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Notas:

Debido a que el nombre de una gen es el mismo que el de una
proteina, se requiere de una nomenclatura especial para poder
diferenciar ambos casos. La nomenclatura usada en este escrito es la
siguiente: las letras estan escritas en cursivas -smads5, wnt7a- cuando se
mencionen nombres de genes y estdn con letra lineal geomeétrica con ia
primer letra en mayuUscula -Smad5, Wnt7a- cuando sean referidos
nombres de proteinas.

Se ha adicionado un apéndice en la penultima seccion de este
escrifo en el que se describen los reactivos usados en los métodos
experimentales de este trabagjo.

Ademds, al inicio se muestra una lista del significado de las
abreviaturas mdas citadas durante este escrito.
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Lista de abreviaturas:

AER = Cresta del Ectodermo Apical.

AR = Acido retinoico

BMP = Proteina Morfogenética del Hueso.
Co-smad = Smad acompanante.

FGF = Factor de Crecimiento Fibrobldastico.

GDF = Factor de Crecimiento y Diferenciacion.
I-Smad = Smad inhibidora.

R-smad = Smad regulada por los receptores.

TGF-p = Factor de Crecimiento Transformante Beta.
ZPA = Zona de Actividad Polarizante.




Resumen.

Durante la formacion de la extremidad de los vertebrados suceden
varios procesos morfogenéticos importantes, tales cémo la formacion de
los elementos cartilaginosos, la muerte interdigital, y la formacién de los
tendones y articulaciones. Se ha demostrado que miembros de la
superfamilia del TGF-f participan en estos procesos. En este trabajo
evidenciamos la expresion genética de las proteinas transductoras de la
senal de estos miembros, las smads. Ademds de que se evalud su
participacion durante la condrogénesis in vitro. Smadl y smad5, ambas
transductoras de BMPs, se expresaron igualmente en las articulaciones,
pericondrio e interdigito. Smad8, otra molécula transductora de BMPs, se
expresé en los radios digitales y en la cresta apical del ectodermo.
Smadé, que bloquea la accidn de las Smads transductoras, se expresd en
el cartilago y la smad3, transductora de TGF-Bs y Activinas, se localizé en
los tendones en desarrollo. Para evaluar la posible participacion de las
Smads durante la condrogénesis, realizamos infecciones con adenovirus
recombinantes que sobreexpresan las distintas Smads en células de
mesénquima in vitro. Estos experimentos demostraron que Smadl, Smad2
y Smad3. todas junto con Smad4, indujeron condrogénesis, mientras que
Smad 5 y 8 en presencia de Smad4 alteraron la adhesion de las células en
cultivo. Ademas se observd que se requiere de ambas Smads inhibidoras,
Smads 6 y 7 para bloquear la condrogénesis. En conclusion, se demostrd
en este trabagjo que algunas smads son expresadas diferenciaimente, y
otras de forma similar durante la morfogénesis de la extremidad, ademas
de que participan en la diferenciacién del cartilago in vitro.
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Introduccion.

La extremidad embrionaria de los vertebrados.

Las extremidades de los vertebrados son érganos extremadamente
complejos, compuestos de distintos tejidos en los que se inciuye el
esqueleto., el musculo, los tendones, los ligamentos, la piel y las
articulaciones. Estas presentan una organizacion asimétrica que consta

de tres ejes: el eje proximo-distal, el eje antero-posterior y el eje dorso-
ventral (Gilbert, 2000) (figura 1).

Durante 1a embriogénesis de los vertebrados, la exitremidad surge
cdmo una pequeina protuberancia compuesta de células
mesenquimatosas, cubierta por ectodermo. Esta protuberancia o
primordio de la extremidad va creciendo conforme el desamrollo del
organismo avanza y, durante este proceso. las células en la parte
proximal de la extremidad anterior, cercanas a la pared del cuerpo.
forman el hUmero y en la extremidad posterior, el fémur. A medida que el
primordio continta creciendo, las partes medias y distales se establecen y
dan origen a la ulna y al radio, en la extremidad anterior y a la tfibia y
fibula en la posterior, hasta la formacidn de los digitos en Ultimo lugar
(Sanz-Ezquerro y Tickie; 2001}).

La morfogénesis de la extremidad depende de la interaccién entre
tres centros de induccidn que establecen las polaridades de la
extremidad: a lo largo del eje proximo-distal se reconocen tres regiones; la
proximal, lamada estildpodo, que forma el himero, o el fémur, la regidn
media lamada zeugdépodo que forma el radio y la uing, o la tibia y la
fibula. y un autépodo; la regidon mads distal, que forma los carpales y los
dedos de las extremidades anteriores o los farsales y los dedos de las
extremidades posteriores (figura 1). Originalmente, esas estructuras son
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cartilaginosas, pero eventualmente son reemplazadas por hueso. En el gje
antero-posterior se identifican a los diferentes dedos. Por ejemplo, en la
mano de l1os humanos, el dedo mefdique es el dedo posterior y el'pulgor
es el dedo anterior. En el eje dorso-ventral, la palma de la mano se
encuentra ventralmente, mientras qQue los nudillos se localizan
dorsalmente (Gilbert, 2000). El control de las fres polaridades o ejes esta
determinado por tres centros o regiones organizadoras:

1. La cresta del ectodermo apical (AER) que es un epitelio engrosado
localizado en la parte mas distal de la exiremidad, que controla la
proliferacion del mesénquima que lleva a! crecimiento de la
extremidad a 1o largo del eje proximo-distal (figura 2).

2. La zona de actividad polarizante (ZPA) que es un Aarea especializada
de mesénquima localizada en la parte posterior del primordio de la
extremidad. que controla el eje antero-posterior (figura 3). Este centro
organizador del eje antero-posterior esta reciprocamente mantenido
por sefales que provienen de la AER y del ectodermo dorsal.

3. El ectodermo que no coumresponde a la AER y que cubre la zona dorsal
y venitral del primordio de Ia extremidad. Este ectodermo
especializado se encarga de establecer el eje dorso-ventral (figura 4).

Las sefiales de estos centros organizadores {la AER, la ZPA y el resto
del ectodermo que no incluye la AER) convergen en la parte mas distal
del mesénquima de la extremidad subyacente a la AER. A esta region se
le denomina la zona de progreso (figura 2a). Se piensa que las sefales de
los centros organizadores coordinan la adquisicion de una informaciéon




tfridimensional en las céblas en profiferacion de la zona de progreso
{Niswander, 2001; Sanz-Ezquerro y Tickle: 2001).

Humerus Ulna Radius  Metacarpals Digits
T e A st o -
Stylopod  Zeugog Autop

Fig. 1. Partes del esqueleto que farman et eje proximo-distal y antero-posterior. Por
convencion los digitos estan nurmerados cémo I, Il y V. Los digitos |y V no se
encuentrkn en el ala del pollo. (Gibert: 2000).

Actualmente. se han descubierto una serie de moléculas
involucradas en la formacién de estos ejes. sin embargo, ain quedan
muchas cuestiones que esciarecer sobre su organizacion (Gitbert, 2000). A
conitinuacion se describira brevemente como se induce la formaciéon de
la extremidad y codmo se establecen estos tres ejes. considerando a ias
moléculas morfogenéticas secretadas por dichos centros organizadores.

Induccién de la exiremidad.

En las primeras etapas de ka formacion de la extremidad de los
vertebrados, hay una ata actividad profferativa de las céluias de la
placa lateral., en las regiones en donde se fomard la exitremidad,
mienfras que en las zonas en donde no se forma. llkamadas regiones
interapendiculares. esta actividad es baja. Dicha profferacidon diferencial
da como resultado ia formacién de primorndios de la extremidad. que en
el caso del pollo aparecen en forma de protuberancias al cuartio dia de

11




N,

incubacién (estadio 17} entre la somita 15 y 20 para la extremidad
anterior (ala) y la somita 26 y 30 para la extremidad posterior {pata)
(Kawakami et al, 2001). Varios estudios experimentales sugieren que hay
una cascada de seinales que controlan la proliferacién de las células de
la extremidad, la cual inicia en el mesonefros y progresa al mesénguima
de ia placa lateral y a la superficie del ectodermo que formarda a la AER
(figura 2d). Algunos miembros de la familia del Factor de Crecimiento
Fibroblastico (FGF) se han identificado cédmo sefales necesarias para
iniciar y mantener la proliferacién de las células, a lo largo del eje
proximo-distal (figura 2d: Martin, 1998). También se sabe que los FGFs
estimulan la proliferacion celular y que su aplicacion local en la regiéon
interapendicular es suficiente para inducir la formacién de una
extremidad ectoépica (Cohn y Tickle, 1996). Se ha considerado a Fgf8 y a
Fgf10 cémo las sefiales que inducen la formacién de la extremidad, ya
que sus genes se expresan en el mesonefros temprano.

Establecimiento del eje préximo-disial.

El crecimiento préoximo-distal y el establecimiento del eje esta
controlado directamente por la AER, la cual se extiende a lo largo de la
parte mads distal del primordio de la extremidad, en la zona donde se
fusiona el ectodermo ventral con el dorsal (figura 2a y 4b). La extirpacion
quirdrgica de la AER del primordio de la extremidad en desdrrollo del
pollo, provoca el truncamiento de la extremidad, a lo largo de! eje
proximo-distal (Saunders; 1948). Si la extirpacion de la AER se readliza en
estadios mdas avanzados ocurre el truncamiento de elementos
esqueléticos mds distales, o que sugiere que el patron préximo-distal se
establece secuencialimente ({figura2b y 2c¢). Sin embargo, la cintura
pélvica y/o la pectoral y ia parte mas proximal del fémur y/o del hUmero
se forman incluso si la AER es extirpada unas horas después de su
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Fgura 2. {0) B centro de ssfialomiento
préosdmo-distal: Lo cresta apical del
eciodermo (AER). En ka bkquierda se
encuventra un diogrorma del primondio de
la extremidad de pollo en estadio 0y a
a derecha el patrdn nomal de los
elormentos esqueldticos. Las sefiales de la
AER se dirigen al mesénquima de la zona
de progreso (rojo) y ka mantienen en un
estado indiferenciado y en profiferaocion.
H pakén de ks elemenios esqueldticos
de la parte praximal ala distal se orgoniza
de la siguienie manera himero (H), radio
{R) y uina (U), y digitos {2, 3, 4 de ka parie
anterior a fa posterkor).

{b.c) Determinacién experimental del
ceniro de sefalamiento pré&dmo-disial.
{b) La extirpocidn de ia AER resulta en el

fruncamienio de o exdvemidad a lo iargo
del eje prddmo-diastal () Nived
apradmodo del  runcamiento seguido
de o exdypockin de o AER en os
estadios indicados.

{d) Determinantes moleculkores del cenfro
de sefalomionto préddmo-disial. A o
xquierda se muestra o cascada de
seficiomiento de FGFs que Inkcian el
desarolio de ko esdremidad. Fg8 (rojo) y
FQlid (morodo) que provienen del
mesonefros (M) inducen a fgfl0 en el
mesénquima de o placa kateral (LP),
cuyo producio a su vez induce a 1gf8 en
o superficie del oclodeamo (SE).
Derecha: ef seficiomiento de FGF de la
AER. FGFs son esgpresadcos en ia AER y
puaden sustituir a la AER permitiendo el
crecimisnto Pr&dmo-disial de a
extremidoad. fgf4 se expresa en ka mitad
posterior de la AER (verde) mientras que
1918 y Igf9 se esgresan a lo kargo de ka
AER (rojo). fgf2 esta presente en la AER y
en ol mesdnquima. Fgfl0 se expresa en el
mesdnquima de ia 20N de progreso.
A, antedor: Fgf., Foctor de Crecimiento
ForobiGstico; H. humero; LP. Mesénquima
de la ploca latlerat M, masonefros: NT,
ubo neuwrak P, posterdor: R, nodio; S,
somita; SE, ectodermo superficial : U,
uina; 234, digitos 23 vy 4
respectivamente. (Niswonder, 2001).
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formacion, 1o que indica que esas estructuras estan ya especificadas antes
de que la AER se forme (Niswander; 2001).

Se sabe que la AER se forma vy se localiza en la regidn en donde el
ectodermo ventral y el dorsal se fusionan. En el ectodermo dorsal se
expresa el gen radical-fringe (r-fng) mientras que en el ventral se expresa
Engrailed-1 (en-1) cuyo producto es un factor de trascripcidn. La AER se
forma en la zona en que r-fng y en-1 convergen. La expresion ectdpica
de r-fng en el ectodermo ventral de la extremidad de pollo induce la
formacion de AERs ectopicas (Niswander, 2001). Por otro lado, la
expresion ectopica de en-1 en el ectodermo dorsal induce de igual
manera que se formen AERs ectdpicas (Loomis et al., 1998). En ambos
casos, las AERs se forman en las zonas de convergencia entre las zonas de
expresion de R-fng y En-1.

