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Cuando la prictica es buena,
quizds uno pueda sentirse
orgulloso de ello. Lo que se
hace es bueno, pero entonces se
le ha afadido algo. Fl orgullo
sobra. El esfuerzo correcto es
deshacerse de lo que estd
demas. | |
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RESUMEN.

En este estudio se analizé la participacion de los factores de crecimiento
transformante (TGF-B) BI, 32, 3 v B35, en la regulacién de la diferenciacién
celular del cartilago en cultivos de células mesenquimdticas de la extremidad
embrionaria del raton. Los resultados mostraron que las cuatro isoformas
produjeron efectos diferenciales sobre el patrén morfogenético del cartilago y la
expresion de moléculas especificas del cartilago, en distintos estadios del
desarrollo. En el mesénquima de raton de T1.5 dias post coito (estadio 19), los
cuatro factores de crecimiento indujeron en las células la formacién de una capa
continua de cartilago.Iin conlraste, en el mesénquima de ratéon de 12 y 12.5 dias
post coito (estadios 20 y 21, respectivamente) los patrones morfogenéticos fueron
diferentes; los TGF-f1 y TGF-5 mantuvieron el efecto sobre la formaciéon de una
capa continua de cartilago, en tanto que los TGF-32 y TGF-f3 la cambiaron de un
patron de capa continua a uno nodular. Asimismo, se evaluaron las actividades
de los TGF-f sobre la expresion de la colagena tipo II, la proteina de union, la
actividad de la fosfatasa alcalina y la biosintesis de los proteoglicanos en el
estadio 20, ya que en éste ocurre el cambio en la respuesta de las células a los
TGF-B. Los TGF-pt y TGF-B5 estimularon en mayor proporciéon la expresion de
esas moléculas, en cambio los TGF-p2 y TGF-p3 lo hicieron en menor proporcién.
Al adicionar los TGF-f} a las células por periodos de 24 horas, en los dias 1y 2 de
cultivo, estimularon de manera muy semejante la diferenciacion del cartilago.

Durante estos dos dias de cultivo se inicia la formacion de las condensaciones

celulares, que llevan a la formacién del cartilago. Por lo tanto, el hecho de que los
TGF-f estimulen la condrogénesis en los dos primeros dias de cultivo sugiere que
los TGF-f participan en las etapas tempranas de la diferenciacion, tal vez al

estimular la formacién de las condensaciones celulares. De igual manera, los

TGF-B también estimularon la expresion de la N-cadherina, la N-CAM, la
fibronectina y la tenascina, las cuales son moléculas que participan en la
formacién y establecimiento de las condensaciones celulares. Esto apoya la

sugerencia de que los TGF-f participan en las etapas tempranas de la

diferenciacién del cartilago. Fmalmentc, hasta donde se tiene informacién, este

estudio reporta por primera vez la actividad biolégica del TGF-B5 y apoya la
sugerencia de que el TGF-35 de Xeuopuq es el equivalente funcnonal del 'IGF Bl_‘__ N
‘de mamiferos. |
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ABSTRACT,

The present study was performed to determine whether mammalian TGF-f
isoforms and Xenopus TGF-A5 elicit a differential chondrogenic response on
mesenchymal cells during mouse limb development. Results showed that TGEF-p
isoforms produced a distinct chondrogenic pattern depending of embryonic stage.
When they were applied to 5 days micromass cultures of limb mesenchymal cells
from embryonic stages 19, 20 and 21, a differential response to all four TGF-3
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-f1
and TGF-B5 than at stages 19 and 21, showing an entire cell layer of chondrogenic
cells with higher accumulation of extracellular matrix. The diminished effect of
TGF-f2 and TGF-f3 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. Likewise, at
stage 20 TGP-f1 and TGF-B5 enhanced the expression of sulfated proteoglycans,
type II collagen, cartilage link protein and alkaline phosphatase activity. In
contrast, TGF- 2 and TGT-3 caused less expression in the same parameters. Only
a transient exposure to TGF-B isoforms at days 1 and 2 of culture stimulate
chondrogenesis, indicating that TGF-§ isoforms could regulate chondrogenesis at
early stages of chondrocyte differentiation, since at this time is when the formation
of cellular condensations occurs. To confirm this sentence the expression of N-
cadherin, N-CAM, tenascin and fibronectin is stimulated differentially by all four
TGEF-B isoforms. Finally, in this study we report by first time the biological activity
of TGF-B5, and support the hypothesis that TGF-BI an‘d'TGF—BS are functional
equivalents. v | EE B S



VESUS CHIMAL MONEOY

EFECTOS DIFERENCIALES DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO
TRANSFORMANTE 1, B2, B3 y p5 SOBRE LA CONDROGENESIS
EN LAS CELULAS MESENQUIMATICAS DE EXTREMIDADES
EMBRIONARIAS DEL RATON.

Jestis Chimal Monroy

RESUMEN. En este estudio se analizd la participacion de los factores de erecimiento transformante
(TGEF-B) 1, B2, 33 y B3, en la regulacion de la diferenciacion celular del cartilago en cultivos de células
mesenquimdlicas de la extremidad embrionaria del ratén. Los resultados mostraron que las cuatro iso-
formas produjeron efeclos diferenciales sobre el patron morfogendtico del cartilago y la expresion de
moléculas especiticas del cartilago, en distintos estadios del desarrollo. En ¢l mesénquima de raton de
11.5 dias post coilo (estadio 19), los cuatro factores de crecimiento indujeron en las células la formacion
de una capa conlinua de cartilago.En conlrasle, en el mesénquima de raton de 12 y 12,5 dias post coilo
(estadios 20 y 21, respeclivamente) Tos patrones morfogendticos fueron diferenles; los TGF-B1 y TGE-35
mantuvieron el efecto sobre la formacién de una capa continua de cartilago, en tanto que los TGF-A2 y
TGF-33 la cambiaron de un patron de capa continua a uno nodular. Asimismo, se evaluaron las aclivi-
dades de los TGF-f3 sobre la expresion de la colagena tipo 1, la proteina de unién, la actividad de la fosfa-
tasa alcalina y la biosintesis de los proteoglicanos en el estadio 20, ya que en éste ocurre el cambio en la
respuesta de las células a los TGF-. Los TGF-il y TGF-#3 estimularon en mayor proporcion la expre-
sion de esas moléculas, en cambio los TGF-f2 y TGF-B3 lo hicieron en menor proporcion. Al adicionar
los TGF- a las células por periodos de 24 horas, en los dias 1y 2 de cultivo, estimularon de manera muy
semejante la diferenciacion del cartilago. Durante estos dos dias de cultivo se inicia la formacién de las
condensaciones celulares, que llevan a la formacion del cartilago. Por lo tanto, ¢l hecho de que los TGF-f

estimulen la condrogénesis en los dos primeros dias de cultivo sugiere que los TGF-f§ participan en las

etapas tempranas de la diferenciacion, tal vez al estimular la formacién de las condensaciones celulares,
De igual manera, los TGF-fi también estimularon la expresion de la N-cadherina, la N-CAM, la {ibronec-
tina y la tenascina, las cuales son moléculas que participan en la formacion y establecimiento de las con-
densaciones celulares. Eslo apoya la sugerencia de que los TGF-B participan en las elapas tempranas de
la diferenciacion del cartilago. Finalmente, hasta donde se tiene informacion, este estudio reporta_por
primera vez la actividad biologica det TGF-f33 y apoya la sugerencia de que el TGF-35 de Xenopus es el
equivalente funcional del TGF-B1 de mamiferos.

INTRODUCCION

El cartilago, como muchos olros lejldos con-
juntivos se caracteriza por su bajo contenido en
células y abundante matriz extracelular (MEC).
Durante el inicio de la vida fetal el cartilago forma
temporalmente la mayor parte del esqueleto, y
persiste en los mamiferos adultos en las superfi-
cies articulares de los huesos y como 6rgano de
sostén en las vias respiratorias y partes del vido.
La matriz extracelular contiene fibras cldsticas y
“coldgenas que aumentan la elasticidad y la fuerza
ténsil respectivameunte, 'y adaptan el tejido a los
Srequerimientos mecdanicos  de distintas regiones
del cuerpo. Las diferencias en tipo y cantidad de

fibras incorporadas a la MEC permiticron estable-

cer las bases de la clasificacion del cartilago; el

30‘

cartilago hialino, el car ttlnqo Plastuo y el fibrocartila-

El cartilago hialino liene aspecto de masa

translicida, forma las caras de los huesos en las
articulaciones, los cartilagos costales y los cartila-

gos «le la nariz, la laringe, la trdquea y los bron-

quios, En el feto, practicamente todo el esqueleto

estd formado por cartilago hialino, que después es .
substituido por hueso. El cartilago eldstico se pre-

senta en los silios en que se necesila apoyo y fle-

xibilidad, por ejemplo en el oido externo, el.con-
ducto auditivo, la epiglotis y los cartilagos de la

laringe. Su MEC, ademis de presentar coligenas,
se compone de fibras eldsticas, Por dltimo, el fibro-
cartilago se ubica en los sitios donde se necesita un

apoyo firme o fuerza ténsil. Se localiza en los dis-

cos intervertebrales, y en los dlau)s Cinlra-
articulares de algunas arllculucmnva Su MEC estd

formada princ 1palmunlc por haces densos de cnlu-

yvna«. 1

o

e

[



El cartilago articular es un cartilago hialino que
jucga un papel fundamental en la funcion normal
de todas las articulaciones, de manera que es ca-
paz de soportar las fuerzas de compresion, tension
y [riccion a las que estd somelido. Durante ef de-
sarrollo fetal y posnalal el carlilago sirve como un
Lejido intermediario en el proceso de la formacion
del hueso, a través del proceso de la osificacion
endocondral 2®  Incluso en los procesos de repara-
cion de fracturas, el cartilago es un intermediario
en la formacion y consolidacion del tejido dseo. El
cattilago que participa en la formacion del hueso
se le lama cartilago transitorio, éste se encuenlra de
mancra muy cevidente en la placa de crecimiento, en
la cual las células del cartilago, los condrocitos,
proliferan y maduran para después ser reempla-
zados por los osteoblastos durante la osificacion
endocondral. En un corle histologico de la placa de
creciniento, se observan cuatro estadios de desa-
rrollo; el cartilago en reposo, el cartilago en prolifera-
cion, el cartilago maduro y el cartilago hipertrifico.
En el cartilago en reposo existe una sintesis muy
baja del DNA, con una expresion moderada del
agrecano, las coldgenas tipo 11 y IX y una abun-
dante expresion de la tenascina-C. En la zona de
proliferacion, el cartilago presenta una lasa de sin-
lesis del DNA muy alta, con una expresion nula
del agrecano y muy baja de las colagenas tipo Il y
IX. En el cartilago maduro, la sintesis del DNA es
nula, la expresion del agrecano y de las coldgenas
tipo lly IX es muy alta. Finalmente, en el cartilago
hipertréfico no -existe sintesis del DNA, disminuye

la expresion del agrecano y de las coldgenas tipo 11
y IX'y se incrementa de manera muy importanle la

expresion de la coldgena tipo X. Asimismo, este
proceso de hipertrofia se contintia con una mine-
ralizacion de la MEC y una abundante expresion
de moléculas marcadoras de hueso, tales como la
osteonectina y la osteopontina, coldgena tipo Iy la
fosfatasa alcalina.
Al hacer una observacion radmluplm de las
bxlrc—mmlacleb de los vertebrados es evidente que
la forma de cada uno de los huesos es diferente.
Esta forma-se establece desde la umbrmgcnoms,
donde los moldes del cartilago se originan a partir

de las condensaciones del mesénquima que res--

ponden a seiiales provenientes de regiones especi-
Aicas del primordio de la extremidad.® Después de
recibir esas seiales, las células distinguen su posi-
cion y forman las estructuras correspondientes,

por cjemplo, en las regiones proximales de una -

extremidad anterior se formari el himero, des-
“pués la ulna y el radio y mds distalmente las fa-
langues de los digitos.® El proceso de la formacion

TGE-B Y CONDROGENESIS

del cartilago, denominado condrogénesis, s muy
semejanle en cada una de las estrucluras, es decir,
después de que existe una senal que induce la
condrogénesis en las células del mesénquima laxo,
¢stas se agregan para formar un blastema condro-
genico, o pavtir del cual se forma el cartilago.? La
morfogénesis de los primordios de cada uno de
los huesos es independiente del proceso de dife-
renciacion del cartilago, ya que al dispregar 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 hard una des-
cripcion de la formacion de las extremidades em-
brionarias y, después se enfocard al proceso de la
diferenciacién del cartilago.

Formacion de las extremidades embrionarias

La formacion de las extremidades embriona-
rias inicia cuando las células del mesodermo de la
placa lateral migran hacia una region cercana al
ectodermo. Este se engrosa como consecuencia de
tas interacciones inductivas entre el mesodermo y
el ectodermo, lo que da origen a la cresta apical del
ectodernio (AER por sus siglas en inglés), Una vez
formada la AER la extremidad se elonga y se cs-
tablece la polaridad proximo-distal. Subyacente a

la AER existe una zona celular con alta capacidad

proliferativa, denominada zoma de progreso, si la

'AER se elimina, la proliferacion celular en la zona

de progreso cesa y se detiene el desarrollo ulterior
de la extremidad. Por otro lado, en la partle poste-
rior de la oxtremldad se localiza una regiéon con

capacidad - para dmplr la polaridad antero-

posterior. Esta zona es Hamada zona de actividad
polarizante (ZPA). Cuando esta zona es transplan-
lada a regiones anteriores de la ('xlremldad sC

originan estructuras duplmadaa y en tmagen espe- -

cular, La ZPA manliene su aclividad por la pre-
sencia de la AER y viceversa. En lo que se refiere a

“la polaridad dorso-ventral, el ectodermo no perlo-

neciente a la AER, dirige ul mosénqtuma en el
establecimiento de la polar idad, pues la rotacion
de 180° del ectodermo, con respecto al mesoder-
mo, invierte la polaridad dorso-ventral (Fig. 1).59
Estudios recientes han permitido determinar
la naturaleza molecular de las sefales que estable-

cen los tres centros de induccion de las, polarida-
des  proximo-distal, antero-posterior y dorsos

ventral. Ademds de que muestran la estrechas
interacciones interdependientes que existen entre
tos cenlros, que Hevan a la iniciacion y- manteni-
miento del desmrollo de la extremidad do po-
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o5 Sin embargo, antes de explicar las interac-
ciones existentes enlre los Lres cenlros, se explicara
como ocurre la induccion de la extremidad em-
brionaria, '

Figura L. Esta figura muestra los tres centros de pulnruiad
que se establecen durante la formacion de las extremidades
embrionarias, ZPA significa Zona de Actividad Polarizante;
AER siguificn Apical Ectodermal Ridge.

Induccion de lo extremidad embrionaria
Experimentos cldsicos de Harrison!t mostra-
ron que el transplante del mesodermo de la region
presuntiva de la extremidad a un lugar ectopico
~origina una nueva extremidad, mientras que ¢l
transplante del ectodermo no tiene efecto alguno.
Por olro lado, Balinsky!? mostré que el implante
~de un eshozo nasal en el flanco del embrion entre
fa extremidad anterior y la posterior es capaz de
formar extremidades ectdpicas. Lo que indica que
el mesodermo de la placa lateral es competente
para ¢l desarrollo de las extremidades. Estos ex-
‘pe,l'l‘ml?ml()b, 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 actda.
- Experimentos realizados . en embriones de
pollo para prevenir, con barrreras impermeables,
la comunicacion entre el mesodermo y la presun-
liva region de la extremidad, y la eliminacion del
mesonefros por cirugia laser, sugieren que existe
alpguna senal proveniente del mesodermo inter-

medio entre Jos estadios 13 y 15 del embrion dJe
pollo, con capacidad de inducir la formacion de la
extremidad *™ En estas clapas del desarrollo
existe una expresion coordinada entre el factor de
crecimiento semejante a la insulina tipo | (IGE-1) y
su receptor.’ De igual manera se observd para el
factor de crecimiento fibrobldstico-8 (FGF-8), que
se expresa en el mesodermo intermedio y que
puede servir como inductor enddgeno de la ex-
tremidad, como lo sugiere o formacion eclopica
de extremidades con esferas cubiertas de FGF-8.16
Sin embargo, recientemente en pollos con la mu-

- lacién limbless no se encontré la expresion de FGF-

8 en la presuntiva region de fa extremidad, y ésla,
aunque de manera reducida, se formo.719  Esto
sugiere que debe existir otra sefial o senales, ade-
més del FGF-8 que sean capaces de inducir la for-
macion de la extremidad. El IGF-1 podria ser un
candidato para inducir la formacién de la extre-
midad, aunque no se ha evaluado su accion como
inductor de extremidades ectépicas. Una posibili-
dad alterna consiste en que tanto el IGF-1 y el FGF-
8 participaran en paralelo para llevar a cabo la
induccién de la extremidad. Por otro lado, los
FGF-1, FGF-2 'y FGF-4 inducen la formacion de
eercnudadvs ectépicas, pero estas moléculas no

- presentan” una distribucion espacio-temporal se-
I

mejante a la que presentan el FGF-8 o el 1GF-1 por
lo que se descartan como los induclores endoge-
nos de la furmacmn de las extremldades (Flf’ 2).%0

Polurzdad proximo- dzstal

La polaridad préximo-distal estd I‘Lbllladﬂ por
la AER. En esta region se expresan los FGF-2, FGF-
4y FGF-8.21:2216 | 05 FGF-2 y FGF-8 se localizan a
todo lo largo de la AER, mientras que el FGF-4 se
focaliza en la region posterior de la AER. Se men-
ciond previamente que la eliminacion de la AER

interrumpe el crecimiento de “la- extremidad,s9
‘pero la aplicacién de esferas recubiertas con los
FGF-2, FGF-4 y FGF-8 en‘el mosénqmmd posterior

distal, reemplaza a la AER y dirige el crecimiento

y la formacién complela de la extremidad. 20224

Esta misma serie de estudios mostrd que los FGF
no solo promueven la proliferacién del mesén-
quima, sino que ademds, mantienen la funcionali-

“dad de la ZPA. Cuando los FGF son aplicados en
regiones del mesénquima anterior, la ZPA 1o se-

manliene, aunque la proliferacion del mesénqmma

si oceurre, De acuerdo a su localizacion se sugiere
y FGF-8 inducen y mantienen la
| dCLlVlddd de la ZPA (Flb. 2)..28% Por otro lado, la

que los FGF-4

AER regula la proliferacion de Ya zona de progreso,

'pruhah]emenle a Lmvés, _do la expresion: dvl gen
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Evx-1, ya que la climininacién de la AER reduce la
expresion de este gen y la expresion del mismo
pucde mantenerse por la presencia del FGF.267
Por otro lado, se ha mostrado que el IGF-1 puede
estimular la proliferacion del mesénquima de la
extremidad y que ademds puede participar en la
formacion o mantenimiento de la cresta apical.2®
En términos del establecimiento del crecimiento
préximo-distal, se sugicre que el IGF-1 pudicra
regular la expresion de los FGF en la AER, y que
entonces los FGF sean capaces de regular la ex-
presion del IGF-1 en el mesénquima.? También
podria ocurrir que tanto el IGF-1 como los FGF
pudieran participar en el crecimiento proximo-
distal y en el establecimiento de la AER, donde tal
vez la expresion de uno dependa de la expresion
del otro o gue ambos puedan actuar en rutas para-
lelas (Fig. 3).

