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Para los Chinos “aprender es como remar a contracorriente, si no se

avanza se retrocede”.

La “ciencia” es un privilegio de Dios y que el hombre usurpara: la idea

del “pecado” surge de esa usurpacion .

Asi pues, la mano no es s6lo el 6rgano del trabajo: es también su producto.
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de estas habilidades heredadas a funciones cada vez mas completas, ha sido que la
mano del hombre ha alcanzado ese grado de perfeccion capaz de dar vida, como
por arte de magia, a los cuadros de Rafael, a las estatuas de Thorwaldsen y a la
musica de Paganini.
Federico Engels. El papel del trabajo en la

transformacion del mono en hombre. 1876.
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RESUMEN

Durante el desarrollo del esqueleto, cuando el cartilago en crecimiento
alcanza cierto tamano, éste puede segmentarse y formar dos elementos
esqueléticos a partir de uno, separados por una articulacion. En este trabajo
proponemos un mecanismo mediante el cual las Integrinas y las Proteinas
morfogenéticas de hueso (BMP) regulan estos procesos durante el desarrollo del
esqueleto. El bloqueo de las Integrinas oSy Bl mediante anticuerpos
neutralizantes en extremidades de embriones de raton cultivadas, indujo la
expresion de los marcadores de articulaciones Wnt-14 y Gdf-5, asi como la
formacién de articulaciones ectopicas en el zeugopodio (radio y ulna). Las
articulaciones ectopicas se formaron entre los condrocitos en proliferacion y los
hipertréficos; en esta zona la Integrina a5 deja de expresarse durante el desarrollo
de las articulaciones normales. Asi, el bloqueo de las Integrinas interrumpe la
diferenciacion de los condrocitos en proliferacién a prehipertréficos, de tal forma
que dejan de expresarse la Colagena tipo Il e Indian hedgehog (IHH), los cuales
son marcadores de diferenciacion del cartilago. Sorprendentemente, la adicion de
BMP-7 en el medio de cultivo aceler6 la formacion de estas articulaciones.

Por otro lado, la sobrexpresion de los genes de las Integrinas a5B1 en la
extremidad embrionaria del pollo, indujo la expresion de /hh y la inhibicion de Wnt-
14, es decir, se inhibi6 la formacion de articulaciones como consecuencia del
sobrecrecimiento de cartilago, lo que resulté en la fusién los elementos
esqueléticos del autopodio.

Estos resultados indican que la decisién de los condrocitos en proliferacion
para diferenciarse hacia un destino prehipertréfico o prearticular esta en funcién de
la presencia o ausencia de la integrina a5p1. Con base en estos hechos, se
sugiere que las integrinas a5p1 coordinan la formacién de articulaciones y la

maduracién de los condrocitos durante el desarrollo del esqueleto.
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SUMMARY

During skeletal development, when growing cartilage reaches a particular
size, segmentation may occur forming two skeletal elements separated by a joint.
In this work, we propose a mechanism by which Integrins and Bone Morphogenic
Proteins (BMP) regulate this process during skeletal development. Inhibition of a5
and B1 Integrins by blocking antibodies in limb mouse cultures produced an ectopic
joint in the zeugopod (radius and ulna). Expression of joint markers like Wht-14
and Gdf-5 corroborates this fact. Ectopic joints were formed between proliferating
and hypertrophic chondrocytes; in this zone a5 Integrin is not expressed during the
development of normal joints. In this way, blocking Integrins stops differentiation of
proliferating chondrocytes to prehypertrophic chondrocytes, and reduces
expression of markers of cartilage differentiation like collagen type Il and Indian
hedgehog (IHH). Surprisingly, addition of BMP-7 in the culture medium enhanced
the induction of ectopic joints.

On the other hand, missexpression of a5p31 Integrin in the chicken limbs,
results in cartilage growth and inhibition of joints. This was resulted in the presence
of more hipertrophyc cartilage, over-expression of /hh and inhibition of Wnt-14.

These results indicate that fate of proliferating chondrocytes towards to
differentiation to a prehipertrophic fate or to prearticular fate depend of the
presence or the absence of a5B1 Integrin. This suggests that aSp1 Integrins
coordinate the joint formation and chondrocyte differentiation during skeleton

development.
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INTRODUCCION

El patron estructural del esqueleto de la extremidad

Hace 360 millones de anos que los antecesores de los vertebrados
abandonaron el medio acuatico para desplazarse sobre la tierra con la ayuda de
apéndices pareados. Durante el transcurso de la evolucién, se han producido
extremidades que han hecho posible la locomocion de los vertebrados de diversas
maneras como correr, nadar o volar. Aunque son muy diversos los cambios
adaptativos de las extremidades entre las diferentes especies de tetrapodos, la
organizacion fundamental del esqueleto se ha conservado (figura 1). Existen tres
compartimentos evidentes en el esquema basico del esqueleto de la extremidad
de los tetrapodos actuales: el estilopodio es un solo elemento esquelético proximal
(humero o fémur), el zeugopodio presenta dos elementos intermedios (radio y ulna
o tibia y fibula), y el autopodio tiene un nimero variable de elementos esqueléticos
en la region distal (carpos o tarsos, y falanges) (Gilbert, 2000). En general, las
variaciones del esquema basico entre las diferentes especies de vertebrados se
encuentran en el largo, numero, forma y organizacion de los huesos de la
extremidad y se define como el patron del esqueleto (Wolpert, 2002). Estas
variaciones del patron esquelético resultan en las diferentes funciones de la
extremidad.

Los mecanismos por los cuales se establece el patron del esqueleto aun no
estan bien establecidos, pero se han realizado muchos estudios acerca del
desarrollo de la extremidad en embriones de pollo y raton.

Durante la morfogénesis de la extremidad, el esqueleto se forma a partir de
la condensacion de células mesenquimales (indiferenciadas). Al momento que
esta agregacion celular crece, las células se diferencian a cartilago y en ultima
instancia son reemplazadas por hueso (ver adelante). Cuando una condensacion
cartilaginosa alcanza cierto tamano, se ramifica y articula para dar origen a los
diferentes elementos esqueléticos de la extremidad. De esta forma, la regulacion

de la diferenciacion celular del cartilago y la formacién de articulaciones son
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fundamentales durante el crecimiento de los huesos largos y la separacion de los
elementos esqueléticos (figura 2); es decir, estos procesos determinan la forma y
el tamafio de cada elemento esquelético durante la morfogénesis de la extremidad
embrionaria (Mariani y Martin, 2003).

Figura 1. Patron esquelético de la extremidad en los vertebrados: homologia de estructuras de las
extremidades anteriores del humano, ave, murciélago y ballena. Todas las extremidades derivan de un
antecesor tetrapodo comin. Aunque las adaptaciones de las extremidades al trabajo, vuelo y nado
evolucionaron independientemente, todas ellas presentan un patron esquelético basico, conformado por un
estilopodio, zegopodio y autopodio, ubicados similarmente en los ejes antero-posterior, proximal-distal y

dorso-ventral de los vertebrados.
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Figura 2. Formacion del Esqueleto Apendicular. a.- Las extremidades se desarrollan en puntos muy

especificos del eje antero-posterior del cuerpo, a estos sitios se les conoce como campos de la extremidad.
b.- La formacion del esqueleto inicia con la condensacion de células mesenquimales que se diferencian a
cartilago dando origen a los moldes del esqueleto cartilaginoso. ¢.- El cartilago crece y se ramifica. Durante
este proceso, se forman las articulaciones que segmentan al molde inicial de cartilago que dara origen a los
diversos elementos esqueléticos de la extremidad.

Establecimiento y crecimiento del primordio de la extremidad

Las extremidades se desarrollan en puntos muy especificos del eje antero-
posterior del cuerpo, a estos sitios se les conoce como campos de la extremidad.
Ahora se sabe que la posicién de las extremidades depende del nivel de expresion
de los genes Hox a lo largo del eje antero-posterior y su posicion varia respecto al
nivel de las somitas en los diferentes grupos de tetrapodos (Burke et al, 1995).

El desarrollo de la extremidad inicia con la proliferaciéon y migracion de
células mesenquimales indiferenciadas provenientes del mesodermo de la placa
lateral (precursoras del esqueleto) y de las somitas (precursoras de musculo)

hacia el campo de la extremidad. Las células mesenquimales del mesodermo
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intermedio de la placa lateral producen el Factor de Crecimiento de Fibroblastos 8
(FGF-8), este factor induce la expresion del gen Wht-2b en el area de la futura
extremidad anterior y de Wht-8c en el area de la futura extremidad posterior
(Kawakami et al, 2001). La expresion de los genes Wnt-2b y Wnt-8c posiblemente
restringen la expresién del Factor de Crecimiento de Fibroblastos-10 (Fgf-70) en
los campos de la extremidad anterior y posterior respectivamente. Las células que
se acumulan bajo el tejido epidérmico crean un brote circular llamado primordio de
la extremidad, estas células mesenquimales secretan el FGF-10, el cual es capaz
de inducir la formacion de la extremidad (Sekine et al, 1999). El FGF-10 induce la
expresion de Fgf-8 en el ectodermo del primordio de la extremidad, el cual se
engrosa y forma una estructura llamada Cresta del Ectodermo Apical (AER), esta
cresta corre a lo largo del margen distal del primordio y es el principal centro de
sefalizacion de la extremidad en desarrollo (Saunders, 1948).

La AER mantiene a las células mesenquimales en un estado de
proliferacion y el primordio de la extremidad crece. A esta region de celulas en
proliferacion se le conoce como “Zona de Progreso” (PZ). El factor que activa la
division celular de la zona de progreso es el FGF-8 que se produce en la AER
(Crossley et al, 1996; Vogel et al, 1996). La interaccion de sefales entre el
mesodermo y el ectodermo son fundamentales para el establecimiento del eje
proximo-distal de la extremidad (estilopodio-zeugopodio-autopodio) (Figura 3).

El eje antero-posterior se distingue por la posicion de los dedos, por
ejemplo, el dedo pulgar esta en la parte anterior y el dedo menique en la parte
posterior. El establecimiento de este eje esta dirigido por Sonic Hedgehog (SHH);
este factor de crecimiento es producido por un pequefo grupo de células
mesenquimales ubicadas en la regidn posterior del primordio de la extremidad
llamada Zona de Actividad Polarizante (ZPA) (Riddle et al, 1993), y se ha
propuesto que la sefalizacion de SHH podria determinar la identidad de los digitos
(Litingtung et al, 2002; Harfe et al, 2004).
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Por ultimo, existen genes que se expresan en la extremidad y que dictan su
posicion dorsal o ventral. Wnt-7a es uno de los primeros genes que se expresan
en el ectodermo de la region dorsal de la extremidad (Delay, 1993; Parr et al,
1993). Wnt-7a induce la expresion de Lmx1 en el mesodermo subyacente y este
factor de trascripcion induce la dorsalizacion de la extremidad, la inactivacion de
Lmx1 produce una extremidad sin dorso, es decir, con palmas en ambos lados de
la extremidad (Parr y McMahon, 1995). Por otro lado, la expresion del gen
Engrailed-1 (En-1) en el ectodermo ventral del primordio, especifica el destino
celular de la region ventral; ya que el los ratones En-17" presentan el fenotipo de la
extremidad con dos dorsos (Loomis et al, 1996).

Una vez establecido el primordio, la extremidad aumenta su tamano
rapidamente. Mediante el mapeo del destino de las células progenitoras del
primordio de la extremidad, se ha mostrado que la expansion de estas células
hacia los compartimentos proximal, medio y distal se completa a diferentes
tiempos, en una secuencia de proximal a distal (Dudley et al, 2002). En primer
lugar se forma el cartilago del estilopodio, posteriormente el del zeugopodio y por
ultimo los elementos esqueléticos del autopodio. Se ha propuesto que este patron
de formacién de la extremidad, se establece debido a que las células adquieren
una “informacion posicional” en relacién a cierta frontera o area de referencia. El
modelo de la “Zona de Progreso” (PZ) propuesto por Wolpert y colaboradores
(Summerbell et al, 1973), postula que las células adquieren progresivamente una
informacion posicional, en una secuencia de proximal a distal en funcién del
tiempo que permanecen en la PZ, la cual abarca unos 300 um de distancia a partir
de la parte mas distal del primordio de la extremidad. Entre mas tiempo
permanezca una célula en la PZ adquiere un valor posicional mas distal. Aunque
las celulas de la PZ se dividen el tamaro de la PZ es constante, de tal forma que
las células constantemente salen de la PZ al momento que se especifican. Las
células que salen inicialmente de la PZ son especificadas para formar estructuras
proximales de la extremidad, mientras las que salen al final formaran estructuras

mas distales.
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En contraste, se ha propuesto que la especificacion de las estructuras
proximales, medias y distales de la extremidad no ocurre progresivamente;
proponen que ocurre muy temprano, quizas antes que inicie el crecimiento del
primordio de la extremidad (Dudley et al, 2002). De acuerdo a este modelo de
"Especificacion Temprana”, las poblaciones especificadas subsecuentemente se
expanden al momento que el primordio de la extremidad crece, y se determinan y
forman los elementos esqueléticos en una secuencia proximo-distal. Esto implica
que habria un esqueleto en miniatura preespecificado en el primordio de la
extremidad el cual posteriormente crece.

Los modelos de la PZ y de “Especificacion temprana” son motivo de debate
para aceptar a un modelo u otro (o ninguno) como correcto. De cualquier forma,
aun se conoce poco como se regula el patron de formacién de la extremidad, pero
es el reflejo de los tiempos de condensacion de las células que daran origen al
cartilago.

Figura 3. Interacciones moleculares entre los centros de sefalamiento durante la formacion de la
extremidad. Izquierda: Micrografia que muestra el primordio de la extremidad y la Cresta del Ectodermo

Apical, AER. (Tomada de Gilbert, 2000). Derecha: 1) El FGF8 producido en AER induce proliferacion de las
células del mesénquima de la Zona de Progreso e induce la expresion de Sonic hedgehog (Shh) en la region
posterior del primordio, la cual representa a Zona de Actividad Polarizante (ZPA). 2) A su vez, Shh induce a
FGF4 en la porcion posterior del ectodermo. 3) Mantenimiento mutuo de FGF4 y Shh. 4) Mantenimiento de
Shh por Wnt-7a que se expresa en el Ectodermo Dorsal. Las flechas gruesas indican induccion y las delgadas

mantenimiento de la expresion (Segun Paerse y Tabin, 1998).
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La formacion del esqueleto apendicular

Una caracteristica del tejido esquelético es la gran variedad de formas de
cada uno de sus elementos. Aunque aun se desconoce cuales determinantes
genéticos controlan estos patrones de desarrollo, se tiene un panorama general de
la Biologia del esqueleto (Karsenty, 2002). El esqueleto se compone de dos tipos
de tejidos, el cartilago y el hueso, donde los condrocitos y los osteoblastos son el
tipo celular respectivo de cada tejido y ambos provienen de células
mesenquimales. Inicialmente el esqueleto se compone de cartilago que se forma a
partir de condensaciones celulares. Posteriormente, el cartilago es reemplazado

por hueso mediante un proceso conocido como osificacion endocondral.

Condensaciones precartilaginosas

La formacién de las condensaciones precondrogénicas que prefiguran los
elementos esqueléticos es un paso critico durante el establecimiento del patrén
del esqueleto. Estas condensaciones se distinguen morfolégicamente por regiones
de alta densidad celular. Las interacciones célula-célula son cruciales al inicio de
la condensacion y establecen un “centro de agregacion”, el cual es capaz de
reclutar células del tejido circundante (Hall y Miyake, 2000).

Previo a la formacion de condensaciones, algunas células del mesénquima
del primordio de la extremidad son comprometidas a convertirse en células del
cartilago. Este compromiso esta determinado por la expresion de Sox-9, un gen
que codifica para un factor de transcripcion que se expresa en las etapas mas
tempranas de diferenciacion del cartilago (Lefebvre y Crombrugghe, 1997; Bi et al,
1999). Asi, las células comprometidas se condensan en nédulos compactos,
donde la N-cadherina facilita la iniciacion de estas condensaciones y la N-CAM es
necesaria para su mantenimiento, entonces las células inician el proceso de
diferenciacion a condrocitos. Al inicio de la condensacion, las células
mesénquimales producen una Matriz Extracelular (MEC) rica en Colagena tipo |
(Clgl), Hialuronato (HA), tenascina y fibronectina (Horton, 1993). Cuando se
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consolida la condensacion, estas células se diferencian en condrocitos y producen
una MEC rica en Colagena tipo Il (Clgll) (Li et al, 1995) cuya expresion es inducida
por Sox-9 (Bell et al, 1997). La expresion de Sox-9 y Clgll, distinguen a los
condrocitos de las células mesenquimales indiferenciadas, las cuales permanecen
en la periferia del elemento esquelético, producen una MEC rica en Clgl y forman
una estructura llamada pericondrio (Horton, 1993).

Los condrocitos del centro de la condensacion prosiguen su diferenciacion
hacia condrocitos maduros (prehipertroficos), al momento que crece la
condensacion celular; por ultimo, estas células terminan su maduracion hacia
condrocitos hipertroficos antes de morir por apoptosis y ser reemplazados por
células 6seas. De esta forma se reemplaza en tejido cartilaginoso por hueso, a
este proceso se le conoce como Osificacion endocondral..

Osificacion endocondral

Una vez formados los nédulos precartilaginosos, los condrocitos proliferan
rapidamente y la condensacion se alarga. Con ello se establecen los moldes
cartilaginosos de los elementos esqueléticos. Cuando las condensaciones
alcanzan cierto tamano, los condrocitos del centro de la condensacion disminuyen
la proliferacién y secretan una MEC especifica del cartilago maduro. Esta matriz
se compone principalmente de Colagena Il, IX y Xl, asi como de Proteoglicanos
ricos en sulfato de condroitina, Agrecano y la Proteina de unién. En esta fase de
diferenciaciéon, las células tienen una forma ovalada caracteristica de los
condrocitos prehipertréficos (Horton, 1993).

La hipertrofia es la siguiente fase de diferenciacion los condrocitos; durante
la hipertrofia los condrocitos dejan de dividirse y aumentan drasticamente su
volumen. También recambian la MEC rica en Colagena tipo Il por Colagena tipo X,
un marcador molecular especifico para los condrocitos hipertréficos (Linsenmayer
et al, 1991). En el momento que se diferencian los condrocitos hipertréficos, las
células del pericondrio adyacentes al cartilago hipertrofico inician su diferenciacion

a osteoblastos. Estas células expresan el factor de trascripcion Cbfa-1 que
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promueve la diferenciacion de las células mesenquimales a osteoblastos (Stricker
et al, 2002) y se forma una estructura mineralizada llamada collar 6seo.

Una vez que los condrocitos se han diferenciado, los condrocitos
hipertréficos se rodean de una MEC calcificada. Simultdneamente, el molde de
cartilago es invadido por vasos sanguineos a través del collar 6seo, lo cual
permite la llegada de condroclastos que degradan MEC que rodea a los
condrocitos hipertréficos (Vu et al, 1998) y de células precursoras de osteoblastos
que derivan del collar 6seo (periostio), estas células reemplazan a los condrocitos
hipertréficos que mueren por apoptosis. Aunque la mayor parte de las células
Oseas provienen del periostio, también se ha propuesto que algunos condrocitos
hipertréficos cercanos al pericondrio/periostio se transdiferencian en osteoblastos
(Bianco, 1998). Los osteoblastos comienzan a producir una matriz 6sea rica en
Clg |, Osteonectina y Osteopontina. De esta forma el cartilago es reemplazado
paulatinamente por tejido 6seo.

En los huesos largos la osificacion endocondral se extiende desde el centro
hacia ambos extremos del hueso, que es como se lleva a cabo la diferenciaciéon
del cartilago (figura 4). Si todo el cartilago se convirtiera en hueso antes del
nacimiento, no se podria crecer mas, y los huesos serian solo del tamano del
molde de cartilago inicial. Esto no ocurre gracias a que a medida que la osificacién
se aproxima a los extremos del molde de cartilago, los condrocitos cercanos al
frente de osificacidon proliferan antes de alcanzar la hipertrofia, alejando las
terminaciones cartilaginosas del hueso. Estas areas cartilaginosas en los extremos

de los huesos largos son las placas de crecimiento epifisiales.
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Figura 4. La osificacion endocondral. Al inicio de la formacion de cada elemento esquelético, las células
mesenquimales se condensan y se diferencian en condrocitos, conformando un molde cartilaginoso (A, B). En
el centro de este molde los condrocitos maduran (C), se hipertrofian y mueren por apoptosis mientras
recambian y mineralizan su MEC (D). Su muerte permite la entrada de vasos sanguineos y osteoblastos que
se unen a la matriz cartilaginosa degradada y depositan su propia matriz de hueso (D, E). La formacion y
crecimiento del hueso depende del arreglo ordenado de los condrocitos en proliferacién, hipertroficos y de la
mineralizacion (F-H) (Tomada de Gilbert, 2000).

Asi, durante las etapas iniciales del desarrollo del esqueleto de los
vertebrados, el cartilago conforma temporalmente la mayor parte de este. La
osificacion endocondral ocurre en la mayor parte del esqueleto con algunas
excepciones como el craneo y varios huesos del rostro. En estos casos, el hueso
se forma directamente del mesénquima sin pasar por la etapa transitoria de
cartilago. El factor de transcripcion Cbfa1 induce a las células del mesénquima a
diferenciarse directamente a osteoblastos, y también a que los condrocitos
prosigan a su etapa final de diferenciacion antes de formar hueso. La
diferenciacion de las células a osteoblastos depende fuertemente de la expresién
de Cbfa1; este factor de trascripcion activa la expresion de genes especificos de
los osteoblastos, mientras que las células que no lo expresan mantienen su
fenotipo cartilaginoso (Komori et al, 1997; Inada et al, 1999; Ueta et al, 2001).
Incluso, desde un punto de vista evolutivo, la apariciéon del cartilago precedi6 a la
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aparicion del hueso; por ejemplo, los peces mas primitivos sélo tienen esqueleto
cartilaginoso. Esto puede indicarnos que Cbfa1 y por lo tanto la aparicién de un
esqueleto de hueso fueron un evento evolutivo que probablemente favorecié que
los animales pudieran desplazarse sobre la tierra con un esqueleto rigido, elastico
y a la vez resistente, compuesto de cartilago y hueso.