La formacidn de la AER se inicia por una sefal o sefiales que
provienen del mesénquima de la extremidad. El mesénquima de la
extremidad puede inducir al ectodermo que lo rodea para que forme la
AER. Aunque la identidad molecular de la sefial proveniente del
mesénquima se desconoce, se ha propuesto al Fgf10 como la molécuia
que induce la formacién de la AER. El Fgf10 se expresa en el mesénquima
de la placa lateral, en las zonas donde se formard la exfremidad, por lo
que es un buen candidato para ser la sefial proveniente del mesénquima.
{Niswander, 2001).

Una vez establecida la AER se sabe que Fgf4 y Fgf8 se expresan y
sus productos son capaces de dirigir el crecimiento préximo-distal ya que
su aplicacidn puede reemplazar funcionalmente a la AER. Fgf8 y Fgfl0 se
expresan en el mesonefros temprano, Fgfl0 en el mesénquima de la
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placa lateral, Fgf8 en la superficie del ectodermo que prefigura ala AER y
posteriormente Fgf2, Fgf4, Fgf8 y Fgf? en ia AER madura. De esta manera.
las senales de varias isoformas de! Fgf parecen mediar la cascada de
sefales necesarias para el crecimiento proximo-distal de 1a extremidad
(figura 2).

Oftro factor importante que controla el crecimiento proximo-distal
en la extremidad es Meis2. Meis2 es un gen homedtico que se expresa en
las regiones mds proximales en el primordio de la extremidad y es esencial
para el establecimiento de la polaridad proximo-distal, ya que la
expresion ectédpica de Meis2 inhibe severamente el crecimiento de las
zonas mads distales, lo que indica que Meis2 es un determinante de i1as
zonas proximales, ademds de que reprime la actividad de genes
involucrados en la determinacién de las zonas mds distales tal cémo lo
son las proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs) y los genes Hoxd. Las
BMPs mantienen el crecimiento proximo-distal de la extremidad regulada
por FGFs y junto con estos determinan la formacién de las estructuras mas
distales, ya que con la sobreexpresidon de Gremilin, un antagonista de
BMPs, se produce el fruncamiento de aquellas, ademds de que altera la
regulacion genética de Fgfs y de sonic hedgehog (Shh)., un factor
involucrado en el establecimiento de la polaridad antero-posterior. Por lo
consiguiente, se ha considerado que estos factores proximales 'y distales
presentan actividades coordinadas: Meis2 puede reprimir genes distales y
BMPs y los productos de los genes Hoxd restringen la expresion de Meis2

en la parte proximal de la extremidad en desamrolio (Capdevila, et al
1999). '

La AER actia en el mesénquima de la zona de progreso
subyacente, manteniéndola en un estado proliferativo e indiferenciado.
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Se sugiere que el cardcter posicional proximo-distal esta especificado por
el tiempo en que una célula o un grupo de células se mantiene en la
zona de progreso. De esta manera los elementos mas distales se originan
de células que han pasado mds tiempo en la zona de progreso, mientras
que las estructuras proximales se originan de células que han dejado la
zona de progreso mas temprano durante e! desarrollo de la extremidad.
Sin embargo. este modelo no se ha podido confirmar por la falta de un
marcador molecular que defina claramente el mesénquima de la zona
de progreso en estado indiferenciado (Summerbell et al., 1973).

Establecimiento del eje antero-posterior.

La polaridad antero-posterior de la extremidad est& dirigida por el
mesénquima ubicado en la zona posterior del primordio de la
extremidad. El transplante del mesénquima de la region posterior de un
primordio de la extremidad donadora a una regidén anterior de un
primordio del ala de pollo hospedero subyacente a la AER, lleva a la
duplicacién, en imagen especular, de los elementos esqueléticos mas
distales, en donde el patrén de los digitos que normalmente es 2-3-4 (de
la porcién anterior a la posterior) se vuelve 4-3-2-2-3-4 (figura 3a; Saunders
y Gasseling, 1968). A la regién donadora del primordio de la extremidad
que tiene la capacidad de alterar la polaridad antero-posterior de la
extremidad del hospedero se le ha denominado regién polarzante o
Zona de Actividad Polarizante (ZPA).

Se sabe que la expresion del gen Sonic hedgehog (Shh) coincide
espacial y temporaimente con la ZPA, funcionalmente definida (Riddle et
al., 1993). Ademds, la aplicaciéon ectdopica de la proteina Shh en la region
anterior del primordio de la extremidad resulta en duplicaciones de los
digitos en imagen especular similares a los producidos por los injertos de la
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IPA (Riddle et al.. 1993) {figura 3a). Estos resultados sugieren fuertemente
que Shh es una sefnal clave que dirige el patrdn antero-posterior de la
extremidad (figura 3bj).

El hecho de que los digitos duplicados estdn proximodistalimente
completos sugiere que existe una interaccién entre el patrén proximo-
distal y el antero-posterior. Esta interaccion se ha estudiado a nivel
molecular. Estos estudios han definido un asa de retroalimentaciéon
positiva enfre Shh y FGFs (presentes en la AER) en la cual Shh regula
positivamente |la expresidon de Fgf4. De igual manera, Fgf4 y Fgf8 de la AER
se requieren para la expresion de Shh en el mesénquima de la ZPA.

Por otro lado, cuando se hicieron los estudios con ratones knockout
del gen Shh, se confirmd la importancia de este gen en el desarrollo de Ia
extremidad embrionaria, al igual que en otros procesos embronarios
(Chiang et al., 1996). Cémo se predijo. las extremidades del ratén
mutante en Shh presentaron pérdida de estructuras a lo largo del eje
antero-posterior. Ademds, las extremidades estabaon distalmente
truncadas, lo que sugirid que la pérdida de Shh afectd la interrelaciéon
existente entre los centros de polaridad antero-posterior y el préoximo-
distal. La pérdida de Shh no sélo afectd la polaridad antero-posterior, sino
que ademads afectd el seialamiento a lo largo del eje proximo-distal,

coédmo lo mostraron la ausencia de las sefiales de la AER cémo son Fgf4 y
Fgf8.

Asi mismo, antes del descubrimiento de Shh se habia identificado al
dcido retinoico (AR) cémo la sefial morfogenética de la ZPA. Sin
embargo, ahora se conoce que el AR induce la expresion de los genes
hoxb8 y d-hand que confrolan la expresion de Shh en la ZPA (Charite et




al.. 1994). Estos resultodos sugieren que el sefialamiento del dGcido
refinoico establece, de forma temprana, el dominio de expresion de Shh
en la region posterior de a extremidad.
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FAgura 3. (a) Determinocién expeaermental del centro de senalzacién antero-posterior: La
zonQ de actividad poiatzante (ZPA). B fronsplante de ia ZPA de un primordio de ka
exiremidad de polio a oo en ia regiin anterior, ambos en estadio 20, conduce a una
repoiarzacion de ia exiremidad hospedera ya que se fomaon digitos adicionoles en
imogen especuiar con nespecto a ios nomaoles.

{b) Detaminantes molacuiares de ka ZPA. Sonic Hedgehog {Shh) se expresa en Ia regién
posterdor del primordio de la exfremidad, corespondiente a la ZPA. pero cuando se aplica
anierdormente, cousa una repoiarzoaciin con una duplicacion en iImogen especuksr de ios
digitos.

A, anterior; H. himero: NT, tubo neurat P, posterior; S, somita; SHH, Sonic Hedgehog: U,
uina: 2,34, dighos 2.3 y 4 respeciivamenie {Niswander. 2001).
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Establecimiento del eje dorso-ventral.

El establecimiento del eje dorso-ventral es el resultado de una
compleja interaccion entre el ectodermo y el mésenquima de la
extremidad, cémo se ha demostrado con los experimentos al invertir el
ectodermo de la regidén dorsal hacia la ventral, en distintas fases del
desarrolio ({figura 4a y 4b). La informacién dorso-ventral reside en el
mesénquima, desde antes de que se inicie el crecimiento del primordio
de la extremidad. La polaridad dorso-ventral de los elementos
esqueléticos proximales parece estar ya especificada desde ese
momento, ya que la polaridad de esas estructuras no se altera al invertir
la polaridad del ectodermo (figura 4b). Por lo tanto, el mesénquima
confiere la informacidén dorsal al ectodermo desde el estadio 15 del
desamrollo embrionario del pollo, mientras que la formacion del primordio
de la extremidad ocurre en el estadio 17. Asi mismo, en estadios
subsecuentes el ectodermo instruye al mesénquima para que éste
adquiera su polaridad dorso-ventral (Geduspan y MacCabe, 1989) como
se demuestra al invertir la polaridad dorso-ventral de las estructuras del
mesénquima al fransplantar el ectodermo dorsal hacia la regién ventral.
(figura 4b).

La naturaleza molecular de las senales del mesénquima que
instruyen al ectodermo para adquinr su polaridad dorso-ventral se
desconoce, sin embargo, si se conocen algunas sefiales del ectodermo
que especifican la polaridad dorso-ventral del mesénquima. Tanto en el
ratén cdémo en el pollo, Wnt7a se expresa en el ectodermo dorsal desde
antes y durante el crecimiento de la extremidad ({figura 4c). En el pollo, el
tiempo que dura esta expresion en el ectodermo dorsal comesponde al
periodo en el que la informacidén dorso-ventral es transferida del
mesénquima al ectodermo. En ratones Knock out para el gen wnt7a se -
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FRgura 4. Establecimiento del eje dorso-veniral. (a) Lo rotacién experimental del
ectodenmmo en 180° en estadio 14 del desamrolio embrionasio del polio en la zona donde se
formard K extrermidoad, resutta en una axtremidad con una pokaridad dorso-ventral que
‘comasponde al mésenquima, to que indica que Ia iInfarmacion dorscventral se encuentra
en el mesénquima en este estadio.

(b) En estacko 20 la rotacién del ectodermo en 180° a nivel del mesénquinma del primordio
de la exivemidad resutia en la formaciéon de elementas esqueléticos distales con uno
poiaridad dorso-veniral invertida por ka rofaciin experimental det ectodermo. Esto indica
que en este estadio, que el ectodermo instruye al mesénquimna para que establezrca su
poiaridaod dorso-ventral,

{c) Determinantes molecuiares det sefialomiento darso-venival. Después del estadio 15 el
ectodermo dorsal expresa wnt7a (morado). La profeina wnt7a induce a imx! (verde) en el
mesénquima. Wnt7a y umxl son requerdos para la especificacion dorsal en o exiremidad.
Engraiied-1 (En-}, en axvl) se exprosa en el eciodemo veniral y disige el desarolio de kas

esiructunas veniralos. ’ .
AER, Cresta apicat del ecltodemno; D, Dorsal; DE, eclodermo dorsal DM. mesénguima
dorsak V, ventrok; VE, ectodermo veniral; VM, mesénquima venirat {Niswander, 2001).




demostrdé que este gen participa en el establecimiento de los elementos
dorsales. Las extremidades de estos ratones presentaron una polaridad
biventral con pérdida de pelo y formacion de estructuras ventrales en la

parte dorsal sobre la parte mdas distal de la extremidad (Parr y McMahon,
1995).

Por otro lado, el andlisis molecular de las extremidades de ratones
nulos para Wnt7a, mostraron que la expresion de Shh en la ZPA estaba
disminuida, por lo que no presentaron elementos esqueléticos mdas
posteriores (Parr y McMahon, 1995). Este resultado es similar al obtenido en
la extremidad del pollo después de que es extirpado el ectodermo dorsal,
en el que hay una expresidén reducida de Shh y pérdida de los elementos
esqueléticos posteriores (Niswander, 2001). Estos defectos pueden
revertirse al aplicar Wnt7a en la zona carente del ectodermo dorsal.
Todos estos estudios han demostrado la interaccion existente entre los
centros organizadores, en donde Wnt7q, secretado por el ectodermo
dorsal actia, en conjunto con el Fgf4 y el Fgf8 secretados por la AER
manteniendo 1a expresion de Shh en la ZPA. Estas interacciones podrian

coordinar el patrén tridimensional durante el desarrollo de la extremidad.

El gen Imx] es un gen blanco de Wni7a y se expresa en el
mesénquima dorsal. Las manipulaciones experimentales que alteran la
expresion de wnt7a en el pollo, también alteran la expresidén de Imx1. Por
ejemplo, la expresidon ectdépica de Wnt7a en el ectodermo ventral resuita
en la expresion de Imx! en el mesénquima ventral. Ademds, la expresion
ectdpica de Imx1 en todo el primordio de la extremidad origina una
extremidad "bidorsal”, la cual exhibe caracteristicas dorsales en las zonas
ventrales. Lo anterior indica que la expresidon del factor de trascripcion
Imx1 inducido por Wnt7a es suficiente para la especificacion de la zona
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dorsal (Chen et al., 1998; Loomis et al., 1996; Parr y McMahon, 1955; Riddie
et al., 1995; Vogel et al., 1995).

