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RESUMEN. 
En este estudio se analizó la participación de los factores de crecimiento 

transformante (TG17.(3) f31, r32, p3 y J35, en la regulación de la diferenciación 
celular del cartílago en cultivos de células mesenquimáticas de la extremidad 
embrionaria del ratón. Los resultados mostraron que las cuatro isoformas 
produjeron efectos diferenciales sobre el patrón morfogenético del cartílago y la 
expresión de moléculas específicas del cartílago, en distintos estadios del 
desarrollo. En el mesénquima de ratón de 11,5 días post coito (estadio 19), los 
cuatro factores de crecimiento indujeron en las células la formación de una capa 
continua de cartílago.En contraste, en el mesénquima de ratón de 12 y 12.5 días 
post coito (estadios 20 y 21, respectivamente) los patrones morfogenéticos fueron 
diferentes; los TGF-p1 y TGF-J35 mantuvieron el efecto sobre la formación de una 
capa continua de cartílago, en tanto que los TGF-132 y TGF-133 la cambiaron de un 
patrón de capa continua a uno nodular. Asimismo, se evaluaron las actividades 
de los TG1713 sobre la expresión de la colágena tipo II, la proteína de unión, la 
actividad de la fosfatasa alcalina y la biosíntesis de los proteoglicanos en el 
estadio 20, ya que en éste ocurre el cambio en la respuesta de las células a los 
TGF-13. Los TGF-(3l y TGF-05 estimularon. en mayor proporción la expresión de 
esas moléculas, en cambio los TGF-P2 y TGE-113 lo hicieron en menor proporción. 
Al adicionar los TG1743 a las células por períodos de 24 horas, en los días 1 y 2 de 
cultivo, estimularon de manera muy semejante la diferenciación del cartílago. 
Durante estos dos días de cultivo se inicia la formación de las condensaciones 
celulares, que llevan a la fórmación dél cartílago. Por lo tanto, el hecho de que los 
TGF-P estimulen la condrogénesis en los dos primeros días de cultivo sugiere que 
los TGF-0 participan en las etapas tempranas de la diferenciación, tal vez al 
estimular la formación de las condensaciones celulares, De igual manera, los 
TCH3 también estimularon la expresión de la N-cadherina, la N-CAM, la 
fibronectina y la tenascina, las cuales son moléculas que participan - en la 
formación y establecimiento de las condensaciones celulares. Esto apOya la 
sugerencia de que los TGF-r3 participan en las etapas tempranas de la 
diferenciación. del cartílago. Fináln-iente, hasta donde se tiene información, este 
estudio :reporta por primera vez la actiVidad biológica del TGF-f35 y apoya la 
sugerencia de que el TGF435 de XeliOpus es el equivalente funcional del TGF431 
de mamíferos. 



ABSTRACT. 

The present study was performed to determine w.hether mammalian TGF—p 
isoforms and. Xenopus TGF-05 elicit a differential chondrogenic response on 
mesenchymal cells during mouse limb development. Results showed that TGF-í3 
isoforms produced a distinct chondrogenic pattern depending of embryonic stage. 
When they were applied to 5 clays micromass cultures of limb mesenchymal cells 
from embryonic stages 19, 20 and 21, a differential response [o all Tour TGH3 
isoforms assayed was observed. By stage 19 the cells formed a uniform sheet of 
cartilage cells; by stage 20, mesenchymal cells were more responsive to TGF—f31 
and TGF-!35 than at stages 19 and 21., showing an entire cell layer of chondrogenic 
cells with higher accumulation of extracellula.r matrix. The diminished effect of 
TGF-í32 and TGF-03 at stages 20 and 21 was accompanied by a nodular pattern of 
chondrogenic cells rather [han by a uniform sheet, as seen at stage 19. Likewise, at 
stage 20 TGF-f31 and TGF-j35 enhanced the expression of sulfated proteoglycans, 
type II collagen, cartilage link protein and alkaline phosphatase activity. 
contrast, TGF- Í32 and TGF-P3 caused less expression in the sameparaineters. Only 
a transient exposure to TGF-p isoforms at clays 1 and 2 of culture stimulate 
chondrogenesis, indicating that TGF-í3 isoforms could regulate chondrogenesis at 
early stageS of chondrocyte differentiation, since at this time is when the forniation 
of cellular condensations occurs. To confirm this sentence the expression of 
cadherin, N-CAM, tenascin. and fibronectin is Stimulated differentially by all Tour 
TGF-f3 isoforms, Finally, in this'study we report by first time the biological actiVity 
of TGF-í35, and support the :hypothesis that. TGF43I and TGF-135 are functional 
equiValents. 

II 
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RESUMEN. En este estudio se analizó la participación de los factores de crecimiento transformante 
(TGF-p) fi I, 132,113 y 135, en la regulación de la diferenciación celular del cartílago en cultivos de células 
mesenquitná ticas de la extremidad embrionaria del ratón. Los resultados mostraron que las cuatro iso-
formas produjeron efectos diferenciales sobre el patrón morfogenético del cartílago y la expresión de 
moléculas específicas del cartílago, en distintos estadios del desarrollo. En el tnesénquirna de ratón de 
11.5 días post coito (estadio 19), los cuatro factores de crecimiento indujeron en las células la formación 
de una capa continua de cartilago.En contraste, en el mesénquima de ratón de 12 y 12.5 días post coito 
(estadios 20 y 21, respectivamente) los patrones morfogenéticos fueron diferentes; los TGF-P 1 y TGF-1.35 
mantuvieron el efecto sobre la formación de una capa continua de cartílago, en tanto que los TGF-(32 y 
TGF-03 la cambiaron de un patrón de capa continua a uno nodular. Asimismo, se evaluaron las activi-
dades de los TGF-13 sobre la expresión de la colágena tipo 11, la proteína de unión, la actividad de la fosfa-
tasa alcalina y la biosíntesis de los proteoglicanos en el estadio 20, ya que en éste ocurre el cambio en la 
respuesta de las células a los TGF-fi. Los TGF-P1 y TGF-05 estimularon en mayor proporción la expre-
sión dé esas moléculas, en cambio los TGF-P2 y TGE-P3 lo hicieron en menor proporción. Al adicionar 
los TGF-p a las células por períodos de 24 horas, en los días 1 y 2 de cultivo, estimularon de manera muy 
semejante la diferenciación del cartílago. Durante estos dos días de cultivo Se inicia la formación de las 
condensaciones celulares, que llevan a la formación del cartílago. Por lo tanto, el hecho de que los TGF-p 
estimulen la condrogénesis en los dos primeros días de cultivo sugiere que los TGF-P participan en las 
etapas tempranas de la diferenciación, tal vez al estimular la formación de las condensaciOnes celulares. 
De igual manera, los TGF-P también estimularon la expresión de la N-cadherina, la .N-CAM, la fibronec-
tina y la tenascina, las cuales son moléculas que participan en la formación y establecimiento de las Con-
densaciones celulares. Esto apoya la sugerencia de que los TGF-P participan en las etapas temprittlaS 
la diferenciación del cartílago. Finalmente, hasta donde se tiene información, este estudio reporta por 
primera vez la actividad biológica del TGF-05 y apoya la sugerencia de que el TGF-p5 de Xénopus es el 
equivalente funcional del TGF-PI de mamíferos. 
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INTRODUCCIÓN 
El cartílago, como muchos otros tejidos con-

juntivos se caracteriza por su bajo contenido en 
células y abundante matriz extracelular (MEC). 
Durante el inicio de la vida fetal el cartílago forma 
temporalmente la mayor parte del esqueleto, y 
persiste en los mamíferos adultos en las superfi-
cies articulares de los huesos y como órgano de 
sostén en las vías respiratorias y parles del oído. 
La matriz extracelular contiene fibras elásticas y 
colágenas que aumentan la elasticidad y la fuerza 
ténsil respectivamente, y adaptan el tejido a los 
requerimientos mecánicos de distintas regiones 
del cuerpo. Las diferencias en tipo y cantidad de 
fibras incorporadas a la MEC permitieron estable-
cer las bases de la clasificación del cartílago; el 
cartílago hialino, el cartílago elástico y el fibrocartíla-
go.' 

El cartílago hialino tiene aspecto de masa 
transiticidá, forma las caras de los huesos en laS 
articulaciones, los cartílagos costales .y los cartíla 
gos , de la nariz, la laringe, la. tráquea 'y los bron-7  
qu.ios. En el feto, prácticamente todo el esqueleto 
está formado por cartilagd hiatinO, que después es . 
substituido por hueso, El cartílago elástico ,0 
sénta en los sitios en que se necesita apoyo y fle-
xibilidad, por ejemplo en el oído externo, el.con 
dudo auditivo, la epiglotis y los cartílagos de la.  
laringe. Su MEC, además de presentar colágenas, 
se compone de fibras elásticas. Por ultimo, el filnv-
carlilago se .ítbic-u en los sitios donde se necesita un 
apoyo firme o fuerza ténsil. Se localiza en los dis- 
cos 	inter vertebrales, y e n los discos Mira-
articulares de algunas articuladones,'Su MEC está 
formada principalmente por haces densos de :Cobá-
genas.1 
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TGF-fi Y COMPPOQÉ/Var 

El cartílago articular es un cartílago hialino que 
juega un papel fundamental en la función normal 
Cl(' todas las articulaciones, de manera que es ca-
paz de soportar las fuerzas de compresión, tensión 
y fricción O las que está sometido. Durante el de-
sarrollo fetal y posnaLal el cartílago sirve como un 
tejido intermediario en el proceso de la formación 
del hueso, a través del proceso de la osificación 
endocondra1.2,3  Incluso en los procesos de repara-
ción de fracturas, el cartílago es un intermediario 
en la formación y consolidación del tejido óseo. El 
cartílago que participa en la formación del hueso 
se le llama cartílago transitorio, éste se encuentra de 
manera muy evidente en la placa de crecimiento, en 
la cual las células del cartílago, los condrocitos, 
proliferan y maduran para después ser reempla-
zados por los osteoblastos durante la osificación. 
endocondral. En un corte histológico de la placa de 
crecimiento, se observan cuatro estadios de desa-
rrollo; el cartílago en reposo, el cartílago en prolifera-
ción, el cartílago maduro y el cartílago hipertrófico.1  
En el cartílago en reposo existe una síntesis muy 
baja del DNA, con una expresión moderada del 
agrecano, las colágenas tipo 11 y IX y una abun-
dante expresión de la tenascina-C. En la zona de 
proliferación, el cartílago presenta una tasa de sín-
tesis del DNA muy alta, con una expresión nula 
del agrecano y muy baja de las colágenas tipo II y 
IX. En el cartílago maduro, la sintesiS del DNA es 
nula, la expresión del agrecano y de las colágenas 
tipo 11 y IX es muy alta, Finalmente, en el cartílago 
hipertrófico no existe síntesis del DNA, disminuye 
la expresión del agrecano y de las colágenas tipo 11 
y IX y se incrementa de manera muy importante la 
expresión de la colágena tipo X. Asimismo, este 
proceso de hipertrofia se continúa con una mine-
ralización de la MEC y una abundante expresión 
de moléculas marcadoraS de hueso, tales como la 
osteonectina y la osteopontina, colágena tipo I y la 
fos fa tasa alcalina .4  

Al hacer una observación radiológica de las 
extremidades de loS vertebrados es evidente que 
la forma de cada uno de los huesos es diferente. 
Esta forma se establece desde la embriogénesis, 
donde los moldes del cartílago se originan a partir 
de las condensaciones del mesénquima que res-
ponden a señales provenientes de regiones especi-
ficas del primordio de la extremidad.5  Después de 
recibir esas señales, las células distinguen su posi-
ción y forman las estructuras correspondientes, 
pdr ejemplo, en las regiones próximales de una 
extremidad anterior se formará el húmero, des-
pués la ulna y el radio y más distalmente las fa-
langues de los dígitos.6  El proceso de la formación  

del cartílago, denominado condrogénesis, es muy 
semejante en cada uno de las estructuras, es decir, 
después de que existe una señal que induce la 
condrogenesis en las células del mesénquima laxo, 
estas se agregan para formar un Misten' condro-
génico, aa partir del cual se forma el cartílago.2  La 
morfogénesis de los primordios de cada uno de 
los huesos es independiente del proceso de dife-
renciación del cartílago, ya que al disgregar ex-
tremidades en diferentes estadios del desarrollo y 
sembrar las células in vitro, la condrogénesis que se 
obtiene es similar. 

En las secciones subsecuentes se hará una des-
cripción de la formación de las extremidades em-
brionarias y, después se enfocará al proceso de la 
diferenciación del cartílago. 

Formación de las extremidades embrionarias 

La formación de las extremidades embriona-
rias inicia cuando los células del mesodermo de la 
placa lateral migran hacia una región cercana al 
ectodermo. Éste se engrosa como consecuencia de 
las interacciones inductivas entre el mesodermo y 
el ectodermo, lo que da origen a la cresta apical del 
ectodernto (AER por sus siglas en inglés). Una vez 
formada la AER la extremidad se elonga y se es-
tablece la polaridad próximo-distal. Subyacente a 
la AER existe una zona celular con alta capacidad 
proliferativa, denominada zona de progreso, si la 
AER se elimina, la proliferación celular en la zona 
de progreso cesa y se detiene el desarrollo ulterior 
de la extremidad. Por otro lado, en la parte poste-
rior de la extremidad se localiza una región con 
capacidad para dirigir la polaridad antero-
posterior. Esta zona es llamada zona de actividad 
polarizante (ZPA). Cuando esta zona es transplan-
tada a regiones anteriores de la extremidad se 
originan estructuras duplicadas y en imagen espe-
cular. La ZPA mantiene su actividad por la pre-
sencia de la .AER y viceversa. En lo que se refiere a 
la polaridad dono-ventral, el ectodermo no perte-
neciente a la AER, dirige al mesénquima en el 
establecimiento de la polaridad, pues la rotación 
de 180" del ectodermo, con respecto' al mesoder-
mo, invierte la polaridad dorso-ventral (Fig. 1)." 

Estudios recientes han permitido determinar 
la naturaleza molecular de las señales que estable-
cen los tres centros de inducción de las polarida-
des próximo-distal, antero-posterior y dorso-
ventral. Además de que muestran la estrechas 
interacciones interdependientes que existen entre 
los centros, que llevan a la iniciación y manteni-
miento del desarrollo de la extremidad de, po- 
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llo.93') Sin embargo, antes de explicar las interac-
ciones existentes entre los tres centros, se explicara 
como ocurre la inducción de la extremidad em-
brionaria, 

Figura 1. Esta figura muestra los tres centros de polaridad 
que se establecen durante la Ji rmación de las extremidades 
embrionarias. ZPA significa Zona de Actividad Polarizante; 
AER significa Apical Ectodermal Ridge. 

Inducción de la extremidad enlbrionaria 
Experimentos clásicos de Harrisonn mostra-

ron que el transplante del mesodermo de la región 
presuntiva de la extremidad a un lugar ectópico 
origina una nueva extremidad, mientras que el 
transplante del ectodermo no tiene efecto alguno. 
Por otro lado, Balinsky12  mostró que el implante 
de un esbozo nasal en el flanco del embrión entre 
la extremidad anterior y la posterior es capaz de 
formar extremidades ectópicas. Lo que indica que 
el mesodermo de la placa lateral es competente 
para el desarrollo de las extremidades. Estos ex-
perimentos mostraron las regiones en las que se 
pueden formar las extremidades y la capacidad 
inductiva del mesodermo, pero no mostraron el 
origen del inductor ni ayudaron a identificar el 
momento en el que actúa. 

Experimentos realizados en embriones de 
pollo para prevenir, con barrreras impermeables, 
la comunicación entre el mesodermo y la presun-
tiva región de la extremidad, y la eliminación del 
mesonefros por cirugía laser, sugieren que existe 
alguna señal proveniente del mesodermo inter- 

medio entre los estadios 13 y 15 del embrión de 
pollo, con capacidad do inducir la formación de la 
extremidad.o," En estas etapas del desarrollo 
existe una expresión coordinada entre el factor de 
crecimiento semejante a la insulina tipo 1 (1GF-I) y 
su receptor,15  De igual manera se observó para el 
factor de crecimiento fibroblástico-8 (FGF-8), que 
se expresa en el mesodermo intermedio y que 
puede servir como inductor endógeno de la ex-
tremidad, como lo sugiere la formación ectópica 
de extremidades con esferas cubiertas de FGF-8.16  
Sin embargo, recientemente en pollos con la mu-
tación limbless no se encontró la expresión de FGF-
8 en la presuntiva región de la extremidad, y ésta, 
aunque de manera reducida, se formó.17-19  Esto 
sugiere que debe existir otra señal o señales, ade-
más del FGF-8 que sean capaces de inducir la for-
mación de la extremidad. El 1GF-I. podría ser un 
candidato para inducir la formación de la extre-
midad, aunque no se ha evaluado su acción como 
inductor de extremidades ectópicas. Una posibili-
dad alterna consiste en que tanto el IGF-1 y el FGF-
8 participaran en paralelo para llevar a cabo la 
inducción de la extremidad. Por otro lado, los 

FGF-2: y FGF-4 inducen la formación de 
extremidades ectópicas, pero estas moléculas no 
presentan una distribución 'espacio-lemporal se-
mejante a la que presentan el FGF-8 o el 1GF-1 por 
lo que se descartan como los inductores endóge-
nos de la formación de las extremidades (Fig. 2).20  

Polaridad próximo-dista] 
La polaridad próximo-dista! está regulada por 

la AER. En esta región se expresan los FGF-2, FGF-
4 y FGF-8.21, 22,16 Los FGF-2 y FGF-8 se localizan a 
todo lo largo de la AER, mientras que el FGF-4 se 
localiza en la región posterior de la AER. Se men-
cionó previamente que la eliminación de la AER 
interrumpe el crecimiento de la extremidad,6-9  
pero la aplicación de esferas recubiertas con los 
FGF-2, FGF-4 y FGF-8 en el mesénquima posterior 
dista], reemplaza a la AER y dirige el crecimiento 
y la formación completa de la extremidad.20,23,24  
Esta misma serie de estudios mostró que los FGF 
no solo promueven la proliferación del mesén-
quima, sino que además, mantienen la funcionali-
dad de la ZPA. Cuando los FGF son aplicados en 
regiones del mesénquima anterior, la ZPA no se 
mantiene, aunque la proliferación del mesénquima 
sí occurre, De acuerdo a su localización• se sugiere 
que los FU-T-4 y FGF-8 inducen y mantienen la 
actividad de la ZPA (Fig. 2)-25026  Por otro lado, la 
AER regula la proliferación de la zona de progreso, 
probablemente a través, de la expresión del gen 
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Figura 2. Inducción de 19 extremidad embrionaria del pollo, La expresión del FGF-8 	
ocurre en el me- . 

.:I pq9911eillipp111,19, (kW ,9111ZIfjlíwygta,11,1y,10„,, Estos fact°M.i....1,41,!!5ein,1110951,PY? 1(9..1! exprés ,ar el. F9F,- 

8. Esta señal promueve y mantiene ni proltferación del mesénquima de la zonal.ppg-rwtotzl'‘se9arilkia40, ,,..,,,. 

mesodertno de la plací' lakTal (MP4) y además induce la expresión de 51di en la ZPA, Efshh pronutévéli 	'1 

presión del FGF-4 tpkdáit.ii¿z''y etiWnfatitb'edn'áFGF-8  mantienen la expresión de shit,. 

Evx-i, ya que la elimininación de la A ER reduce la 

expresión de este gen y la expresión del mismo 
puede mantenerse por la presencia del FGF.26,27 

Por otro lado, se ha mostrado que el IGF-I puede 
estimular la proliferación del mesénquima de la 
extremidad y que además puede participar en la 
formación o mantenimiento de la cresta apical.28  

En términos del establecimiento del crecimiento 
próximo-distal, se sugiere que el IGF-1 pudiera 
regular la expresión de los FGF en la AER, y que 

entonces los FGF sean capaces de regular la ex- 
presión del IGF-1 en el mesénquiraa.28  También 

podría ocurrir que tanto el IGF-1 como los FGF 
pudieran participar en el crecimiento próximo- 
distal y en el establecimiento de la AER, donde tal 

vez la expresión de uno dependa de la expresión 
del otro o que ambos puedan actuar en rutas para- 
lelas (Fig. 3). 