Polaridad Antero-Posterior. |

La polaridad antero-posterior de la extremi-
dad al parecer estd regulada por el gen sonic he-
dgehog (shh), este gen se expresa en la ZPA y el
implante de células que expresan el shh a la region
anterior de la misma es capaz de inducir duplica-
cién’ de estructuras en imagen especular.2? Antes
de determinar que el shh tuviera actividad polari-
zante se habfa considerado al dcido retinoico (AR)
como el morfégeno natural de la ZPA, ya que la
implantacién de esferas recubiertas de AR, en la
regién anterior, también induce estructuras dupli-
cadas y en imagen especular como sucede con los
implantes de la ZPA. No obstante, la distribucion
y concentracién de los receptores al AR y de las
protefnas de unién al AR en la extremidad hacian
dificil considerarlo como el morfégeno. En cambio
se sugirié que la posible funcion del AR sea la
induccion de la ZPA en el mesénquima . poste-
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rior, 303 a través de la expresion del gene shiln™ La
eliminacion de la AER suprime la actividad de la
ZPA y la expresion de shh, la aplicacion del FGF-4
reestablece la expresion del shhr y por lo tanto, la
actividad polarizante de fa ZPA 34 Por olro lado,

la expresion ectdpica del shi en la region anterior

estimula la expresion del FGF-4.3M  La expresion
del sith depende de la expresion de Hoxd-8, ya que
al inducir la expresion ectipica del gen Hoxd-8
ocurre la formacion de olra ZPA, con una expre-
sion ectopica de shi® Este a su vez  induce la
expresion del gen Gli-1 ¢ inhibe la del gen GI-3, y
Gli-1 induce la expresion del gen patched 3 Todo
eslo ocurre de una manera muy semejante a lo
observado durante la embriogénesis de Drosophila
con los genes homologos liedgelog, cubitus interrup-
tus y patched. ¥ Asimismo, los implantes eclopicos
de la ZPA y de células que expresan el gen shh
inducen la expresion de la proteina morfogenélica
del hueso-2 (BMP-2) en las células adyacentes.
La expresion de la BMP-2 requicre la presencia de
los FGF producidos por la AER2 y por lo tanlo, la
BMP-2 puede actuar como una molécula de sena-
lamiento secundaria, al promover la expresion de
los genes Hoxd11-Hoxd13 en el mesénquima3438 La
expresion ectopica de la BMP-2 en el mesénquima
anterior induce la expresion del FGF-4 enel AER y
Hoxd13 en el mesénquima®$3 Estudios in vilro
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 Wnt7A,4142 el cual regula la polari-
~ dad dorso-ventral ya que la eliminacion del mis-
mo en ralones provoca que las extremidades ten-
gan un doble patréon ventral#3: Por otro lado, la
eliminacion del ectodermo dorsal conlleva a la
pérdida de los elementos ebquolotu 0s posteriores
y a upa ausencia en la expression de shh4 La
pérdida del ectodermo dorsal puede ser substitu-

tida por células que expresan el gen Wnt7A. El-
implante de eslas células es suficienle para mante--

ner la expresion del gen shh en presencia de la
AER o FGF-4.4 El gen Wnt7A regula la expresidn

de LmxT en el mesénquima dorsal#® El gen Watha

se expresa en el ectodermo ventral pero su funcion
en ol establecimiento de la polaridad  dorso-
ventral se desconoce 4142 Por lo tanto, estos estu-
dios muestran que Wnt7A también tiene una cs-
trecha interaccion con los otros centros de polari-

Figura 3. En esta figura se indican lns interacciones mohcu-

dad, ya que la expresion de shh es mantenida por
Wnt7A y FGF-4, y la inleraccion entre estas moldé-
culas sirve para eslablecer 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 formacion del
patron espacial de la extremidad en sus tres ejes y
al control de su crecimiento. Con base en estos
antecedentes, en las siguientles secciones se sepala-
rin los procesos celulares y moleculares que lle-
van a la diferenciacion celular del carlilago en las
extremidades embrionarias.

lares que existen entre los tres centros de polaridad que se

Hevan a cabo en las extremidades cmbrwnnrms de pollo y

mt(m. Véasc d(’tallcs en f:l texto,

1

Dxfcmnciacmn celuhr de[ mmlago -

- Eb esquelelo en los vertebrados ostd fm'mado |
por carlilago y hueso y tiene miltiples origenes
embrionarios, éstos son la cresta neural, el mesoder-
mo cefilico, el mesodermo paraxial dorsal,'y el meso-

dermo lateral (Fig. 4). El esqueleto cramofacml sC

deriva de las células de la cresta nenral que migran
desde la region dorsal del tubo neural hacia los

diferentes arcos bmnqumlcs y otras rebu.mos de la

cara y Ja cabeza. Una vez que llegan a sus desli-

nos, las células se diferencian hacia - cartilago y

hueso. - El - mesodernio  cefilico mntnbuyL en’ la i

formacion de vcmm; huesos Lranunloq 2



Por otro lado, las costillas y las vértebras se
derivan a partir de las somitas, las cuales se for-
man por la segmentacion del mesodermo paraxial.

En la region ventral de las somitas ocurre una
conversion epitelio-mesénquima que da origen al
esclerotormno. Las células restantes de la region dor-
sal de las somitas forman el dermamiotomo, que
formard los precursores de la dermis y el tejido
muscular. Las células mesenquimaticas del escle-
rotomo responden a sefales de la notocorda y for-
man las vértebras y los discos intervertebrales. Las
células del esclerotomo lateral migran hacia los ex-
tremos para formar las costillas.6

Finalmente el esqueleto apendicular, se deri-
va del mesodermo lateral. La formacion de los hue-
sos de las extremidacdes requiere de la migracion
de las células mesenquimédticas precursoras (stem
cells) hacia los primordios de la mismas, donde se
agregan para formar los precursores condrogéni-
cos de los huesos larpgos.5¢ Posteriormente por el
proceso de osificacion endocondral se formard el
tejido 6seo0.3

Figura 4. En esta figura se nuestra un dmgmmn esquemriﬁ-
co de los orfgenes embrionarios del cartilago. (Basado de
Olson et al.,, 1996. The Ann of The NY Acad, Sci. 785:108-
118.)

La formacidon 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 formacién del esqueleto, esto es, agregacion de
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las células mesenquimdticas precursoras en con-
densaciones que crecen y se diferencian eventual-
mente para formar el cartilago y el hueso.#” En las
secciones siguientes se hard referencia de manera
particular a la formacion del cartilago en las ox-
tremidades. Una vez que ocurre la colonizacién
del primordio de la extremidad embrionaria por
las células mesenquiméticas 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.® La diferenciacion celular de
los componentes de la extremidad embrionaria
proceden desde la region proximal hacia la regién
distal. Como se menciond anteriormente, en la
region mds distal se encuentra la zona de progreso,
que mantiene a las células en constante prolifera-
cién y en un estado indiferenciado. Al continuar el
crecimiento de la extremidad, las células en proli-
feracion dejan de recibir los estimulos de la zona de
progreso e inician el proceso de la diferenciacion
del cartilago. 8
El programa de diferenciacién del cartilago,
durante la embriogénesis in vivo, se ha dividido en
cuatro fases. La primera fase se denomina mesén-
quima 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-
ldgena tipo ], la fibronectina, y el versicano.49-5 Al
elongarse la extremidad, las células mesenquima-
ticas dejan de recibir las sefiales de la zona de pro-
greso y se diferencian hacia cartilago. En este pro-
ceso ocurren cambios en la MEC, que favorecen
los contactos célula-célula y que llevan al estable-
cimiento del blastema condrogénico. En esta segunda
fase se expresan varias moléculas que favorecen
esos contactos celulares. Entre las més importan-
tes se encuentran la N-cadherinag,5 la. N-CAM,% la
tenascina,® los sindecanos 1, 2 y 3,576 proteogli-
canos ricos en sulfato de hepardn,§.52 glicoprotef-
nas compuestas principalmente por D-galactosa
(p1-3)-N-acetil-D-galactosamina, y N-acetil-gluco-
saming,% ademds de la coldgena tipo IIA.$ Al
culminar la formacion del blastema candrogémco |
cesa la expresion de esas moléculas e inicia la dife-
renciacién condrogénica con la formacion del cart-
lago maduro. Este se caracteriza por la presencia de
las coldgenas 1IB, IX y XI, el agrecano, la proteina
de unién, la proteina de la matriz del cartilago
(CMP), y la proteina Gla de la Matriz (MGP).66-69
Finalmente, antes de que se lleve a cabo la osifica-
cién, existe un cartflago intermediario que favore
ce la misma, éste es el cartflago hipertréfico. Se ca-
racteriza por la abundante expresién de la coldge-
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Figura 5. En esta jrgnm se mm'btra una representacion
simplificadn de la expresion de algunas moléculas durante las
etapas de la condrogénesis,

na tipo X, la fosfatasa alcalina, la osteopontina y la
osteonectina (Fig. 5).470

Cabe sefialar que de las cuatro fases del pro-
rama de diferenciacion del cartilago menciona-
das, es la del blastema condrogénico la que regula la
condrogénesis, ya que la agregacién celular coincide
con una disminucién de la proliferacion celular y
estimulacién de las actividades de los genes espe-
cificos del cartilago. Sin embargo, es importante
aclarar que aunque las moléculas que se expresan
en el blastema condrogénico son importantes en la
regulacion de los contactos célula-célula, su ex-
presion 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 mutacién de algunos genes de

la superfamilia del TGF-f} que intervienen en la

fase de la condensacion celular.? Por lo tanto, en
las siguientes lineas se indicard la probable parti-
cipacién de las moléculas que se expresan en el

blastemna condrogénico y después se hard referencia

a los miembros de la superfamilia del TGF-B y su
participacién en el establecimiento del blastema
condrogénico.

Caracteristicas moleculares del blastema condro-
génico

i) moléculas de la superficie celular y de la MEC
que parnc:pan en la formacion del -blastema candro~
génico »
La formacién del cartflago requiere una in-
duccién previa de las células mesenquimdticas

hacia el linaje condrocitico por factores de creci-
miento. Estas células responden a la informacion
presente en el embrion y la interpretan de acuerdo
a su posicion en el mismo para generar las estruc-
turas del esqueleto. Las agregaciones celulares que
llevan a la formacion del blastema condrogénico
dependen de que miembros de la superfamilia del
TGF-p promuevan los contactos célula-célula vy
célula-MEC, los cuales a su vez mantienen la for-
ma celular a lravés de las interacciones con el ci-
toesqueleto.

La N-cadherina y la N-CAM inician su ex-
presion en mayor proporcion que la tenascina, el
sindecano 3 y los proteinglicanos ricos en sulfato
de heparan (Fig. 5).4

Estudios de bloqueo de la funcién de la N-
CAM y la N-cadherina en embriones de pollo y
cultivos celulares, con anticuerpos especificos,
muestran que estas moleculas intervienen en la
formacion de las condensaciones celulares, al evi-
tar los contactos celulares 5455

Por otro lado, la degradacién selectiva con las
enzimas B-galactosidasa y la N-acetil-B-glucosa-
minidasa (GlcNAc-asa), de los residuos de la D-
galactosa (fi1-3)-N-acetil-D-galactosamina y la N-
acetil-glucosamina de glicoprotefnas presentes en
el blastema condrogénico evita la formacién de los
agregados celulares in vitro, La morfologfa de las
células se altera con el tratamiento enzimético, ya
que las células incubadas con f-galactosidasa pre-
sentan una morfologfa estrellada y de huso, mien-
tras que las células tratadas con GlcNAc-asa, pre-
sentan una morfologia bipolar.63

En el caso de la tenascina se ha observado
que interactia 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 condrocitos en substratos de
fibronectina y después se tratan con tenascina, sc

“induce la reexpresién de la colégena tipo I y la

formacién de n6édulos condrociticos.”t Otros com-

ponentes que intervienen en la formacién del bias-

tema condrogemco y que interactdan directamente
con la fibronectina son los proteoglicanos ricos en
sulfato de heparén, a través del dominio de unién
a la heparina en el extremo amino-terminal, El
bloqueo in vitro con un anticuerpo especifico de
ese dominio, as{ como la presencia del oligopépti-
do glicina-arginina-glicina, que contiene un de-
terminante repetido en el dominio amino-terminal
de la fibronectina, y la presencia de heparinasa en
el medio de cultivo, reducen hasta en un 50% la
formacién de las condensaciones celulares.61.62

Los sindecanos 1, 2 y 3 son proteoglicanos de



superficie celular ricos en sulfalo de heparin, re-
cientemenle se reporld que la neubralizacion del
sindecano 3 evila la formacion de condensaciones
celulares 59 Na se sabe cual pueda ser el papel
de los sindecanos 1y 2 en la formacion del blaste-
ma condrogénico.

En general eslos dalos muestran una relacion
muy estrecha entre todas las moléculas que parti-
cipan en la formacion del blustema condrogénico, ya
que, la neutralizacion de varios de cllos Hevan al
mismo resultado. Aunque la neutralizacion de los
proteoglicanos ricos en sulfalo de hepardn, sugic-
ren que ¢l proceso de condensacion celular es
asincrénico o que existe un mecanismo alterno que
lleva a la formacion de las condensaciones celula-
res. Probablemente la N-cadherina y la N-CAM
favorecen las primeras interacciones célula-célula,
lo que podria coincidir con una alla expresion de
la fibronectina, tenascina, sindecano 3 y protein-
glicanos ricos en sulfato de hepardan, La capacidad
adhesiva de la fibronectina podria ser bloqueada
por la presencia de Ja tenascina, ¢l sindecano 3 y
los proteinglicanos ricos en sulfato de hepardn
entre la fibronectina y los receptores celulares, lo

Figura 6. Estq figura muestra la relucidn que existe entre las
d:jcrentes moléculas que se expresan en Il etapa de conden-
sacion celular, La propiedad adhesiva de la fibronecting sobre
las células ¢s interrnmpida por su interaccivn con la tenasci-
na, los sindecanos y los proteoglicanos ricos en sulfato de
hepardn, Los contactos célula-célula son mediados por la N-
cadhering y la N-CAM, y tal vez por la expresion de glico-
proteinas ricas en [-galactosa 31-4 N-acetil-galactosaming y
N-ncetil-glucosamina.
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que llevaria al establecimiento del blastemu condro-
génico (Fig. 6). Se desconoce cual de eslas molécu-
las se expresa primeramente al iniciar la formacion
de las condensaciones celulares. Aungue por el
liempo de expresion de la N-cadherina y la N-
CAM in vitro? se sugiere que la N-cadherina
inicia las condensaciones celulares, y que su es-
tablilizacion depende de la expresion de la N-
CAM.

ii) Genes homeobox y factores de franscripcion que
participan en la condrégenesis

Existe una gran cantidad de informacion refe-
rente al origen embrionario del cartilago, sin em-
bargo, poco se conoce acerca de los mecanismos
que regulan la expresion de los genes especificos
del cartilago. En los iiltimos afos se han identifi-
cado varios genes que controlan el desarrollo del
esqueleto. Entre éstos tenemos a los Homeobox
(Hox), Pax, Escleraxis y Paraxis, Cart-1, runitB, Sox-8,
ck-erg y frzb. 73754085

Se sugiere que el papel de los genes Hox es el
de especificar la identidad celular a largo del eje
antero-posterior del embridn. Una posible funcion
de los genes Hox en el establecimiento de la iden-
Lidad de los elementos esqueléticos, es evidente
con el gen Hoxa-13. Al inducir una expresion cc-
topica de este gen, durante el desarrollo de la ex-
tremidad de pollo, se observa que el radio y ia
ulna, en las extremidades anteriores, y la fibula y
la tibia, en las extremidades posteriores, son mu-
cho mads cortos de lo normal y presentan una mor-

[fologia muy semejante a la de los huesos de la

mufieca y ¢l 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 ectopicamente el

gen, se observa que las células sc segregan de

aquéllas que no expresan Hoxa-13. Lo que sugiere
que el gen Hoxn-13 tiene efecto en la adhesividad
de las células que lo sintetizan.”

Los genes Paraxis y Escleraxis son miembros
de la familia de los factores de transcripcitn
bHLH (basic helix-loop-helix).7475 Entre los miem-
bros mejor caracterizados de esta familia se en-
cuentran los genes miogénicos, MyoD, Myf5, mio-
genina 'y MRF4, los genes neurogénicos NenroD y
los miembros de la familia Achaele scute en mami-
foeros y en Drosophila’7  Se sugiere que lanto

- Paraxis como Escleraxis participan en la ruta de

desarrollo que controla la formacién de las somi-
tas y el establecimiento de los linajes condrogéni-
¢08.7475 Durante el desarrollo embrionario - del
ratén, Paraxis se expresa en las células que forma-
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ran el mesodermo paraxial y se mantiene en una
expresion alta durante la formacion de las somitas
y lransitoriamente durante la formacion del escle-
rotorno. Es en esta dltima fase cuando se expresa
Escleraxis y declina la expresion de Paraxis. Ade-
mds, Escleraxis también se expresa en allos niveles
en las costillas, vérlebras y discos intervertebrales,
en los precursores condrogénicos del cranco y la
cara, y finalmente en los precursores condrogéni-
cos de las extremidades. Aunque hasta la fecha no
se sabe la funcion de estos genes en el desarrollo,
se cree que puedan participar en la especificacion
del cartilago, de manera simifar a como lo hacen
los genes miogénicos MyoD y Myf5 en la determi-
nacion de los precursores miobldsticos.”

El gen Pax-1 presenta un patron de expresion,
en el mesénquima del esclerotorno, muy similar al
que presenta Escleraxis. Sin embargo, Pax-1 sc
expresa en la region ventral media del esclerotomo
adyacente a la notocorda y Escleraxis en la region
lateral del esclerotonto, ademds Pax-1 se expresa
mds tlempranamente que Escleraxis.8

El gen Cart-1 con dominio homeobox presen-
ta una distribucion muy similar a la de Escleraxis
en los precursores condrogénicos de las extrenii-
dades, es decir, en el mesénquima en condensa-
cién y en los condrocitos tempranos del primordio
del cartilago.8!