Como se ha mencionado anteriormente. en-1 se expresa en el
ectodermo ventral y participa en la formacidn de la AER (figura 4c). Sin
embargo en-1 también se requiere para el desarrollo de estructuras
venirales. Ratones nulos del gen en-1 tienen extremidades que presentan
un patrén bidorsal. Al parecer En-1 reprime la expresion de wnt7a
restringiéndolo sélo en el ectodermo dorsal. En extremidades que no
expresan en-1, wnf7a se expresa ectopicamente en el lado veniral, 1o que
resuita en la formacidn de estructuras dorsales. De esta manera, el patrén

dorso-ventral estd controlado por la expresidn regionalizada de wnt7a vy
de en-1 (Loomis et al., 1998).

En experimentos de sobreexpresion del antagonista de las BMPs;
Nogina, y del receptor de BMPs en su forma activada, demuestran que las
BMPs juegan un papel importante, tanto en el establecimiento de la
polaridad dorso-ventral cémo en la induccién de la AER, indicando que
la polaridad dorso-ventral y la proximo-distal estdn relacionadas por esta
sefial comun. Estos experimentos de pérdida y ganancia de funciéon de
las BMPs muestran qQue son necesarias y suficientes para regular la
expresion de en-1, ademds de que también se requieren para inducir la
formacidén de la AER, ya que con la sobreexpresion de Nogina se reprime
la expresion de en-1 y se induce la formacién de AERs ectdpicas que
pueden dirigir el crecimiento de la exitremidad y, con la sobreexpresidon
de los receptores de BMPs se expresa ectépicamente en-1 llevando a una
dorsalizacion de la extremidad y alterando la formacidon de la AER
endogena, resultando en extremidades truncadas. Ademds las BMPs
controlan negcﬁ\}omenfe lc expresidn de los factores de trascripcion de
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la familia MSX, que son factores necesarios para la formacién de la AER.
Se propone que la senatl de las BMPs se bifurca para regular la expresion
de en-1 y de msxl y msx2 para contribuir, tanto al establecimiento de la
polaridad dorso-ventral, cdédmo en la induccidén de Ila AER,
respectivamente (Pizzete et al., 2001).

Cémo se ha descrito anteriormente, las interacciones de las senales
que provienen de los distintos centros organizadores localizados en la
extremidad establecen las polaridades proximo-distal, antero-posterior y
dorso-veniral. Dichas interacciones también involucran, de manera
esencial, la formacidon y el establecimiento del esqueleto de lo
extremidad, de tal manera que los elementos esqueléticos logren
organizarse de una forma adecuvada y correcta para que la extremidad
cumpla con su funcién. A continuacidon se describird el proceso de
condrogénesis, que es un fendmeno importantisimo no sélo en la
formacion de la extremidad, sino también en la formacién del créneo y
del esqueleto axial de todos los vertebrados.

Formacién del cartilago en la extremidad.

El esqueleto de los vertebrados, compuesto de cartilago y hueso,
tiene tres distintos origenes: las células de la cresta neural forman el
esqueleto craneofacial, las células del mesodermo paraxial (somitas)
forman el esqueleto axialy las células del mesodermo de la placa lateral
se encargan del esgueleto apendicular. Las células migran hacia las
zonas del embrion en donde se desarrollardn los distintos elementos
esqueléticos y formardn condensaciones de alta densidad celular que se
diferenciaradn en osteoblastos o condrocitos (Hall y Miyake, 1992; Olson et
al.,1996). En las regiones del esqueleto craneofacial y de la clavicula, las

células condensadas se diferencian a osteoblastos formdandose
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directamente un esqueleto dseo. A este proceso se le conoce cdmo
osificacion intramembranosa, contrafiamente a la osificacion
endocondral, en el que las condensaciones de células mesenquimatosas
se diferencian a condrocitos, los cuales se organizardn de tal manera que
formardn un molde cartilaginoso con la forma de los futuros huesos. Este
molde de cartilago sera reemplazado progresivamente por osteoblastos
para formar los huesos definitivos. A este proceso se le conoce cédmo
osificacion endocondral y se lleva a cabo en la formacion del esqueleto
axial y el apendicular (figura 5) (Olsen et al., 2000; Pizette y Niswander,
2000} .
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Figura 5. Esquema de los distintas fases de la condrogénesis. Las células de cartilago se

organizan'de tal manera que forman el molde del elemento esquelético. Este cartilago
serd@ sustituido por hueso en la osificacién endocondral.

En la extremidad de los vertebrados, la condrogénesis inicia con la
agregacion de células mesenquimatosas provenientes de la placa lateratl
del mesodermo que formardn, posteriormente, condensaciones
precartilaginosas. Algunos de los factores que dirigen la condensacion de
las células mesenquimatosas es el factor de crecimiento BMP2 y los
miembros del Factor de crecimiento Transformante-g (TGF-g). también se

reconoce la participaciéon del sindecano-1 y los genes Hox: Hoxa4 y Barx1,
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ademds de los factores de trascripcion Msx-1 y Msx-2 (Hall y Miyake: 1995).
Fuera de su estado agregado, las células progenitoras del cartilago. son
morfolégicamente indistinguibles de las demds células mesenquimatosas,
sin embargo estas células empiezan a expresar marcadores especificos
del linaje condrogénico. La concentracidon de ias moléculas versicano, el
sindecano-3 y tenacina incrementaq. ya que antes de que se lleve a cabo
la condensacién se presentan en bagjas cantidades. Los genes
homedticos hoxd-3. hoxdli3., hox-2. chox-4, mhox, ck-erg y cart-1 y los
factores de crecimiento activina, Bmp4, BmpS y el factor de crecimiento y
diferenciacion-5 (Gdf5) se expresan en esta etapa de condensacion. Las
moléculas de adhesidon celular N-cam y N-caderina aparecen cuando la
condensacidn inicia, pero baja su expresidon durante el tiempo que dura
ésta. Se empiezan a sintetizar el agrecano, que va incrementando su
concentracidn en esta etapa, y las moléculas de la matriz extracelular

fibronectina y hialuronato (Hall y Miyake: 1995). Las células

mesenquimatosas que se encuentran condensadas se diferenciardn en -

condrocitos inmaduros. Un cambio en la forma celular, en la expresion
genética y un incremento en el depdsito de matriz extracelular
caracteristica de cartilago son eventos caracteristicos de esta etapa de
diferenciacidn. La coldagena tipo Il y IX, y los proteoglicanos caracteristicos
del cartilago cémo el agrecano y la fibronectina: ademdas del factor
transcripcional Pax-1, son algunas de las moléculas que se expresan y se
sintetizan en esta etapa de diferenciacién. Los condrocitos en esta etapa
se organizan para formar un molde de cartilago que comresponderd a la
forma del elemento esquelético definitivo (figura 5) (Hall y Miyake, 1995,
Pizette y Niswander; 2000).

Durante la diferenciacién de los condrocitos, un conjunto de células
de mesénquima rodea el elemento cartilaginoso y forma el pericondrio,
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que es un centro inductor importante para el crecimiento de los huesos.
Los elementos cartilaginosos de la extremidad se forman en una
secuencia temporal proximo-distal a través de un reclutamiento gradual
de las células que forman la condensacién inicial. La condensacion inicial
se bifurcard a través del eje antero-posterior para formar el zevgopodo
(radio-ulna/tibia-fibula), y la condensacidén posterior que formard a la uina
o a la fibula seguird bifurcGndose para formar los elementos dei
autépodo (carpos-metacarpos/tarsos-metatarsos y digitos). Algunas
células de la condensacioén inicial formaran el elemento estilopoidal que
constituird al hiumero o al fémur (Olsen et al., 2000) (figura &).

Los elementos esqueléticos individuales se generan por o
separacion de la condensacidn inicial en las zonas en donde se formaran
las articulaciones (Fell y Canti, 1934). Las células precondrogénicas que se
encuentren en las regiones de la condensacion donde se formaran las
articulaciones no se diferenciardn en condrocitos, sino Que expresardn
genes necesarios para la induccién de las articulaciones {Haines, 1947).

Existen moléculas a las que se les ha reconocido su importancia en
el proceso de condrogénesis., una de ellas es Sox9. €l papel del factor de
trascripcién Sox? en la condrogénesis se ha reconocido en humanos que
presentan una enfermedad llamada displasia campomeélica {CD). La CD
es un tipo de enanismo severo en el que los huesos largos se presentan
arqueados, con hipoplasia de la cintura pélvica y escapuiar,
anormalidades de la columna vertebral , decremento en el nimero de
costillas y anormalidades craneofaciales severas (Foster et al., 1994;
Wagner et al, 1994). La CD se debe a mutaciones en el gen Sox9 que no
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Figura 4. Formacion de los elementos cartilaginosos durante el desarolio de ta exiremidad.
Estos elementos se forman en una secuencia proximo-distal cuando avanza el tiempo de
desarolio, de tal manera que se forma primero el hUmero y al final los digitos. Los
elementos se forman por medio de una serie de bifurcaciones y segmentaciones de las
condensaciones de células mesenquimatosas que originalmente se forman de una

condensacion inicial.

permiten la expresibn de componentes de la matriz extracelular
caracteristicos del cartilago, tales como la colagena i, las colagenas IX y Xi
y el agrecano (Bi et al.. 1999; Lefebvre y de Crombrugghe, 1998). Por lo
tanto, Sox? participa en la sintesis de la matriz extracelular necesaria para
que se lleve a cabo la diferenciacion de las células mesengimatosas a
condrocitos. Otros dos miembros de la familia Sox, L-soxS y Soxé también
estan involucrados en la condrogénesis, ya que al igual que Sox? regulan
la expresidon de genes que codifican componentes esenciales de la matriz
extracelular, sélo que estos se expresan en la fase de condensacidn del
mesénquima y Sox? se expresa en las células mesenquimatosas antes de
que formen la condensacidn, lo que sugiere que Sox? también es
necesario para que se formen las condensaciones de mesénquima (Smits
et al., 2001; de Crombrugghe et al., 2001 y 2000).
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Otros factores que juegan un papel importante en la condrogénesis
son las citocinas que pertenecen a la superfamilia del factor de
crecimiento transformante-f (TGF-B), sin embargo. estos factores no sdlo
estan involucrados en la condrogénesis, sino también regulan de manera
importante la formacién de otros elementos presentes en las
extremidades tales como las articulaciones y los tendones. A continuacidn
se describirdn algunos de los procesos morfogenéticos en los que estan
involucrados estos factores.

Miembros de la superfamilia del TGF-g en la condrogéneis y

morfogénesis de la extremidad.

Entre los distintfos miembros que pertenecen a la superfamilia del
TGF-B se encuentran ias proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs),
denominadas asi por su capacidad de inducir cartilago y hueso cuando
son aplicadas en sitios ectépicos en animales adultos (Urist et al., 1979,
Hogan, 19946). En la extremidad de polio en desarmrollo, bmp2, bmp4, y
bmp7 se expresan en el mesénquima gque aun no se ha condensado y
durante la fase de agregacion en las células adyacentes a las
condensaciones que posteriormente formardan el pericondrio. El RNAmM de
los recelpfores bmpRIll y bmpRIa para BMPs se encuentran en todo el
mesénquima, durante la morfogénesis de la extremidad. mientras que el
receptor bmpRIb se expresa mdas especificamente en los agregados
precondrogénicos, condrocitos inmaduros y pericondrio {Macias et al.,
1999). Esos patrones de expresidn son compatibles con el sefalamiento
de las BMPs durante las multiples fases de la condrogénesis de la
extremidad.

Los primeros esfuerzos para determinar el papel de las BMPs en la
condrogénesis de la extremidad in vivo dieron pocos frutos, debido a que
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los fetos de ratones nulos para las distintas isoformas de 1a BMP o sus
receptores morian de manera temprana y por lo tanto no se lograba
obtener un fenotipo directamente relacionado a la formacidn de!
cartilago (Hogan,1994; Zhang y Bradiey. 1996; Dunn et al., 1997; Katagir et
al.,1998). S6lo se logrdé obtener un ratén nulo de bmps: el short ear, el
fenotipo de este ratdn indicd que BmpS5 estd involucrado en la
condensacidon del mesénquima precartilaginoso (King et al., 19%94).
Algunos experimentos de sobreexpresidbn de receptores dominantes
negativos de BMPs o de Nogina, un antagonista de Bmp2, Bmp4 y Bmp?7,
que impide que estos factores interaccionen con su receptor, produjo
extremidades que carecian de elementos cartilaginosos (Kawakami et al.,
1996: Zou et al., 1997; Capdevila y Johnson, 1998).