Polaridad Antero-Posterior. 
La polaridad antero-posterior de la extremi-

dad al parecer está regulada por el gen sortic he-

dgehog (shit), este gen se expresa en la ZPA y el 
implante de células que expresan el shh a la región 
anterior de la misma es capaz de inducir duplica-
ción • de estructuras en imagen especular.29  Antes 
de determinar que el shh tuviera actividad polari-
zante se había considerado al ácido retínoico (AR) 

como el morfógeno natural de la ZPA, ya que la 
implantación de esferas recubiertas de AR, en la 

región anterior, también induce estructuras dupli-
cadas y en imagen especular como sucede con los 
implantes de la ZPA.3° No obstante, la distribución 
y concentración de los receptores al AR y de las 

proteínas de unión al AR en la extremidad hacían 
dificil considerarlo como el morfógeno. En cambio 
se sugirió que la posible función del AR sea la 
inducción de la ZPA en el mesénquinxa poste- 
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rior,302  a través de la expresión del gene shh.2" La 
eliminación de la AER suprime la actividad de la 
ZPA y la expresión de shh, la aplicación del FGF-4 
reestablece la expresión del shh y por lo tanto, la 
actividad polarizante de la ZPA.33,34  Por otro lado, 
la expresión ectópica del shh en la región anterior 
estimula la expresión del FGF-4.33,34  La expresión 
del shh depende de la expresión de Floxd-8, ya que 
al inducir la expresión ectópica del gen Hoxd-8 
ocurre la formación de otra ZPA, con una expre-
sión ectópica de shh.35  Éste a su vez induce la 
expresión del gen Gli-1 e inhibe la del gen Gli-3, y 

induce la expresión del gen patched.36  Todo 
esto ocurre de una manera muy semejante a lo 
observado duraiite la embriogénesis de Drosophila 
con los genes homólogos hedgehog, cubitus interrup-
tus y patched.37  Asimismo, los implantes ectópicos 
de la ZPA y de células que expresan el gen shit 
inducen la expresión de la proteína morfogenética 
del hueso-2 (BMP-2) en las células adyacentes?" 
La expresión de la BMP-2 requiere la presencia de 
los FGF producidos por la AER.34  y por lo tanto, la 
BMP-2 puede actuar como una molécula de seña-
lamiento secundaria, al promover la expresión de 
los genes HoxdI i-Hoxd13 en el mesénquima.34,38  La 
expresión ectópica de la BMP-2 en el mesénquima 
anterior induce la expresión del FGF-4 en el AER y 
Floxdi 3 en el mesénquima.38,39  Estudios in vitro 
muestran que la BMP-2 inhibe el crecimiento de la 
extremidad y contrarresta el efecto del FGF-4 (Fig. 
3).40 

Polaridad Dorso-Ventral. 
La polaridad dorso-ventral parece estar con-

trolada por el ectodermo dorsal, en esta zona se 
expresa el gen l,Vnt7A,41A2  el cual regula la polari-
dad dorso-ventral ya que la eliminación del mis-
mo en ratones provoca que las extremidades ten-
gan un doble patrón ventra1.43  Por otro lado, la 
eliminación del ectodermo dorsal conlleva a la 
pérdida de los elementos esqueléticos posteriores 
y a una ausencia en la expressión de •shit," La 
pérdida del ectodermo dorsal puede ser substitu-
tida por células que expresan el gen Wut7A. El 
implante de estas células es suficiente para mante-
ner la expresión del gen sial en presencia de la 
AER o FGF-4.44  El gen iNut7A regula la expresión 
de Ltnxi en el mesénquima dorsa1.45  El gen I/Vnt,5a 
se expresa en el ectodermo ventral pero su función 
en el establecimiento de la polaridad dorso-
ventral se desconoce.41,42  Por lo tanto, estos estu-
dios muestran que Writ7A también tiene una es-
trecha interacción ccm los otros centros de polari- 

dad, ya que la expresión de shh es mantenida por 
Writ7A y FGF-4, y la interacción entre estas molé-
culas sirve para establecer la ZPA (Fig. 3).44  

Los estudios mencionados han ayudado a 
establecer los mecanismos moleculares y las inte-
racciones celulares que ocurren entre los tres cen-
tros de polaridad, y que llevan a la formación del 
patrón espacial de la extremidad en sus tres ejes y 
al control de su crecimiento. Con base en estos 
antecedentes, en las siguientes secciones se señala-
rán los procesos celulares y moleculares que lle-
van a la diferenciación celular del cartílago en las 
extremidades embrionarias. 

Figura 3. En esta figura se indican las interacciones molecu-
lares que existen entre los tres centros de polaridad que se 
llevan a cabo en las extremidades embrionarias de pollo y 
ratón. Véase detalles en e! texto, 

Diferenciación celular del cartílago 
El esqueleto en los vertebrados está formado 

por cartílago y hueso y tiene múltiples orígenes 
embrionarios, éstos son la cresta ricura!, el ruesader- 
rr el 	el mesodermo paraxial dorsal, y el meso- 
delirio lateral (Fig. 4). El esqueleto craniofacial se 
deriva de las células de la cresta neural que migran 
desde la región dorsal del tubo neural hacia los 
diferentes arcos branquiales y otras regiones de la 
cara y la cabeza, Una vez que llegan a sus desti-
nos, las células se diferencian hacia cartílago y 
hueso. El mesodermo cefálico contribuye en la 
formación de varios huesos craneales.2 
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Por otro lado, las costillas y las vértebras se 
derivan a partir de las somitas, las cuales se for-
man por la segmentación del mesodermo paraxial. 

En la región ventral de las somitas ocurre una 
conversión epitelio-mesénquima que da origen al 
esclerotomo. Las células restantes de la región dor-
sal de las somitas forman el tiermarniotomo, que 
formará los precursores de la dermis y el tejido 
muscular. Las células mesenquimáticas del esele-
retomo responden a señales de la notocorda y for-
man las vértebras y los discos intervertebrales. Las 
células del csclerotomo lateral migran hacía los ex-
tremos para formar las costillas.46  

Finalmente el esqueleto apendicular, se deri-
va del mesodermo lateral. La formación de los hue-
sos de las extremidades requiere de la migración 
de las células mesenquimáticas precursoras (stern 
cells) hacia los primordios de la mismas, donde se 
agregan para formar los precursores condrogéni-
cos de los huesos largos.5,6  Posteriormente por el 
proceso de osificación endocondral se formará el 
tejido óseo.3  

Figura 4. En esta figura se muestra un diagrama esquemáti-
co de los orígenes embrionarios del cartílago. (Basado de 
Olson et al., 1996. The Ami of The NY Acad. 5ci. 785:108-
118.) 

La formación de cada uno de los diferentes 
tipos de elementos esqueléticos implica diferentes 
origenes embrionarios del linaje condrogénico. Sin 
embargo, ocurren procesos comunes que llevan a 
la formación del esqueleto, esto es, agregación de  

las células mesenquimáticas precursoras en con-
densaciones que crecen y se diferencian eventual-
mente para formar el cartílago y el hueso.47  En las 
secciones siguientes se hará referencia de manera 
particular a la formación del cartílago en las ex-
tremidades. Una vez que ocurre la colonización 
del primordio de la extremidad embrionaria por 
las células mesenquimáticas precursoras del me-
sodermo lateral, se llevan a cabo una serie de con-
tactos célula-célula y célula-MEC que son cruciales 
para la condrogénesis.48  La diferenciación celular de 
los componentes de la extremidad embrionaria 
proceden desde la región proximal hacia la región 
dista'. Como se mencionó anteriormente, en la 
región más dista! se encuentra la zona de progreso, 
que mantiene a las células en constante prolifera-
ción y en un estado indiferenciado. Al continuar el 
crecimiento de la extremidad, las células en proli-
feración dejan de recibir los estímulos de la zona de 
progreso e inician el proceso de la diferenciación 
del carld ago.48 

El programa de diferenciación del cartílago, 
durante la embriogénesis in vivo, se ha dividido en 
cuatro fases. La primera fase se denomina mesén-
quinta laxo, y corresponde a las células del mesén-
quima de la zona de progreso, que se encuentran 
aisladas unas de otras y rodeadas por una abun-
dante MEC, compuesta principalmente por la co-
lágena tipo I, la fibronectina, y el versicano.49-53  Al 
elongarse la extremidad, las células mesenquimá-
ticas dejan de recibir las señales de la zona de pro-
greso y se diferencian hacia cartílago. En este pro-
ceso ocurren cambios en la MEC, que favorecen 
los contactos célula-célula y que llevan al estable-
cimiento del blasfema condrogénico. En esta segunda 
fase se expresan varias moléculas que favorecen 
esos contactos celulares. Entre las más importan-
tes se encuentran la N-cadherina,54  la N-CAM,55  la 
tenascina,56  los sindecanos 1, 2 y 3,57-60  proteogli-
canos ricos en sulfato de heparán,61'62  glicoprotei-
nas compuestas principalmente por D-galactosa 
([31-3)-N-acetil-D-galactosarnina, y N-acetil-gluco-
samina,63," además de la colágena tipo IIA.65  Al 
culminar la formación del blasfema eondrogénico 
cesa la expresión de esas moléculas e inicia la dife-
renciación condrogénica con la formación del cartí-
lago maduro. Éste se caracteriza por la presencia de 
las colágenas IIB, IX y XI, el agrecano, la proteína 
de unión, la proteína de la matriz del cartílago 
(CMP), y la proteína. Gla de la Matriz (MGP).66-69  
Finahnente, antes de que se lleve a cabo la osifica-
ción, existe un cartílago intermediario que favore 
ce la misma, éste es el cartílago hipertrófico. Se ca-
racteriza por la abundante expresión de la coláge- 
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Figura 5. En esta figura se muestra una representación 
simplificada de la expresión de algunas moléculas durante las 
etapas de la condrogénesis. 

na tipo X, la fosfatasa alcalina, la osteopontina y la 
osteonectina (Fig. 5). 4, 70  

Cabe señalar que de las cuatro fases del pro-
grama de diferenciación del cartílago menciona-
das, es la del blastema condrogénico la que regula la 
condrogénesis, ya que la agregación celular coincide 
con una disminución de la proliferación celular y 
estimulación de las actividades de los genes espe-
cíficos del cartílago. Sin embargo, es importante 
aclarar que aunque las moléculas que se expresan 
en el blasterna condrogénico son importantes en la 
regulación de los contactos célula-célula, su ex-
presión depende en gran medida de factores de 
crecimiento. En este sentido se ha observado que 
muchos defectos genéticos que afectan al esquele-
to, son debidos a la mutación de algunos genes de 
la superfamilia del TGF-(1 que intervienen en la 
fase de la condensación celular.47  Por lo tanto, en 
las siguientes lineas se indicará la probable parti-
cipación de las moléculas que se expresan en el 
blastetna condrogénico y después se hará referencia 
a los miembros de la superfamilia del TGF-P y su 
participación en el establecimiento del blasterna 
condrogénico, 

Características moleculares del blastema condro-
génico 

i) moléculas de la slipetlicie celular y de la MEC 
que participan en la formación del blastema condro-
génico 

La formación del cartílago requiere una in-
ducción previa de las células mesenquimáticas  

hacia el linaje condrocítico por factores de creci-
miento. Estas células responden a la información 
presente en el embrión y la interpretan de acuerdo 
a su posición en el mismo para generar las estruc-
turas del esqueleto. Las agregaciones celulares que 
llevan a la formación del blasterna condrogénico 
dependen de que miembros de la .superfamilia del 
TGF-13 promuevan los contactos célula-célula y 
célula-MEC, los cuales a su vez mantienen la for-
ma celular a través de las interacciones con el ci-
toesqueleto. 

La N-cadherina y la N-CAM inician su ex-
presión en mayor proporción que la tenascina, el 
sindecano 3 y los proteinglicanos ricos en sulfato 
de heparán (Fig. 5).47  

Estudios de bloqueo de la función de la N-
CAM y la N-cadherina en embriones de pollo y 
cultivos celulares, con anticuerpos específicos, 
muestran que estas moleculas intervienen en la 
formación de las condensaciones celulares, al evi-
tar los contactos celulares 54,55 

Por otro lado, la degradación selectiva con las 
enzimas 13-galactosidasa y la N-acetil-p-glucosa-
minidasa (G1cNAc-asa), de los residuos de la D-
galactosa (01-3)-N-acetil-D-galactosamina y la N-
acetil-glucosamina de glicoproteínas presentes en 
el blastema condrogénico evita la formación de los 
agregadós celulares in vitro. La morfología de las 
células se altera con el tratamiento enzimático, ya 
que las células incubadas con P-galactosidasa pre-
sentan una morfología estrellada y de huso, mien-
tras qué las células tratadas con GlcNAc-asa, pre-
sentan una morfología bipolar.63  

En el caso de la tenascina se ha observado 
que interactúa directamente con la fibronectina, la 
cual tiene la capacidad de revertir el estado dife-
renciado de, los condrocitos in vitro. Sin embargo, 
cuando se siembran condrocitós en substratos de 
fibroneCtina' y después se tratan con tenasdna, se 
induce la reexpresión de.  la: cólágena tipo II y la 
formación de nÓdulos condrociticos,71  Otros com-
ponentes que intervienen'en la formación del bias-
tema condrogénico y que interattúan directamente 
con la fibronedina son los proteoglicands ricos en 
sulfáto de heparán, a través del doMinio de unión 
a la heparina en el extremo ainino-terrninal, El 
bloqueo in vitro con un anticuerpo especificó de 
ese dominio, así como la presencia del oligopépti-
do glicina-arginina-glicina, que contiene un de-
terminante repetido en el dominio etmino-terminal 
de la fibronectina, y la presencia de heparinasa en 
el medio de cultivo, reducen hasta en un 50% la 
formación de las condensaciones celulares b1,62 

Los sindecanos 1, 2 y 3 son proteoglicanos de 
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superficie celular ricos en sulfato 	heparán, re- 
cientemente se reportó que la neutralización del 
sindecano 3 evita la formación de condensaciones 
colulares.57- 61) No se sabe cual pueda ser el. papel 
de los sindecanus 1 y 2 en la formación del blaste-
ma condrogénico. 

En general estos datos nuiestran una relación 
muy estrecha entre todas las moléculas que parti-
cipan en la formación del blasfema condrogénico, ya 
que, la neutralización de varios de ellos llevan al 
mismo resultado. Aunque la neutralización de los 
proteoglicanos ricos en sulfato de heparán, sugie-
ren que el proceso de condensación celular es 
asincrónico o que existe un mecanismo alterno que 
lleva a la formación de las condensaciones celula-
res. Probablemente la N-cadherina y la N-CAM 
favorecen las primeras interacciones célula-célula, 
lo que podría coincidir con una alta expresión de 
la fibronectina, tenascina, sindecano 3 y protein-
&canos ricos en sulfato de heparán. La capacidad 
adhesiva de la fibronectina podría ser bloqueada 
por la presencia de la tenascina, el sindecano 3 y 
los protei.nglicanos ricos en sulfato de heparán 
entre la fibronectina y los receptores celulares, lo 

Figura 6. Esta figura muestra la relación que existe- entre las 
diftrentes moléculas que se expresan en la etapa de conden-
sación celular. La propiedad adhesiva de la fibronectina sobre 
las células es interrumpida por su interacción con la tenasci-
na, los sindecanos y los proteoglicanos ricos en sulfato de 

;reparón. Los contactos célula-célula son mediados por la .N-
cadherina y la N-CAM, y tal vez por la expresión de ,glico-
proteínas ricas en D-galac.  tosa 01-4 N-acetil-galaciosamina y 
N-acetil-gilICOStimina. 

que llevaría al establecimiento del blasfema condro-
génico (Fig. 6). Se desconoce cual de estas molécu-
las se expresa primeramente al iniciar la formación 
de las condensaciones celulares. Aunque por el 
tiempo de expresión de la N-cadherina y la N-
CAM in vitro,72  se sugiere que la N-cadherina 
inicia las condensaciones celulares, y que su es-
tablilización depende de la expresión de la N-
CAM. 

ii) Genes homeobox y factores de transcripción que 
participan en la condrógenesis 

Existe una gran cantidad de información refe-
rente al origen embrionario del cartílago, sin em-
bargo, poco se conoce acerca de los mecanismos 
que regulan la expresión de los genes específicos 
del cartílago. En los últimos años se han identifi-
cado varios genes que controlan el desarrollo del 
esqueleto. Entre éstos tenemos a los Homeabox 
(Hox), Pux, Escleraxis y Paraxis, Cart-1, runtl3, Sox-9, 
ck-e1gy frzb. 375,:u"e5  se 

sugiere 
	
el papel de los genes Hox es el 

de especificar la identidad celular a largo del eje 
antero-posterior del embrión. Una posible función 
de los genes Hox en el establecimiento de la iden-
tidad de los elementos esqueléticos, es evidente 
con el gen Hoxa-13. Al inducir tina expresión ec-
tópica de este gen, durante el desarrollo de la ex-
tremidad de pollo, se observa que el radio y la 
ulna, en las extremidades anteriores, y la fíbula y 
la tibia, en las extremidades posteriores, son mu-
cho más cortos de lo normal y presentan una mor-
fología muy semejante a la de los huesos de la 
muñeca y el tobillo. Este gen se expresa normal-
mente después del estadio 20 del desarrollo en el 
pollo. Al evaluar, antes del estadio 20, la adhesi-
vidad de las células que expresan ectópicamente el 
gen, se obáerva que las células se segregan de 
aquéllas que no expresan Hoxa-13. Lo que sugiere 
que el gen Hoxa-13 tiene efecto en la adhesividad 
de las células que lo sintetizan.73  

Los genes Paraxis y Escleraxis son miembros 
de la familia de los factores de transcripción 
bHLH (basic hellx-loop-helix).74,75  Entré los miem-
bros mejor caracterizados de esta familia se en-
cuentran los genes miogénicos, MyoD, My./5 mio-
genina y MRF4, los genes neurogénicos NeuroD y 
los miembros de la familia Achaete scute en mamí-
feros y en Drosophila.76-78  Se sugiere que tanto 
Paraxis como Escleraxis participan en la ruta de 
desarrollo que controla la formación de las somi-
las y el establecimiento de los linajes condrogéni-
coS.74,75  Durante el desarrollo embrionario del 
ratón, Paraxis se expresa en las células que forma- 
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roan el mesodermo paraxial y se mantiene en una 
expresión alta durante la formación de las somitas 
y transitoriamente durante la formación del escle-
rotomo. Es en esta última fase cuando se expresa 
Escleraxís y declina la expresión de Paraxis. Ade-
más, Escleraxis también se expresa en altos niveles 
en las costillas, vértebras y discos intervertebrales, 
en los precursores condrogénicos del. cráneo y la 
cara, y finalmente en los precursores condrogéni-
cos de las extremidades. Aunque hasta la fecha no 
se sabe la función de estos genes en el desarrollo, 
se cree que puedan participar en la especificación 
del cartílago, de manera similar a como lo hacen 
los genes miogénicos MyoD y Myp en la determi-
nación de los precursores mioblásticos.79  

El gen Pax-1 presenta un patrón d.e expresión, 
en el mesénquima del escierotomo, muy similar al 
que presenta Escleraxis. Sin embargo, .Pax-1 se 
expresa en la región ventral media del escierotomo 
adyacente a la notocorda y Escleraxis en la region 
lateral del csclerotomo, además Pax-1 se expresa 
más tempranamente que Escleraxis.80  

El gen Cart-1 con dominio homeobox presen-
ta una distribución muy similar a la de Escleraxis 
en los precursores condrogénicos de las extreinl. 
dados, es decir, en el. mesénquima en condensa-
ción y en los condrocitos tempranos del primordio 
del cartílago.81  

Otros genes tales como ck-erg, runtB, Sox9 y 
frzb también se expresan durante las fases de con-
densación del mesénquima que llevan a la forma-
ción del blastema condrogénico,82-85  No se sabe cuá-
les puedan ser sus funciones en la condrogénesis. 
Aunque la expresión de ck-erg depende del TGF-P 1 
durante la inducción ectópica del cartílago en el 
mesénquima interdigital de la pata del pollo.86  

La superfamilia del TGF-13 
Entre los factores de crecimiento que regulan 

de manera importante la diferenciación del cartí-
lago se encuentran los miembros de la superfami-
fia del factor de crecimiento transformante beta 
(TGF-(3).87-90  Antes de mencionar las funciones que 
tienen estos factores de crecimiento en la condrogé-
nesis, se hará una descripción de los miembros de 
lea superfamilia y de sus receptores. 

La superfamilia del. TGF-I3 comprende una 
gran diversidad de factores de crecimiento con 
gran capacidad multiftmcional para regular la 
proliferación, la diferenciación y la adhesión celu-
lares. La familia del TGF-13 está conjuntada por 5 
miembros.87-89  A la superfamilia del TGF-P tam-
bién la integran la familia, de las Activi- 

nas/inhibinas,'s la familia MIS89  y la familia 
DPP/BMP/DVR91-95  (Tabla .1). En general todos 
los miembros de esta superfamilia tienen diversas 
funciones que incluyen, desde efectos en la em-
briogénesis temprana como en la diferenciación de 
linajes específicos y en la orgunogónesis, tanto en 
invertebrados como en vertebrados, hasta efectos 
que llevan al control de la proliferación celular. 