Otros genes tales como ck-erg, runtB, Sox9 y
frzb también se expresan durante las fases de con-
densaciéon del mesénquima que llevan a la forma-
cion del blastema condrogénico.82-85 No se sabe cud-
les puedan ser sus funciones en la condrogénesis.
Aunque la expresion de ck-erg depende del TGF-p1
durante la induccién ectdpica del cartilago en el
mesénquima interdigital de la pata del pollo.sé

La superfamilia del TGF-

Entre los factores de crecimiento que regulan
de manera importante la diferenciacién del corti-
lago se encuentran los miembros de la superfami-
lia del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B).57%0 Antes de mencionar las funciones que
 tienen estos factores de crecimiento en la condrogé-

nesis, se hard una descripcion de los miembros de

la superfamilia y de sus receptores.

La superfamilia del TGF-p comprende una -

gran diversidad de factores de crecimiento con
gran capacidad multifuncional para regular la
proliferacién, la diferenciacién y la adhesién celu-
lares. La familia del TGF-B estd conjuntada por 5
miembros.#49 A la superfamilia del TGF-f tam-
bién la integran la familia de las Activi-

nas/Inhibinas® la familia MIS® y la familia
DPP/BMP/DVR®1% (Tabla 1), En general lodos
los miembros de esta superfamilia tienen diversas
funciones que incluyen, desde efectos en la em-
briogénesis temprana como en la diferenciacién de
lingjes especificos y en la organogénesis, tanto en
invertebrados como en verlebrados, hasta efectos
que llevan al control de la proliferacién celular.

Entre las funcionesde la familia de las activi-
nas/inhibinas destacan la capacidad de estimular
la secrecidn de la hormona estimulante del foli-
culo en las células de la hipéfisis anterior. Sus
miembros también participan en la diferenciacion
de las células eritroides, en la delerminacion de
los ejes embrionarios, en la induccion del meso-
dermo y del sistema nervioso de Xenopus, en el
desarrollo facial, de la epidermis, y de las vibrisas
del raton. 96100
La familia MIS esti 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 regresién del conducto de Miiller, especifico de
las hembras. 101

La familia DPP/BMP/DVR estd compuesta
por mds de 20 miembros entre los que se incluyen
a las proteinas morfogenéticas del hueso (BMP),%-
% los factores de crecimiento y diferenciacién
(GDF),10214 Jas proteinas morfogenéticas deriva-
das del cartilago (CDMP),102:104 Jos genes de Dro-
sophila decapentaplégico (dpp),1%® screw (scw)% y
60A7 Inicialmente las BMP fueron identifica-
das por su capacidad de inducir la formacién de
hueso en sitios ectdpicos en roedores.?? Sin em-
bargo, mds recientemente, se demostré6 que las
BMP también participan en la especificacién de
los ejes embrionarios y en una gran variedad de
tejidos y 6rganos durante el desarrollo de los ver-
tebrados. 9495

Finalmente, la fan‘uha del TGF-[S, compuesta‘

por 5 miembros, tiene una gran participacion en
fenémenos relacionados con el ciclo celular, en la
regulacién de la MEC, ya sea al estimular la pro-
duccién de componentes de la matriz extracelular
o al inhibir la degradacién de los mismos, a

través de la regulacién positiva de la expresion de

los inhibidores de las proteasas y la regulacién
negativa sobre las proteasas. También estimula los

- contactos célula-MEC y célula-célula, al promover
la expresion de las integrinas y de proteinas de

adhesién celular. Asimismo, participa en la dife-

renciacién celular de las células de Schwann en_el -
sistema nervioso, la diferenciacion del hueso, el

B e Ty
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TGE-B Y CONDROGENESIS

TABLA 1. SUPERFAMILIA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE-BETA*
DPE/BNMP/IVR

Activinas/Inhibinas

TGEF-31 n-inhibina
TGE-}32 Inhibina-fA-o
TGEF-p3 Inhibina-BB-o
TGF-4 Inhibina-iC
TGF-f35 Activina-pPA-A
Activina-pB-B

Activina-fA-BB

MIS BMP2
BMP3
BMP4
BMPS5
BMP6/Vgr-1
BMP7/0OP1
BMP8/OP2
BMP9
BMP10

"WTubla adaplada de las referencias 87-95

*En esta tamilia hay mds de 20 miembros, aqui sélo se mencionan fas BMF.
J

cartflago, el musculo, la hematopoyesis, etc.87-90.108
En general todos los miembros de la superfamilia
del TGF-J3 se unen a receptores especificos del tipo
de las cinasas de serina-treonina.87-90,109-111 Se sabe
que la interaccién del ligando con su receptor es-
timula la actividad de la cinasa de serina-treonina
en los dominios citoplasmaticos de los receplores
y esto induce la formacién de complejos de recep-
tores diméricos o multiméricos. Estos receptores
pueden ser divididos en dos grupos con base en
su homologia. 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 tdnico y un dominio intracelular rico
en serina/glicina, que precede inmediatamente al
dominio de cinasa de serina/lreonina. Los recep-
tores tipo II con actividad cinasa de serina-
treonina contienen un patrén de cisteinas extrace-
lulares similar al de los receptores tipo I. Presen-
tan también un dominio intracelular tnico, pero
carecen del dominio intracelular rico en seri-
na/glicina, que precede al dominio de cinasa de
serina/treonina, presente en los receptores tipo
L1911 Aunque ambos tipos de receptores contie-
nen dominios extracelulares de unién al ligando y
sitios de sefialamiento en sus dominios intracelu-
lares, no son suficientes esas caracteristicas para
que ocurra el efecto del ligando.112113 E] receptor
tipo II une al TGF-B en ausencia del receptor
tipo [ y la unién del TGF-f} al receptor tipo I re-
quiere la presencia del receptor tipo II. Para que
ocurra la transduccion de la sefial el receptor tipo

Il forma complejos heteroméricos con el receptor
lipo I, después de la unién del ligando.112114 [a
activacion de la transduccién de la sefial inicia
cuando el receptor tipo II transfosforila al receptor
tipo I en el dominio GS, activandolo para trans-
ducir las sefiales. Este proceso al parecer implica
fosforilacién de las proteinas MADR (mother
against dpp-related gene) que podrfan funcionar
como factores de transcripcién para generar res-
puestas especificas.114a

Existen otro grupo de proteinas que sin ser
receptores, tienen la capacidad de unir a algunos
miembros de la superfamilia del TGF-p. Estas
proteinas pueden enmascarar o estimular la fun-
cion de los ligandos. Entre estas moléculas tene-
mos a la folistatina!’® que tiene una gran afinidad
por la activina, de manera que regula negativa-
mente los efectos de la activina. El betaglicano, un

- proteoglicano unido a membrana tiene como fun-

cién la presentacién de los TGF-B, principalmente

- el TGF-p2, a los receptores tipo 1y II. Esta molécu-

la también puede presentarse en forma soluble, en
cuyo caso secuestra al TGF-f2 y evita la unién de
este factor a los receptores tipo 1y 11116118 Por el
contrario la endoglina una glicoproteina muy seme-
jante al betaglicano tiene afinidad por los TGF-p1 y.

* TGF-B3, pero no por el TGF-p2.1% La expresion en

la superficie celular del betaglicano no es detectable
en las células endotehales que expresan la endogl:- |
na.
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Localizacion in_situ de los micmbros de la super-
Jamilia del TGF-}, durante el desarrollo del carti-
lago, y su correlacion con anormalidades del desa-
rrollo esquelético

Durante el desarrollo temprano de la extremi-
dad del embrién del raton se observa que las
BMP2, BMP4 y BMP7 se expresan igualmente en
la AER y diferencialmente en el mesénquima.™ La
BMP2 se encuentra en la region posterior de la
extremidad, en las zonas interdigitales y cuando
ocurre la formacion de los digilos se ubica alrede-
dor de ellos, después en las arliculaciones y en los
cojinetes 120 La BMP4 presenta una expresion
alta en el mesénquima anlerior y poslerior, asi
como en la zona de progreso, en los interdigitos y
finalmente también en las articulaciones y en los
cojinetes 12 Lg BMP7 se localiza de mancra difu-
sa cn todo el mesénquima y en proporciones ele-
vadas en las zonas interdigitales, cuando ocurre la
formacion de los digitos y desaparece, al igual que
las BMP2 y BMP4, para cuando ha finalizado la
muerte celular programada en las zonas interdigi-
tales. #4120 Por otro lado, la BMP5 se expresa du-
rante la condrogénesis de la oreja en las zonas de
condensacion celular de la base y el pabellon, asi
como en regiones de condensaciones celulares en
las costillas.'®t  Las BMP2 y BMP7, también se
encuentran en regiones del pericondrio de las
coslillas y las vértebras.!20 La BMP4 estd presente
solo en ciertas regiones del lado dorsal y ventral
de las vértebras. 2213 La BMP6 se expresa en las
regiones centrales de las coslillas y vértebras cor-
vicales y en el cartilago hipertrofico de las extre-
midades.! S5in embargo, ninguna de esas 5 molé-
culas se expresa en las zonas de condensacion
celular, que dan origen al blustenia condrogénico en
las extremidades. '

Los ratones con la mutacion short ear (se) se
caracterizan ,por presentar orejas muy cortas, un
craneo mds amplio y nariz mds corta que los ralo-
nes silvestres. Ademads, la mutacién se afecta el
tamano y la forma de otros elementos esqueldli-
cos.1 Recientementle, se determiné que el gen que
es mutado en los ratones se codifica para la
BMP5.1%5 De manera, que se entiende que la mu-
tacion de este gen provoque que el tamaiio de la
oreja sea muy pequeiio, ya que la BMPS s la tini-
ca BMP que se expresa en las condensaciones celu-
lares de esla estructura, y no existe otra BMP que
pudiera substituir la mutacion de BMP5. En un
ostudio con ratones deficientes de BMP7 se obser-

vo que el desarrollo de las coslillas, el crdneo y los
digilos se ve afectado; ademads, la ausencia de la

BMP7 origina polidactilia en las extremidades
posteriores, 12

El GDF5/CDMP1, a diferencia de las moléculas
anteriores, se expresa en las zonas de condensa-
cion celular y el cartilago de los huesos de la ex-
tremidad humana y del ratén.'0208 Ly CDMP2 se
expresa en el carlilago hipertrdfico al igual que la
BMP6.19 El papel del GDF5/CDMPT es evidente
en la mutacion del locus brachyopodism (bp) en ¢l
ratén, que corresponde a la mutacion del pen
GDF5/CDMP1.102 Esta mutacion se caracteriza por
reducir el tamanio de los huesos largos en las ex-
tremidades, y cambiar el ndmero de falanges en
todos los dedos de las extremidades (anleriores y
posteriores). Ademds, allera las condensaciones
celulares, de manera que in vitro se observa que
las células mesenquimdlicas de ratones bp forman
pocos agregados celulares en comparacion con las
células normales.!? La adicion de GDF5/CDMP1 a
cultivo de células derivadas de extremidades do
ratéon normal estimula la agregacion celular y la
condrogénesis.!?® Recientemente se reportd que una
condrodisplasia en humanos se asocia a la muta-
cion del gen GDF5/CDMP1, este desorden genéti-
co en humanos es [enotipicamenle similar al ob-
servado en la mutacion bp en el raton. 1™

La distribucién de los TGF-p1, TGF-f2 y el
TGF-f3 durante la condrogénesis en el ralén varia
con cada region del esqueleto y con la edad del
Lejido. De manera que el TGF-B2 es el factor que se
observa mds temprano en la diferenciacion del
cartilago durante el desarrollo de las extremidades
embrionarias, al expresarse en las etapas de con-

densacion celular.'? Los TGF-B2 y TGF-33 también

se abservan en las condensaciones celulares que
llevan a la formacion de las vértebras.1291% El
TGF-p1 se observa muy débilmente en el carlllclgo
de las extremidades y el del esternén.13 Mds ade-
lante en el desarrollo del raton, el TGF-[B s ex-
presa en el pericondrio de muchos elementos carti-
laginosos del oaquelolo axial.122130 En el pollo no
se observa la expresion de las isoformas del TGF-fs
en las regiones de condensacion celular, pero es
evidente en los condroblastos, condrocitos en pro-

liferacion, hipertroficos y en zonas de cartilago
calcificado.’ Hasta la  fecha no se ha reportado
ninguna anormalidad del esqueleto asociada a una

expresion alterada de cualquiera de las isoformas
del TGF-B. El TGF-f5 es un factor que solo se ex-
presa en Xenopus al inicio de la nourulam’m, an

tejidos adultos lales como el higado, eatomapo, |

rinon, pulmonc‘; y corazon. Presenta mayor homo-
logia con el TGF-f1 de mm_mfcms. y TGF-f4 de
pollo que con los TGF-p2 y TGF-{i3.164

o = mw m e e m oa -
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Cultivos De Micromasa.

Antes de describir los efectos de los factores
de crecimiento sobre la condrogénesis, es necesario
incluir una scccion que defina a los cultivos de
micromasa, ya que este sistema experimental es la
base para la evaluacion de los factores de creci-
miento sobre la condrogénesis obtenida de células
mesenquimiticas de extremidades embrionarias.
Ademas, 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.’? Estos cultivos se desarrollaron comao
una estratepgia lécnica para implementar una gran
canlidad de cultivos celulares a partir de un nu-
mero reducido de células. Existe un factor impor-
tante que regula fa diferenciacion del cartilago en
estas condiciones, que es la densidad celular al
inicio del indeulo para su cultivo, Durante el desa-
rrollo normal de la extremidad es evidente que la
densidad celular se incrementa  al iniciar la for-
macion de las condensaciones celulares. Mientras
que en las regiones que no dan origen al cartilago
la densidad celular es baja. Se ha observado que la
condrogénesis que se lleva  a cabo en cullivo es
similar al que se desarrolla in vivo.'® 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 2x10°
células 0 mis en 10 microlitros de medio de culti-
vn, estas condiciones de alta densidad, favorecen
la formacion de los agregados celulares que llevan
a la formacion de los nédulos del cartilago, mien-
tras que cultivos similares pero sembrados a bajas
densidades no formardn cartilago o lu lmmn de
manera muy reducida, 132184 :

Un aspeclo muy importante del sistema de
micromasa es que los procesos celulares que Jle-
van a la condrogénesis recapitulan la secuencia de
procesos observados in vivo. Esto ha permitido
delerminar las actividades: hislogénicas que tiene
el mesénquima de extremidades  embrionarias
para desarrollar {a wnd;ogvncs:s en varios estadios
de desarrollo, tanto del pollo como del raton. Los
resultados muestran que existe una ctapa critica
para el desarrollo del cartilago en ambos modelos,
“esto es, cultivos de meséngquima de extremidades
de embrion de pollo en los estadios 17 al 19, y del
estadio 15 del embrion de raton, forman agrega-
dos celulares sin formar nodulos de cartilago. Sin
embargo, solo los cullivos de mesénquima del
estadio 19 del embrion de pollo son capaces de
formar cartilago en presencia del dibutiril AMP
ciclico. A Lravés de este mismo sistema de cultivo

TGF-§ Y CONDROGENESIS

se ha podido determinar que el mesénquima en
las extremidades embrionarias no es homogéneo
en su capacidad condrogénica, asi como en su
respucsla a factores externos. 213 Ademds, este
sistema ha sido usado para delerminar los efectos
sobre la condrogénesis de factores de crecimiento,
acido relinoico, fibronecling, elc, 135137

El papel de los factores de crecimiento de la super-
familia del TGF-3 en la condrogénesis

Desde el trabajo clasico de Urist,® se sabe
que la implantacion del polvo de hueso desmine-
ralizado en sitios subculdneos o intramusculares
induce la formacion de cartilago y de hueso. Pos-
teriormente, se aislaron dos factores inductores
del cartflago, a partiv de hueso desmineralizado,
Estos dos factores presentaron homologia con los
TGF-A1 y TGF-p2,140142 Por otro lado, también se
han aislado las BMP del hueso desmineralizado,
con capacidad para inducir la formacion de hueso
y.cartilago en sitios ectpicos.?! Actualmente se
han identificado 13 BMP, todas ellas presentan
homologia con el TGF-f,% a excepcién de la BMP-
1, que presenta una estructura primaria distinta y
homologfa con la proteinasa C de la procoldge-
na, 143

Las isoformas del TGF-[i ejercen efeclos inhi-
bidores o estimuladores sobre la condrogénesis in
vitro, que dependen del origen embrionario, el

- estadio de diferenciacién de las células, asi como

de las condiciones de cultivo. Los TGF-p1, TGF-32
y TGF-f3 estimulan la condrogénesis en cullivos
de micromasa de células mesenquimaticas de ex-
tremidades embrionarias de pollo en los: estadios
de desarrollo 22/23 y 23/24, en presencia de sue-
ro.13814-147 Egto se logra al adicionar los TGF-§ por
2 horas al inicio del cullivo o durante los dias 1y 2
de cultivo de extremidades completas de los es-
tadios 23/24, 135146 . Estos factores estimulan la
produccion de la coldgena lipo 11, el agrecano, la

sintesis de proteoglicanos, la actividad de la fosfa-

tasa alcalina y la acumulacion del azul de Alciano
pH 1.0* en la MEC.13514147 Se obtuvieron efectos
similares a partir de una exposicion continua a los
TGF-p1 y TGF-p2 en células de la punta de laex-
tremidad, que incluyen a las células de la zoma de
progreso, o de mesénquima de extremidades com-
pletas del estadio 24 de desarrollo o por una ex-
posicion de 3a 6 horas de TGF-pl al inicio del
cultivo de células de extremidades completas de
los (‘StcldIOb 22/23.7%15 Ademds  de: oqumular :

“Lat tincidn con azul de Alciano pit 1o duhnquu MI C riun en gh’mmmmm— :

*glicanus sulfutados,
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la condrogénesis, también se observo un incremento
en la expresion de la fibronecting en las conden-
saciones celulares. 5 Sin embargo, en las extromi-
dades posteriores se observo que el TGF-B1 esli-
mula en mayor proporcion la expresion de la fi-
broneclina y se ve asociada a un incremento de la
condrogénesis, ast como a un cambio en el patron
motfogendtico de las condensaciones celulares,
esto es, de un patron nodular a uno de capa conti-
nua de cartilago. 48149 Por otro lado, se observo
que ¢l TGF-pl estimula la expresion de la N-
cadherina, ¥ que al igual que la fibronectina, se
incrementa en las condensaciones celulares, En el
raldn se encontrd que el TGF-p1 regula la diferen-
ciacion del cartilago de la cipsula 6tica, al modu-
lar las interacciones epitelio-mesénquima que lle-
van a la condrogénesis. Este cefecto parece ser siner-
gético con el FGF2.150-152

En otros estudios se encontrd que los TGF-31 y
TGF-p2 reprimen la condrogénesis en los estadios
23/24 y 24/25, en presencia del 0.5% de suero,!®
aunque esta inhibicién es revertida por la adicion
de las BMP3 y BMP4.154155 La adicion de las BMP3
y BMP4 estimulan la expresion de la coldgena tipo
11, la sintesis de proteoglicanos y la acumulacion
de azul de Alciano en la MEC en los estadios
24/25 de desarrollo del pollo.+1% En los estadios
21/22, ta BMP2 estimula la condrogénesis ¢ inhibe
la miogénesis, 15 mientras que en los estadios
23/24 o 25 es mas efectiva en su estimulacidn
cuando se aplica después de que se formaron las
- condensaciones celulaves, 154155 no  asi para las
isoformas  del  TGF-f,donde su accion es mads
efectiva cuando se administra antes de la forma-
cion de las condensaciones celulares,135,145-147,153

Otro grupo de moléculas de la superfamilia
del TGF-f, que regulan la diferenciacion del
cartilago en células mesenquimiticas son la activi-
na y la inhibina. 86157 En un estudio se muestra que
la activina inhibe la condrogénesis en el mesénquima
de las extremidades de pollo en el estadio 24 de
desarrollo, al disminuir la expresion de la coldge-
na tipo Il, la sintesis de proteoglicanos y la acumu-

lacion del azul de Alciano en la MEC5? Mie'ntras
que en otro estudio en el mismo sistema experi-

mental, pero en los estadios 22/23 se observo que
la Activina estimula la condrogénesis, al incremen-
tar el tamaiio de las agregaciones celulares y esto

- coincidié con un incremento en la expresion de la

N-CAM y la lenascina.5 La Inhibina también es-
timuld la’ condrogénesis al incrementar fa expresion
de la coldgena tipo 1, la sintesis de proteoglicanos
y la acumulacion de azul de Alciano en la MEC en
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las celulus de extremidades embrionarias de pollo
en el estadio 24,197

Estos estudios sugieren que las diferenles iso-
formas del TGF-B pueden regular la diferenciacion
del carlilago de células mesenquimaticas de ox-
tremidades de pollo in vitro, de manera semejante
a las BMP. Parccer ser que las isoformas del TGF-
participan en etapas anteriores a la condensacion
celular y que estimulan la expresion de la N-
cadherina y la fibronectina, mientras que las BMP
lo hacen en etapas posteriores. Sin embargo, no se
sabe si la condrogénesis cstimulada por las BMP,
ocurre a través de la expresion de moléculas ca-
vacleristicas del blastenta condrogénico.

