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RIESUMEN

Se sube que los condrocitos aislados de esterndn de rata y sembrados en presencia del
dcido retinoico ondrocitos-AR) revierten su programa de difevenciacion asemejindose a
estadios mas tempranos. En estas condiciones cambian sn expresion de  colagena tipo 11 por
colgena tipo 1, disminuyen la sintesis de los glicosaminoghcanos totales (GAG) y producen
basicamente GAG ricos en hepardn sulfato. Todas estas caracteristicas bioguimicas son
similaves a las de condvocitos de estadios tempranos de diferenciacion. En este modelo de
reversion del estado de diferenciado de los condrocitos, existen cambios en algunos componentes
de ta matriz extracelular (MEC). Por lo tanto, fue de nuestro interds identificar st tawmbién
existen camhios en los veeeptores que reconocen a las moldeulas de la MEC, Con hase en ésto,
identificamos  diferencias en  algunos fipos de integrinas de la familia pi, mediante
inmunolocalizaciin ¢ immunoprecipitacion. Los resultados mostraron que los condrocitos sin AR
(fenotipicamente diferenciados), presentaron en su superficic la subunidad oy y las integrinas
ozBr, o, auPr, osfi, ovBr y ovBs. Mientras que los condrocitos-AR exhibieron las integrinas
o, aaf, osPr y avpr. Por otro lade, pracbas de adhesion celular a substratos de colagena tipo
I, colidgena tipo 1y fibronectina, mostraron gue los condregitos sin AR se adhivieron en mayor
porcentaje a la coligena tipo tl. Los condrocitos-AR, se adhivieron prefevencialmente a la
colagena tipo 1. La adhesién a fibronectina fue similar en ambos {ipo celnlarves. La integrina
aif; fue abundante en los condrocitos-AR, lo cual correlaciona con la identificacion de a1 en
células precondrogénicas de la zona del pericondrio, Ademis, ésto coincide con la presencia de la
colgena tipo I en la MEEC, Las subunidades oz y as fueron exclusivas de los condrocitos sin AR.
Se ha sugerido que la integrina azfi se wne a la colagena tipo 11 Hasta el momento, no se ha
reportado la presencia de as en los condrocitos. Intonces, la identificacion de esta subunidad en
los condrocitos maduros sin AR) en nuestro modelo muestra la posibilidad de presentarse las
integrinas oufr ylo asfr. Por lo tanto, sugerimos que ademas de ciertas moléculas de la MEC gue
se han tomado como marcadores de la diferenciacidn condrocttica, las integrinas también son
una estrategia alterna para estudiarlas como marcadores. Asi tenemos que la integrina oifh
coineide su preseneia con ¢l momento de sintesis de coldgena tipo 1 en los condrocitos-AR
semejantes a las células mesenquimaticas, mientras que las indegrinas o2fs y la subunidad o

se presentarian en los condrocitos maduros.



INTRODUCCION

Los condrocitos son las eclulas especializadas que forman el cartilago, ocupan del 1-12%
del volimen del tejido y estin entre una aliindante matriz extracelular (MISC) seeretada y
manfenida por ellas mismas. Tradicionalmente los cartilagos son clasificados como hialino,
eldstico y fibroso de acuerdo a su apariencia morfolégica ¢ histologica y a su historia en el
desarrolla. Asi, tenemas que en el cartilago auwricular (cartilago elistico), los condvocitos
sinfetizan clastina. A diferencia de esto, los condrocitos del cartilago fibroso sintetizan en
abundancia las coldgenas tipo Iy tipo 1l (Gyre y Muir, 1975y 197%). Ademds, el cartilago de
diferentes especies podria vaviar considerablemente en su composicion y propiedades; por
ejemplo, el cartilago anvicular en pollo contiene un 80% de coldgena tipo I (yre et al., 1978)
micntras que en mamiferos carece de coldgena tipa I en condiciones normales (Herhage ef. al.,
1977). Iin cuanto al cartilago hialino, dste practicamente forma todo el esqueleto de los
vertebrados en estadios embrionarios. En vista de la gran diversidad de los componentes de la
MEC encontrados en varias cartilagos, una descripcidn mas especifica de los condrocitos
diferenciadas se hace posihle con las caracteristicas fenotipicas del cartilago hialino. stos
componentes de la MEC dan las caracteristicas de vesistencia y flexibilidad del tejido. Otra
raracteristica del cartilago es que es esencialmente avascular, por lo que la nutricién de los
candrocitos se lleva acabo por difusion a través de la MEC (Ham y Comarck, 1983).
los condrocitos difevrenciados en el cartilago hialino pueden ser identificados por sus
caracteristicas morfolagicas e histolégicas; los estudios por microscopia clectrénica muestran
que los condrocitos in vivo son ovoides con una gran extensién del reticulo endoplasmético
rugoso y del aparato de Golgi, los hordes de Ia supercie velular san ondulados y presentan una

clara imteraceion con la MEC,
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ORIGEN EMBRIONARIO DE LOS CONDROCITOS.

Los condrocitos pueden ser de arigen mesodérmico, como los condrocitos de las
extremidades eml)rimmr‘ins y el cartilaga de las vértehras, o de origen cetodérmico, como el
sartilago craneal, pera nunca _(lg;l'i\r;nzl del endodermo (Hall, 1983).

Ast, tenemaos a los condrocitos de los cartilagos del septo nasal y de Meekel prosentes en
la mandibula, los cunles se devivan de las eélulas do Ta eresta noural. El primero permancee
como cartilags hialing hasta la ctapa adulia; mientras el segundo degenera en una rvogidn y en
otva parte del mismp parece tener una asaciacion con la formacion del hueso mandibular. Por
otro lado, las eélulas condrogénicas de origen somitico formardn o las vértehras en ef embridn,
dstas en estado postlotal se asifican. Por dltimao, los condvaeitos que forman las extremidades
embrionarias se orviginan de la placa lateral del mesodermo.

DIFERENCIACION DE LOS CONDROCITOS.

Los pracesos que conducen a la diferenciacion condrogéniva son  verdaderamente
complejos, por ello una forma atil de clasificar a las vias condrogénicas es; par un lado, aquéllas
en las cuales infervienen las intearceiones celulares heterdlogas, tales como en ol cartilago,
vertchral el cual se origina del mesénguima somitico que dospués interacciona eon ol epitelio
notocordal o el cartilago escleral oviginado por la interaccion del mesénguima ocular con ol
epitelio yetinal pigmentado. Sin embargo, s necesavio mencionar que sin importar el origen de
los condrocitos, su diferenciacin se lleva a cabo de manera similar en todas las regiones
condrogénicas y el paso inicial y decisivo de la condrogénesis podria ser disparada por ¢l mismo
meeanisimo, principuhﬁ(m(e mediante diversas factoves como las proteinas morfogendticas de
hueso  (Urist, 1965 citado en Urist et al, 1983), asi come por las inleracciones

transmemhbranales de la MEC con el sistema de ved del eitoesqueleto mediadas a través de



receptores de soperficie de las edlulas condrogénicas, Por lo tanto, en este trabajo haremos
mayar énfasis en los interacciones célula-eélula y eélula-MISC.

il proceso de diferenciacion de los condracitos inicia desde Tas etapas embrionavias de los
vertebrados. Este programa implica wna secuencia de estadios transitorios que han sido
definidos de acnerda a la forma y valumen celular, por las actividades biosintéticas y
metabdlicas, pero principalmente por diferentes maléeulas sintelizadas por los candrocitos en su
linca de diferenciacion. Asi tenemos que la diferenciacion de los condracitos se origina a partir
de edlulas del mesénguima Jaxo, céhulas precondrogénicas, lns cuales debido a 1a {alta de T
identificacion de marcadores especilicos solo se reconocen por una aparienccin fibroblastoide y
con una alta capacidad de proliferacion. Posterviormente, estas células comienzan a agregarse
unas con otras, de tal manera que el nmero de eélulas por vnidad de drea se inerementa y
forman  una estrucutura  denominada, blastema  condrogénico, A partir del  hlastema
condrogénico, los condrocitos se diferencian fenatipicamente, dejan de proliferar para producir y
seeretar una gran cantidad de moléeulas de fa MISC. Por Gltimo, los condrocitos pueden o no
Hegar a diferenciarse terminalimente y en esta eatapa se les denamina condrocitos hipertrificos,
dsta fase depende del tipo de cartilago. De esta manera, se pueden distinguir cuatro etapas que
levan a la diferenciacidn de los condrocitos: eélulas precondrogénicas del mesénquima laxo;
células del blastema condrogénico; condrocitos fenotipicamente diferenciados y condrocitos
hipertrdficos.

Se ha establecido que tanto las interacciones célula-célula como las interaceiones céhula-
MEC, son un factor importante en la condrogénesis, Por ejemplo, las interaceiones celulares
incrementadas obtenidas por cultivos en alta densidad estimulan a una praoduccién de
componentes de Ia matriz del cartilago (Owens y Solursh, 1981). Ademds, la sintesis de los

componentes de la MEC de los condrocitos cambia considerablemente duvante el periodo de



cultivo (Lavietes, 1970). También, se ha propuesto a un factor o varios factores solubles
positivos en la condrogénesis que han sido detectados y probados de medios condicionados de
cultivos de cartilago (Solursh y Reiter, 1975). Por otro ado, se observé en cultivos de condrocitos
donde se agregan otros tipos celulares, la expresion fenotipica de los condrocitos se pierde
Bryan, 1968).

sta bien establecido que la modulacion del fenotipo condrocitico se encuentra asociado
con un cambio en la expresion de colagenas, proteogheanos, disminucion y tipo de
glicosaminoglicanos, asi como cambios en la forma celular. La modulacion del fenotipo
condrocitico, observado in vivo durante Ia embriogenesis del cartilago, desarrollo o degeneracion
patologica tal como la osteoariritis (Ronzicre et al,, 1990; von der Mark et al., 1992; Aigner el
al., 1993; Mayne y Brewton, 1993), puede ser reproducida in vitro bajo distintas condiciones de
cultivo; por ejemplo, los eultivos a baja densidad, sobre superficies solidas como en cajas de Petri
de plastico y cultivos de varios pases permiten a los condrocitos exienderse, para formar placas
de adhiesion y desarrallan fibras de estrés (Marchisio et al., 1984; Bruckner et al,, 1989 y
Descalzi Cancedda et al., 1992). IEstas condiciones de cultivo inhiben la produceion de las
coligenas y los proteoglicanos especificos del cartilago. Los condrocitos pierden sus funciones
diferenciadas al cambiar su programa de sintesis de colagena tipo 11 a coldgena tipo I 'y coldgena
tipo 111 (Hein ot al,, 1984; Benya et al,, 1977, 1978; Horton et al,, 1987; Dietz el al., 1993). Las
células Negan a ser moviles y adquieren una morfologia estrellada como fibroblastos (Holtzer y
Abbott, 1968; Chacko et al,, 1969). La transicién a la sintesis de colagena tipo I no ocurre
simultancamente en todas las edlulas y no corvelaciona estrictamente eon un cambio en la
morlologia celular (von der Mark et al, 1977), sino con la pérdida de la sintesis de los
proleoglicanos ricos en condroitin sullato (Vertel y Dorfiman, 1979; Dessau et al, 1981).