Entre las funcionesde la familia de las activi- 
nas/inhibinas destacan la capacidad de estimular 
la secreción de la hormona estimulante del folí-
culo en las células de la hipófisis anterior. Sus 
miembros también participan en la diferenciación 
de las células eritroides, en la determinación de 
los ejes embrionarios, en la inducción del meso-
dermo y del sistema nervioso de Xenopus, en el 
desarrollo facial, de la epidermis, y de las vibrisas 
del ratón.96-10° 
La familia MIS está representada principalmente 
por la substancia inhibidora de los conductos de 
Miiller (MIS), que durante el desarrollo de los 
genitales internos del macho, es capaz de inducir 
la regresión del conducto de Midler, específico de 
las hembras.'°' 

La familia DPP/BMP/DVR está compuesta 
por más de 20 miembros entre los que se incluyen 
a las proteínas Morfogenéticas del hueso (BMP),91  
95  los factores de crecimiento y diferenciación 
(GDF),102404  las proteínas morfogenéticas deriva-
das del cartílago (CDMP),102404 los genes de Dro-
sophila decapentaplégico (dpp),105  screw cw) 06.  y 

60A.1°7  Inicialmente las .13/11P fueron identifica-
das por su capacidad de inducir la formación de 
hueso en sitios ectópicos en roedores.9' Sin en-
bargo, más recientemente, se demostró que las 
BMP también participan en la especificación de 
los ejes embrionarios y en una gran variedad de 
tejidos y órganos durante el desarrollo de los ver-
tebrados.94,95  

Finalmente, la familia del TGF-p, compuesta 
por 5 miembros, tiene una gran participación en 
fenómenos relacionados con el ciclo celular, en la 
regulación de la MEC, ya sea al estimular la pro.-
ducción de componentes de la matriz extracelular 
o al inhibir la degradación de los mismos,: a 
través de la regulación positiva de la expresión de 
los inhibidores de las proteasas y la regulación 
negativa sobre las proteasas. También estimula los 
contactos célula-MEC y célula-Mula, al promover 
la expresión de las integrinas y de proteínas de 
adhesión celular. MimisMo, participa en la :  dife-
renciación celular de las -  células .de'Schwann en el 
sistema nervioso, la diferenciación del huesb, el 
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TABLA 1. SUPERFAMILIA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE-BETA44 
:ktlivinds/Inhibinas MIS I )1T/13 \ 	 )1' I: 

   

TGF-fi 1 

TGF-p2 

TGF-03 

TGF-[14 

TGF-p5 

n-inhibina 

Inhibina-13A-u, 

lnhibina-0B-of, 

Inhibina-pC 

Activina-1.3A4.3A 

Activina-PB-13B 

Activina43A-pB 

MIS BMP2 

BMP3 

BMP4 

BMP5 

BMP6/ Vgr-1 

BMP7/OP1 

BMP8/0P2 

BMP9 

BMP10 

*Tabla adaptada de las referencias 87-95 
*En esta familia hay más de 20 miembrvs, aquí sólo se inenclonan las BAIP. 

cartílago, el músculo, la hematopoyesis, etc.87-90,108 
En general todos los miembros de la superfamilia 
del TGF-p se unen a receptores específicos del tipo 
de las cinasas de serina-treonina.87-90,109-111  Se sabe  
que la interacción del ligando con su receptor es-
timula la actividad de la cinasa de serina-treonina 
en los dominios citoplasmáticos de los receptores 
y esto induce la formación de complejos de recep-
tores diméricos o multiméricos. Estos receptores 
pueden ser divididos en dos grupos con base en 
su homología. El primero incluye a los receptores 
tipo I con actividad cinasa de serina-treonina, que 
se caracteriza por presentar 10 residuos de cisteina 
en su dominio extracelular, un dominio trans-
membranal único y un dominio intracelular rico 
en serina/glicina, que precede inmediatamente al 
dominio de cinasa de serina/treonina, Los recep-
tores tipo II con actividad cinasa de serina-
treonina contienen un patrón de cisteinas extrace-
lulares similar al de los receptores tipo I. Presen-
tan también un dominio intracelular único, pero 
carecen del dominio intracelular rico en ceri-
na/glicina, que precede al dominio de cisma de 
serina/treonina, presente en los receptores tipo 
1.109-111 Aunque ambos tipos de receptores contie-
nen dominios extracelulares de unión al ligando y 
sitios de señalamiento en sus dominios intracelu-
lares, no son suficientes esas características para 
que ocurra el efecto del ligando.112,113  El receptor 
tipo II une al TGF-P en ausencia del receptor 
tipo 1 y la unión del TGF-p al receptor tipo I re-
quiere la presencia del receptor tipo II. Para que 
ocurra la transd.ucdón de la señal el receptor tipo  

II forma complejos heteroméricos con el receptor 
tipo I, después de la unión del ligando.112-114 La  
activación de la transducción de la señal inicia 
cuando el receptor tipo II transfosforila al receptor 
tipo 1 en el dominio GS, activándolo para trans-
ducir las señales. Este proceso al parecer implica 
fosforilación de las proteínas MADR (mother 
against dpp-related gene) que podrían funcionar 
como factores de transcripción para generar res-
puestas específicas.1144 

Existen otro grupo de proteínas que sin ser 
receptores, tienen la capacidad de unir a algunos 
miembros de la superfamilia del TGF13. Estas 
proteínas pueden enmascarar o estimular la ftm-
ción de los ligandos. Entre estas moléculas tene-
mos a la folistatinalls que tiene una gran afinidad 
por la adivina, de manera que regula negativa-
mente los efectos de la activina. El betaglicano, un 
proteoglicano unido a membrana tiene como fun-
ción la presentación de los TGF-p, principalmente 
el TGF-f32, a los receptores tipo I y II, Esta molécu-
la también puede presentarse en forma soluble, en 
cuyo caso secuestra al TGF-P2 y evita la unión de 
este factor a los receptores tipo I y 11.116118  Por el 
contrario la endoglina una glicoproteina muy seme-
jante al betaglicano tiene afinidad por los TGF-pl y 
TGF-p3, pero no por el TGF-p2.119  La expresión en 
la superficie celular del betaglicano no es detectable 
en las células endoteliales que expresan la endogli-
na. 
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Localización in sito  de los miembros de la super-
familia del TGF-11, durante el desarrollo del cartí-
lago, y su correlación con anormalidades del desa-
rrollo esquelético 

Durante el desarrollo temprano de la extremi-
dad del embrión del ratón se observa que las 
BMP2, BMP4 y BMP7 se expresan igualmente en 
la AER y diferencialmente en el mosénquima.'4  
BMP2 se encuentra en la región posterior de la 
extremidad, en las zonas interdigitales y cuando 
ocurre la formación de los dígitos se ubica alrede-
dor de ellos, después en las articulaciones yen los 
cojinetes"120  Lca BMP4 presenta una expresión 
alta en el mesénquima anterior y posterior, así 
como en la zona de progreso, en los interdígitos y 
finalmente también en las articulaciones y en los 
cojinetes.94,1 21  La BMP7 se localiza de manera difu-
sa en todo el mesénquima y en proporciones ele-
vadas en las zonas interdigitales, cuando ocurre la 
formación de los dígitos y desaparece, al igual que 
las BMP2 y BMP4, para cuando ha finalizado la 
muerte celular programada en las zonas interdigi-
tales.94,120  Por otro lado, la BMP5 se expresa du-
rante la condrogénesis de la oreja en las zonas de 
condensación celular de la base y el pabellón, así 
como en regiones de condensaciones celulares en 
las costillas.1°1  Las B/VIP2 y BMP7, también se 
encuentran en regiones del pericondrio de las 
costillas y las vértebras.12° La BMP4 está presente 
sólo en ciertas regiones del lado dorsal y ventral 
de las vértebras.122,123  La BMP6 se expresa en las 
regiones centrales de las costillas y vértebras cer-
vicales y en el cartílago hipertrófico de las extre-
midades.123  Sin embargo, ninguna de esas 5 molé-
culas se expresa en las zonas de condensación 
celular, que dan origen al blastema condrogénico en 
las extremidades. 

Los ratones con la mutación short ear (se) se 
caracterizan por presentar orejas muy cortas, un 
cráneo más amplio y nariz más corta que los rato-
nes silvestres. Además, la mutación se afecta el 
tamaño y la forma de otros elementos esqueléti-
cos.rm Recientemente, se determinó que el gen que 
es mutado en los ratones se codifica para la 
BMP5 25  De manera, que se entiende que la mu-
tación de este gen provoque que el tamaño de la 
oreja sea muy pequeño, ya que la BMP5 es la úni-
ca BMP que se expresa en las condensaciones celu-
lares de esta estructura, y no existe otra BMP que 
pudiera substituir la mutación de BMP5. En un 
estudio con ratones deficientes de BIV1P7 se obser-
vó que el desarrollo de las costillas, el cráneo y los 
dígitos se ve afectado; además, la ausencia de la  

BMP7 Origina policlactilia en las extremidades 
posteriores.' 2" 

El GDF5/CDMP1, a diferencia de las moléculas 
¡interiores, se expresa en las zonas de condensa-
ción celular y el cartílago de los huesos de la ex-
tremidad humana y del ratón.102,103  La CDMP2 Se 
expresa en el cartílago hipertrófico al igual que la 
BMP6.103  El papel del GDF5/CDMP1 es evidente 
en la mutación del locos brachyopodisin (bp) en el 
ratón, que corresponde a la mutación del gen 
GDF5/CDMP1.102  Esta mutación se caracteriza por 
reducir el tamaño de los huesos largos en las ex-
tremidades, y cambiar el número de falanges en 
todos los dedos de las extremidades (anteriores y 
posteriores). Además, altera las condensaciones 
celulares, de manera que in vitro se observa que 
las células mesenquimáticas de ratones bp forman 
pocos agregados celulares en comparación con las 
células normales.12? La adición de GDF5/CD1VIP1 a 
cultivo de células derivadas de extremidades de 
ratón normal estimula la agregación celular y la 
condrogénesis.128  Recientemente se reportó que una 
condrodisplasia en humanos se asocia a la muta-
ción del gen GDF5/CDMPT, este desorden genéti-
co en humanos es fenotípicamente similar al ob-
servado en la mutación bp en el ratón." 

La distribución de los TGF-fil, TGF-1.12 y el 
TGF-I33 durante la condrogénesis en el ratón varía 
con cada región del esqueleto y con la edad del 
tejido. De manera que el TGF-132 es el factor que se 
observa más temprano en la diferenciación del 
cartílago durante el desarrollo de las extremidades 
embrionarias, al expresarse en 'ás etapas' de con-
densación célular.129  Lds TCF-P2 y TGF-133 también 
se obserVan en las condénsacidnes celulareS . que 
llevan a la formación de las :vértebras.129,130  El 
TGF-131 se observa muy débiltnente en el cartílago 
de las extremidades y el:  del. esternón.139 Másade-
tante en el desarrollo del ratón, el TGF-p3 se ex- 
presa en el pericondrio de muchos eleMentos curtí-
laginosós del esqüeleto axia1.129,130  En el pollo no 
se observa la expreSión de las isoformas" del TGF-p 
en las regiones de condensación celular, pero es 
evidente en los condroblastos, condrocitos en pro- 
liferación, hipertróficos y en Zonas de cartílago 
calcificado.131  Hasta la fecha :- no se ha reportado 
ninguna anormalidad del esqueleto asociada a una 
expresión alterada de cualquiera de las isoformas 
del Tar:13. El TGF-f35 es un factor que sólo se 
presa en Xeilopus ni inicio de la neurulación, 
tejidos adultos tales como el hígado, estómago, 
riñón, pulmones y corazón. PreSentá Mayor hómo-
logía con el TGF-0 1 de maMíferos y TGF-134 de 
pollo  que con los TGF412 y TGF-03 364 



12 	 TGF-p Y eaceo06..5-fs 

Cultivos De Microuisa. 
Antes de describir los efectos de los factores 

de crecimiento sobre la (:ondrogénesis, es necesario 
incluir Ulid Seed(511 que defina a los cultivos de 
micromasa, ya que este sistema experimental es la 
Dase para la evaluación de los factores de creci-
miento sobre la condrogénesis obtenida de células 
mesenquimáticas de extremidades embrionarias. 
Además, también fue la base para los experimen-
tos durante el desarrollo del presente trabajo. 

El establecimiento de los cultivos de micro-
masa fue desarrollado por el grupo de Michael 
Solursh.132  Estos cultivos se desarrollaron como 
u na estrategia técnica para im plem e n ta r u na gran 
cantidad de cultivos celulares a partir de un nú-
mero) reducido de células. Existe un factor impor-
tante que regula la diferenciación del cartílago en 
estas condiciones, que es la densidad celular al 
inicio del hiño:tilo para su cultivo. Durante el desa-
rrollo normal de la extremidad es evidente que la 
densidad celular se incrementa al iniciar la for-
mación de las condensaciones celulares. Mientras 
que en las regiones que no dan origen al cartílago 
la densidad celular es baja. Se ha observado que la 
condrogénesis que se lleva a cabo en cultivo es 
similar al que se desarrolla in vivo.133  Por lo tanto, 
es necesario que se promuevan los contactos celu-
lares in vitro y esto ocurre a altas densidades. El 
sistema de micromasa consiste en sembrar 2x105  
células o más en 10 microtitros de medio de culti-
vo, estas condiciones de alta densidad, favorecen 
la formación de los agregados celulares que llevan 
a la formación de los nódulos del cartílago, mien-
tras que cultivos similares pero sembrados :1 bajas 
densidades no formarán cartílago o lo harán de 
manera ni u y re d u ci d a. 132334  

Un aspecto muy importante del sistema de 
micromasa es que:  los procesos celulares que lle-
van a la condrogénesis recapitulan la secuencia de 
procesos observados in vivo. Esto ha permitido 
determinar las actividades histogénicas que tiene 
el inesénquima de extremidades embrionarias 
para desarrollar la condrogénesis en varios estadios 
de desarrollo, tanto del pollo como del ratón. Los 
resultados muestran quo existe una etapa crítica 
para el desarrollo del cartílago en ambos modelos, 
esto es, cultivos de mesénquitna de extremidades 
de embrión de pollo en los estadios 17 al 19, y del 
estadio 1.5 del embrión de ratón, forman agrega-
dos celulares sin formar nódulos de cartílago. Sin 
embargo, sólo los cultivos de mesénquima del 
estadio 19 del embrión de pollo son capaces de 
formar cartílago en presencia del dibutirli AMP 
cíclico. A través de este mismo sistema de cultivo  

se ha podido determinar que el mesénquima en 
Lis extremidades embrionarias no es homogéneo 
en su capacidad condrogénica, así como en su 
respuesta a factores externos.132,11  Además, este 
sistema ha sido usado para determinar los efectos 
sobre la condrogénesis de factores de crecimiento, 
acido retinoico, fibronectina, etc.135-137  

El papel de los factores de crecimiento de la super-
familia del TGF-Ii en la condrogénesis 

Desde el trabajo clásico de Urist,13" se sabe 
que la implantación del polvo de hueso desmine-
ralizado en sitios subcutáneos o intramusculares 
induce la formación de cartílago y de hueso. Pos-
teriormente, se aislaron dos factores indudores 
del cartílago, a partir de hueso desmineralizado. 
Estos dos factores presentaron homología con los 
TGF-iil y TGF-Ii2.140-142  Por otro lado, también se 
han aislado las BMP del hueso desmineralizado, 
con capacidad para inducir la formación de hueso 
y cartílago en sitios ectópicos.91  Actualmente se 
han identificado 13 BMP, todas ellas presentan 
homología con el TGF-(i,94  a excepción de la BMP-
1, que presenta una estructura primaria distinta y 
homología con la proteinasa C de la procoláge- 
na.143 

Las isoformas del TGF-(i ejercen efectos inhi-
bidores o estimuladores sobre la condrogénesis in 
vitro, que dependen del origen embrionario, el 
estadio de diferenciación de las células, así corno 
de las condiciones de cultivo. Los TGF-(31, TGF-p2 
y TGF-133 estimulan la condrogénesis en cultivos 
do micromasa de células mesenquimáticas de ex-
tremidades embrionarias de pollo en los estadios 
de desarrollo 22/23 y 23/24, en presencia de silo-
ro.135,144-147 Esto se logra al adicionar los TGF-13 por 
2 horas al inicio del cultivo o durante los días 1 y 2 
de cultivo de extremidades completas de los es-
tadios 23/24. 135,146  Estos factores estimulan la 
producción de la colágena tipo 11, el agrecano, lea 

síntesis de proteoglicanos, la actividad de la fosfa-
tasa alcalina y la acumulación del azul de Alelan() 
p1-1 1.0* en la MEC.1,15,144-147  Se obtuvieron efectos 
similares a partir de una exposición continua a los 
TGF-131 y TGF-02 en células de la punta de la ex-
tremidad, que incluyen a las células de la zona de 
progreso, o de mesénquima de extremidades com-
pletas del estadio 24 de desarrollo o por una ex-
posición de 3 a 6 horas de TGF-pl al inicio del 
cultivo de células de extremidades completas de 
los estadios 22/23. 135,145  Además de estimular 

sumo can azul de M' ano trll 1.0 gibitirtgue A11: ricas en glicosansino-

,szlicanos sulfatadw4, 
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la condrogénesis, también se observó un incremento 
en la expresión de la fibronectina en las conden-
saciones celulares»5  Sin embargo, en las extremi-
dades posteriores se observó que el TGF-151 esti-
mula en mayor proporción la expresión de la fi-
bronectina y se ve asociada a un incremento de la 
condrogénesis, así como a un cambio en el patrón 
morfogenético de las condensaciones celulares, 
esto es, de un patrón t.tocltilar a uno de capa conti-
nua de cartílago:1"m° Por otro lado, se observó 
que el TGF-I31 estimula la expresión de la N-
cadherina,146  que al igual que la fibronectina, se 
incrementa en las condensaciones celulares. En el 
ratón se encontró que el TGF-ji I regula la diferen-
ciación del cartílago de la cápsula ótica, al modu-
lar las interacciones epitelio-mesénquitna que lle-
van a la condrogénesis. Este efecto parece ser siner-
gético con el FGF2.151"52  

En otros estudios se encontró que los TGF131 y 
TGH32 reprimen la condrogénesis en los estadios 
23/ 24 y 24/25, en presencia del 0.5% de suero,153  
aunque esta inhibición es revertida por la adición 
de las BMP3 y BMP4.154, I 55  La adición de las BMP3 
y BMP4 estimulan la expresión do la colágena tipo 
II, la síntesis de proteoglicanos y la acumúlación 
de azul de Alciano en la MEC en los estadios 
24/25 de desarrollo del pollo.154-156  En los estadios 
21/22, la BMP2 estimula la condrogénesis e inhibe 
la miogé11esis,156  mientras que en los estadios 
23/24 o 25 es más efectiva en su estimulación 
cuando se aplica después de que se formaron las 
condensaciones celulares,I54,155  ilt) así para las 
isoformas del TGF-(3,donde su acción es más 
efectiva cuando se administra antes de la forma-
ción de las condensaciones celtdares.135,145-147,153  

Otro grupo de moléculas de la superfamilia 
del TGF-p, que regulan la diferenciación del 
cartílago en células mesenquimáticas son la adivi-
na y li inhibina.56,157  En un estudio se muestra que 
la adivina inhibe la condrogénesis en el inesénquitna 
de las extremidades de pollo en el estadio 24 de 
desarrollo, al disminuir lat expresión de la coláge-
mi tipo 11, la síntesis de proteoglicanos y la acu.rnü 
ladón del azul de Alciano en la MEC.157  Mientras 
que en otro estudio en el mismo sistema experi-
mental, pero en los estadios 22/23 se observó qiie 
la Adivina estimula la condrogénesis, al. incremen-
tar el tamaño de las agregaciones celulares y esto 
coincidió con Un incremento en la expresión de la 
N-CAM y la tenascina.56  La Inhibina también es-
timuló lá condrogénesis al incrementar la expresión 
de la colágena tipo II, la síntesis de proteoglicartos 
y la acumulación de azul de Alciano en la MEC en 

las células de extremidades embrionarias de pollo 
en el estadio 24.157  

Estos estudios sugieren que las diferentes iso-
formas del TGF-(3 pueden regular la diferenciación 
del cartílago de células mesenquimaticas de ex-
tremidades de pollo in vitro, de manera semejante 
a las BMP. Parecer ser que las isoformas del TGF-p 
participan en etapas anteriores a la condensación 
celular y que estimulan la expresión de la N-
cadherina y la fibronectina, mientras que las BMP 
lo hacen en etapas posteriores. Sin embargo, no se 
sabe sí la condrogénesis estimulada por las BMP, 
ocurre a través de la expresión de moléculas ca-
racterísticas del blasfema condrogénico. 