Aunque eventualmente la mayor parte del esqueleto de cartilago es
reemplazado por hueso, el cartilago se mantiene en las placas de crecimiento
epifisiales y en las articulaciones (figura 5). La proliferacion y diferenciacion de los
condrocitos de la placa de crecimiento, tiene un papel importante durante el
crecimiento de los huesos largos del esqueleto; la actividad de la placa de
crecimiento también permite el reemplazo del cartilago por hueso. Cuando un
individuo alcanza la edad adulta, algunos factores endocrinos como la hormona
del crecimiento dejan de producirse, y con ello termina el crecimiento de los

huesos.
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Figura 5. La placa de crecimiento del cartilago. Los huesos (A) crecen debido a la actividad de la placa de
crecimiento. En la epifisis (A) se localiza la placa de crecimiento donde se encuentran las zonas de
diferenciacion de los condrocitos (B). Histologia de la placa de crecimiento, con células en distintas etapas de

diferenciacion (C).



David Garciadiego Cazares/Inst. Invest. Biomédicas. UNAM /2005

En contraste, el cartilago de las articulaciones no es reemplazado por
hueso y presenta una abundante MEC rica en hialuronato y otros proteoglicanos,
que la mantiene altamente hidratada. De esta forma, el cartilago de las
articulaciones evita la friccion y compresion de los huesos, lo cual facilita la
movilidad del esqueleto para un desplazamiento ligero. Existen casos patolégicos
en donde el cartilago articular prosigue su diferenciacion hacia la hipertrofia, lo que
resulta en la osificacion de las articulaciones, restringiendo el movimiento y
causando mucho dolor debido a la falta de amortiguacién durante el movimiento.
Por lo tanto, en el cartilago articular es de gran importancia que los condrocitos no
prosigan su diferenciacion hacia la hipertrofia. Aun no se conoce bien que
mantiene a los condrocitos articulares sin proseguir su diferenciacion, pero el
conocimiento sobre la formacion de las articulaciones nos podria llevar a dilucidar
esta incognita.

El desarrollo de las articulaciones

Las articulaciones son muy importantes para darle funcionalidad al
esqueleto, en buena parte de ellas depende que la extremidad desarrolle sus
diversas funciones. La diferenciacion celular es un proceso importante durante la
morfogénesis del esqueleto y la extremidad (Ducy y Karsenty, 1998).
Particularmente, durante la formacién de la articulacion del esqueleto existe un
punto de control a partir del cual las células contintan proliferando para aumentar
el tamano de un elemento esquelético o bien, detienen su proliferacion y
comienzan la formacion de una articulacibn para segmentar este elemento
esquelético.

Esto implica que durante la formacion del esqueleto de cartilago, una
poblacion celular tiene al menos dos posibles destinos celulares: 1) condrocitos
prehipertréficos; 2) condrocitos prearticulares. Este destino esta determinado por
factores intrinsecos y extrinsecos que se van dando durante el desarrollo del

esqueleto (ver adelante).
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Durante la formacion de la extremidad, los diferentes elementos
esqueléticos pueden provenir de multiples condensaciones precartilaginosas, bien
localizadas en diferentes sitios a lo largo de la extremidad, como en el caso de los
carpos y tarsos de las extremidades (figura 6). En otros casos, la formacion inicial
de una condensacion focal crece, se alarga y en un extremo se ramifica en dos o
mas puntos para dar origen a los diferentes elementos esqueléticos. Por ejemplo,
en la frontera entre el estilopodio y el zeugopodio existe una transicion de uno a
dos elementos esqueléticos (figura 2c). De cualquier manera, la formacién de las
articulaciones se tiene que llevar a cabo entre dos condensaciones adyacentes o
dentro de una condensacion sencilla, como es el caso del autopodio donde los
radios digitales se dividen para dar lugar a las falanges de los dedos (figura 6).
Con ello, el posicionamiento de las articulaciones dentro de una condensacion

incide en el tamarfio y el nimero de los elementos esqueléticos.

Figura 6. Durante la formacion del esqueleto apendicular, las condensaciones de cartilago crecen y se
alargan; cuando alcanzan cierto tamafio, se ramifican y articulan para formar los diferentes elementos

esqueléticos. En este esquema se muestran estos procesos durante la formacion del ala de pollo y la pata de
raton (Wolpert, 2002).
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Para el caso de algunas articulaciones (como las de los falanges), con
estudios morfolégicos se ha mostrado que estas articulaciones provienen de la
segmentacion de una “barra” continua de cartilago (figura 7a). En los sitios donde
se formaran las articulaciones, los condrocitos se vuelven mas aplanados y
pierden sus caracteristicas condrogénicas (figura 7b). A esta region no-
condrogénica dentro del molde cartilaginoso se le llama interzona, y su estructura
varia entre las diferentes especies (Francis-West et al, 1999; Archer et al, 2003).
En la articulaciébn en formaciéon ocurre un proceso de cavitacion dentro de la
interzona (figura 7c), de esta forma se separan los dos elementos esqueléticos
con la formacion de un compartimiento de tejido articular muy importante, la

cavidad sinovial (figura 7d).

e e e e e

Figura 7. Desarrollo de la articulacion sinovial. A partir de un elemento esquelético cartilaginoso precursor
(A), se forma la interzona que se identifica por unas capas de células aplanadas y densamente empaquetadas

dentro del cartilago (B). Tres capas celulares de la interzona formaran la articulacion, una lamina intermedia
flanqueada por dos capas condrogénicas que produciran el cartilago hialino articular. La lamina intermedia
separara los elementos esqueléticos y desde las orillas comienza la cavitacion (por apoptosis) (C). La
cavitacion se completa separando los elementos esqueléticos y se forma la cavidad sinovial (D).
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Formacion de la Interzona

La interzona se delimita por un regiéon de alta densidad celular, que pierde
las caracteristicas de las células condrogénicas. Estas células se aplanan y ya no
producen los componentes de la MEC tipicos de cartilago, como colagena tipo Il y
agrecano y en su lugar expresan colagena tipo | y lll (Craig et al, 1987) (figura 7b).
En la interzona se forman dos areas de alta densidad celular, las cuales formaran
los cartilagos articulares, y entre estas dos zonas hay una regién de baja
densidad celular (lamina central) dénde las células mueren por apoptosis dejando
una cavidad que sera ocupada por el liquido sinovial (Kabanagh et al, 2002)
(figura 7c). Las células precondrogénicas que rodean la interzona forman la
capsula articular y los puntos de union del tenddn al musculo adyacente (Francis-
West et al, 1999; Archer et al, 2003; Kingsley, 2001).

A inicios del siglo pasado se propuso que los elementos esqueléticos
adyacentes son necesarios para la formacion de la articulacion. La propuesta
consistia en el crecimiento diferencial de los elementos esqueléticos adyacentes
debido a la proliferacién y al incremento de la secrecion de MEC resulta en el
aplanamiento (tal vez por presién) de las células de la interzona de la articulacion
(Fell y Canti, 1934). Sin embargo, otros estudios no apoyan esta hipotesis, y
proponen que las articulaciones se forman de una poblacién celular
preespecificada. De tal forma que cuando se remueve la regiéon donde se forma la
interzona, por ejemplo el area de la futura articulaciéon del codo, el radio y la ulna
se fusionan con el humero (Holder, 1977); asi, la interzona corresponde a una
poblacion de células especificadas para formar articulaciones. Sin embargo,
Holder no solo removi6 la presunta articulacién sino también el tejido que la
rodea, y es posible que la especificacion de la articulacion no solo sea intrinseca
de los condrocitos mismos, y que sea determinada también por el tejido que los
rodea. Esto hace suponer que la interzona y el tejido circundante son centros de
sefalizacion durante la formacion de articulaciones.

Las diferencias morfolégicas entre las articulaciones en formacion y los

elementos esqueléticos adyacentes es el resultado de una expresion genética
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diferente de los tejidos. Por ejemplo, algunos factores de crecimiento se producen
en la interzona, y son fundamentales para la formacién de las articulaciones, como
son las Proteinas morfogenéticas de hueso 2 (BMP-2) y 4 (BMP-4), y el Factor de
crecimiento y diferenciacion 5 (GDF-5), todos ellos miembros de la familia de las
BMP (Duprez et al, 1996), que a su vez pertenecen a la superfamilia de los TGF-B.
Ademas, en la interzona se expresan otras moléculas como CD44, Autotaxina,
Cordina y Nogina (Edwards et al, 1994; Bachner et al, 1999), estas dos Ultimas
moléculas antagonizan la accion de las BMP. Sin embargo, ninguna de estas
moléculas parece ser la sefal preespecificadora de la interzona; puesto que todas
estas moléculas forman parte de la cascada molecular que sigue a la induccién de
la articulacién, o ayudan a su mantenimiento, ninguna es capaz de inducir una
articulacion.

Ahora se conoce que una de las primeras moléculas que se expresan en
las regiones de las articulaciones en formacion del pollo, pertenece a la familia de
los genes Wht. Wnt-14 se expresa en la interzona y la sobrexpresion de este gen
induce los cambios morfolégicos y moleculares caracteristicos de los primeros
pasos de la formacién de articulaciones (Hartmann y Tabin, 2001). Este hecho
indica que Whnt-14 juega un papel crucial en la iniciacion del desarrollo de las
articulaciones sinoviales y esta molécula pude ser un marcador que distinguiria a
esta hipotética poblacion de células preespecificadas. Wnt-14 también se expresa
en las articulaciones maduras (en la capsula y membrana sinovial), lo cual podria
indicar que la senalizacién de esta molécula también juega un papel importante en
el mantenimiento de las articulaciones sinoviales, y es un buen candidato de
estudio para corregir enfermedades de las articulaciones.

La sobrexpresion de Wht-14 inhibe la diferenciacion de cartilago (Hartmann
y Tabin, 2001), hecho que es necesario para que se pueda inducir una
articulacion. La sobrexpresion de Wnt-14 en el cartilago, activa una cascada de
sefiales que inducen la expresion de una serie de moléculas como GDF-5,
Autotaxina, CD44 y Cordina; las cuales contintan con el proceso de formacién de

la articulacion.
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Existen otros miembros de la familia Wnt que se expresan en las
articulaciones en desarrollo. El gen Wnt-4 se expresa en los flancos de la
articulacion en formacion y actua en los cartilagos adyacentes para promover su
maduraciéon (Hartmann y Tabin, 2000); aunque no se conoce cual es su papel en
el desarrollo de las articulaciones se piensa que su papel puede ser distinto
(Church et al, 2002). También Wnt-16 se expresa en las articulaciones en
desarrollo aunque todavia no esta bien definido su papel en estos procesos (Guo
et al, 2004).

A su vez, la B-catenina se requiere al inicio de la via de sefalizacion
canodnica de los Wnt, y la sobrexpresion de esta molécula también induce
articulaciones ectopicas. Ademas, la inactivacion del gen de B-catenina en las
etapas tempranas de diferenciacidon de los condrocitos produce la fusion de
elementos esqueléticos al inhibir las articulaciones; asi entonces, la via candnica
de los Wnt es suficiente y necesaria para la formacién de articulaciones sinoviales
(Guo et al, 2004).

Por otra parte, varios miembros de las BMP se han relacionado como parte
importante durante la formacion de articulaciones. Uno de ellos, el GDF-5 tiene
una mutacion nula en el ratén con braquipodismo (bp), el cual presenta las
falanges fusionadas debido a que no se forman las articulaciones (Storm et al,
1994). Ademas, las mutaciones nulas en el gen CDMP1 (homélogo de GDF-5 del
ratén), provoca anormalidades del esqueleto y defectos en el desarrollo de las
articulaciones sinoviales del humano (Thomas et al, 1996). Contrario a lo
esperado, la aplicacion de GDF-5 en el cartilago o en una articulacién en
formacion (tanto en pollo como en ratdén), no induce o acelera la formacién de
articulaciones sino que fusiona los elementos esqueléticos de cartilago. Es decir,
GDF-5 promueve la condrogénesis pero no induce la formacion de articulaciones
(Merino et al, 1999; Storm y Kingsley, 1999). Entonces, el papel del GDF-5
durante el desarrollo de las articulaciones podria consistir en la induccion de la
proliferacion de los condrocitos y la diferenciacion del cartilago articular, con lo

cual regula el espaciamiento entre las regiones donde se formaran las
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articulaciones (figura 8), es decir, previene que se forme una articulacion muy
cercana a otra. Con ello, el papel de GDF-5 es importante en el establecimiento
del tamafo de los elementos esqueléticos (Francis-West et al, 1999; Spitz y
Duboule, 2001). Esto puede depender del nivel de expresion de GDF-5 o de sus
antagonistas; este es el caso de Nogina, puesto que se expresa en el cartilago en
formacion, incluyendo la region de la presunta articulacion. Los ratones con
mutaciones nulas para el gen de Nogina presentan pérdida de articulaciones
(Brunet et al, 1998), esto nos sugiere que Nogina tiene un papel importante en la
regulacion del GDF-5, inhibiendo la proliferacion y diferenciacion del cartilago

durante la formacion de las articulaciones.

Figura 8. Espaciamiento de las articulaciones. Una sefial inductora desconocida determina la posicion de
la primer interzona, entonces las células precondrogénicas de esa region expresan Wnt-14 (azul). Esta
proteina activa la expresion de genes que codifican para los factores difundibles (parpura) que bloquean la
formacion de ofra interzona, la siguiente interzona se formara lo suficientemente lejos de los factores
inhibidores (Segun Spitz y Duboule, 2001).

Durante el establecimiento de la interzona, las células condrogénicas
detienen su diferenciacion y modifican su destino celular. De esta manera, algunas
moléculas que promueven la diferenciacion del cartilago también controlan el
posicionamiento y la induccién de las articulaciones. Tanto Indian hedgehog (lhh)
como los Factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs) tienen un papel
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importante en estos procesos. Por ejemplo, el sindrome de Apert resulta de una
mutacién activadora del Receptor-2 de los FGF (Ffgr2); en este sindrome, no se
desarrollan adecuadamente las articulaciones de los falanges, y en muchos casos
se fusionan (Holten et al, 1997). Por otra parte, los ratones transgénicos que
sobrexpresan una forma constitutiva activa del FGFR3 bajo el promotor de
Colagena I, presentan fusion de las falanges e inhibicion de las articulaciones
(Wang et al, 2001). Esto es resultado de la expansion de la condrificacion, debido
a que la senalizacion a través del FGFR3 inhibe la proliferacién y promueve la
diferenciacion de los condrocitos (figura 9). En estos casos, el balance entre las
sefales anticondrogénicas (Wnt-14) y procondrogénicas (FGFR) se desbalancea,
llevando a las células a la diferenciaciéon de los condrocitos y la inhibicion de
articulaciones. Otros estudios muestran que la actividad de FGFR3 inhibe la
expresion de Bmp-4 en el pericondrio, ésto abre la posibilidad de que estos
procesos sean controlados por un balance entre las sefales de FGF y BMP del
pericondrio, aludiendo al clasico antagonismo entre estas sefiales (Neubuser et al,
1997; Weaver et al, 2000).

La formacién de la articulacion se acompana por una disminucion de la
cantidad de matriz extracelular y de su composicion, en particular cambios en la
expresién de colagena y su organizaciéon. Esto posiblemente afecta la adhesién
celular y puede resultar en el debilitamiento mecanico de la articulacion. Este
debilitamiento puede hacer a la interzona mas sensible a los efectos de la sintesis

de hialuranato y al movimiento, lo cual dispara la cavitacion.

La cavitacion

La separacion total de los elementos esqueléticos y la formacién de los
elementos adicionales a la articulaciéon sinovial se realizan durante la cavitacion.
La sintesis de acido hialurénico (HA) y la expresion de su receptor CD44 en la
interzona inician la formacion de las superficies articulares (Francis-West et al,

1999; Archer et al, 2003). Este hecho inhibe la agregaciéon celular e inhibe la
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cohesion entre las células de la interzona; previo a esto, ocurre muerte celular en
la interzona.

El movimiento contribuye de manera determinante en la cavitacién. Si una
articulaciéon en desarrollo se inmoviliza con bloqueadores neuromusculares, la
cavitacion no ocurre y se fusionan los cartilagos a pesar de que la interzona ya se
habia formado (Osborne et al, 2002). Este hecho va acompafado con la
disminucién de la sintesis de HA y de la expresién de CD44. Asi, se tienen fuertes
evidencias que el estimulo mecanico (movimiento) y la sintesis de HA estan
interrelacionados y son necesarios para la formacién de las cavidades de las

articulaciones sinoviales (Dowthwaite et al,2003).

Cartilago Interzona Cavitacion
@ = ®) FGFRIHH (o = @ B-- _- :(:
o o e | 1 L - (
i ;-

- -
t - - - -...I . L > - ‘: - \
(® _ = - GDF5 ?_ - = o )
= \
articular

MEC Clig ll, Cartilago
" MEC Cig I, Interzona

Figura 9. La diferenciacion de los condrocitos regula la formacion de las articulaciones. La sefializacion
de FGFR3 e IHH promueven la diferenciacion de los condrocitos y con ello inhiben la expresion de Wnt-14 y
la formacion de la articulacion. Cuando se expresa Wnt14 induce la expresion de GDF5 en la interzona. La
proteina GDF5 se difunde y promueve la condrogénesis del cartilago articular, pero la accién de GDF5 se
inhibe por sus antagonistas Nogina y Cordina en la interzona. La expresion de ATX en la interzona y el
pericondrio podria estar asociada a la migracion de células del pericondrio hacia la interzona. Durante la
cavitacion ocurre muerte celular de algunas células de la interzona y se inicia la formacion de la cavidad
sinovial con una MEC rica en HA y células que expresan su receptor CD44.
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Existen evidencias de que la sefalizacion de algunas moléculas
relacionadas con la diferenciacion del cartilago puede estar implicada en el
desarrollo de las articulaciones. La sefalizacion de FGF y de Indian Hedgehog
(IHH), son algunos de los principales reguladores de la diferenciacién del cartilago,
y tanto la sobrexpresion de FGFs como de IHH/SHH resulta en la inhibicion de la
formacion de articulaciones. Este hecho sugiere que la diferenciacion de los
condrocitos y la formacién de articulaciones son procesos que estan mutuamente
regulados.

La diferenciacion del condrocito

La idea de la prespecificacion de las células que daran origen a las
articulaciones parte del hecho que estas células son los condrocitos del molde de
cartilago. Sin embargo, los condrocitos durante la formacion y crecimiento de este
molde, pasan por distintos estados de diferenciacién. Entonces, ;en qué momento
una poblacién de condrocitos puede formar una interzona y en qué momento no?
Por ello, tenemos que revisar como se diferencian los condrocitos dentro de este
molde cartilaginoso.

Una vez formada la condensacion precartilaginosa, se inicia la maduracién
de los condrocitos. Como se ha mencionado anteriormente, estas condensaciones
estan rodeadas de células pequenas y aplanadas que conforman el pericondrio.
Ahora se sabe que el pericondrio es un centro de sefalizacién muy importante
durante la diferenciacion del cartilago (Vorkamp et al,1996; Colnot et al, 2004). Los
condrocitos dentro de este molde se organizan en columnas y la diferenciacion de
estas células se realiza desde cada extremo del molde hacia el centro. Dentro de
esta organizacidon en columnas (placa de crecimiento) se encuentran varias
subpoblaciones de condrocitos en sus distintas etapas de diferenciacion:
condrocitos en reposo, en proliferacion, prehipertréficos e hipertréficos (Horton,
1993).
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La diferenciacion de los condrocitos de la placa de crecimiento esta
regulada por varias sefiales que conforman un complejo circuito (Karsenty y
Wagner, 2002; Karsenty, 1998).

Vias de seiializacion que controlan la diferenciacion de los condrocitos

Una vez que el elemento esquelético se ha segmentado, al menos uno de
los segmentos resultantes continGa su diferenciacion; de manera que los
condrocitos en proliferacion ahora dan origen a los condrocitos prehipertroficos,
los cuales contindan su diferenciacion hacia la hipertrofia, con lo cual se impide
que este elemento se vuelva a segmentar y asi continie su proceso hacia la

formacioén de hueso.

La senalizacion de IHH/PTHrP promueve la proliferacion y retrasa Ila
hipertrofia.

IHH es el regulador maestro del desarrollo del hueso. Esta molécula
coordina la proliferacion y diferenciacion de los condrocitos. IHH se sintetiza por
los condrocitos que abandonan la etapa de proliferacion (condrocitos
prehipertroficos) y por los condrocitos en la fase temprana de la hipertrofia
(Vortkamp et al, 1996; St-Jaques et al, 1999). IHH se une a su receptor Patched-1
(Ptc-1), el cual se expresa en el pericondrio; en ausencia de IHH, Ptc-1 inhibe a la
proteina Smoothened (Smo); en presencia de IHH, Smo activa una cascada de
sefalizacién que termina cuando Gli-3, un factor de transcripcién, activa los genes
blanco de la sefalizacion de IHH (Ingham y McMahon, 2001).