Ademas, la presencia de agentes exdgenos lales como el vetinol y el acido trans-retinoico (AR)



(Solursh y Meier, 1973; Vasan y Lash, 1975; Shapiro y Poon, 1976; Benya y Padilla, 1986) y 1a
5-hromo-2-deoxiuviding (Mayne et al,, 1984; Askew et al., 1991) provocan la extension sobre fa
superficie de los condrocitos en cultivo, alteran sus activiades do sintesis y a su vez inhiben fa
diforenciacién condrocitica, aungue ésto depende del estado de desarvollo o diferenciacion de los
condrocitos. BE AR ha sido utitizado extensamente para modificar el {enotipo condrocitico para
mducir la pérdida de ta funcionalidad diferenciada do los condrocitos en cultivo en monocapa
(tlein ot al, 1984; Benya y Padilla, 1986; Horton et al, 1987: Dictz et al, 1993) o par
ostimular la proliferacion o diferenciacion terminal de los condrocitos y su maduracion a un
estado como osteoblastos (Descalzi Cancedda et al.,, 1992). Los mecanismos implicados en ol
proceso de diferenciacion y especificamente en la accién de Jos vetinoides atm no estan clavos. Se
ha sugerido que la acciéon primaria del AR podria ser a nivel do membranas colulalres o
subcelnlares, dv tal forma que se da un cambio en la forma eclnlar, lo cual a su vez provoca
alteraciones hioquimicas (Fell y Dingle, 1963). Alternativamente, ¢l AR podria podria actuay a
un nivel de expresion genética para inducir cambios en la expresion hioquimica do los
condrotitos y ocurre una alteraciin en la morfologia eclular, aungue esto dltimo es un efecto
secundario (Ong y Chyti}, 1975; Horton y Hassel, 1986). Ademads, de conocer los cambios de
expresion do coldgenas y proteoglicanos en condrocitos tratados con el AR, recientemente se han
identificado modificaciones on la sintesis de profeinas intra y extracelulares hajo condiciones de
cultivo en presencia del AR (Freyria et al,, 1995).

Asi, tenemos que los condrocitos fenotipicamente diferencindos, pueden ser inhibidos in
vitro a seguir su proceso de diferenciacion ferminal por ciertos factores soluhles ales como el
Acido retinoico. [8sta  bien establecido que los condrocitos en presenica del retinaide muestran
cambias en su expresion genética y fenotipica, lo cual ha levado a una pesibilidad de establecer

un modelo in vitro, donde se establecen diferencias en In sintesis de la MEC por los condrocitos.



LAS INTERACCIONES CELULA-CELULA EN LA DIFERENCIACION DE LOS
CONDROCITOS.

Las interaceiones celulares son importantes para diversas funciones de los condrocitos;
por cjemplo para la proliferacidn, migracion, adhesion y diferenciacion celular. Asi, fonenenos
que en los cultivos en monocapa o micromasa de eélnlas mesenquimaticas de las extremidades
de pollo, Ia diferenciacion condrogénica ocurre solamente a altas densidades, tales como 6 x 1)
célulasiem® o 2 x 107 eéhulasiml, lo cual sugiere que las interacciones célula-edlula juegan uu
papel importante en la condrogénesis (Umansky, 1966; Ahrens et al, 1977; Owens y Sohuesh,
1981; Salursh, 1983). Ademis las interaccianes entre las candracitos se han visto ser necesarias
para fa condrogéuesis in silu.

Las moléeulas mas importantes en mediar las inleracciones celulares on 1a regulacion do
la formacidn del blastema condrogénico, son las moléenla de superficie celular: 1a moléleula de
ahesion celular neuwronal (N-CAM), 1la N-cadheriva, y una proteina de la MEC Hamada,
tenascina. Se ha demostrado que estas proteinas inlervienen en la agregacion celular en las
regiones condrogéuicas do las extremidades embrionarias, ya que antienerpos dirigidos contra Ia
N-CAM, N-cadherina y la tenascina inhilien la formacidu del blastema condrogénico y
subsecuentemente el desarvollo del cartilago (Mackice et al., 1987; Widelitz ot al., 1993).

También, se han identificado otras moléeulas on lu etapa de blastema condrogénico como
son, los glicoconjugades D-galactosa (31-8)-N-acetil-D-galactosamina y la N-acetil glucosamina,
ambos identificados por la aglutinina de cacaloate (PNA) y I aglutinina de germen de trigo
(WGA), respectivamente (Hurle et al,, 1988). La degradacidn de ostos glicoconjugados por las
enzimas f-galactosidasa y la N-acetil-p-glucosaminidasa (GleNAC-asa), inhibe la condrogénesis
al evitar la formacion del blastema condrogénico (Khmer et al., 1991). La dogradagién con la p-

galactosidasa, altera la morfologia de las eélulas, de ser ovaides adquieren una forma estrellada



y de huso. Mientras que las eélulas en presencia de la GleNAC-asa, presentan una morfologin
bipolar. Ll efecto anticondrogénico no se recupera ain cuando las células son inducidas a
adguivic una forma esférica por el tratmmniento con citocalacina 1, lo cual sugiore que la
inhibicion de la eondrogénesis no se debe al cambio morfoldgico provecado por las degradaciones
especilicas de los glicoconjugados (lmer ot al., 1991). Esta inhibicion prohablemente se debe al
impedimento de establecer o favoreeer las interacciones célula-eélula que son neeesarias para la
formacion de agregados celulares.

EL PAPEL DE LA MEC EN LA DIFERENCIACION DE LOS CONDROCITOS.

La MEC es una ved molecular constituida por una gran variedad de moléeulas, entre
ellas fibroneetina, coligena, proteinglicanos, ete. Las macromoléeulas de la MEC son
multifuncionales y presentan varios domimios. Alguuos de los deminios tienen alias afinidades a
otras macromoléculas de 1a MEC, asi bien como a componentes de la superficie celular, Ademés,
muchos de los constituyentes de la MEC son capaces de interactuar con las células e influir en
los procesos del desarrollo tales como Ia condrogénesis (Daniels'y Solursh, 1991). La nocién de
que fa MISC junega un papel activo en el desarrollo no es nuevo, sino la idea de la reciprocidad
dindmica entre las células y la MEC fue elaramente propuesta desde hace mas de diez afios por
Bisell et al. (1982) quienes manifestaron la posibilidad de que Ia MISC puede dirigir 1a expresion
gendtica,

Los contactos célnla-MEC pueden transmitir sefiales a las células a través de receptores
transmembranales que desencadenan una respuesta intracelular cuando se unen a su ligando
al establecerse un anclaje fisico de la célula con la MEC. Asi tenemos que duranie la
condrogénesis de origen somitico se inicia con las mieracciones heterdlogas del mesénquima
somitico (eselerotomo) con el epitelio de la cuerda espinal y la notocorda. Iniciahnente Strudel

itado en von der Mark, 1986), sugirié que la matriz de coligena secretada por la notocorda



podeia disparar In diferenciacién condrogéniea del escleratomo. Esta sugerencia fue confirmada
al eultivar somitas de ambrion de pollo sobre colagena (Kosher y Chureh, 1975; Lash y Vasan,
1978), o enal acelord y auments el geado de condrogénesis. De manera similav, la diferenciacion
condrogénica se incrementd con proteoglicanos ricos eo condroitin sulfato, dsfos tambicn
constituyen el epitelio de In notocorda (Kosher et al,, 1973; Lash y Vasan 1978).

También Ja condrogénesis de las extremidades embrionavias se inerementa altamente en
cultivos de eolagenn (Kimura et al ., 1984). Un punto importante relacionado al mecanismo de
condrogénesis podria ser aguel en que la coligena exdgena reemplaza la necesidad de
agregacidn celular y permite la diferenciacion condrogénica de células separadas, aisladas de las
extremidades embrionarias (Solursh et al., 1982),

Bn general, se ha observado que durante las enatro etapas de la diferenciacion de los
condracitos, se da una expresidn diferencial de varias moléculas caractoristicas de cada una de
esas fases. Asi, lenemos en ol mesénquima laxo, las células precondrogénicas sintetizan
colagena tipo 1, coldgena tipo 11 Sandberg y Vuorio, 1987; Sasano, 1992), proteinglicanos ricos
en sulfato de hepardn y en condroitin salfato (Kimata et al,, 1986). Ademas, atras proteinas se
inerementan comeo la fibroneetina (Kosher et al., 1982), la coliigena tipo VI Quarto ot al.,, 1993)
y el hialuronato (Toole, 1972). Se ha propuesto al hialuronato, como un glicosamiglicano capaz
de intervenir en la condrogénesis (Toole, 1972; Toole et al., 1972). stos trabajos demuestran
que el hialuronato se encuentra presenie en las vegiones precondrogénicas de las extremidades.
Posteriormente, en las regiones donde se formard el hlastema condrogénico se inerementa la
produccion del condroitin sulfnta y se disminuye la proporcion del hialwronato; ademas de
incrementarse la actividad de la hinluronidasa. Estos vesultades, sugieren que la sintesis del
hialuronato y su subsecuente degradaciin es un proceso esencial para la condensacidu del

mesénquima. Ademas, la coldgena tipo 1 Silver et al, 1981; Kosher of al, 1986a) y la
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fibronecting (Silver of al., 1981; Kosher et al., 1982) se acumulan on esta etapa. Por olro lado,
los PG orieos en sulfato de hepardn también intervienen en la formacion del blastoma
condrogénico (IFrenz et al., 198%9a; 1989h). Isio so demostrd al inhiliv la formacion de las
condensaciones eelulares hasta en un 50% en presencia de un anticuerpo monoclonal dirvigido
contra el dominio de unidn a la hepavina en el extremo amino-terminal de la flibronectina.
Asimismo, la presencia  del oligopéptido  glicina-arginina-ghicing, ol cual contiene un
deferminante repetido en el dominio amino-terminal de Ia fibvonecting, inhibe 1a condrogénesis.
De manera mis especifica otras proteinas como la tenascing Mackie ot a., 1987), 1a moléenla de
adhesion celular sewronal (N-CAM; Widelitz et al, 1993) y 1a N-cadherina, son moléeulas
especificas y esenciales para la formacion del blastema condrogénico. En los momentos hinales
de la formaeion del blastema condrogénivo, In coldgena tipo 1-A comienza a expresarse.
Finalmente, se sabe que en ol estado de diferenciacidn fenotipica de los condrocitos hay una
ausencia de las coligenas tipo |y fipo Hi, en tanto Ta expresion de Ia coldgena fipo H-B se
incrementa (Castagnola et al., 1988; Kosher et al,, 1986a; Sasano ot al., 1992), en menor
proprocidn la coldgena tipo 1X y aumenta un proteinglicana vico en condroitin sulfato Hamado
agrecano, éste es distinto al de etapas precondrogdnicas (Kosher of. al., 1986Dh). Ademés de otras
moléeulas tales como, fa proteina de unidn, la proteina de matriz de cartitago Stirpe y Goetinek,
1989), Ia coldgena tipo X1y la coldgena tipo X (Castagnola et al., 1988),

Ahora hien, esta descripeion del desarrollo de los condrocitos es vilida para todos los
tipos de cartilago. Sin emhargo, en aguellos regiones donde ocurrird hipertrofia, se debe afadiv
que los condrocitos rienician Ia sintesis de la colagena tipo I; la coligena tipo X (Castagnola ef
al., 1988) y la fosfatasa alealina se incrementan. En tanto que Ia coldgena tipo 1 y el agrecano

disminuyen su sintesis.



Con base en lo antevior, podemos sefialar que los condrocitos durante su proceso de
diferencineion llevan a cabo una sintesis activa de las moléeulas de ln MEC y los mis
importante es que la composicion de esa MISC eambia a lo largo de este proceso. Por lo tanto,
estos fendmenos han favoreeido el diseiio de modelos experimentales para estudiay In
diferenciacidn de los condrocitos por medio de los seguimientos en los cambios de s MISC.