Otras moléculas que regulan la condrogénesis 
vitro 

La vitamina D es un estimulador de la combo-
génesis en cultivos de células de extremidad de 
pollo en el estadio 24 de desarrollo, a través de la 
expresión de la cológena tipo 11 y el agrecano.158  
Además, incrementa la expresión de la N-
cadherina y disminuye la del TGF-j32.146,15° Los 
autores sugieren que esta hormona, al incrementar 
la expresión de moléculas de adhesión, regula 
negativamente la expresión del TGF-62.159  El efec-
to de la vitamina sobre la condrogénesis parece 
estar mediado por los receptores VDR/RXR 
(vitainin D receptoVretinolc .X receptor).1 03  

El ácido retinoico (AR) es un factor multifun-
cional que también presenta actividades biológicas 
sobre la condrogénesis. El AR estimula la diferen-
ciación del cartílago a bajas concentraciones (5 
ng/ml) y la inhibe a altas concentraciones (50 
ng/ml), en cultivos de 11113SéMillffila de extremi-
dades de pollo de los estadios 23/24 de desarro-
110.137,160-162 El efecto del AR depende de la posi-
ción de las células en la extremidad embrionaria y 
del estadio de desarrollo. De manera que a la con-
centración de 5 ng/ml las células de la región 
proximal de los estadios 21/22 no acumulan una 
MEC positiva al azul. de Abano, como lo hacen 
las células de la región dista! de los mismos esta-
dios y células de las regiones subdistal y distal de 
los estadios 23/24.160  También, se observan dife-
rencias cuando se subdividen en anterior y poste-
rior las regiones proximal, subdistal y distal de las 
extremidades de pollo de los estadios 21/22 y 
23/24.161  De igual manera, se observó que el 9-ces 
AR también estimula la condrogénesis, pero anta-
g011iZa el efecto estimulador de la vitamina. D.163 
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JUSTIF.ICACION Y OBJETIVOS 
En el presento estudio se describen los efectos 

diferenciales de cuatro do la isoformas ch.?. la fami- 
lia del TGF-ji sobre células mesenquímaticas de la 
extremidad embrionaria, durante varios estadios 
del desarrollo del ratón. Estos efectos han sido 
estudiados como casos aislados en embriones de 
pollo; sin embargo, antes del presente estudio lit) 
se reportó trabajo alguno que mostrará los efectos 
de los TGT-fi sobre mesénquima de la extremidad 
del ratón. Por otro lado, la expresión de las iso-
formas del TGF-13 en pollo no se observa en las 
regiones de condensación celular de las extremi-
dades.Di Mientras que en el ratón los TGF-jil, 
TGF-I32 y TGF-p3 se expresan en regiones de con-
densaciones celulares de los diferentes elementos 
esqueléticos. Esto sugiere que las isoformas del 
TGF-13 puedan tener efectos distintos sobre la dife-
renciación del cartílago en el mesénquima del 
ratón, en comparación con el sistema de pollo. Por 
lo tanto, en este estudio nos enfocamos a de-
terminar los efectos de las isoformas del TGF1S 
sobre la condrogénesi5 en el mesénquima de ex-
tremidades embrionarias del ratón. Esto con el fin 
de poder distinguir sí la morfogénesis y la dife-
renciación del cartilago son reguladas de manera 
independiente por las isoformas del TGF-I3, al 
igual que la expresión de moléculas marcadoras 
de la diferenciación del cartílago. Por todo esto los 
objetivos de este estudio fueron; 

1) determinar si las células mesenquimáticas 
de extremidades anteriores de ratón embrionario 
en los días 11, 12 y 12% post coito (estadios 19, 20 y 
21 del desarrollo, respectivamente) responden 
diferencialmente a cada una de las isoformas del 
TGF-1L Este objetivo se estableció con el fin de 
observar si existen diferencias en la respuesta de 
las células a los Ter-13 durante el desarrollo de las 
extremidades. 

2) Evaluar sí las isoformas del TGF-13 producen 
un estímulo diferencial sobre marcadores específi-
cos 'del cartílago, en células mesenquimáticas de 
extremidades anteriores de ratón embrionario en 
el estadio 20 de desarrollo. 

3) Establecer sí los efectos de las isoformas del 
TGF-0 en la estimulación de la condrogénests son 
mediados a través de moléculas espeCíficas del 
blastanti condrogénico, tales como la N-cadherina, la 
N-CAM, lea tenasci.na y la fibronectina. 

4) Finalmente, eón base en la alta homología 
la secuencia de genes que hay entre el TGF131 de 
mamíferos y el T.GF-t35 de Xenopus164  decidimos 
comparar los efectos del TGF-13.5 y del TGF-01  

sobre  id  condrogénesis en células nlesongtiiilláticas 
de extremidades anteriores de ratón embrionario, 
con el objeto de determinar si esta homología se ve 
reflejada en la funcionalidad de ambos factores. 
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RESULTADOS 
En esta sección se mostraran los resultados del 
presente trabajo y se harán a través de la presen-
tación de copias de los artículos publicados y al 
final de la sección se presentarán algunos resulta-
dos aún no publicados. En el primer artículo se 
presenta la validación del sistema experimental 
desarrollado en el presente estudio. Para esto 
evaluamos el efecto de un extracto proteico de la 
región del cemento del diente, sobre células me-
senquimáticas de embrión de ratón, sembradas en 
micromasa y la propiedad. adhesiva sobre con-
drocitos de esternón de rata. En el extracto se en-
contraba presente la proteína de adhesión del ce-
mento (CAP). En este estudio encontramos que el 
extracto es capaz de incrementar la formación de 
nódulos de cartílago, el depósito de la MEC posi-
tiva a azul de Alciano y la síntesis de glicosami-
noglicanos. Además de presentar actividad mito-
génica y de estimular la mineralización de la 
MEC, así como la. actividad de la fosfatasa alcalina 
en cultivos a largo plazo. En los condrocitos se 
observó que el. extracto estimula su adhesión de 
una manera dosis-dependiente. Hasta antes de 
este trabajo, se sabía que proteínas del diente 
promueven la condrogénesis y mineralización in 
vivo e in vitro, pero este trabajo muestra por pri-
mera vez que componentes específicos del cemetv-. 
tu tienen la capacidad de estimular esos proce-
sos.138  

En el segundo y en el tercer artículos se des-
criben los resultados centrales de la _presente tesis. 
En éstos se muestra que las cuatro isoformas del 
TGF-ji regulan diferencialmente la condrogénesis en 
los tres estadios de desarrollo examinados. Por un 
lado son capaces de afectar el patrón márfogenéti-
co del cartílago y por otro la expresión de la coki-
gena tipo 11, la proteína de unión, la actividad de 
la fosfatasa alcalina y la biosíntesis de proteogliCa-;  
nos. La diferenciación del cartílago es estimulada 
cuando los.  TGF-13 se administran durante los dos 
primeros días de cultivo. Esto sugiere que los 
TGF13 podrían Actuar durante laS fases que llevan 
a la formación de las condensaciones celulares. 

Finalmente; en la tíltiina parte de esta sección 
se describen los efectos de las cuatro isoformas del 
TGF-j3 sobre la expresión de la : N-cadherina, N-
CAM, tenascina y fibronectina, para determinar la 
participación de los TGF-ji en la forrnación de las 
condensaciones celulares. Los resultados muestran 
que las cuatro isoformas del TGF-13 también regu-
lan diferencialmente la expresión de la fibronecti-
na, la tenascina, la N-CAM y la N-cadherina, lo 
que sugiere una posible participación de los 77C;F-j3  

en el establecimiento del blasfema condrogénico 
durante el desarrollo del cartílago in vivo en el 
ra tón. 
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The formation of new bone, cementum and peri-
odontal ligament has been the goal of periodontal 
therapy. However, there has been limited success in 
understanding the cellular and molecular mechan-
isms underlying these processes (1, 2). Cementum, 
particularly, has not been well studied, probably 
because of its Iow metabolic turnover rate and the 
laborious dissecting procedures required to obtain 
enough tissue to study its chemical and biological 
properties. According to some reports, cementum 
possesses unique molecules that could play a key 
role in periodontal regeneration. Some of these 
molecules have been shown to promote the mi-
gration, attachment and growth of periodontal 
ligament cells and infiuence their extracellular mat-
rix (ECM) synthesis (3-10), Recently, a partially 
purified cementum extract with an M1. of 55,000 
has been isolated. ft promotes the attachment of 
periodontal ligameñt fibroblasts and seems to be 
located only in cementum (11). Although we do 
not know W this human cementum extract contains 
a single protein, it appears to have a different mol-
ecule from other molecules located in cementum 
and bone which induce attachment activity (12, 
13). Since bone derived molecules have shown 
chondrogenic and osteogenic properties both in vi-
¡ro and in vivo and because cementum resembles 
bone, it was thought that cementum protein ex-
tract in the Mr  55,000 range might also regulate  

cartilage and bone differentiation. In this report, 
the action of Mr  55,000 cementum protein extract 
(CPE) ora mesenchymal cells isolated from Stage 19 
mouse embryo forelimb buds is described. 

Cementum protein extract was obtained as de-
scribed elsewhere (14). 13riefly, healthy teeth were 
obtained from the oral surgery clinic at the School 
of Dentistry, UNAM. Adhering soft connective 
tissue was removed from' the root surfaces and ce-
mentum was harVested with sharp Gracey curettes 
under a Stereoscopie micrOscope, Approxiniately 
100 g of wet weight healthy cementum were ob-
tained and extracted in 4M guartidine FIC1 for 7 
days at 4°C. The protease.  inhibitors, 1 mM 
ethylmaleimide and., phenyl methane sulfonyl 
fluoride, 25 mM EDTA and 1 pg/m1 leupeptin and 
pepstatin were added. The extract was subjected 
to. DEAE-celltillose ion-exchange chromatography 
and the proteins were eluted with 0.5 M NaCI. 
This fraction was eleetrophoresed 911t0 SDS-
PAGE 12.5% cross-linked slab gels. Gel bands re-
presenting an Mr 55,000 were cut from the gel and 
the proteins contained f in this fraction were 
electroeluted. They were then precipitated with 
acetone and used for the experiments .described be-
low. Protein concentration was, determined by the 
BradfOrd assay utilizing a bio-Rad assay kit. 
Serttni albumin was used as the standard (15). 

Since the mesenchymal cells at embryonic. Stage 
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19 are a heterogeneous population of cells whieh 
do not express the cartilage phenotype, chondro-
cytes were thought to be the ideal cells to deter-
mine whether cernentum extract promoted cell 
attachment. Chondrocytes were obtained from 
adult tal sternum as follows: the apex oí the ster-
num was minced with sterile scalpcls and digested 
with 0.25% porcine trypsin for 30 mili at 37°C. The 
minced tissue vas washed with DMEM and re-
digested with 0.25% type 11 collagenase for 3 h at 
37°C. The cell suspension was washed with 
DMEM supplemented with 10% FRS. Only pri-
mary cultures were used for the attachment activ-
ity experiments. Twenty-four multiwell Costar 
plates, not treated for tissue culture, were incu-
bated with 1, 5 and 10 pg/ml CPE. The protein 
extract was dissolved in PBS and the piales were 
incubated overnight at 4°C. The places were then 
washed with PBS. Non-specific binding was block-
ed with 2 mg/ml BSA in serum free media for 1 h. 
Chondrocytes (2x104), were resuspended in serum 
free media, platal and allowed to attach for 1 h. 
The unattached cells were then removed with PBS 
and the attached cells were evaluated according to 
1-layman et al. (16) with some modifications. 
Briefly, fixed cells were incubated with 0.1% tol-
uidine blue for 3 h. The dye was extracted with 
1.0% SDS and read at 600 nin. Wells coated with 
5 pg/inl of type 1 collagen served as a positive con-
trol and serum free media as a negativo: control. 
Attachment assays were performed in triplica te 
and the assays were repeated at least 3 times. The 
attached chondrocytes represented 54.23%, 67.18% 
and 84.65% of the control at 1, 5 and 10 pg/ml 
CPE, as shown in Fig. 1 (p<0.01). No signilicant 
attachment was observed with the negativo:. con-
trol. 

Whether CPE promotes the expression of carti-
lage phenotype cells, forming cartilage nodules, or 
increases proteoglycan synthesis hito ECM on 
limb bud mesenehymal cells has not been reponed 
To determine if CPE does caber, micromass cul-
tures of mouse mesenchymal cells with various 
concentrations of CPE were established. 

Briefly, limb buds from embryonic stage 19 Ball* 
mouse fetuses were dissected and digested with a 
mixture of 0.1% porcine trypsin and 0.1% type lI 
collagenase for 30 mili or until a single mesenchy-
mal cell suspension was obtained. Cells were resus-
pended at a density of 2x107/m1 in DMEM 
supplemented with 10% FBS. To obtain micromass 
cultures drops of 10 pl were plated in 48 multiwell 
Costar platel and allowed to attach for 2 h at 37°C. 
The micromass cultures were incubated with 1, 5 
and 10 pg/ml CPE for 7 d in DMEM supple-
mented with 10% FBS. The cultures were fed on 
each subsequent day by medium replacement with 

100 - 
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5 	 10 
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Fig. 1, Chondroeyte attachmciit promoted by CPE. The results 
are expressed as pereentagesor 3 chiterent experiments. 

1 ml of fresh medium with CPE. The number of 
cartilage nodules were increased by 40.8% and 60% 
with 1 and 5 pg/ml CPE as shown in Fig. 2A, 
(p<0.05). CPE at 1 and 5 pg/ml also stimulated 
aceumulation of alejan blue positive ECM by 30% 
and 33% over the controls (Fig. 2B). 

Tu determine whether the increase in the num-
ber of eartilage nodules and accumulation of al-
ejan blue were due to mitogenic activity of CPE, 
embryonic !Mil) bud mesenchymal cells were cul-
tured under micromass conditions in the presence 
of 0.2% FBS. Briefiy, 2X 10$  fetal limb bud cells 
were resuspended in 10 pl of DMEM supple-
mented with 10% FBS, plated and allowed to 
attach for 2 h. The cultures were made quiescent 
by incubatjon with serum free media for 48 h. The 
media was replaced with fresh seruin free media 
containing different concentrations of CPE. Atter-  
22 h of incubation, new serum free media with 5 
pCi/ml [31-1] thymidine was added. Six h Iater the 
micromass cultures were washed with ice coló PBS, 
fixed with 10% TCA, picked upe in 1.0 N NaOH 
and the radioactivity counted. CPE was mitogenic 
to the embryonic cells at 1 pg/ml (89.88%). The 
activity decreased at 5 pg/ml (61.46%) and had no 
effect at 10 pg/ml when compared to 10% 1713S 
used as a positive control (table 1). 

When it was determined that CPE was mitogenic 
for the mesenchymal cells, the CPE was evaluated to 
determine whether it stimulated proteoglycan syn-
thesis per cell or whether the increase of accumu-
lation of alejan blue positivo ECM wats due to a,  
larger number of colonies. To determine sulfated 
proteoglycan synthesis and glycosaminoglycan 

1 
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Fig. 24. CPE enhanced the number of cartilage nodutes repre-
senting cartilage. Fig. 28. CPE promoted chondrogenesis based 
on accumulation of alejan blue into ECM. Results are expressed 
as percentages of triplicates. Inset: Photomicrograph of: A) 
10% FBS. 13) 5 pg/tn1 CPE showing the number of modules and 
accumulation of alejan blue prornoted by CPE in relation to 
the control. Bar=0.5 mm. 

(GAGs) composition, micromass cultures of em-
bryonic lirnb bud mesenchymal cells were incubated 
with 5 pg/rnl CPE and the cultures were isotopically 
labeled with 5 pCi/ml Na135SO4  for 6 h in DMEM. 
Purification of GAGs was achieved according to 
Oohira et al. (17). Digestion of radiolabeled ma-
terial was performed with specific enzymes, Hep-
arinase I El (Sigma Chemical CO.) was used to eval u- 

0 	5 

( '1)  t: (pg/m1) 

Fig. 3. 5 	CPE signiticantly stimulated the incorporation 
of sulfate into the EC',154 of the micromass culture. 

Table 1, Mitogenic activity of CPE, on limb bud mesenchymal 
cells 

Mitogen CPM x10-301)  

10% FBS 20.2±23 100.00 
CPE 1 pg/m1 18.1±0.7 89.88 
CPE 5 pg/m1 1/4±1M 6L46 
CPE 10 /T/ad 12±0.8 15.97 
0.2% FBS 16±03 

Mean±SD of triplicates of [31-1) thymidine uptake. 

ate heparan sulfate biosynthesis. This enzyme was 
prepared at 0.1 mg/ml in acetate buffer pH 7.0. Ten 
,al of the sample and 30 al of enzyme solution were 
then incubated at 37°C for 15 h. Dígestion of chon-
droitin sulfate was achieved with testicular hyalu-
ronidase at 10,000 U/ml in 0.1M NaC1/0.5M 
sodium acetate buffer pH 5.4. The samples were in-
cubated as described aboye. Dermatan sulfate was 
digested with 2.5 U/ml chondroitinase ABC pre-
pared in Tris-FIC1 buffer, pH 8.0 and incubated for 
1.5 h at 37°C. After the digestions were performed, 
the GAGs resistant to each enzyme were precipi-
tated according to Kao et al. (18) and resuspended 
in 10 pl of deonized water. Incorporated radioac-
tivity for each GAG was measured in Bray's solu-
tion in a scintillation counter, Sulfate incorporation 
was shown to be stimulated by 126.31% with .5. pg/ 
ml CPE over 10% FBS used as control (p<0.01), see 
Fig. 3. In addition, the relative proportion of the dif-
ferent types of GAGs was determined by enzymatic 
degradation. However, heparan sulfate, chondroitin 
sulfate, der.matan sulfate and keratan sulfate were 
not affected by CPE. These findings suggest that 
CPE promotes total proteoglycan synthesis but not 
specific GAG synthesis. 
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Fig. 4. 1-listochentical staining for AP of limb bud mesenchymal 
cells E19. A) control 10% 113S, B) 5 pg/ml CPE. Nodule min-
eralization o)' cultured mieromass in I0% PDS supplemented 
with 50 pg/ml ascorhic acid and 10-/ M dexamethasone and 
stained with alizarin red S. C) control 10% HM, 1)) 5 pg/ml 
CPE. Bar= 20 pm. 

Since bone derived ECM molecules have shown 
osteogenic inductive properties, an examination 
was mide lo determine whether CPE promoted 
the expression uf alkaline phosphatase (AP) and 
nodule mineralization in limb bud mesenchymal 
cells. Micromass cultures of mesenchymal cells 
were incubated for 7 d with the concentrations of 
CPE mentioned aboye and histochemically stained 
for AP The results evaluated by light microscopy 
indicated that CPE increased the expression of AP 
in a greater number of cells than in the controls 
(Fig. 4A, B). The cells were also incubated in the 
absence of /3-glycerophosphate for a long« period 
of time (28 d). The cultores were stained with aliz-
arin red S and evaluated by light microscopy. CPE 
at 5 pg/ml increased the formation of mineralized 
nodules over the control (Fig. 4C, 13). This study 
demonstrates for the first time that. CPE promotes 
the formation of cartilage and mineralized nodules 
in vitro. 

CPE was shown to promote attachment activity 
on sternum chondrocytes in a dose-dependent 
manner. CPE also promoted accumulation of' al-
ejan blue into cartilage nodules and increased the 
biosynthesis of sulfated proteoglycans. These par-
ameters have been used previously to determine 
chondrocyte differentiation (19-23). Thus, our 
data indícate that CPE highly promotes differen-
dation in mesenchymal cells. The radiolabeling ex-
periments indicated that CPE promoted total 
proteoglycan synthesis but it (lid not affect the 
kind of GAGs secreted into the ECM in El9 cells. 
However, in mesenchymal cells from stage 20 
mouse embryos, CPE liad a reverse effect and 
stimulated the synthesis of chondroitin sulfate by 
50% over other GAGs. Proteoglycan synthesis was  

increased by 30% (data not shown), suggesting that 
CPE enhanced the expression of the cartilage 
phenotype. The synthesis of proteoglycans rich in 
chondroitin sulfate indicares that CPE exerts a 
regulatory role on the expression of the cartilage 
phenotypc, depending on the embryonic develop-
mental stage. The extract also stimulated a mito-
genic response in limó bud mesenchymal cells. 

It is important to point out that the protein frac-
tion extracted from cementum used in these ex-
periments was only partially purified. It could con-
tain severa! proteins. It is possible that one oí the 
components of the CPE promoted the mitogenic 
response in mesenchymal cells and represents a mi-
nor component of the extract, which might also 
explain why the ma.ximal response was ohtainecl in 
the range of /Lg/ml instead of ng/ml. Both alkaline 
phosphatasc and mineralization were maximal in 
the presence of 5 pg/m1 CPE while proliferation 
was maximal at a concentration of 1 pg/m1 and 
chondrocyte attachment at 10 pg/ml CPE. These 
findings suggest that CPE may promote attach-
ment of chondrocytes, as well as the proliferation 
and differentiation of mesenchymal cells in culture 
through separate pathways, each of which require 
different CPE concentrations. Although it is well 
known that extracts from other mineralized tissues 
promote chonclrogenesis and mineralization both 
in vivo and in vitro, this is the first evidence that 
cementum components also have the capacity to 
regulate these processes. 