Los ratones /hh”" desarrollan condensaciones cartilaginosas normales pero
tienen anormalidades en el crecimiento de los huesos. Todos los elementos de
cartilago son pequefos porque la proliferacion de los condrocitos disminuye
notablemente y llegan a la hipertrofia prematuramente. Ademas, los ratones
knockout de Smo también disminuyen la proliferaciéon de los condrocitos, y cuando
se generan las formas constitutivamente activas de /hh o de Smo es suficiente

para promover la proliferacion de los condrocitos (Long et al, 2001). Los ratones
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Ihh” ademas no producen la Proteina relacionada a la hormona paratiroide
(PTHrP), la cual en condiciones normales es secretada por las células del
pericondrio y por los condrocitos de la fase temprana de proliferacion (Vortkamp et
al, 1996; Lanske et al, 1996).

Por otro lado, el Receptor del PTHrP (PPR) se expresa principalmente en
los condrocitos en proliferacion y prehipertréficos. El PTHrP actda principalmente
manteniendo a los condrocitos en la fase proliferativa. En los ratones mutantes de
PTHrP” 'y PPR”, los condrocitos se vuelven hipertroficos prematuramente
(Karaplis et al, 1994); y sin embargo, la adicién de hedgehog a los cultivos de
extremidades de ratones PTHrP” y PPR” no rescata la regulacién de la
hipertrofia del cartilago (Lanske et al, 1996; Vortkamp et al, 1996). En relacién con
esto, la accion de la forma constitutivamente activa del PPR resulta en el retraso
de la apariciéon de los condrocitos hipertréficos (Schipani et al, 1997). Esto indica
claramente que la senalizacion de PTHrP inhibe la hipertrofia de los condrocitos y
demuestra que la sefnalizacion por PTHrP es obligatoria para mediar la accién de

Ihh en el retraso de la hipertrofia de los condrocitos (figura 10).

El doble juego de IHH

Por otro lado, los ratones /hh” también presentan alteraciones en el
desarrollo de los osteoblastos del hueso endocondral (St-Jacques et al, 1999), lo
que hace suponer que |IHH podria tener otro papel en el desarrollo del cartilago y
hueso de manera independiente de la sefalizacién por PTHrP (Karp et al, 2000).
Paradéjicamente, otro efecto de IHH es el incremento de la fraccién de condrocitos
hipertréficos en cultivos de condrocitos (Akiyama et al, 1999) y en nddulos de
cartilago (Scout y Chuong, 1997). Estos resultados podrian explicarse de la
siguiente forma. Las interacciones de |IHH y PTHrP se regulan mutuamente
durante el crecimiento de los elementos esqueléticos y en conjunto promueven la
proliferacion celular y regulan la tasa de diferenciacion de condrocitos
hipertroficos. EI PTHrP se secreta por las células cercanas a los extremos del

hueso y actia sobre su receptor, que se encuentra en los condrocitos en

25



David Garciadiego Céazares/Inst. Invest. Biomédicas. UNAM /2005

proliferacion y prehipertréficos; los condrocitos prehipertréficos detienen su
proliferacion y sintetizan IHH. Entonces IHH estimula la produccion de PTHrP en
las regiones articulares de los huesos. Cuando el elemento esquelético alcanza
cierto tamario, las células que expresan IHH salen de la influencia reguladora del
PTHrP, y entonces el sefialamiento de IHH promueve la maduracion de los
condrocitos prehipertréficos a hipertréficos, entonces este tipo celular ya no
expresa |lhh (figura 10).

La senalizacion del FGF reprime la proliferacion y promueve la hipertrofia

Mediante estudios de expresion génica y genéticos se ha mostrado que la
senalizacién por FGF regula la proliferacion y diferenciacion de los condrocitos.
Varios de los 22 genes diferentes de FGF y los cuatro receptores de FGF (FGFR)
se expresan en cada etapa de la formacion del hueso endocondral. En las
primeras etapas del desarrollo del esqueleto, el FGFR2 se expresa en las
condensaciones mesenquimales y el posible papel de la senalizacion de FGF en
esta etapa inicial es el de estimular la expresién de SOX-9 (Murakamy et al, 2000).

Conforme se forma el cartilago, los condrocitos en proliferacion expresan el
FGFR3 y los condrocitos prehipertréficos/hipertréficos expresan FGFR1. Las
células del pericondrio expresan FGFR2 (Delezoide et al, 1998). Cada uno de
estos receptores tiene diferentes papeles en el desarrollo de hueso. El papel de
FGFR3 es el mejor conocido. Los ratones “knockout” de Fgfr3 presentan un
aumento en la tasa de proliferacién de los condrocitos y la expansion de la
columna de condrocitos (Deng et al, 1996). Por el contrario, en la acondrodisplasia
de humanos, que es la forma de enanismo mas comun, se ha encontrado una
mutacién puntual que activa constitutivamente este receptor, disminuye la tasa de
proliferacion celular, lleva al acortamiento y desorganizacion de las columnas de
condrocitos y aumenta la cantidad de condrocitos hipertréficos (Wang et al, 1999;
Naski et al, 1998; Rousseau et al, 1994; Shiang et al, 1994).

Los FGFs clasicamente estan asociados con la actividad mitogénica en una

gran variedad de tejidos. Sin embargo, la inhibicién de la proliferacion celular a
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través de FGFR3 parece ser una caracteristica Unica de los condrocitos de la
placa de crecimiento (Wang et al, 2001). En los condrocitos, la sefalizacion de
FGFR3 activa la via JAK-STAT1, que regula negativamente la proliferacion celular
mediante la accion de p21 (Sahni et al, 1999). El ligando responsable de esta
sefnalizaciéon parece ser el FGF18, ya que el raton “knockout” de Fgf18 presenta
un efecto similar a la inactivacion del gen Fgfr3; es decir, lleva al incremento de la
proliferacion de los condrocitos y a la expansion de la columna de condrocitos (Liu
et al, 2002; Ohbayashi et al, 2002). El fenotipo del ratéon “’knockout” de fgf18 es
mas severo que el del fgfr3, y ademas la osificacion se retrasa considerablemente.

En otros estudios con explantes de hueso de la extremidad de ratén, se
demuestra que la senalizacién de FGFR3, independientemente de los efectos de
Ihh y PTHrP, acelera la diferenciacion terminal de los condrocitos hipertréficos
(Naski et al, 1998). En este mismo estudio se sugiere que la senalizaciéon de FGF
inhibe la expresion de Bmp-4 y Patched con lo que se suprime la senalizacién de
Ihh. Asi, la senalizacion de FGFR3 acorta la columna proliferativa inhibiendo
directamente la proliferacion celular, asi como suprimiendo la expresion de lhh.
Este ultimo efecto también repercute en la diferenciaciéon de los condrocitos.
Posiblemente, cuando un elemento esquelético alcanza cierto tamafo y una
poblacién de condrocitos deja de proliferar y sale de la influencia de ciertas
sefiales del pericondrio (vgr. PTHrP, FGF-18) continla su programa de

diferenciacion hacia la hipertrofia.

La senal de relevo, Cbfa1 induce la hipertrofia del condrocito

Cbfa1/Runx2, un factor de trascripcion de la familia Runt; es capaz de
inducir la formacion directa de hueso en células mesenquimales y ademas se
requiere para la diferenciacion de los condrocitos hacia la hipertrofia, esto indica la
importancia de este factor durante la osteogénesis. Los elementos esqueléticos de
los ratones deficientes de Cbfa1 carecen de condrocitos hipertroficos (Inada et al,
1999). Cbfa1 se expresa en los condrocitos prehipertroficos, hipertréficos y en el

pericondrio. La sobrexpresion de este gen en los condrocitos no hipertréficos
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induce la diferenciacién hacia la hipertrofia, la expresion de Ihh y eventualmente la
formacion de hueso (Ueta et al, 2001). También se sabe que lhh induce la
expresion de Chfat y con ello la hipertrofia, ésto nos sugiere que Cbfal no se
relaciona con el asa de sefnalizacién PTHrP/Ihh, pero si es parte de la senalizacion
que desarrolla IHH de manera independiente de PTHrP. Se establece asi, una
nueva asa de regulacién ahora formada por IHH/Cbfal. La presencia de
condrocitos hipertréficos en algunos elementos esqueléticos de los ratones
deficientes de Cbfa1, indica que pueden existir otros factores de trascripcion que
pueden inducir la hipertrofia.

Diferentes formas Whnt controlan en varios pasos la diferenciacion de los
condrocitos

Whnt-4 se expresa en la region periarticular, el mediador intracelular de la
senalizacién de varios Wnt, la B-catenina, se expresa en el pericondrio y los
condrocitos hipertroficos (Kawakami et al, 1999; Hartmann y Tabin, 2000). La
sobreexpresion de Wnt-4 o de la f-catenina constitutivamente activa, acelera la
transicion de los condrocitos prehipertroficos a hipertréficos, mientras que la
sobrexpresion del dominante negativo de Frizzled-1 (receptor de Wnt) tiene el
efecto opuesto. Por otro lado, la sobrexpresiéon de Whnht-5a, el cual se expresa
normalmente en el pericondrio, retarda la transiciéon a la hipertrofia (Yang et al,
2003; Church et al, 2002). Todas estas manipulaciones genéticas producen
acortamiento de los huesos, pero no alteran los niveles normales de expresion de
Pthrp e Ihh, lo que indica que la sefalizacion de Wnt es independiente o esta por
debajo del asa de regulacion de PTHrP/IHH.

La sobrexpresion de Wnt-1 y Wnt-7a, al igual que Wnt-14, tambien inhiben
la diferenciacion de los condrocitos en etapas tempranas del desarrollo del
cartilago (Rudnicki y Brown, 1997). De éstos, solo Wnt-14 induce articulaciones
ectopicas (Hartmann y Tabin, 2001), lo que implica que los condrocitos pierden su

fenotipo diferenciado; esto indica que los genes Wht pueden redirigir el destino
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celular del cartilago. Con esto se propone que varias de las moléculas Wnt

controlan el paso entre las diferentes zonas de los condrocitos.

Sox9

[ F:tc——PTl-lrl' FGF18 Peri tri

——SRNE - [ Wnisa

Figura 10. Vias de seiializacion durante la proliferacion y diferenciacion celular en la placa de
crecimiento del cartilago. En el lado izquierdo se muestran los factores de trascripcion en rojo, los factores
de crecimiento en azul y los receptores en verde. El circuito de sefializacion PTHrP/IHH activa la proliferacion
e inhibe la hipertrofia de los condrocitos. Por el contrario, la sefializacion de FGFs inhibe la proliferacion y
promueve la hipertrofia. IHH tiene un segundo papel cuando sale de la influencia de la sefial de PTHrP, de tal
forma que activa la expresion de Cbfa1 y este a su vez la hipertrofia de los condrocitos.

Del lado derecho se representan los puntos de regulacion durante la diferenciacion de los condrocitos. Los
factores de crecimiento pueden tener efectos diferentes dependiendo del estado de diferenciacion de los
condrocitos, mientras en algiin tipo celular puede activar la diferenciacion en otra etapa la inhibe.
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Efectos paradojicos de la Senalizacion de BMPs

Otro grupo de moléculas relevantes en el control de la diferenciacion del
cartilago son las BMP y GDF. Estos factores de crecimiento son factores
paracrinos que activan receptores heterodiméricos con actividad serina/treonina
cinasa. Ademas se caracterizan por su capacidad para inducir la formaciéon de
hueso endocondral cuando se inyecta subcutaneamente en ratones (Urist, 1965;
Wozney et al, 1988).

La senalizacion de BMP durante la formacion de las condensaciones
mesenquimales es fundamental, ya que cuando Nogina (un antagonista de BMP)
se sobrexpresa en la extremidad en formacién se suprime la formaciéon de los
nodulos cartilaginosos. Por otro lado, en los ratones deficientes de Nogina se
produce alargamiento de las condensaciones de cartilago y se inhibe la formacién
de articulaciones (Brunet et al, 1998). Ademas, los ratones a los que se les
inactiva el gen que codifica para GDF-5 o el BMPRIB tienen anormalidades en la
formacion de los digitos por una falla de la extension de las condensaciones que
conducen a la formacién de los digitos (Storm y Kingsley, 1996).

Las BMPs también tienen multiples papeles importantes durante las etapas
tardias del desarrollo del cartilago. Las BMP-2, -3, -4, -5 y —7 se expresan en el
pericondrio que flanquea el area de expresion de IHH (Pathi et al, 1999; Zou et al,
1997; Daluiski et al 2001). Las BMP-2 y -6 se expresan en los condrocitos
hipertréficos y la BMP-7 en los condrocitos en proliferacion (Haaijman et al, 2000).
Los GDF-5, -6 y —7 se expresan en las regiones de las articulaciones en formacion
(Settle Jr. et al, 2003). En muchos casos, la senalizacién de las BMP incrementa la
expresion de IHH en los condrocitos prehipertréficos y de esa forma aumenta tanto
la proliferacion de los condrocitos y la longitud de la columna de los condrocitos en
proliferaciéon y retrasa la hipertrofia. Las BMP modulan la expresion de IHH y la
proliferacion celular; esta accion contrarresta el efecto de la sefalizacion de los
FGF de disminuir la proliferacién de los condrocitos y la expresién de IHH (Minina
et al, 2001).
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Aunque las BMP retrasan la hipertrofia, existen trabajos donde encuentran
que la BMP-2 aumenta la proliferacion e hipertrofia de los condrocitos (De Luca et
al, 2001), y el GDF-5 induce la hipertrofia de los condrocitos que sintetizan una
MEC rica en colagena X y fosfatasa alcalina (Coleman y Tuan, 2003). Estos datos
paraddjicos se pueden explicar en funcién de que cada tipo celular en cierta etapa
de diferenciacion responde de manera diferente a las BMP. De tal forma que junto
con otros factores de diferenciacion, podrian determinar la longitud y la forma de
los diferentes elementos esqueléticos. Como antes mencionamos, las BMPs
también presentan resultados paradéjicos durante la formacion de las
articulaciones.

Por ultimo, las BMP inducen la expresién de componentes de la MEC y de
sus receptores, lo cual posibilita la adhesion celular, que es fundamental para la
sobrevivencia, proliferacion, migracion y diferenciacién celular de los condrocitos
(Reddi, 1994; Nissien et al, 1997). Cada tipo celular durante la diferenciacion del
cartilago se rodea de una MEC muy particular. Por ejemplo, en cuanto a
Colagenas se refiere, el cartilago maduro presenta Colagena |l, el Cartilago
hipertrofico Colagena X , el pericondrio Colagena | y las articulaciones Colagena
Ill. Lo anterior sugiere que el entorno celular tiene un papel muy importante
durante la diferenciacion del cartilago y la formacion de las articulaciones. Asi, la
coordinacion de la diferenciacion de los condrocitos de la placa de crecimiento
junto con el desarrollo de las articulaciones es determinante durante la
morfogénesis del esqueleto.

Importancia de la MEC en la diferenciacion de los condrocitos y la formacion
del esqueleto

La MEC tiene una gran importancia por su complejidad estructural y
funcional. La MEC no solo provee un soporte para las células y establece la
estructura de los tejidos, sino que también proporciona ambientes de unién,

activacion e inactivacion de factores de crecimiento y citocinas reguladoras.

31



David Garciadiego Cazares/Inst. Invest. Biomédicas. UNAM/2005

Ademas, el procesamiento proteolitico de componentes de la MEC, resulta en la
produccion de fragmentos con efectos biolégicos en la migracion, proliferacion y
organizacion celular. Todas estas funciones de la MEC la ubican como un
modulador de la diferenciacion celular del condrocito (Blair et al, 2002).

Asi, la distribucion de la MEC en el cartilago se correlaciona con los
distintos estados de diferenciacion de los condrocitos (figura 11a). Un ejemplo de
ello, es la distribuciéon de los diferentes tipos de Colagena durante la diferenciacion
del cartilago y la formacion de articulaciones. La Colagena tipo | se presenta en
etapas mas tempranas de diferenciacion, como en el mesénquima y en el
pericondrio, la Colagena tipo Il es secretada por los condrocitos en proliferacion y
prehipertroficos y la Colagena X es exclusiva de cartilago hipertréfico. Las células
de la interzona se rodean de una matriz menos abundante pero que consiste de
Colagena tipo | y Ill.

Cuando algun componente de la MEC del cartilago presenta algun
desorden, se generan alteraciones del esqueleto. Las condrodisplasias son
alteraciones en el desarrollo y crecimiento del cartilago; estas se producen por
diversas mutaciones que afectan genes importantes en el desarrollo del cartilago y
en ultima instancia la formacién y crecimiento de los huesos largos.

Diversas mutaciones en el gen de la Colagena |l ocasionan alteraciones en
la diferenciacion de los condrocitos (Vandenberg et al, 1991; Helminen et al, 1993;
Barbieri et al, 2003) y generan displasias como la acondrogénesis tipo Il, la
hipocondrogénesis, la displasia espondiloepifisial congénita y la displasia de
Kniest entre otras (Olsen, 1996). Por otro lado, los desérdenes de otros
componentes de la matriz tales como las Colagenas IX y XI que interaccionan con
la Colagena Il para formar estructuras supramoleculares, resultan en fenémenos
muy relacionados. La displasia campomélica es una patologia asociada a una
mutacion en el gen SOX9. SOX9 es el inductor de las etapas mas tempranas de
la condrogénesis en las condensaciones mesenquimales (Akiyama et al, 2002) vy

es un factor de trascripcién que regula directamente los genes de Colagena |l y
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Agrecano, las principales moléculas de la matriz del cartilago y por tanto de la
diferenciacién del condrocito (Lefebvre y Crombrugghe, 1997).

También se ha encontrado que la osteogénesis imperfecta es debida a
defectos moleculares de la Colagena | y la condrodisplasia metafisial del tipo
Schmid, a errores en la biosintesis de la Colagena X (Kwan et al, 1997). Esta
ultima se caracteriza por una reduccién de la zona de cartilago de reserva en la
placa de crecimiento y el cartilago articular, se altera el contenido de hueso y
existe una distribucion atipica de los componentes de la matriz de la placa de
crecimiento (Chan y Jacenko, 1998).

La matriz del cartilago es rica en proteoglicanos sulfatados. La distorsion
del Agrecano, uno de los proteoglicanos del cartilago que une gran cantidad de
Glicosaminoglicanos (GAG) altamente sulfatados, genera una placa de
crecimiento completamente desorganizada (figura 11b) y modifica el programa de
diferenciacién del condrocito (Wai et al, 1998).

El acido hialurénico es otra molécula presente en el cartilago, que es
particularmente es muy abundante en el cartilago articular. Este tipo de matriz esta
altamente hidratada debido a la gran cantidad de glicosaminoglicanos que se unen
al hialuronato. De esa forma, este tipo de tejido soporta grandes presiones y
permite una movilidad confortable. En enfermedades como la osteoartritis, este
tipo de matriz se osifica como resultado de que los condrocitos se vuelven
hipertréficos. El cartilago degenera y su reparacién es muy limitada (Piperno et al,
1998). Esto es un ejemplo de la necesidad de la MEC para mantener el estado
diferenciado de los condrocitos.

El cartilago requiere de sefales moleculares para su desarrollo y mantenimiento.
Algunos factores de crecimiento en muchos casos se encuentran regulando la
sintesis de la MEC y pueden encontrarse activos o latentes entre la matriz
extracelular. Muchos miembros de la familia del TGF-p se secretan al exterior
celular de forma latente, y son atrapados por la MEC rica en proteoglicanos,
cuando se encuentran las condiciones adecuadas que los activan (v.gr.: Plasmina,

Fibrinégeno, Fibrilina, pH) (Charbonneau et al, 2004) se degrada la proteina
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latente y se libera la proteina funcional. Existen otras moléculas que antagonizan a
estos factores y que también se encuentran en la MEC, como los antagonistas de
BMP, Cordina y Nogina.

Figura 11. Expresion de moléculas de la MEC durante la diferenciacion del cartilago. Patron de
expresion de moléculas de la MEC en la placa de crecimiento normal (A) representado en azul. Cuando
ocurre alguna mutacion en algin componente de la MEC (B), como es el caso del raton mutante cmd
(mutacion en el gen del Agrecano), se altera la diferenciacion de los condrocitos, la distribucion de las
moléculas de la MEC (rojo) y la estructura de la placa de crecimiento.

Hemos visto que en el programa de diferenciacion del cartilago
durante la formacién de una articulacion, los condrocitos en proliferacion en lugar
de entrar al camino del fenotipo prehipertrofico, entran al camino del fenotipo
prearticular (células de la interzona). Este proceso se acomparia por el cambio en
la distribucion de la MEC. Asi, donde antes habia Colagena Il y Agrecano, propias
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de la MEC del cartilago, con células ovaladas organizadas en columnas, ahora
aparecen células mas pequenas y aplanadas, organizadas en capas y con una
MEC de Colagena |, Colagena Ill, Hialuronato (Francis-West et al, 1999). Esta
distribucion de los componentes de la Matriz Extracelular, nos sugieren que los
receptores de estas moléculas de alguna manera también podrian regular los
procesos de diferenciacion de los condrocitos y la formacion de las articulaciones.
Estos receptores son de gran importancia durante la formacién del esqueleto y la
morfogénesis de la extremidad.

Las Integrinas son los principales receptores para las moléculas de la matriz
extracelular, y su estudio ha revelado que la adhesidén celular mediada por
Integrinas es de gran importancia en diferentes procesos del desarrollo como en la
proliferaciéon, muerte, migraciéon y diferenciacién celular (Bokel y Brown, 2002;
Brown y Yamada, 1995; Bouvard et al, 2001).