Otras moléculas que regulan la condrogénesis in

La vitaming D es un estimulador de la condro-
génesis en cultivos de células de extremidad de
pollo en el estadio 24 de desarrollo, a través de la
expresion de la coldgena tipo 1 y el agrecano,ss
Ademds, incrementa la expresion de la  N-
cadherina y disminuye la del TGF-f32,14615 | os
autores sugieren que esta hormona, al incrementar
la expresion de moléculas de adhesion, regula
negativamente la expresion del TGF-32.1% El efec-
to de la vitamina D sobre la condrogénesis parece
estar mediado por los receptores VDR/RXR
(vitamin D receptorfretinoic X receptor).163

El dcido retinoico (AR) es un factor multifun-
cional que también presenta actividades biolégicas

sobre la condrogénesis. El AR estimula la diferen-

ciacion del cartilago a bajas concentraciones (5

‘ng/ml) y la inhibe a altas concentraciones (50

ng/ml), en cultivos de mesénquima de extremi-

- dades de pollo de los estadios 23/24 de desarro-
0137160162 E] efecto del AR depende de la posi-

cion de las células en la extremidad embrionaria y
del estadio de desarrollo, De manera que a la con-
centracion de 5 ng/ml las células de la region
proximal de los estadios 21/ 22 no acumulan una

MEC positiva al azul de Alciano, como lo hacen

las células de la region distal de los mismos esla-

“dios y células de las regiones subdistal y distal de

los esmdms 23/24.160 También, se. obscrvun 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
23/24.16t De igual manera, se observd que ol 9-cis

AR también estimula la condrogénesis, pero anta-
;rom/a el efecto estimulador de la vitantina D, L

[ —_—
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En el presente estudio se describen los efectos
diferenciales de cualro de la isoformas de la fami-
lia del TGF-Ji sobre células mesenquimaticas de la
extremidad embrionaria, durante varios estadios
del desarrollo del raton. Estos efectos han sido
estudiados como casos aislados en embriones de
pollo; sin embargo, antes del presente estudio no
se reportd Lrabajo alguno que mostrara los efectos
de los TGF-p sobre mesénquima de la extremidad
del ratén. Por otro lado, la expresion de las iso-
formas del TGF-p en pollo no se observa en las
regiones de condensacion celular de las extremi-
dades. 31 Mientras que en e} raton los TGF-31,
TGF-B2 y TGF-B3 se expresan en regiones de con-
densaciones celulares de los diferenles elementos
esqueléticos, Esto sugiere que las isoformas del
TGF-f} puedan tener efectos distintos sobre la dife-
renciacion del cartilago en el mesénguima del
raldn, en comparacion con el sistema de pollo. Por
lo tanto, en este estudio nos enfocamos a  de-
terminar los efectos de las isoformas del TGF-3
sobre la condrogénesis en el mesénquima de ex-
tremidades embrionarias del raton. Esto con el fin
de pudor distinguir si la morfogénesis y la dife-
renciacion del cartilago son reguladas de manera
independiente por las isoformas del TGF-f, af
igual que la expresion de moléculas marcadoras

de la diferenciacién del cartilago. Por todo esto Jos

objetivos de este estudio fueron;

1) determinar si las células mesenquimaticas
de extremidades anteriores de raton embrionario
en los dias 11, 12 y '12% post coito (estadios 19, 20 y
21 del desarrollo, respectivamente) responden
diferencialmente a cada una de las isoformas del

TGF-B. Este objetivo se establecié con el fin do
observar si existen diferencias en la respuests de

las células a los TGF- -p durante el dvsarm]lo de las
extremidades.

2) Evaluar si las isoformas del TGF -ﬁ pmducnn
un estimulo diferencial sobre marcadores especifi-

cos del cartilago, en células mesenquimaticas de -

extremidades anteriores de raton embrionario en
el vsladlo 20 de desarrollo.

© 3) Establecer si los efectos de las isoformas del
- TGF-$ en la estimulacion de la condrogénesis son
mediados a travds de moléculas especificas del
blastenia condrogénico, tales como la N-cadherina, la
N-CAM, la tenascina y la fibronectina,

- 4) Finalmente, con base en la alta homulogm en
la secuencia de genes que hay entre el TGF-p1 de
mamiferos y el TGF-BS de Xenopusi®t decidimos
comparar los- efectos del TGF-B5 y del TGF-pI

15

sobre Lo condrogénesis en células mesenguimaticas
de extremidades anteriores de raton embrionario,
con el objeto de determinar si esta homologia se ve
reflejuda en o funcionalidad de ambos factores,
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RESULTADOS

En esta seccion se mostraran los resultados del
presente trabajo y se hardan a través de la presen-
ltacion de copias de los articulos publicados y al
final de la seccion se presentaran algunos resulta-
dos adn no publimdn‘s En ol primer articulo se
prosenta la validacion del sistema experimental
desarrollado en el presente estudio, Para eslo
evaluamos el efecto de un extracto proteico de la
region del cemento del diente, sobre celulas me-
senguimaticas de embrion de raton, sembradas en
micromasa y la propiedad adhesiva sobre con-
drocitos de esternén de rata. En el extracto se en-
contraba presente la proteina de adhesion def ce-
mento (CAP). En este estudio encontramos que el
extracto es capaz de incrementar la formacion de
nodulos de cartilago, el depositlo de la MEC posi-
tiva a azul de Alciano y la sintesis de glicosami-
noglicanos. Ademads de presentar actividad mito-
génica y de estimular la mineralizacion de la
MEC, asi como la actividad de la fosfatasa alcalina
en cullivos a largo plazo. En los condrocitos se
observd que el extracto estimula su adhesion de
una manera dosis-dependiente. Hasta antes de
este trabajo, se sabfa que proteinas del diente
promueven la condrogénesis y mineralizacion in

vivo ¢ in vitro, pero este trabajo muestra por pri-

mera vez que componentes especificos del cemen-
o tienen la capacidad de estimular esos proce-
s$0s, 138

En el segundo y en el tercer articulos se des-
criben los resultados centrales de la presente tesis.
En éstos se muestra que las cuatro isoformas del
TGF-f regulan diferencialmente la condrogénesis en
los tres estadios de desarrollo examinados. Por un
lado son capaces de alectar el patrén morfogendti-
co del cartilago y por otro la expresion de la cold-

gena tipo 11, la proteina de unién, la actividad de

la fosfatasa alcalina y la biosintesis de proteoglica-
nos. La diferenciacion del cartilago es estimulada
cuamlo los TGF-p se administran durante los dos
primeros. dias de cultivo. Esto sugiere que los
TGF-f podrian actuar durante las fases que llevan
a la formacion de las condensaciones celulares,
Fmalmcnlo, en la Gltima parte de esta seccion
“se describen los efectos de las cuatro isoformas del
'TGF -p sobre la expresion de la N-cadherina, N-
CAM, tenascina y fibronectina, para determinar la
participacion de los TGF-p en la formacion de las
- condensaciones celulares. Los resultados muestran
que las cuatro isoformas del TGF-j también regu-
lan diferencialmente Ja expresion de la fibronecti-

na, la tenascina, la N-CAM y la N-cadhering, lo

que su pwro una posible participacion de los TGF-f3

en el establecimiento del blastema  condrogénico
durante ol desarrollo del cattilago in vivo en ol
raton,
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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 low metabolic turnover rate and the
laborious dissecting procedures required to obtain
enough tissue to study its chemical and biological
properties. Aucording 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 influence their extracellular mat-

rix (ECM) synthesis (3-10), Recently, a partially

purified cementum extract with an M, of 55,000
has been isolated. It promotes the attdchment of
periodontal h,g,ament fibroblasts and seems to be
[ocated only in cementum (11). Although we do
not know if this human cementum extract contains
a single prolein, 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-
tro and in vivo and because cementum resembles
bone, it was thought that cementum protein ex-
tract in the M, 55,000 range might also regulate

cartilage and bone differentiation. In this report,
the action of M, 55,000 cementum protein extract
(CPE) on mesenchymal cells isolated from stage 19
mouse embryo forelimb buds is described.
-Cementum protein extract was obtained as de-
scribed elsewhere (14). Briefly, 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 qlmrp Gracey curettes
under a stereoscopic microscope. Approxmmtcly

100 g of wet weight hcdlthy cementum were ob-.

tained and extracted in 4M guanidine HC for 7

~ days at 4°C. The protease inhibitors, | mM N-

ethylmaleimide and phenyl methane sulfonyl

fluoride, 25 mM EDTA and 1 pg/ml leupeptin and-
- pepstatin were added. The extract was subjected -

to DEAE-cellullose ion-exchange chromatography

| ‘and the proteins were eluted with 0.5 M NaCl.
This fraction was eclectrophoresed onto SDS-
PAGE 12.5% cross-linked slab gels. Gel bands re--

presenting an M; 55,000 were cut from the gcl and
the proteins uontamed ‘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.

Serum albumin was used as the standard (IS)

Since the mesenchymal cells at embryonic stage
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19 are a heterogencous population of cells which
do not express the cartilage phenotype, chondro-
cytes were thought to be the ideal cells to deter-
mine whether cementum extract promoted cell
attachment. Chondrocytes were obtained from
adult rat sternum as follows: the apex of the ster-
num was minced with sterile scalpels and digested
with 0.25% porcine trypsin for 30 min at 37°C. The
minced tissue was washed with DMEM and re-
digested with 0.25% type I collagenase for 3 I at
37°C. The cell suspension was washed wilh
DMEM supplemented with 10% FBS. Only pri-
mary cultures were used for the attachment activ-
ity experiments. Twenty-lour multiwell Costar
plates, not treated for tissue culture, were incu-
bated with I, 5 and 10 ug/ml CPE. The protein
extract was dissolved in PBS and the plates were
incubated overnight at 4°C. The plates were then
washed with PBS. Non-specific binding was block-
ed with 2 mg/m! BSA in serum free media for | h.
Chondrocytes (2X10%), were resuspended in serum
frec media, plated and allowed to attach for | h.
The unattached cells were then removed with PBS
and the attached cells were evaluated according to
Hayman 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 nm. Wells coated with
5 pg/mi of type 1 collagen served as a positive con-
trol and serum free media as a negative control,
Attachment assays were performed in triplicate
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 ug/ml
CPE, as shown in Fig, 1 (p<<0.01). No significant
attachment was observed with the ncgatwc con-
trol.

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

- Briefly, limb buds from embryonic stage 19 Balb/c

mouse fetuses were dissected and digested with a

mixture of 0.1% pou,ine trypsin and 0.1% type 11
collagenase for 30 min or until a single mesenchy-
mal cell suspension was obtained. Cells were resus-
pended at a density of 2X10”/ml in DMEM
supplemented with 10% FBS. To obtain micromass

cultures drops of 10 ul were plated in 48 multiwell

Costar plates 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: suppio-
mented with 10% FBS, The cultures were fed on
each subsequent day by medium replacement with
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Fig. 1. Chondrocyte attachment promoted by CPLE. The results
are expressed as percentages of 3 difterent experiments.

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

To determine whether the increase in the num-

ber of cartilage nodules and accumulation of al-
cian blue were due to mitogenic activity of CPE,
embryonic limb bud mesenchymali cells were cul-
tured under micromass conditions in the presence
of 0.2% FBS. Briefly, 2X10° fetal limb bud cells
were resuspended in 10 x4l of DMEM supple-
mented with 10% FBS, plated and allowed to

“attach for 2 h. The cultures were made quiescent

by incubation with serum free media for 48 h. The
media was replaced with fresh serum free media
containing different concentrations of CPE. After

2 h of incubation, new serum free media with 5

,uCl/ml [*H] thymidine was added. Six h later the

micromass cultures were washed with ice cold PBS,
fixed with 10% TCA, picked up.in 1.0 N NaOH

and the mdnoactw:ty counted. CPE was mitogenic

to the embryonic cells at 1 ug/ml (89.88%). The
activity decreased at 5 ug/ml (61:46%) and had no

effect at 10 pg/ml when compared to 10% PBS
uscd as a positive control (table 1), |

* When it was determined that CPE was mitogenic

for the mesemhymdl cells, the CPE was evaluated to

determine whether it stimulated proteog,lyc'm syn-
thesis per cell or whether the increase of accumu- -

lation of alcian blue positive ECM was due to a

larger number of colonies. To determine sulfated
protwglycan bynthems and: glycosammoz,lycan-
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Fig. 24. CPE cnhanced the number of cartilage nodules repre-
senting cartilage, Fig. 2B. CPE promoted chondrogenesis based
on accumulation of alcian blue into ECM. Results are expressed
as percentages of triplicates. Inset: Photomicrograph of: A)
10% FBS. B) 5 ug/mi CPE showing the number of modules and
accumulation of alcian blue promoted by CPE in relation to
the control. Bar=0.5 mm.

(GAGs) composition, micromass cultures of em-
bryonic limb bud mesenchymal cells were incubated
with § ug/ml CPE and the cultures were isotopically
labeled with 5 #Ci/ml Na,*SQ, for 6 hin 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 (Sigma Chemical CQO.) was used to evalu-
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Fig. 3. 5 pg/ml CPE significantly stimulated the incorporation
of sulfate into the ECM of the micromass culture,

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

Mitogen CPM X [0~ Yo
10% FBS 20223 100.00
CPE 1 jg/ml 18.1+0.7 89.88
CPE 5 pg/ml 124£1.0 61.46
CPE 10 pg/ml 32408 1597
0.2% FBS : 2.6%0.3 -

W MeanSD of triplicates of [*H) thymidine uptake.

ate heparan sulfate biosynthesis. This enzyme was
prepared at 0.1 mg/ml in acetate buffer pH 7.0, Ten
gl of the sample and 30 ul of enzyme solution were
then incubated at 37°C for 15 h, Digestion of chon-

- droitin sulfate was achieved with testicular hyalu-

ronidase at 10,000 U/ml in 0.1M NaCl/0.5M
sodium acetate buffer pH 5.4. The samples were in-
cubated as described above. Dermatan sulfate was
digested with 2.5 U/ml chondroitinase ABC pre-
pared in Tris-HCI 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, (I18) and resuspended

in 10 4l of deonized water. Incorporated radioac-

tmty for each GAG was measured in Bray’s sofu-

tion in a scintillation counter, Sulfate incorporation

was shown to be stimulated by 126.31% with 5 ug/

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, dermatan sulfate and keratan sulfate were
not affected by CPE. These findings suggest that
CPE promotes total proteoglycan bynthems but not
specific GAG synthesis.
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cells E19. A) control 10% FBS, B) § ug/ml CPE. Nodule min-
eralization of cultured micromass in 10% FBS supplemented
with 50 gp/ml ascorbic acid and 1077 M dexamethasone and
stained with alizarin red S, C) control 10% FBS, )) 5 pg/mt
CPE. Bar=20 um.

Since bone derived ECM molecules have shown
osteogenic inductive properties, an examination
was made to determine whether CPE promoted
the expression of 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 above 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 fi-glycerophosphate for a longer period
of time (28 d). The cultures were stained with aliz-
arin red S and evaluated by light microscopy. CPE
at 5 ug/ml increased the formation of mineralized
nodules over the control (Fig. 4C, D). 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-
ctan 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 indicate that CPE highly promotes difteren-
tiation in mesenchymal cells. The radiolabeling ex-
periments indicated that CPE promoted total
proteoglycan synthesis but it did not affect the
kind of GAGs secreted into the ECM in E19 cells.
However, in mesenchymal cells from stage 20
mouse embryos, CPE had 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 indicates that CPE exerts a
regulatory role on the expression of the cartilage
phenotype, depending on the embryonic develop-
mental stage. The extract also stimulated a mito-
genic response in limb bud mesenchymal cells.

[t 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 several proteins. It is possible that one of 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 maximal response was obtained in
the range of ug/ml instead of ng/ml. Both alkaline
phosphatase and mineralization were maximal in
the presence of 5 ug/ml CPE while proliferation
was maximal at a concentration of |1 ug/ml and
chondrocyte attachment at 10 ug/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 chondrogenesis 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-
odontal regeneration, since there is evidence that
progenitor cells of the periodontal tissues reside in
paravascular areas 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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AND LINO DIAZ DE LEON?