Se ha demostrado que las BMPs actian en las fases finales de la
condrogénesis ya que la adicion de BMP en cultivo de células
mesengquimatosas in vitro incrementa la condrogénesis después de la fase
de condensacién (Roark y Greer, 1994). La transfeccién de los genes
bmp2. bmp4, o receptores tipo | de BMPs activados aceleran la
maduracién de los condrocitos y lleva a la fusion e hiperplasia de los
elementos cartilaginosos de la extremidad (Duprez et al., 1996; Zou et al.,
1997). La aplicacién de perlas que contienen BMP en los interdigitos de la
extremidad en desarrollo, aceleran la apoptosis y la separaciéon temprana
de los digitos. De la misma manera, la implantacion de perlas que
contienen Bmp4 en la punta de los digitos en desamrollo resulté en una
bifurcacidon de estos, acompanados de la formacion de un drea
ectopica parecida a un interdigito extra tanto morfoldgica cdmo
molecularmente., Estos datos indican que la distribucion espacial de los
espacios interdigitales estd controlada por la distribucidon de las BMPs en el
mesodermo subyacente a la zona de progreso (Ganan et al, 1996);
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ademds de que se ha demostrado que las Bmp2. Bmp4 y Bmp7 son
potentes sefales apoptdticas para el mesodermo indiferenciado de la
extremidad.

La pérdida de la funcién de Nogina hace que no exista un efecto
antagoénico contra las BMPs; presentdndose altos niveles de estas
durante el desarrollo embrionario de los vertebrados. En ratones knockout
de Nogina. los elementos cartilaginosos estan engrosados y la formacion
de las articulaciones no se llevan a cabo. Debido a que la condensacion
inicial y la proliferacidn celular en la zona de la eplfisis parece ser normail,
se sugiere que el engrosamiento de los elementos cartilaginosos se debe
al aumento en células que responden a BMP (Brunet et al, 1998). Por otra
parte, la sobreexpresion de Nogina resulta en la ausencia de los
elementos cartilaginosos debido a la inhibicion de la formacién de las
condensaciones precartilaginosas y a la diferenciacion de los condrocitos
(Pizette y Niswander: 2000).

A las BMPs también se les ha reconocido cémo factores que
controlan la distribucidn espacial de las articulaciones. Dos isoformas de la
familia de las BMPs estan involucradas en la formacion de las
articulaciones: la Bmp2 y la Bmp7. Se ha encontrado que el efecto
predominante de la Bmp2 es la alteracidon en la morfologia de la
articulacién, mientras que Bmp7 es un potente factor que inhibe la
formacion de la articulacion, de hecho la expresion de sus genes reveld
un patrén que es complementario durante la formacidén de las
articulaciones, es decir; Bmp7 se expresa infensamente en el pericondrio
de los elementos cartilaginosos, pero de manera interumpida, ya que en
las zonas en donde estan formdandose las articulaciones no hay expresion
de este gen, mientras que Bmp2 se restinge a las zonas de las
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articulaciones. Estos resultados sugieren que la Bmp2 y la Bmp7
establecen el lugar donde las articulaciones se formaran (Macias et al..
1997).

Otro miembro de la familia de las BMPs involucrado en el desarrollo
de las articulaciones es el factor de crecimiento y diferenciacion-5 (Gdfs).
Se sabe que mutaciones en el gen Gdf5 causan braquiopodismo en el
ratdn, que es una alteracion caracterizada por el acortamiento de las
extremidades y ausencia de las articulaciones en los digitos (Storm et al.,
1994). El gen Gdf5 se expresa, al igual que Bmp?2, en las regiones donde se
formaran las articulaciones; sin embargo cuando se aplica Gdfs en la
punta de los digitos de la extremidad posterior de pollo, se promueve el
crecimiento del cartilago. pero no se inducen senales moleculares ni se
presenta la morfologia caracteristica de las articulaciones. Ademdas, Gdfs
aplicado en los interdigitos inhibe la formaciéon de articulaciones en los
digitos adyacentes, estos datos lo que sugieren es que Gdf5 no forma
directamente las articulaciones, sind que mds bien controla el
crecimiento y la diferenciacidn del cartilago epifisial de las falanges de
los digitos, que es necesario para que ocumran los procesos involucrados
en la formacidon de las articulaciones. Sin embargo, su papel aidn se
estudia. El engrosamiento del cartilago en la punta de los digitos por
efecto de Gdf5 produce una duplicacion de los tendones; sin embargo
otras citocinas que son capaces de engrosar y formar cartilago ectépico
no presentan este fenotipo (Tabla 1) {Merino, et al., 1999).

Oftro factor que influye en la formacién del cartilago durante la
embriogénesis temprana es el factor de crecimiento transformante-g (Tgf-
B). El Taf-p ejerce tanto efectos estimuladores cémo inhibidores durante la
diferenciacion del cartilago. Estos efectos dependen del estadio del
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desarrollo en que se encuentre el embridn (Kulyk et al., 1989; Carrington y
Reddi, 1990. Schofield y Wolpert. 1990; Leonard et al., 1991; Roark y Greer,
1994). La aplicacion de Tgf-8 en cultivos in vitro de células
precondrogénicas incrementa la biosintesis de proteoglicanos., ademdads
de que estimula la expresion de N-cadherina, N-CAM, fibronectina y
tenascina (Chimal-Monroy y Lino Diaz de Leon; 1999). tgfg2. una isoforma
del Tgf-g. se expresa en las condensaciones cartilaginosas en la
extremidad de pollo en desarrollo e induce la expresion de bmpR-1b,
ademds de promover condrogénesis ectopica. Se ha propuesto que el
Taf-p regula la formacién del cartiago por BMPs a través del receptor
bmpR-1b, que se expresa en las condensaciones que formardn las
falanges de los digitos (Merino, et al., 1998). El Tgf-p es capaz de revertir la
muerte programada regulada por BMPs en las zonas interdigitales, ya que
puede inducir diferenciacidn de estas células a cartilago, formdandose
digitos extras (Gafian et al, 1996). Por oto lado, el Tgf-g2 también se
expresa en las zonas de las articulaciones y en los tendones en formaciéon;
sin embargo, aun no hay pruebas suficientes que indiquen su papel en la
formacién de dichas estructuras (Tabla 1) (Merino, 1998).

Las Activinas son otros miembros de la superfamilia de los TGF-Bs
que juegan un papel fundamental durante el desamrollo embrionario
(Stern et al., 1995) y estdn implicadas en el desamollo temprano de la
extremidad y en la diferenciacion del musculo esquelético (Link y Nishi,
1997). La administracién in vitro de la Activina promueve la
condrogénesis de células de mésenquima de la extremidad de pollo
(Jiang et al., 19923). Estudios in vivo han demostrado que la Activina es una
senal involucrada en la formacion del esqueleto. La expresion genética
de la subunidad BA de la Activina se comrelaciona con el inicio de la

condrogénesis de los digitos en la pata de pollo, mientras que la
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subunidad gB se expresa en la Gltima falange de los digitos en desarrollo.
La administracidn exégena de la Activina en las regiones interdigitales
induce la formacién de digitos extras, de la misma manera, el uso de la
Foliistatina, un antagonista natural de la Activina, inhibe la formacion de
los digitos, lo que sugiere que la formacién de los digitos estd mediada
por la accion de la Activina. Se ha observado que la induccion de las
subunidades de la Activina es llevada a cabo por BMPs durante la
formaciéon de las condensaciones de los digitos (Merino et al., 1999). Los
transcritos de la subunidad A de la activinag aparecen desde etapas muy
tempranas en las zonas en donde se formardn las articulaciones y se
mantienen durante el desarrollo de la extremidad posterior de pollo. De la
misma manera que la subunidad BA el RNA mensajero de la subunidad gB
de la activina se localiza en las zonas de las articulaciones, pero la
diferencia radica en que B se encuentra en estadios relativamente mas
avanzados. No existen aun experimentos que demuestren la participacion
de la activina en la formaciéon de las articulaciones (Tabla 1).

Los factores de crecimiento pertenecientes a la superfamilia de los
Tof-Bs presentan una amplia gama de actividades bioldgicas
involucradas no sélo en la morfogénesis de la extremidad, sino en otros
procesos de desarrollo embrionario de vertebrados e invertebrados, tales
coOmo el crecimiento celuvlar, la diferenciacion. la migracién, el
establecimiento de contactos célula-célula vy célula-matriz, el
establecimiento de la forma celular, y la formacién de muchos otros
organos (Masaje, 1998; Miyazono; 2000). Pero gpor qué estos factores son
capaces de inducir distintas respuestas celulares? 3Qué es 1o que hace
que las células respondan de diferente manera a un solo factor?2. La
respuesta parece radicar, desde un punto de vista celular, en los tipos de

moléculas que son reclutadas para transducir las senales dirigidas por
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estos factores. A continuacion se describird de forma general, como se
lleva a cabo la transduccidon de las senales de los miembros de la
superfamilia de los TGF-Bs y las principales moléculas involucradas en este
mecanismo.

Via de transduccién de seiiales de la superfamilia del TGF-§

La superfamilia de los TGF-B consiste de aproximadamente 30
miembros encontrados en mamiferos, ademdas de otros en Drosophila
melanogaster y Caenorabditis elegans {Kingsley, 1994). Estos factores se
agrupan en familias, de acuerdo a sus caracteristicas estructurales. Estas
familias son: la familia de los TGF-8s, la familia de las Activinas/Inhibinas, 1a
familia de las proteinas morfogenéticas de hueso {BMPs), la sustancia
inhibidora Mulleriana y la miostatina. La familia de los TGF-ps consiste de
tres isoformas en mamiferos: Tgf-g1, Tgf-g2 y Tgf-83. El Tgf-p2 vy TGF-§4 se
encuentran en el pollo y TGF-B5 en Xenopus laevis. El Tgf-p1 puede sustituir
la funcidn del Tgf-B5. ya que células de ratdn in vitro responden
biologicamente al Tgf-B5 de X. Laevis (Conidia et al., 1990; Burt y Paton,
1992; Chimal- Monroy y Diaz de Leon; 1997). Existe un amplio espectro de
actividades biolégicas ejercidas por los miembros de esta familia, ya que
participan en la regulacion de la proliferaciéon, la diferenciacién, la
adhesion y la apoptosis de distintos tipos celulares, en los que se incluyen
las células endoteliales, epiteliales y hematopoiéticas (Roberts y Spom,
1990: Miyazono et al., 1994). Los TGF-gs participan también en la
activaciéon de la sintesis de moléculas de la matriz extracelvlar y en la
inhibicion de las enzimas que la degradian, estimula los contactos céiula-
matriz extracelular y célula-célula al promover la expresion de las
integrinas y proteinas de adhesién celular (Coffman et al., 1989; Sonoda
et al., 1989). Asi mismo, participan en el proceso de diferenciacién celular
de las células de Schawn en el sistema nervioso, y en la diferenciacion del
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Faanilia. Factar de

crecimenio.

Patron de exprestion genetica en

Ly extrenndad emboona .

Parocipacion dueinte Ly moe fogencas de

ta evtreondad

Mesénquima,

interdigito

articulaciones.

Formacion de elementos  cartilaginosos,

apoptosis en interdigito y mesodermo
indiferenciado. regula la formacion de las

articulaciones.

Bmp4 Mesénquima e interdigito. Formacion de clementos cartilaginosos y
apoptosis
BMP7 Mesénquima, interdigito y | Formacion de  clementos  cartilaginosos,
articulaciones. apoptosis en interdigito y mesodermo
indiferenciado. regula la formacion de las
articulaciones.
TGF-fs | TafB2 Condensaciones  cartilaginosas, | Formacion de los elementos cartilaginosos.
tendones y articulaciones
Activinas | Activina A Subunidad Ba: Condensaciones

cartilaginosas de falanges en

desarrollo y articulaciones.

Formacion de los digitos.

Activina AB

Formacion de los digitos.

Activipa B

Subunidad Bb: Gltima falnge en

desarvollo y articulaciones.

Formacion de los digitos.

Tabla 1. Patrones de expresidn y participacion en la morfogénesis de ka extremidad del
pollo de los principales miembros de la superfamilia del TGF-f.

del Hueso, cartilago y mUsculo ( Moses y Serra, 1996; Kingsley, 1994; Masaje,

1990; Sporn y Roberts,

detienen la proliferacion celular.

1992). En loa mayoria de las células,

los TGF-8s

Las Activinas, otros miembros de esta superfamilia de los TGF-8s se

descubrieron como factores que estimulan la secrecién de la hormona
estimulante del foliculo (FSH) en la hipdfisis. Las Activinas estan formadas
por dos subunidades denominadas p. Existen cuatro isoformas de las
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cadenas monomeéricas B: BA, fiB, BC y BE. Dependiendo de las isoformas
que formen el dimero de la activina. se obtiene una nomenclatura: si el
dimero se forma de 2 cadenas BA. se le da el nombre de Activina A, si
estd formada por una cadena A y una BB se le denomina Activina AB y
asi sucesivamente (Pangas y Woodruff, 2000). Las Activinas en las etapas
embrionarias de X. laevis inducen la formacion del mesodermo dorsal.
Ademads, estimulan la diferenciacién de células eritroides, la proliferacion
de las células T y participan en la condrogénesis durante la formacidn de
la pata del pollo (Hedger, 1989. Chen, 1993; Mathews, 1994; Merino et al,
1999).