EL PAPEL DE LOS RECEPTORES DE LA MEC EN LA CONDROGENESIS.

Las interacciones entre las e¢lulas y la MEC son mediadas por receptores de superficie.
Mientras estos receptores se han encontrado hajo una investigacidn intensa en los Gltimos aios,
su papel en I condrogénesis ha recibido poca atenerdn,

Uno de los factores que determinan el estado {enotipicamente diferenciado de una eélula
es I regulacidn de los veeeptores de superficie y su ligando presente en la MEC, 1a alteracion de
la afinidad del receptor por su ligando o su degradacion selectiva, asi como el impedimento
estérico  de los sitios de union receptor-ligando. Unos de los compounentes de superfeie
posiblemente implicados en las conecciones transmembranales y que son expresados durante los
estadios tempranos del desarrollo de las extremidades son los proteoglicanos ricos en sulfato de
heparan, por cjemplo el Sindecano-1 (Solursh et al., 1990) y ol Sindecano-3 (Gould et al., 1992).
Las moléculas de la MEC interactuan con el citoesqueleto via los receptores localizados en las
placas de adhesion de la superficie celular (Alhelda y Buck, 1990; Ruoslahti, 1991).

Las infegrinas rvepresentan otra gran familia de reeeplores propuestos como los
sandidatos nias probables para mediar ¢l control de la forma celular, el citoesqueleto, asi como
la adbesion de los condrocitos. Las integrinas son proteinas diméricas presentes en la
membrana citoplasmatica y estan constituidas por una subunidad o y una f. 9stos receptores
se unen a componentes de la MEC o a ligandos que se encuentran en las membranas de otras

células. Las integrinas estan constituidas de tres segmentos: un dominio extracelulay, wno
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transmembranal y otro dominio citoplismico que se une al citoesqueleto (Fig. 1), Kstas
inferaceiones permiten las interaceiones espeeilias de las eélulas con la MEEC ¢ informan a las
células de la composicidn de la matriz. Asimismo, las integrinas intervienen en la regulacion del
comportamicnto de las células (Hynes, 1987, 1992 Albelda y Buck, 1990; Ruoslahti y
Pierschbacher, 1987, 1991). La familia de las integrinas en los mamiferos estd formada por al
menos 14 subunidades oy por al menos 8 subunidades § que se pueden asociar en vavias
combinaciones (IFig. 2). Las integrinas que constituyen la familia By (VLA, genes de activacion
muy tardia) son las predominantemente responsables para ln unidn a la MISC, k1 conocimicnito
acerca de Ia regulacidn de la expresion de las integrinas durante la condrogénesis ain esti
incompleta. Bxisten evidencias de que el compleja i de las integrinas incrementa conforme las
eélulas del mesénquima laxo de las extremidades dejan la proximidad de la eresta apical
ectodérmica (Swalla et al,, 1991). Asimismo, otros auntores han demostrado la presencia de Jas
subunidades Bry Bs en el cartilago de diferentes especies in vivo ¢ in vitro (Diiv et al,, 1993;
Fnomoto et al., 1993; Shakibaci et al.,, 1993; Ramachandrula et al,, 1992; Salter et al,, 1992,
Woods et al., 1991). Por otra parte, el receplor a la fibronectina (RFN) en pollo, constituido por
las subunidades asPs, disminuye su expresion duranie la condrogénesis (mencionado en Daniels
y Solursh, 1991). La modulacién de la expresion del RFN se ha reportado en otros sistemas de
diferenciacion: miogénesis (Menko y Bocettiger, 1987), queratinocitos (Adams y Waltt, 1990) y
adipocitos (Ferndndez y Ben-Ze'ev, 198Y9).  [lsto ha sugerido que las integrinas son las
responsables para Ia unién de los condrocitos a la coliigena tipo L, vitronectina y fibronectina
(Ramachandrula et al., 1992; Sommarin et al., 1989). Sin embargo, adn no se connce cudles de
las cadenas o participan en esta unidn especifica de la MEC. Shakibaei (1995) y Salter et al.
(1992) proponen como el candidato mas prometedor para la union a la colagena tipo I a la

subunidad o3, debido a que han observado a esta cadena en tejido de cartilago. Por otro lado, se



ha observado que la integrina aifr es un receptor para colagena tipo 1 (Knomoto et al., 1993;
Fematins et al,, 1990; Kramer y Marks, 1989), la cual esta presente antes de la condrogénesis y
durante ka etapa hipertréfica de los condrocitos. Ademas, Shakibaei et al. (1995) encontaron una
colocalizacion de Jas integrinas o y os con las colgneas tipo Ty 11 durante Ta condrogénesis de
cartilago en cullivo de drganos. Por lo anterior, se ha sugerido que tales cambios regulados
durante el desarrollo en la expresion de los veceptoves a la MEC podrian tener funciones

importantes en los procesos de diferenciacion y estahilizacion del fenotipo de los condrocitos.
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FIGURA 1. Representacion esquematica de la estructura general de las integrinas. Las
integrinas se constituyen por dos subunidades, una denominada c y la otra P, las cuales
s¢ unen mediante la intearccion con cationes divalentes. Ademds, presentan tres
dominios citoplasimaticos: uno extracelulalr, otro transmembranal y uno citoplasmatico.
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FIGURA 2. La familia de las integrinas (tomada de Hay, 1991). Las subunidades de la

integrinas que hasta el momento se conocen forman diversos complejos entre las S~
subunidades B y varias cadenas a. También, se ¢jemplifican algunos de los ligandos

para estas integrinas, asi como la especificidad al péptido RGD de algunas integrinas

que reconocen esta secuencia. FN, fibronectina; Fn alt, dominio originado por empalme

alternativo de la FN; LM, laminina; VN, vitrinectina; Coll, colagena; vWF, factor de

von Willebrand; FB, fibrinogeno, OP, ostcopontina, BSP 1, sialoproteina de huesi 1,

ICAM-2, molécula de adhesion intercelular-2; FX, factor X; BM, membrana basal;

C3bi, componente del complemento C3bi.
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JUSTIFICACION.
Se sabe que los condrocitos pueden ser modulados in vitro por el dcido trans-retinoico (
condrocitos-AR) en su programa de diferenciacion, de tal forma gue se observan diferencias
en la sintesis de ciertas moléenlas de la MEC, por ello sugerimos también podeian

presentarse diferencias en la localizacion o presencia de los receptores a estas moléeulas

dentro de una familia de receptores especificos, denominados integrinas.

HIPOTESIS.

La hipdtesis de este trabajo implica que los condvocitos sin AR y los condrocitos-AR
pertenceen a dos estados diferentes de su diferenciacién, al mostrar diferencias en la sintesis
de algunas moléeulas de la MEC como: coligenas y glicosaminoglicanos (GAG), asi como
cambios en su morfologia, entonces podrfa darse también cambios en la presencia del tipo

integrinas de la familia p1.



OBJETIVOS:

@ El uso de un modelo in vitro para la modulacion del estado de diferenciacion de los
condrocitos basado en el cultivo en monocapa de condrocitos aislados de esternon de rata en
presencia y ausencia del AR..

@ Comparar los cambios de sintesis algunos componentes de la matriz extracelular: colagena
tipo I, colagena tipo 1 y glicosaminoglicanos.

@ Realizar pruebas de adhesion celular tanto para los condrocitos sin AR como para los
condrocitos-AR, en substratos de coldgenas tipo Ty tipo 11, y fibronectina.

@ Identificar y localizar mediante métodos inmunoldgicos (inmunofluorescencia e
inmoprecipitacion) y bioquimicos (quimioluminiscencia) las subunidades a1, 02, a3, od, a5 y

aV que forman parte de la familia §1 de las integrinas, tanto en condrocitos sin AR como en
condrocitos-AR.

® Correlacionar los cambios de Ia MEC con los posibles cambios en el tipo de integrinas,
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MATERIALES

Todos los veactivos se obtuvieron de diferentes fuentes.
151 medio de cultivo de Fagle modificado por Dulbececo-Vigt (DMEM) y el miedio de cultivo Ham
[°-10 libre de sulfatos se compraron en MICROLAB products (México, DY), Il suero bovino
fetal (SBIY), fue de HyClone Laboratories Inc (Logan, Utal USA). I dcido trans-retinoico, la
tripsina tipo I, la colagenasa tipo 11, Ta hepavinasa H1, las condroitin 4- y G-sulfatasa, la
condroitinasa ABC, la aprotinina A, el pepstatin A, la leupeptina, 1a benzamidina, la N-
etilmaleimida, el fenilmetilsulfonil fluoraro (PMSF), el diisopropillostato Dipl?), el rojo de
Ponceau y la alhiimina sérica de bovino (ASB) Libre de immunoglobulinas 1gG se compravon en
Stgma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). El TRIS [Tris (hidroximetil aminometanol)], LA
N,N,N', N-tetrametilendiamina  (PEMED), se  obtuvieron de  los Iaboratorios  Bio-Rad
(Richmond, CA, USA). EI anticuerpo policlonal anti subunidad o1 (AB1934) se obtuvo a partir
de un pépiido sintético derivado de la secuencia COOH-terminal (dominio citoplasmiiico) de fa
subunidad o de rata y no da veaceidn cruzada con otras subunidades alfa de Jas integrinas.
Los antisueros para az (AB1936), as (AB1920), an (AB1924) y av (AB1930) se obtuvieron al
usar como inmunogénos péptidos sintéticos derivados de la secuencia COOH-terminal (dominio
citoplasmatico) de cada subunidad alfa de las integrinas humanas, no muestran reactividad
cruzada entre cada subunidad alla y hay reconocimicnto con especies de rovdores (Ann. Rev.
Biochem. 1988. H7:375; Science. 1987, 238:491; Cell. 1989, 56:281-290; Histhol. Histopath.
1990, 8:715-723). Ll anticuerpo anti heterodimero  ogfr se produjo a paviir de un peplido
sintético de la region amino terminal de la integrina aspr de rata, no da reaccién cruzada con
otras integrinas. El anticuerpo policlonal a la proteina colagena tipo 1 se produjo al usar como
inmunogéno colagena tipo | de piel de rata y no cruza con otras coldgenas. El anticuerpo
policlonal para coldgena tipo 11 se obluvo a pariir de colagena tipo Il purificada de cariilago
hovino, cstablece reaccion cruzada con especies de roedores y porcino, muestra una
especilicidad del 100% para coldgena iipo 1, 0.1% para coldgena tipo [X y 3% para colagena
tipo X1. Todos los anticuerpos hasta el momento mencionados se compraron en Chemicon
International Ine (Temeeula, CA, USA). El aniisuero para la fibovectina fue producido al usar
como inmunogéno lihronectina plasmatica de rata y se comprd en GIBCO BRL (New York,
USA). El anticuerpo policlonal contra os @ys-23mer #161) fue una donacion del Dr. Richard

Hynes (Howard Hughes Medical Institute, USA), el cual se obtuvo a partiv de un péptido



sintético correspondiente a los 23 aminodcidos de Ia vegion  COOU-terminal  (dominio
citoplasmatico) de La secuencia os humana, no nuestra reaccion eruzada con otras subunidades
alfa, establece veaccion cruzada con aves y roedores (Hynes et al., 1989). 11 anticuerpo
policlonal B fue una donacion del Dr. livkki Ruoslahti (La dola, Cancer Center, USA),
éste se prodnjo a partic de un péptido sintético de la vegidon COOH-terminal (dominio
citoplasmitico) de la cadena pi de integrina humana y mostro reaceion cruzada con rata..
Todos los anticuerpos primarios antes mencionados se obtuvieron de sueros de eoncjos que
sirvieron como la especie hospedera. I8 anticuerpo secundario anti 1gG de conejo hecho en
cabra y acoplado a fluoresceina, se adquirié en Sigma, EI Na25%04 con una actividad especific:
de 286.0 mCi/mM y el Kit de Quimioluminiseencia se adquiricron en Amersham Life Sciences
products (Buckinghamshire, BEngland). Las ratas de la cepa Wistar fueron proporcionados por

el hioterio de Institnto de Investigaciones Biomédieas, UNAM.
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METODOS
I. CULTIVO CELULAR.