Department of Cell Biology
Instituto de Investigaciones Biomédicas
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Several reports have suggested a key role of mammalian TGF-B1, TGF-B2, and TGF-
B3 on chondrogenic differentiation of chick embryonic limb bud mesenchymai cells,
However, in the chick embryo system it is not possible to differentiate the effects of
distinct TGF-B isoforms because they promote chondrogenesis 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.'~> The present study was
performed to determine whether mammalian TGF-3 isoforms and Xenopus TGF-f3
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, cultured. in micromass conditions,
evoked a differential response to all four TGF- isoforms depending of the embryon-
ic stage. The regulation of chondrogenic differentiation was evaluated by the accu-
mulation of cartilage extracelfular matrix in micromass cultures during 5 days of cul-
ture. At stage 19 the three mammalian TGF-§ isoforms and an amphibian TGF-f iso-
form increased the accumulation of cartilage matrix (Fic. 1) and formed a uniform
sheet of chondrogenic cells, instead of a nodular pattern as observed in the controls.
At stages 20 and 21 all four TGF-B isoforms elicited a different response than that
obtained in stage 19, TGF-B1 and TGF-B5 stimulated the accumulation of cartilage
matrix to levels above those elicited by controls and treated cultures during stage. 19
(Fia. 1). This increase in cartilage matrix production was accompanied by the forma-
tion of an entire cell layer of chondrogenic cells, In contrast, mesenchymal cells
evoked a different response to TGF-B2 and TGF-B3 compared with the response to
TGF-B1 and TGF-B5. The production of cartilage matrix at stages 20 and 21 was -
maintained at levels similar to those of stage 19, but presented a nodular pattern of .
chondrogenic cells instead of a uniform sheet in stage 19 under equal experimental
conditions. These data suggest that limb bud mesenchymal cells changed their com-

*This work was supported by PAPIID Grant IN205293 and PADEP Grant 030318 from UNAM
and ASPID, S.A. de C.V. grant. - .
bTo whom correspondence should be addressed.
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Figure 1. The effect of TGF-B isoforms on the accumulation of cartilage extracellular matrix
on limb bud mesenchymal cells at embryonic stages 19, 20, and 21. Micromass cultures at day
5 of culture were stained overnight in 1% Alcian blue in 3% acetic acid, pH 1.0, cultures were
rinsed in 3% acetic acid and distilled water. Bound stain was exwacted overnight with 0.3-mL
4-M guanidine hydrochloride with agitation and quantitated using an ELISA reader at a wave-
length of 600 nm. Data are in percentage of stimulation in relation to controls and represent the
means # the standard deviation from 4--5 cultures of three separate prcrumnts All valuc
have a P < 0.01 (vs. controls).

petence for TGF-B isoforms during mouse development. It is interesting to study
whether the decrease in the responsiveness to TGF-B2 by mesenchymal cells during
limb mouse development can be explained by the absence of betag,,lyudn in the cellu-
lar membrane, as suggested in other systems,®
On the basis of higher responsiveness to TGF-B1 and TGF- B5 llnn to T(JP B2
and TGF-BJ by mesenchymal cells at stage 20, we conducted this study at this stage,
by evaluating proteoglycan metabolism, the expression of collagen II, and alkaline
p}msphatase activity. Regarding proteoglycan metabolism we found that the produc-
tion of sulfated proteoglycans on day 5 of culture was enhanced by 1.54-, 1.0-, and
0.34-fold above controls as an effect of TGF-B1, TGF-35, and TGF-B3, while TGF-
B2 was not able to stimulate them. On the other hand, the rate of catabolism of pro-
teoglycans as effect of all TGT-f3 isoforms was very similar under al} conditions as-
sayed. These results suggest that accumulation of the cartilage matrix and formation
of a uniform sheet of chondrogenic cells in mesenchymal cells by effects of TGF-1
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Figure 2. TGF-B isoforms regulate the synthesis of sulfated proteoglycans, depending on the
time of addition to the cultures. Growth factors were added to micromass cultures at those con-
centrations in which a maximal response of cartilage extracellular matrix accumulation was ob-
tained. Addition was at times 0120 h, 0-24 h, 24-48 h, 48-72 h, 72-96 I, and 96--120 h, All
cultures were incubated with *¥S-sulfate during 6 h at day 5 of culture. Cultures were then
washed six times with PBS. Washed micromasses were solubilized in 1-N NaOH and neutral-

~ized with T-N HCI before counting in a liquid scintitfation counter for the determination of *°S
incorporated radioactivity. Data represent the mean 4 standard déviation from three cultures for
each time point treatinent of two separate experiments, 2 < 0.01 (vs. controls).

and TGF-BS5, can be explained by a higher synthesis and a lower catabolism of pro-
teoglycans, Instead, for TGF-B2 and TGF-B3 the decrease in the accumulation of car-
tilage matrix and formation of a nodular pattern may be explained by dt.cu.ased syn-
thesis and lower catabolism of proteoglycans.

In addition to the regulation of proteoglycans metabolism by TGF- isoforms, we
observed differential regulation of collagen I1. In the control cultures, collagen 1l was
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evident only in the nodular regions, while TGF-B1 and TGF-BS increased the pro-
duction of collagen 1, showing a pattern of immunoreactivity in the entire cell layer.
TGE-B2 and TGE-B3 showed a light increase in the production of collagen 11 above
controls, showing immunorcactivity in the internodular region, in addition to carti-
fage nodules, suggesting that TGE-B isoforms regulate cartilage-specific molecules.
Regarding alkaline phosphatase activity the production and pattern were very similar
to that ebserved for collagen T1, except that TGF-f32 produced a higher increase than
TGF-R3. Finally, to determine the period of action of TGF-B 1soforms, these were
added to the culture at intervals of 24 h. FiGure 2 shows that all four TGF-B isoforms
enhanced the higher production of proteoglycans when they were applied during the
first 2 days of culture, suggesting that TGF-§ isoforms muay regulate chondrocyte dif-
ferentiation at early stages of differentiation.

In conclusion, this work provides evidence that TGF-31 and TGE-f5, in addition
to a high aminoacid sequence homology, present similar biological activities, sug-
gesting that TGF-BS may be the equivalent of mammalian TGF-31,
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ABSTRACT The present study was performed to determine whether mammalian TGF- P isoforms
and Xenopus TGF-[i5 elicit a differential chondrogenic response on mesenchymal cells during mouse
limb development. Results showed that TGF- § 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 differential response to all four TGF- f§
isoforms assayed was observed. By stage 19 the cells formed a uniform sheet of cartilagecells; by stage
20, mesenchymal cells were more responsive to TGF- A1 and TGF- {5 than at stages 19 and 21, showing
an entire cell layer of chondrogenic cells with higher accumulation of extracellular matrix. The
diminished effect of TGF- 32 and TGF-f3 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- 1 and TGF-
B5 enhanced the expression of sulfated proteoglycans, type Il collagen, cartilage link protein and
alkaline phosphatase activity. In contrast, TGF- 32 and TGF-}3 caused less expression in the same
parameters. Only a transient exposure to TGF- B isoforms at days 1 and 2 of culture stimulate
chondrogenesis, indicating that TGF- [ isoforms could regulate chondrogenesis at early stages of
chondrocyte differentiation. However, when TGF- | isoforms were applled to low density cultures of
mesenchymal cells, chondrogenesis was enhanced only by 25%, suggesting that TGF- [} isoforms
enhanced cartilage differentiation to higher levels in micromass cultures than In sltuations In which
ltttle or no chondrogenic differentiation normally occurs.

KEY WORDS: cartilage, chondrogenesis, hmb development, mesenchymal cells, TGF-p isoforms )
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Introduction

During limb embryogenesis, undifferentiated mesenchymalcslis |

migrate to the limb bud from the Jateral plate mesoderm,; later they
- condense to give rise to chondrogenic blastema and begin to
- synthesize and deposit extracellular matrix (ECM) components

characteristic of cartilage. Condensing mesenchymaditferentiates

further into chondrocytes, which gradually undergo a process of
hypertrophy, mineraiization 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- B) family among
others (Solursh, 1989; Carrington and Reddi, 1991; Reddi, 1992,
1994 Elima, 1993; Cancedda et al., 1995). .

The TGF- family consistsof five protelns with wide-rangmg and
opposute effects on many cellular processes such as control of cell
proliferation and differentiation. The amino ‘acid sequences of

TGF-P isoforms show approximately 70% homology among ditfer- .
entmammalian species, Chicken TGF- [34 and frog TGFo 35 present

homologies with.mammalian'TGF.- f1 of 82% and 76%, respec-
tively, suggesting that TGF- 14 and TGF-B5 are the chick and frog

‘homologs of mammalian TGF-B1 (Kondalah et al,, 1990; Burt and

Paton, 1992).

Among thediverse roles of TG F-p isoforms incell dilferentiation
are those related to chondrocyte differentiation. They exert both
stimulatory and Inhibltory effects on cartilage ceils In vitro, depend-
ing on their developmental origin and stage, as well as culture .

_ conditions, In micromass cultures of chick limb mesenchymal cells,

many growth factors elicit different responses when added

- exogenously. Exposure to TGF-(1, TGF-p2 and TGF-B3 in the

presence of serum stimulate chondrocyte differentiation on mes-
enchymal cells obtalned from chick embryos at stages 22/23 and.
23/24 (Kulyk et al., 1989; Carrington and Reddi, 1990; Schofield
and Wolpert, 1990; Leonard et al., 1891; Roark and Greer, 1994,

~ Tsonis et al., 1994). In the presence of 5% serum, TGF- B1 and
* TGF-p2decrease chondrocyte differentiation at embryonlc stages

23/24 and 24/25 butthis inhlbltlon Is avonded by BMP 3 and BMP

Ablzrrvmﬂ'um used in this paper:
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4 (Carrington and Reddi, 1991; Carrington etal., 1991; Chen et al.,
1991). These reports suggest that TGF-p1, TGF-2 and TGF-3
are key regulators of the chondrocyte differentiation of chick
embryonic limb bud mesenchymal cells in vitro as are BMPs
(Carrington etal., 1991, Chen et al., 1991; Roark and Greer 1994).
However, TGF-p isoforms do not induce cartilage and bone in
ectopic sites as do BMPs (Wozney et al., 1988).

Other molecules that regulate chondrocyte differentiation of
chick embryonic limb bud mesenchymal cells are activin and
inhibin{(Chen etal., 1993; Jiang etal., 1993). Anincreaseinthe size

of precartilage nodules and in the expression of N-CAM and

~ tenascin occurs as a consequence of activin administration (Jiang
- etal,, 1993). Similarly, vitamin D enhances chondrogenesls (Tsonis,
1991} and the expression of N-cadherin and alkaline phosphatase
in chick limb bud cells (Tsonis et al., 1994); It also downregulates
 TGF-p2 expression, suggesting that vitamin D upregulates cell
adhesion molecules which, in tumn, downregulate TGF-B (Del Rio-

“Tsonis et al., 1994). Finally, retinoic acid (RA) Is a multifunctional
factorwithrmportantactivities on chondrocytedlﬂerenhetion Chon- -

- drogenesis in embryonic chick limb mesenchymal cells is stimu-

5 - lated ata concentration o(10 hg/ml, whereas at concentrations up

50 ;tg!mlihslnhlbited (Paulsen etal., 1988). lts effects inmouse

~ limbbud mesenchymal cells is mediated by RA receptor-p2 (Jiang

et al.,, 1995). In chick craniofaclal mesenchyme the inhibition or

stimulation of chondrogenesis by RA depends on the developmen-
tal stage and origin of tissue (Langille et al., 1989).

In the current study, we have evaluated the effects of mamma-

lian TGF-B1, TGF-32 and TGF-B3 on the chondrogenic differentia-
tion of mouse embryonic limb bud mesenchymal cells and deter-
minedwhetherthese effects could be different in embryonic stages
19,20 and 21. In addition, we evaluatedthe effects of another TGF-
B isoform (Xenopus TGF-5) on the same model. The high homol-

3 1¢ D A 10

CONCENTRATION {ng/ml)

ogy between TGF-B1 and TGF-f5 led us to investigate whether or
not TGF-PB5 could regulate chondrocyte differentiation in mouse
limb bud cells.

Our results showed that all four TGF-B Isoforms elicited a
differentlal response on mouse limb bud mesenchymal cells de-
pending on the embryonic stage. At stage 20, they differentially
regulated the expression of specific cartilage matrix components.
When all four TGF-f isoforms were administered during the first
two days of culture chondrogenesis was enhanced, while at day 5
of culture it was inhibited, and TGF-p2 and TGF-f3 had no effect.

~ In low density cultures, all four TGF-B isoforms slightly promoted
‘chondrogenesis, suggesting that they stimulate cartilage ditferen-
tiation to higher levels in micromass conditions. rather than in
situations in which little orno chondrogenic differentlation normally
‘occurs. Based on the reported homologles between TGF-B1 and
TGF-B5 (Kondaiah et al,, 1990; Burt and Paton, 1992), andonthe
biological activities reponed in this work, we support the sugges-
tion that Xenopus TGF-p5 is equivalent to memmalzan TGF-B1.

Resuus

" Effects of TGF-ﬂ 1, TGF-ﬂz TGF-ﬂa end TGF—ﬂS on In vitro
chondrogenesis
- Totest the functionality of the TGF-f isoforms used in this work, -
* we evaluated them in chick embryo limb bud mesenchymalcellsat -
stages 23/24 seeded atmicromass cultures Inthe presence ¢ of 10%
'FBS during 6 days. The results obtained indicate that all four TGF-
pisoforms stimulated the accumulation of cartilage matrix and 358-
~ sultate incorporation into proteoglycans. TGF-p1 showed an'in-
crease on synthesis of proteoglycans by 250%; TG F-B2 by 230%;
TGF-§3 by 220% and TGF-85 by 240% above controls (P<0.01).
These results are comparable with those obtalned by Kulyk et al.”
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Fig. 2, influence of TGF-§1, TGF-$2, TGF-$3 and TGF-f5 on chondrogenesis paﬂorn. Micromass cultures at day 5 of culture were stained with Alcian
bius, cells from stage 19{A-E}, stage 20 {F-J}, and stage 21 {K-O) were culturad as micromass cuituras without TGF-g isoforms (A,F and K) or with 10
ng/ml TGF-B1 (8,G and L), 1 ng/mi TGF-82 (C.H and M), 10 ng/m! TGFAP3 (D, and N) and 10 ng/m! TGF.85 (E.J and O}, Bar, 0.5 mm

(1989), Leonard el al. (1991), Roark and Greer (1994) and Schofield
and Wolpert (1990).

Once the functionality of TGF- isoforms was estabiished, we
examined the possible role of TGF-g isoforms in the regulation of
chondrogenic differentiation on the accumulation of cartilage ma-
trix In mouse limb bud mesenchymal cells, plated In micromass
culture conditions. Micromass cultures were prepared from the
cells comprising stages 19, 20 and 21 mouse limb buds. All four
TGF-pisoformselicited a differentlal response onchondrogenesis,
depending on the developmental embryonic stage (Figs. 1and 2).
Atstage 19 we added different concentrations of TGF-p1, TGF-p2,
TGF-A3 and TGF-85 to micromass cuitures. A gradual increase In
the accumulation of Alcian blue, pH 1.0-positive ECM, became
apparent after 5 days of cuiture (na dose-dependent fashion, inthe
presence of 5 ng/mi TGF-g1 and 10 ng/mi TGF-5 the accumula-
tion of Alclan blue-positive ECM was enhanced by 75% above

controls, whereas 10 ng/ml TGF-g2 and TGF-f3 increased the

accumuiation of Aiclan blue-positive ECM by 55% above controls
(Fig. 1). Atstage 20, the response of mesenchymai cells to different
TGF-p isoforms was dose-dependent, except tor TGF-p2. The
accumulation of Alclan blue-positive ECM was different for each
growth factor; the stimulation was 6§75% for 10 ng/ml TGF-g1 and
590% for 10 ng/mi TGF-A5 above controls, while for 1 ng/mi TGF-
g2 and 10 ng/ml TGF-3 the stimulation was 55% above controls
(Fig. 1). Finally, the dose-dependent effect of TGF-B lsoforms was
maintained at embryonic stage 21, although the accumulation of
Alclan blue-positive ECM was decreased when compared tostage

20. In the presence of 10 ng/ml TGF-B1 and 5 ng/ml TGF-g5, the
accumuiation corresponded to 455% and 211% above controls,
respectively, Regarding TGF-p2 and TGF-B3, 10 ngmi of both
factors enhanced accumulation of Alclan blue-positive ECM by
75% above controls (Fig. 1).

By morphological analysis we observed that TGF-B isoforms
regulate the pattern formation of Alcian biue-positive nodules (Fig.
2). At embryonic stage 19 TGF-p-treated cultures promoted the
formation of a unform sheet of Alclan biue stained cartitage matrix
(Flg. 2A-E). At embryonic stage 20 mesenchymal cells showed a
strong decrease in thelr response to TGF-p2 and TGF-B3, exhib-
iting Alclan blue positive cartilage nodules separated by muchnon-
chondrogenic tissue (Fig. 2H and 1). Also, TGF-p1 and TGF-B5
promoted a striking (ncrease (n the uniform mass of staining
cartiiage matrix and decreased non-chondrogenic areas in the
micromass cultures (Fig. 2G and J). For embryonic stage 21, the
fuslonof cartllage nodules was stili presentat 10 ng/mi TGF-p1and
TGF-85 (Fig. 2Land O), while TGF-p2and TGF-p3didnotincrease
the fuslon of cartilage nodules (Fig. 2M and N). '

Since TGF-p1 and TGF- as regulate the fusion of Alclan blue-
posttive cartilage nodules and promote the accurnulation of Alcian
blua-positive ECM much better than TGF-p2 and TGF-3 at

embryonic stages 19,and 21, we further analyzed the effects of #20 #

TGF-g Isoforms on maaenchymal cells trom embryonlc slage 20

Metabollsm o!pmtaoalycam
TGF-ptand T GF-ﬁs enhanced the synthesls of protaogiycans
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in micromass cultures to higher levels from the third day of culture,
compared to TGF-B2 and TGF-f3. € /xiay 5 of culture TGF-f 1,
TGF-p5 and TGF-A3 at a concentralldn of 10 ng/ml enhanced the
synthesis of proteoglycans by 1.54-, 1.0- and 0.34-fold respec-
tively above controls, while TGF-B2 did not stimulate proteoglycan
synthesis (Fig. 3a). The increase In the accumulation of sulfated
glycosaminoglycans (GAG) into proteoglycans was not due to
oversulfation of GAG chalns, since the Incorporation of 3H-
glucosamine into GAG, which occurred in the presence of TGF-p
isoforms, resembled the incorporation of 3S-sulfate (Fig. 3b).
TGF-p1, TGF-p5 and TGF-B3 enhanced 3H-glucosamine incorpo-
ration by 1.57-, 1.06- and 0.34-fold respactively above controls,
However, TGF-f2 did not promote the Incorporation of 3H-
glucosamine into GAG (Fig. 3b).