The processes of attachment, enhancement of 
proliferation and stimulation of mesenchymal cells 
to express first chondrocyte and then osteoblast-
like phenotypes are of critical importance for peri-
°dorna' regeneration, since there is evidence that 
progenitor cells of the periodontal tissues reside in 
paravascular arcas of the periodontal ligament and 
endosteal spaces of the alveolar bone as undiffer-
entiated mesenchymal cells (24, 25). The findings 
add to the possible role of CPE in periodontal re-
generation. Although. CPE needs further purifi-
cation, there is evidence suggesting that cementum 
proteins act as regulators or key factors in 
chemoattraction, attachment and cell differen-
tiation during the process of periodontogenesis, 
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Severa' reports have suggested a key role ofinammalian 'raiz-131, TGF-02, and l'UF-
133 on chondrogenic di iferentiation of chick embryonic límb bud mesenchytnal cells, 
llowever, in the chick embryo system it is not possible to di ffetentiate the effects of 
distinct TGF-f3 isoforms because they promote eliondrogenesis in the presence of 
serum at Chick embryo stages 22/23, 23/24, and 24/25. Also they have an inhibitory 
effect when mesenchymal cells are seeded without serum.I-5  The present study was 
perforrned tu determine whether maniataban 	isoforms and Xenopus TGF-05 
were able to stimulate chondrogenesis in a difFerential manner according to develop-
mental stage in limb bud mesenchymal cells from mouse embryonic stages 19, 20, 
and 21. 

Our results showed that mesenchymal cells, culturecl in mieromass conditions, 
evoked a differential response to all four TGF-f3 isoforms depending of the embryon-
ie stage. The regulation of chondrogenie differentiation was evaluated by the accu-
mulation of cartilage extracellular matrix in micromass cultures during 5 days of cul-
ture. At stage 19 the three manumitían TG1743 isoforms and an amphibian TGF-1.1 iso-
form increased the accurnulation of cartilage matrix (Fic. 1) and formed a uniforrn 
sheet of chondrogenic cells, instead of a nodular pattern as observed in the controls. 
At stages 20 and 21 all four TGF-p isoforms elicited a different response than that 
obtained in stage 19; TGF-13I and TG17-05 stimulated the aceumulation of cartilage 
matrix tu levels aboye those elicited by controls and treated eultures during stage 19 
(Fía. 1). This mercase in cartilage matrix production was accompanied by the forma-
tion of an entire eell layer of chondrogenic cells, In eontrast, mesenehymal cells 
evoked a different response to TGF-P2 and TGF-133 comparecí with the response to 
TGF-131 and TGF-135. The production of cartilage matrix at stages 20 and 21 was 
maintained at levels similar tu those of stage 19, but presentad a nodular pattern of 
chondrogenie cells instead of a uniform sheet in stage 19 under equal experimental 
conditións. These data suggest that limb bud mesenchymal cells ehanged their com- 

"This work was supported by PAPIID Grant IN205293 and PADEP Grant 030318 from UNAM 
and ASPID, S.A. de C.V. grant. 
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Figure 1. The circe' of TGE-0 isoforms on the accumulation of cartilage extracellular matrix 
on limb bud mesenchymal cells at embryonic stages 19, 20. and 21. Micromass eultures at day 
5 of culture were stained overnight in 1% Alcian blue in 3% acetie aeid, p1-1 1.0. eultures were 
rinsed in 3% acetic acid and distilled water. Round stain was extracted ovcrnight with 
4-M guanidine hydroehloride with agitatión and quantitated using an ELISA reader at a wave-
length of 600 nin. Data are in percentage of stimulation in relation to controls and represent the 
means the standard deviation from 4-5 cultures of avec separate experiments. Ml values 
have a P < 0.01 (vs. controls). 

petence for T6F-13 isotbrms during mouse development. It is interesting to - nal)/ 
whether the decrease in the responsiveness to TGF-132 by mesenchymal izas during 
limb mouse development can be explained by the absence of betaglyéan in the cellu-
lar membrane, as suggested in other systems.{' 

On the basis of higher responsivcness to TUF-P1 and TGF-135 'han to TGF-in 
and TGF-133 by•mesenehymal cells at stage 20, we eóridueted this study 7t this stage, 
by evaluating proteoglycan metabolism, the expreSsión of collagen II, and alkaline 
phosphatase activity. Rcgarding proteoglycan metabolisin we found that the produc-
tion of sulthted proteoglycans on day 5 of Culture was enhanced by 1.54-, 1.0-, and 
0.34-fold aboye controls as an effeet of Totz-p1, TCW-P15, and T0E-(33, while TGF-
132 was notable ti) stimulate them. On the other hand, the rate of catabolism of pro-
teoglyeans as effect of all TG17.13 isofortns was very similar under all conditions as-
sayed. There results suggest that accumulation of the eattilage matrix and formation 
of a uniform sheet of chondrogenic cells in mesenchymal cells by effeets of TGE:431 



-1.1 	1. 
r. o a.: 	ra 1.- 	r o 	Ir o 

o 1 
O t., 	 o 2

4
 -

4
0

 h
r  

+r 96
-J

2
0
 h
r  

- 

1 .1,4.. ....k......... 

...1 
o 11 
1 
o 
y 

I. 
A 

o 
O -I 

O 

I. 
4 

.4, 
T.3 
l, é 

aliJ 

6 
4 
o .e  

11 

1
O. 

lw 
4 

1 

y 

..• 
4 
O 
. 1 
C.I. 
I. 

14 
4 

o 
N 
7 
X 

E7:9 	 rn,n 

TGF-pn 

OHM AL-MONROV el al.: CHONDROGENESIS .AND TGU9 	 243 

300 - 	 TGF-$9 I 300 • 

200 

100 
	 E 

o 

177 

l77-11-3 C
liO

N
D

R
O

G
E

N
E

S
IS

 

7.1.10 

100 - 

%
  C

é
 O

M
A

R
° 

G
E

N
Z

SI
S

 

1;;;.-11 

1--....--1-... 	_ I 	t 	 . 	-3 

4
1. 	4. 	1. 	 1. 	..1 

e.1 	
£ 	4.1 	41.1 	 A 	1.5 IX 	o 	 ZIP 	r3 	14 	SU 

I.- 	r, 	... 	..• 	 i 	.-.. 
03 	1 

et 	 I 	Ir 	
1-1 	

1 
‘1 ., 	o 	fl 	 <1. 

300 - 

2 0 0 

e O0 - 

117 

TGF-it3 

w 	7:1 F„:„.3  

300 

200 

1 0 0 

o 
.11 	4 

4 	4  
.4 	

4 c O 
A: 	rl. 	lo I- 	N 	,,,, 	'4 Z 	. 	fi 1 
O 	r 	e 	..e. I., 	o 	te 

o 

4
0
-7

7
 h

r  
1-

 

7
2
-9

6
 b

r  
F - 

 

o 
Ffi 
7 

Figure 2. TGF-13 isoforms regulan; the synthcsis of sollated proteoglycans, depending on the 
time of addition to the cultores. (irowth factors xvere added lo mieromass cultores at those con-
centrations in which a maximal response of cartilage extracellular matrix accumulation was ob-
tained. Addition was at times 0-120 h, 0-24 h, 24-48 h, 48-72 h, 72.--96 h, and 967120 h. Alt 
cultores were incubated with 35S-sulfale during 6 h at day 5 of culture. Cultores were there 
washed six times \vil!' PBS. \Vasito(' micromasses were solubilizad in 1-N Na01-1 and neutral-
ized with 1-N 1-1C1 before counting in a liquid seintillation countcr for the deterniination oí 3'S 
ineorporated radioactivity. Data represent the man 4: standard deviatión from three cultores for 
each time point treatinent oí' two separate experiments, P < 0,01 tvs. controls). 

and TGF-35, can be explained by a higher synthesis and a lower catabolism of pro-
teoglycans. Instead, for TGF-p2 and TGF-p3 the deereaSe in the accumulation ofear-
tilage matrix and formation oía nodular pattern may be explained by decreased syn-
thesis and lower catabolism of proteoglycans. 

In addition to the regulation of proteog,lycans metabolism by TGF-í3 isoforms, we 
observed di fferential regulation of collagen II. In the control cultures, collagen II was 
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evident only in the nodular regions, ‘vhile TGF-13I and Te117.435 Mercase(' the pro-
duction of collagen 11, showing a pattern of immunoreactivity in the estire cell layer. 
TGF432 and TGF-133 showed a light Mercase in the production of collagen II aboye 
controls, showing immunoreactivity in the internodular regias, in addition to carti- 
lage 	suggesting that u.;17-p isolbrins regulare cartilage-specific molecules. 
kegarding alkaline phosphatase activity the production and pattern were very similar 
to that observed for collagen II, execpt that TGF-02 produced a higher Mercase than 
TGF-03. 	to determine the period of action of rcw-p isoforms, these were 
added tu the cultura at intervals oí 24 h. FicraiRu 2 shows that all four TC1F-p isoforms 
enhauced the higher production oí proteoglycans when they were applied during the 
first 2 clays oí culture, suggesting that TGF-0 isoforms may reguiate chondrocyte dif-
ferentiation at early stages ofdifferentiation. 

In conclusion, ibis work provides evidence that TGE-131 and TUF435, in addition 
to a high aminoacid scquence homology, present similar biological activities, sug-
gesting that TGF-135 may be the equivalent of mammalian 
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ABSTRACT The present study was performed to determine whether mammalian TGF- j3 isoforms 
and Xenopus TGF-135 elícit a differential chondrogenic response on mesenchymal cells during mouse 
limb development. Results showed that TGF- p  Isoforms produced a distinct chondrogenic pattern 
depending on embryonic stage. When they were applied to 5 day micromass cultures of limb 
mesenchymal cells from embryonic stages 19, 20 and 21, a differentlal response to all four TGF 13 -
isoforms assayed was observed. By stage 19 the cells formed a uniform sheet of cartilage cells; by stage 
20, mesenchymal cells were more responsive to TGF- 01 and TGF-135 than at stages 19 and 21, showing 
an entire cell layer of chondrogenic cells with higher accumulation of extraceliular matrix. The 
diminished effect of TGF- [32 and TGF-P3 at stages 20 and 21 was accompanied by a nodular pattern of 
chondrogenic cells rather than by a uniform sheet, as seen at stage 19. At stage 20 TGF- 01 and TGF-
135 enhanced the expression of sulfated proteoglycans, type II collagen, cartilage link protein and 
alkaline phosphatase activity. In contrast, TGF- 02 and TGF-133 caused less expression in the same 
parameters. Only a transient exposure to TGF- R  Isoforms at days 1 and 2 of cultura stimulate 
chondrogenesis, indicating that TGF- [3 isoforms could regulate chondrogenesis at early stages of 
chondrocyte differentiatIon. However, when TGF- p  isoforms were applled to low density cultures of 
mesenchymal cells, chondrogenesis was enhanced only by 25%, suggesting that TGF- 13  isoforms 
enhanced cartílago differentiation to higher levels in micromass culturas than In situations in which 
little or no chondrogenic differentiation normally occurs. 

KEY WORDS: cartilage, chondrogenesis, hm!) development, mesenchymal cells, 71077)0 isoforms 

Introduction 

During limb embryogenesis, undifferentiated mesenchymal celis 
migrate to the limb bud from the lateral platel mesoderm; tater they 
condense to give rise to chondrogenic blastema and begin to 
synthesize and deposit extracellular matrix (ECM) components 
characteristic of cartilage. Condensing mesenchyme differentiates 
further finto chondrocytes, which gradualiy undergo a process of 
hypertrophy, mineralization and vascular Invasion. Then, 
osteoclasts and osteoblasts invade the cartilage zone forming a 
bone matrix with a functional bone marrow and a periosteum 
around the bone. A broad variety of growth factors influence the 
formation of cartilage during early embryogenesis, such as mem-
bers of the transforming growth factor-beta (TGF- 13) family among 
others (Solursh, 1989; Carrington and Reddi, 1991; Reddi, 1992, 
1994; Elima, 1993; Cancedda et al., 1995). 

The TGF-13 family consiste of live proteins with wide-ranging and 
opposite effects on many cellular processes such as control of cell 
proliferation and differentiation. The ambo asid sequences of 
TGF-p isoforms show approximately 70% homology among differ-
ent mammalian species. Chicken TGF- 04 and frog TGF-05 present  

homologies with mammalian TGF- 01 of 82% and 76%, respec-
tively, suggesting that TGF- p4 and TGF-135 are the chick and frog 
homologs of mammallan TGF-131 (Kondaiah et al., 1990; Burt and 
Paton, 1992). 

Among the diverso roles of TGF- 13 isoforms in cell differentiation 
are those relatad to chondrocyte differentiation. They exert both 
stimulatory and inhibitory effects on cartilage cells In vitro, depend-
Ing on their developmental origin and stage, as well as cultura 
conditions. In micromass cultures of chick limb mesenchymal cells, 
many growth factors elicit different responses when added 
exogenously. Exposure to TGF- p31, TGF-132 and TGP-133 in the 
presence of serum stimulate chondrocyte differentiatIon on mes-
enchymal cells obtained from chick embryos at stages 22/23 and 
23/24 (Kulyk et al., 1989; Carrington and Reddi, 1990; Schofield 
and VVolpert, 1990; Leonard etal., 1991; Roark and Greer, 1994; 
Tsonis et al, 1994). In the presence of 5% serum, TGF- (31 and 
TGF-I32 decrease chondrocyte differentiation at embryonic stages 
23/24 and 24/25, but this inhibition Is avoided by BMP-3 and BMP- 
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4 (Carrington and Reddi, 1991; Carrington etal., 1991; Chen et al., 
1991). These reports suggest that TGF-01 TGF-p2 and TGF-03 
are key regulators of the chondrocyte differentiation of chick 
embryonic Iimb bud mesenchymal cells In vitro as are BMPs 
(Carrington etal., 1991; Chen et al., 1991; Roark and Greer1994). 
However, TGF-P isoforms do not induce cartilage and bone in 
ectopic des as do BMPs (Wozney et al., 1988). 

Other molecules that regulate chondrocyte differentiation of 
chick embryonic Iimb bud mesenchymal cells are activan and 
inhibin (Chen Mal., 1993; Jiang etat.,1993).An increase in the size 
of precartilage nodules and In the expression of N-CAM and 
tenascin occurs as a consequence of activan administratIon (Jiang 
etal., 1993). Similarly, vitamin D enhanceschondrogenesis (Tsonis, 
1991) and the expression of N-cadherin and alkaline phosphatase 
in chick Iimb bud cells (Tsonis et al., 1994); it also downregulates 
TGF-02 expression, suggesting that vitamin D upregulates cell 
adhesion molecules which, in turn, downregulate TGF-P (Del Río-
Tsonis et al., 1994). Final', retinoic acid (RA) le a multifunctional 
factor with important activities on chondrocyte differentiation. Chon-
drogenesIs in embryonic chick Iimb mesenchymal cells is stimu- 

5 	lated at a concentration o í  g/mlo  whereas at concentrations up 
t • 	g/ml it is inhibited (Paulsen etal.,1988). Its effects in mouse 
Iimb bud mesenchymal cells is mediated by RA receptor-p2 (Jiang 
et al., 1995). In chick craniofacial mesenchyme the inhibition or 
stimulation of chondrogenesis by RA depends on the developmen-
tal stage and origin of tissue (Langille eta!,, 1989). 

In the current study, we have evaluated the effects of mamma-
lian TGF-111 TGF-p2 and TGF-P3 on the chondrogenic differentia-
tion of mouse embryonic limb bud mesenchymal cells and deter-
minad whether these effects could be different in embryonic stages 
19, 20 and 21 In addition, we evaluated the effects of another TGF- 

isoform (XenopusTGF-135) on the same mode!. The high homol- 

ogy between TG F-01 and TGF-05 led us to investigate whether or 
not TGF-05 could regulate chondrocyte differentiation in mouse 
Iimb bud cells. 

Our resulte showed that oil four TGF-P isoforms elicited a 
differential response on mouse Iimb bud mesenchymal cells de-
pending on the embryonic stage. At stage 20, they differentially 
reguiated the expresslon of specific cartilage matrix componente, 
When Mi four TGF-p isoforms were administered during the first 
two days of culture chondrogenesis was enhanced, while at day 
of culture it was inhibited, and TGF-P2 and TGF-p3 had no effect. 
In low density cultures, oil Tour TGF-P isoforms slightly promoted 
chondrogenesis, suggesting that they stimulate cartilage differen-
tiation to higher levels in micromass conditions rather than in 
situations in which Utile or no chondrogenic differentlation normally 
occurs. Based on the reportad homologies between TGF-01 and 
TGF-135 (Kondalah etal.; 1990; Burt and Paton, 1992), and on the 
biological activities reportad in this work, we support the sugges-
tion that Xenopus TGF-05 is equivalent to mammalian TGF-p1. 

Resulta 

Effecis of TOF-131, TGF-p2, TGF-j33 and TGF-fl5 on In vitro 
chondrogenesis 

To test the functionality of the TGF-P isoforms used in this work, 
we evaluated them In chick embryo limb bud mesenchymal cells at 
stages 23/24 seeded at micromass cultures In the presence of 10% 
FBS during 5 days. The resulte obtained Indicate that all tour TGF-
p isoforms stimulated the accumulation of cartilage matrix and 35S-
sulfate incorporation finto proteoglycans. TGF-p1 showed an in-
crease on synthesis of proteoglycans by 250%; TGF-P2 by 230%; 
TGF-p3 by 220% and TGF-P5 by 240% aboye controls (P<0.01). 
These resulte are comparable with those obtained by Kulyk et al.' 
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Fig. 2. influence of TGF-111,TGF-f12,TGF-(33 and TGF-f35 on chondrogenesla pattern. Micromass cultures at day 5 of culture were minad with Alcian 
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ng/mITGF131 (8,G and L), 1 ng/m1TGF-132 (C,H and M), 10 ng/ml TGF-133 (al and N) and 10 ng/ml TGFj5 (E,J and O). Bar, 0.5 mm 

(1989), Leonard eta). (1991), Roark and Greer (1994) and Schotield 
and Wolpert (1990). 

Once the functionality'of TGF-p isoforms was established, we 
examlned the possIble role of TGF-p isoforms in the regulation of 
chondrogenlc differentiatIon on the accumulation of cartilage ma-
trix In mouse ilmb bud mesenchymal cells, plated In mIcrornass 
culture condltions. Micromass cultures were preparad from the 
ceils comprising stages 19, 20 and 21 mouse ilmb buds. All tour 
TGF-p isoformselicited a differential response onchondrogerkesls, 
depending on the developmental embryonlc stage (Figs. 1 and 2). 
At stage 19 we added different concentratlons of TGF-p1, TGF-p2, 
TGF-p3 and ToF.ps to mlcromass culturas. A gradual Increase In 
the accumulation of Alcian blue, pH 1.0-positiva ECM, became 
a ppa rent atter 5 days of cutture in a dose-dependent fashion. In the 
presence of 5 ng/mi TGF-p1 and 10 ng/mi TGF-15 the accumula-
tion of Alcian blue-posítive ECM was enhanced by 75% above 
controls, whereas 10 ng/mI TGF-02 and TGF-p3 increased the 
accumulation of Alcian blue-posItIve ECM by 55% aboye controls 
(Fig. 1). At stage 20, the response of mesenchymal cells to different 
TGF-f isoforms was dose-dependent, except for TGF-132. The 
accumulation of Alelan blue-positive ECM was different for each 
growth factor; the stimulation was 675% for 10 ng/mI TGF-01 and 
590% for 10 ng/ml TGF-135 aboye controls, while for 1 ng/ml TGF-
52 and 10 ng/mi TG F-p3 the stimulation was 55% aboye controls 
(Fig. 1). Finally, the dose-dependent effect of TGE-p Isoforms was 
maintalned at embryonlc stage 21, although the accumulation of 
Alcian blue-positivo ECM was decreased when comparad to stage  

20. In the presence of 10 ng/ml TGF-p1 and 5 ng/mITGF-p5, the 
accumulation corresponded to 455% and 211% aboye controls, 
respectively. Regarding TGF-p2 and TGF-f3, 10 ngIrni of both 
factors enhanced accumulation of Alcian blue-positive ECM by 
75% aboye controls (Fig. 1). 

By morphological analysis we observed that TGF-f isoforms 
regulate the pattern formation of Aician blue-positíve nodules (Fig. 
2). At embryonlc stage 19 TGF-13-treated cultures promoted the 
for/nailon of a ungorm sheet of Molan blue stelned cartilage matrlx 
(Fig, 	At embryonic stage 20 mesenchymat caos showed a 
strong decrease in their response to TGF-p2 and TGF-133, exhib-
Iting Alcian blue positiva cartliage noduies separated by much non-
chondrogenic tIssue (Fig. 2H and I). Also, TGF-t31 and TeF-p5 
promoted a striking increase in the unlform mass of stalning 
cartilage matrix and decreased non-chondrogerk areas in the 
mlcromass culturas (Fig. 2G and J). For embryonlc Maga 21, the 
fus Ion of cartilage nodules was stIll present at 10 ng/rni TGF-p1 and 
TGF-p5 (Fig. 2L a ncl O), while TGF-02 and TGF-p3 did not increase 
the fusion of cartilage nodules (Fig. 2M and N). 

Since TGF-p1 and TGF135 regulate the fusion of Molan blue-
positive cartilage noduies and promote the accumulation of Alcian 
blue-positivo ECM much better (han TGF-(32 and TGF-p3 at 
embryonlc stages 19And 21, we fudher analyzed the effects of 4.201./ 
TGF-t3 isoforms on mesenchymal oells from embryonlc stage 20. 