Las Integrinas permiten la comunicacion de los condrocitos con su entorno
durante la diferenciacion

Las Integrinas son receptores transmembranales que constan de una
subunidad a y una B, y sélo son funcionales cuando forman el heterodimero o en
la membrana celular (Hynes, 2002). En los mamiferos se conocen 8 subunidades
B y 18 subunidades a, con las cuales se pueden ensamblar 24 distintas Integrinas.
La familia B1 de las Integrinas se compone de 12 subunidades a que forman el
heterodimero con la subunidad B1; estas Integrinas son los principales receptores
de moléculas de la MEC, y tienen la capacidad de permitir la adhesion celular y al
mismo tiempo transducir sefales a las cuales la célula responde de diversas
maneras (Aplin et al, 1999). Cuando las Integrinas interaccionan con la MEC
forman agregados en la membrana celular, entonces, la region intracelular de las
Integrinas se conecta con el citoesqueleto mediante las proteinas Talina y
Paxilina. Por otro lado, la transduccién de senales se desarrolla con el

reclutamiento de la Cinasa de adhesién focal (FAK), la cual se autofosforila y
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forma un sitio de anclaje para miembros de la familia Src. Esta interaccion induce
la forforilacién de otros residuos de tirosina de la FAK, creando sitios de anclaje
para una variedad de proteinas de sefalizacion intracelular, relacionadas con la
organizacion del citoesqueleto, la proliferacion y diferenciacion celular, y la
regulacion de la expresion génica (Hynes, 2002).

Figura 12. Las Integrinas se componen de dos subunidades (ay B), la familia de las Integrinas p1
presentan un sitio de union extracelular a moléculas de la MEC, esta adhesion depende de cationes
divalentes y la subunidad B1 interacciona con elementos del citoesqueleto y transduce sefiales. Este
sefialamiento activa diversas respuestas celulares como la migracion, proliferacion y diferenciacion.

El papel de las Integrinas durante la diferenciacion del cartilago se ha
explorado relativamente poco. Cuando en cultivos de micromasas (un modelo in
vitro que permite estudiar la diferenciacion del cartilago) se bloquea la subunidad
B1 de las Integrinas, se inhibe la formacion de nddulos de cartilago y la sintesis de
Colagena tipo Il (Shakibaei, 1998). Esto sugiere un papel importante de las
Integrinas durante la condrogénesis, es decir, en las etapas tempranas de
diferenciacion del cartilago. En otros estudios se muestra que el bloqueo con
anticuerpos de la subunidad B1 inhibe el depésito de Colagena X y el crecimiento
del cartilago (Hirsch et al, 1997), es decir, se inhibe la hipertrofia de los

condrocitos.
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El tratamiento de los condrocitos con &cido retinoico (AR) inhibe la
expresion de la Colagena Il (tipica del cartilago) y en su lugar se expresa
Colagena tipo | (caracteristica de etapas precondrogénicas); estas células tienen
mayor adhesién a Colagena | que a Colagena I, debido al cambio en la expresion
de Integrinas a3 por a1 (Hernandez-Lagunas et al, 1998). Por otro lado, la BMP-2
regula la adhesion celular mediante la modificacion de la expresion de integrinas.
BMP-2 reduce la expresion de la integrina o3 pero no tiene efecto sobre la
expresion de las demas subunidades en los condrocitos, aunque el efecto de la
BMP-2 es muy diferente en otros tipos de células (Nissinen et al, 1997). Asi, es
claro que algunas hormonas y factores de crecimiento tienen efecto sobre la
diferenciacion de los condrocitos mediante el cambio en el patron de expresién de
las Integrinas.

Al igual que sus ligandos, las Integrinas tienen una distribucion muy
particular en el cartilago de la placa de crecimiento (Durr et al, 1993) y en el
cartilago articular (Ustoa et al, 1998). La Integrina a531 se expresa en el cartilago
de la placa de crecimiento y articular y la adhesion a la MEC mediante esta
Integrina es importante para la proliferacién de los condrocitos y el mantenimiento
del cartilago articular (Enomoto-lwamoto et al, 1997). En una patologia
degenerativa como la osteoartritis, se presentan cambios en la expresion de los
componentes de la MEC del cartilago articular. Los condrocitos disminuyen el
depésito de Colagena Il y aumentan el de Colagena |, mientras disminuyen la
expresion de la Integrina o3 y aumentan la Integrina ol (Loeser et al, 1995),
ademas disminuyen su adhesion a Fibronectina (Piperno et al, 1998). Cabe
mencionar que en estos procesos los condrocitos articulares maduran
aceleradamente y llegan a la hipertrofia, o sea, modifican su patron de
diferenciacion que de alguna manera se debe de mantener sin llegar a la
hipertrofia para que la articulacién sea funcional .

En otros estudios donde sobrexpresan el gen de con una mutacién nula de
la Integrina B1 bajo el promotor de Colagena Il, se observa que la diferenciacion

de los condrocitos puede ocurrir en ausencia de las Integrinas 1; estas células no

a7



David Garciadiego Cazares/ Inst. Invest. Biomédicas. UNAM/2005

son capaces de organizarse en columnas en la placa de crecimiento y disminuyen
la actividad proliferativa (Aszodi et al, 2003; Fasler y Meyer, 1995). No obstante,
estos resultados deben observarse con mas cuidado, ya que la mutacién nula de
la Integrina PB1 tiene efecto sélo en los condrocitos maduros que expresan
Colagena tipo Il, por ello no hay efecto en las etapas tempranas y tardias de la
diferenciacién del cartilago y el pericondrio.

Sin embargo, el papel de las Integrinas en la diferenciacion del condrocito
aun no esta bien establecido, y seria de significativa importancia para determinar
la relacion de la MEC con el condrocito durante la condrogénesis, la diferenciacion
del cartilago y la formacion de las articulaciones, y por lo tanto, durante la
morfogénesis del esqueleto.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En este trabajo nos interesamos en el estudio de las Integrinas durante el
desarrollo del cartilago y la formaciéon de las articulaciones del esqueleto. Bajo
esta perspectiva, se conoce que la sobrevivencia, la condrogénesis y la hipertrofia
son mediados por Integrinas (Shakibae, 1998; Hirsch et al, 1997). Esto es, las
integrinas son necesarias para que los condrocitos avancen a su etapa terminal de
diferenciacion.

Por otro lado, para que un elemento esquelético pueda segmentarse y
formar una articulacion, es necesario que los condrocitos detengan y reviertan su
fenotipo diferenciado y no progresen hacia la hipertrofia (Hartman y Tabin, 2001).

Es posible que las Integrinas regulen y mantengan el fenotipo diferenciado
de los condrocitos, por lo que un cambio en el patron de expresion de las
Integrinas o un bloqueo de la sefalizacion de estas, puede interrumpir la
diferenciacion del cartilago y desencadenar la segmentacion de un elemento

esquelético para generar una articulacion.
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OBJETIVO GENERAL
Determinar el papel de las Integrinas de la familia 1 en la diferenciacién de

los condrocitos y en la formacion de las articulaciones esqueléticas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Observar si el bloqueo con anticuerpos de las Integrinas de la familia p1
interfiere con la diferenciacion de los condrocitos analizando la morfologia celular y
la expresion de marcadores de diferenciacion de los condrocitos como: Colagena
I, Colagena X e IHH.

2.- Determinar cuales Integrinas de la familia B1 regulan la diferenciacion de los
condrocitos, mediante la expresion de las diferentes subunidades alfa de las
Integrinas y comprobaremos que el bloqueo de esta subunidad también interfiere

con la diferenciacion de los condrocitos.

3.- Conocer si el bloqueo de las Integrinas al inhibir la diferenciacién de los
condrocitos genera la formacion de la interzona caracteristicas de una articulacion
en desarrollo, comprobar si se trata de una interzona mediante el analisis

morfolégico y de la expresion de los marcadores moleculares GDF-5 y Wnt-14.

4.- Sobrexpresar los genes de las Integrinas a5 y B1 para generar el efecto
contrario al bloqueo; es decir, que resulte en la inhibiciéon de la formacion de las
articulaciones, la expresién del marcador molecular de cartilago /hh y la inhibicién
de los marcadores de articulaciones GDF-5y Whnt-14.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos.

Todos los reactivos como sales y acidos fueron de la mas alta pureza
comprados a JT Baker (México, D.F.). Los colorantes para las tinciones
histologicas, asi como la albumina, loduro de propidio y TESPA fueron de SIGMA
(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO). Los medios de cultivo BGJb, la
mezcla de antibioticos y los péptidos RGE (GRGESP) y RGD (GRGDNP) fueron
de Gibco BRL (Gran Island, NY). Los anticuerpos monoclonales neutralizantes
para la Integrina 1 (HMp1, Cat. 553837) y la Integrina a5 (HMa5, Cat. 553350) se
compraron a Pharmingen (Pharmingen, San Diego, CA). Los anticuerpos para
Colagena | (AB765P, Cat. AB765P) y CD44 se obtuvieron de Chemicon
(Chemicon, Temacula, CA), para la Colagena Il (CIIC1) y Sonic hedgehog (5E1)
del Hybridoma Bank (lowa City, IA), el de la Colagena X de Calbiochem y el de
Indian hedgehog (C-15) de Santa Cruz y los anticuerpos fluoresceinados (FITC)
de Zymed (San Francisco, CA). La BMP-7 y Shh se compraron a R&D Systems
(Minneapolis, MN).

Material Bioldgico.

Para los cultivos de extremidades se utilizaron ratones de la cepa CD-1 del
bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Las hembras
prefiadas de 14.5 dias de gestacion se mataron por dislocacion cervical y se
obtuvieron los embriones del E14.5. Los embriones se lavaron con PBS y se
mantuvieron en medio de cultivo BGJb mientras se aislaban las extremidades para
cultivarlas, a las extremidades se les retiro completamente la piel.

En los experimentos de sobrexpresion de la Integrina a5B1 se utilizaron
huevos fertilizados de pollo White Legorn de la empresa ALPES (Puebla, México).
Los huevos se incubaron en un ambiente humedo a 38.5 °C, y se trabajé con
embriones de la etapa 27HH (Hamburguer y Hamilton, 1951) para los ensayos de

electroporacién.
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Aislamiento de extremidades y microinyeccion.

Las extremidades anteriores de los embriones de ratéon se microinyectaron
con microagujas fabricadas con tubos capilares calentados y estirados con un
“puller”. Las microagujas se cargaron por capilaridad con la solucién del anticuerpo
para las Integrinas 1 o a5 (5 pg/ul), y se microinyectaron 2 pl del anticuerpo en la
muneca de la extremidad derecha con un microinyector neumatico PV830 (World
Precision Instruments Inc., Sarasota, FL). Las extremidades izquierdas de cada
embrion se inyectaron con una solucion de anti IgG de conejo en PBS, que
sirvieron como controles. Las extremidades se cortaron con unas pinzas y se
depositaron en medio BGJb, para después colocarlas en las condiciones de

cultivo.

Cultivo de érganos.

Cada extremidad se aisl6 y se depositdé sobre un filtro nucleopore
(Whatman International Ltd, Maidstone, England), a su vez el filtro se colocé
sobre una malla de acero inoxidable (Plain weave mesh 0.38 mm, Goodfellow,
Huntingdon, England) previamente colocada en cada pozo de una placa de cultivo
de 24 pozos, de esa forma el érgano se mantuvo en la interfase liquido/aire. Los
cultivos se mantuvieron en 0.5 ml de medio BGJb + 1 % de antibiético y 0.1% de
albimina de suero bovino, bajo condiciones de humedad y 37° C (Vortkamp et al.,
1996; Lanske et al., 1996). Algunos cultivos se complementaron con 1 ng/ml de
BMP-7 y 400 ng/ml de Shh.

Todos los experimentos se desarrollaron en E14.5 de la extremidad
embrionaria del ratén y se mantuvieron durante 4 dias de cultivo.

Se tuvieron cinco tipos de cultivos. 1) Grupo control que se inyecté un
anticuerpo irrelevante (IgG) en PBS. 2) Grupo que se inyecté con el anticuerpo
neutralizante de la Integrina B1 o a5. 3) Grupo cultivado con BMP-7 en el medio de
cultivo. 4) Grupo con doble tratamiento, inyectado con el anticuerpo neutralizante

de la Integrina 1 o a5 y con BMP-7 en el medio de cultivo. 5) Grupo inyectado
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con el anticuerpo neutralizante de la Integrina p1 o a5 y con BMP-7 en el medio
de cultivo, mas SHH en el medio.

Cada extremidad experimental (derecha) se comparé con la extremidad
control (izquierda) del mismo embrién; la extremidad control también se cultivo

pero sin tratamientos.

Preparacion del esqueleto.

Para la tincion del esqueleto se utilizé Azul alciano y Alizarina roja S, con lo
cual se tife especificamente de azul el cartilago y de rojo el hueso (Otto et al,
1997). Brevemente, las extremidades se fijaron en etanol al 96% toda la noche y
despues se transfiieron a acetona durante 24 h para remover las grasas y
solidificar el esqueleto. Después se depositaron en una solucién de Azul alciano y
Alizarina roja S (1 volumen de azul alciano 0.3% (p/v) en etanol 70 % + 1 volumen
de alizarina roja 0.1 % (p/v) en etanol 70 % + 1 volumen de acido acético + 17
volumenes de etanol 70%) por 24 h, se lavaron con agua destilada y se aclararon
en KOH al 1% por varios dias. Por ultimo, se almacenaron en Glicerol 50% en
etanol. Las extremidades tefidas se observaron a 25 aumentos en un microscopio
estereoscopico Nikon (SMZ1500) y se fotografiaron con una camara digital Coolpix
995 (Nikon Inc., Tokyo, Japan).

Cortes y tinciones histoldgicas.

Las muestras se fijaron con Paraformaldehido al 4% durante toda la noche
a 4° C, se deshidrataron con alcoholes graduales y xilol, por Gltimo se embebieron
en Paraplast (parafina) y se incluyeron. Se hicieron cortes histolégicos de 5-7 pm
de grosor, los cortes se estiraron sobre una gota de agua en una laminilla cubierta
con TESPA, en una plancha de calentamiento a 42° C por una hora y se dejaron
secar a 37° C toda la noche.

Mediante la tincién con Safranina O, que tifie proteoglicanos, se analizé la
histologia de los tejidos esqueléticos. Para ello, las laminillas se tifieron en
hematoxilina por 7 min, después de lavarlas en agua destilada, las laminillas se
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tiieron con verde rapido al 0.2% por 3 min y se enjuagaron rapidamente en acido
aceético al 1%. Entonces las laminillas se tifieron en Safranina O durante 5 min y
por ultimo se deshidrataron y montaron en resina.

Deteccion de marcadores de diferenciacion

Inmunofluorescencias
La localizacion de la Integrina o5, Colagena |, Colagena 1l, Colagena lll,

Colagena X, IHH, SHH y CD44 se determiné por inmunofluorescencias. Para esto,
los cortes se rehidrataron y se dejaron 5 min en PBS, luego se bloquearon con
una solucién de albimina al 1% en PBS por 30 min y después con esta misma
solucion se diluyo el anticuerpo 50 veces en el que se incubaron las laminillas por
toda la noche a 4 °C. Al otro dia se lavaron las laminillas con PBS/Tritén 0.1% y se
incubaron por 2 h con el anticuerpo anti-lgG fluoresceinado, diluido 100 veces en
la solucién de bloqueo a 37° C. Después, las laminillas se lavaron tres veces con
la solucion de PBS/Tritdn y se tifieron los ntcleos con una solucién de loduro de
Propidio 10 pg/ml por 30 seg. Por ultimo, las preparaciones se lavaron con PBS y
se montaron con el medio de montaje acuoso Cristal Mount (Biomeda).

Las preparaciones se observaron a 200 y 400 aumentos en un microscopio
Nikon Eclipse E600 con filtro para fluoresceina y se fotografiaron con una camara
digital Nikon Coolpix 995 (Nikon Inc., Tokyo, Japan).

Preparacion de las sondas

Para las hibridaciones in situ se utilizaron las siguientes sondas de cDNA de
ratén: Gdf5 (Storm & Kingsley, 1999); Wnt14 (Katoh 2002); Cordina (Bachiller et
al., 2003). Para embriones de pollo se usaron las siguientes sondas. Los
fragmentos de los genes de raton para Autotaxina (Genebank, numero de acceso
NMO015744), Cd44 (Genebank, numero de acceso XM283773) y Agrecano
(Genebank, nimero de acceso L070 49) se obtuvieron por RT-PCR. Las cadenas

sencillas de cDNA se sintetizaron con el kit firts-strand cDNA (Roche Applied
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Science) y un pg de RNA total de embriones de ratén en E12. Se utilizaron los
siguientes oligonucleotidos: para Autotaxina 5-CAGCAAGTCGAATTAAGAGG-3’
y 5-GGCCAGCGTATACAGATTAG-3' (correspondientes a la region 127-692);
Cd44 5-AAGACDTGAACAGGACAGGA-3' y 5-AGAGATGCCAAGATGATGAG-3
(correspondientes a la region 1747-22248); Agrecano 5'-
GAGGAGCCATACACATCTTC-3 y 5-CACTGAGGTCCTCTACTCCA-3'
(correspondientes a la region 2506-3040). Las PCR se desarrollaron en un
volumen total de 25ul usando la Tag-DNA polimerasa (Invitrogen). Las condiciones
de los ciclos fueron de 15 seg. a 94°C para desnaturalizar, 30 seg. a 55°C para
alinear, 1 min. a 72°C para la elongaciéon y 30 min a 72°C después del ultimo de
los 35 ciclos. Los productos de PCR se clonaron en pGEM T-easy (Promega).
Mediante secuenciacién de los fragmentos se comprob6 la identidad del gen.

Los plasmidos con los cDNA de cada gen se linearizaron por digestion con
las enzimas de restriccion durante 2 h a 37 °C. Después se precipitaron con etanol
absoluto 2 h a —=20° C. Se centrifugaron a 14000 rpm, se retir6 el sobrenadante y
se lavo el boton con etanol 70%. Se dejo secar el botén y se resuspendié en agua
estéril. La digestion se analizé por electroforesis y después de procedi6 a
transcribir la sonda.

La trascripcion se realizd con el plasmido linearizado en una mezcla de
ribonucleétidos (rA+rG+rC+rU) y Digoxigenina 11-UTP (nucleétido marcado), con
su respectivo buffer, inhibidor de RNAasas y RNA polimerasa. La reaccion se
incubd por 2 h a 37 ° C. La trascripcion se precipito y se resuspendié en 30 pl de
agua DPEC.

Hibridacion in situ.

Los cortes se desparafinaron y rehidrataron. Se fijaron 20 min. en
paraformaldehido al 4% y se trataron con Proteinasa K 1 ng / ml por 5 min. Se lavo
con PBS y se incubé en Buffer de hibridacién 15 min a 70 °C y después con la
sonda marcado por toda la noche a 55°C. Al otro dia se hicieron 15 lavados y se

incubd con buffer TBST con 5% de suero de chivo y después con el anticuerpo

4+



David Garciadiego Cazares/Inst. Invest. Biomédicas. UNAM/2005

para digoxigenina-FITC diluido 100 veces en el mismo buffer durante 2 h a
temperatura ambiente. Por ultimo, las preparaciones se lavaron con buffer TBST y
se montaron con Crystal Mount. Las muestras se observaron en el microscopio de

fluorescencia y se fotografiaron.

Muerte Celular

El patrén de la muerte celular se determiné mediante la prueba de TUNEL
en cortes de parafina. Los cortes se tratan segun las instrucciones del fabricante
del Kit de deteccion de muerte celular in situ (Roche Applied Science), el cual
consiste basicamente en detectar por florescencia los fragmentos de DNA
generados durante la muerte celular.

Electroporacion del cDNA de la integrina 531 en los embriones de pollo.

Los plasmidos no linearizados con el cDNA completo de la Integrina
as (6ug/ul; pECE+asS) y de la Integrina Bl (6pg/ul; pECE+B1) (Giancotti y
Ruoslahti, 1990) se inyectaron con una micro aguja en el autopodio de la
extremidad posterior de embriones de pollo en la etapa 27HH. Para ello, el DNA
(1.5 pl del pECE+a5 mas 1.5 pl del pECE+1) se mezclo con tinta china (0.5 pl) y
aceite mineral (0.5 pl de), y se inyecto aproximadamente de 0.5-1.0 pl de la
mezcla. La electroporacion se desarrollo a 28 volts con 10 pulsos de 70
milisegundos. Después de la electroporacién, los embriones se incubaron y se
analizaron para tincion de esqueleto, histologia, inmunofluorescencia e hibridacion

in situ.
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RESULTADOS

En este trabajo se evaluo el papel de las Integrinas de la familia p1 en la
diferenciacion de los condrocitos del esqueleto en desarrollo, y en la formacion de
las articulaciones de embriones de ratén y pollo. El primer enfoque se realizé
mediante el bloqueo con anticuerpos de las Integrinas 1, y cual subunidad a de
las Integrinas se relaciona con estas funciones. El segundo acercamiento consistio
en la sobrexpresion de las Integrinas o581 para comprobar el efecto contrario a su
bloqueo. Por otra parte, también se plantea el papel de los factores BMP-7 e IHH

durante la formacién de las articulaciones y la diferenciacion de los condrocitos.

El bloqueo de las Integrinas 1 induce la formacion de una articulacion
ectopica.

La interaccion de las Integrinas con la MEC durante la diferenciacion del
cartilago y la morfogénesis de la extremidad se evalué mediante el sistema de
cultivos organotipicos de explantes de extremidad embrionaria de ratén en E14.5.
Para determinar el papel de las Integrinas de la familia B1 en la diferenciacion del
cartilago, se microinyecté en la mufeca de la extremidad un anticuerpo
monoclonal neutralizante especifico para la cadena B1 de las Integrinas (HMB1). A
las extremidades testigo se les inyectdé un anticuerpo irrelevante (IgG); estas
extremidades mostraron una morfologia normal en todos los elementos
esqueléticos (figura 13a). El analisis de la tinciéon con azul alciano y alizarina roja,
que tinen especificamente la matriz de cartilago y hueso respectivamente; revelo
que el tratamiento de las extremidades con el anticuerpo HMP1, resulté en la
pérdida de algunos elementos esqueléticos como algunas falanges y carpos (Fig.
13e). Ademas, se observé un espacio perpendicular al eje del hueso en la region
distal del radio y la ulna (figura 13e, recuadro), lo que aparentemente muestra que

estos elementos esqueléticos estan segmentados. Esto se detecté por la pérdida
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de la tincion de azul alciano en esa region; esta pérdida en la tincion parece que
divide al elemento esquelético y se observa una estructura similar a una
articulacion. La frecuencia de formacion de articulaciones ectopicas fue de 62%
(25 de 40 experimentos).