SH-thymidine Incorpomlon
The Incorporation of 3H-thymidine by mesenchymal cells was

measturedin micromass cultures atdays 1,3 and 5 of culture (Table
1). At day 1 of culture only TGF-B3 docreased IH-thymidine
incorporation, whereas TGF-81, TGF-2 and TGF-B5 had no :

effect. At day 3 of culture TGF-p1 and TGF-B5 presented no

- significant differences as compared with controls, TGF-p2 In-

creased *H-thymidine incorporation and TGF-B3 showed a slight
decrease, Finally at day 5 of culture there were no significant
duﬂerences between controls and TGF-B troated cultures.

chulatlon of lypa ] collagon, cartllago llnk protein and |

alkaline phosphatnc activity

To determine the specificity of the eﬂects of TGF-f1, TGF-ﬁz
TGF-B3 and TGF-P5 on chondrogenic differentiation, the expres-
sion of type If collagen and cartilage link protein was evaluated

(Figs. 4 and 5). By iImmunofiuorescence siaining all four TGF-f

isoforms stimulated the expression of type |l collagen above
controls (Fig. 4a). Nevertheless, with TGF-B1 and TGF-B5, an
entire cell layer of chondrogenic cells expressing type Il collagen
was observed, instead of a nodular pattemn as seen with TGF-f2
and TGF-33 (Fig. 4a). Westemn-blot analysis showed that all four
TGF-B isoforms increased type |l collagen expression. However,

Dayw in Cullure

aye i Cylture

such increase was more pronounced with TGF-B1 and TGF-35
(Fig. 4b). Scanning densitometry of western-blots showed that
TGF-B1, TGF-p2, TGF-p3 and TGF-B5 enhanced type Il collagen
exprassion by 2.57-, 1.34-, 1,.59- and 1 86 fold, respectively (Fig.
40).

The immunofluorescence stainlng for cartilage link protein
showed a pattern similarto that obtalned for type i collagen. TGF-
1 and TGF-B5 showed immunoreactivity on the entire cell layer,
whilein TGF-p2 and TGF-B3 treated cultures a nodularpattern was
observed (Fig. 5a). Western-blot analysis showed that all four
TGF-B Isoforms Increased cartilage link protein expression (Fig.

* 5b), Scanning densitometry of westem-blots showed that TGF-f1,

TGF-B2, TGF-f3 and TGF-B5 enhanced cartilage link protein
expresslon by 2, 40-, 1 .21-, 1.48- and 1.93- fold raspectivaly (Fig
5c).

Alkaline phosphatase actlvity was diﬂerentlally stlmulated by

_ TGF-p isoforms. TGF-p2 and TGF-B3 promoted alkaline phos-

phatase activity In intemodular regions, while in control culturas it -
was only seen In nodular reglons, TGF-$1 and TGF-p5 enhanced

the _activity by forming a unlf_orm shest of_ alkaline phqsphatase- o

| TABLE 1
EFFECTS OF TGF-81, TGF-82, Tes-sa, mo wr-sa ON |
~ INCORPORATION OF *H-THYMIDINE BY MOUSE LIMBBUD
MESENCHYMAL CELLS IN mcnom\ss CULTURES

Day ,1H-thymidme mcorporutlon (CPMng DNA} %

7 3 8
Control 68684550 | 87264747 | 79174348 - |
TGF-1 64584651 | 80261945 | 79111508
TGF-82  8098:788 |  116781588°|  8520:630.
TGFA3  48204860'|  6570776°| 70533802
TGF-85 60244866 | 74892588 70743759

‘Data are given as average CPM;-,standard davaatlon of tnphcates . PSO 05

aagne cobu_mns ! and3

vs controls.
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Fig. 4. Influence of TGF-fl isoforms on type I collagen expression. {a} /ndirect immunefluorescence for type Il collagen in the presence of TGF-g1,
TGF-f2, TGF-B3 and TGF.B5, viewed under confocal microscopy. Mesenchymal cells were cuftured as micromass cultures without TGF-g isoforms of
with 10 ng/mi TGF-B1, 1 ng/mi TGF-p2, 10 ng/mi TGF-B3and 10 ng/ml TGF-B5 to determine the presence of type Il collagen. Bar, 100 um. (b} immunoblot
analysis of type Il collagen was obtained from control cultures and TGF-B treated cultures at day 5 of culture. Protein load was 40 ug/fane in the SDS-
PAGE. (¢} The expression oftype l collagen was usedas cartilage marker and is given in arbitrary units, as measured by scanning densitometry of 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 performed to quantitate alka-
line phosphatase activity. TGF-p1increased alkaline phosphatase
activity by 100% above controls, while TGF-§2, TGF-3 and TGF-
p5 by 35%, 35% and 60% respectively (Fig. 6b).

TGF-B Isoforms regulate chondrogenesis depending on the
stage of cartilage ditferentiation

Todetermine the time when TGF-g isolorms affect cell ditferen-
tiation of llmb mesenchymal 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 proleogiycans were evaluated on
the fifth day of cuiture (Fig. 7). Exposure to TGF-$1 and TGF-p5 for
0-24, 24-48 and 48-72 h periods had an enhancing effect on the
accumulation of Alclan biue-positive ECM (Fig. 7B-D and Q-S).
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. 78-D and Q-S). When TGF-31 and
TGF-p5 were added after 72-96 and 96-120 h a decrease in the
stimulation of chondrogenesis was observed {Fig. 7E-F and T-V).
Exposure to TGF-B2 during 0-24 and 24-48 h produced a slightly
diffuse mass staining of cartilage matrix (Fig. 7G-H). For TGF-A3
the enhancement effect on cartllage matrix was at the puise 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 elfect on the stimulation of
cartilage matrix formation (Fig. 71-K and N-P).

To quantitate chondrogenesis enhancement by growth factors
we determined the synthesis of sulfated protecglycans at day 5 of
culture. Cultures without growth factors were considered as con-
trols. Exposure to TGF-g1 for 0-24, 24-48, and 48-72 h promoted
70%, 80% and 70% respectively as compared to culiures exposed
along a 5 day period. When cultures of 72-96 h were exposed to
TGF-p1, the incorporation of 38-sulfate on proteoglycans was
very similar to controls, while at 96-120 h perlod the incorporation
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Fig. 6. Effect of TGF-B isoforms on alkaline phosphatase activity. (a} Masenchymal cells were cultured as micromass cultures without TGF-fisoforms
or with 10 ng/mi TGF-f31, 1 ng/mi TGF-B2, 10ng/mi TGF-B3 and 10 ng/mi TGF-(5 to determine alkaline phosphatase activity. Bar, 0.5 mm. (b} Quantitation
of alkaline phosphatase activity was achieved in 3 cultures of 2 separate experiments after extraction with 10% SDS. Data are representad as %
chondrogenasis to indicate the proportion of chondrogenesis stimulation; control culturaes had an OD 1000f 0.230+0.015; TGF-1, 0.468+0.032; TGF-f2
and TGF-33, 0.352+0.029 and 0.360+0.037; TGF-p5, 0.372+0.031.

Aﬁ(md Awrens etak. (i9317)

21 in the absence of growth factors occurs in a similar way lo that
described by Owens and Solursh (1981}, The histogenic potential
of mesenchymal cells to originate chondrogenic nodules is lost as

developmental stages progress.|In contrast, equivalent stages of

‘chick embryo 1o those of mouse embryo do not show differences
in the chondrogenic potential throughout develogmenti'IAhrens at’

]

In this study mouse whole limb cells showed differential re-
sponses to TGF-f3 isoforms, according to their developmentat
stages, suggesting that competence for TGF-§ isoforms by mes-
enchymal cells changed during development. There are three

dwrahtypes of receptorsybind TGF-B with different affinities; TGF-B

- receptors | and |l are involvedin the binding and signal transduction
{Lin et al., 1992; Wrana et al., 1992). Receptor Il modulates the
binding of TGF-p to receptors | and Il (Lépez-Caslllas et al,, 1993,
1994) and the affinity of receptors 1 and 1l for TGF-p2 is reduced
when receptor lllis absent from the cellular membrane (Ohta et al.,
1987, Cheifetz et al.,, 1990; L.opez-Casillas et al., 1993, 1994),

The low response of limh bud mesenchymal cells at stages 20
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and 21 to TGF-f2, compared with stage 19, could be explained by
the absence of receptor !ll, as suggested in other systems (Ohta et
al,, 1987, Cheifetz et al,, 1990; L.épez-Casillas ot al., 1993, 1994;
Chai etal., 1994), A second possibility is that the expression of both
TGF-f receptors | and |l would not occur at same time, since
coexpression of both receptors is required for TGF-p2 binding
(Rodrfguez et al,, 1996). Another molecute with ability tobind TGF-
2 is the a2-macroglobulin present in serum, which binds to TGF-

B2 better than to TGF-B1 or TGF-B3. The experimentslperformed)

inthis study were performed inthe presence of serum, showing that
mesenchymal cells at stage 19, even inthe presence of serum, are
far more sensitive to chondrogenesis enhancement by TGF-f2
than at stages 20 and 21, suggesting that responsiveness to
distinct TGF-B isoforms Is strongly influenced by cell-specific
receptors. The levels of enhancement of cartilage matrix by TGF-
33 were very similar in the three stages as compared to controls.
However, the chondrogenesis pattern is different since fusion of
cartilage nodules cbserved at stage 19 was not seen at stages 20
and 21, Similar observations have been found in other experimen-
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Fig. 7. Effect of time of 2ddmion)of TGF-B isoforms op chondrogenic pattern formation. Mesenchymal colls were cultured a

with 10 ng/mj TGFE1{BF), 7 ng/ml TGF.g2 (G-K), 10 ng/m! TGF.83 (LP) ang 10 ng/mt TGF-5(Q-U). Growth factors Were added to micromass Cultures
ng times of culture: 0-24 h (B, G.Land Q), 2448 h(C.HM and R, 48-722 h D,IN and S), 72-96 h (£.J,0and T) and 96-120h (FK p and U,

' factors js shown in A. Al Cultures were fixgqf and stained at 120 p, Bar, 0.5 mm, '

tal systems and this depends on different affinities of TGF-81 and

iular domain with binding affinity for TGF-B1 and TGF-83, but net
TGF-3to TGF-g receptors (Cheitetz et al., 1990; TGF-82 (Lin etal, 1995), ConSequently, the presence of receptor
J9 1990; Graycar elal, 1996). The responsiveness of mouse mesen- i is necessary to aflow the avallability of TGF-p2 to receptor i,
ehymal cslis to TGF-5 Is mportant bacause It demonstrates gy since(hig mol
TGF-85 Influences mammailan cells

Scule can be found in a soluble form Inhiblting cell +hg
asmarnmauanTGF-ﬁ!sofom)s slgnaling or in
affect amphibian cells (Rosa ot al, 1

& membrane-anchorage form that enhances TGF-
B2binding to type Ilreceptor, eliciting a signaling res
Isoforms are functionatly Conserved through evolution, '

Caslllas ot al, 1993)
In other experimenta) systems it is clear that cells respondin a necessy
distinct way to different amounts of TGF.

Iy to determine whether TGF-B1 and TGF-pa present
GF-8 isoforms; TGF-1is g difterent affinities to TGF-B rece '
more potent Inhibitgr than TGF-p2 tor endot

mi
helial cell growth, This feceptor Il regulates the avallabllity of TG F-g2t0 TGF-g
difference may be due to g central reglon of TGF-81 not present in during mouse limb bug development. Likewise, there are other
Qia nTGF-fsz (C;a‘lan etal, 1992), Also, raceptor i presents an extracel- molecules that can bing TGF-8s, like decorin ang biglycan

988), Suggesting that TGF-p



.=k ‘e Lk

T CRADF A -

'Jll

Fatew =
"-1T3 in

)
-
s
]
-
’

. =i
et 22 1 I
40" &
TR B
o 130 &

ATt

-~

Illlluii_lz

Chondrogenesis and TGF-f$ isoforms 9

1L
b 4 «t

161 »:

-1 Y

lllllll_

I r

I - & 4 "'"ﬂ’
Py vy 1¢23: 3
PR ST T L A I T

Twne __t’.j;d "mc.\g nt L.K&., &
Fig. 8| EHfect of time of addition bf TGF- -3 isoforms on the synthesis of sulfated protsoglycans. Growth factors were added to micromass cultures

at the following times of culture: 0-120 h, 0-24 h, 24-48 h, 48-72 h, 72-96 h and 96-120 h. All cultures were incubated with 35S-sulfate during 6 h at day
5 of culture. Data represent the meanszstandard deviation of 3 cultures for each time point treatment of 2 separate experiments. P<0.01 (vs controls).
Data are represented as % chondrogenesis to compare the proportion of stimulation or inhibition in the TGF-f3 treated cultures in relation to controls for
each TGF-fisoform. The values for control cultures and TGF-f3 treated 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 levels may enhance the effects of TGF-fis, or that
upregulation of both molecules may decrease the effects of TGF-
fBs, since they may inhibit TGF-Bs action. So, the increased
axpression 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-B2 and TGF-A3 in mesenchymal cells,
thus producing a distinct pattern tormation or a differential re-
sponse in the stimulation of specific cartilage molecules as com-
pared with TGF-1 actions.

Here we showed morphogenetic differences between stages
19, 20 and 21 in response to TGF-f} isoforms. By stage 19 all four
TGF-8 isoforms promote the formation of a continuous sheet of
cartilage cells, while in mesenchymal cells from limb stage 20, only
TGF-f1 and TGF-f35 produce a continuous sheet of cartilage cells,
and TGF-pB2 and TGF-B3 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-f2 and TGF-B3 promoted the
expression of proteoglycans, type |l collagen, cartilage link protein
and alkaline phosphatase activity at significant levels ascompared
to controls during chondrogenesis at stage 20. However, they did
not promote a continuous sheet of cartilage cells, suggesting that
TGF-p2 and TGF-33 may regulate morphogenesis and cell differ-
entiation through different pathways, dependlng on the develop-
mental stage.

On the other hand, in developing chick embryos the cartilage
patternin leg mesenchyme is different from that obtained with wing
mesenchyme, switching from a continuous sheet of cartilage cells
to a nodular pattern at stage 24. This suggests tha! intrinsic
morphogenetic differences are presentin leg and wingmesenchy-
mal celts 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 batween 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-f receptors, including the ECM mol-
ecules decorin and biglycan (Yamaguchi et al., 1990; Fosang and
Hardingham, 1992; Kresse etal., 1994). Likewise, itis possible that
signal transduction elicited by TGF-§ isoforms could be different,
evoking regulation of the ECM molecules involved in cartilage
formation, causing distinct morphogenetic patterns.

On the basis of the differential responsiveness of maesenchymal
cells from stage 20 to TGF-f isoforms, we evaluated the action of
all four TGF-p isoforms on the metabolism of proteoglycans,
expression of type |l collagen and link protein and alkaline phos-
phatase activity during chondrogenesis. TGF-f isoforms elicited a
ditferential regulation of them. This effect was not mediated by cell
proliferation, because the quantity ot DNA, 3H-thymidine incorpo-
ration and cell number In all conditions assayed were similar.

Howevery GF-p3 at days 1 and 3 decreased H-thymidine incor- A\

poration and TGF-B2 increased *H- thymldine incorporation at day
3. Hence, the TGF-f isoforms regulate specific-cartilage matrix
molecules as suggested by Kulyk et al. (1989), Carrington and
Reddi (1990), Leonard et al. (1991), Schonteld et al. (1991)and

‘Roark and Greer (1994). Naevertheless, inmicromass cuitures from

chick embryo mesenchymal cells, the three mammalian TGF-B

20-1 c
Fig. 9. Influence of TGF-}
isoforms on the synthesis
of proteoglycans by low

_density cultures from stage

. 20 mouse limb mesenchy-
mal cells. Growth factors
were added to low density
cultures for 6 days. All cul-
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isoforms enhance chondrogenesis at similar levels for all param-
eters examined. In the current study, we found that in mouse
mesenchymal ceils cultured in simitar conditions to chick cells,
TGF-Bisoforms regulate the expression of specific-cartilage matrix
componentsina distinct mannerfor eachfactor, showingthat TGF-
B1and TGF-B5 are more potent than TGF-B2 and TGF-33. There-
fore, mouse limb celis provide a suitable experimental system to
evaluate the effects of different TGF-§ isoforms on 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 (Massagusé,
1990). However, the mechanisms by which TGF-p isoforms regu-
late chondrogenesis of mouse limb bud mesenchymal cells is
unknown. The fact that ali four TGF-f isoforms promoted chondro-
genesls when added during the first iwo days of culture, suggests

that TGF-f isoforms action occurs at early stages during the

process of chondrogenesis, as suggested by Kulyk et al. (1989),
Carrington and Reddi (1990), Leonard et al. (1991) and Roark and
Greer (1994). However, TGF-f1 and TGF-B5 inhibit chondrogen-
esis when adminlistered on day 5 of culturs, suggesting that TGF-
B isoforms may be actingin a sequential way to controlthe process
of cartilage differentiation.

This study showed that TGF-f isoforms are better promoters ot
the chondrogenic differentiation in micromass cultures than in low
density cuitures. Kulyk et al. (1989) demonstrated that TGF-p
increased by two to three times 35S-sulfate incorporation in fow
density cultures, while in our study we obtained only 25% Increase
in 338-sulfate 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
et al, (1989) used distal subridge mesenchymal cells.

We concludethatthe action of each member of the TGF-f family
may be somewhat different, as occurs with the BMP family. The
factthat mouse limb bud mesenchymal cells differentially respond
to TGF-P isoforms indicates that these factors play a critical rolein

chondrocyte differentiation during llmb morphogenesis, TGF-§

Isoforms may have a direct effect on chondrogenic cells; however,
an indirect effect mediated by other cell types cannot be excluded,
Finally, based on the reported hormologles between TGF-B1 and
TGF-B5 (Kondaiah et al., 1990; Burt and Paton, 1992), and on the
biological activities observed in the current study, we support the
suggestion that Xenopus TGF-f5 is equsvalent to mammalian
TGF-B1.

Materials and Methods

Cell cultures

Balb/c mice were mated ovemight and females witha vaglnal plug the
following moming were considered to be at day 0 of gestation. Pregnant
mice were killed by cervical dislocation and the uteri wera dissected outand
placed In Petri dishes. The embryos were removed and staged according
to Thelier (1972). Mesenchymal celis were obtained by dissoclating fore-
limb buds of stages 19, 20 and 21 according to Ahrens et al, (1877). Cell
suspenslonwasadjustedto aconcentrationof 2x107 cells/mi for micromass
cultures, and a concantration of 2.5x108 cel/m| of DMEM (Sigma) supple-
mentad with 10% fetal bovine serum (FBS; Hyclone Laboratories Inc.) for
low density cultures. A drop of 10 pl was plated in the center of each of the
24 central wells of a 48 well-plate (Costar) and thase were left for cellutar
attachment during 1 hln a 37°C humlidified Incubator, and then flooded with

1.0 ml culture medlum with 10% FBS for micromasses and 2% for low
density cultures, and cultured at 37°C and 5% CQ,/85% alr during 5 days.
Human TGF-f1, porcine TGF-f2, recombinant human TGF-3 and
recombinant amphiblan TGF-B5 (R&D Systems) were added to the me-
dium at concentrations of 1, 5 and 10 ng/ml.