Aktabollam of protooglycarm 

TGF-11 and TGF-f5 enhanced the synthesis of proteoglycans 
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in micromass cultures to higher levels from the third day of cuiture, 
compared to TGF-I32 and TGF-P3. nd b ay 5 of culture TGF431,  
TGF435 and TGF-I33 at a concentra n of 10 ng/mt enhanced the 
synthesis of proteoglycans by 1.54-, 1,0• and 0.34-fold respec-
tively aboye controls, while TGF-p2 did not stimulate proteoglycan 
synthesls (Fig. 3a). The increase In the accumutation of sulfated 
giycosaminoglycans (GAG) into proteoglycans was not due to 
oversulfation of GAG chains, since the incorporation of 3H-
glucosamine into GAG, which occurred in the presence of TGF-I3 
isoforms, resembled the incorporation of "S-sulfate (Fig. 3b). 
TGF-131 r  TGF-I35 and TGF-133 enhanced 3H-glucosamine incorpo-
ration by 1,57-, 1,05- and 0.34-fold respectively aboye controls. 
However, TGF-02 did not promote the incorporation of 3H-
giucosamine into GAG (Fig, 3b). 

3H-thyddIne incorporation 
The Incorporation of 3H-thymidine by mesenchymal celis was 

measured in micromass cultures at days 1, 3 and 5 of culture (rabie 
1). At day 1 of cultura only TGF-P3 decreased 3H-thymidine 
incoToration, whereas TGF-131, TGF432 and TGF-135 liad no 
effect. At day 3 of culture TGF431 and TGF-135 presentad no 
significant differences as compared with controls, TGF-p2 In-
creased 3H-thymidine incorporation and TGF133 showed a slight 
decrease. Finaily at day 5 of cultura there ware no significant 
differences between controls and TGF-I3 treated cultures. 

RegulatIon of type collagen, cartilage link proteln and 
alkaline phosphatase activity 

To determine the specificity of the effects of TGF431,. TGF412, 
TGF-P3 and TGF-(15 on chondrogenic differentiation, the expres-
clon of type II coilagen and cartilage link protein was evaluated 
(Figs. 4 and 5). By immunofluorescence staining all tour TGF-P 
isoforms stimulated the expresslon of type II collagen aboye 
controls (Fig. 4a). Nevertheless, with TGF-P1 and TGF-135, en 
entire ceil layer of chondrogenic ceno expreesing type II collagen 
was observad, instead of a nodular pattem as sean with TGF-132 
and TGE433 (Fig. 4a). Western-blot analysis showed that all four 
TGF-I3 isoforms increased type II collagen expression. However,  

such increase was more pronounced with TGF-p1 and TGF-P5 
(Fig. 4b). Scanning densitometry of western-blots showed thát 
TGF-I31, TGF-132, TGF-I33 and TGF-I35 enhanced type tl collagen 
expression by 157-, 1.34-,1.59- and 1.86-fold, respectively (Fig. 
4c). 

The immunofluorescence staining for cartilage link protein 
showed a pattem similar to that obtained for type Ii collagen. TGF 
131 and TGF-135 showed immunoreactivity on the entire cell layer, 
while in TGF-P2 and TGF-p3 treated cultures a nodular pattem was 
observad (Fig. 5a). Westem-blot analysis showed that all Jour 
TGF-P isoforms increased cartilage link protein expression (Fig. 
5b). Scanning densitometry of western-blots showed that tGF-pi, 
TGF-I32, TGE-113 and TGF-I35 enhanced cartilage link protein 
expression by 2,40-,1.21-, 1.48- and 1.93-fold respectively (Fig. 
5c).  

Alkaline phosphatase activity was differentially stimulated by 
TGF-13 Isoterma. TGF-132 and TGF433 prometed define phos-
phatase activity In intemodular regios, while in control culturas it 
was only sean In nodular regions. TGF-P1 and TGF-135 enhanced 
the activity by forming a uniform sheet of alkaline phosphatase- 

TABLE 1 

EFFECTS OF TGF41, TGF42, TOF43, AND TGF-55 ON 
INCORPORATION OF 3H-THYMIDINE BY MOUSE UMB SUD 

MESENCHYMAL CELLS IN MICROMASS CULTURES 

Day/H-thymidine incorporation (CPM4ig DNA) 
3 5 

Control 8958050. 8725±747 7917048 
TGF-111 8458051 8026045 7911008 
TGF-I12 8098088 11578£558* 8520}530. 
TGF-83 4820059" 6570075* 7053002 
TGF-a5 8924068 7489±566 7074059 

IData are given as average CPMIstandard deviation of triplicates. *P10.05 
vs controls. 

aWsme cokkovyns ama3 
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Fig. 4. Influence of TGF-1 isoforms on type 11 collagen expression. (a) Indirect immunofiuorescence for type 11 collagen in the presence of TGF-461, 
TGFI32, TGF-(13 and TGF115, viewed under confocal microscopy. Mesenchymal cells were cultured as micromass cultures without TGF-tt isoforms os 
with 10 ng/m1 TGF-/31, 1 ng/ml TGF-132, 10 ng/m1 TGF-133 and 10 ng/ml TGF-05 to determine the presence of type 11 collagen. Bar, 100 pm. (b) lmmunoblot 
analysis of type II collagen was obtained from control cultures and TGF-II treated cultures at day 5 of culture. Protein load was 40 pgñane in the SDS-
PAGE. (e) The expression of type 11 collagen was used as cartilage rnarker and is given ira arbitrary units, as measured by scanning densitometryof western 
blots. 

positive cells (Fig. 6a). Moreover, the activity was lower and similar 
under all experimental conditions at day 2 of culture (data not 
shown). A detergent extraction was peilormed to quantitate alka-
line phosphatase activity. TGF-pi increased alkallne phosphatase 
activity by 100% aboye controls, while TGF-02, TGF-03 and TGF-
05 by 35%, 35% and 60% respectively (Fig. 6b). 

TGF-I3 lsolorms regulate chondrogenests depending on the 
stage of cernido differentiation 

Te determine the time when TGF-p isoforms affect cell differen-
tiation of Ilmb mesenchyinal cells, we exposed stage 20 micromass 
cultures to growth factors for a 24 h-period at different days of 
culture. The effects on the accumulation of Alcian blue-positive 
ECM and synthesis of sulfated proteoglycans were evaluated on 
the fifth day of culture (Fig. 7). Exposure toTGF-p1 and TGF-p5 for 
0-24, 24-48 and 48.72 h periods had an enhancing effect on the 
accumulation of Alcian blue-positivo ECM (Fig. 7B-D and 0-5). 
However, no uniform staining of cartilage matrix was observed, but  

nodules were seen and a diffuse mass of staining was present in 
the internodular regions (Fig. 7B-D and Q-S). When TGF-pl and 
TGF-135 were added atter 72-96 and 96-120 h a decrease in the 
stimulation of chondrogenesis was observed (Fig. 7E-F and T-U). 
Exposure to TGF-p2 during 0-24 and 24.48 h produced a slightly 
diffuse mass staining of cartilage matrix (Fig. 7G-H). For TGF-t-13 
the enhancement effect on cartilage matrix was at the pulse of 24-
48 h (Fig. 7L-M). When TGF-p2 and TGF-p3 were added at 48-72, 
72-96 and 96-120 h there was no effect on the stimulation of 
cartilage matrix formation (Fig. 7t-K and N-P). 

To quantitate chondrogenesis enhancernent by growth factors 
we determined the synthesis of sulfated proteogiycans at day 5 of 
culture. Cultures without growth factors were considered as con-
trols. Exposure to TGF-01 for 0-24, 24-48, and 48-72 h promoted 
70%, 80% and 70% respectivety as compared to cultures exposed 
along a 5 day period. When cultures of 72-96 h were exposed to 
TGF-p1, the incorporation of 35S-sulfate on proteoglycans was 
very similar to controls, while at 96-120 h period the incorporation 
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Fig. 6. Effect of TGF-f3isoforrns on alkatine phosphatase activity. (e) Mesenchymal cells were cultured as micromass cultures without TGF-fi isoforms 
or with 10 ng/ml TOF-1.31, 1 ng/mITGF-1.32, 10 ng/ml TOF-p3 and 10 ng/ml TGF-135 to determine alkaline phospha tase activity. Bar, 0.5 mm. (b) Quantitation 
of alkaline phosphatase activity was achieved in 3 cultures of 2 separata experiments a fter extraction with 10% SDS. Data are representad as % 
chondrogenesis to indica te the proportion of chondrogenesis stimulation; control culturas had an QD4  of 0.23010.015; TGF-131, 0.46810.032; TGF-132 
and TGH33, 0.35210.029 and 0.36010.037; TGF-fl5, 0.37210.031. 

4and Pichrevis ef 01. (109) 

21 in the absence of growth factors occurs in a similar way to that 
described by Owens and Solursh (1981k The histogenic potential 
of mesenchymal cells to originate  chonangenic nodules is lost as  
developmental stages pro~in contrast, equivalent stages of 

embryo to those of Mouse embryo do not show differences 
in the chondrogenic potential throu_ghout developmenti Ahrens el 

1977)) 
In this study mouse whole limb celis showed differential re-

sponses to TGF-p isoforms, according to their developmental 
stages, suggesting that competence for TGF-13 isoforms by mes-
enchymal cells changed during development. There are three 

41,tpityypes of receptorsAbind TGF-p with different affiníties; TGF-I3 
.41 receptorsland liaré nvolved in the binding and signal transduction 

(Lin el al., 1992; Wrana et al., 1992). Receptor 111 modulates the 
binding of TGF-p to receptors 1 and 11 (López-Casillas et al., 1993, 
1994) and the affinity of receptors 1 and 11 for TGF-j32 is reduced 
when receptorIllis absent from the cellular membrane (Ohta et al., 
1987; Cheifetz et al., 1990; López-Casillas et al., 1993, 1994). 

The low response of limb bud mesenchymal cells at stages 20  

and 21 to TG F-132, compared with stage 19, could be explained by 
the absence of receptor II I, as suggested in other systems (Ohta et 

1987; Cheifetz et al., 1990; López-Casillas et al., 1993, 1994; 
Chai Wat, 1994). A second possibilityls that the expression of both 
TGF-p receptors I and 11 would not occur at same time, since 
coexpression of both receptors is required for TGF-j32 binding 
(Rodríguez etal., 1995). Another molecule with ability to bind TGF- 	N:(1, 
02 is the a2-macroglobulin present in serum, which binds to TGF-  \s,` 
p2 better than to TGF-P1 or TGF-p3. The experiments~ 
in this study were performed in the presence of serum, showing that 
mesenchymal cells at stage 19, oven in the presence of serum, are 
far more sensitivo to chondrogenesis enhancement by TGF-02 
than at stages 20 and 21, suggesting that responsiveness to 
distinct TGF-P isoforms is strongly influenced by cell-specific 
receptors. The levels of enhancement of cartílago matrix by TGF- 
133 were very similar in the three stages as compared to controls. 
However, the chondrogenesis pattern is different since fusion of 
cartilage nodules observed at stage 19 was not sean at stages 20 
and 21. Similar observations have been found in other experimen- 
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0-24 h (8,G, L and O), 24418 h (C,H, M and A), 48-72 h (D,1,111 and S), 71
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A representative culture without growth factors is shown in 
A. All cultores ware fixed and $ 
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tal systems and thls depends on different affinities of TGF-I31 and TGF-f33 to TGF-f3 receptors (Cheifetz et al, 1990; ten D'ye et al, 
89 1990; Graycar eta/4

,19h. The responsiveness of mouse mesen-chyrnal cells to TGF-t35 
is important because lt demonstrates that TGF-ps Influences mammallan cell as mammallan TGF-p isofons affect amphibian celis (Rosa etal., 1988), suggestIng that TGF-p isoforms are functionally conservad through evolution. 

In other experimental systems it is clear that cells respond in a distInct way to dIfferent amounts 
of TGF-(3 isoforms; TGF-f31 is a more potent inhibitor than TGF-02 for endothelial cell growth. This 

difference may be due to a central region of TGF131 not present in . 	TGF-f32(gdian et al, 1992). Also, receptorlipresents an extracel- 
wian  

luta, domain with blnding atfinity for TGF-(31 and TGF-pa, but TGF-f32 (Lin eta& 1995). Consequentiy, the presence of rece t 
t 111 is necessary to aliow the avallability of TGF- 
	

or sincee molecuie can be 	 p2 to receptor II, found in a soluble form Inhibiting cell .71-ha t signating or In a membrana-anchos form that enhances TGF- p2 bindIng 
to type ti receptor, eliciting a signaling response (López-Casillas et al, 1993). For that reason, further experiments are necessary to determine whether TGF-pl and TGF-I33 present different &arduos to TGF-p receptors and to determine whether receptor l[[ reguiates the avallability of 

and 
to TGF-p receptors during 

mouse limb bud development. Likewise, there are other 
molecules that can bind TGF-ps, Iike decorin and blglycan 
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Fig. 6 Effect of time of addition 
	

isoforms on the synthesis of sulfated proteoglycans. Growth (actora were added to micromass cultures 
at the following times of culture: 0-120 h, 0-24 h, 24-4811 48-72 h, 72-96 h and 96-120 h. Ahl cultures were incubated with 35S-sulfate during 6 h at day 
5 of culture. Data represent the means±standard deviation of 3 cultures for each time point treatrnent of 2 separata experimenta. P<0.01 (vs controls). 
Data are representad as % chondrogenesis to compare the proportion of stimulation or inhibition in the TGF-f3 treated cultures in relation to controls for 
each TGF-13 isoform, The values for control cultures and TGF-l3treated cultures during 5 days were very similar to those obtained and represented in Figure 
2. 

(Yamaguchi et al., 1990; Fosang and Hardingham, 1992; Kresse 
et al., 1994). We speculate that downregulation of decorin and 
biglycan leveis may enhance the effects of TGF-Ps, or that 
upregulation of both molecules may decrease the effects of TGF-
3s, since they may inhibit TGF-Ps action. So, the increased 
expression of these ECM molecules during mouse limb bud 
development at stages 20 and 21 may therefore cause a reduction 
in the pool of active TGF-P2 and TGF-03 in mesenchymal cells, 
thus producing a distinct pattern formation or a differential re-
sponse in the stimulation of specific cartilage molecules as com-
pared with TGF-001 actions. 

Here we showed rnorphogenetic differences between stages 
19, 20 and 21 in response to TGF-p isoforms. By stage 19 all four 
TGF-P isoforms promote the formation of a continuous sheet of 
cartilage cells, while in mesenchymal cells from limb stage 20, only 
TGF-p1 and TGF-05 produce a continuous sheet of cartilage cells, 
and TGF-p2 and TGF-p3 produce a nodular pattern of cartilage. 
This suggests that mesenchymal cells from stage 19 and 20 
present different signals that stimulate or inhibit chondrogenesis 
pattern. We demonstrated that TGF-p2 and TGF-93 promoted the 
expression of proteoglycans, type 11 collagen, cartilage link protein 
and alkaline phosphatase activity at significant leveis as competed 
to controls during chondrogenesis at stage 20. However, they did 
not promote a continuous sheet of cartilage cells, suggesting that 
TGF-P2 and TGF-03 may regulate morphogenesis and cell differ-
entiation through different pathways, depending on the develop-
mental stage. 

On the other hand, in developing chick embryos the cartilage 
pattern in leg mesenchyme is different from that obtained with wing 
mesenchyme, switching from a continuous sheet of cartilage ceils 
to a nodular pattern at stage 24. This suggests that intrinsic 
morphogenetic differences are present in leg and wing mesenchy-
mal cells from stage 24 chick embryos (Downie and Newman, 
1994). The production of fibronectin in leg mesenchyme is higher 
than in wing mesenchyme both in vivo and in vitro. Also, the 
interaction between cells and fibronectin in wing mesenchymal 
cells but not in leg mesenchymal cells, is mediated by the amino-
terminal domain of fibronectin (Downie and Newman, 1995).  

Taking together the results from Downie and Newman (1994, 
1995) and ours we suggest that mesenchyme from distinct stages 
express differentially TGF-p receptors, including the ECM mol-
ecules decorin and biglycan (yamaguchi etal., 1990; Fosang and 
Hardingham, 1992; Kresse etal., 1994). Likewise, it is possible that 
signa' transduction elicited by TGF-P isoforms could be different, 
evoking regulation of the ECM molecules envolved in cartilage 
ormation, causing distinct morphogenetic pattems. 

On the basis of the differential responsiveness of mesenchymal 
cells from stage 20 to TGF-p isoforms, we evaluated the action of 
ali tour TGF-p isoforms on the metabolism of proteoglycans, 
expression of type II collagen and link protein and alkaline phos-
phatase activity during chondrogenesis. TGF-P isoforms elicited a 
differential regulation of them. This effect was not mediated by cell 
proliferation, because the quantity of DNA, 3H-thymidine incorpo-
ration and cell number in all conditions assayed were similar. 
HowevergGF-p3 at days 1 and 3 decreased 3H-thymidine incor-
poration and TGF-P2 increased 3H-thymidine incorporation at day 
3. Hence, .the TGF-p isoforms regulate specific-cartilage matrix 
molecules as suggested by Kulyk et al. (1989), Carrington and 
Reddi (1990), Leonard et al. (1991), Schenfeld et al. (1991) and 
Roark and Greer (1994). Nevertheless, in micromass cultures from 
chick embryo mesenchymal cells, the three mammalian TGF-p 

Fig. 9. Influence of TGF-f3 
isoforms on the synthesis 
of proteoglycans by low 
density cultures from stage 
20 mouse limb mesenchy-
mal cella. Growth factors 
were added to low density 
cultures for 5 days. Al! cul-
tures were incubated with35S-
sulfate during 6 h at day 5 of 
culture. Data represent the 
means±standard deviation of 
3 cultures of 2 separare ex-
periments. P< 0.01 (vs. con-
trols). 
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isoforms enhance chondrogenesis at similar leveis for MI param-
eters examined. In the current study, we found that in mouse 
mesenchymal cella cultured in similar conditions to chick cetas, 
TGF-I3 isoforms regulate the expression of specific-cartilage matrix 
components in a distinct manner for each factor, showing that TGF-
[31 and TGF-05 are more potent than TG F- p2 and TGF-p3. There-
foro, mouse limb cells provide a suitable experimental system to 
evaluate the effects of different TGF-P isoforms en mouse chon-
drogenesis. 

The activity of TGF-P on ECM production in different systems is 
well known since it increases the synthesis of ECM components 
and diminishes matrix degradation. Furthermore, it stimulates the 
expression of specific receptors for ECM components (Massagué, 
1990). However, the mechanisms by which TGF-P isoforms regu-
late chondrogenesis of mouse limb bud mesenchymal cells is 
unknown. The fact that ail tour TGF-P isoforms promoted chondro-
genesis when added during the first two days of culture, suggests 
that TGF-P isoforms action occurs at early stages during the 
process of chondrogenesis, as suggested by Kulyk ef el. (1989), 
Carrington and Reddi (1990), Leonard et al. (1991) and Roark and 
Greer (1994). However, TGF-p1 and TGF-I35 inhiba chondrogen-
esis when administered on day 5 of culture, suggesting that TGF-
p isoforms may be acting in a sequential way to control the process 
of cartilage differentiation. 

This study showed that TGF-p isoforms are better promoters of 
the chondrogenio differentiation in micromass cultures than in low 
density cultures. Kulyk et á (1989) demonstrated that TGF-j3 
increased by two to three times 35S-sulfate incorporation In low 
density cultures, while in our study we obtained only 25% Increase 
in 35S-sulf ate incorporation. This could be explained perhaps by 
species differences between chick and mouse embryos or be-
cause we used whole limb bud mesenchymal cell whereas Kulyk 
etal. (1989) used distal subridge mesenchymal casi 

We conclude that the action of each member of the TGF-P family 
may be somewhat different, as occurs with the BMP family. The 
fact that mouse limb bud mesenchymal cells differentially respond 
to TGF-p isoforms indicates that these factors play a critica' role In 
chondrocyte differeritiation during Ilmb morphogenesis. TGF-P 
isoforms may have a direct effect on chondrogenic cells; however, 
an Indirect effect mediated by other cell types cannot be exciuded. 
Finally, based on the reponed homologles between TGF-131 and 
TGF-135 (Kondalah et al., 1990; Burt and Paton, 1992), and on the 
biological activities observad in the current study, we support the 
suggestion that Xenopus TGF-p5 is equivalent to mammalian 
TGF-01 

Materlals and Methods 

Cell cultures 
Balb/c mico were mated overnlght and females with a vaginal Plug the 

followIng moming were considered to be at day O of gestation. Pregnant 
mico were kIlled by cervical dislocation and the uterl were dissected out and 
placed In Petrl dishes. The embryos were removed and staged according 
to Theller (1972). Mesenchymal cells were obtained by dIssoclating foro-
11mb buds of stages 19, 20 and 21 according to Ahrens et al, (1977). Cell 
suspensionwasadjusted to a concentration of 2x10/celistml for micromass 
cultures, and a concentration of 2.5x1Oecelt/mi of DMEM (Sigma) supple-
mentad with 10% fetal bovina serum (FBS; Hyclone Laboratorios Inc.) for 
low density cultures. A drop of 10µl was plated in the center of each of the 
24 central wells of a 48 well-plata (Costar) and these were left for ceilular 
attachment during 1 h In a 37°C humidified Incubator, and then fiooded with 

1.0 ml culture medlum with 10% FBS for micromasses and 2% for low 
density cultures, and cultured at 37°C and 5% CO2/95% air during 5 days. 
Human TGF-p1, porcina TGF-p2, recombinant human TGF-p3 and 
recombinant amphibian TGF-p5 (R&D Systems) were added to the me-
dium at concentrations of 1, 5 and 10 ng/ml. 