La pérdida de la tincién de cartilago y la segmentacion de los elementos
esqueléticos del zeugopodio, indica que el efecto del bloqueo de la Integrinas
afecta dos procesos; 1) inhibicion de la condrogénesis; 2) la articulacion de los

elementos esqueléticos.

El bloqueo de las Integrinas 1l modifica la estructura del cartilago
prehipertrofico de la Placa de Crecimiento

Con el fin de determinar si las alteraciones morfolégicas del esqueleto son
consecuencia de la arquitectura tisular de la placa de crecimiento, se hicieron
cortes histologicos y se tifieron con Safranina O para la tincion del cartilago.

Los cortes histologicos de los experimentos donde se bloquearon las
Integrinas Pl en la extremidad de ratén, presentaron modificaciones en la
estructura de las placas de crecimiento de ambos elementos esqueléticos del
zeugopodio (radio y ulna). Se observé la disminucion de los condrocitos
prehipertréficos y la aparicion de un tipo celular mas pequeno y aplanado similar a
las células de la interzona. Ademas, la tinciébn especifica para condromucina
empleando safraninaO, revela una MEC mas pobre en proteoglicanos, lo que se
hace evidente por la disminucion de la tincién roja del cartilago (figura 13f). Todo
esto muestra que el cartilago presenta alteraciones en su diferenciacion.

Wnt-14 y GDF-5 se expresan en la articulacion ectépica.
Otra forma para determinar si se esta induciendo una articulacion ectépica
en el lugar de cartilago prehipertréfico; es mediante la deteccion de marcadores

moleculares especificos del proceso celular que ocurre durante la formacion de la
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articulacion. El analisis histolégico de los cortes del tejido del zeugopodio, muestra
una mayor densidad celular con células mas pequefias y aplanadas; cuya
morfologia es similar a la de la interzona de una articulaciéon en desarrollo (figura
13f, flecha).

Para determinar si estos cambios morfolégicos e histolégicos corresponden
a la formacion de una articulacion ectopica, se analizé la expresion de Wnt-14 y
GDF-5. El Wnt-14, es uno de los genes que se expresan en el campo donde se
formaran las articulaciones e inicia su formacién; ademas, la sobrexpresién de
este gen induce articulaciones ectépicas en las extremidades de embriones de
pollo (Hartmann y Tabin, 2001). Otro marcador, Gdf-5 se expresa en respuesta a
Wht-14. Gdf-5 se expresa en las articulaciones en desarrollo y las mutaciones en
este gen provocan alteraciones en las articulaciones.

La deteccion de Wnt-14 y Gdf-5 se realizé por hibridaciéon in situ.
Observamos que cuando se bloquea la subunidad Bl de las Integrinas con el
anticuerpo neutralizante (HMpB1), el gen Wnt-14 se expresa en las zonas donde se
altera la estructura de la placa de crecimiento (figura 13g), esto es, en la region
donde normalmente se desarrolla el cartilago prehipertrofico. En las muestras
control tratadas con un anticuerpo irrelevante (IgG) la expresiéon de Wnht-14 se
observa en la region periarticular, en el pericondrio y alrededor del cartilago (figura
13c).

El Gdf-6 también se expresa en las articulaciones ectopicas generadas por
el bloqueo de las Integrinas (figura 13h). Estos datos sugieren que el efecto del
bloqueo de las Integrinas B1 no solo afecta el depésito de la matriz de cartilago o
la condrogénesis, sino que también induce la formacion de articulaciones
ectépicas.

La muerte celular en la articulacion ectépica.
Se ha propuesto que durante la segmentacion de un elemento esquelético

ocurre muerte celular por apoptosis en las células de la capa central de la
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interzona, esto genera que el elemento esquelético se separe mediante el proceso
conocido como cavitacion.

La deteccién de la muerte celular se realizé por la técnica de TUNEL. Al tratar las
extremidades con el anticuerpo HMpB1 se observo muerte celular de algunas
células en la region de la articulacion ectopica, justo donde se desorganiza la
placa de crecimiento y al parecer se forma la interzona de una articulacion (figura
13l). Esto sugiere que la separacion de los elementos esqueléticos se lleva acabo
en parte por la muerte celular programada. Los cultivos control (IgG)
practicamente no mostraron células muertas (figura 13k).

Esta muerte celular la podemos asociar a la fase de la formacion de la
articulacion conocida como cavitacion, que ocurre cuando se empiezan a separar
los elementos esqueléticos debido a la muerte de la capa de células intermedia
entre las otras dos capas de la interzona conocidas como capas condrogéneas
que dan origen a los cartilagos articulares.

La interaccion de las secuencias RGD del ligando con las integrinas
mantienen la estructura del cartilago prehipertrofico.

Se ha reportado que algunas Integrinas de la familia 1 median su
interaccion con la MEC mediante la secuencia de arginina-glicina-acido aspartico
(RGD) en sus ligandos (Hynes, 2002). El efecto producido por el tratamiento de las
Integrinas con anticuerpos para la Integrina 1 podria ser debido al bloqueo de las
interacciones ligando-integrina, o de la activacién directa por la uniéon del
anticuerpo con la Integrina en un sitio diferente al sitio de unién al ligando. Para
probar si este efecto fué causa del bloqueo de la interaccidon ligando-integrina, se
microinyectaron péptidos RGD (arginina-glicina-acido aspartico) a la altura de la
muneca de las extremidades en desarrollo en lugar del anticuerpo HMp1. El
tratamiento con el péptido RGD también resulté en la formacién de una
articulacion ectopica (figura 13j), mientras que el control con el péptido RGE

(arginina-glicina-acido glutamico) no tuvo efecto (figura 13i). Ademas, se observo

49



David Garciadiego Cazares/Inst. Invest. Biomédicas. UNAM/2005

la reduccioén drastica de la tincion del cartilago en los tratamientos, mientras que
los tratamientos control con el péptido RGE no tuvieron efecto en la morfologia de
los elementos del esqueleto. Estos datos sugieren que las Integrinas B1 necesitan
interaccionar con su ligando de la MEC a través de una secuencia RGD, para asi
mantener la estructura normal del cartilago. En estos experimentos también se
detectaron células muertas, posiblemente por apoptosis en la zona media de las
aparentes articulaciones ectopicas, de las extremidades tratadas con péptidos
RGD.

Figura 13 . El bloqueo de la Integrina B1 induce la formacién de una articulacién ectépica. Cultivos de
4 dias de extremidades anteriores de embriones de raton. Al inicio del cultivo se micronyectaron con
10 pg de un anticuerpo IgG irrelevante (A-D) o con 10 pg de un anticuerpo neutralizante para la
Integrina B1 (E-H). Tincién de azul alciano/alizarina roja para mostrar los elementos esqueléticos de
la extremidad completa, el recuadro rojo muestra la articulacion ectépica (A y E). Cortes histologicos
del &rea del zeugopodio teflidos con Safranina O y Verde rapido, que muestra al cartilago en rojo,
200 aumentos (B y F). Hibridacion In situ para Wnt14 (C y G) y para Gdf5 (D y H), 400 aumentos.
Cortes histologicos de la regién del zeugopodio de extremidades inyectadas con 2 ug de péptidos
RGE (1) y con RGD (J) tefiidos con Safranina O y verde réapido. Ensayo de TUNEL para apoptosis en
extremidades inyectadas con 10 pg un anticuerpo IgG irrelevante (K) o con 10 pg de anticuerpo

neutralizante para la Integrina 1 (L).
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El bloqueo de las Integrinas o581 induce cambios moleculares
caracteristicos de la formacion de articulaciones.

Las principales Integrinas de la familia B1que unen ligandos mediante la
secuencia RGD son las Integrinas aS5B1, a8Bly avpl (Hynes, 2002); por ello
exploramos si el bloqueo de una de estas Integrinas mediante anticuerpos
neutralizantes tienen el mismo efecto que los anticuerpos para la subunidad 1 o
el péptido RGD. La microinyecciéon de anticuerpos monoclonales para la Integrina
o5 (HMa5) también indujo la formacion de una articulacién ectoépica (figura 14a), lo
mismo que la aplicacién de otro anticuerpo monoclonal para la integrina o5, MFR5
(datos no mostrados). Todos estos datos apoyan la idea de que durante el
desarrollo de la extremidad, los condrocitos se adhieren a la MEC mediante las
Integrinas a5B1, de esa manera se previene la formacion de articulaciones y se
promueve la diferenciacién del cartilago.

Para confirmar que el bloqueo de la Integrina a5B1 induce los cambios
moleculares caracteristicos de una articulacion en desarrollo, se analizé la
expresion de los marcadores moleculares de la interzona (figura 14). Debido a que
Wnt-14 es capaz de inducir a las células precondrogénicas hacia el programa de
las articulaciones, se evalud la expresion de otros marcadores moleculares tales
como Gdf-5, Cordina, Autotaxina, CD44 y colagena tipo lll en la articulacién
ectépica inducida por el bloqueo de la integrina a5B1. Los resultados muestran que
Wht-14 (figura 14b), Gdf-5 (figura 14c), Autotaxina (figura 14e), Cordina (figura
14d), la proteina CD44 (figura 14f) y la Colagena tipo Il (figura 14g) se expresaron
en la articulacion ectépica.
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El bloqueo de la Integrina o581 inhibe la diferenciacion de los condrocitos

Para determinar si la formacion de articulaciones ectopicas esta asociada a
la inhibicion de la diferenciacion de los condrocitos, se evalud la expresion de los
marcadores moleculares de diferenciacion del cartilago prehipertrofico, Colagena
tipo Il, Agrecano e IHH. También se analiz6é la distribucién de Colagena X y
Colagena |, que son tipicas de -cartilago hipertréfico y del pericondrio,
respectivamente.

Los cambios observados en los componentes de la MEC de las
articulaciones ectépicas inducidas por el bloqueo de las integrinas a5p1 son: La
Colagena tipo Il, un marcador tipico de la MEC del cartilago se inhibié a lo largo de
la ulna de la extremidad en desarrollo (figura 14i), mientras que la Colagena tipo |
y la Colagena tipo lll se indujeron mostrando una expresiéon mas intensa en la
articulacion nueva (figura 14k, g). Las extremidades control tratadas con un
anticuerpo irrelevante, no presentan estos cambios (figura 14h, j). Ademas, se
observé que se inhibié la expresion de Agrecano en la region de la articulacion
ectépica, mientras que la Colagena tipo X solo se observé en la zona distal de la
articulacion ectopica (figura 14m), correspondiente al cartilago hipertréfico, como
se observa en los controles (figura 14l). Similarmente, el anticuerpo HMa5 inhibid
la expresion de Indian hedgehog (figura 140), mientras que el control con un
anticuerpo irrelevante no redujo la expresion de IHH (figura 14n). Estos datos
indican que los condrocitos pierden su fenotipo diferenciado y en respuesta de las
senales inductoras del programa de articulacion cambian su destino celular, lo que
permite la formaciéon de una nueva articulacion. Mediante el analisis de IHH y
Colagena X, observamos que la articulacion ectépica se ubica en la frontera de los

condrocitos en proliferacion y los condrocitos hipertroficos.
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Figura 14 . El bloqueo de la Integrina o5 induce cambios moleculares caracteristicos de una
articulacion en formacién. Cultivos de 4 dias de extremidades embrionarias de raton en E14.5
inyectadas con 10 g de anticuerpo neutralizante para la Integrina a5 (A-G, |, K, M y O). Cultivos de
extremidades (control) inyectados con 10 pg de un anti-lgG irrelevante (H, J, L y N). Corte
histologico de la region del zeugopodio tefiido con Safranina O y Verde rapido para mostrar el
cartilago en rojo (A). Hibridacion In situ para Wnt14 (B), Gdf5 (C), Cordina (D) y Autotaxina (E).
Inmunofluorescencias para CD44 (F), Colagena tipo lll (G), Colagena tipo Il (H-1), Colagena tipo | (J-
K), Colagena tipo X (L-M) e Indian Hedgehog (N-O). Las tinciones de las inmunofluorescencias para
IHH, Colagena tipo |, Il, lll y X se hicieron con FITC (verde) y los nucleos se tifieron con loduro de
propidio (rojo).
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Regulacion de la Integrina o.5p1 durante la formacion de articulaciones.
Nuestros datos sugieren que la union de la Integrina a un ligando RGD en la
extremidad en desarrollo contribuye a prevenir la aparicion de una nueva
articulacién, por ello decidimos explorar el patrén de expresion de la Integrina
a5pB1 durante la formaciéon de articulaciones. El autopodio completo de embriones
de ratén de diferentes etapas de desarrollo se tifieron para mostrar la expresiéon de
la subunidad o5 de la integrina. La Integrina o5 se encuentra en todos los digitos
de la mano en formacién. En la zona donde las articulaciones de los dedos
empiezan a formarse en E14.5, la Integrina o5 no se expresa (figura 15a). Una
vista a mayor aumento de la region de la interzona confirmé que la Integrina a5 no
esta presente en las articulaciones en desarrollo (figura 15b). Asi, Wnt-14 se
expresa en la interzona donde la integrina o5 no se expresa (figura15c). En los
elementos esqueléticos mas avanzados, tales como la ulna, la expresion de la
Integrina o5 fue muy evidente en los condrocitos prehipertréficos (figura 15d) y
colocaliza con IHH, (figura 15f) pero no con la colagena tipo X (figura 15e).
Ademas, la integrina a5 se observa con menor intensidad en los condrocitos en
proliferacion, y fué evidente en el pericondrio y en las articulaciones ya formadas.
Estos datos apoyan la idea que durante la formacién del esqueleto, la
Integrina «5B1 correlaciona con el fenotipo diferenciado de los condrocitos
prehipertroficos, pero al desaparecer podria permitir la formacion de las

articulaciones.
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Figura 15 . Patron de expresion de las Integrinas o5 durante la formacién de articulaciones. Cortes
histologicos de extremidades de raton de 14.5 dias de desarrollo. Corte del autopodio tefiido
mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo policlonal para la subunidad a5 de la Integrina,
donde se muestran las articulaciones en desarrollo de los dedos (A). Cortes seriados de la zona de
una articulacion de un dedo en desarrollo, tefiidos mediante inmunofiuorescencia para la Integrina
o5 (B) y mediante hibridacion in situ para mostrar la expresion de Wnt-14 (C). Corte seriados de la
ulna tefiidos por inmunofiuorescencia para mostrar la presencia de la Integrina a.5 (D), Colagena tipo
X (E) e Inh (F).

Las BMP potencian la formacion de articulaciones ectopicas inducidas por la
inhibicion de la integrina a5p1

Se sabe que las BMP inhiben la formacién de articulaciones y aumenta la
diferenciacién del cartilago, por ello evaluamos si la adicion de BMP puede
prevenir la aparicion de articulaciones ectépicas que fueron inducidas por el
bloqueo de las Integrinas a5B1. Las extremidades anteriores de embriones de
ratén en E14.5, se inyectaron en la mufieca con anticuerpos neutralizantes para la
Integrina a5 y entonces se cultivaron en presencia de BMP7 durante 4 dias. Las
extremidades inyectadas con un anticuerpo irrelevante e incubadas con BMP7

presentaron una distribucion normal de los elementos esqueléticos, aunque tienen
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una apariencia mas gruesa que en las extremidades control (figura 16a).
Inesperadamente, encontramos que la BMP7 en el medio de cultivo no
contrarresta los efectos del anticuerpo neutralizante para la Integrina o5 (figura
16d); pero en cambio, la BMP7 aumento a 87% (35 de 40) de los experimentos la
formacion de las articulaciones ectopicas en la region distal del radio y la ulna
(figura 16a, 16d). La combinacién de BMP7 y el anti-integrina también resulté en la
perdida de algunos elementos esqueléticos tales como falanges y carpos en
comparacion con los controles. El analisis histologico de estas secciones muestra
dos areas de tincion de cartilago, una mas intensamente tefiida mas alla de la
porcion distal y una segunda menos tefiida sobre la porciéon proximal (figura 16e).
Esta dltima area corresponde a los condrocitos hipertréficos. Estas areas
diferentes no se observan en las extremidades control tratadas con BMP7 y con
un anticuerpo irrelevante (figura 16b). Ademas, la expresiébn de Wnt-14, el
marcador molecular de las articulaciones se evidencioé en el area de esta nueva
estructura (figura 16f), mientras que Whit-14 no se detectdé en las extremidades
control (figura 16¢). Resultados similares se obtuvieron al utilizar el péptido RGD y
BMP7 (figura 16g). También, se observé un incremento de las células apoptéticas
en la articulacion ectdpica tratada con el anti-integrina o5 (figura 16i) comparada
con BMP7 solo (figura 16h). Estos resultados muestran que la nueva estructura
formada después del tratamiento con la anti-integrina a5 induce una nueva
articulacién, y la BMP 7 no es capaz de inhibir la formacion de esta articulacion
ectépica después del bloqueo de la Integrina. Por el contrario, la potencia
(comparar figura 16e con figura 14a).

Hemos mostrado que la Colagena tipo Il se regula negativamente después
del tratamiento del bloqueo de la Integrina con anticuerpos monoclonales. Aunque
BMP7 no previno la formacion de la articulacion ectdpica, es posible que la
distribucién de otros marcadores moleculares de cartilago pueda ser diferente. La
BMP7 en los cultivos tratados con una IgG control tienen un incremento en la

expresion de la Colagena tipo Il (figura 16j); sin embargo, el tratamiento con anti-
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Figura 16. La BMP aumenta la formacion de articulaciones inducidas por la inhibicion de la Integrina
aS5B1. Extremidades de embriones de raton en E14.5 cultivadas por cuatro dias en presencia de 1 pg/ml de
BMP-7 e inyectadas en la mufieca con 10 ug de un anticuerpo IgG irrelevante como control (A, B, C, H, J, L,
N); las extremidades experimentales se inyectaron con 10 pg de anticuerpo neutralizante para la Integrina
a5 (D, E, F, I, K, M, O). La tincion con Azul alciano/ Alizarina Roja de la extremidad completa muestra los
elementos esqueléticos (A y D). Los cortes histologicos tefiidos con Safranina O y Verde rapido muestran el
cartilago en rojo. 200 aumentos (B y E). Hibridacién in situ para Wnt-14 (C Y F). Cortes histologicos de las
extremidades inyectadas con 2 ug de péptido RGD tefiidos con Safranina O y Verde Rapido para mostrar el
cartilago en rojo (G). Ensayos de TUNEL para apoptosis revelados con rojo texas (H e |).
Inmunofiuorescencias reveladas con FITC (verde) para Colagena tipo Il (J y K), Colagena tipo | (L y M), e
Indian Hedgehog (N y O). En todas las inmunofiuorescencias los niicleos se tifieron con loduro de propidio

(rojo).
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integrina a5 en presencia de BMP7 también causé la inhibicién de Colagena tipo Il
(figura 16k). Por otro lado, la expresion de Colagena tipo | se encontré después
del bloqueo de la Integrina, aun en presencia de la BMP7, comparado con la
BMP7 sola (figura 161, 16m). También, la expresion de IHH se incrementé por la
BMP7 sola (figura 16n). Después del tratamiento con anti-integrina o.5, también se
observo la inhibicién de la diferenciaciéon de los condrocitos prehipertréficos, como
se determina por la expresion de IHH (figura 160). Todos estos datos indican que
BMP7 acelera la formacion de articulaciones ectépicas entre los condrocitos en

proliferacion y los condrocitos hipertroficos.

La sobrexpresion de la Integrina o5p1 inhibe la formacion de articulaciones y
promueve la diferenciacion de las células prehipertroficas.

Nuestros resultados muestran que la inhibicién de la Integrina a5B1 induce
articulaciones ectopicas, por eso evaluamos si la sobrexpresion de la Integrina
a5B1 de humano inhibe la formacién de articulaciones. Los plasmidos conteniendo
los genes completos para las cadenas o5 y Bl de las Integrinas de humano se
electroporaron en el autopodio de embriones de pollo en la etapa HH27, esta
etapa es previa a la formacion de las articulaciones del autopodio. Después de la
incubacion de los embriones de pollo durante 5 dias, encontramos que la
expresion ectopica de la Integrina a5p1 inhibié la formaciéon de articulaciones
(figura 17b). El analisis histolégico de los dedos confirmd un tejido continuo de
cartilago entre las falanges (figura 17d). Para determinar la expresion de la
Integrina 51 de humano en la pata de pollo, la detectamos mediante
inmunofluorescencia con un anticuerpo monoclonal especifico para la Integrina
a5B1 de humano, el cual no reconoce las proteinas de pollo. Los resultados
muestran la expresion de la Integrina a5B1 de humano fue detectada,
localizandose a lo largo de todo el cartilago (figura 17f). Debido a que la formacion

de la articulacion por la inhibicion de la Integrina a5B1 coincide con la inhibicion de
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Figura 17 . La sobrexpresion de la Integrina a5p1 inhibe la formacién de articulaciones e induce la
diferenciacion de células prehipertroficas. Extremidades posteriores de embriones de pollo del estadio 27
HH electroporados con los plasmidos con los genes completos para las cadenas a5y Bl de las
Integrinas, en la regién del autopodio e incubados durante 5 dias (B, D, F, H y J). Las extremidades
colaterales se utilizaron como controles (A, C, E, G, e I). Las extremidades se fijaron en paraformaldehido y se
fotografiaron para observar el fenotipo inducido por la sobrexpresion de la Integrina a581 para humano (A y
B). Cortes histologicos seriados de las extremidadades mostradas en A y B tefiidos con Safranina O y Verde
rapido (C y D), tefiidos por inmunofluorescencia para la Integrina o581 de humano (E y F) e Indian hedgehog
(G y H), y mediante hibridacién in situ para Wnt-14 (1 y J).
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la diferenciaciéon de los condrocitos prehipertroficos, evaluamos que la expresion
de la Integrina o5B1 induce la expresion de IHH (figura 17h), el marcador
molecular de los condrocitos prehipertroficos. El resultado muestra que la
expresion de la Integrina a5B1 de humano en los dedos coincide con IHH (figuras
17g, 17h ); mientras que Wnt-14 no se expreso bajo estas condiciones (figura 17j).
En conclusion, la sobrexpresion de la Integrina a5p1 inhibié la expresion de Wit-
14 y por lo tanto la formacién de las articulaciones, este fenotipo correlaciona con

el aumento de la diferenciacion de los condrocitos prehipertroficos.