Alclan blue staining

To obtaln & quantilative measuremant of differentiated cartilage matrix,
5-day cultures werae stained overnightwith 1% Alcian blue In3% acetic acid,
pH 1.0, Cuitures were rinsed In 3% acetic acld and distilled water. Bound
stain was extracted overnight with 0.3 mi 4.0 M guanidine hydrochloride in
agitationandquantitatedusing an ELiISAreader atawavelengthof 600 nm,

Blosynthesis of glycosaminoglycans

Synthesls of proteoglycans and glycosaminoglycans (GAGS) by differ-
antiating limb bud masenchymal cells was evaluated by 33S-suifate and *H-
glucosamine Incorporation, respectively. Cells ware double labeled with 5
nCi/ml 338-sulfate and 10 uCl/ miI?H-glucosamine {carrer free; Amersham,
UK) at days 1, 3 and 5 of cuiture tor 6 h in serum free medium and in the
presence of growth factors. Cultures were then washed 6 times with PBS,
Cells were resuspended In 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, with 3% eathanol.
Pronase (1 mg/ml; Sigma) was added and Incubated at 50°C for 48 h. Tha
pronase-digested material was centrifuged for 20 min at 13000xg. The
supernatant was adjusted to a {inal 3N NaOH and incubated overnight at
room temperatura, Thereafter, 5% TCA final concentration was added and
avernight Incubation parformed at 4°C. The mixture was centrifuged for 20
min at 13000xg and the supernatant was dlalyzed against distilled watar,
Glycosaminoglycans wera precipitated with 3 voiumes 96% ethanol/1.3%
potasslum acetate and by overnightincubation at-20°C and centrifuged at
100000xg. Preclpitate was vacuum dred and resuspended in 200 ul
distiled watar {(Qohlra st al,, 1877). Aliquots wera taken end 33S-sulfate and
3H-glucosamine Incorporated Into GAGS were counted in a liquid scintilla-
tion counter,

SH-thymlidine Incorporation

Cuitures were rinsed with madium without serum and 3H-thymidine
(Amersham, UK) was added at 10 uCl/ml and incubated at 37°C for 2 h at
days 1, 3 .and 5 of culture. Cuitures were washed 6 times with PBS, and
Incorporated radloactlvlty was measured by the method of Stelnand Steln
(1989).

DNA quantitation

' The method of Labarca and Paigen (1980) was used to determine the
amount of DNA in micromass cultures, The assay was performed using
duplicate 50 p! aliquots of aach sample In a total volume of 4 ml of reaction
mixture, The resulting fluorescence was measured and the quantity of DNA
was determined by comparison to a standard curve.

immunofiuorescence staining _
To evaluate the presence of type |l collagen and cartllage link protein, .

Immunostalning was performed as described In Jlang et al. (1993).

Micromass cultures were fixed in 2,6% paraformaldehyde In PBS for 30

min. Micromass cultures were Incubated ovemightwithanti-typeti collagen
(Chemicon)andanti-cartilage link protein (Giftof Dr. Kojl Kimata), Micromass .

cultures were visualized under a Bio-Rad Model MRC 600 confocal
microscope using the krypton-argon laser and COMOS program forimage
ana|ysls. Controls were Incubated without primary antibodies. - -

Wastern-blot nnalysla

To obtaln coilagen, proteins were preclpitated wlth 35% (NH,) 804. |
redissolved In 0.5 M acetic acid and digested with pepsin (1 mg/mi; Sigma)
for 24 h at 4°C. Pepsin insoluble material was centrifuged at 500xg for 1 h.
Then, the supematant was lyophilized and dissolved in electrophoresls
sample buffar. For cartilage link protein, micromass cultures ware washed
with PBS and treated with a lysis buffer consisting of 150 mMNaCl, 50 mM



Tris-HCI, pH 7.5, 1% Triton X-100, 1% deoxycholate, 1% SDS, and 2 mM
EDTA containing a cocktalt of phosphatase inhibitors (2 mM PMSF, 0.2
TilJ/ml aprotinin, 1 pg/mileupeptin, 50 pg/ml soybean trypsin inhibltor and
30 mM sodium phosphate) according te Lightner et a/, {1984). After
treatment the extract was also mixed with electrophoresls sample buffer,
Samplasoftypalicollagen andcartilagelink proteln wars loaded onto 7.6%
and 10% SDS-polyacrylamide gels respactively and electrophoresed for 1
h (Laemmli, 1970). Proteins were transferred to nitrocellulose memhranes
(BIORAD) by overnight electroblotting (Burnette, 1981). Blots were devel-
oped for chemiluminiscence (Amersham) according to the manufacturers’
protocol.

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

micromass cultures were fixed for 10 min with 3.7% formaldehyde at rcom
temperature. Cells were washed 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, N-dimethylformamide, 2 mM MgCl,, and 0.6 mg/mi of fast blue BB
salt (Sigma) In 0.1 M Tris-HCI, pH 8.5, at room temperature, To quantitate

aikaline phosphatase activity, samples were extracted with 10% SDS
dissolvad in PBS by overnightincubation and read on a spectrophotomater
at 400 nm,

Statistical analysis
Data are pressnied as the meanstetandard deviation, Comparlsons of
“experimental groups with controls were carrled out by one-way analysis of
varlance, and statistical ditferences between groups ware assessed by
Student's t test (SigmaStat Statistical Analysis System, Jandel Corpora-
tion). Significant differences were accepted at the P <0,05 fevel.
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Regulacion de la N-cadhering, N-CAM, tenascing
y fibronectina por los TGF-{}

En el dia dos de cultivo se forman las conden-
saciones celulares que dan lugar a los nodulos de
cartilago. En las mismas condiciones experimenta-
les los controles presentan un patron nodular,
micntras que los cultivos tratados con TGF-f§ pre-
sentan condensaciones celulares anchas y planas,
que forman una capa conlinua de cartilago al dia 5
de cultivo,

Al evaluar la expresion de la N-cadherina, la
N-CAM vy la tenascina en los cultivos controles
se observd su presencia alrededor de las células en
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las condensaciones celulares. En conlraste la [i-
bronectina se distribuye en toda la micromasa en
forma de red, observiandose en mayor proporcion
en las zonas de condensaciones celulares. En los
cultivos tratados con las isoformas del TGF-f} se
observd que las cuatro moléculas se expresan en
mayor proporcion que en los controles y su distri-
bucidn también se observd en las condensaciones
celulares (datos no mostrados).

El andlisis por inmunotranferencia y densito-

t

metria se observa en las figuras 7 y 8.

Figura 7. Andlisis por immunotransferen-
cia de la fibronectina (a) y tenascina (h) en
cultivos controles y tratados con TGF-Pa
los 2 dias de cultivo. Se cargaron 40
pg/earril en geles de poliacrilamida. La ex-
presion de la fibronectina y la tenascina se
- evalud por anilisis de densitometria de las
inmunotransferencias. )
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DISCUSION

En el presente estudio se observa que la dife-
renciacion celular del cartilago en el raton, en
condiciones de micromasa y en ausencia de facto-
res de crecimiento, es muy semejante a la deserita
previamente en pollo y en raton3213 En estas
condiciones de cultivo, las cdlulas  desarrollan
numerosos nodulos de cartilago, a partir de las
células condrogénicas con capacidad para apre-
garse enlre ellas, y para segregarse de las células
no condrogénicas.'® Los nodulos de carlilago
inician la expresion de genes especificos de carti-
lago y elaboran una MEC positiva al azul de Al-
ciano y compuesta por la coligena tipo I, la pro-
teina de union y el agrecano, Esta secuencia de
procesvs celulares que se llevan a cabo dentro de
la micromasa asemejan la secuencia observada in
vive.133

Efectos diferenciales de las isoformas de los TGF-
[} en el patron morfogenético del cartilago

Antes de discutir los efeclos de las isoformas
del TGF-f§ en la diferenciacion del cartilago en ¢l
raldon, es necesario indicar que la funcionalidad de
los factores de crecimiento se evalud en el sistema
de pollo en los esladio 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-p2 y TGE-p3
observados en el sistema de ratén en los estadios
20 y 21 no fueron debidos a que los factores hubie-
sen perdido su actividad biologica.

Por otro lado, en los experimentos de dosis-
respuesta en los estadios 19, 20 y 21 del embrion
del ralén, se observo que en el estadio 20 el TGF-
B2 tuvd su mejor efecto a la concentracion de
1ng/ml, mientras que con los olros Lres factores
de crecimiento su efectos se observaron a la con-
centracion de 10 ng/ml. De manera que los expe-
rimentos posteriores con el TGF-P2 se realizaron a
la concentracion de Tng/ml Sin embargo, en las
tablas 3 y 4 se muestran la biosintesis de proteo-
glicanos y la actividad de la fosfatasa alcalina,
respectivamente en respuesta al TGF-f2 a las con-
centraciones de 1, 5 y 10 ng/ml, para descartar
que la baja respuesta de las células al TGF-2 no se
debiera a que el sistema experimental no tuviera la

dosis optima y por lo tanto que los resullados

puedicran ser considerados como una respuesta
subdplima.

Los resultados oblenicos en el prvsenlo estu-
dio apoyan la idea de que el mesénquima de ex-
tremidades anteriores inlerpreta de manera dife-
rencial la seial dada por las isoformas del TGF-p.

25

Lo que sugicre, que existen diferentes componen-
tes y tal vez distintos mecanismos de accion que
regulan la respuesta del mesénquima a los TGF-f3
durante ol desarrollo de las extremidades. Bajo las
condiciones experimentales desarrolladas, ol me-
senquima del estadio 19 respondio a las cualro
isoformas del TGF-f de igual manera. Sin embar-
£0, en el estadio 20, se presenlaron respuestas
diferenciales del mesénquima a las isoformas Jel
TGF-B; donde los TGF-pl y TGF-A5 fueron los que
promovieron la condrogénesis en mayor proporciin
que los TGF-2 y TGF-f3. Esla respuesla a los
TGF-f se mantuvo en el estadio 21, pero en menor
proporcion. Los resultados mostraron la accion de
los TGF-B a dos niveles distintos; el primero y el
mas evidente, es ¢l que se observa en el patron
morfogendtico del cartilago, y el segundo en la
acumulacion de la MEC positiva al azul de Alcia-
no. .

En el estadio 19 las cualro isoformas del TGF-j
promovieron la formacion de una capa continua
de condrocitos, mientras que en el mesénquima de
los estadios 20 y 21, solo los TGF-Bl y TGF-pS
promovieron la formacion de una capa continua
de condrocitos y los TGF-2 y TGF-f3 produjeron
un patron nodular de cartifago. Este cambio mor-
fogenético de un patrén de capa continua a un
patron nodular se observé también en cultivos de
mesénquima de extremidades de embrion de po-
llo, pero en ausencia de factores de crecimiento, El
mesénquima de la pata y el ala en los estadios 21 y
23 presenta un patron de capa continua de con-

“drocitos. Para el estadio 24 de desarrollo, la pala
cambia su patrén de capa continua a nodular,

mientras el mesénquima del ala manticne ¢l pa-

tron de capa continua de condrocitos.¥ Esto su-

giere que el ala'y la pata presentan diferencias
morfogenéticas intrinsecas. En este sentido, la
produccion de fibronectina en el mesénquima de
la pata es mayor que en el mesénquima del ala,
tanto in vivo como in vitro. Ademds, el mecanismo
de interaccion entre las células y la fibronectina es
distinto en ambas extremidades, ya que en el ala’
esa interaccion es mediada por el dominio amino
terminal de la fibronec lma, pero no en las células
de la pata,14 - \ -
En nuestro c'sludm para dotermmar si la res-
puesta diferencial del mesénquima a los TGF-f3 en
los estadios 19, 20 y 21 del desarrollo dol ratén era
debiclo a una mayor expresion de la fibronectina,
evaluamos los niveles de exprosion de la fibronec-
lina y su patron morfogenélico de distribucion, al
momento en que ocurren las condensaciones celu-
lares. Los TGF-Bl y TGE-B5 provocaron una distri-
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TABLA 2. EVALUACION DE LOS TGF-f SOBRE MESENQUIMA DE EXTREMIDAD EMBRIONARIA
DE POLLO EN ESTADIOS 23/24
LGE-

TGF-A2 [GE-33 TGE-]3S

1% 180%™ 180% 170% 175%
5 220% 195% 180% 200%
10 250% 230% 220% 240%

* Concentracion dada en ng/ml,
¥ Porcentaje de estimulacion de iucorporacion de azul de Alciano sobre los controles,

TABLA 3. BIOSINTESIS DE PROTEOGLICANOS A DIFERENTES DOSIS DE TGF--2 EN CULTIVOS
DE MICROMASA DE MESENQUIMA DE EXTREMIDADES EMBRIONARIAS DE RATON

DITAS D COINTROYV LG (Tngg/mby FGE B Gng/mby TG (8 (1Ong/mi)

CcUiIivo
' 2.1310.32* 2.20+0.36 2.30+0.27 2.17£0.32
3 3.50+£0.30 3.77+0.21 3.5310.16 3.33:+0.28
5 13.00£1.00 13.00£2.00 - 12.30+2.10 13.33£1.53

* Los datos estin dados en CPM x 10°/Célula e sulfato de sodio S35 incorporado en proteoglicanos

TABLA 4. ESTIMULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA A DIFERENTES
DOSIS DE TGF-2 EN CULTIVOS DE MICROMASA DE MESENQUIMA DE EXTREMIDADES
EMBRIONARIAS DE RATON '

t OON RO Todb (8 hng/mly PO B /by o B i ing/ml

INAs D
cLEiIvo
5 0.23040.015 (.352+0.029 0.298+0.018 0.290+0,16

* Los datos representan la ackividad enzimdtica de la fosfatasa alcaling en cultivos de micromasa. Para cuantifi-
car esa actividad los cultivos fueron tratados con 10% de SDS y leidos en un espectrfotometro a 400nm.

bucién homogénea de la fibronectina en el culti vo
y una mayor expresion de la proteina. A diferencia
de la respuesta obtenida con los TGF-B2 y TGF-f3
en que la distribucion de la fibronectina no fue
homogéna y la expresion de la proteina fue menor.
De manera similar, el mesénguima de la pata en el
estadio 24 del embrion de pollo, en presencia del
TGF-B1, cambia su patrén morfogenético de nodu-
far a una capa continua de condrocitos. Esta
respuesta, al igual que la observada por nosotros
en ralon, estd asociada con un incremento en la
produccion de la fibronectina.’¥8 De manera con-
junta os resullados obtenidos en pollo y en ratdén
sugieren que la respuesta del mesénguima a los
TGE-B, en los distintos estadios de desarrollo del
raton, pueda deberse a una expresion diferencial
de los receptores del TGF-f y de moléculas de la
MEC con capacidad de unir los TGF-f3, tales como
la decorinal®® y el biglicano.’s” Otra posibilidad es
que las afinidades de los receptores por los TGF-f3
cambien durante la diferenciacion del cartilago
y/o que la transduccion de la senad generada por

las isoformas del TGF-P sea diferente, El  segundo
nivel de accién de los TGF-f3 en el mesénquima de
las extremidades en los estadios 19, 20 y 21 co-
rrespondio a la acumulacion de azul de  Alciano
en la MEC en respuesta a los TGF-p2 y TGF-p3. En
el estadio .19 las células. en cultivo acumularon
niveles semejantes de azul de Alciano en la MEC,
en respuesta a los cuatro faclores de crecimiento.
Sin embargo, en los estadios 20 y 21 los cultivos,
en respuesta a los TGF-P2 y TGF-fi3, presentaron
una acumulacion de azul de Alciano scmv]anlv a
la obtenida con las cuatro isoformas en el estadio
19, aunque con un patrén morfogenético diferente.
Esto sugiere, que la morfogénesis y la dilerencia-
cion celular del cartilago son dos fendmenos dis-
tintos, que pueden ser repulados de manom md£
pendiente por los TGF-J3.

Como se menciond anteriormente, potlria ha-
ber diferentes componentes y tal vez distintos
mecanismos de accion que regulen la respuesta
del mesénquima a los TGF-p durante el desarrollo
de la extremidad. En esta seccion se mencionardn
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tres posibilidades a nivel de los receptores de los
TGF-B. Como sabemos hay Lres tipus de receptores
con capacidad de unir a los TGF-f;109111 Jos recep-
lores tipo | y I participan en la union del ligando
y en la transduccion de la senal, el receptor tipo 111
(betaglicano) modula la union de los TGF-p a los
receplores 1y 11, pero presenta mayor alinidad por
el TGF-j12, de mancra que si el receptor Hi no se
encuentra en la membrana, la afinidad del TGF-j32
por los receplores 1y Il se reduce.!12-114,116-118

El cambio en el patron morfogenético de capa
continua a nodular en los cultivos de meséngquima
de los estadios 20 y 21 y la misma produccion de
MEC positiva al azul de alciano, como respuesla al
TGF-B2 puede explicarse por la ausencia del recep-
tor HI 'y que por lo tanto, la afinidad del receptor 11
por el TGF-f2 se reduzca, como se ha sugerido en
olros sislemas. ™ Una segunda posibilidad es que
fa expresion de los receplores 'y 1l no ocurra al
mismo tiempo, ya que se requiere de la coexpre-
sion de ambos receptores para la union del TGF-
(32,189 Otra molécula con capacidad para unir al
TGF-p2 es la a2-macroglobulina presente en el
suero, esta molécula presenta mayor afinidad por
el TGF-B2 que por el TGF-B1 y TGF-p§3.17¢ 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 mesénquima al TGF-2 eslan dirigidas
por receptores especificos y que no se deben a la
presencia de la a2-macroglobulina en el suero o
que el sistema responde a concentraciones subdp-
timas del factor (ver tablas 3'y 4). Para ¢l caso del
TGF-f33 la diferencia en la respuesta podria 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 TGF-Bl y TGF-p3 presentan dife-

rentes afinidades por sus receptores.i”!

~Otro grupo de moléculas que presentan afini-
dad por los TGF-B son la decorina'® y el biglica-
o' La regulacién de los TGF-B por estas molé-
culas podria dar otra alternativa para explicar los
resultados observados en este estudio. Probable-
menle, y a manera de especulacion, una baja ex-
presion de la decoring y el biglicano incrementaria
tos efectos de los TGF-B, o bien una alta expresion
de la decorina y el biglicano inhibirfa los efectos
de los TGF-f. De manera que una expresion ele-
vada de estas moléculas de la MEC en el mesén-
quima, durante el desarrollo de las extremidades
en los estadios 20 y 21, podria tener como efecto
una reduccion en la poza de TGF-2 y TGF-B3 en

2]

ol mesénquima. Lo anterior generaria un patron
morfogenélico distinlo o una respuesta diferencial
de moléculas espocificas del cartilago en compa-
racion a las acciones del TGF-f1.