Molen blue stalnIng 
To obtaln a quantitative measurement of differentlated cartilage matrix, 

5-day cultures were stained overnight with 1% Alcian blue In 3% acetic acid, 
pH 1.0, Cultures were rinsed In 3% acetic acid and distilled water. Sound 
stain was extractad overnlght with 0.3 ml 4.0 M guanidine hydrochloride in 
agitation and quantitated using an ELISA feeder at a wavelength of 600 nm. 

Blosynthesle of glycosamlnoglyeans 
Synthesls of proteoglycans and glycosaminogiycans (GAGS) by differ-

entiating limb bud mesenchymal cells was evaluated by 33S-sulfate and 3H-
glucosamine incorporation, respectiveiy. Cella were doubIe labeled with 5 
pa/mi 35S-sulfate and 10 pa/ m13H-glucosamlne (cardar free; Amersham, 
UK) at days 1, 3 and 5 of culture for 6 h in serum free medium and in the 
presence of growth factors, Culturas we re then washed 6 times with PBS. 
Celas were resuspended In 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, with 3% ethanol. 
Pronase (1 mg/mi; Sigma) was added and Incubated at 50°C for 48 h. The 
pronase-digested material was centrifugad for 20 niki at 13000xg. The 
supernatant was adjusted to a final 3N NaOH and incubated ovemight at 
room temperatura. Thereafter, 5% TCA final concentration was added and 
overnlght Incubation performed at 4°C, The mixture was centrifugad for 20 
man at 13000xg and the supematant was dialyzed againit distilled water. 
Glycosamlnoglycans were precipitated with 3 voiumes 96% ethanol/1.3% 
potasslum acetato and by overnight incubatIon at -20°C and centrifugad at 
100000xg. Precipitate was vacuum dried and resusponded in 200 id 
distilled water (Oohlra el al.,1977). Allquots were taken and 35S-sulfate and 
3H-glucosamine Incorporated hito GAGs ware counted in a liquid scintilla-
flan counter. 

51.1.thymIdlne lncorporatIon 
Cultures were rinsed with medium without serum and 3H-thymIdine 

(Amersham, UK) was added at 10 41/ml and incubated at 37°C for 2 h at 
days 1, 3 and 5 of cultura. Cultures were washed 6 times with PBS, and 
incorporatod radloactivIty was measured by the method of Stein and Stein 
(1989). 

DNA quantltation 
The method of Labarca and Palgen (1980) was used to determine the 

amount of DNA in micromass cultures, The assay was performed using 
duplicate 50 µI aliquots of each sampie In a total volume of 4 ml of reaction 
mixture. The resulting fluorescence was measured and the quantityof DNA 
was determinad by comparlson to a standard curve. 

lmmunofluoreacencs Minina 
To evaluate the presence of type 11 collagen and cartliage link protein, 

ImmunostalnIng was performed as descdhed In Jlang et al. (1993). 
Micromass cultures were fIxed In 2.5% paraformaldehyde In PBS for 30 
min. Micromass culturas we re incuhated ove might with anti-type II collagen 
(Chemicon) and anti-cartilage link protein (Glftof Dr. Koll Klmata). Mama.% 
cultural were visualized under a Bio-Rad Modal MRC 600 confocal 
microscope using the krypton-argon tasar and DOMOS program for image 
analysls. Controls were Incubated without primary antibodies. 

Western-blof analysla 
To obtaln collagen, proteins ware preclpitated with 35% (NH4)2504. 

redissolved In 0.5 M acetic acid and dlgested with pepsln (1 mg/m1; Sigma) 
for 24 h at 4°C. Pepsin Insoluble material was centrlfuged at 500xg for 1 h. 
Then, the supematant was tyophillzed and dissolved In electrophoresis 
sample buffer. For cartilage link protein, micromass cultures were washed 
with PBS and treated with a lysis buffer consistIng of 150 mM NaCI, 50 mM 
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Tris-HC1, pH 7.5, 1% Triton X-100, 1% deoxycholate, 1% SDS, and 2 mM 
EDTA containIng a cocktail of phosphatase inhibitors (2 mM PMSF, 0.2 
TIU/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptln, 50 p.g/mI soybean trypsin inhIbitor and 
30 mM sodlum phosphate) according to LIghtner et al, (1994). Atter 
treatrnent the extract was also mixed with electrophoresis sample buffer. 
Sampl as of typ e II callao n and cartilage link proteln ware loaded onto 7.6% 
and 10% SDS-polyacrylamlde gots respectively and electrophoresed for 1 
h (Laemmll, 1970). Proteins were transferred to nitrocellulose membranas 
(BIORAD) by overnight electroblotting (Burnette, 1981). Blots ware clavel-
oped for chemiluminiscence (Amersham) according to the manufacturers' 
protocol. 

Alkaline phosphatase activity 
To determine alkaline phosphatase activity by histochemical analysis, 

micromass culturas were fixed for 10 min with 3.7% formaldehyde at room 
temperature. Cells were washod with PBS several times and Incubated for 
20 min with a mixture of 0.1 mg/ml naphtol AS•MX phosphate (Sigma), 
0.5% N, Mdlmethylformamide, 2 mM MgCl2, and 0.6 mg/ml of fast blue BB 
salt (Sigma) In 0,1 M Tris-HC1, pH 8.5, at room temperature. To quantitate 
alkaline phosphatase activity, samples were extractad with 10% SDS 
dissolved In PBS by overnight incubation and read on a spectrophotometer 
at 400 nm. 

StatistIcal analysis 
Date are presentad ea the meeneteitanderd devletIon. Comparleone of 

experimental groups with controls ware carrled out by one-way analysis of 
variance, and statistical differences between groups were assessed by 
Student's t test (SigmaStat Statistical Analysis System, Jandel Corpora-
tion). SignIficant differences were accepted at the P <0.05 levet. 
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Regulación de la N-cadherina, N-CAM, tenascina 
y fibronectina por los TGF-13 

En el día dos de cultivo se forman las conden-
saciones celulares que dan lugar a los nódulos 
cartílago. En las mismas condiciones experimenta-
les los controles presentan un patrón nodular, 
mientras que los cultivos tratados con TGF-ji pre-
sentan condensaciones celulares anchas y planas, 
que forman una capa continua de cartílago al día 5 
de cultivo. 

Al evaluar la expresión de la N-cadherina, la 
N-CAM y la tenascina en los cultivos controles 
se observó su presencia alrededor de las células en  

las conclensat7iones celulares. En contraste la fi-
bronectina se distribuye en toda la micromasa en 
forma de red, observándose en mayor proporción 
en las zonas de condensaciones celulares. En los 
cultivos tratados con las isoformas del TGF43 se 
observó que las cuatro moléculas se expresan en 
mayor proporción que en los controles y su distri-
bución también se observó en las condensaciones 
celulares (datos no mostrados). 

El análisis por inmunotranferencia y densito-
metría se observa en las figuras 7 y 8. 

Figura 7. Análisis por in 111Unotransferen-
cia de la fibronectina (a) y tenascina (b) en 
cultivos controles y tratados con IGF-D a 
los 2 días de cultivo. Se cargaron 40 
lig/carril en geles de poliacrilamida. La ex-
presión de la fibronectina y la tenascina se 
evaluó por análisis de densitowetria de las 
innwinotransferencias. 
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Figura 8. Análisis por inmunotransferen-
cia de la N-cadherina (a) y N-CAM (b) en 
cultivos controles y tratados con 7CP-13 a 
los 2 días de cultivo, Se cargaron 40 
11g/carril en Mes de poliacrilamida. La ex-
presión de la N-cadherina y la N-CAM se 
evaluó por análisis de densitometría de las 
inmunotransferencias. 
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DISCUSIÓN 
En el presente estudio se observa que la dife-

renciación celular del cartílago en el ratón, en 
condiciones de rnicromasa y en a USenCia de facto-
res de crecimiento, es muy semejante a la descrita 
previamente en pollo y en ratón.132,134  En estas 
condiciones de cultivo, las células desarrollan 
numerosos nodulos de cartílago, a partir de las 
células condrogénicas con c¿ipacidad para agre-
garse entre ellas, y para segregarse de las células 
no condrogénicas.165  Los nódulos de cartílago 
inician la expresión 11(.! genes específicos de cartí-
lago y elabora n una MEC positiva al azul de Al-
ciano y compuesta por la colkígena tipo .11, la pro-
teína ele' unión y el agrecano. Esta secuencia de 
procesos celulares que se llevan a cabo dentro de 
lal micromasa asemejan la secuencia observada in 
vivo:133  

Efectos diferenciales de las isoformas de los TGT-'7  
(S en el patrón morfogenético del cartílago 

Antes de discutir los efectos de las isoformas 
del TGF-ji en la diferenciación del cartílago en el 
ratón, es necesario indicar que la funcionalidad de 
los factores de crecimiento se evaluó en el sistema 
de pollo en los estadio 23/24 del desarrollo. Los 
resultados se muestran en la tabla 2 y sugieren que 
los cuatro factores eran funcionales al iniciar este 
estudio y que los efectos de los TGF-02 y TGF-133 
observados en el sistema de ratón en los estadios 
20 y 21 no fueron debidos a que los factores hubie-
sen perdido su actividad biológica. 

Por otro lado, en los experimentos de dosis-
respuesta en los estadios 19, 20 y 21 del embrión 
del ratón, se observó que en el estadio 20 el TGF-
J32 Luyó su mejor efecto GL la concentración de 
1.ng/ml, mientras que con los otros tres factores 
de crecimiento su efectos se observaron a la con-
centración de 10 ng/ml. De manera que los expe-
rimentos posteriores con el TCF-132 se realizaron a 

concentración de ing/m.l. Sin embargo, en las 
tablas .3 y 4 se muestran la biosíntesis 	proteo- 
glicanos y la actividad de la fosfatasa 
respectivamente en respuesta al TGF-(32 a las con-
centraciones de 1, 5 y 10 ng/nil, para descartar 
que la baja respuesta de las células al TG.F-132 no se 
debiera a que el sistema. experimental no tuviera la 
dosis óptima y por lo tanto que los resultados 
pu ed ie ra n ser considerados como una respuesta 
subóptima. 

Los resultados obtenidos en el presente estu-
dio apoyan la idea de que el mesénquima de ex-
tremidades anteriores interpreta de manera dife-
rendid la señal dada por las isoformas del TGF-13.  

Lo que sugiere, que existen diferentes componen-
tes y tal vez distintos mecanismos de acción que 
regulan la respuesta del mesénquima a los TGF-13 
durante el desarrollo de las extremidades. Bajo las 
condiciones experimentales desarrolladas, el me-
sénquima del estadio 19 respondió a las cuatro 
isoformas del. TGF-13 de igual. manera. Sin embar-
go, en el estadio 20, se presentaron respuestas 
diferenciales del mesénquima a las isoformas del 
TGF-13; donde los TGF-131 y TGF-05 fueron los que 
promovieron la condrogénesis en mayor proporción 
que los TGF-j42 y 7-GF-j33. Esta respuesta a los 
TGE-11 se mantuvo en el estadio 21, pero en menor 
proporción. Los resultados mostraron la acción de 
los TGF-ji a dos niveles distintos; el primero y el 
más evidente, es el que se observó en el patrón 
morfogenético del cartílago, y el segundo en la 
acumulación de la MEC positiva al azul de Aida-
no. 

En el estadio 19 las cuatro isoformas del TGF-13 
promovieron la formación de una capa continua 
de condrocitos, mientras que en el mesénquima de 
los estadios 20 y 21, sólo los TGF-I31 y TGF-I35 
promovieron la formación de una capa continua 
de condrocitos y los TGT-132 y TGF-I33 produjeron 
un patrón nodular de cartílago. Este cambio mor-
fogentico de un patrón de capa continua a un 
patrón nodular se observó también en cultivos de 
mesénquima de extremidades de eiribrión de po-
llo, pero en ausencia de fa-dores de crecimiento, El 
mesénquima de la pata y el ala en los eátadios 21 y 
23 presenta un patrón de capa continua de con-
drocitos. Para el estadio 24 de desarrollo, - la pata 
cambia su patrón de capa continua a nodular, 
mientras el mesénquinia del ala mantiene el pa-
trón de capa continua de condrocitos.148  Esto su-
giere que el ala y la pata presentan diferencias 
morfogenéticas intrínsecas. En este sentido, la 
producción de fibronectina en el mesénqiiima de 
la pata es mayor que en el mesénquima del ala, 
tanto in vivo Como in vitro. Además, el mecanismo 
de interacción entre las célulasi y la fibronectina es 
distinto en ambas extremidades, ya que en el ala: 
esa interacción es mediada por el dominio amino 
terminal de la fibronectina; pero no en laS células 
de la pata.149  

En nuestro estudio, para determinar sí la: res-
puesta diferencial del mesénquima a lós TGF-I1 en 
los estadios 19, 20 y 21 del desarrollo del ratón era 
debido a una mayor expresión de la fibronectina, 
evaluamos los niveles de expresión de la fibronec-
tina y su patrón morfogenético de distribución, al 
momento en que ocurren las . condensaciones celu-
lares. Los TGF-131 y TGF-P5 provocaron una distri- 
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TABLA 2. EVALUACIÓN DE LOS TGF-fi SOBRE MESÉNQUIMA DE EXTREMIDAD EMBRIONARIA 
DE POLLO EN ESTADIOS 23/24 

1". 1 SO /0 o/ 180% 	 170% 	 *175 % 
5 	 220% 	 195% 	 180 % 	 200 

10 	 250% 	 930% 	 220 % 	 240% 
* Concentración dada e;: ng/ini. 

* Porcentaje de estintulación tu' incorporación de azul de Alciano sobre los controles. 

3111.111.101.1••• 

TABLA 3. BIOSÍNTESIS DE PROTEOGLICANOS A DIFERENTES DOSIS DE TGF---132 EN CULTIVOS 
DE MICROMASA DE MESÉNQUIMA DE EXTREMIDADES EMBRIONARIAS DE RATÓN 

1)1 V-, 1)1 
	

( ( )\. 	)1 	1( .1 r (111.K/n111 	1( .1 I ' pilg/i1)11 	1( .1 11' (1(1;11..ini) 

L,1 11\ ( ) 

1 
	

2.13±0.32* 
	

2.20±0.36 
	

2.30±0.27 
	

2.17±0.32 
3 
	

3.50±0.30 
	

3.77±0.21 
	

3.53-1.0.16 
	

3.33±0.28 
5 
	

13.00±1.00 
	

13.00±2,00 
	

123032.10 
	

13.33±1.53 
* Los datos están dados en CPM x 10-2/Célula de sulfato de sodio S35  incorporado en proteoglicanos 

TABLA 4. ESTI.MULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA A DIFERENTES 
DOSIS DE TGF-(32 EN CULTIVOS DE MICROMASA DE MESÉNQUIM.A DE EXTREMIDADES 
EMBRIONARIAS DE RATÓN 

1 )1 1k, 1)1 
	

)\ 11:( )1 
	

1( .1 	11' 11110,11) 
	

1( .1 	I; ,r1)..',/11111 	1 ( .1 	1014;i/11111 

( L 1 11\ ( 

	

0.230±0.015 	0.352±0.029 
	

0.298±0.018 	0.290±0.1.6 
* ros datos representan la actividad enziniática de la fisfatasa alcalina en cultivos de micromasa. Para cuantifi- 
car esa actividad los cultivos fueron tratados con 10% de SDS y leídos en un espectrfitómetro a 400nm. 

bución homogénea de la fibronectina en el culti vo 
y una mayor expresión de la proteína. A diferencia 
de la respuesta obtenida con los TGF-P2 y TCF-P3 
en que la distribución de la fibronectina no fue 
homogéna y la expresión de la proteína fue menor. 
De manera similar, el mesénquima de la pata en el 
estadio 24 del embrión de pollo, en presencia del 
TGF131, cambia su patrón morfogenético de nodu-
lar a una capa continua de condrocitos. Esta 
respuesta, al igual que la observada por nosotros 
en ratón, está asociada con un incremento en la 
producción de la fibronectina.148  De manera con-
junta los resultados Obtenidos en pollo y en ratón 
sugieren que la respuesta del mesénquima a los 
TGF-P, en los distintos estadios de desarrollo del 
ratón, pueda deberse a una expresión diferencial 
de los receptores del TGF-P y de Moléculas de la 
MEC con capacidad de unir los TGF-p, tales como 
la decorina166  y el biglicano.167  Otra posibilidad es 
que las afinidades de los receptores por los TGF-P 
cambien durante la diferenciación del cartílago 
y/o que la transducción de la señal generada por  

las isoformas del. TGF-p sea diferente. El segundo 
nivel de acción de los TGF-i3 en el mesénquima de 
las extremidades en los estadios 19, 20y 21 co-
rrespondió a la acumulación de azul de Alciano 
en la MEC en respuesta a los TGF-p2 y TGF-133. En 
el estadio :19 las células, en cultivo acumularon 
niveles semejantes de azul de Alejan() en la MEC, 
en. resptiesta a loS cuatro factores de crecimiento. 
Sin embargo, en los estadios 20 y 21 los Cultivos, 
en respuesta a los TGF-32 y TGF-J33, presentaron 
una acumulación de azul de Alciano semejante a 
la obtenida con las cuatro isoformas en el estadio 
19, aunque con un patrón morfogenético diferente. 
Esto sugiere, clue la morfogénesis y la diferencia-
ción celular del cartílago son dos fenómenos dis-
tintos, que pueden ser regulados de numera 
pendiente por los TGF-p. 

Como se mencionó anteriormente, podría ha-
ber diferentes componentes y tal vez distintos 
mecanismos de acción que regulen la respuesta 
del mesénquima a los TGF-13 durante el desarrollo 
de la extremidad. Eh esta sección se mencionarán 
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tres posibilidades aa nivel de los receptores de los 
TGF-13. Como sabemos hay tres tipos de receptores 
con capacidad de unir a los TGF-13;1 09-111  los recep- 
tores tipo 1 y 11 participan en la unión del ligando 
y en la transducción de la senal, el receptor tipo 111 
(betagliaa 	modula la unión de los TGF-11 a los 
receptores 1 y 1-1, pero presenta mayor afinidad por 
el TGF-1i2, de manera que si el receptor 111 no se 
encuentra en la membrana, la afinidad del TGr-132 
por los receptores 1 y 1.1 se red uce.11  "4,116-118  

El cambio en el patrón morfogenético de capa 
continua a nodular en los cultivos de mesénquitna 
de los estadios 20 y 21 y la misma producción de 
MEC positiva al azul de alciano, como respuesta al 
TGF-1712 puede explicarse por la ausencia del recep-
tor III y que por lo tanto, la afinidad del receptor 11 
por el TGF-132 se I'VelLIZCii, como se ha sugerido en 
otros sistemas." Una segunda posibilidad es que 
la expresión de los receptores 1 y 11 no ocurra al 
mismo tiempo, ya que se requiere de la coexpre-
sión de ambos receptores para la unión del TGF-
01169  Otra molécula con capacidad para unir al. 
TGF-li2 es la a2-macroglobulina presente en el 
suero, esta molécula presenta mayor afinidad por 
el TGF-J32 que por el TGF-j31 y TGF-133.170  Todos 
los • experimentos desarrollados en el presente 
estudio se llevaron a cabo en presencia de suero, 
lo que muestra que en el estadio 20 las bajas res-
puestas del inesénquima. al TGF-132 están dirigidas 
por receptores específicos y que no Se deben a la 
presencia de la a2-macroglobulina en el - suero o 
que el sistema responde a concentraciones subóp-
timas del factor (ver tablas 3 y 4). Para el casó del 
TGF133 la diferencia en la respu.esta podría deber-
se a 'que las afinidades de. los receptores -por. el 
ligando sean diferentes durante el desarrollo, co-
mo se ha observado .en. otros sistemas experimen-
tales en que los .rMF-1-31. y TGF.-03 presentan dife-
rentes afinidades por sus receptores.171  

•Otro grupo de moléculas que presentan afini-
dad por los .TGF-ji son la decorinal66  y el biglica-
no.167  La regulación de los TGF-13 por estas molé-
culas podría.  dar otra alternativa para expliCar los 
resultados observados en este. estu.dio.. Probable-
mente, 

 
y a manera de especulación, una •baja ex-

presión de la decorina y el biglicano incrementaría. 
los efectos de los TGF-13, o bien una alta expresión 
de la decorina y el biglicano inhibiría los efectos 

. de los .TGF-Ji. De manera que una expresión ele- 
vada de estas moléculas de la MEC en el mosén 
quima, durante el desarrollo. de las extremidades 
en los estadios 20 y 21, podría tener como efecto 
una reducción en la poza de TGF-02 y TGF-Ii3 en  

el 111 esé mi u im . Lo anterior generaría un patrón 
morfogenetico distinto o una respuesta diferencial 
de moléculas específicas del cartílago en compa-
ración a las acciones del GF-13 I.. 