Indian hedgehog inhibe la formacion de la articulacion ectdpica.

El tratamiento con el anticuerpo contra la Integrina o5 inhibié la expresion
de IHH y la expresion de la Integrina a5B1 de humano induce la expresion de |IHH,
por ello evaluamos si el sefalamiento de hedgehog se requiere para prevenir la
formacion de la articulacion ectépica. Para hacer esto, las extremidades anteriores
de embriones de ratdn se inyectaron con el anticuerpo neutralizante para la
Integrina a5 y se cultivaron en presencia de SHH, una proteina que actia de
manera similar a IHH. Bajo estas condiciones, la aparicion de la articulacion
ectopica se bloqued y los condrocitos prehipertréficos se desarrollan (figura 18c¢),
correlacionando con la inhibicibn de la expresion de Wnt-14 (figura 18d).
Resultados similares se obtuvieron en cultivos con BMP7 en el medio de cultivo.
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Figura 18 . La seial Hedgehog regula la formacion de articulaciones. Cortes histolégicos de las
extremidades anteriores de embriones de raton microinyectadas con 10 ug de anticuerpo neutralizante para
la Integrina o5, y cultivadas durante cuatro dias Cultivos sin tratamiento (A-B) y con tratamiento de
400 ng/ml de Sonic Hedgehog (C-D). Los cortes histologicos se tifieron con Safranina O y Verde rapido (A y
C), o se procesaron para hibridacion in situ para Wnt-14 (B y D). 200 aumentos.

Estos resultados sugieren que durante la formacion de las articulaciones del
esqueleto en desarrollo, se requiere de la represion de la expresion de la Integrina
a5B1; de esta manera, los condrocitos en proliferacion no prosiguen su programa
de diferenciacion hacia cartilago prehipertréfico y en cambio siguen su destino
hacia el programa de cartilago prearticular. De esta forma, el destino de los
condrocitos en proliferacion hacia el programa de prehipertrofia o de articulaciones

depende de la presencia o ausencia de la Integrina o5p1.
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DISCUSION

La adhesion celular mediada por Integrinas es un proceso importante
durante la diferenciacion celular, la arquitectura tisular y la morfogénesis
(Gumbiner, 1996). El conocimiento del papel de las diferentes Integrinas en la
diferenciacion del cartilago es escaso, sin embargo existen estudios del patron de
expresion de algunas Integrinas en el cartilago y durante la formacién de
condensaciones precartilaginosas (Shakibaei, 1995; Shakibaei, 1998). En otros
trabajos se muestra que las Integrinas 1 son requeridas para que los condrocitos
hipertroficos expresen Colagena X (Hirch, 1998). Recientemente se encontré que
la forma inactiva del gen de la Integrina 1 bajo el promotor de la Colagena II,
causa la inhibicion de la proliferacién de los condrocitos, altera el arreglo en
columnas de las células y produce condrodisplasias (Aszodi et al, 2003). Sin
embargo, no se conoce como participan las Integrinas durante la formacion del

patrén esquelético y durante la formacién de las articulaciones.

La Integrina a5B1 coordina la diferenciacion de los condrocitos y la
formacion de articulaciones durante el desarrollo del esqueleto.

El presente estudio muestra por primera vez que la interaccién de las
Integrinas a5B1 con sus ligandos mediante el dominio RGD, regula la formacién de
las articulaciones y la diferenciacién del cartilago. El bloquear la Integrina a5p31
resulta en la expresion de Wht-14 y la formacion de una articulacion ectépica.
Existen evidencias de que la senalizacion Wnt/p-catenina es suficiente y necesaria
para la formacion de articulaciones sinoviales (Guo et al, 2004), pero hasta el
momento, solo se sabe que Whi-14 es el inductor mas temprano de las
articulaciones (Hartmann y Tabin, 2001). Cuando se expresa ectopicamente Wnt-
14 en condrocitos, las células pierden su fenotipo tipico y forman la interzona, una
region de capas de celulas aplanadas y pequefias que expresan Gdf-5,
Autotaxina, Cordina, CD44 y Colagena tipo lll (Edwards et al, 1994; Bachner et al,
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1999; Francis-West et al, 1999; Merino et al, 1999; Storm y Kingsley, 1999); estas
células daran origen a las diferentes estructuras de la articulacion. Al igual que la
sobreexpresion de Wnt-14, el bloqueo de las Integrinas a5p1 también provoca la
pérdida del fenotipo diferenciado de los condrocitos y la aparicion de una
estructura semejante a la interzona. Estos resultados nos sugieren que las
Integrinas podrian regular la sefal de Wnt-14 durante la diferenciacién de los
condrocitos hacia la prehipertrofia. Cuando los condrocitos disminuyen la
expresion de la Integrina a5, entonces los condrocitos en proliferacién entraran al
programa de articulaciones y como consecuencia se induce la expresion de Whnt-
14 disparando la cascada molecular que lleva a formacion de las articulaciones.
Este hecho se ve apoyado por el patrén de expresion de la Integrina o5 y de Wnit-
14, los cuales son complementarios, es decir, mutuamente excluyentes. Sin
embargo, no es claro qué hecho controla la disminucion de la expresion de las
Integrinas y/o induce la expresion de Wnt-14 en la region de las futuras
articulaciones.

El papel de las Integrinas durante la morfogénesis del esqueleto puede ser
el siguiente. Las Integrinas a5B1 participan en la proliferacion de los condrocitos
durante el crecimiento del elemento esquelético. En determinado momento,
cuando cambia el balance entre sefales de diferenciacion del cartilago como
FGFs, PTHrP e IHH, los condrocitos disminuyen su actividad proliferativa y ahora
las Integrinas a5B1 contribuyen en la diferenciacion de los condrocitos hacia la
prehipertrofia e hipertrofia. Por el contrario, en ausencia de las Integrinas a5p1, los
condrocitos en proliferacién en vez de iniciar la prehipertrofia son susceptibles a
cambiar su destino celular.

Los hallazgos de este trabajo indican que las interacciones mediadas por
Integrinas entre las células y la matriz extracelular coordinan la diferenciacion del
cartilago con la formacion de articulaciones. Es decir, la formacion de las

articulaciones y el desarrollo de la placa de crecimiento son procesos altamente
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integrados, que establecen de alguna forma el patron del esqueleto al controlar el
tamano de cada cartilago del esqueleto embrionario.

Existen diversos patrones de sefalizacion que convergen en la placa de
crecimiento. En este trabajo se sugiere que la Integrina a5p1 es otra de las
moléculas necesarias en la regulacion del crecimiento y diferenciacion de los
condrocitos de la placa de crecimiento. Cuando se bloquean estos receptores de
la MEC, se provoca un cambio en el programa de diferenciacion de los
condrocitos, impidiendo su progresion a la etapa hipertréfica y se modifica su
programa de diferenciacion hacia cartilago prearticular.

El bloqueo de las Integrinas inhibe la expresién de la Colagena tipo Il e IHH
que se presentan en la region del cartilago prehipertrofico. Esta zona ademas
presenta la expresion de receptor PPR en lugar del IHH (dato no mostrado), lo
cual puede ser una evidencia que estos condrocitos, cuando vuelven a expresar la
Integrina o5 después de haberse formado la articulacién, se convierten en
cartilago articular. Se establece asi, una nueva frontera entre dos elementos
esqueléticos de cartilago. Esta bien establecido que la pérdida de IHH delimita la
transicion de los condrocitos prehipertroficos a hipertroficos, ya que IHH es
necesario para el paso a la hipertrofia de los condrocitos. Asi, la disminucién de la
expresion de IHH cuando se bloquean las Integrinas a5p1, sugiere que las
Integrinas inducen la expresion o estabilizan la sefializacién de IHH para mantener
el fenotipo de los condrocitos prehipertroficos y de esa forma progresen a las
etapas terminales de diferenciacion. Esto concuerda con un trabajo donde se
plantea que IHH forma parte de un complejo de mecanotransduccion, que
depende de la adhesion celular para transducir senales, principalmente de
proliferacion celular (Wu et al, 2001).

Otro de los factores inhibidos al bloquear la Integrina a5 es el FGR3 (datos
no mostrados), lo cual coincide con el hecho de que esta regiéon pierde la
capacidad de inhibir la proliferacion de los condrocitos y permitir su avance hacia
la hipertrofia. La sefal de FGFs al parecer, debe inhibirse para que una

articulacion se forme; ya que cuando se sobrexpresa la forma constitutivamente
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activa del gen Ffgr3 en una articulacion en desarrollo, ésta no se forma (Wang et
al, 2001). Esta sefnal puede ser importante no solo para frenar la actividad
proliferativa de los condrocitos, sino también para mantener las células
comprometidas a la hipertrofia y que no cambien su programa de diferenciacion.
Asi, el bloqueo del programa de diferenciaciéon de los condrocitos prehipertroficos,
aparentemente es un requerimiento importante para la formacion de las
articulaciones de los elementos esqueléticos. Si bien WNT-14 es la sefal
inductora de la formacién de articulaciones, la ausencia de la sefalizaciéon de las
Integrinas a5B1 es una sefal permisiva para el desarrollo de las articulaciones, y
con ello se inicia la formacién de la interzona. Sin embargo, no es muy claro que
sefal ocurre primero, pero es muy probable que sean sefales simultaneas y
coordinadas.

Por ultimo, la expresion del RNAm de Gdf-5 se restringe a la interzona
donde se sintetiza la proteina; a su vez, esta molécula podria difundirse hacia el
cartilago prearticular recién formado. Existen trabajos que muestran que las BMPs
inducen la expresion de Integrinas, de tal forma que cuando las células
prearticulares vuelven a expresar la Integrina o5, posiblemente por la accion de
GDF-5 se induce la proliferacion del cartilago y favorece la consolidacion del
cartilago articular. Esto ademas podria prevenir la formacién de otra articulacion
muy cerca de la recientemente formada (Hartmann y Tabin, 2001).

Los condrocitos en proliferacion son un tipo celular que puede diferenciarse
hacia dos destinos celulares en funcion de las Integrinas a5p1.

Un descubrimiento sobresaliente de nuestro estudio y de interés para
comprender los mecanismos de la formacion de las articulaciones, es la diferencia
estructural entre las articulaciones normales y las ectopicas inducidas por el
bloqueo de las Integrinas. Las articulaciones normales estan flanqueadas por
placas de crecimiento con condrocitos en proliferacion mas cercanos a las

terminaciones articulares, y los condrocitos hipertréficos mas alejados de las
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articulaciones. En contraste, las articulaciones ectépicas se forman entre los
condrocitos en proliferacion y los condrocitos hipertroficos, debido a la
desaparicién de los condrocitos prehipertréficos. Posiblemente, cuando las
condensaciones cartilaginosas (las cuales estan formadas completamente de
condrocitos en proliferacion) alcanzan un tamafo en particular, por alguna razén
que aun se desconoce, las células del centro de la condensacion del elemento
cartilaginoso salen del ciclo celular (Karaplis et al, 1994; Schipani et al, 1997,
Rossi et al, 2002). Cuando estas células dejan de proliferar, tienen dos destinos
alternativos de diferenciacion. Uno de esos destinos es la diferenciacién a
condrocitos prearticulares, de tal forma que cuando el molde esquelético inicial de
cartilago se establece, las condensaciones que alcanzan este tamano critico
inician la formacién de la articulacion desde el centro. El otro destino a elegir es la
diferenciacién hacia condrocitos prehipertroficos, de tal manera que, una vez que
los moldes esqueléticos se establecen, cuando los elementos esqueléticos
alcanzan de nuevo un tamano critico, las células del centro, en vez de convertirse
en células prearticulares, adoptan el destino alternativo de convertirse en células
prehipertroficas, y finalmente alcanzan la via hacia la hipertrofia y la eventual
osificacién. Nuestros datos muestran que la sobrexpresion de la Integrina a5p1 en
extremidades de pollo, inhibe la formaciéon de las articulaciones naturales vy
promueve la diferenciacion de los condrocitos en proliferacion hacia la ruta de la
prehipertrofia.

Asi, la decision de adoptar tal destino celular cuando salen del ciclo celular,
a células prearticulares o prehipertréficas, puede explicarse debido a la presencia
o ausencia de la Integrina o5B1 en los condrocitos postmitéticos y/o del

pericondrio.
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Figura 19. Coordinacion de la formacion de articulaciones y la diferenciacion del cartilago por la
Integrina a5B1 durante el desarrollo del esqueleto apendicular. (A-D) Elementos esqueléticos
conformados por condrocitos en proliferacion. (A) La diferenciacion del Cartilago inicia con la agregacion de
mesénquima precondrogénico. (B-D) Cuando el elemento esquelético alcanza cierto tamaiio los células desde
el centro de la condensacién salen del ciclo celular, si la Integrina a5B1 se inhibe en el pericondrio, los
condrocitos en proliferacion se dirigen hacia el programa de las articulaciones, y delimitan la frontera entre
cada elemento esquelético. (E, F) Una vez que se ha segmentado el elemento esquelético, cada nuevo
elemento continia su desarrollo. Entonces el elemento mas proximal del esqueleto apendicular mantiene la
expresion de la Integrina a5@1 en el pericondrio y los condrocitos en proliferacion se vuelven prehipertréficos,
y llegan a la hipertrofia y eventualmente a la osificacion. En el elemento mas distal, se repiten los pasos (B-D)
para generar nuevos elementos de cartilago individuales. La accion de las BMP para promover la formacion
de articulaciones o la maduracion del cartilago depende de la presencia de la presencia de la Integrina a5g1
en el pericondrio. A la derecha se muestra un esquema que muestra la regulacion de la sefializacion entre las
Integrinas y Wnt-14. Donde las integrinas promueven la diferenciacion de los condrocitos, mientras que la
sefalizacion Whnt induce la formacion de articulaciones. Estos procesos son complementarios durante la
morfogénesis del esqueleto.
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El pericondrio podria ser el tipo celular que dirige la formacion de las
articulaciones

Los descubrimientos de este estudio sugieren que el pericondrio podria
también jugar un papel importante en la formacion de articulaciones. En apoyo a
esta interpretacion, Aszodi y colaboradores observaron que las articulaciones se
desarrollan normalmente en ratones deficientes de la Integrina 1 bajo el control
del promotor de Colagena tipo Il (Aszodi et al, 2003). Es importante recalcar que la
Colagena tipo Il se expresa en todos los condrocitos pero no en el pericondrio.
Asi, la fuerte expresion que observamos de la Integrina o581 en el pericondrio de
los elementos esqueléticos podria controlar la diferenciacién de los condrocitos
prehipertroficos y esta expresion no se afecta por la ausencia de la Integrina 1 en
las células que expresen Colagena tipo Il en los ratones deficientes de la Integrina
B1. Con estos fundamentos, el efecto de la Integrina a.5B1 en la formacién de las
articulaciones ectopicas y la inhibicion de las células prehipertroficas podria ser
mediada por el pericondrio. Ademas, los experimentos de rescate de este estudio
con la proteina SHH revelaron que la sefalizacion de hedgehog inhibe la
formacién de articulaciones ectépicas. Dado que el pericondrio expresa Patched,
el cual es considerado el principal blanco del sefialamiento de IHH, podria ser que
la inhibicion de la articulacién ectépica por el efecto del SHH exdégeno esté
mediado por el pericondrio. Sin embargo, también cabe la posibilidad que sea un
efecto directo de SHH sobre los condrocitos prehipertréficos (Long et al, 2001).

De acuerdo con la hipétesis descrita arriba, la articulacién ectépica inducida
por el bloqueo de la Integrina a5B1 muestra la morfologia de un espacio
perpendicular al eje del hueso. Este patron de articulacion difiere del observado
por Hartmann y Tabin (2001) en experimentos donde se expresa ectopicamente
Wht-14. La articulacion inducida por la sobrexpresion de Wnt-14 se extiende por
todo el rudimento de cartilago y muy probablemente sea debido a las senales
instructivas emitidas por Wnt-14 que induce los genes blancos de la via de

articulaciones en todas las células del cartilago que expresan este gen. Esta bien
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establecido que la misma Integrina es capaz de inducir respuestas celulares muy
diferentes dependiendo del tipo celular en el que se expresan. Por ejemplo, la
union de Integrina o5p1 a fibronectina permite la sobrevivencia de fibroblastos
(Aplin et al, 1999); en células mamarias, conduce a la producciéon de leche
(Schmidhauser et al, 1990); y en leucocitos permite la migraciéon a través del
endotelio y la produccion de citocinas (Rosales y Juliano, 1995). Asi, aunque el
patron de expresion de la Integrina a5B1 en el cartilago de las extremidades en
desarrollo es muy extendido, nosotros no encontramos un efecto difuso como el
descrito con la sobrexpresion de Wnt-14, es decir, las células que expresan la
Integrina a5pB1 responden de manera diferente en funcién de otras senales que
convergen en cierto momento y espacio. Asi, la presencia o ausencia de la
Integrina a5B1 en el pericondrio puede influir en la decision para que una célula
adopte un destino prehipertréfico o prearticular. Como se sabe, existe una
comunicacion de sefiales muy estrecha entre el pericondrio (PTHrP y FGF-18) y
los condrocitos proliferacién y prehipertréficos (IHH), con lo cual se regula la
longitud de los elementos esqueléticos de cartilago. Asi, cuando una poblacion
horizontal y local de condrocitos en proliferacion salen del ciclo celular, esta
poblaciéon se diferencia en conjunto hacia un destino prehipertréfico cuando
expresan la Integrina a5B1, y cuando no la expresan, se diferencian en condrocitos
prearticulares. Por ello, el bloqueo de las Integrinas produce articulaciones
perpendiculares a lo largo del eje del elemento esquelético. En este sentido, las
Integrinas modulan la respuesta a otras sefales como lo sugieren Aplin y
colaboradores (Aplin et al, 1998).

Por ultimo, es probable que las células del pericondrio migren hacia la
region de la interzona, para completar la separacion de los elementos
esqueléticos. Como hemos visto, la Autotaxina (ATX) se expresa en la interzona
por donde posiblemente estén migrando las células. La ATX es la Lisofosfolipasa
D, una enzima que interviene en la sintesis extracelular del acido Lisofosfatidico

(LPA); el LPA se une a una proteina G de la membrana celular, la cual activa la
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sefalizacion mediada por la GTPasa Rho que promueve la migracién celular. Se
ha estudiado que factores de la familia Wnt inducen la expresion de ATX, y que la

ATX promueve la migracion celular y la metastasis (Nam et al, 2001)

El papel de las BMP durante la formacion de las articulaciones

Las BMP y otros miembros de la familia del TGF-p pueden tener efectos
muy diferentes dependiendo del tipo celular en el que actuan; esto depende tal vez
del tipo de receptores que posee la célula. Por ejemplo, la BMP puede inducir
muerte celular en los interdigitos y condrogénesis en los digitos durante la
formacién de la mano (Merino et al, 1999). La sobrexpresion de varios miembros
de la familia de BMPs y la inactivacion de su antagonista Nogina producen
articulaciones fusionadas (Brunet et al, 1998). Ademas, se ha propuesto que las
BMP-2 y BMP-4 pueden determinar la forma y tamano de los elementos
esqueléticos de la mano (Duprez et al, 1996). Asi mismo, se ha asociado a la
BMP-7 con la formacion de las articulaciones (Macias et al, 1997). Esto podria
explicar por qué se potencia la formaciéon de las articulaciones al bloquear las
Integrinas a5B1 acompanado de la adicion de BMP-7. Durante el desarrollo de una
articulacién normal, las células del cartilago en proliferacién y prehipertréfico (que
expresan la Integrina a5) responden a las BMP proliferando y diferenciandose,
respectivamente. Tal vez las células de la interzona, que no expresan la integrina
a5B81 responden de manera diferente a las BMP que las del cartilago
prehipertréfico, esto bloquea la diferenciacion celular, induce la muerte celular y la
segmentacion del cartilago del esqueleto en desarrollo. Por eso, en la articulacién
ectépica queda un extremo con una mayor parte de cartilago hipertréfico que ya
se habia diferenciado y respondié de manera diferente a la BMP-7.