La familia de las BMPs se han subdividido en distintos grupos de
acuerdo a sus estructuras. La Bmp2 y la Bmp4 son similares entre ellas vy,
con la proteina Decapentaplégico encontrada en Drosophila, forman un
grupo. La BmpS5, la Bmpé, la Bmp7 y la Bmp8, estructuralmente similares,
forman otro grupo. Bl Gdf5, el Gdfé y el Gdf7 forman uno mdas. (Kawabata
et al. 1998). Las BMPs al igual que los TGF-8s son reguladores del
crecimiento, la diferenciacion y la apoptosis celulares. Son proteinas que
inducen la formacién de hueso y cartilago in vive (Wozney et al. 1988),
ademds. de que juegan un papel critico en la morfogénesis, durante el
desarrolio embrionario de vertebrados e invertebrados. Se ha demostrado
que las BMPs inducen la diferenciacién de células mesenquimatosas en
osteoblastos y condroblastos (Katagiri et al. 1994; Luyten et al. 1994),
regulan e! desamrollo de células troncales hematopoiéticas, participan en
la induccion de tejidos neurales, y estimulan la formacidén del mesodermo
ventral en embriones de Xenopus (Bhatia et al., 1999).

Los miembros de la superfamilia de los TGF-8s llevan a cabo su

accidén uniéndose a los receptores tipo | y tipo Il del tipo serina-treonina
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cinasas {(Masgje, 1998). La unidén al ligando induce la formacion de
oligdbmeros de estos receptores. Se piensa que este oligomero se
compone de dos receptores tipo |, dos receptores tipo Il y el igando
(figura 7).

Los ligandos se unen a los receptores tipo Il que a su vez
transfosforilan al receptor tipo | en el dominio GS, que se localiza
estructuraimente en la parte superior del dominio serina-freonina cinasa,
considerandose la parte superior del receptor cémo la mds préximd al
dominio extracelular y la inferior en el dominio citoplasmatico {(Heldin et
al.. 1997). Una vez fosforilado el receptor tipo | en su dominio GS, puede
activar la via de transduccidon por las proteinas Smad y llevar a cabo la
actividad biolodgica del ligando regulando la expresion genética en
células blanco (figura 7). La sustitucién del residuo Treonina-204 en el
dominio GS del receptor tipo | de TGF-8s por el dcido aspdrtico resulta en
la activacién constitutiva del receptor {al receptor mutado se le
denomina Alk-5 TD o TBR1 TD). De la misma manera la substitucion del
residuo treonina o de la glutamina en el dominio GS en otros tipos de
receptores tipo | da como resultado la activaciédn constitutiva de los
mismos. De esta manera los receptores mutados transducen ia sefal en
ausencia de ligandos y de receptores tipo Il (Miyazono: 2000). Se han
identificado siete receptores tipo | en mamiferos y se denominaron,
originalimente Alkl, Alk2, Alk3, Alk4, Alk5, Alké vy Alk7 (ten Dijke et al., 1994a,
b). Estos receptores estdn agrupados en tres subgrupos basados en sus
similitudes estructurales. AlkS, Alk4 y Alk7 forman el grupo TbR-l {figura 8).
Alk5 es el receptor tipo | para TGF-8s. Alk4 es el receptor tipo | para
Activinas Yy Alk7 no se conoce aun su ligando. Ei grupo BmpR-l se
compone de |los receptores para BMPs; Alk3 y Alké o BmpR-la y BmpR-ib -
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figura 7. La octivacién de las R-Smads, por los receptores serina-treonina cinasas, hace
que se forme un complejo R-Smad/co-Smad que es transportado al nicleo: Las R-Smads
se anclan a ia membrana por medio de la proteina SARA antes de su activacidn. La unidén
del ligando con los receptores dirige la fosforilacion del dominio GS del receptor tipo | (R-))
por el receptor tipo Il {(R-11). El receptor tipo | fosforila a la R-Smad en la regidon SSXS
carboxilo t_ermlncl. La R-Smad forma entonces un complejo con la co-Smad (en forma de
heterotrimero) y se transporta al nicleo, en donde el complejo Smad se asocia con otfras
proteinas de unidn al DNA, asi como a coactivadores o corepresores para regular la
trascripcion de genes blanco (Miyazono, 2000).

respectivamente. El tercer subgrupo lo forma el receptor Akl y Alk2. El
receptor Alk2 une activina; sin embargo, parece que transduce sefiales de
ciertas BMPs especificas, tales cémo Bmpé y Bmp7 (ten Dijke et al.. 1994b;
Macias-Silva et al., 1998). El ligando fisioldgico de Alkl se desconoce, pero
se ha descubierto que en ciertos tipos celulares incluidas las células
endoteliales, el Tgf-p se une a este receptor ( Lux et al., 1999).
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Ligands Type || Receplors Type | Receptors A-Smads Co-Smaas

THA-) Group
TGE-B A TR (ALKS)
Activin AciRvita ACIR-I8 (ALKA) Smadz
k3 _— ALKT Smad3
BMPAA Group Smace
BMPR-U BMPR-(A [ALKI}
puPs ActR-ame BMPR-B (ALKE)
Smadt
ALKY Group Sme
TGER? TA-N?
BM BMPA-#
Py Acnams

figura 8. Componentes de la via de transduccion de senales de las distintas familias que
agrupa la superfamilia de los TGF- {Miyazono, 2000).

Una vez activado el receptor tipo | por el tipo Il, el asa L45 del
receptor tipo | interactia con los substratos intracelulares que son las
proteinas Smad. Dada esta interaccidén, el receptor cinasa tipo | activa a
las R-Smads fosforildndolas en la regidn SSXS, estas R-Smads forman un
complejo con las co-smads. Este oligdmero se transporta al nicleo y se
une al DNA y a otras proteinas que se unen al DNA regulando lo
transcripcion de genes blanco (figura 7) (Miyazono. 2000}).

Las proteinas Smad tienen pesos moleculares de 42 a 65 KDa. Hay
ocho distintas proteinas que se han identificado en los mamiferos y que se
agrupan en tres subclases: las smads reguladas por los receptores (R-
Smads). las Smads comunes (Co-Smads) y las Smads inhibidoras (l-smads)
(Heldin et al., 1997). Las R-Smads se pueden dividir, a su vez, en dos
subtipos: la Smad2 y la Smad3 forman uno y transducen vias de
senalamiento de TGF-Bs y Activinas: mientras que el otro grupo formado
por la Smad 1, 5 y 8 fransducen el seifalamiento de BMPs. Una Unica co-
Smad se ha encontrado en mamiferos; la Smad 4 que participa tanto en
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vias de senalamiento de TGF-fs y Activinas como en las de BMPs. La
Smad 6 y 7 forman el grupo de las -Smads o Smads inhibidoras, que
antagonizan la actividad de las R-Smads.

Las Smads tienen regiones amino y carboxilo terminal altamente
conservadas denominadas MH-1 y MH-2 respectivamente, que son
conectadas por una regidn de unién para cada Smad. distinta en
numero y tipo de residuos de aminodcidos. Las tres clases de smad
presentan el dominio MH-2, mientras que el dominio MH-1 se encuentra
en las R-Smads y la Co-Smad. ya que la regién amino terminatl de las |-
Smads es difiere de los otros dos grupos. Estudios cristalograficos revelaron
que el dominio MH-1 de Smad 3 interaccionan directamente con el DNA
(Shi, 2001). ademds de que es requerido para que la proteina pueda
dirigirse al nucleo e interaccione con otros factores de trascripcion, tales
cémo Jun, Tfe3, Spl y Runx (Xiao et al, 2000; Atftisano y Lee-Hoeflich,
2001). El dominio MH-2 al igual que el MH-1 también es requerido para
que esta asociacidn se lleve a cabo. Ademas la region MH2 media la
asociacion de las Smads con otro tipo de proteinas, tales cdmo SARA,
una proteina anclada a la membrana celular que interacciona con las R-
smads para presentarlas al receptor tipo |1 y este pueda fosforilarias (Shi,
2001; WU et al., 2000). De hecho en la parte mas extrema de la regidon
carboxilo terminal de las R-Smads hay una secuencia Ser-Ser-Val/Met-Ser
(regidn SSXS) que es fosforilada por los receptores {Macias-Silva et al.,
1996: Kretzschmar et al., 1997; Abdollah et al., 1997; Souchelnytskyi et al.,
1997). La regidén que une los dominios MH-1 y MH-2 de las Smads, llamada
region de unidn, presenta sitios potenciales de fosforilacidn por las MAP-
cinasas que bloquean la accidn de las R-smads y la exportacion de la Co-
smad del nicleo (Wrana, 2000; Zhang y Derynck, 1999; Watanabe et al.,
2000).
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En la mayoria de los tipos celulares Smad 2 y 3 son activadas por
TGF-B . En los queratinocitos, las Activinas activan a Smad3, mientras que
el TGF-Bs activa tanto a smad2 cémo a Smad3 (Shimizu et al., 1998). En
estadios muy tempranos del desarrollo la Activina, a través de Smad?2
tiene un papel en la induccion del mesodermo dorsal. En este proceso
tambiéen se involucra al factor Fastl, que forma un complejo con smad?2
que también se une al DNA. No se conoce si las Co-Smads son esenciales
para que se lleve a cabo la transduccidn de TGF-Bs. Activinas y BMPs,
aunque se ha reportado que la pérdida de expresion de Smad4 en
células cancerosas provoca que no exista respuesta a los ligandos (Zhou
et al., 1998; Jonk et al., 1998). Sin embargo, ya que algunas R-smads
pueden unirse al DNA en ausencia de Co-smads, existe la posibilidad de
que algunos genes puedan ser regulados sin la presencia de Co-Smads.
Alternativamente, puede que aun no se hayan identificado otros tipos de
Co-Smads en células de mamifero.

Smadl, 5§ y 8 son activadas por BMPs, sin embargo, se ha
descubierto que los TGF-Bs pueden inducir la activacidon de Smadl y 5 en
ciertos tipos celulares. Por ejemplo, el TGF-B activa a smadl en células
tumorales de mama y en células epiteliales intestinales de rata (X. Liv et
al., 1998; Yue et al., 19992a). También se ha demostrado que smadS induce
las mismas respuestas celulares que TGF-B en células hematopoiéticas
(Bruno et al, 1998) a través del receptor Alkl. Se sabe que Al induce la
fosforilacion cie Smadl o Smads5, y es posible que la activaciéon de estas
Smads ocurra via ALK1 (Attisano et al., 1998).

Se ha demostrado que, con la sobreexpresion de ciertas Smads. se
obtienen respuestas fisioldgicas iguales a las producidas por los ligandos.
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En células de mamifero la sobreexpresion de Smad2 y Smad3 induce la
inhibicion del crecimiento y la detencién de las células en la fase G1 del
ciclo celular, ademds de la apoptosis (Atfi ef al. 1997; Hunt et al., 1998; Le
Dai et gl., 1999).

En las células epiteliales, las Smad2 y Smad3 pueden inducir la
apoptosis in vitro (Yanagisawa et al., 1998). El TGF-B induce la activacién
transcripcional de ciertos genes, regulados por Smad3/4 y Smad?2/4, tal es
el caso de p2l. el cual juega un papel critico en la inhibicion del
crecimiento celular. La expresidn de proteinas de la matriz extracelular
también estd regulada por la accidon de Smad3/Smadd4.

También se ha observado que la sobreexpresion de Smadl y de
Smads5 induce la diferenciacidn de osteoblastos, a partir de ceélulas
osteoprogenitoras, de manera similar que con la vtilizacidbn de BMPs o
formas constitutivamente activas de los receptores tipo | de BMPs; sin
embargo, ni Smad1 ni Smad$s indujeron la formacion de cartilago. aungue
las Smads inhibidoras si la bloquearon. Estos resultados sugieren que la
diferenciacion de los osteoblastos estd conducida principalmente por la
via de las Smads, mientras que la condrogénesis puede ser regulada o no
por esta via (Fuji et al., 1999).

Hasta este momento se han alterado cinco smads por
recombinaciéon homadloga en el ratdon (Weinstein et al., 2000). Ratones que
carecen de smad2 smad4 o smad5 mueren durante su desarollo
embrionario. En el caso de los ratones nulos de smad2 y smad4 hay
defectos en la induccion del mesodermo y en la formacion del eje
antero-posterior del embridén. Los ratones nulos para smadS presentan
defectos en la angiogénesis. Los ratones deficientes en smad3 son viables
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pero con alteraciones en la respuesta de las células T, cdancer colorectaly
degeneracién en las articulaciones, parecidas a la osteoartritis. Ratones
alterados en el gen smadé presentan anormalidades cardiovasculares, en
los que se incluye hiperplasia en 1as valvulas cardiacas, osificaciéon de la
aorta y elevada presidon sanguinea (Attisano y Lee-Hoeflich, 2000).