Los condrocitos se aislaron a partiv de esternones de ratas de 35 a 40 dias. Los
eslernones se digivieron con tripsina tipo | preparvada en verseno al 0.25% y glhicosa al 1%, pH
7.4, a 37°C, durante 30 minwlos. Despuds, se incabaron con colagenasa tipo 1 preparada en
medio de cultivo al 0.25%, a 37°C durante 3 a 4 horas. Las células obtenidas se vesuspendieron
en DMEM suplementado con 12% de SBE. Por un lado, las células se sembraron a altas
densidades, 6 x 104 eélulas/iem? Por otro lado, se establecieron eultivos a bajas densidades, 1.5 x
104 célulasiem? y en presencia del dcido trans-retinoico preparado en alcohol absoluto, 0.5
mg/ml, mantenido por no més de 15 dias a -20°C protegido de la Iuz) a wna concenivacion final
de 10 uM. Las células se mantuvieron a 37°C en wna incubadora NAPCO, con una atmdsfera de
95% aire-i% COz hasta alcanzar ta densidad de confluencia. Los condroeitos en presencia del
retinoide se ocuparon sélo si estuvieron en presencia de éste por un minimo de 8 dias de cultivo.
Se realizaron cambios de medio cada dos o tres dias.

II. ANALISIS DE LOS GLICOSAMINOGLICANOS SINTETIZADOS in vitro.

Para determinar o biosintesis de los GAG, los cultivos en confluencia en presencia y
ausencia del AR se marcaron radiactivamente con NaxS¥0, (5 pCi/ml) en medio de cultivo Ham
1°-10 libre de sulfatos, a 37°C duranie 6 horas. Despuds, el medio se retird y se lavi dos veces
con medio freseo. Para la extraceion y purificacidn de los (8%°04)-GAG, los cultivos se procesaron
de acuerdo a Oohira et al. 1977), solo con una modificacién para precipitar los GAG que se llevo
a cabo como lo menciona Kao et al. (1990). La radiactividad incorporada se considerd como

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

modelo LS 18061,



Los (8%0.)-GAG purificados se resuspendieron en agua destilada (5 x 107 epm/ml) y se
degradaron selectivamente con enzimas especilicas.

DIGESTION CON HEPARINASA 1. La enzima se prepard a una concentraciin de
0. tmg/ml en (. IM de una solucidn amortiguadora de acetato de sodio a pll 7.0. La veaccion se
llevd a cabo con 10pl de la muestra y 30pl de la enzima, a 37°C durante 15 horas. Bl hepardn
sullato es degradado selectivamente por esta enzima,

DIGESTION CON LAS CONDROITIN 4-SULFATASA Y 6-SULFATASA. Cada enzima se
preparo a 2.5UMmil en 0.1M de un amwortiguador de Tris-HCH a plt 7.3. La reaceidn se hizo con
10pd de la muestra y 30pl de Ia enzima. Primero se nsé la condroitin 6-Sullatasa. Ambas
enzimas se usavon a 37°C durante 24 horas,

DIGESTION CON CONDROITINASA ABC. Esta enzima se preparo a 2.5UMml en un
amortiguador de Tris-HCl a pH 8.0, Se mezeld 10 pd de In muestea con 10 pl de Ia enzima, la
reaceidn fue a 37°C por 1 hora y 30 minutos. Ssta enzima se usd para degradar el dermatin
sulfato,

Despuds de cada degradacion, los GAG resistentes a cada enzima se precipitaron como se
menciond anteriormente y los GAG liberados en el sobrenadante {ueron evaluados al medir Is
radiactividad en epmi. El niimero de ¢pm iniciales (3 x 10%pminl) para las degradaciones
enzimdticas se considerd como el 100% y a partiv de este porcentaje se ealenlaron los
poreentajes para cada tipo de GAG correspondientes a las epm de eada degradacion enzimatic:
espeeifica.

I11. PREPARACION DE SUBSTRATOS PARA PRUEBAS DE ADHESION CELULAR.

Las placas de 96 pozos para cultivo con fondo planoe se cubrieron con 35 pl de diferentes
coneentraciones disuelta en PBS de coldgena tipo 1 de piel de cerdo y de colagena tipo U de

esternén de rvata (ambas coldgenas preparadas en deido aeético 5 mM). Las placas se
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mantuvieron en agitacion suave, durante 48 horas a tempeatura ambionte, lLos pozos
preparados con colagenas, se lavaron (res veces can PBS parva oliminar el exceso del acido
acdtico.
1V. PRUEBAS DE ADHESION CELULAR.

Los pozos cubicrtos con los diferente sushsiratos y sin substratos se hloquearon con 0.1%
ASB preparada en PBS, durante 30 minutos a 37°C. Después de bloquear se lavd con PBS. Los
condrocitos y los condrocitos-AR cultivados en monocapa, se desprendieron con (ripsina. Se
resuspendicron en un medio de recuperacidn de membranas plasmaticas que contenia: DIEMISM
con 20 mM de Hepes y 0.5% de ASB, por 15 minutos a 37°C. Posteriormente, las ¢élulas se
resuspendieron en medio de cultivo libre de suero y se senthravon a una densidadl de 2 X 10
cdlulas/pozo. Los experimentos control se hicieron: 1) en medio con 12% de SBF, la presencia de
los diversos factores séricos fueron necesarios para la adhesién celular sobre plastico contral
positivo); 2) en medio libre de SBI* solire plastico (control negativo) y se incubaron a 37°C. los
pozos se lavaron con PBS, las células se fijaron con el fijador de Karnowski por 20 wminutos, a
temperatura ambiente. Las células adherentes se tifieron con 1% del azul de toluidina por 24
horas a temperatura ambiente. El exceso del colorante se retird y se lavé varias veees con agua
destilada. El colovante que tiité a las células adheridas se extrajo can 2% de dodecil sulfato de
sodia (SDS). Se midi6 Ia absorbencia con un espeetro para ELISA a 595 nm. Los experimentos
se realizaron en tres ocasiones diferentes por triplicada.
V. INMUNOFLUORESCENCIA.

Los condroeitos aislados de esternones de vata como ya se menciéno anteriormente, se
eultivaron a altas densidades sin el retinoide y a bajas densidades con el retinoide sobre
cubreohjetos redondos de vidrio. Al obtener monocapas semiconfluentes, se lavaron con PBS y

se fijaron con 2.5% de parvaformaldehido por 2 hovas o toda 1a noche en frio. Despuds de tres
, !
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lavados, Tas monoeapas eelualves se tratavon con 1 mg hialuronidasaiml de PBS para degradar
GAG y hialuronato que estuviesen enmascarando a las integrinas y 12 mg/ml para  detectar
proteinas de MISC, durante 30 minutos a 37°C. Inmediatamente se lavaron las monocapas,
para localizar Ias subunidades de las integrinas con anticuerpos policlonales que reconocen la
region citoplasnritica, las eclulas se permeabilizaron con 0.5% de NP-10, por 15 minutos a
temperatura ambiente. Se lavo con PBS. Se blogned con 0.1%  ASB libre de 1gQG preparada en
PBS, en un tiempo de 30 minutos a temperatura ambiente, Pasteriormente se incubaron con los
anticuerpos primarios (1:50), toda ma noche a 4°C y una hora a 37°C. Se lavd exhaustivamentoe
y se incubd con el anticuerpo anti lgG de conejo acoplado a la Muoreseoma (1:40) por 2 a 4 horas
a temperatura ambiente. Se lavdé una vez con PBS/0.1% Tween 20 y dos veces con PBS.
Despuéds se tiieron los nacleos con 3 pl loduro de propidio/ml en PBS durante 15 minutos,
seguido de un lavado con PBS. Se montd con Vectashield. El andlisis se efectud por microscopia
confocal.

VI. MICROSCOPIA CONFOCAL.

Las muestras se analizaron con un microscopio de scanning Iaser confocal (CLSM) que
estd equipado con una lampara liser de ion de argén con una fuente de poder de 2-50 mW, dos
tubos fotomultiplicadores y una banda de fltros para experimentos de doble marcaje. Las
preparaciones de cultivos en monocapa previamente procesadas para inmunofluorescencia
(lincion en verde) y marcaje de nieleos con el ioduro de propidium (tincién en rojo), se
observaron con el objetivo de 60 x (N.A=10) con aceite de inmersion, Las secciones dplicas
fueron tomadas de a través de wna a dos capas celulares. Las imdgenes se analizaron y

"

anmentaron por medio de un sistema computavizado y fotografiadas eon una camara de 35

min/lentes 50 mm con pelicula Kadak Ektachrome asa 100,
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VII. MARCAJE DE CELULAS ADHERENTES EN MONOCAPA.

Las proteinas de superficie celular de lus condrocitos en confluencia sin o con el dcido
retinoico, se marcaron con biotina de acuerdo al protocolo del médulo ECL de biotinilacidu de
proteinas, Amersham  LIFIS SCIENCES, con pequeiias modificaciones. Brevemente, las
monocapas celulares se lavaron dos veces con PBS fido. Se adiciond la biotina preparvada en
amotiguador de bicarbonato a una conceniracion de 150 pg/ml. Kl marcaje se hizd en agitacion
suave, a 4°C durante 45 minufos, Se retivd la biotina y se lavd como ya se menciond
antferiormente,

VIII. INMUNOPRECIPITACION.

Las células marcadas con biotina, 107 células/ml, se lisaron con un amortiguador de
extraceion que contenia: 50 mM Tris, pH 8.0, 150 mM de NaCl, 0.5 mM de CaCls, 0.5% NP-40
(Mavchantio y Hynes, 1988), mas una hateria de inhibidores de proteasas: 3ug/ml Pepstatin A,
10 pg/ml Leupeptina, Lpg/ml Aprotining, 2 mM PMSE, 1 mM DipF, 10 mM N-ctilmaleimida y 1
mM Benzamidina. La lisis celular fue en agitacién, a 4°C por 30 a 40 minutos. Se revisd al
microscopio que las ¢élulas se lisaran completamente. liste extracio se impid por centrifugacion
en una microfuga Eppendorl (14,000 rpm) por 10 minutos. [l sobrenadante se almacend a -70°C,
hasta sn uso. Iis importante mencionar, que se debe evitar el exceso de congelacion-
descongelacidn, ya que se desnaturalizan las proteinas,

Cada ml del sobrenandante se preincubd con 50 pl de Proteina A-Sefarosa en agitacion
suave, por una hora a 4°C. Las perlas se sedimentaran en la micvofuga por dos minutos a
14,000 rpm. Ll sobrenandante resnltante se usé para las inmunoprecipitaciones.

Las inmunoprecipitaciones se realizaron al aiadir 5pl del anticuepo por cada 106 ¢élnlas
(dilucion 1:200), se incubd con agitacion suave, dos horas a 4°C. Enseguida, se agregavon 60pl

de Proteina A-Sefarosa y se incubd con agitacion snave, en fvio durante toda una noche.
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Despuéds, las perlas de Selurosa se lavaron cuatro veees con 1 mi del amortignador de
extraceion. Finahnente, las perlas se eluyeron en el amortiguador de muestra (0.0M de Pris-
HCE pl 6.8, 10% glicerol, 10% (wiv) SDS, 0.1% (wiv) de azul de bromalenol) por ehullicidn a
95°C, durante 10 minutos,
IX. ELECTROFORESIS.