En este sentido, un descubrimiento de nuestro estudio es que la respuesta
de los condrocitos al sefialamiento de las BMP esta regulado por las Integrinas. En
las extremidades normales, como ya se menciond, los tratamientos con BMP

provocan condrogénesis intensa y la inhibiciéon de la formacion de articulaciones.
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Por el contrario, en nuestros experimentos, al bloquear las Integrinas y agregar
BMP al medio de cultivo, se inhibio la diferenciaciéon de las células prehipertréficas
y potencio la formaciéon de articulaciones ectépicas. El que la BMP-7 potencie la
formacion de las articulaciones correlaciona con la expresion de varios genes de
Bmp en las articulaciones en desarrollo; sin embargo, es dificil explicar por qué
los genes Bmp se expresan en las articulaciones si la aplicacién directa de BMPs
en la articulacion en desarrollo bloquea la formacion de la articulacion. De acuerdo
a nuestros resultados en ausencia de la Integrina o5p1 el sefalamiento de BMP
puede dirigir a los condrocitos en proliferacion al programa de la articulacion. Por
el contrario, en presencia de la Integrina o581, el senalamiento de BMP dirige a los
condrocitos en proliferacion al programa de la prehipertrofia y expresan /hh. Sin
embargo, no es muy claro si esta modulacién a la respuesta de BMP es intrinseca
de las diferentes etapas de diferenciacion de los condrocitos del cartilago, o es

mediada a través del pericondrio.
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CONCLUSIONES

El bloqueo de las Integrinas a5p1 induce la formacion de articulaciones
ectopicas; esto es debido a que estas Integrinas mantienen el fenotipo
diferenciado del cartilago prehipertréfico, la estructura del cartilago de la placa de
crecimiento y el crecimiento de los huesos largos.

Las Integrinas a5p1 permiten el progreso de los condrocitos en proliferacion
hacia condrocitos prehipertréficos mediante la acciéon de IHH.

Las células de la interzona no presentan la Integrina o5, este hecho
posibilita que estas células que han abandonado el programa de diferenciacion a
condrocitos prehipertréficos continien su diferenciacion hacia condrocitos
prearticulares. Ademas de la desaparicion de la Integrina o5, ocurre la expresion
de Wnt-14, el cual es el inductor mas temprano de las articulaciones.

La accion del BMP-7 tiene efectos diferentes en las células del cartilago y
en las células de la interzona. En el primer caso aumenta la diferenciaciéon y en el
otro potencia la formacion de las articulaciones. Esto esta en funciéon de la
presencia o ausencia de la integrina a5p1.

La sobrexpresién de la Integrina a5B1 en el cartilago resulta en la fusion de
los elementos esqueléticos, resultado de un marcado aumento de la diferenciaciéon
celular de condrocitos prehipertréficos, lo que lleva a la inhibicién de la formacion
de articulaciones. Este hecho sugiere que la diferenciacion del cartilago y la
formacién de articulaciones son procesos que se regulan mutuamente y esta

regulacién esta coordinada por la Integrina a5p1.
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PERSPECTIVAS

Es interesante conocer con mas precision el papel de las BMP en la
regulacién de la formacion de las articulaciones. Por ejemplo, no esta muy claro
queé tipos celulares responden de manera diferente al sefialamiento de las BMP.
Inclusive, si es una respuesta directa de las células del cartilago o, por ejemplo,
esta respuesta esta mediada por las sefnales del pericondrio.

Por eso, es interesante conocer si la decision de las células de seguir su
destino hacia cartilago prehipertroéfico o prearticular es una caracteristica
intrinseca de estas células preespecificadas, o es una senal extrinseca la que
determina su destino celular. Mas aun, tampoco esta bien establecido si el origen
de las células prearticulares se originan del molde primario de cartilago a partir de
células que cambiaron su destino, o bien, si el origen de estas células es de otro
tejido, por ejemplo, células del pericondrio que migran hacia la interzona. La
expresion de Autotaxina en la interzona, sugiere que la migracién podria ser un
proceso importante durante la formacion de las articulaciones.

De igual manera, se desconoce como se determina la posicién de una
articulaciéon, aunque sabemos que es un proceso coordinado con la proliferacion y
diferenciacién de los condrocitos. En ese sentido, resulta muy interesante el patrén
de expresién de Wnt-4 en los flancos de las articulaciones y de Wnt-16 en las
articulaciones, es por ello que tenemos que conocer cual es su papel durante la
formacion de las articulaciones.

De cualquier manera, el proceso de la articulacion del esqueleto es un area

que tiene muchas interrogantes por responder.
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Summary

The control point by which chondrocytes take the decision
between the cartilage differentiation program or the
joint formation program is unknown. Here, we have
investigated the effect of a:5B1 integrin inhibitors and bone
morphogenetic protein (BMP) on joint formation. Blocking
of o5B1 integrin by specific antibodies or RGD peptide
(arginine-glycine-aspartic acid) induced inhibition of pre-
hypertrophic chondrocyte differentiation and ectopic joint
formation between proliferating chondrocytes and
hypertrophic chondrocytes. Ectopic joint expressed Wntl4,
Gdf5, chordin, autotaxin, type I collagen and CD44, while
expression of Indian hedgehog and type II collagen was
downregulated in cartilage. Expression of these interzone

markers confirmed that the new structure is a new joint
being formed. In the presence of BMP7, inhibition of o551
integrin function still induced the formation of the ectopic
joint between proliferating chondrocytes and hypertrophic
chondrocytes. By contrast, misexpression of o5p1 integrin
resulted in fusion of joints and formation of pre-
hypertrophic chondrocytes. These facts indicate that the
decision of which cell fate to make pre-joint or pre-
hypertrophic is made on the basis of the presence or
absence of o5B1 integrin on chondrocytes.

Key words: Joint formation. Integrin, Hedgehog, BMP, Wnt 14,
Chondrogenesis, Chondrocyte differentiation. Mouse

Introduction

Joint formation constitutes a key step in the morphogenesis of
the appendicular skeleton of vertebrates. Long bones are
initially formed as an elongated chondrogenic condensation.
Next in development, joints are formed at specific regions
of the condensing cartilages by a complex process, which
involves dedifferentiation of the chondrogenic tissue and
apoptosis. The first morphological evidence of joint
development is the formation of the interzone, characterized
by flattened, fibroblastic-like chondrocytes and apoptosis.
Complete separation of skeletal elements occurs through
cavitation, thereby forming the joint capsule (Francis-West et
al., 1999a). At the molecular level. joint formation correlates
with downregulation of type Il collagen. and with the
appearance of specific regions with the expression of bone
morphogenetic protein (BMP) family members, such as Gdf5,
Gdf6, Bmp7 and Bmp2 (Francis-West et al., 1999a; Storm and
Kingsley, 1999: Merino et al., 1999) and Wntl4 (Wnt9a —
Mouse Genome Informatics) (Hartmann and Tabin, 2001). In
spite of the specific expression of BMP family members in
developing joints, the function of these molecules remains
obscure. Overexpression experiments with Bmp2, Bmp4,
Bmp7, and Gdf35 genes or knockout of BMP-antagonist Noggin
cause intense growth of the cartilage and inhibition of joint
formation (Duprez et al., 1996; Storm and Kinsley, 1999;
Brunet et al., 1998). By contrast, deletion of Gdf5 or Gdf6

genes in single or double knockout results in fusion of joints
(Settle et al., 2003). By contrast to BMPs, Wntl4 (Wnt9a —
Mouse Genome Informatics), a member of the War gene family
(Katoh, 2002; Quian et al., 2003), was identified as a primary
inducer of joints (Hartmann and Tabin, 2001). Other signaling
molecules may also be involved in joint formation. Indian
hedgehog (IHH) is a major regulator of cartilage differentiation
(Vortkamp et al.. 1996: St-Jacques et al., 1999; Minina et
al., 2001); furthermore, sonic hedgehog (Shh) or Ihh
misexpression inhibits joint formation (Merino et al., 1999).
The important structural function of the extracellular matrix
(ECM) in the mature cartilage suggests that the components of
the ECM and integrins (receptors for ECM proteins) (Bokel
and Brown. 2002; Hynes, 2002) exert a major role in cartilage
differentiation. However, experimental evidence supporting
this idea is scarce. Alterations in ECM components such as
collagens (Li et al., 1995; Barbieri et al., 2003), link protein
(Wai et al., 1998) or aggrecan (Watanabe and Yamada, 1999)
are responsible for some structural changes in cartilage. Also
chondrocyte differentiation occurs in the absence of [1
integrins, but these cells are unable to form columns in growth
plates. These chondrocytes show reduction of proliferation
(Aszodi et al., 2003; Fissler and Meyer, 1995). In addition,
mutant mice lacking o1, o2, o6, otv, B3, or B5 integrins do not
show skeletal malformations (Bouvard et al., 2001), suggesting
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that other integrins control skeletal development or that
functional redundancy may occur.

Since the role of integrins on skeletal development is poorly
understood. and much less for joint formation, we investigated
the effects of 5B1 integrin inhibitors and BMP on joint
formation in the embryonic mouse limb culture system.
Blocking B1 and o5 integrins with specific antibodies or RGD
peptides (arginine-glycine-aspartatic acid) in the developing
mouse zeugopod led to inhibition of pre-hypertrophic
chondrocyte differentiation and ectopic joint formation
between proliferating chondrocytes and hypertrophic
chondrocytes. Moreover, ectopic joint resulted in expression
of Wntl4, Gdf5, chordin, autotaxin and type I collagen and
CD44, while expression of IHH and type II collagen was
downregulated. Also, misexpression of o5p1 integrin in chick
embryos resulted in joint fusion and formation of pre-
hypertrophic chondrocytes. In addition, we investigated the
effects of BMPs on ectopic joint formation induced by the
inhibition of o531 integrin. This is the first report on the
involvement of o5B1 integrin in the control point by which
chondrocytes take the decision between the cartilage
differentiation program and the joint formation program.

Materials and methods

Reagents

The following antibodies were used: anti-Bl integrin monoclonal
antibody (HMPI1), anti-o5 integrin (HMa5) and anti-o5 integrin
(MFRS) from Pharmingen: anti-type [ collagen and anti-CD44 from
Chemicon; anti-type Il collagen (CIICI) and anti-human a5p1
integrin (BIIG2) from Hybridoma Bank: and anti-type X collagen
from Calbiochem. The RGE (GRGESP) and RGD (GRGDNP)
peptides were obtained from GIBCO BRL. BMP7 and SHH were
from R&D Systems.

Microinjections and mouse limb organ cultures

Complete embryos at embryonic day (E) 14.5 were injected at the
wrist with 2 pl of antibody solution or just with PBS using a
pneumatic microinjector model PV830 (World Precision Instruments)
equipped with glass microneedles. Then embryonic forelimb organ
cultures were prepared as described by Vortkamp et al. (1996) and
Lanske et al. (1996). Briefly. limbs were placed on a Nucleopore filter.
Filter and limb were then placed on top of a stainless steel grid (Plain
weave mesh 0.38 mm; Goodfellow) inside a well of a 24-well tissue
culture plate containing BGJb medium with 1% bovine serum
albumin. The grid keeps the limb at the liquid/air interface. Limb
cultures were then kept for 4 days at 37°C in a 5% CO3 incubator. For
some experiments, cultures were supplemented with 1 pg/ml BMP7
or 400 ng/ml SHH.

Skeletal preparation and tissue staining
Cultured limbs were fixed overnight in 96% ethanol and stained as
previously described (Otto et al.. 1997).

For tissue staining, limbs were fixed in 4% paraformaldehyde at
4°C overnight. dehydrated and embedded in Paraplast by standard
techniques. Tissue sections were then stained with Weigert's acid iron
chloride haematoxilin and then stained with Fast Green. Subsequently,
sections were stained with Safranin O.

cDNA probes and in situ hybridization

For in-situ hybridizations the following ¢cDNA probes were used:
mouse Gdf5 (Storm and Kingsley, 1999); Wnt/4 (Katoh, 2002);
chordin (Bachiller et al., 2003). For chicken embryos Wntl4, Gdf5
and /hh cDNA probes were used. Fragments of autotaxin (accession
number NMO15744), Cd44 (accession number XM283773) and
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aggrecan (accession number LO7049) mouse genes were obtained by
RT-PCR. First-strand ¢cDNA was synthesized with a First-strand
c¢DNA Kit (Roche Applied Science) and 1 pg of RNA of mouse
embryo at E12. The following primers (5" to 3’) were used: autotaxin
5" primer, 5" -CAGCAAGTCGAATTAAGAGG-3" and 3" primer 5'-
GGCCAGCGTATACAGATTAG-3" (corresponding to region 127-
692); Cd44 5" primer 5-AAGACTTGAACAGGACAGGA-3" and
3 primer 5-AGAGATGCCAAGATGATGAG-3" (corresponding 1o
region 1747-2248): aggrecan 5' primer 5-GAGGAGCCATACA-
CATCTTC-3" and 3" primer 5-CACTGAGGTCCTCTACTCCA-3’
(corresponding to region 2506-3040). PCRs were performed in a total
volume of 25 pl using Tag DNA polymerase (Invitrogen). The cycling
conditions were 15 seconds at 94°C for denaturation, 30 seconds at
55°C for annealing, | minute at 72°C for clongation, and then 30
minutes at 72°C after the last cycle (35 ¢ycles). The PCR products
were cloned into pGEM T-easy (Promega). The authenticity of the
fragments was confirmed by dideoxy sequencing.

Digoxigenin 11 UTP-labeled single-stranded RNA probes were
prepared using a DIG RNA labeling kit (Roche Applied Science)
according to the manufacturer’s instructions. Tissue sections on slides
were treated with 1 pg/ml proteinase K (preincubated at 37°C) for 5
minutes at room temperature, then washed with PBT and incubated
with hybridization buffer at 65°C for |5 minutes, after which the
corresponding Digoxigenin-labeled probe was added and incubated
overnight at 65°C. Next morning, sections were washed and incubated
with FITC-labeled anti-digoxigenin antibodies at 4°C overnight. Next
day. sections were washed and observed under a Nikon Fluorescence
Microscope Eclipse E600. and photographed with a Nikon digital
camera Coolpix 995 (Nikon Inc).

Immunofluorescence and TUNEL

For immunohistochemical analysis, slides were incubated overnight
with antibodies at 4°C. Next morning. slides were incubated with the
corresponding FITC-labeled secondary antibody for 2 hours at 37°C
and observed under a Nikon Fluorescence Microscope Eclipse E600,
and photographed with a digital camera Nikon Coolpix 995 (Nikon
Inc.). Apoptosis was detected by the TUNEL assay using an in-situ
cell death detection Kit. TMR (Roche Applied Science) according to
the manufacturer’s instructions.

Electroporation of «581 integrin cDNA into chick embryos.
Fertilized White Leghorn chicken eggs (ALPES. Puebla Mexico)
were windowed and staged according to Hamburger and Hamilton
(1951). Non-linearized full-length human &5 chain of integrins cDNA
clone (6 pg/ul; pECE+a5) and non-linearized full-length human 1
chain of integrins cDNA clone (6 pg/pl; pECE+B) were injected into
the autopod of the hindlimb at HH stage 27 (Hamburger and
Hamilton, 1951) with a microneedle. DNA was mixed with Chinese
ink and mineral oil (1.5 pl of pECE+0a3 plus 1.5 pl of pECE+B1 plus
0.5 pl of Chinese ink and 0.5 pl of mineral o0il) and approximately
0.5-1.0 pl of mix were microinjected. Electroporation was performed
at 28 volts with 10 pulses of 70 mseconds. After electroporation, chick
embryos were returned to the incubator and analyzed by skeletal
staining, histology, immunofluorescence and in-situ hybridization.

Resuits

Inhibition of B1 integrins induces ectopic joint
formation and ectopic expression of Wnt14 and
Gdf5

Interaction of integrins with ECM during cartilage
differentiation was evaluated by the use of a limb explant
culture system (Minina et al., 2001). To determine whether
integrins of the B1 family play a role on -cartilage
differentiation, we microinjected a specific blocking
monoclonal antibody (HMP1) against the B1 chain of integrins
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Fig. 1. Blocking B1 integrin induces formation of an ectopic joint. Forelimbs of E14.5 mouse embryos cultured for 4 days were injected at the
wrist with 10 pg of an irrelevant [gG (A-D) or with 10 pg of an anti-B1 integrin mAb (E-H). (A.E) Complete limb stained with Alcian
Blue/Alizarin Red to show skeletal elements. Inset shows the area in the red square. (B.F) Histological section of zeugopod region stained with
Safranin O and Fast Green to show cartilage in red. (C.G) In-situ hybridizations for Wne/4. (D.H) In-situ hybridizations for Gdf3.

(I) Histological sections of zeugopod region in limbs injected with 2 pg RGE peptide stained with Safranin O and Fast Green. (J) Histological
sections of zeugopod region in limbs injected with 2 pg RGD peptide stained with Safranin O and Fast Green. (K.L.) TUNEL assay for
apoptosis. forelimbs injected at the wrist with 10 pg of an irrelevant 1gG (K) or with 10 pg of an anti-B1 integrin mAb (L),

into the wrist region of a mouse embryo (E14.5) forelimbs in
organotypic cultures. Control limbs treated with an irrelevant
IgG showed normal morphology of all skeletal elements (Fig.
1A). By contrast, treatment of the forelimbs with HMpI
resulted in the loss of some skeletal elements such as phalanges
and carpals (Fig. 1E). A gap perpendicular to the long axis of
the bone in the skeletal elements was observed at distal level
in radio and ulna, suggesting the formation of an ectopic joint-
like element (Fig. 1E, box). This was observed with a
frequency of 62% (25 out of 40 experiments). The idea that the
new structure was a joint was confirmed by histological
analysis of tissue sections at the zeugopod region, which
revealed a change in cell morphology similar to that observed
in the interzone of developing joints (Fig. 1B.F). To evaluate
whether these morphological and histological changes
correspond with the formation of an ectopic joint, we analyzed
the expression of Wnt/4 and Gdf5. Both early molecular
markers were expressed in the ectopic joint of treated limbs
(Fig. 1C-D,G-H). Tissue sections of zeugopod region in limbs
previously treated with anti-B1 integrin HMP1 showed reduced
red staining, suggesting that cartilage was altered (Fig. 1F).

It is well known that several 1 integrins mediate their
interaction with ECM proteins through the RGD sequence in
their ligands (Hynes, 2002). The effect produced by anti-$1
integrin antibodies could be due to the blockage of
integrin-ligand interactions, or to direct activation by binding
of the antibody to the integrin at a site different from the ligand-
binding site. To further explore whether this effect was caused
by blockage of integrin-ligand binding, we injected RGD
peptides in the wrist of developing limbs instead of the HMp1.
Treatment with the RGD peptide alone also resulted in the
formation of an ectopic joint, while the control peptide RGE
had no effect (Fig. 11-J). In addition, a dramatic reduction in
cartilage staining was also observed. In contrast, treatment with
an RGE control peptide had no effect on the morphology of
skeletal elements (not shown). These data suggested that Bl
integrins needed to interact with a ligand in the extracellular

matrix through an RGD sequence in order to maintain the
normal structure of the cartilage. Apoptotic cells were evident
in the ectopic joint that appeared in limbs treated with HMB1
(Fig. 1K-L) or RGD treatment (data not shown).

Inhibition of «541 integrins induces molecular
changes characteristic of joint formation

Because one of the main integrins that bind RGD ligands is
0531, we explore whether inhibition of integrin function by
blocking the o5 subunit would have the same effect as the anti-
B1 antibodies or the RGD peptide. Microinjection of the anti-
a5 mAb HMaS induced the formation of an ectopic joint (Fig.
2A). Another anti-mAb, MFRS, also gave origin to an ectopic
joint (data not shown). Together, these data support the idea
that o5P1 integrin binds to an RGD-contained ligand in the
ECM of a developing limb in order to prevent the appearance
of joints.

To confirm that integrin function inhibition by blockage of
the o5B1 integrin induces molecular changes characteristic of
joint formation, we analyzed molecular markers of the
interzone. Since Watl4 is able to induce prechondrogenic cells
into the joint program (Hartmann and Tabin, 2001), we
evaluated the expression of other molecular markers such as
Gdf5. chordin, autotaxin, CD44 and type III Collagen in the
ectopic joint induced by blocking o5B1 integrin (Fig. 2).
Results showed that Wnt14 (Fig. 2B), Gdf5 (Fig. 2C). autotaxin
(Fig. 2D), chordin (Fig. 2E), CD44 protein (Fig. 2F) or Cd44
gene (data not shown) and type III collagen (Fig. 2G) were
expressed in the ectopic joint. To determine whether formation
of ectopic joints is associated with downregulation of
molecular markers of cartilage differentiation, we evaluated
type L. I and X collagens, aggrecan and IHH expression. We
observed changes in the ECM of the ectopic joint induced by
blocking at5P1 integrins. Type II collagen, a typical marker of
cartilage ECM, was downregulated (Fig. 2I) along the ulna of
developing limbs, while type I collagen was upregulated,
showing stronger expression in the newly formed joint (Fig.
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2K). In control limbs treated with an irrelevant antibody, these
changes were not observed (Fig. 2H and 2J). Moreover, we
observed that aggrecan expression was downregulated at the
level of the ectopic joint (data not shown), while type X
collagen was observed only at the distal level of the ectopic
joint, corresponding to hypertrophic cartilage as observed in
controls (Fig. 2L-M). Similarly, the anti-o5 integrin HMoS
induced inhibition of IHH expression (Fig. 20), while the
irrelevant control antibody did not reduce the expression of
IHH (Fig. 2N). Together, these data further confirm that the
new structure is a new joint, in which chondrocytes
dedifferentiate, changing their cellular fate. Likewise, by IHH
and type X collagen analysis the ectopic joint was found at the
boundary between proliferating chondrocytes and hypertrophic
cartilage.

o531 integrin is downregulated during joint
formation

Because our data suggested that o5p1 integrin ligation to an
RGD ligand in the developing limb contributed to prevent the
appearance of a new joint, we explored the pattern of
expression of «5B1 during joint formation. The whole autopod

anti o5 IHH

0
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Fig. 2. Blocking @5B1 integrin induces
molecular changes characteristic of joint
formation. Forelimbs of E14.5 mouse
embryos cultured for 4 days were injected
at the wrist with 10 pg of an anti-ot5
integrin mAb (A-G.1.LK.M.O). Control
injected with 10 pg of an irrelevant 1gG
(H,J.L.N). (A) Histological sections of
zeugopod region stained with Safranin O
and Fast Green to show cartilage in red.
In-situ hybridizations for Wntl4 (B). Gdf>
(C). chordin (D)), autotaxin (E).
Immunofluorescence for CD44 (F), type
I11 collagen (G), type II collagen (H-

I). type I collagen (J-K). type X collagen
(L-M) and Indian hedgehog (N-O).
Immunofluorescence staining for IHH and
for type L. 11, Il and X collagen is green:
cell nuclei were stained with propidium
iodide (red).

of a mouse embryo at E14.5 was stained for the o5 integrin
subunit. The o5 integrin was found in the all-forming digits of
the hand (Fig. 3A). At the zone where the joints of the fingers
are being formed, o5 integrin expression was not observed
(Fig. 3A). Closer examination of the interzone confirmed that
o5 integrin was not present in the forming joint (Fig. 3B). In
addition, Wnrl4 was expressed in the interzone where oS
integrin was not expressed (Fig. 3C). In the more advanced
skeletal elements such the ulna, a5 integrin expression was
evident in pre-hypertrophic chondrocytes and colocalized with
IHH but not with type X collagen (Fig. 3D-F). In addition,
o5 integrin was seen in less intensity in proliferating
chondrocytes, and was evident in perichondrium and joints
formed (Fig. 3D-F).