En general todas Ias Smads son expresadas a traveés del desarrolio
embrionario, en la mayoria de los tejidos adultos y tipos celulares. Analisis
de embriones de ratén han revelado que hay una variaciéon en el patrén,
fiempo y nivel de expresidon de cada Smad (Luukko et al., 2001, Flanders,
2001). Por ejemplo las Smads inhibidoras, Smadé y Smad7, presentan el
mismo patrén de expresidon en el sistema cardiovascular en desarrollo,
pero cada una exhibe patrones de expresion diferentes en otros tejidos
tales cémo el hueso inframembranocso y los testiculos. La Smad4 se
expresa de forma cosmopolita durante el desamolio embrionario con
niveles particularmente altos en el epitelio del intestino. De manera
interesante las R-smads presentan expresiones superpuestas al menos
entre una Smad regulada por BMPs y otra regulada por TGF-gs y Activinas.

Justificacién del trabajo

Con base en los experimentos que demuestran el papel de los
miembros de la superfamilia de los TGF-fs en o morfogénesis de la
extremidad, en este trabgjo se determind la expresion genética de
distintas smads en varias etapas del desarmrollo de la extremidad de pollo,
de tal manera, que se pudiera observar una cormelacidn entre la
expresion de ambos tipos de moléculas. Por otra parte, para saber cudles
smads estdn regulando el proceso de condrogénesis se sobreexpresaron
las distintas Smads en células de mesénquima de la extremidad
embrionaria de pollo.
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Hipotesis

Algunos de los miembros pertenecientes a la superfamilia de los
TGF-Bs se expresan y participan en la morfogénesis (formacion de
articulaciones, formacién de los tendones, muerte interdigital, etc.)de la
extremidad de los vertebrados. Ademdas, se sabe que el efecto de estos
factores se transmite intracelularmente a través de la via las Smads. Por lo
tanto, se propone que las smads se expresardn diferencialmente durante
los distintos procesos morfogenéticos que involucran la formacién de la

extremidad embrionaria, y participardn regulando la formacion del
cartilago.

Objetivos
Objetivo general

Determinar la expresidn de distintas smads y su participacion en la
condrogeénesis, durante la formacion de la extremidad posterior del pollo.

Objetivos particulares
Clonar una regiéon codificante del gen smad8 para localizar su

expresion por hibridacién in situ durante la morfogénesis de la extremidad
posterior del pollo.

Correlacionar, por hibridacion in situ, la expresion genética de los
distintos miembros de la superfamilia de los TGF-Bs con la de las smads
durante el desarrollo embrionario de la extremidad posterior del pollo.

Amplificar adenovirus cuyos genomas tienen insertados genes de
las smads para infectar células de mesénquima de extremidad posterior
del pollo y sobreexpresarios.




Evaluar cuglitativamente, con tincion de ozul-alciano, la sintesis de
glucosaminglucanos (GAGs) sulfatados por células mesenquimatosas de

la extremidad posterior del pollo fransfectadas con los genes de las smad.

Materiales y Métodos

Clonacion del gen smad8

Se consuitd en el banco de datos de secuencias de genes (Gen
Bank, http://www2.ncbi.nim.nih.gov/) la secuencia completa de smad8
y se disefid un oligonucléotido sentido con la secuencia
cactggaatgtigtgagticc, localizado en la posicion 212 y un antisentido
cacaftcagcatacactfictcc, en la posicion 961, de tal manera que se
obtuviera un fragmento de 750 pares de bases. Se aisld RNA dé
extremidad de pollo en diferentes estadios de desarrollo y, se obtuvo un
cDNA por reverso transcripcidon comrespondiente al fragmento de smad8.
Los oligonucledtidos se hibridaron a la secuencia del fragmento y se
amplificd mediante PCR. El fragmento del gen se insertd en el plasmido
TOPO de 3.9 Kb por ligacion para utilizarlo como vector. Después se llevd
a cabo la transformacién de bacterias competentes Escherichia coli,
DHS5a, infroduciéndoies el vector TOPO rmediante choque térmico. Las
bacterias fueron cultivadas en placas LB agar con IPTG, X-gal y ampicilina
para llevar a cabo la seleccion. Las colonias blancas se aislaron y se
hicieron crecer en medio LB liquido con ampicilina {10 ug/ml) a 37 °C toda
la noche en agitacién. Se realizaron minipreparaciones del fragmento
clonado y se liberdé por un ensayo de restriccion con EcoR1. Las
minipreparaciones que presentaron el tamano de la insercidn se
secuenciaron y la secuencia se analizd en BLAST, demostrandose asi que
el fragmento del gen de pollo smad8 estaba clonado.
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Preparacion de la sonda
De las minipreparaciones obtenidas de la clonaciédn de smad8 y de
los plasmidos con los genes smadl, smad3, smads y smadé, donadas por

el Dr. Juan Hurlé de la Universidad de Cantabria Espafa, se realizaron

linearizaciones con el objeto de tfranscribir dichos fragmentos. Se utilizé 1a
enzima Pstl, para linearizar el pladsmido con Smad1, Sall, para los plasmidos
con smad3 y smadS5, Xbal para smadé y Apal para smad8. La trascripcion
se llevd a cabo utilizando la RNA polimerasa T7 para las smads 1, 3 y Sy la
SPé para la smadé y 8 con UTP-digoxigenina como marcador de RNA.

Hibridacién in situ

Se aislaron extremidades posteriores de pollo en distintas etapas del
desarrollo y se fijaron en paraformaldehido al 4% a 4°C toda la noche. Se
deshidrataron en concentraciones graduales metanol {(50%, 75% y 100%)

en PBT (ver anexo) y se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento.

Para empezar la hibridacion, las extremidades se hidrataron y se lavaron
en PBS. Las muestras se incubaron con peroxido de hidrogeno al 6% en
PBT durante una hora en ia oscuridad. Posteriormente las extremidades se
\ lavaron con PBT y se incubaron con proteinasa K a una concentracién de
10 pg/m! por 25 minutos. Se fijaron en paraformaldehido 4% :
glutaraldehido 0.2% durante 20 minutos. Después de otros lavados en PBT,
se incubaron con un amortiguador de hibridacion (ver anexo) durante 2 a
3 horas a 65 °C. Al término de la incubacion, se desnaturalizaron las
sondas por 2 minutos a 80°C y se colocaron inmediatamente en hielo. La
sonda se afadidé a las extremidades y se dejaron hibridando en bado
seco toda la noche de 65 a 68°C. Se readlizaron diferentes lavados a las
extremidades: dos veces durante 60 minutos con la solucidén | a 65°C (ver
} anexo), una vez durante 10 minutos en una mezcla de la solucion 1/2
(dilusidn 1:2) a 70°C, tres veces durante 10 minutos con la solucién 1l a
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temperatua ambiente (ver anexo), una vez durante 60 minutos con la
solucién Il a 37°C, una vez durante 10 minutos con la solucién Il a
temperatura ambiente, una vez durante 10 minutos con la solucion I {(ver
anexo) a temperatura ambiente, 1 vez durante 30 minutos con la solucidon
I a 65°C vy tres veces durante 10 minutos con TBST-2mM de levamisol (ver
anexo)} a temperatura ambiente. Después de estos lavados, las muestras
se prebloquearon con 10% de suero de cabra de 2 a 3 horas en el
agitador horizontal. Se dejé incubando a 4°C toda la noche con un
anticuerpo antidigoxigeninag acoplado a fosfatasa alcalina{Boehringen;
Roche) con una dilucién 1/2000. Se realizaron varios lavados con TBST +
2mM de levamisol. Por Ultimo, se hicieron dos Uitimos lavados 0os con NTMT
Y la marca se reveld con substrato para fosfatasa alcalina que muestra las
zonas hibridadas en color azul-morado.

Amplificacién de Adenovirus recombinantes.

Se infectaron células de rindn embrionario humano modificadas
genéticamente (células Q293T10) con adenovirus recombinantes que
portan los genes de las distintas smads. Estas células se incubaron a 37°C
en una atmdsfera de 5% de CO2 en medio DMEM al 5% de SFB. Una vez
desprendidas de las placas de cultivo en aproximadamente 4 dias, las
células se recolectaron en tubos de 15 ml y se sometieron a 6 ciclos de
congelacién-descongelacion con Nz liquido para liberar a los virus. Las
células lisadas se centrifugaron a 1,500 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C y
se recolectd el sobrenandante. El sobrenandante con el adenovirus se
almacend a -70°C hasta su utilizacidn. Los adenovirus recombinantes
fueron donados por los doctores Makiko Fujii y Mohei Miyazono del
Instituto de céancer del Japdn y fueron mandados con un titulo de 108 o
mas unidades formadoras de placas por miililitro (p.f.u./mi).
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Cultivos de micromasas e infecciéon con adenovirus
recombinantes.

Se recolectaron extremidades posteriores de pollo de 4.5 dias de
desarrollo. Estas extremidades se lavaron en PBS y sus células fueron
disgregadas con tripsina al 0.25% y colagenasa al 0.3%. Se neutralizaron
las enzimas con medio DMEM con SFB al 10%. Las células disgregadas
fueron sembradas en placas de 48 pozos a una densidad de 2x105 células
en 10 pl de DMEM con SFB al 5%. Estas célvlas se dejaron adherirse a los
pozos de 1 a 2 horas a 37°C con 5% de COa2. Después se les agregaron 100
nl de medio con virus y se complementd con 150 ul de DMEM y se dejaron
durante 3 dias de cultivo.

Tincién con Azul Alciano.

Para evidenciar la formacién del cartilago, los cultivos se fijaron con
fijador Khale (ver anexo) por 20 minutos y teflidos con azui alciano al 0.5%
en HCI 0.1N {pH1) toda la noche. Este colorante tifie glucosaminglicanos
sulfatados, caracteristicos del cartilago. por lo que es utilizado para
evaluar diferenciacion de células mesenquimatosas a condrocitos. Los
cultivos tenidos se contrastaron al dia siguiente con HCI 0.1N dos veces
por espacio de 5 minutos cada una. Se lavaron en PBS frio y se observaron

en un microscopio estereoscodpico para ver si el cultivo se tino con azul
alciano .




Resvultados
Expresion genética de las R-Smads de BMPs en la extremidad
posterior del pollo.

Para determinar la expresion de las R-Smads de BMPs; smadl,
smad3 y smad5, durante la morfogénesis de la extremidad del pollo se
realizaron hibridaciones in situ en extremidades posteriores de pollo del
estadio 25 al 32. La figura 8 muestra la expresidon de estos genes. En el
estadio 25-26 la smadl se localizd en el mesénquima subyacente al
ectodermo, que corresponde a la zona de progreso que bordea la parte
mas distal de la extremidad. esta expresion se identificd en estadios
posteriores en la zona interdigital y en el pericondrio que rodea las
falanges de los digitos (figura 8). Smad! también se encontrd en las
articulaciones de extremidades en etapas posteriores, desde el estadio 30
al 32. La expresidn de smads, al igual que la de smadl, se presentd en
articulaciones, pericondrio e interdigito en los mismos estadios de
desarrollo, solo que en etapas mds tempranas; del estadio 25 al 28, smad5s
se localizd en las condensaciones cartilaginosas. smad8 mantuvo su
expresion a lo largo de la cresta apical del ectodermo, durante el
desarrollo de la extremidad. El RNAmM de smad8 también se localizo en las
condensaciones de cartilago ya formado: y en etapas posteriores la
expresion se localizo en interdigito y se mantuvo en la AER y zona de
progreso (figura 9).
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smadl

smad5

smad8

E25-26 E27-28 E29 E30 E31 E32

Figura 9. Hibridaciones in situ que muestran la expresidon genética de las R-Smads de BMPs:
smadl.smad5 y smad8. En la parte inferior se indica el estadio de desarrollo en que se
encuentran las extremidades (segin Hamburger, 1951). E = Estadio

Expresion genética de smad3 en la extremidad posterior del
pollo

Smad3 es una R-smad que transduce seinales de TGF-8s y Activinas.
Para localizar los transcritos de este gen se reakizaron hibridaciones in situ
en extremidades embrionarias del polio desde el estadio 25 al 32. Este gen
se expresd en condensaciones cartilaginosas en los estadios del 25 al 28 y
a medida que avanzé el desamollo de las extremidades se restringié a los
tendones (a partir del estadio 29 al 32) (figura 10).

