta el dia 11 de cultivo. Esto requiere por un lado, la formacion de una
hipertrofia, etapa en la que la coligena tipo I se expresa. Sin embargo, para demostrar ésto
debemos detectar otras moléculas especificas del estado de la diferenciacion, como la
coligena tipo X y la fosfatasa alcalina, enire otras. Por otro lado, de acuerdo & las
observaciones de los cultivos al microscopio, las células localizadas en la periferia de la
micromasa exhiben una morfologia mds extendida y se hacen méis evidentes después de
cinco dias de cultivo (datos no mostrados), lo cual podria indicarmnos que representan una

poblacién que permanece en estados mas tempranos de la diferenciacion y por lo tanto, al
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incrementar esta poblacién se aumenta la concentracién de la colagena tipo I por lo que
nuevamente se detecta. Las observaciones por inmunofluorescencia, podrian definir la
localizacion de ambas colagenas, tipo I y tipo I1. Es conveniente mencionar que, en caso de
que en nuestro sistema ocurra induccién de la hipertrofia, seria ventajoso comparado a otros
trabajos donde, por ejemplo la dexometasona y el acido ascérbico se usan para inducir la

hipertrofia in vitro.

Este trabajo provee la posibilidad de estudiar in vitro las tres etapas que conducen a
In condrogénesis: mesénquima laxo, blastema condrogénico y oartilago fenotipicamente
diferenciado. La reexpresion de Ia condrogénesis ocurre en un perfodo de once dias de
cultivo. En contraste con otros sistemas propuestos, donde el efecto del AR, sobre los
condrecitos en monocapa se revierte por el uso de la dihidrocitocalasina B (DHCB) 2
concentraciones en que se altera el arreglo de los microfilamentos de actina y 10% de SBF.
La reexpresién de la condrogénesis fue medida por ¢l cambio de sintesis de la colagena tipo
1 a la coldgena tipo II (Benya y col, 1988; Brown y Benya, 1988). Este cambio de expresion
se inicia entre los dias 6 y 8 de cultivo y se completa hasta el dia 14, pero en dicho sistema la

reexpresion condrogénica no se da de manera homogénea, atn después de los 14 dias.

Nuestro trabajo también difiere de aquel reportado por Castagnola y col (1988),
quienes al cultivar los condrocitos por varios pases, condiciones que bloquean la expresion
de la coldgena tipo II e inducen la sintesis de la colagena tipo I, encontraron que a partir de
esas células adherentes y posteriormente transferidas a cultivos en suspensién, hay una
disneinucién en los niveles de los ARNm para la coldgena tipo I y un inicio en la reexpresion
de los ARNm de colégena tipo II, en las dos primeras semanas y se alcanza un maximo de la
expresion de los ARNm para la coldgena tipo IT hasta las dos semanas de cultivo. Mientras

que, nosotros detectamos la coldgena tipo 11 desde el dia 3 de cultivo.
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Ahora bien, se sabe que durante los procesos iniciales de 1a condrogénesis in vivo,
las células del mesénquima laxo, al formar las condensaciones celulares, adquieren una forma
ovoide. La condrogénesis in vitro es dependiente de 1a forma celular, como ocurre en células
condrogénicas cultivadas en geles de agarosa (Benya y Shafer, 1982) o colagena. En estos
cultivos, las células solitarias expresan moléculas de la MEC caracteristicas del cartilago
(Solursh y col, 1982). Sin embargo, el efecto del &cido retinoico no puede ser revertido sélo
por inducir el cambio de la morfologia. Horton y Hassel (1986), muestran que la forma
esférica no inhibe el efecto del AR, cuando las células son transferidas a geles de agarosa,
colagena o metilcelulosa. Con base en esto, podemos decir que en nuestro sistema, la
reexpresion de la condrogénesis no solamente ocurre por un cambio en la morfologia de las
células, sino que este proceso es promovido por cultivar a las células en altas densidades
{cultivos en micromasa); bajo estas condiciones se favorecen las interacciones célula-célula.
Asimismo, no sélo 1a forma celular y las interacciones celulares, sino més bien el bloqueo de
los procesos que ocurren en la transduccién de la sefiales mediados por el citoesqueleto
(mecanotransduccién), es lo que promueve la condrogénesis (por ejemplo, el blogueo de la
unién de los receptores de membrana & su ligando o por Ia desestabilizacion de los
microfilamentos) (Zanetti y Solursh, 1984; Zanetti y col, 1990). Esto, también se ha
observado al usar 1a dihidrocitocalasina B (DHCB) en los cultivos de micromasa durante la

reexpresion de la condrogénesis (Chimal y col, manuscrito en preparacién).