Las proteinas inmunoprecipitadas se separaron por corvimiento clectroforético en geles
de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) de acnerdo al méiodo de Laemmli (1970),
I gel concentrador fue del 1% y el separador fue del 7%. Coma referencia se corrieron
marcadores de alto peso moleeular: miosina (200,000 Da), beta-galactosidasa (116,000 Da),
fostorilasa B (97,000 Da) y albdmina sérica de hovino (66,000 D).
X. ELECTROTRANSFERENCIA

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de nitvocelulos:
(0.4Dy) en un aparato para transferencia de Bio-Rad a 300 mA por 8 horas en un amortiguador

de 25mM de Tris-Base con 0.192M de glicing y 20% de metanol. Despuds de transferir, las
membranas se tifieron con el rojo de Poncean para corrohorar las transfevencia de las profeinas.
La region de los mareadores de alto peso molecular se recortd, se lavd con PBS y se retiié con
negro de amida por 10 minutos. Se lavé con 25% isopropanol-10% acido acético. Il resto de la
membrana se raté de acuerdo al profocolo de Amersham, con pequeiias modificaciones. n
breve, se bloqued con 8% de leche deseremada preparada en PBS/0.1% Tween 20, en agitacidn
snave, en frio toda la noche, Se lavé dos veees con PBS cada uno de 5 minuios y 4 veces con
PBS/Pween 20, 15 minufos cada uno.

Fn seguida, se incubd con el complejo avidina peroxidasa a una dilucién 1:1000 en

PBS/Tween 20 con 0.1% de ASB, a temperatura ambiente durante una horva. Se lavé como ya se

meneiond después de hloquear.



XI. QUIMIOLUMINISCENCIA

Il sistema 1KCLopara biotinilacion de proteinas resultd ana buena opeidn para Ia
detececion de proteinas por quimioluninisceneia. Al usar un marcaje de proteinas de membrana
plasmatica con un éster de biotima-N-hidroxisuccinamida, la cual se une covillentemente a las
profeina en el sitio amino-terminal, La hiotina resulta ser aceesible pava unirse 3
estreptoavidina, los estudios de los complejos que usan los compuestos biluncionales han
mostrado que se establece una unidn estérica entre el complejo biotina-avidina. lssta formacién
del complejo es mas estable, Por lo tanto, al presentar un sistema de esterptoavidina conjugada
con peroxidasa de riabano, este complejo a su vez permite catalizar la oxidacion del luminot par:
producir una seiial Tuminosa que se detecta en wuna placa para mutoradiografia (g, 3). loste
sislema provee una sensibilidad alternativa al mareaje con P#-lactoperoxidasa.

Las profeinas inmunoprecipitadas y contenidas en el papel de nitrocelulosa se detectaron
de acuerdo al protocolo del sistema BCL pava quimioluminiscencia de Amersham LIS
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RESULTADOS

1. MODULACION DEL FENOTIPO CONDROCITICO
POR LI ACIDO RETINOICO.

Iin base a las investigaciones realizadas por Benya y Padilla (1986) y trabajos previos
en nuesiro Tiwboratorio, se lha establecido que existen cambios en el programa de la
diferenciacion de los condrocitos fenotipicamente diferenciados cuando se aislaron y se
cultivaron a hajas densidades (1.5 X 101 ¢élulas/em?) en presencia del dcido trans-vetinoico.
listas condiciones de cultivo revierten el estado diferenciado de los condrocitos al bloguear Ja
expresion de ciertos componentes de la MIZC; por ejemplo, dejan de expresar la coldgena tipo 11
y se induce Ja sintesis de Ia coldgena tipo I, ésto se conlirmé mediante inmunotrausferencia
(Fig. 4). Ademas, se observan cambios en la sintesis y composicion de los glicosnminoglicanos,
determinado al Hlevar a cabo un mareaje con sulfato vadiactivo y una degradacién enzimatics
especifica para cada tipo de GAG. Los resultados mostravon que los condrocitos wo iratados con
el AR sinfetizaron una gran cantidad de GAG (Pig. 5a), con una mayor sintesis de los GAG
ricos en condroitin 4-sullato (C4-S) (IFig. 5b). Mientras que los condrocitos-AR praducen una
baja cantidad de GAG (18%) y no predominan el C4-S sino los GAG ricos en condroitin G-
Sulfafo y el heparan sulfato (HS) en condrocitos-AR (IMig. 5). Por otro lado, las células pierden
su norfologia poligonal y adquieren una forma fibroblastoide (IMig. 6).Ademas, los condrocitos

en presencia del retinoide seeretan una mayor cantidad de fibronectina (Fig. 7).
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FIGURA 4. Se muestra una inmunotranasferencia para detectar el tipo de
colagena sintetizada. A partir de cultivos en monocapa de los condrocitos los
extractos se comenron en geles SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa y se hizo una inmunodeteccion con anticuerpos anti colagena tipo |
y anti colagena tipo II. En (A) se observa la presencia de la colagena tipoll,
constituida por dos cadenas al (II) y una cadena a2 (II), en los condrocitos que
fueron tratados con ¢l AR, sembrados a una densidad de 1.5 X 10* células/em®.
Note que la cadena oll se tifio mas porque el anticuerpo tiene mayor afinidad por
esta cadena. En (B), se observa la presencia de la colagena tipo II, formada por
tres cadenas ol (II), caractenstica de los condrocitos cultivados a altas
densidades en monocapa sin el retinoide.
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FIGURA 5. Graficas que muestran la biosintesis de los GAG vy los tipos de GAG
producidos por los condrocitos en ausencia o presencia del AR. La biosintesis se
determind mediante un marcaje radiactivo con Nu;$”*0, (a). Los porcentajes
correspondiente a cada tipo de GAG sintetizados por los condrocitos con o sin
trataniiento, se determinaron al segurir degradaciones enzimaucas especificas de los
(§¥0,)-GAG, para determinar el porcentaje de sintesis del HS=heparin
sulfato, C-6S=condrottin 6-sulfato, C-4S=condroitin 4-sulfato. DS=dermatan sulfato
y otros en menor proporcion (b).
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FIGURA 6. Micrografias que muestran la morfologia poligonal de los condrocitos
maduros cultivados en monocapa y en ausencia del AR (a). Los condrocitos cultivados a
bajas densidades (1.5 X 10" célula/em®) y en presencia del AR (10 uM), adquieren una
forma fibroblastoide (h).
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FIGURA 7. Inmunofluorescencias para detectar la fibronectina de la MEC en
condrocitos cultivados en ausencia (a) y presencia del AR (b). Las fibras de fibronectina
son mas abundantes en los condracitos-AR.
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1I. ADHESION CELULAR.

Para conocer la espeeificidad con que los condrocitos reconocen una MIEEC, se realizaron
pruchas de adhesion celular. Asi, tenemos que los condrocitos sin el retinoide y los condvocitos-
AR sintetizan diferentes componentes de la MISC. Los resultados demostraron que cuando los
condrocitos derivados de cultivos confluentes en monocapa, con y sin tratamicento y sembrados
sobre substratos de colagena tipa U, coldgena tipo 1 y fibronectina, las eélulas exhibieron
diferencias en su capacidad de reconocimiento por los distintos substratos.

Primero, se establecid la concentracion dptima de los substratos para los ensayos de
adhesion. Iistas primeras pruebas mostraron que desde los 3 pglem? de coldgena tipo 11 los
condrocitos sin AR aleanzavon un 84% de adhesian; alos 10 pglem? se obtuvo un 91% (Fig. 8a).
A diferencia, con los condrocitos-AR el poreentaje de adhesion no varid significativamente desde
Ipglem? (40%) hasta los 70 pglem? y se mantuvo en general eutre un 50-55% de adhesion (I4ig.
ha). Los condrocitos sin tratamienta de AR se adhirieron en un 76% en un substrato de coligena
tipo I hasta los 20 pglem?, mientras que los condrocitos-AR se adhirieron en un 90% desde los 10
pglem?, (Fig. 8b). Por ofra parte, Ia adhesion de los condrocitos sin AR sobre la [ibronectina fue
casi del 60% entre 6 a 25 pglem? del substrato (Fig. 8¢). Con los condrocitos-AR se obtuvo una
adliesion del 66% al 70% entre 4y 25 pglem? (IFig. 8c). [stos resultados indican que la adhesion
celular sobre coldgenas y fibroneetina fue dependiente del tipo de substrato. Sin embargo Ia
adliesion sobre coldgena tipo 1l fue siempre mayor en los condvacitos sin AR; mientras que en
los condrocitos-AR se observé un comportamiento inverso, cuando se utilizo coldgena tipo 1 como

substrato. No se determinaron diferencias significativas en el caso de la lihronectina.
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Iin base a los resultados obtenidos, so realizaron otros experimentos al utilizar Ia
concentracion dptima de los substratos a diferentes tiempos, para ver si se [avorecia la adhesion
cohular. Los resultados, mostraron que el tiempo también fue un factor importante para
favorecer la adhesién de las células. Los condrocitos sin tratamiento previo del AR, se adhivieron
preferencialmente al substrato de coldgena tipo 11, desde 1-2 h de incubacién con un 90% y
hasta las 12 h 102% (I%ig. 9a) y los condrocitos-AR sélo Hegaron a un 63% de adhesividad adn o
12 horas de cultivo. A diferencia, en los condroeitos-AR el porciento de ahesion nuevamente fue
de 90% al 95% desde las 2 primeras horas de ineubacion sobre coldgena tipo | (Fig. 9);
mientras que los candrocitos sin AR se adhirieron en un 82% a las 6 h de incuhacion. Por otro
lado, no se abservaron diferencias significativas en el porcentaje de adhesion en ambos tipos
celulares cuando se utilizé fibronecting camo substrato (Fig. 9¢). Estos resultados sugicren que
los condrocitos mantienen una relacion estrecha con su MEC y que dicha interaceion es

espeeifica, dependiente del tipo de substrato y del tiempo de adhesion en cultivo.
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sigimfico el 100% (control positivo).
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IIL. LOCALIZACION DE LAS SUBUNIDADES
aY (i POR INMUNOFLUORESCENCIA.

La localizacién de las integrinas de Ta familia 1 en los condrocitos fenotipicamote
diferenciados y en las células que se revirtieron a un estado mis temprano de su diferenciacion
con el deido vetinoica (condroeitos-AR), vesultd intevesante al corvelacionar los resultados eon
los cambios en la MISC . Con hase en ésto se estudid la Joealizacion de las diversas subunidados
o que se unen con Pi. Por un lado, la inmunofluorescencia indirecta para pr evaluada por
microseopia confocal indied a presencia de esta subunidad tanto en los condrocitos con y sin
AR se mostrd de un modo similar (Fig. 10c y d). Sin embargo, pareciera existiv una poza
intracelular mayor de fa calena B1 en los condrocilos-AR, enando se realizaron varios cortes
opticos (fotografias no mostradas).

La tincidn pava la integrina au sélo fue claramente evidente a nivel de membrana
plasmitica en los condrocitos tratades con el AR (Fig. 100) y fue muy escasa en los condrocitos
sin AR (IFig. 10¢). Los condrocitos-AR dejaron de sintetizar la colagena tipo 11 y sintotizaron la
coligena tipo 1. Listos cambhios en la composicion de la MISC parecieran relacionarse
esfrechamente con la eseasa presencia de al en condrocitos fenntipicamenie difevenciados.