Efectos de los TGF-{) en la expresion de marcado-
res especificos del cartilago

Con base en que el mesénquima del estadio 20
respondié diferencialmente a las isoformas del
TGF-f en la formacion del patrén morfopendtico
del cartilago, decidimos evaluar la accion de cada
isoforma del TGF-f en la expresion de algunos
marcadores especificos de la diferenciacion del
cartilago., Con este propasilo se evaluaron el me-
tabolismo de los proteoglicanos, la expresion de la
colagena lipo I, Ia proteina de union y la activi-
dad de la fosfatasa alcalina durante la condrogéne-
sis. Los resultados obtenidos mostraron que las
isoformas del TGF-f no sélo afectan la morfoge-
nesis del cartilago, sino que ademads ticnen efecto
sobre la diferenciacion del mismo y también de
manera diferencial. Los efeclos no dependieron de
la proliferacién celular, ya que los efectos de los
TGF-p son especificos sobre los componentes del
cartilago, como lo han sugerido otros autores para
¢l embrion de pollo 13514-147153154 Giny embargo, en
el mesénquima de la extremidad del embrion de
pollo, las lres isoformas del TGF-p estimulan la
condrogénesis a niveles similares en todos los pa-
rametros examinados. 13144147 Por el contrario, en
el presente estudio, encontramos que las células
del ratén distinguen entre cada isoforma del TGF-
f. Por lo tanto, el sistema experimental de micro-
masas del moscnqulmd de la extremidad del ra--
tém, estudiado aqui, es un buen modelo para eva-
luar los efectos de los diferentes TGF-p en la mor-

fogénesis y la diferenciacion del cartilago.

Para determinar si la formacion de una capa
continua de carlllago en respuesta a los TGF-f1 y
TGF~[H era una consecuencia de una biosintesis
clevada de proteoglicanos o ‘a un ‘catabolismo
disminuido de los mismos, evaluamos la tasa de
catabolismo de material marcado con Nd’*5SO4 y
con 3H-plucosamina, durante el tratamienlo con
las cualro isoformas del TGE-p. Los resultaclos
mostraron que la tasa de calabolismo de los pro-
teoglicanos, en respuesta al lratamiento de las
isoformas del TGF-B fue similar bajo todas las -
condiciones ensayadas. Eslo sugiere que la acumu-
lacion de la matriz del cartilago y la formacion de
una capa conlinua de células condrogénicas, en los
cultivos de mesénquima, en respuesta al trata--
miento con TGF-B1 y con TGF-B5 podria deberse a
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una sintesis alta y a un calabolismo bajo de los
proteoglicanos. Mientras que, para ¢l caso de los
TGF-j2 y of TGF-P3 la menor acumulacion de ma-
triz. de cartilago y la formacion de un patron nodu-
lar, puede explicarse por una sintesis y un catabo-
lismo disminuidos de los proteoglicanos. Esto nos
Hleva entonces a sugerir que los TGF-1 y el TGF-
B5 pueden tener un papel fisiologico en el mante-
nimiente de la homeostasis del cartilago 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 midio el cata-
bolismo de los proteoplicanos.t¥ Asimismo, en
otro estudio, se demostrd que los factores de cre-
cimiento PDGF AB, BMP4, IGF-1 y TGF-p1 dismi-
nuyen la tasa de catabolismo de los proteoglicanos
en cultivos de explantes de cartilago articular de
bovino de diferentes edades.’72174 Eg importante
destacar que las vidas medias de los proteoglica-
nos estimadas en el cartilago articular son del
orden de dias, 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 diferenciacion 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 intersticial 175

| Ademas, el presente estudio muestra que las
isoformas del TGF-p regulan de manera diferen-

cial la expresion de la (.olagcncy tipo II, la proteina -

de unién y la actividad de la fosfatasa alcalina. Los
resultados obtenidos difieren con los obtenidos
con mesénquima de extremidad embrivnaria de

pollo, ya que en este tltimo sistema las tres iso-
formas del TGF- de mamifero, regulan por igual

la expresion de marcadores especificos del cartila-
g0 1B M44-147,153154 Por lo- tanto, se confirma que el

sistema experimental desarrollado en raton permi-

te estudiar la regulacion de la condrogénesis por los
TGF-p, de manera que se aborden los diferentes
mecanismos moleculares que regulan la expresion
de los genes especificos del cartilago en respuesla
a los TGF-p. |

Participacion de los TGF-f en In formacién de lus

condensaciones celulares
Es bien conocida la actividad def TGF- *;ohw
la producciéon de la MEC en distintos sistemas
experimentales y que éste es capaz de regular la
“homeostasis de la MEC, al incrementar la sintesis
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de componentes de la matriz y disminuir la de-
gradacion de la misma. Ademds de estimular la
expresion de receptores especificos para compo-
nentes de la MEC#19 Sin embargo, se descono-
cen los mecanismos por los cuales las isoformas
del TGF-B regulan la condrogénesis en el mesén-
quima de las extremidades del raton. El hecho de
que las cuatro isoformas del TGF-f estimulen la
condrogénesis cuando se adicionan al medio de
durante los dos primeros dias del cultivo, sugierce
que las isoformas ticnen efecto en los primeros
estadios de la condrogénesis, donde ocurren los
procesos celulares que Hevan a la condensacion
celular. En cambio, cuando los TGF-f1 y TGF-p5 se
adicionan al dia 5 de cultivo, se inhibe la condrogé-
nesis. Esto nos lleva a concluir que las isoformas
del TGF-} actuan de manera secuencial y coordi-
nada en el proceso de la diferenciacion del cartila-
go en el raton.

Antes de discutir el efecto estimulador de los
TGF-f} en las etapas tempranas de la diferenciacion
del cartilago se disculird el efecto inhibidor de los -
TGF-B1 y TGF-p5 en las etapas tardias de la con-
drogénesis.

En nuestro estudio nbscr\mmos que la adicion
de los TGF-p1y TGF-B5 a las micromasas al dia 5
de cultivo inhibe la biosintesis de los proteoglica-
nos sulfatados, El dia 5 de cultivo representa la
etapa de cartilago maduro, en la que la oxpreslon
de la coldgena tipo 11, la proteina de unién, el
agrecano y la biosintesis de los proteoglicanos
eskdn en sus mdximos niveles, Se sabe que la adi-
cion del TGF-B1 a cultivos de condrocitos madu-
ros inhibe la expresién de moléculas caracteristi-
cas del cartflago,”é tal vez a través de la induc-
cion de cambios ‘en la morfologia celular,'77. El
efecto inhibidor del TGF-p1 puede ser mimetiza-
do, en parte, por la adicién de ﬁbronectma al me-
dio de cultivo y ese efecto inhibidor puede ser
bloqueado por la adicién de dihidrocitocalasina B,
que se sabe es un desestabilizador de los microfi-
lamentos de actina, 17’ Por lo tanto, en los resulta-
dos obtenidos en el presente tralm]o, los TGF-Bly

TGF-p5 adicionados al dia 5 de cultivo, tal. vez

induzean la expresion de la fibronectina en- lDb |
mndrocntos, ]uo enttonces mt@raccmnarm de me\f
nera directa con receptores de membrana lo que
provocaria cambios en la morfologia celular a
través de alteraciones del citoesqueleto. Estos
cambios llevarian a la nﬂulucmn de la hiosintesis
de proteoglicanos y otros nmr(ndoros, o'apoufuosr .
dvl cartilago. 176177

La condensacién co]ulur 08 UN Proceso ¢ Jave en

la diferenciacion del cartilago, ya que en este s-
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tadio de diferenciacion se incrementan las inle-
racciones cdlula-célula y célula-MEC que Hevan «
la expresion de los genes especificos del cartila-
g0 En el mesénquima de pollo, el tratamiento
con los TGF-pl y TGF-f3, al inicio del cullivo,
incrementa la expresion de la fibronectina y la N-
cadherina en las condensaciones celulares y el
nimero de aéstas. 13514549 En el presente estudio
enconlramos que las cualro isoformas del TGF-3
fueron capaces de estimular fa expresion de la
fibronectina, la lenascina, la N-CAM y la N-
cadherina, que como se menciond en la intro-
duccion son moléculas reguladoras de la forma-
cion de las condensaciones celulares (Fig. 9). Nue-
vamenle, los TGF-f1 y TGF-5 estimularon en
mayor proporcion que los TGF-f2 y TGF-f33, y
éstos estimularon la expresion por arriba de los
controles. Lo anterior apoya la hipdlesis de que los
TGF-B pueden ser los responsables de regular las
condensaciones celulares,’¥7-149 po sdlo en las ex-
tremidades embrionarias sino lambidn en ¢l me-
sénquima peridlico, ya que la adicion del TGF-J1
antes de que se formen las condensaciones celula-
res incrementa el numero de ellas y la produccion
de matriz de cartilago in vitro.'54152 Es importan-
le aclarar que la fibronectina pudiera inhibir la
elapa de condensacion celular durante la condro-

I’xgum 9. Esta figura muestra que los I’GP-B ac t:trm e
etapas anteriores a ln coridensacidn celular, al promover la
expresion de la fibronecting, tenascing, N-cadherina y N-
CAM. Mientras que las BMP promueven la expresion e
moléculas espectficas de cartilago diferenciado.
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génesis. Sin embargo, la posible inhibicion puede
ser bloqueada por la inleraccion de la tenascinag,
sindecanos y otros proteoglicanos ricos en sulfato
de hepardn con la fibroneclina, lo que evilaria la
union de esa proleina con los receptores de las
células (Fig,. 6).

El otro grupo de moléculas que regulan la
condrogénesis son las BMP; las BMP2, BMP3
BMP4 ostimulan la expresion de genes especificos
del cartilago. 14715-15 Sin embargo, los datos mues-
tran que tas BMP estimulan la condrogénesis cuan-
do se adicionan al cultivo de meséngquima de ex-
tremidades de pollo, en elapas posteriores a la
formacion de las condensaciones celulares, 147,154,155
Mientras que si se adicionan antes de esas etapas,
fos niveles de expresion de los genes especificos
del cartilago 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-B regulan la
formacion de las condensaciones celulares, mien-
tras que las BMP la expresion de los genes especi-
ficos del cartitago en los condrocitos maduros
(Fig, 9). La estimulacion de los marcadores de
diferenciacion del cartilago en respuesta a los
TGF-B en las etapas tempranas de la diferenciacién
podria ser una consecuencia logica, de que al acti-
var la formacion de las condensaciones celulares
se incrementen también la expresion de esos penes
o bien que la administracion de los TGF-p pro-
mucva la expresion de las BMP.,

Esta hipotesis nos plantea una pregunta, por—
qué las BMP son capaces de formar cartilago y
hueso, en sitios cctépicos, y los TGF-B no? Si de

acuerdo a la hipétvsis anterior los TGF-f§ tienen

efecto en las células que atin no expresan los genes
especificos del cartilago y las BMP en las células
que si los expresan (Fig, 9). Esto podria resolverse

si suponemos que las células competentes para el

efecto de las BMP, cuando se inyectan en sitios
intramusculares, pudieran ser las células satélite,
precursoras del tejido muscular en adultos. Se
sabe que la BMP2 es capaz de converlir a una
linea celular miobldstica y a cultivos primarios de
misc uln en una linca osteobldstica.!”? Sin embar-

~go, en células provenientes del miotomo la BMP”

no recluta a esas células al linaje condrogénico y
solo inhibe su diferenciacion -hacia musculo.15
Mientras que el TGF-B1 inhibe la expresion de los
grenes especificos del miasculo, pero no tiene efecto
en los mioblastos tempranos.1 178 De manera que en
el linaje muscular las BMP actuan en olapas tem-
pranas y los ’I(;F-ﬁ en etapas posteriores, contrario
a lo observado en el cartilago. Por lo tanto, si las
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BMP inducen la formacion eclopica en sitios mus-
culares podria deberse a que las células satélite
son converlidas en cartilago al inyectarse intra-
muscularmente, mientras que la aplicacion de los
TGF-p no lienen efecto. La manera en que las BMP
inducen la formacion de cartilago y hueso ca sitios
subculanecos, es mas dificil de explicar, pero se
sabe que durante el proceso de induccion hay gran
participacion de los TGF-f3.

La explicacion anterior sugicre que durante la
diferenciacion de) cartilago, las respuestas celula-
res a los factores de crecimiento dependen de su
competencia y de su estado de diferenciacion. En
la extremidad embrionaria del pollo y del ratén el
mesénquima es compelente para los TGF-j3 en la
formacion de las condensaciones celulares, y a las
BMP en la estabilizacion del estado diferenciado
del cartilago (Fig. 9). Esta hipolesis es reforzada
aun mds, por las observaciones de que esferas
recubiertas con TGF-B1 o con TGF-p2 implantadas
en el mesénquima interdigital, que se sabe que s
competente para formar cartilapo ectépico, indu-
cen la formacion del cartilago y la expresion del
factor de transcripcion ck-erg en las condensacio-
nes celulares. Mientras que la BMP2 acelera la
apoplosis interdigital. Eslos experimentos mues-
Llran por primera vez que un factor de Lranscrip-
cion, expresado en el blastema condrogénico, es re-
gulado por un factor de crecimiento .

Como conclusion los resultados del presente
estudio muestran gue las cuatro isoformas del
TGF-p regulan diferencialmente la condrogénesis.
Por un lado son capaces de afectar el patron mor-
fogenético del cartilago y por olro la expresion de
ta coldgena tipo 11, la proteina de union, la activi-
dad de la fosfatasa alcalina y la biosintesis de pro-

leoglicanos. La diferenciacion del cartilago se es-

timula cuando los TGF-B se administran durante
los dos primeros dias de cultivo. Esto indica que

los TGF-P actuan en las primeras fases de la dife-
renciacién del cartilago, durante las fases que He-
van a la formacién de las condensaciones celula-

res. Al evaluar la expresion de la fibronecting, la
tenascina, la N-CAM y la N-cadherina se encontrd
que las cualro isoformas del TGF-f también regu-
~ lan diferencialmente la expresion de esas molécu-
las, lo que sugiere la participacion activa de los
TGF-p en el establecimiento del blastema condroge-

nico. Por otro lado, existe una diferencia importan- -

te entre el modelo del ratén y el de pollo; las iso-
formas del TGF-f regulan la condrogénesis por

igual, en el pollo, mientras que en el ratén lo hacen

de manera distinta. Esto favorece el estudio me-
canistico de los efectas de los TGF-$ sobre la con-
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drogénesis en murinos. Ademds se necesilan es-
tudios adicionales para distinguir el papel regula-
dor de los TGF-}} sabre la formacion de las con-
densaciones celulares y la maduracion del cartila-
10, lanto en condiciones normales como en condi-
cianes de reparacion. Finalmente, el presente os-
tudio muestra la actividad biologica del TGF-p5 de
Nenopus sobre la condrogénesis en células de me-
sénguima de extremidades del embrion de raton,
Sus efectos sobre este sistema son comparables a
los observados con el TGF-B1. Lo que apoya que el
TGF-B1 y el TGF-$5, ademds de presentar homo-
lopia, en su secuencia gendtica, también presentan
equivalencia funcional, al menos en el sistema
descrito en este trabajo,
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PERSPECTIVAS.

Con bhase en los resultados obtenidos en ol
presente trabajo se sugiore abordar experimental-
mente los siguicntes puntos para tratar de estable-
cer los mecanismos de accion de los TGF-f en la
diferenciacion del cartilapo.

En primer lugar es importante determinar la
expresion espacio-temporal de los TGF-pl, TGF-2
y TGF-P3 y sus receplores, durante el desarrollo
embrionario de las extremidades del raton. No se
ha reportado un estudio sistemiitico de la expre-
sion de estos factores y sus receplores en esla es-
pecie. Una vez que se conozea fa expresion de las
isoformas del TGF-B seria imporlante inhibir su
funcion por medio de anlicuerpos neulralizantes
y/o oligonucledtidos antisenlido en cultivos de
Organos in vitro. Esto nos permitiria entender las
posibles funciones enddgenas de esos faclores
durante el desarrollo de la extremidad y la dife-
renciacion del cartilago.

En segundo lugar se determinaria la expre-
sion de los TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3 y sus recepto-
res durante la condrogénesis, obtenida en los culti-
vos de micromasa de extremidades del estadio 20,
Este sistema in vitro permite claborar ensayos de

afinidad de ligandos por sus receptores, neulrali- -

zar la funcién de los TGF-B y tratar de establecer
mds directamente su papel en la condrogénesis.
Ademds, permile determinar los niveles de los
TGF-p latentes y activos.
En tercer lugar se determinaria la expresion
de la decorina y el biglicano durante la condrogé-
nesis in vitro y se intentaria correlacionarla con la
funcionalidad de los TGF-p. En este dltimo ensayo,
es necesario tener decorina y biglicano purificados
para adicionarlos al medio de cultivo en presencia
y ausencia de cada factor, para establecer si estas
moléculas  presentan afinidad por los TGF-j y
alteran su funcionalidad.
 Esos trés grupos de experimentos nos ayu-
darian a entender de que manera los TGF-f} regu-
lan la diferenciacion y la morfogénesis del cartila-
g0 durante distintos estadios de desarrollo en el
raton. | '

TGF- Y CONDROGENESS

Para probar la hipotesis planleada lineas arri-
ba (Fig. 9) se sugiere el siguiente ensayo; apregar
a cultivos de micromasas de mesénquima, de ex-
tremidades de embrion de raton en distintos eos-
ladios de desarrollo, las BMP2, BMP4 y BMP7 a
diferentes tiempos de cultivo. El efecto se evalua-
rta a través de la expresion de moléculas especifi-
cas del cartilago, moléculas especificas del blastema
condrogénico y de la formacion del patrén morfo-
gendtico del cartilago. Se evaluarian esas BMP
porque son las que se expresan durante ¢l desa-
rrollo de la extremidad del raton.

Se determinaria la expresion de las BMP
mencionadas antes, en respuesta a la administra-
cion de las diferentes isoformas de los TGF-B a
cultivos de micromasas y viceversa.

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

Para establecer el porqué cada isoforma del
TGF-f} regula de manera diferente la expresion de
la coldgena tipo 11 'y la proteina de unién asi como
de las diferentes moléculas que se expresan en las
condensaciones celulares, seria importante de-
terminar si cada isoforma afecta directamente la
transcripcion de esos genes, O bien si lo hacen a

través de la expresion de diferenles factores de

transcripcion que actuarfan en cascada.

Finalmente, seria importante continuar con el
estudio del TGF-f35, pero directamente en embrio-
nes de Xenopus. Con la venlaja de que existe un
anticuerpo neutralizante comercial contra el TGF-- -
p5, so puede determinar su patron de expresion -
durante la embriogénesis y después intentar blo-
quear su funcién para establecer el posible papel
de ese factor durante el desarrollo de Xenopus.
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Nuestra vida y nuestra
muerte son [a 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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