Expresion genéfica de smadé en la exiremidad posterior del

pollo.
Se observd también por hibridacion in situ la expresion de la smad
inhibidora; smadé. Interesantemente, este gen se expresd en el cartilago




desde el estadio 25 y se mantuvo durante el desarrollo de la extremidad

(figura 11}.
E29 E30

dyrie

E25-26 E27-28

E31 E32
Figura 10. Hibridaciones in sitv que muestran la expresion de smad3. Smad3 es un factor
que transduce el sephalamiento de TGF-8 y Activina. En la parte inferior se sefiala el estadio
de desarrolio de las extremidades (Segun Hamburger, 1951).

La smadé también se observd en la AER de forma discontinua ya
que se marco sélo en el epitefio que rodea la punta de los digitos. Al igual
que smad8, smadé se locakizd en la zona de progreso (figura 11).

E25-26 E27-28
Figura 11. Hibridacién in situ que muestra ka expresion de smadé. Smadé es un inhibidor de
la via de sefiglamiento de las R-smads. En ka parte inferior se sefiala el estadio de
desarolio de las extremidades (Segun Hamburger, 1951).

Efecto de las Smads en cullivos de micromasas.
Para determinar el efecto de las Smads en la condrogénesis in vitro
de células de mesénquima de extremidad de pollo se realizaron cultivos
de micromasas que se infectaron con adenovirus recombinantes que

|




portan estos genes. Los controles fueron cultivos que sobreexpresaron Lac
Z usando también vectores adenovirales.

Ni la sobreexpresion de las R-Smads. ni la de smad4 (co-Smad), ni
tampoco de las smads inhibidoras en cultivos de micromasas por si solas
mostraron diferencias en la condrogénesis (Figura 12).

Figura 12. La sobreexpresidn de las Smads por si solas en cultivos de micromasas no tuvo
ningUun efecto. Células de mesénquima de la extremidad posterior de pollo de 4.5 dias de
desarrollo fueron disgregadas y sembradas a una concentracion de 2x105 células en 10 ul

de D-MEM con 10% de SFB. Se dejaron incubar de 1 a 2 horas y se infectaron con
adenovirus recombinantes que portan las distintas smads y a lac Z, esté Jlitimo usado
coHmo control. Después de 3 dias de cultivo se fijaron y tifveron con azul alciano para
observar matriz extracelular caracteristica de cartilkago. No se observan cambios evidentes
en la tinciéon.
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Debido a que laos R-smads requieren de la Cosmad para
transportarse al nicleo y encender genes blanco se redilizaron co-
transfecciones y, se lograron obtener diferencias con los distintos

tratamientos, ya que se presentaron diferencias en la sintesis de GAGs
{figura 13).

g - -
oot . -
- N ’

kp control J smad5/4 smad6/7
figura 13. Células tratadas igual que en la figura 11, solo que aqui se realzaron dobles
infecciones. La sobreexpresion de smad1 con smad4 (smad1/4), smad2 consmad4
{smad2/4) y smad3 con smad4 {smad3/4) indujo condrogénesis. Cultivos que
sobreexpresaron smad5 con smad4 {smad5/4) y smad8 con smad4 (smad8/4) alteraron la
adhesién celular por lo que no se logro evaluar lka condrogénesis. La presencia de ambas
smads inhibidoras, smadé y smad?Z, interrumpen ka formacion de matriz extracelulkar
caracteristica del cartilago ya que estos cultivos no se tifieron con azut akciano (smad 6/7).

Estas co-tfransfecciones consistieron en sobreexpresar una R-smad (smad],
smad2, smad3, smad5 y smad8) con la Co-Smad (smad4} para ver si con
la sobreexpresion de estas dos proteinas se inducia un efecto en la
condrogénesis. La co-fransfeccion de smadl/smad4, smad2/smad4 y
srriod3/smad4 en los cultivos de micromasa induj'eron condrogénesis, en
comparacién con los cultivos control (infectados con adenovirus que




expresaban Lac Z, y sin infecciones). En el caso de smadS/smad4 y
smad8/smad4 la mayoria de las células se desprendieron del pozo
después de 2 dias de cullivo; aunque las células que permanecieron
adheridas a la superficie del pozo mostraron producciédn de matnz
extracelular caracteristica de cartilago, ya que al tercer dia de cultivo
fueron positivos a azul alciano (figura 13).

Cuando se sobreexpresd alguna de las smads inhibidoras, ya fuera
Smadé o Smad7 no se presento efecto alguno en los cultivos de
micromasas; sin embargo, cuando ambas smads inhibidoras estuvieron
presentes, los cultivos no se tiieron con azul alciano, indicando la
ausencia de matriz extracelular caracteristica del cartilago y por lo tanto
inhibicion en la condrogénesis.

Estos resultados sugieren que al expresarse las Smads en la
extremidad en desarmollo. podrian tener un papel importante en la
morfogénesis de ésta, ademds de que las células mesenquimatosas de la
extremidad responden ante estos factores a nivel de la condrogénesis.

Discusién.

En este trabajo se identifico la expresion genética de las R-smads de
BMPs, de la smad3 que es una de las dos R-smads de TGF-b y Activinas y,
de una l-smad: la Smadé en distintas etapas del desarrollo embrionario de
la extremidad posterior del pollo (figura 9, 10 y 11). Se ha comprobado
qQue TGF-bs, Activinas y BMPs son factores necesarios para que la
extremidad se desamrolle correctamente y pueda ser funcional. Los TGF-fs
y las Activinas pueden inducir digitos ectopicos en la zona interdigital,
ademds de que tgfp2 se expresa en las condensaciones cartilaginosas,
tendones y en la punta de las falanges de los digitos en desarmrollo.



(Ganan et al.. 1996: Merino et al. 1999). La smad3. similar a
Tgfp2. aparece en los tendones en formacién, o que nos sugiere que
posiblemente Tgf-fs estén involucradas en la morfogénesis de los
tendones via smad3. De la misma manera que Tgf-g, los transcritos de
smad3 aparecieron durante las condensaciones carlilaginosas. por lo Que
probablemente smad3 sea la smad transductora para que se lleve a
cabo la condrogénesis. Esto se comprobd sobreexpresando la smad3 en
cultivos de micromasas, ya que al igual que Smad2 y Smada3, indujo la
condrogénesis solo si se sobreexpresaba conjuntamente la co-smad,
smad4. Por otro lado. la co-transfeccién de smad2 con smad4 indujo
también condrogénesis, lo que sugiere que Tgf-g también mediaria este
proceso por medio de Smad2. Sin embargo la Smad?2 y la Smad3 son
transductores también de Activinas que inducen condrogénesis,
posiblemente a través de estos factores de trascripciéon. La subunidad A
de la activina se expresa en ia punta de los digitos en desarrollo y
articulaciones, y los transcritos de la subunidad BB aparecen primero en
las articulaciones en formacidén y en la punta de la ultima falange en
desamrollo, pero en este trabagjo solo se observo la expresidon de smad3
que no comrresponde al patrdn de expresion de las Activinas, por lo que
smad2 podria transducir tanto sehales de TGF-Bs y Activinas para la
formacion de articulaciones, siempre y cuando smad2 se exprese en las
articulaciones en desamollo y en los elementos cartilaginosos en
formacion, aunque esto debe comprobarse ya que no se conoce la
expresion smad2 durante e! desamolio de la extremidad. Sin embargo. ias
células mesenquimatosas que forman el primordio de la extremidad son
competentes ante Smad2 y Smad3, ya que la sobreexpresion de estas
smads junto con Smad4 se indujo el aumento en la condrogénesis. Estos
resultados concuerdan con los experimentos in vivo en donde la

aplicacién de Tgf-p y Activina en la pata de pollo en desarrolio provocan
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el engrosamiento del cartilago o la formacidon de nuevos elementos
cartilaginosos (Gahan et al., 1996; Merino et al., 1999). Por lo consiguiente,
se propone que Tgf-f y Activina estan induciendo la formacién del
cartilago via Smad2 y Smad3 en células de mesénquima de la
extremidad.

Se conoce que las BMPs estdn involucradas en la formacién vy
mantenimiento de la AER, en la formacién del cartilago, en la muerte
interdigital y en la regulacion de la formacion de las artficulaciones
(Ganan et. al.. 1996; Macias et al. 1997; Merino et al., 1998; Pizeite y
Niswanser, 2000). Se ha observado que bmp2 se expresa en la zona
interdigital y en las zonas de las articulaciones en desarrollo y, bmp7 en la
zona interdigital y en el pericondrio de forma interrumpida, ademdas de
que ambas BMPs son potentes sefiales apoptoticas para las células del
mesodermo indiferenciado(ver intfroducciéon, Macias et. al, 1997). De las
hibridaciones in situ para las R-Smads transductoras de BMPs realizadas en
el presente trabagjo. se encontraron tos transcritos de smad1 y smad5s en
las zonas de las articulaciones, el pericondrio y el espacio del interdigito.
Estos resultados indicarian que Ilo actividad bioldgica de Bmp2
relacionada a la formacién de las articulaciones seria transducida via
Smadl y/o Smad5. ya que estas tres moléculas se expresan en las zonas
de las articulaciones. Por otro lado, Bmp2, Bmp4 y Bmp7, que se expresan
en interdigito, son capaces de inducir la muerte celular por apoptosis en
esta zona. El efecto de esta respuesta celuiar podria ser transducida por
Smadl y/o Smas, ya que los genes de ambos transductores se expresan
en interdigito similarmente. De la misma manera smadl y smads se
expresan en el pericondrio, lo que nos indicaria que estas proteinas
dirigirian la actividad de Bmp7. ya sea para establecer al pericondrio
cdmo un importante centro inductor de regulacion del crecimiento de los
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huesos largos o para inducir la expresion de genes que modulan
directamente la organizacidn de la placa de crecimiento que es también
esencial para el crecimiento de estos huesos. Las BMPs también son
importantes reguladoras e inductoras de la formacién del cartilago. que
aunque no se expresen en los elementos cartilaginosos (pero si en las
condensaciones precondrogénicas), son capaces de generar hueso
ectopico, incluso en animales adultos (Urist et al., 1979). El receptor tipo |
para BMPs el bmpr-1b (alké) vy la proteina transductora smad8 se expfescn
en el cartilago en formacién, lo que sugiere que las BMPs inducirian la
formacién del cartilago via BmpR-1b y Smad8 en etapas relativamente
tardias y por Smad5 y Smad8 en la formacidn de condensaciones
precartilaginosas en estadios mas tempranos. Sin embargo, estas
posibiidades no se apoyan por los experimentos in vitro de cultivos de
micromasas realizados en el presente trabaqjo, ya que la sobreexpresion
de smad5 y smad8 afectd la capacidad de las células para adherirse a
las placas de cultivo. De hecho, el efecto fue mdas dramdtico
sobreexpresando smad 8, ya que hubo mds células desprendidas y poca
produccién de moléculas afines al colorante azul Alciano. En el caso de
sobreexpresion de smads, las células que lograron adherirse produjeron
algunos componentes de matriz extracelular positivos a ia tinciobn con
azul-alciano, lo que no descarta completamente la posibiidad de que
Smad5 mds que Smad8 este involucrada en la condrogénesis durante la
morfogénesis de la extremidad. Otra posibilidad es que Smadil sea la
proteina transductora de BMPs para inducir condrogénesis, de acuerdo
con los experimenios in vifro presentados aqui; sin embargo no
concuerdan con la expresion de smadl, ya que éste no se expresd en las
condensaciones de cartilago. pero si para smad8 que presentd una
expresidon en los elementos cartilaginosos en formacion.




Se ha sugerido que la sefalizacidon de las BMPs para la formaciéon
del cartilago podiria ser independiente de la sefalizacidn por las proteinas
Smad, una posibiidad que se comprobdé con los experimentos de
sobreexpresién de las proteinas Smads en células ATDCS (que son células
de mesénquima progenitoras de cartilago) en las que no se togro inducir
la formacién de nddulos de cartilago (Fujii et al., 1999). Sin embargo. esta
posibilidad puede descartarse debido a la expresidn de la smadé, que es
una Smad inhibidora que impide el transporte de las R-smads al ndcleo.
La presencia de smadé en los elementos de cartilago indica que este
factor esta regulando alguna de las R-smads y que podria ser Smad8 por
la expresion presentada. Dados dichos resultados, es dificil considerar que
las formacion del cartilago sea independiente de la via de las smads.

Aunque smadl no se expresd en las condensaciones de cartilago ni
en el cartilago ya formado, si es capaz de inducir condrogénesis en
célulos de mesénquima de la extremidad en cultivos de micromasas,
siempre y cuando se encuentre también la presencia de Smad4. Esto
indica que las células de mesénquima del primordio de la extremidad son
capaces de activar a Smadil y responder ante esta molécula de
senalamiento junto con Smad4 para inducir condrogénesis. Estos
experimentos in vitro concuerdan con otros estudios realizados
anteriormente con el mismo sistema pero aplicando BMP, ya que en estos
cultivos celulares de micromasas a los que se les aplica BMP también
inducen la formacién del cartilago {Pizette y Niswander, 2000).