Otra evidencia para apoyar nuestra sugerencia en los cambios de las integrinas
refacionados con los madificaciones en la MEC en nuestro modelo, fue el deteetar elaramente
por inmunofluoreseencia indirecta  la presencia de la subunidad az en condrocitos sin AR y
escasamente en los condrocitos-AR (IFig. 10gy h), Ademas, la tincidn para oz en los condrocilos
sin AR se observa de manera punteada, muy bien definida a nivel de la superficie celular y adn
mis ol marcaje parace definirse en sitios especificos de adhesion célula-MEC denominados,

contactos focales,
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I cuando a fa subunidad ow se localizo cualitativamente en mayor propocion en los
condrocitos-AR, aunque los condrocitos en ausencia del AR también fueron positivos a esta
infegrina (Mg, 10i y j). Interesamente en ambos casos se observaron puntos agregados de
(Tuoreseencia, que bien podrinn corresponder a las regiones de adhesion de 1as células sobre el
substritto,

Un resultado sorprendente fue la localizacion de fa subunidad a4 a nivel de memhrana
plasmatica e inteacelular en los condrocitos en cultivo sin AR (I%ig. 10k). lin contraste, od sdlo
se tdentificd en vesiculas eitoplasmiticas de los condrocitos-AR (Fig. 1010),

En lo que se refiere a la subunidad os, por medio de microscopia confoeal se localizd
cualitativamente en mayor proporeion en los condrocitos-AR principalmente a nivel
intracelutar (Fig. 10n). La cadena os para los condrocitos sin AR se observd en parches (Fig.
10m) y casi no se detectd tincién a nivel im,mlwlulur. Para confirmar la localizacion de la
subunidad as, se usd un anticuerpo dirigido al complejo aspr. Las imdgenes nwostraron que esta
integrina se encuentra en ambos tipos de eélulas de manera muy similar (Fig. 100 y p).
Ademis, como en la mayoria de los casos el marcaje se observé en pacches.

l8u cuanto a la subunidad av, en los condrocitos sin tratamiento la tincion se observi en
parches (IFig. 10q). Por el coutrario, en los condrocitos-AR, la subunidad av se inmunolocalizd

abundantemente y de una forma muy difusa (Iig. 10r).
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FIGURA 10. Inmunolocalizacion de la subunidad B1 y las diferentes subunidades a
que interaccionan para formar los diferentes complejos de las integrinas, de monocapas
semiconfluentes de condrocitos maduros en ausencia del AR (columna izquietda) vy de
condrocitos en presencia del AR (columna derecha). Los anticuerpos primarios que se
utitizaron fueron anticuerpos policlonales especificos que reconocen ¢ dominio
citoplasmatico de cada subunidad, asi como un anticuetpo polictonal para la region
extracetular del heterodimero a5f1. Los controles no se incubaron con el anticuerpo
primarto, solo con el anticuerpo secundario acoplado a Ia fluoresceina (tincion en
verde). El marcaje de nucleos se hizo con el ioduro de propidio (tincidon en rojo). El
analisis se hizo por microscopia confocal, con un maximo de dos cortes opticos para
localizar el marcaje de las integrinas a nivel de supercie ¢ intracetular.
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1V, IDENTIFICACION DE LAS INTEGRINAS
POR INMUNOPRECIPITACION.

Para corroborar la presencia o no de las integrinas en los condrocilos y ademds,
comprobar su identificacion como proteinas maduras localizadas exclusivamente en I
superficie celular, se recurrid al mareaje de las proteinas de superficie celular con biotina y su
inmunoprecipitacion con los anticuerpos policlonales especificos para cada subunidad de las
infegrinas.

5 andlisis semicuantitativo realizado por inmunoprecipitacion, electrotransfereucia y
deteceion por quimioluminiseencia se presenta en la figura 11,

Con este método se logré identificar la subunidad or en condrocitos sin AR, pero solo al
usar una gran cantidad de muestra en la inmunoprecipitacion (108 ¢élulas versus 2.5 X 10°
céhulas ). Este resultado correlaciond con la observaciones por inmunofluorescencia indirecta,
en donde se determing en los condrocitos sin AR poca o nula inmunoreactividad para oi. En
contraste, con los condrocitos-AR se logrd inmunoprecipitar al cou un peso molecular (P.M.) de
182 kDa. Aden:as, Ia subunidad B1 co-inmunoprecipitd con al. Por lo tanto, la inmunotineion y
la inmunoprecipitacion mostraron que los condrocitos-AR presentardn el heterodimero aufi en
la superficie celular,

Por ¢l contrarto, In subunidad a2 al ser inmunoprecipitada, se detectd sdlo en
condrocitos fenotipicamente diferenciados i vitro, con un P.M. de 160-165 k Da, 1Ssto, también
correlaciond con las ohservaciones de microscopia confocal.

Al inmunoprecipitar las subunidad o3 con un P.M, de 150 kDa y se detectd en ambos
tipos celulares, lo cual coineide con los datos de immunofluorescencia.

Al identificar la subunidad as por inmunoprecipitacion, fue determinada sélo en
condrocitos sin AR; se identificaron tres handas. La primera handa coincidid con el P.M,

reportado para fi (120 kDa.); la seginda y tercera bandas con P.M. de 150 y 180 kDa, respectivamente.
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[Ssta inmunoprecipitaciin se Hevd a cabo en varias ocasiones para reetificar el hallazgo de ta
banda de mayor P.M. (180 k1Ja) y en todas las situaciones la proteina ad de 150kDa siempre
co-precipitd con la proteina de 180 kDa.

La sulwmidad os presentd un P.M. de aproximadamente 155-160 kDa, en ambos tipos
de eélulas. Asimismo, Bi coprecipité con la subunidad os. Esta confirmacion se obtuvo al
inmunaprecipitar con el anticuerpo que reconoce al complejo osph.

Finalmente, con respeeto a la immunoprecipitacion para av en los condrocitos sin AR se
identificaron 4 handas con P.M. de: 97 kDa, la cual por su P.M. podria corresponder a la
subunidad Ba; La segunda handa de 120 kDa corvespondié a fr y las Gltimas bandas de 160 y
175 kDa. La proteina de 160 kDa podria corresponder a av, como ya se ha veportado. Por otro
lado, en los condrocitos-AR, se encontré claramente que la subunidad av inmunoprecipita con

un .M. de 160 kDa.
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[dentiticacion de las Integrinas en Condrocitos
y Condrocitos-AR en cultivo.

123456738 910 191213141516

Fig.11. Las diferentes subunidades a y f3, se inmunoprecipitaron por separado (ver matertales v
métodos) de condrocitos en cultivo sin AR (1, 3, 5,7,9, 11,13y 15) ycon AR (2, 4, 6,
8,10, 12, 14 y 16). Los extractos de la inmunoprecipitacion se separaron en geles de 7%
PAGE, se transfirieron y se reveld por el sistema de Quimiolumimscencia ECL  durante
30 seg a 2 minutos de exposicién a temperatura ambiente.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.

En este trabajo examinamos la identificacion de las diferentes subunidades
a que forman heterodimeros con la subunidad i de las integrinas, en un modelo in
vitro en el que podemos modular el fenotipo o estado de diferenciacion de los condrocitos
derivados de esternon de rata.
LOS CONDROCITOS MODULADOS POR EL ACIDO RETINOICO.

IEn el modelo utilizado en este trabajo, los condrocitos cultivados en monocapa a
altas densidades se mantienen fenotipicamente diferenciados como en su tejido in vivo.
Su morfologia es poligonal debido a que los microfilamentos de p-actina se encuentran
menos organizados. En estas condiciones, los condrocitos sintetizan su propia matriz
con los componentes caracteristicos como la coldgena tipo II, el agrecano y otros
proteinglicanos ricos en condroitin sulfato, entre otros, Al cambiar las condiciones de
cultivo, a baja densidad y en presencia del acido retinoico (10 uM), se modula el fenotipo
diferenciado de los condrocitos caracterizado por la produccion de coldgena tipo Iy el
agrecano. Il AR induce la sintesis de la colagena tipo I y se deja de expresar las
colagenas tipo I, También se sabe dejan de expresarse las coldgenas tipo IX y tipo XI y
el agrecano (Mayne et al., 1984; Vertel y Doxrfman, 1979), entre otros. Asimismo,
disminuye la sintesis de los GAG y cambia el tipo de éstos; se incrementan los GAG
ricos en sulfato de heparan, estos resultados coinciden con los publicados por Shapiro y
Poon (1976). Ademas, de este cambio en el programa de sintesis de los condrocitos, su
morfologia tipica in vitro de ser poligonal, cambia a una forma fibroblastoide dado que

los microfilamentos de p-actina aumentan y forman una red mas organizada. Atn no se
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sabe cémo el acido retinoico influye en los condrocitos para cambiar su patron de
sintesis de proteinas y proteoglicanos. La hipdtesis més aceptada hasta el momento, es
aquélla que considera que el acido retinoico podiia actuar a nivel de la expresidn
genética; se sabe que el AR interactia con receptores nucleares, entonces posiblemente
el complejo ligando receptor se transloca al nicleo y altera la expresion del genoma
(Ong y Chytil, 19759). Recientemente, se aislé un ADNe, el cual fue denominado como
una region que codifica para nna proteina sensible-al acido retinoico derivada de
cartilago (CD-RAP), a partir de esta sonda de ADNc se ha observado que la expresion de
los ARNm para la proteina CD-RAP est& presente solamente en cartilago fetal y en
lineas celulares derivadas de condrosarcomas de humano y de rata (Dietz y Sandell,
1995), Estos ultimos hallazgos nos permiten sugerir que el AR tiene una accién
primaria en la expresién bioquimica de los condrocitos y que el cambio en la forma
celular es un efecto secundario. Entonces, al contar con un modelo in vitro en el que
podamos estudiar a los condrocitos maduros (fenotipicamente diferenciados) y a los
condrocitos que se asemejan a los condrocitos de etapas tempranas resulta una
alternativa para la identificacion de otros marcadores condrociticos y sus posibles
funciones en procesos como la diferenciacion celular.

Con este modelo i vitro, podemos hacer énfasis en que la diferenciacion de los
condrocitos puede ser modulada por el AR presentandose cambios en los componentes
de la MEC y a su vez se originarian cambios en el tipo de integrinas al menos de la
familia p1 (Fig. 12). Los condrocitos fenotipicamente diferenciados, presentan en su

superficie, las integrinas oo}, asPi, aafs, osPs, avf: e incluso avfls.
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Red cortical de B-actina uniforme y en bajo contenido
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Los condrocitos al ser tratados con el AR, dejavon de mostrar las funciones especificas del estado
diferenciado y por el contrario mostraron {unciones semejantes a las células condrogénicas en
elapa de mesénquima laxo. En los condrocitos modulados por el AR, se identificaran los
complejos P, asp, aspr y avpi.

LA ADHESION CELULAR A COLAGENAS TIPO II, TIPO I Y FIBRONECTINA.