Efectos de los TGE-is en la expresión de marcado-
res específicos del cartílago 

Con base en que el mesénquima del
l 
 estadio 20 

respondió diferencialmente a las isoormas del 
TGF-ji en la formación del patrón morfogenético 
del cartílago, decidimos evaluar la acción de cada 
isoforma del TGF-13 en fa expresión de algunos 
marcadores específicos de la diferenciación del 
cartílago. Con este propósito se evaluaron el me-
tabolismo de los proteoglicanos, la expresión de la 
coldgena tipo 1.1, la proteína de unión y la activi-
dad de la fosfatasa alcalina durante la condrogéne-
SIS. Los resultados obtenidos mostraron que las 
isoformas del TGF-fi no sólo afectan la morfogé-
nesis del cartílago, sino que además tienen efecto 
sobre la diferenciación del mismo y también de 
manera diferencial. Los, efectos no dependieron de 
la proliferación celular, ya que los efectos de los 
Tali son específicos sobre los componentes del 
cartílago, como lo han sugerido otros autores para 
el embrión de pollo.135,114-147,153,154  Sin embargo, en 
el mesenquinia de la extremidad del embrión de 
pollo, las tres isoformas del TGF-13 estimulan la 
condrogénesís a niveles similares en todos los pa.--
rámetroS exaMinados.135,144-147  Por el contrario, en 
el presente estudio, encontrarnos que las células 
del ratón distinguen entre cada isoforma del TPF-
p. Por lo tanto, el sistema eXperimental de inicro-
masas del moSénquitna de la extremidad del ra-
tón, estudiado aquí, es un buen .modelopara eva-
luar los efectos de los diferentes TGE-11 en lao mor- 
fogénesis y la diferenciación del cartilago 

Para determinar si la formación de una capa 
continua de cartílago en respuesta a los Ta—pl y 
TGF-05 era una consecuencia de una biosíntesis 
elevada de proteoglicanos o a un catabolismó 
disminuido de los mismos, evaluamos la tasa de 
catabolismo de 11.1 a te rial.  marcado con Na35SO4 y 
con 3H-glucosainina, durante el tratamiento con 
las cuatro isoformas del. TGF-0. Los resultados 
mostraron que la tasa de catabolismo de los pro
teoglica.nos, en respuesta al tratamiento de las 
isoformas del TGF-13 fue similar bajo todas las 
condiciones ensayadas. Esto sugiere que la uní/ni',  
lación de la matriz del cartílago y la formación de 
una capa continua de células condrogénícas, en los 
cultivos de mesénquima, en respuesta al trata-.  
Miento con TGF-131 y con TGF-135 podría deberse a 
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una síntesis alta y a un catabolismo bajo de los 
proleoglica nos. Mientras que, para el caso de los 
TGF-1i2 y el TGF-V13 la menor acumulación de ma- 
triz de cartílago y la formación de un patrón nodu-
lar, puede explicarse por una síntesis y un catabo- 
lismo disminuidos de los proteoglicanos. Esto nos 
lleva entonces a sugerir que los TGF-lil y el TGF-
135 pueden tener un papel fisiológico) en el mante-
nimiento de la homeostasis del cartílago para el 
metabolismo de los proteoglicanos. En nuestros 
resultados no encontramos diferencias con los 
obtenidos en cultivos de células de extremidad 
embrionaria de pollo, en los que se midió el cata-
bolismo de los proteoglicanos.135  Asimismo, en 
otro estudio, se demostró que los factores de cre-
cimiento PDGF AB, BMP4, !GF-I y TGF-fil dismi-
nuyen la tasa de catabolismo de los proteoglicanos 
en cultivos de explantes de cartílago articular de 
bovino de diferentes edades.1721 74. Es importante 
destacar que las vidas medias de los proteoglica-
nos estimadas en el cartílago articular son del 
orden de días, mientras que en el presente estudio 
fueron de alrededor de 7 horas. Esto puede deber-
se a que ambos sistemas de cultivo son totalmente 
diferentes, porque ambos sistemas representan a 
células en diferentes estadios de diferenciación o 
bien porque las diferencias en las vidas medias 
reflejan el recambio de la MEC territorial, es decir, 
los proteoglicanos de membrana presentan un 
recambio mayor al que presentan los proteoglica-
nos presentes en la MEC intersticia1.175  

Además, el presente estudio muestra que las 
isoformas del TGF-p regulan de manera diferen-
cial la expresión de la colágena tipo II, la proteína 
de unión y la actividad de la fosfatasa alcalina. Los 
resultados obtenidos difieren con los obtenidos 
con mesénquima de extremidad embrionaria de 
pollo, ya que en este último sistema las tres iso-
formas del TGF-(i de mamífero, regulan por igual 
la expresión de marcadores específicos del carffla-
go. 135,144-147, 133,15,1 Por lo tanto, se confirma que el 
sistema experimental desarrollado en ratón permi-
te estudiar la regulación de la condrogénesis por los 
TGF-13, de manera que se aborden los diferentes 
mecanismos moleculares que regulan la expresión 
de los genes específicos del cartílago en respuesta 
a los TGF-0. 

Participación de los TGF-fi en la formación de las 
condensaciones celulares 

Es bien conocida la actividad del 7'GF-13 sobre 
la producción de la MEC en distintos sistemas 
experimentales y que éste es capaz de regular la 
homeostasis de la MEC, al incrementar la síntesis  

de componentes de la matriz y disminuir la de-
gradación de la misma. Además de estimular la 
expresión do receptores específicos para compo-
nentes de la MEC.89,108  Sin embargo, se descono-
cen los mecanismos por los cuales las isoformas 
del TGF-Ii regulan la condrogénesis en el mosén-
ciuima de las extremidades del ratón. El hecho de 
que las cuatro isoformas del TGF-f3 estimulen la 
coudrogénesis cuando se adicionan al medio de 
durante los dos primeros días del cultivo, sugiere 
que las isoformas tienen efecto en los primeros 
estadios de la condrogénesis, donde ocurren los 
procesos celulares que llevan a la condensación 
celular. En cambio, cuando los TGF-13 y TGF-(55 se 
adicionan al día 5 de cultivo, se inhibe la condrogé-
nesis. Esto nos lleva a concluir que las isoformas 
del TGF-I1 actuan de manera secuencia' y coordi-
nada en el proceso de la diferenciación del cartíla-
go) en el ratón. 

Antes de discutir el efecto estimulador de los 
TGF-13 en las etapas tempranas de la diferenciación 
del cartílago se discutirá el efecto inhibidor de los 
TGF-131 y TGF-í35 en las etapas tardías de la cón-
drogénesis. 

En nuestro estudio observaMos que la adición 
de los TGF-pl y TGF135 a las inicromasaS al día 5 
de cultivo inhibe la biosíntesis de los proteoglica-
nos sullatados. El día 5 de cultivo representa la 
etapa de cartílago maduro, en la que la expresión 
de la colágena tipa II, la proteína do unión; el 
agreCanó y la biosíntesis de los proteoglicanos 
están en sus máximos niveles. Se sabe que la adi-
ción del TGF-Ol a Cultivos de condrocitos madu 
ros inhibe la expresión de moléculas caractérísti-.  
cas del cartilagO,176  tal vez a través:de la, 
ción de cambios en la mórfOlogia celular,17: El 
efecto inhibidor del TGF-131 puede ser Mimetiza-
do, en parte, pOr la adición de fibronéctina al Me-
dio de cultivo y ese efecto inhibidor puede-  ser 
bloqueado por la adición de dibidrocitocalasnia B, 
qué se sabe es un desestabilizadór de los inicrofi-
lamentos de actinia. 17/ Por lo tanto, en los resulta- 
dos obtenidos en el presente trabajo, los TGF-131 y 
TOT435 adicionados al día 5 de cultivo„ tal, vez 
induzcan la expresión de la fibronectina en los 
Condrocitos, que entonces interaccionaría de 
nera directa con receptores de membrana :lo que 
provocaría cambios en la morfología celular a 
través de alterticioneá del Citoesqueleto. Estos 
cambios llevarían a la inhibición de la bioSíntesis. 
ele proteoglicanos y otros MatTadorés específicos 
del car t go .176.'177  

La condensación celular es un proceso cláw en 
la diferenciación del cartílago, ya que en éste es- 
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Lidio de diferenciación se incnnuentan las inte-
racciones célula-célula y célula-MEC que llevan (1 
la expresión de los genes específicos del cartíla-
go:17  En el mesénquima de pollo, el tratamiento 
con los TGF-jil y TGF-133, al inicio del cultivo, 
incrementa la expresión de la fibronectina y la N-
cadherina en Lis condensaciones celulares y el 
número de éSLIS.135345-1" En el presente estudio 
encontramos que las cuatro isoformas del TGF-p 
fueron capaces de estimular id expresión de id 
fibronectina, la tenascina, la N-CAM .57 la N-
cadherina, que como se mencionó en la intro-
ducción son moléculas reguladoras de la forma-
ción de las condensaciones celulares (Fig. 9). Nue-
vamente, los TGF-131 y TGF-05 estimularon en 
mayor proporción que tos TGF1.12 y TGF-f33, y 
éstos estimularon la expresión por arriba de los 
controles. Lo anterior apoya la hipótesis de que los 
TGF-13 pueden ser los responsables de regular las 
condensaciones celulares,"1 'i7-149  no sólo en las ex-
tremidades embrionarias sino también en el me-
sénquima periótico, ya que la adición del Tor-131 
antes de que se formen las condensaciones celula-
res incrementa el número de ellas y la producción 
de matriz de cartílago in Vil/V.151,152  Es importan-
te aclarar que la fibronectina pudiera inhibir la 
etapa de condensación celular durante la condro- 

Figura 9. Esta figura muestra que los TGE-0 actúan en 
etapas anteriores a la condensación celular, al promover la 
expresión de la fibronectina, tenascina, N-cadherina 1\1-
CAM. Mientras que las BMP promueven la expresión de 
moléculas especificas de cartílago diferenciado. 

IF,é11V8iS. Sin embargo, la posible inhibición puede 
sor bloqueada por la interacción de la tenascina, 
sindecanos y otros proteoglicanos ricos en sulfato 
de 1.1crirán con la fibronectina, lo que evitaría la 
unión de esa proteína con los receptores de las 
células (Fig. 6). 

El otro grupo de moléculas que regulan la 
condrogénesis son Lis BMP; las BMP2, BMP3 y 
BMP4 estimulan la expresión de genes específicos 
del cartilago."74 54-156  Sin embargo, los datos mues-
tran que las BMP estimulan la condrogéwis cuan-
do se adicionan al cultivo de me sénquima de ex-
tremidades de pollo, en etapas posteriores a la 
formación de las condensaciones celulares.147, 54,155  
Mientras que sí se adicionan antes de esas etapas, 
los niveles de expresión de los genes específicos 
del cartílago y de la fibronectina son muy simila-
res a los controles. Estos datos sugieren que du-
rante la condrogénesis del mesénquima de extremi-
dad embrionaria de pollo, los TGF-0 regulan la 
formación de las condensaciones celulares, mien-
tras que las BMP la expresión de los genes especí-
ficos del cartílago en los condrocitos maduros 
(Fig. 9). La estiniulación de los marcadores de 
diferenciación del cartílago en respuesta a los 
mr-p en las etapas tempranas de la diferenciación 
podría ser una consecuencia lógica, de que al acti-
var la formación de las condensaciones celulares 
se incrementen también la expresión de Osos genes 
o bien que la administración de los TGF-13 pro-
mueva la expresión de las BM.P. 

Esta hipótesis nos plantea una pregunta, por-
qué las BMP son capaces de formar cartílago y 
hueso, en sitios ectópicos, y los TGF-P no? Si de 
acuerdo a la hipótesis anterior los : TGF-0 tienen 
efecto en las células que aún no expresan los genes 
específicos del cartílago y las BM.P en las células 
que si los expresan (Fig. 9). Esto podría resolverse 
sí suponemos que las células competentes para el 
efecto de las BMP, cuando Se inyectan en sitios 
intranuisculares, pudieran ser las células satélite, 
precursoras del tejido muscular en adultos. Se 
sabe que la B/1/1P2 es capaz de convertir a una 
línea celnlar mioblástica y a cultivos primarios de 
Músculo en Una línea osteoblásticu.177  Sin embar-
go, en células provenientes del miotomo la BMP2 
no recluta a esas células al linaje condrogénico y 
sólo inhibe su diferenciación hacia músculo.156  
Mientras que el. TGF-1.3 1 inhibe la expresión de los 
genes específicos del músculo, pero no tiene efecto 
en los mioblastos tempranos.178  pe manera que en 
el linaje: muscular las BMP aduan en etapas tem-
pranas y los TGF-p en etapas posteriores, contrario 
a lo observado en el cartílago. Por lo tanto, sí las 



30 
	

rGr-p Y 00/VNYV;Értig...57.r 

BMP inducen la formación ectópica en sitios mus-
culares podría deberse a que las células satélite 
son convertidas en t,ílrtí no al inyectarse Oltra- 
muscularmente, mientras que la aplicación de los 
TGF-0 no tienen efecto. La manera en que las BMP 
inducen la formación de cartílago y hueso en sitios 
subcutáneos, os más dificil de explicar, pero se 
sabe que durante el proceso de inducción hay gran 
participación de los TGF-p. 

La explicación anterior sugiere que durante 
diferenciación del cartílago, las respuestas celula-
res a los factores de crecimiento dependen de su 
competencia y de su estado de diferenciación. En 
la extremidad embrionaria del pollo y del ratón el 
inesénquima es competente para los TGF-1:1 en la 
formación de las condensaciones celulares, y a las 
BMP en la estabilización del estado diferenciado 
del cartílago (Fig. 9). Esta hipótesis es reforzada 
aun más, por las observaciones de que esferas 
recubiertas con TGF-P1 o con TGF-432 implantadas 
en el mesénquima interdigital, que se sabe que es 
competente para formar cartílago ectópico, indu-
cen la formación del cartílago y la expresión del 
factor de transcripción ck-erg en las condensacio-
nes celulares. Mientras que la BMP2 acelera la 
apoptosis interdigital. Estos experimentos mues-
tran por primera vez que un factor de transcrip-
ción, expresado en el blasfema condrogénico, es re-
gulado por un factor de. Crecimiento.86  

Como conclusión los resultados del presente 
estudio muestran que las cuatro isoformas del 
TGF-(3 regulan d ife re ncialm ente la condrogénesis. 
Por un lado son capaces de afectar el patrón mor-
fogenético del cartílago y por otro la expresión de 
la colág,ena tipo 11, la proteína de unión, la activi-
dad de la fosfatasa alcalina y la biosíntesis de pro-
teoglicanos. La diferenciación del cartílago se es-
timula cuando los TGF-t3 se' administran durante 
los dos primeros días de cultivo. Esto :indica que 
los •TGF-p •actuar en las primeras fases de la dife-
renciación del cartílago, durante. las fases que lle-
van a la formación de las condensaciones celula-
res. Al eValoar la expresión de la fibronectina, 
tenascina, la N-CAM y la N-cadherina se encontró 
que las cuatro isoformas del TGF-0 también regu-
lan diferencialmente la expresión de esas molécu-
las, lo que sugiere la participación activa de los 
TGF-p en el establecimiento del blasfema condrogé-
nico. Por otro lado, existe una diferencia importan-
te entre el Modelo del ratón y el de pollo; las iso-
formas del TGF-0 regulan la condrogénésis por 
igual, en el pollo, mientras que en el ratón lo hacen 
de manera distinta. Esto favorece el estudio me-
canístico de los efectos de los Tcr-p sobre la con- 

dmgenesis en molinos. Ademas se necesild o es-
tudios adicionales para distinguir cq papel regula-
dor de los TGF-1.1 sobre la formación de fas con-
densaciones celulares y la maduración del cartíla-
go, tanto en condiciones normales como en condi-
ciones de reparación. Finalmente, el presente es-
tudio muestra la actividad biológica del TGF-155 de 
Xenopus sobre la condrogénesis en células de me-
senquima de extremidades del embrión de ratón. 
Sus efectos sobre este sistema son comparables a 
los observados con el TGF-p t. Lo que apoya que el 
TGF-j31. y el TGF-05, además de presentar horno-
logia, en su secuencia genética, también presentan 
equivalencia funcional, al menos en el sistema 
descrito en este trabajo, 
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PERSPECTIVAS. 
Con base en h-.}s resultados ()bullidos en el 

presente trabajo se sugiere abordar experimental-
mente los siguientes puntos para tratar de estable-
cer los mecanismos de acción de los TGF-13 en la 
diferenciación del cartílago. 

En primer lugar es importante determinar la 
expresión espacio-temporal de los TCY-91, TGF-02 
y TGF-133 y sus receptores, durante el desarrollo 
embrionario de las extremidades del ratón. No se 
ha reportado un estudio sistemático de la expre-
sión de estos factores y sus receptores en esta es-
pede. Una vez que se conozca la expresión de las 
isoformas del TGF-fi sería importante inhibir su 
función por medio de anticuerpos neutralizantes 
y/o oligonucleólidos ¿intisentido en cultivos de 
órganos in vitro. Esto nos permitiría entender las 
posibles funciones endógenas de esos factores 
durante el desarrolh) de la extremidad y la dife-
renciación del cartílago. 

En segundo lugar se determinaría la expre-
sión de los TGF-131, TGF-132, TGF-133 y sus recepto-
res durante la condrogénesis, obtenida en los culti-
vos de micromasa de extremidades del estadio 20, 
Este sistema in vitro permite - elaborar ensayos de 
afinidad de ligandos por sus receptores, neutrali-
zar la función de los TGF-1.3 y tratar de establecer 
.más directamente su papel en la condrogénesis. 
Además, permite determinar los niveles - de -  los 
TGF-ji latentes y activos. 

En tercer lugar se determinaría la expresión 
de la decorina y el biglicano durante la condrogé-
nesis in vitro y se intentaría correlacionaría con la 
funcionalidad de los TQF-P. En este último ensayo, 
es necesario tener decorina y biglicano purificados 
para adicionarlos al medio de cultivo en presencia 
y ausencia de cada factor, para establecer sí estas 
.moléculas. presentan afinidad por los TGF-fi y 
alteran su funcionalidad. 
. - Esos tres grupos de experimentos nos ayu-

darían a entender d.e que manera los TGF-13 regu-
lan la diferenciación y la morfogénesis d.el cartíla-
go dura.nte distintos estadios de desarrollo en el. 
ratón. 

Para probar la hipótesis planteada líneas arri-
ba (Fig. 9) se sugiere el siguiente ensayo; agregar 

cultivos de microm asaS de mesénquima, de ex-
tremidades de embrión de ratón en distintos es-
tadios de desarrollo, las BMP2, BMP4 y BMP7 a 
diferentes tiempos de cultivo. El efecto se evalua-
ría 11 través de la expresión de moléculas específi-
cas del cartílago, moléculas específicas del blasfema 
condrogénico y de la formación del patrón morfo-
genético del cartílago. Se evaluarían esas BMP 
porque son las que se expresan durante el desa-
rrollo de la extremidad del ratón. 

Se determinaría la expresión de las BMP 
mencionadas antes, en respuesta a la administra-
ción de las diferentes isofo.rmas de los TGF-13 a 
cultivos de micromasas y viceversa. 

Estos experimentos ayudarían a establecer la 
secuencia en la que participan los TGF-fi y las 
BMP. Aunque para estos experimentos depende-
mos de que los investigadores que tienen las BMP 
quieran donarías o bien quieran colaborar. 

Para establecer el porqué cada isoforma del 
TGF-1.3 regula de manera diferente la expresión de 
la colágena tipo II y la proteína de unión así como 
de las diferentes moléculas que se expreSan en las 
condensaciones celulares, sería importante de-
terminar sí cada isoforma afecta directamente la 
transcripción de esos genes. O bien sí lo hacen a 
través de la expresión de diferentes factores de 
transcripción que actuarían en cascada. 

Finalmente, sería importante continuar con el 
estudio del TGF-f35, pero directom.ente en embrio-
nes de Xenopus. Con la ventaja de que existe un 
anticuerpo neutralizante comercial contra el TGF-
13.5, se puede determinar su patrón de expresión 
durante la embriogénesis y después intentar blo-
quear su función para establecer el posible papel 
de ese factor durante el desarrollo de Xettopus, 
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Nuestra vida y nuestra 
muerte son la misma cosa. 
Cuando nos damos cuenta 
cabal de ello, le perdemos el 
miedo a la muerte y a las 
verdaderas dificultades de la 
vida. 
Shunryn Suzuki. 
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