Finalmente, se puede decir que los factores que son capaces de influir en la

modulacién de la condrogénesis en el sistema propuesto aqui, se enct regulados de
una manera mas préxima a lo que ocurmre in vivo. Es decir, nosotros encontramos que la
reexpresion de la diferenciacién de los condrocitos, ocurre bajo condiciones de cultivos en

micromasa, ésto es condiciones semejantes que se adquieren durante la formaciéon del
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blastema condrogénico in vivo. Cabe aclarar que esta reexpresion también puede estar
regulada por diferentes moléculas de la MEC (ja tenascina, la N-CAM, el sulfato de hepardn,
entre otros), las cuales interactian entre ellas y con sus receptores de membrana, asi como

por los factores solubles presentes en el medio.
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CONCLUSIONES

-Los resultados de este trabajo confirman que el AR induce la sintesis de la coldgena
tipo I y bloquea la expresién de la coligena tipo II en condracitos cultivados in vitro.
Ademas el AR provoca un cambio de morfologia de los condrocitos que de ser poligonales
adquieren una forma fibroblastoide. Con base en ésto se sugicre que los condrocitos puede

ser regresados a etapas mds temparana de su diferenciacion, mesénquima laxo.

-La reexpresion de la condrogénesis ocurre en cultivo de micromasa, ésto es

condiciones que favorecen la condrogénesis per se.

-La incorporacién del $3504 en la sintesis de los glicosaminoglicanos de células en
condiciones de micromasa previamente tratadas con el AR, muestra al dia 5 de cultivo existe
la mayor sintesis de los glicosaminoglicanos y esto coincide con la mayor proporcion del
sulfato de hepardn. Esto sugiere que alrededor del dfa cinco de cultivo se establece la etapa

del blastema condrogénico.
-La coldgena tipo I se reexpresa a partir del dia 3 de cultivo y se mantiene hasta el
dia 11 de cultivo. Entonces, también se forma la fase del cartilago fenotipicamente

diferenciado.

-Finalmente,se sugiere que las tres etapas que llevan a la diferenciacién del cartilago

se pueden reconocer y ser reguladas bajo un modelo expreimental.
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ESTA TESIS N0 DEBE
SAUR BE LA BIBLIGTECA

PERSPECTIVAS

Consideramos que las perspectivas abiertas al sistema experimental de la
condrogénesis /n vifro, que se propone en este trabajo, son de gran interés, ¥y& que nos
permitié identificar algunos componentes de la MEC que pueden ser utilizados comeo
marcadores para reconocer cada etapa que lleva a la diferenciacién del cartilago. Es
importante mencionar, que dado al enfoque usado en este trabajo, no hemos identificado los
marcadores especificos del blastema condrogénico (por ejemplo, la tenascina y la N-CAM).
Sin embargo, creemos que uno de los aspectos més importantes+de la presente tesis, fue
lograr un sistema experimental en el que se estudiara Ia reexpresion de la condrogénesis y en
¢l que se sugiere se pueden reconocer las tres etapas de este proceso: mesénquima laxo,
blastema condrogénico y cartilago diferenciado. Esto facilitard los estudios futuros para
caracterizar un modelo experimental que reproduzca lo que més se asemeje a lo que sucede
in vivo, Asimismo, nos permitirs estudiar ¢l papel que juegan los componentes de la MEC en
la condrogénesis, al degradar o bloquear especificamente moléculas de Ja MEC, como lo son
los GAG, la fibronectina, entre otras, para ver si estas moléculas tienen algin papel
estructural o bien regulador de la diferenciacion del cartilago. Ademds, dado que la
regulacién de la condrogénesis puede ocurrir por la expresion de los receptores a esas
moléculas de la MEC, serd de gran interés determinar la expresion diferencial de estas
proteinas de membrana en la condrogénesis in vitro y postetiormente relacionar ésto con lo

que se presenta irn vivo,

Por otro lado, dado que se sabe que Ia expresion de diversas moléculas de la MEC y
sus receptores se encuentra mediada por diversos factores, como lo son los diferentes
componentes de la superfamilia del factor de crecimiento transformante 8 (los TGF-81 a 5,

las BMP), también resultard de gran importancia determinar cuél es el papel de estos
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factores en el control de la expresidn de dichas moléculas durante el proceso de la
diferenciacién del cartilago in vifro. Asimismo, serd interesante correlacionar nuestro

modelo experimental con lo que sucede in vivo.
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