Las pruebas de adhesion celular sugieven que los condrocitos son eapaces de reconocer de
manera especifica una matriz mas semejante a la que ellos sintetizan, Los condrocitos in vivo
shitetizan mayoritariamente coldgena tipo 1. Los condrocitos lenotipicamente diferenciados en
cultivo sintetizan coligena tipo 11 y se adhieren preferencialmente a un substrato de coligena
tipo 11. Sin embargo, aunque en menor porcentaje, también pueden interactuar con los
substratos de coldgena tipo |y fibronecting. Sucede todo lo contrario con los condrocitos-AR, los
cules reconocen con nayor especificidad una matriz de coldgena tipo I que una de coligena tipo
1. Las diferencias en la capacidad de adhesién al tipo de colagena pudo deberse a la presencia
previa de receptores para un determinado substrato. Por otro lado, aunque los niveles de
fibronectina disminuyen durante la condrogénesis (Dessau et al., 1980), esta proteina de MEC
se ha encontrado en cartilago articular normal Burton-Wurster et al., 1988). Asimismo, en este
trabajo tanto los condrocitos sin AR eomo los condrocitos-AR sintetizaron fibronectina, Los
condrocitos en cultivo podrian sintetizar {ibronecting para el establecimiento de una nueva
MISC. Por otra parte, los condrocitos al ser expuestos al AR se estimula la sintesis y la
acumulacion de Ia ibronectina como ya se ha reportado (Hassell et al.,, 1978) y como se observo
en este trabajo. Sin embargo, se hia demostrado que el elocto del AR no simplemente es por
medio de un cambio en la forma celular indueido por la fibronectina, sino que su efecto puede
ocurrir via otro (8) mecanismo (s) (Hovton y Hassell, 1986). Adenmds, en nuesiros resultados

observamos que los condrocitos sin AR y los condrocitos-AR presentaron una capacidad par:
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adherirse a un substrato de fibronectina que no fue muy diferente, ésto podria explicarse por la
gran varicdad de integrinas que pueden unirse a la fibronectina,

IDENTIFICACION DE SUBUNIDADES o DE LA FAMILIA 1 DE LAS INTEGRINAS
EN CONDROCITOS Y CONDROCITOS-AR.

Integrina aufh

Se ha demostrado que esta integrina se une a las colagenas tipos 11V (Kramer y Marks,
1989; Belkin et al., 1990). La subunidad o1 se encontré escasamente en los comibrocitos
fenotipicamente diferenciados (condrocitos sin AR) y abundantemente en condrocitos-AR, al
hacer el andlisis por microscopia. Sin embargo por inmunoprecipitacion la subunidad ol se
identifico en los condrocitos sin AR al usar wna muestra correspondiente a 10% eélulas. Por el
contrario, en los condrocitos-AR, la subunidad e inmunoprecipité con tan sélo 2.5 X 10° eélulas
y atn mis, coprecipitd junto con la subnnidad 1, lo enal muestra que existe el complejo oify en
los condrocitos-AR. ] hecho de haber identificado la ¢adena o en los condrocitos maduros (sin
AR) por inntunoprecipitacion duicamente al usar un mayor ndmero celular, podria implicar sélo
una parte de la poblacidn candrocitica expresa esta subunidad, dado que podria existir una
heterogeneidad metabdlica en un mismo  cultivo.  Shakibaei  (1995) ha reportado la
inmunolocalizacion de o1 en células provenientes de extremidades embrionarias de ratén y
cultivadas en monocapa a haja densidad, estas células morfoligicamente son fibroblastoides,
aunque no estd bien definido si esas célnlas libroblastoides son exclusivas de wina poblacion
sondrogénica. Asimismo, en otro trabajo reciente con extremidades embrionarias de raton (12
dins) en cultivo de drganos, la integrina o1 s6lo estuvo presente en células mesenquimaticas
durante los tres primeros dias de cultivo y siempre se encontrd marcaje en células de la zona
del pericondrio (region en la que residen células precondrogénicas) (Shakibaei et al., 1995),

Por atra parte, a1 s¢ inmunolocalizd durante la etapa de hipervtrofia de los condrocitos

Shakibaci, 1993 y Shakibaei et al., 1995). Se sabe que los condrocitos en etapa de hipertrofia

PAGINA 4501



disminuyen ta produccidn coligena tpo 1 y sinfetizan nuevamente coligena tipo 1. También se
detectd on por inmunotransfereneia en condrocitos aislados de la porcion cefilica de esterndn de
cmbriones de pollo (14 dias) y cultivades en agarosa (Knomoto et al,, 1993). Los condrocitos de
esterngn, pero sélo de la vegion cefalica experimentan hipertrofia para posteriormente ocurrir fa
osificacion.

Los datos en este trabajo con los condrocitos-AR y los de otros autores se observa que la
presencia de la cadena ar de las integrinas coincide con el momento de sintesis de colagena tipo
I. Sin embargo, no podemos descartar la presencia de la subunidad ol en los condrocitos
maduros in vivo y su posible hgando. Muy recientemente, se ha reportado la loealizacion de la
Faminina y Ia integrina 0B en cartilago en fa zona de maduracién (von der Mark, 1996), lo cual
es interesante porgue no se habia establecido Ia presencia de esta proteina en tejido de
cartilago. Se sabe que a parte de Ia infegrina asfy también la integrina oufs se une a la
taminina y ésto podria explicar con nuestra identificacion de oy en los condrocitos maduros.
Integrina azfh

Iista integrina ha sido reportada como un receptor para eolagenas tipos 1-1V (Kramer ot al,,
1989; Staatz ot al., 1989; Santore et al., 1988; Wayner et al., 1988), laminina (Languini et al.,
1989), posiblemente fibronectina (Kirchhofer et al., 1990) y recientemente pava coldgena tipo 11
(Puckwell et al., 1994; Wu y Santare, 1994; Enomoto et al., 1993).

La inmunolocalizacidn para In subunidad oo fue claramente positiva en condrocitos sin AR
y aparentemente negativa en condrocitos-AR, Ademés, en los condrocitos sin AR se localizo en
la superficie celular, adn cuando ol anticuerpo utilizado al reconocer la regidn citoplasmatica
podria haber tedtido 1a poza intracelwar como ocurrié con otras subumdades o.

Los datos que apayan la sugerencia de que la coldgena tipo 1l sea un ligando para la

intogrina asfh son: la inmunoprecipitacion de oz on este trabajo ocurvid solo en los condrocitos
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sintetizadores de colagena tipo 1. Staatz et al. (1991), localizaron el sitio de union para azfh
dentra de la cadena ol [IJCB3 al péptido KDGIEA, el cual fue capaz de inhibir Ta interaceion
plagueta-colagena, aungue en wna alta concentracion. La colagena tipo 1l muestra una
homologia considerable a la caligena tipo 1y la secuencia correspondiente en coligena tipo 11 es
KDGIT. Otra evidencia para una participacion de azfr en La interaceidn con coldgena tipo 11, se
obtuvo de extractos con detergente de condrocitos aislados de épifisis de bovino fetal pasados por
una columna de Sefarosa-colagena tipo 1, identificindose on una fraceion la integrina wopi. 1
andlisis por inmunoprecipitacion de las proteinas celuidas con anticuerpos anti-pr o anti-oz,
revelaron Fa identificacion de las dos subunidades (Diire ot al., 1993). Par otro Jado, Enomoto of,
al. (1993) sugivieron que una subunidad de 1445 kD capaz de formar un complejo con By
median(e wna cromatografia de afinidad, podria ser el receptor eritico para colagena tipo I al
menos en condrocitos en cultivo. lsta subunidad de 145 kD reconocida en el trabajo de IEnomoto
el al,, podria corresponder a las subunidades ag, ay, as, a7y av. La integrius aspr se ha deserito
como un receptor de colagena (Wayner y Carter, 1987; Staaz et al., 1989; Languino et al., 1989),
micntras aipr, asfr, asPr y ovpi se unen a otros ligandos diferentes de coldgena (Vogel et al.,
1990; Rosen et al., 1992). Por lo tanto, EEnomoto et al, sugieren que la proteina de 145 kDa debe
ser oz 1Sn otro trabajo en el que se utilizd tejido de cartilago embrionario de raton, los
condrocitos maduros exhiben una seial para el ARNm de oz, asimismo para la proteina
correspondiente a un P.M. de 165 kDa Wu y Santoro, 1994). 13l trabajo de Wu y Santoro
coincide con nuestros resultados, ya que la inmunoprecipitacion que nosotros realizanmos para la
cadena a2 también presentd un PM. de 160-165 kDa. Las diferencias entre los P.M. podrian
deberse a cambios en la glicosilacion de esta proteina, lo cual a su vez podria depender del

estado de diferenciacion de los condrocitos o bien del tipo de cartilago estudiado.
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Integrina asp

Se ha veportado que es un receptor de coldgena, laminina y fibvoneetina en su dominio RGD
(Wayuery Carter, 1987; Takada ot a1, 1988; Gehlsen et al,, 1989). También, se ha enconirado
en contactos eélula-célula en una variedad de eélulas (Kaulmann et al., 1989). La localizacion de
as mediante el andlisis por mieroscopia, no mostrd una diferencia clava entre condrocitos sin AR
y condrocitos-AR. Por otro lado, mediante inmunoprecipitacion Ta cadena as copreeipitd con la
subunidad f1, en ambas condiciones condrocitos sin ARy condrocitos-AR. lintonces, wph
pareciera 1m0 mastrar  algin  cambio en  abundancia o distribucion en los  condvocitos
fenotipicamente diferenciados o modulados por el AR. Esto sugiere que puede haber  una
variedad de ligandos, y podrian completar  multiples funciones en el desarrollo de los
condrocitos. La subunidad ax se ha identificado durante Ta formacidn de agregados celulares
(Shakibaei et al., 1995) y en condrocilos fenotipicamente diferenciados de cortes histoldgicos y
de eultivo  (Shakibaei et al., 1995; Knomoto et al, 1993; Salter et al,, 1992). Pero, Diirr of al.
(1993) no localizd os en cartilago. Las diserepancias entre nuestros resultados y los de ofvos
autores podrian deberse tanto a las diferencias en las especies y posiblemente a los diversos
enmascaramientos de las cadenas as por los proteoglicanos, asi como a las distintos métodos (es
decir, se hizd un pretratamiento con hialuronidasa en Diirr et al. y en nuestro laboratorio,
tripsina en Enomoto et al., y colagenasa en Shakibaei et al) y a las diferentes (éenicas de
cultivo.
Integrina ofs

La subunidad a: de ta integrina puede asociarse con las subunidades pi o pr. Algunos tipos
celulares se adhieren al sitio CSII (sitio de unién a la heparina o también Hamado segmento
conector), un dominio de empalme alternativo de la Gibronectina, via osf (Wayner et al., 1989;

Guan y Hynes, 1990). La informacion de o4fy y ar ha sido obtenida de los leucocitos, porque es
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en estas células donde se expresan abundantemente. Un estudio mis reciente demostrd que
auPr funciona como un contrarreceptor para VCAM-1 (Wayner et al., 1989). Por lo cual, se ha
sugerido que aufi podria estar implicada en las adhesiones eelulares homotipicas. [ista dltima
actividad es independiente del estado de activacion de la cédlula y de la fibronectina, pero
dependiente de cationes divalentes (Camipanero et al., 1990; Letarte ot al., 1993; Bednarezyk et
al., 1993).

I5n este trabajo, o se localizd abundaniemente en los condrocitos a ausencia del AR, a nivel
de superficie y dsto se confrimé por inmunoprecipitacion. Asimismo, como ocurrio con otras
subunidades alfa, otra proteina co-precipitd junto con au, la cual corresponde a Bi. Sin embargo,
cabe sefinlar que la banda para oa si corresponde con el PM. reportado para esta profeina (150-160
kDa), pero se observ otra handa de 180 kDa. Se ha reportado que aq es muy versatil porque puede
localizarse en forma madura en la superficie eelular como nna proteina intacta de 150 kDa y a
su vez, pucde segmentarse en dos formas una de 80 kDa y otra de 70 kDa. Ademas, se ha
reportado que la subunidad ou puede establecer un rearveglo conformacional, dependiente de
ciertas cistoinas erilicas y cationes divalentes, lo cual provoca una migracion en gelos de SDS-PAGE con un
P.M. mayor, de 180 kD) (Parker e, al., 1993). Entonces, esa altima banda observada en nuestr:
placa revelada por quimioluminiscencia, pareciera corvelacionar por su P.M. a una modificacion
de ou. Ademis, esios resultados se apoyan por la ausencia de a4 en forma madura en los
condrocilos-AR;  tnicamente la inmunotineion parecid indicar Ja presencia de o4 a univel
intracelular.