Coémo se ha mencionado anteriormente la Bmp2, la Bmp4 vy la
Bmp7 son potentes sefiales apoptoticas para las células del mesodermo
de la extremidad que se encuentran en interdigito, ya que la
implantacidn de perlas que contienen a estos factores aceleran la




muerte celular interdigital {Macias et. AL, 1997; Merino et. al., 1998). Este
importante proceso de acuerdo con los transcritos encontrados en el
presente trabajo podria estar mediado por la Smodl, la Smads, vy ia
Smads, sin embargo como ya se menciond la sobreexpresion de smadS5 y
smad8 indujo el desprendimiento de algunas células de las placas de
cultivo pocas horas después de sembrarlas (aproximadamente 2 horas).
Aunque no lo comprobamos experimentaimente, especulamos que
posiblemente las células desprendidas murieron, sugiriéndonos que quizas
Smad5 y Smads8 transducen la sefalizacion relacionada a apoptosis por
BMPs. Quizds la Smad5 y la Smad8 puedan ser activadas por los
receptores tipo | para llevar a cabo su efecto apoptdtico de forma
rdpida. Sin embargo, no todas las células se desprendieron como
respuesta a la SmadS5 y a la Smad8, ya que otras sobrevivieron e incluso
secretaron glucosaminglucanos sulfatados lo que indica que lograron
diferenciarse a cartilago. De hecho, el patrén de los nddulos de cartilago
en células que sobreexpresaron smad5 fue notablemente distinto al de los
otros cultivos tratados y a los del control (figura 13). Esto da una mayor
evidencia de que smad5 estd actuando en la organizacidén de los
condrocitos y en la morfogénesis de las céluias que conforman la
extremidad.

Es muy probable que Smad8 este involucrada en la induccién y el
mantenimiento de la AER por BMPs, ya que su expresion se mantiene a lo
largo de ésta durante el desarmrollo de la extremidad y concuerda con la
expresion de las BMPs descritas por Pizette y col. (Pizette et. al. 2001). Las
BMPs reprimen la expresion de los genes msx en las células del ectodermo
para que se forme la AER. De esta manera, las BMPs controlarian la
expresion de estos factores via Smad8. Posiblemente Smad8 induce la

expresion de algun factor que reprima intracelularmente la expresion de
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los factores msx. Ya que el establecimiento del eje antero-posterior y
dorso-ventral estd interelacionado por BMP seria interesante saber que
smad se expresa en el ectodermo ventral que induciria directamente la
expresién de en-1 para que se lleve a cabo la ventralizacidn de la
extremidad.

Se realizaron hibridaciones de la smad inhibidora smadé, con el
objeto de conocer la participacién de esta Smad en la regulacién de las
R-smads. smadé se expresd en las condensaciones cartilaginosas desde
estadios tempranos a estadios mdas avanzados. Smadé evita el transporte
de las R-smads hacia el nicleo, por lo que impide que exista respuesta
bioldgica de las células ante los miembros pertenecientes a la
superfamilia de los TGF-p. La presencia de los transcritos de smadé en las
condensaciones cartifaginosas indicarian que Smadé estd regulando la
sefalizacion de BMPs por Smad8 para la formacién del cartilago. COmo
anteriormente se demostrd, la sobreexpresion de smad8 en cultivos de
micromasas aiterd la adhesidén celular haciendo que las células no se
adhirieran © se desprendieran de las placas de cuitivo impidiéndonos
observar una respuesta fenotipica con la tincion de azul alciano vy, por lo
tanto., no se pudo comprobar in vitro lo que se observo con las
hibridaciones in situ. Por lo tanto, existen dos posibilidades: Smadé puede
impedir un sobrecrecimiento del cartilago regulando la diferenciacion de
células competentes a TGF-g, Activina o BMP o impediria que las céluias
que forman los elementos cartilaginosos presenten apoptosis por accidén
de BMPs. Por ofro lado una proteina antagonista natural de las BMPs,
Nogina, se expresa en los radios digitales impidiendo que las BMPs
presenten sus efectos apoptdticos sobre estas céluias, aunque
paraddjicamente estas células logran responder a las BMPs para
diferenciarse a cartilago. Al parecer el tipo de receptor que presentan las




células es el responsable de que respondan de una u otra manera ante
un mismo factor de crecimiento, asi, se cree que el receptor BmpR1ib es la
molécula responsable para que las células se diferencien a cartilacgo y no
se vayan a apoptosis (Merino et al, 1998). Smadé estaria a! igual que
Nogina blogqueando la respuesta apoptdtica de BMPs en células
presentes en las condensaciones de cartilago. Si esta posibilidad fuera
cierta, los vertebrados desamollarian a través de su evolucidon varios
mecanismos de regulacidon que evitarian estragos durante el desarrollo de
la extremidad y que ademds garantizarian un odrgano que fuera
altamente funcionail.

Al sobreexpresar los diferentes tipos de Smads en cultivos de
micromasas para ver su efecto a nivel de condrogénesis no se pudo
observar cambio alguno cuando se sobreexpresaron por si solas (figura
12}, pero cuando se co-transfectaron las R-smads junto con la Co-smad
{smad4) se lograron observar cambios significativos en los cultivos, en
donde la sobreexpresion de smadl/smad4, smad2/smad4, smad3/smad4
indujeron condrogénesis, la cual puede ser evaluada por la tincién de
Azul-Alciano que tifne glucosaminglucanos sulfatados, y smadS/smad4 y
smad8/smad4 afectaron la adhesidn celular, ya que las algunas células
no pudieron adherirse a las placas de cultivo o se desprendieron durante
el tiempo de cultivo, aunque las células sobrevivientes lograron producir
una matrz rica en glucosaminglucanos sulfatados (Figura 13). Estos
resultados indican que es necesaria la presencia de Smad4 para que las
R-Smads logren efectuar su accidn al menos en este sistema. En otros
experimentos utilizando células ATDCS, la sobreexpresion de las R-Smads
por si solas, y usando los mismos vectores adenovirales que aqui se
utilizaron no lograron que estas células pudieran diferenciarse ni formar

nédulos de cartilago, solo las I-ssmads pudieron inhibir la condrogénesis en
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este sistema (Fujii, 1999}, Sin embargo, en estos estudios no se realizaron
co-transfecciones para sobreexpresar a la Co-smad junto con las R-
smads.

Interesantemente, cuando se sobreexpresd smadé no se logrd
inhibir la condrogénesis y 1o mismo sucedid con la smad?. Pero cuando
ambas se sobrexpresaron, la inhibicidon de la condrogénesis observando la
sintesis de glucosaminglicanos sulfatados fue evidente (Figura 13). Estos
datos propondrian que ambas |-smads son necesarias para ejercer su
efecto inhibidor en este sistema; sin embargo. no hay adn datos
suficientes que apoyen esta suposicion. De comprobarse la
interdependencia de ambas |-smads se plantearia un novedoso modelo
que integraria nuevos elementos en la transduccidon de la senal y su
regulacion por via de las Smads.

Los diferentes miembros de la Superfamilia de los TGF-8s muestran
una gran gama de actividades bioldgicas, entre las mds conocidas, la
diferenciacion y crecimiento de las células, la respuesta inmune, la
produccién de matriz extracelular y, la regulacion de la adhesion celular
(Masaje, 1998). Se ha propuesto que las células responden ante estos
factores de crecimiento de diferente manera por la presencia de
moléculas que intervienen en la transduccidon de sus sefnales. Por ejempio,
las células que forman los radios digitales de! autdépodo de la extremidad
pueden diferenciarse a condorcitos, ya que solo expresan el receptor
bmpr-1b y no otros receptores que quizds estén involucrados en las
respuestas apoptoticas. En el presente trabagjo se logro observar que, en
algunos de los casos, las expresiones de las smads fueron diferenciaies, es
decir, el patrén de expresion de smad] fue diferente al de smad3, smad8
y smadé en estadios relativamente tardios, y el patrdn de smad3 fue
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diferente al de smadl, samdSs., samd8 y smadé, y asi si comparamos el
pairdn de expresion de cada una de las smads con el de las otras. Las
diferencias en el patrén de expresion sugieren que cada smad estd
participando en la morfogénesis de los distintos elementos que
componen la extremidad, por ejemplo Smad3 podria estar regulando la
formacion de los tendones, Smadl y 5 las articulaciones, la muerte
interdigital y el pericondrio, Smad8 la condrogéneis y el establecimiento
de la AER vy la smadé la condrogénesis. Esta diferencia de expresion de
las distintas smads ejemplifica claramente que la respuesta de las células
ante un factor con un amplio potencial inductor depende (entre otras)
de la presencia o ausencia de ciertas moléculas que participan en la
transduccion de la sefal, haciendo competentes a un grupo de células
ante el estimulo de estos factores de crecimiento. Por lo tanto, cierta
respuesta especifica de un grupo de células dependerd entre otros
factores de la presencia de ciertos tipos de smads en la extremidad en
formacion.

Pero estd también la contraparte a lo mencionado anteriormente,
ya que también existen expresiones sobrepuestas., ejemplificadas
claramente en la expresion de smadl y smad5 en estadios mds tardios, ya
que ambos presentan el mismo patron de expresion. Esta condicidén abre
la interrogante de la existencia de una redundancia funcional, es decir
aSmad! podria suplir a Smad5 para obtener una misma respuesta celular
o viceversa? Existen condiciones naturales en el que la redundancia de
funciones existe, por ejemplo el factor de trascripcidon L-sox5 puede suplir
al factor Sox 6 y viceversa, para que se lleve a cabo la diferenciacién de
los condrocitos (Crombrugghe: et al, 2002). Sin embargo. no se han
realizado estudios aun para contestar esta interogante que podria arrojar
resultados interesantes.
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Conclusiones
Las R-smads de BMPs, smadl, smad5 y ssnad8. la R-smad de TGF-fs y
Activinas, smad3, y la smad inhibidora, smadé, se expresaron, algunas de
forma diferencial y otras de forma muy parecida, durante los distintos

procesos morfogenéticos presentes en el desamrollo de la extremidad del
pollo.

Hay una correlacién de expresidén de las R-smads y los miembros de
la superfamilic del TGF-gs en los procesos morfogenéticos de la
extremidad, asi, smad3 y Igfg2 se expresan en tendones vy
condensaciones tempranas, smadl y smad5 aligual que bmp2 y bmp7 se
expresan en pericondrio, articulaciones y zona interdigital, y smad8 y
bmprib se expresan en las condensaciones y radios digitales.

Las R-smads requieren de la Co-smad para regular el proceso de
condrogénesis debido a que la sobreexpresion de las R-smads por si solas

no lograron inducir una respuesta de las células de mesénquima in vitro.

Lds células de mesénquima in vitro responden dependiendo la
proteina Smad sobreexpresada, asi, Smadl con Smad4, Smad2 con
Smad4 y smad3 con Smad4 indujeron condrogénesis, mientras que Smadé
con Smad? la inhibieron. Por otfro lado, Smad5 con Smad4 y smad8 con
Smad4 afectaron la adhesién celular.

Las proteinas Smad son importantes reguladores de la
condrogénesis y podrian participar de forma importante en la
morfogénesis de la extremidad.
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Anexo.

PBT:
PBS 1X
Tween 20 1%

PBS 10X para 1 litro:

80 g de NaC

2g de KClI

14.4 g de Na2HPOg4

2.4 g de KHPOy4

Aforar a 1 litro con agua destilada.

Amortiguador de hibridacién:
5 mi de Formamida 50%

2.5 mlde SSC 5 X

1 mide SDS 1%

50ul de 1RNA 50 ng/mi

10pnl de heparina 50ug/mi

TBST + levamisol 2 mM para 100 ml:
S5mide TrisHCI pH 7.5 1M

3.75 ml NaCi 5M

1 mIKCI1 M

1 mi tritén 1%

Aforar a 100 ml de agua destilada
Agregar 1 mi de levamisol 2mMmM

Solucion | para 40 mi:
20 ml de Formamida

8 mil de SSC 20X pH 4.5
4 mlde SDS 10%

8 ml de agua destilada

Solucién 1l para 100 mi:
10 ml de NaCl 5M

1 mlde Tris 1M pH 7.5
100ul de tween 20

Solucién 1l para 40 mil:
20 ml de Formamida
4mi de SSC 20X pH 4.5
16 ml de agua destilada

NTMT para 10 mi:

10 mide TrsHCI pH 2.5 1M

S5 mide MgCiz TM

2 mide NaCl S5Mm

100pul de Tween 20
Aforar a 100 mi de agua

Fijador de Khale:
10 m! aeido acetico glacial
150 mi Etanol 95%
60 mi Formol
300 mi Agua destilada
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