Finalmente, queda una gran puerta abicrta para confirmar estos resultados, asf como para
elucidar el ligando para aufr en condrocitos diferenciados. Como ya se ha mencionado cuffr es un
receplor para una region no RGD, CSIl, de la fibronectina en distintos tipos celulares.

Asimismo, a1 puede funcionar como un contrarveceptor para VCAM-1,
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Integrina wpa

I%n cualquier tipo celular se ha encontrado que el ligando para asph es el dominio de unidn
central de la filronecting, es decir, en el péptido RGD (Adams y Watt, 1990; Hynes, 1987;
Wayner et al., 1989).

La subunidad o se identificd tanta en condrocitos sin AR, asi como en candrocitas-AR; sin
emhargo, los candrocitos-AR se inmunotiicron mas fuertemente a nivel intracelular y la
integrina ospr se identificd por inmunoprecipitacion en amhos casos. Asimismo, o5y B se han
localizado en condrocitos en cualquier estado de su desarrollo, aunque los resultados de
inhibicidn para as fucron mayores para los condrocitos de etapas tempranans (Divr et al,,
1993). Esta bien establecido que en los cultivos de condrocitos-AR se incrementa la fibronectina,
lo cual eoincide con una mayor localizacion cualitativa de as. Aunque la capacidad de adhesion a
la fibronectina por los condrocitos sin AR asi como por los condrocitos-AR , es similar, ésto
podria indicar una redundancia de receptores para un mismo ligando, lo cual puede ocurrir en
los condrocitos independientemente de cualquier estado de su diferenciacién,

La subunidad av

Iista subunidad puede formar heterodimeros con pi, fs o Bs y puede participar en la unidu a
vitroneetina, fibranectina, osteanectina y tromhospondina, entre otras proteinas (Hay, 1993). El
andlisis de imnunolocalizacion de av tanto en condrocitos sin AR camo en condrocitos-AR fue
positivo. Por otra parte, el andlisis por inmuunoprecipitacién proporciond una informacion
adicional. In los condrocitos sin AR, janto con aV coprecipitaron atras proteinas, las cuales de
acuerdo a su P.M. corresponderian a la subunidad Br y otra banda a Bs. Sin embargo, no
podemos coneluir can qué grado o en qué relacién se forman los heterodimeros ovpr y ovps. Iin

los condrocitos-AR, silo se observaron las handas para avy pi.
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Ahora bien, cudles serian los posibles ligandos para ambas integrinas y en ambas
condiciones. Se sabe que el complejo ovB 1 os un receptor para la region RGD de la {fibronectina y
avBs es un receptor para vitroneetina. La posible presencia de avfs en la MIEC de los condroceitos
diferenciados, sugiere la de la presencia de la trombosponding o que so un receptor alterno para
la fibronectina,

De acuerdo a la localizacin de las integrinas estudiadas en los condrocitos en diferentes
condiciones y al relacionar ésto con algunos componentes de la MISC, se puede sugerir algunos

ligandos para dichos receptores:

CONDROCITOS SIN AR CONDROCITOS-AR

Integrina Ligando Ligando
wfh LM ? wotro Colg. |
asf Colg. 1lluwotro e
uaf FN (RGD) u otro I'N (RGD) u otro
aifh FN(@CSI)) e
asfh I'N (RGD) I'N RGD)
ovfh I'N I'N
ovfs VN, TBP s

LM =laminina CSII = Sitio de unién a la heparina

Colg. = coldgena VN = vitronectina

FN = fibronectina RGD = péptido Arg-Glis-Aspartico

TBP = trombospondina

Nuestros resultados obtenidos en los condrocitos lenotipicamente diferenciados muestran
un perfil semejante al de otros sistemas. Por ejemplo: el de condrocitos de pollo (Isnomoto et al.,
1993), en ¢l cartilago de extremidades embrionarias de ratin (Shakibacei et al, 1995) y de la
linea celular de condrosarcoma humano, HCS-2/8, (Tuckwell et al., 1994), en ¢l que presentan
las summidades de las integrinas P, ag, o3, a5 y av. Por otra parie los condrocitos-AR que
muestran funciones similares a la de los condrocitos de estadios mas tempranos (mesénguima

laxn), presentaron las cadenas B, o, as, s, avy no asi azni o, lsto altimo parece coincidir con
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datos reportados en los madelos de Shakibaei et al. (1993, 1995) y Enomato et al. (1993). fintre
otros estudios de condrocitas, por ejempla en condrocitos articulares de humano, se expresan fas
integrinas aip, osPr, anfh pero no oaf ni o Salter ef el 1992). Kstas diferencias podvian ser
parcialmente explicadas por las téenicas usadas: Salter et al. determinaron las integrinas por
inmunohistoguimica de cortes de tejido congelado, en el eual ol enmascaramiento de untigeno (s)
es un prohlema potencial, mientras que {denicas de tratamiento enzimdlico para degradar
componentes ahundantes en la MISC, permeabilizacion de edlulas, inmunoprecipitaciones ¢
incluso o analis por FACS, usadas aqui excepto FACS), en Enomoto et al. y por Tuckwell et al.
son vias mas factibles para la localizacion de las integrinas. Ademds, es importante mencionar
que hasta el momento los diferentes trabajos de integrinas en condracitos aislados e in silie
varian los tipos de fuentes de donde se obtienen para cultivarlos o de donde se hacen cartes de
cartilago, asi como de diferentes estadios de desarrollo de los condracitos, lo cual es un factor
central para explicar las diferencias en algunos de Jos resultados.

Otro factor importanie en el estudio de receptores, es la estructura conformacional del
ligando o la integrina, Por ejemplo, la impartancia de la estractura de Ia colagena en la
adhesion celular ha sido reconocida para coligena tipo {1, IV y VI (Sehor y Court, 1979;
Aunmailley et al., 1989; Tuckwell y Humphries, 1994), y més recientemente para coldgena tipo 1
nativa se muestra que su veceplor tipo inlegrina ¢s a2fl y para coligena tipo
desnaturalizada los condroeitos se adbieren a ésta por un nuevo puente de @5p1 (Tuewell et al,|
1994).

Iin algunas ocasiones resulta dificil poder correlacionar los resultados en enanto a o
especificidad de una integrina por su ligande, ya que estd bien delinido que esta familia de
receptores son verdaderamente versitiles, En general, una misma integrina puede unirse a mis

de un tipo de ligando, aunque esto puede ocurrir en momentos distintos del desarvollo, en un
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misma poblacién celular o también dependiente del tipo eelular. Por otro lado, el que las eélulas
presenton varias integrinas con idiferentes especificidades de unidn a un mismo ligando
parceeria ser una estrategia de redundancia de receptores, algo importante para fendmenos
como la adhesion eclular; sin enmbargo, también se ha observado que si dos integrinas unen al
mismo ligando no necesaviamente sivven para funciones idénticas en una misma eélula. sino
pueden regular diferentes sefales. Por ejemplo, se sabe que la informacion eodificada en varios
de los dominios de la fibroneetina pueden ser reconcoeidos por una misma céhula, los receptores
de superficie como las integeinas deben ser capaces de detectar ¢ integrar las diversas sefales
oviginadas de la interaccién con la fibronectina.

La actividad funcional de las integrinas es estrictamente regulada por al menos dos
mecanismos principales, uno cualitativo y uno cuantitativo (Hynes, 1992). La activacién
cualitativa implica cambios conformacionales (annado a la estimulacion por agonistas y/o unidn
al ligando) en integrinas sin alteraciones significativas en el nivel de expresion, lo cual se ha
ohservado con las integrinas de las subunidades By, Bz y fa (Chan et al,, 1991; Hynes, 1992;
Wright y Meyer, 1986). La regulacidn cuantitativa de la funcién de las integrinas es modular su
nivel de expresion, esto se puede cjemplificar por una movilizacion rapida de las integrinas
amPa del acervo intracelular a la membrana plasmatica de plaguetas en respuesta a la
ostimulacion de la trombhina (Weneel-Drake et al,, 1986). Para algunos heterodimeros de las
integrinas, ambos meeanismos podrian operar  para una regulacion fina de su actividad

hioldgica.
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I5n conelusion nosotros hemos encontrado que existen diferencias ahnenos cualitatitativa y
semicuantitativamente para algunas subunidades o ¢ incluso de la cadena pi, tanto a nivel
intracelular (asy f1) como a nivel de superficie (por ejemiplo, 02y o). Isto nos, hace sugerir que
en nuestro modelo, existe una modunlacidn de las integrinas en los condrocitos dependiendo de su
estado de difereneiacion celular,

Ademés, hemos ohtenido evidencia de que las integrinas podrian ser otros marcadores par:
el seguimiento de Ia difeenciacion de los condrocitas. Se ha demostrado que los componentes de
la MISC cambian, asi como las subunidades de las integrinas se expresan de manera diferente y
su distribucion se modifica en condrocitos modulados por el AR con caracteristicas de edlulas
mesenquimdticas poro ya determinadas  al limaje  condrocitico, las cuales expresan
especificamente la integrina oufs, micntras que los condrocitos maduros es casi nula la
presencia de dicha integrina y en su Iugar presentan las integrinas aspi y aupr. Es inferesante,
acer énlasis en que la subunidad o ain no ha sido reportada en cartilago. Finalmente, Ia
observacion de que esos camhios en las integrinas determinadas en condrocitos in vitro
pudieran correlacionavse con datos in vive, Ademas, sugerimos que nuestro modelo ofrece un
gran potencial para un analisis mas profundo del papel de las integrinas en la condrogénesis y

su participacion en la regulacion dol establecimeinto y mantenimiento del fenotipo condrocitico.
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PERSPECTIVAS

I modelo establecido in vitro por Ta modulacion del condrocito mediante el AR, podeia

ayudarnos a identificar otros marcadores de la MEC, superficie celular w ofro tipo, en las
diferentes etapas de la dilerenciacion condrocitica como se vio con o que estuvo presenfe
anicamente en condrocitos maduros.
Ademds, es necesario determinar si las infegeinas basta el momento identificadas, se
encuentran de manera funcional o latentes, Por lo tanto, en adelante serd necesarvio enfocarse al
estudio de la funcionalidad de las integrinas mediante el uso de anticuerpos con capacidad par:
bloquear Ia funcion de subunidades individuales de las integrinas y determinar su efecto en la
condrogénesis ast como evaluar si otros factores externos como la MISC o en particular alguno o
algunos de sus componentes pueden regular la expresion de las integrinas.

Al wdentificar el tipo de integrinas en los condrocitos, serd interesante para definir las vias
en que estos receplores pucden regular o mediar las sefiales recibidas para el mantenimiento
fenotipico de los mismos. También, es importante mencionar que la identificacion de las
diferentes subunidades alfa que se relacionan con la cadena i no son los Gnicos heterodimeros
posibles, porque exisien otras clases de subunidades § de las integrinas posibles de encontrarse
en los condrocitos, entonces existe un amplio campo de continuar este estudio.

[Miualmente, también el modelo de modulacion condrocitica por el AR nos lleva a estudiar ¢
identificar a nivel molecular el efecto del retinoide para encontrar una explicacion de la accion

del AR en la expresion genética.
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