BMPs enhance formation of the ectopic joint
induced by inhibition of «581 integrin

BMPs are known to inhibit joint formation and to enhance
cartilage differentiation (Duprez et al.,, 1996; Storm and
Kinsley. 1999; Brunet et al., 1998), so we evaluated whether
the addition of BMP could rescue the appearance of the ectopic
joint that was induced by blocking a5B1 integrins. Mouse

Fig. 3. Pattern expression of integrins during joint formation. Forelimbs of E14 mice were fixed and tissue sections prepared as described in
Materials and methods. Sections at the level of autopod were stained for immunofluorescence with polyclonal antibodies against the ¢S integrin
subunit. (A) Section of the forming fingers stained for 5 integrins. (B.C) Consecutive sections from a joint in the developing fingers showing
immunofluorescence staining for o integrin (B) and in-situ hybridization for Wnr/4 (C). Serial sections of the ulna stained for o5 integrin

(D), type X collagen (E) and IHH (F).
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embryo forelimbs at E14.5 were injected at the wrist with anti-
integrin antibodies and then cultured in the presence of BMP7
for 4 days. Limbs injected with an irrelevant antibody and
incubated with BMP7 presented a normal distribution of
skeletal elements (Fig. 4A), although they seemed thicker that
those in control limbs (Fig. 1A). Unexpectedly, we found that
BMP in the culture milieu did not revert the effect of specific
blocking antibody to a5B1 integrin. Instead, BMP7 enhanced
the formation of an ectopic joint at the distal region of radio
and ulna in 87% (35 out of 40) of the experiments. BMP7 also
led to loss of some skeletal elements such as phalanges and
carpals (Fig. 4D) compared with controls (Fig. 4A).
Histological analysis of this section showed two areas of
cartilage staining, one more intensely stained toward the distal
portion and a second one less stained toward the proximal
portion (Fig. 4E). The last area resembles hypertrophic
chondrocytes. These different areas are not observed in control
limbs treated with BMP7 and an irrelevant antibody (Fig. 4B).
In addition, the level of expression of Wnt/4, a molecular
marker for joints, was upregulated in the area of this new
structure (Fig. 4F), whereas no Wnr/4 could be detected in the
control limbs (Fig. 4C). RGD-peptide treatment and BMP
induced the formation of an ectopic joint (Fig. 4G). Moreover,
an increase in apoptotic cells was evident in the ectopic joint
treated with HMa5 compared with BMP7 alone (Fig. 4H-I).
These results showed that the new structure formed after
injection of the anti-o5 mAb was indeed a new joint, and
BMP7 was not able to inhibit the formation of this ectopic joint
after integrin blockage.

We showed above that type Il collagen is downregulated
after integrin blockage by monoclonal antibodies. Although
BMP?7 did not prevent the formation of the ectopic joint, it was
possible that the distribution of other molecular markers of
cartilage could be different. BMP7 alone caused an increase in
type II collagen expression in the cartilage (compare Fig. 2H
and Fig. 4]). However, treatment of anti-o5 integrin in the
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Fig. 4. BMP enhances formation of the
ectopic joint induced by inhibition of
a5B1 integrin. Forelimbs of E14.5
mouse embryos cultured for 4 days in the
presence of | pg/ml BMP7 were injected
at the wrist with 10 pg of an irrelevant
I¢G (A.B.C.H.JLL.N) or with 10 pug of an
anti-o5 integrin mAb (D.E.F1LK.M.O).
(A.D) Complete limb stained with
Alcian Blue/Alizarin Red to show
skeletal elements. (B.E) Histological
sections stained with Safranin O and
Fast Green Lo show cartilage in red.
(C.F) In-situ hybridization for Wntl4.
(G) Histological sections of limbs
injected with 2 pg RGD peptide stained
with Safranin O and Fast Green to show
cartilage in red. (H,I) TUNEL assay for
apoptosis. (J.K) Immunofluorescence
staining for type Il collagen (green).
(L.M) Immunofluorescence staining for
type | collagen (green). (N.O)
Immunofluorescence staining for Indian
hedgehog (green). In all cases cell nuclei
are stained with propidium iodide (red).

presence of BMP7 again caused a downregulation of type II
collagen (Fig. 4K). In addition, the expression of type I
collagen was upregulated after integrin blockage even in the
presence of BMP7 (Fig. 4M), compared with BMP7 alone
(Fig. 4L). Moreover, expression of IHH was increased by
BMP7 alone (compare Fig. 2N and Fig. 4N). After treatment
of anti-ot5 integrin. inhibition of pre-hypertrophic chondrocyte
differentiation was observed, as evaluated by expression of
IHH (Fig. 40). All these data together indicate that BMP7
enhances ectopic joint formation between proliferating
chondrocytes and hypertrophic chondrocytes.

o5B1 integrin induces joint fusion and differentiation
of pre-hypertrophic cells

Our results showed that inhibition of integrin a5B1 induces
ectopic joints, so we evaluated whether misexpression of
human o5B1 integrin inhibits joint formation. Full-length
c¢DNA clones for human integrin o5 and Bl chain were
electroporated into the autopod of embryonic chick legs at
HH stage 27. After incubating chick embryos for 5 days, we
found that misexpression of «5B1 integrin inhibited joint
formation (Fig. 5A-B). Histological analysis of fingers
confirmed continuity in the cartilage tissue between the
phalanges (Fig. 5C-D). To determine that misexpression of
o5B1 integrin occurred in the chick leg, we evaluated it by
immunofluorescence with a monoclonal antibody specific for
human 581 integrin, which does not crossreact with chick.
The results showed expression of human a5p1 integrin (Fig.
5E-F). Since ectopic joint formation by inhibition of o5f1
integrin coincides with inhibition of pre-hypertrophic
chondrocytes, we evaluated whether misexpression of a5f1
integrin up-regulates IHH, molecular marker of pre-
hypertrophic chondrocytes. Results showed that expression of
human o581 integrin in the fingers colocalized with IHH (Fig.
SE-H). Wnri4 was not expressed under these conditions (Fig.
51-J). In conclusion, misexpression of a5B1 integrin induces
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joint fusion and this phenotype correlates with differentiation
of pre-hypertrophic chondrocytes.

Indian hedgehog inhibits the formation of the
ectopic joint

Treatment with anti-ot5 integrin downregulated expression of
Indian hedgehog and misexpression of human o5p1 integrin
upregulated IHH, so we evaluated whether Hedgehog signaling
was required to prevent the formation of the ectopic joint. To
do this, forelimbs injected with the anti-ot5 integrin antibody
and cultured in the presence of BMP7 were treated with
sonic hedgehog (SHH), a protein that acts similarly to IHH
(Vortkamp et al., 1996). Under these conditions, the
appearance of the ectopic joint was blocked and pre-
hypertrophic chondrocytes were present (Fig. SK.M). In
addition, expression of Wnt/4 was inhibited (Fig. 5L,N).
Similar results were obtained in cultures without BMP7 (data
not shown).

Discussion

In the present study we provide evidence for the first time that
o5B1 integrin ligation to an RGD ligand is involved in the
control of joint formation and cartilage differentiation.
Blocking of 51 integrin function resulted in the induction of
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Fig. 5. Misexpression of a5B1 integrins induces fusion of
joints and differentiation of pre-hypertrophic cells. Chick
legs of HH stage 27 were electroporated with full-length
¢DNA o5B1 integrins in the region of the autopod and
incubated for 5 days (B.D.F.H.J). as controls, contralateral
legs were used (A.C.E.G.I). Chick legs were fixed in
paraformaldehyde and photographed to observe phenotype
induced by misexpression of human a5p1 integrin (A,B).
Serial section of the legs shown in A and B were prepared
for paraffin inclusion and used for histology

(C,D), immunofluorescence for human a5p1 integrin
(E.F), IHH (G.H) and in-situ hybridization for Wnt/4 (1.]).
(K-N) Forelimbs of E14.5 mouse embryos cultured for 4
days in the presence of 1 pg/ml BMP7 were injected at the
wrist with 10 pg of an anti-a5 integrin mAb. Cultures
were added with nothing (K.L), or sonic hedgehog 400
ng/ml (M.N). Histological sections were stained with
Safranin O and Fast Green (K.M), or processed for in-situ
hybridization for Wnt/4 (L.N).

an ectopic joint that expresses Wntl4, the earliest
joint inducer (Hartmann and Tabin, 2001), and other
specific markers of joints such as Gdf3, autotaxin,
chordin and CD44 (Edwards et al., 1994; Béchner et
al., 1999; Francis-West et al., 1999b; Merino et al.,
1999; Storm and Kingsley, 1999). This finding
indicates that interactions between cells and ECM
participate in the control of chondrocyte
differentiation and joint formation. Furthermore, our
results also suggest that joint formation and growth
plate development are highly integrated processes.

A remarkable finding of our study, of interest to
the understanding of the joint formation mechanisms,
is the structural differences between normal and
ectopic joints induced by integrin blockage. Normal
joints are flanked by growth plates with proliferating
chondrocytes closest to the articular ends, and
hypertrophic chondrocytes further from the joints. By contrast,
ectopic joints are induced between proliferating chondrocytes
and hypertrophic chondrocytes. Possibly, when the cartilage
condensations, which are entirely made up of proliferating
chondrocytes, reach a particular size, for a reason that is still
totally unknown, the cells in the center of the element exit the
cell cycle (Karaplis et al., 1994; Schipani et al., 1997; Rossi et
al., 2002). When they do, there are two alternative choices they
can make. When the skeletal pattern is first being established,
the condensations that reach this critical size initiate joint
formation in their center. Later, once the skeletal pattern is
established, when the skeletal elements again reach a critical
size, the cells in the center, instead of becoming pre-joint cells,
adopt the alternative fate of becoming pre-hypertrophic cells,
leading down the path to hypertrophy and eventual ossification.
So, the decision of which cell fate to adopt when exiting the
cell cycle, pre-joint or pre-hypertrophic, could be explained on
the basis of the presence or absence of o5B1 integrin in the
perichondrial cells and/or postmitotic chondrocytes.

Findings of this study suggest that the perichondrium may
also exert an important role in joint formation. Supporting this
interpretation, Aszodi et al. (Aszodi et al., 2003) have observed
that joints develop normally in Bl integrin-deficient mice
under the control of the type II collagen promoter. It must be
taken into account that type Il collagen is expressed in all



chondrocytes but not in perichondrium. So, the strong
expression of o5B1 integrin that we observed in the
perichondrium of skeletal elements beginning pre-hypertrophic
differentiation is not affected by the absence of 1 integrin in
type II collagen-expressing cells in B1 integrin-deficient mice.
On this basis, the effect of a5SB1 integrin on ectopic joint
formation and inhibition of pre-hypertrophic cells might be
mediated by the perichondrium. Moreover, rescue experiments
of this study with SHH protein revealed that hedgehog
signaling inhibits ectopic joint formation. Since the
perichondrium expressed Patched, which is considered a major
target of IHH signaling, it is likely that the effect of ectopic
SHH was mediated by the perichondrium. Also, a direct effect
of SHH on chondrocytes may explain inhibition of the ectopic
joint (Long et al., 2001).

In accordance with the above-described hypothesis, the
ectopic joint induced by blocking 5B 1 integrin displayed the
morphology of a gap perpendicular to the long axis of the bone.
This joint pattern differs from that observed by Hartmann and
Tabin (2001) in experiments misexpressing Wnt/4. The joint
induced by misexpression of Wntl4 is extended through the
whole cartilage rudiment and is most probably due to
instructive signals delivered by Wnt/4 that induce downstream
genes of the joint pathway in all cartilage cells misexpressing
this gene. It is well established that the same integrin is capable
of inducing very different cell responses depending on the cell
type that expresses them. For example, o531 integrin binding
to fibronectin in fibroblasts leads to cell survival (Aplin et
al., 1999); in mammary cells, it leads to milk production
(Schmidhauser et al., 1990): and in leukocytes, it leads to
endothelial cell migration or cytokine production (Rosales and
Juliano, 1995). Thus, although the pattern of o581 integrin
expression in the cartilage of the developing limb is rather
dispersed, we do not necessarily expect as diffuse an effect as
the one described after Wnt/4 misexpression. The presence of
o5B1 integrin in the perichondrium might influence the
decision of which cell fate is adopted. either pre-joint or pre-
hypertrophic, by proliferating chondrocytes when they exit
the cell cycle in a local horizontal population of cells
differentiating in concert. since blocking integrins produces
Jjoints perpendicular to the long axis of the skeletal element. In
this sense, integrins modulate the response to other signals as
suggested by Aplin et al. (Aplin et al., 1998).

An additional finding of our study is that the response of
chondrocytes to BMP signaling is regulated by integrin. In
normal developing limbs, BMP treatments cause intense
chondrogenesis and inhibition of joint formation (Duprez et al.,
1996: Macias et al., 1997: Brunet et al., 1998; Merino et al.,
1999). By contrast, in our experiments, addition of BMP to the
culture medium inhibited differentiation of pre-hypertrophic
cells and enhanced formation of ectopic joints. This finding is
in agreement with the normal expression of several bmp genes
in the developing joints (Macias et al., 1997), as it would be
difficult to explain why bmp genes are expressed in the joints
if they block joint formation (Duprez et al., 1996; Brunet et al.,
1998: Merino et al., 1999: Storm and Kingsley. 1999).
According to our results, in the absence of o531 integrin BMP
signaling can direct proliferating chondrocytes to the joint
program. On the contrary, in the presence of a5B1 integrin,
BMP signaling directs proliferating chondrocytes to the pre-
hypertrophic program expressing [hh (Macias et al., 1997).
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Whether this modulation of BMP response is mediated through
the perichondrium, or whether it is a direct effect of BMPs on
the chondrocytes, remains to be clarified.

We thank David Kingsley, Eddy de Robertis, Cliff Tabin and Juan
Hurlé for donating the mouse Gdf5 and chordin and chicken Wnti4,
Ihh and Gdf5 probes. Full-length human o3 chain of integrins cDNA
clone and [ull-length human B1 chain of integrins cDNA clone were
donated by Erkki Ruoshlati. The monoclonal antibody CIICI
developed by R. Holmdahl and K. Rubin, and monoclonal antibody
BIIG2 developed by C. Damski. were obtained from the
Developmental Studies Hybridoma Bank. under the auspices of the
NICHD and maintained by The University of lowa, Department of
Biological Sciences, lowa City, 1A 52242, We also thank Marcia
Bustamante Zepeda. Gerardo Arrellin Rosas, Georgina Diaz Herrera
and Lucia Brito for technical assistance. and Marian Ros and Juan
Hurlé for their helpful discussions and comments on the manuscript.
Also we give thanks to the anonymous referees, because expert
comments helped to improve this work. The authors thank Alberto J.
Rios Flores. David Cruz Sdnchez and René F. Abarca Buis for their
help in the electroporation of chick embryos. Isabel Pérez Montfort
corrected the English version of the manuscript. This work was
supported by grants 34334-N (10 J.C.-M.) and 36407-M (1o C.R.) from
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT). Mexico,
and IN216701 (to J.C.-M.) from DGAPA. Universidad Nacional
Autonoma de Mexico (UNAM). D.G.-C. was the recipient of a
scholarship from CONACYT and UNAM and was supported by grant
202358 from PAEP, UNAM.

References

Aplin, A. E., Howe, A. and Juliano, R. L. (1998). Signal transduction and
signal modulation by cell adhesion receptors: the role of integrins,
cadherins. immunoglobulin-cell adhesion molecules, and selectins, Pharm.
Rev. 50, 197-263.

Aplin, A. E,, Short, S. M. and Juliano, R. L. (1999). Anchorage-dependent
regulation of the mitogen-activated protein kinase cascade by growth factors
is supported by a variety of integrin alpha chains. J. Biol. Chem. 274, 31223-
31228,

Aszodi, A., Hunzinker, E., Brakebusch, C. and Fissler, R. (2003). [}l
integrins regulate chondrocyte rotation, G| progression. and cytokinesis.
Genes Dev. 17, 2465-2479.

Bachiller, D., Klingensmith, J., Shneyder, N., Tran, U., Anderson, R.,
Rossant, J. and De Robertis, E. M. (2003). The role of chordin/Bmp
signals in mammalian pharyngeal development and DiGeorge syndrome.
Development 130, 3567-3578.

Biichner, D., Ahrens, M., Betat, N., Schroder, D. and Gross, G. (1999),
Developmental expression analysis of murine autotaxin (ATX). Mech. Dev.
84, 121-125.

Barbieri, O., Astigiano, S., Morini, M., Tavella, 8., Schito, A., Corsi, A.,
Di Martino, D., Bianco, P., Cancedda, R. and Garofalo, S. (2003).
Depletion of cartilage collagen fibrils in mice carrying a dominant negative
Col2Zal wansgene affects chondroceyte differentiation. Am. J. Physiol. Cell
Physiol. 285, C1504-C1512.

Bokel, C. and Brown, N. (2002). Integrins in development: moving on.
responding to, and sticking to the extracellular matrix. Dev. Cell 3, 311-321.

Bouvard, D., Brakebush, C., Gustafsson, E., Aszodi, A., Bengtsson, T.,
Berna, A. and Fiissler, R. (2001}. Functional consequences of integrin gene
mutations in mice. Circ. Res. 89, 211-223.

Brunet, L., McMahon, J., McMahon, A. and Harland, R. (1998). Noggin,
cartilage morphogenesis. and joint formation in the mammalian skeleton.
Science 280, 1455-1457.

Duprez, D., Bell, E. J., Richardson, M. K., Archer, C. W., Wolpert, L.,
Brickell, P. M. and Francis-West, P. H. (1996). Overexpression of BMP-
2 and BMP-4 alters the size and shape of developing skeletal elements in
the chick limb. Mech. Dev. 57, 145-157.

Edwards, J. C., Wilkinson, L. S., Jones, H. M., Soothill, P., Henderson, K.
J. Worrall, J. G. and Pitsillides, A. A. (1994). The formation of human
synovial joint cavities: A possible role for hyaluronan and CD44 in altered
interzone cohesion. J. Anar. 185, 355-367.



4742 Development 131 (19)

Fissler, R. and Meyer, M. (1995). Consequences of lack of beta | integrin
gene expression in mice. Genes Dev. 9, 1896-1908.

Francis-West, P., Abdelfattah, A., Chen, P., Allen, C., Parish, J., Ladher,
R., Allen, S., MacPherson, S., Luyten, F. and Archer, C. (1999a).
Mechanisms of GDF-5 action during skeletal development. Development
126, 1305-1315.

Francis-West, P., Parish, J., Lee, K. and Archer, C. W. (1999b). BMP/GDF-
signalling interactions during synovial joint development. Cell Tissue Res.
296, 111-119.

Hamburger, V. and Hamilton, H. L. (1951). A series of normal stages in the
development of the chick embryo. J. Exp. Morphol. 88 49-92.

Hartmann C. and Tabin C. (2001). Wnt-14 plays a pivotal role in inducing
synovial joint formation in the developing appendicular skeleton. Cell 104,
341-351.

Hynes, R. (2002). Integrins: bidirectional, allosteric signaling machines. Cell
110, 673-687.

Karaplis, A. C., Luz, A., Glowacki, J., Bronson, R. T., Tybulewicz, V. L.,
Kronenberg, H. M. and Mulligan, R. C. (1994). Lethal skeletal dysplasia
from targeted disruption of the parathyroid hormone-related peptide gene.
Genes Dev. 8, 277-289.

Katoh, M. (2002). Molecular cloning and expression of mouse Wntl4, and
structural comparison between mouse Wntl14-Wnt3a gene cluster and
human WNTI4-WNT3A gene cluster. fnr. J. Mol. Med. 9, 221-227.

Lanske, B., Karaplis, A., Lee K., Luz, A., Vortkamp, A., Pirro, A,,
Karperien, M., Defize, L., Ho, C., Mulligan R. et al. (1996). PTH/PTHrP
receptor in early development and Indian hedgehog-regulated bone growth.
Science 273, 663-6606.

Li, S., Prockop, D., Helminen, H., Fiissler, R., Lapvetelainen, T., Kiraly,
K., Peltarri, A., Arokoski, J., Lui, H., Arita, M. et al. (1995). Transgenic
mice with targeted inactivation of the Col2 alpha 1 gene for collagen 11
develop a skeleton with membranous and periosteal bone but no
endochondral bone. Genes Dev. 9, 2821-2830,

Long, F., Zhang, X. M., Karp, S., Yang, Y. and McMahon, A. P. (2001).
Genetic manipulation of hedgehog signaling in the endochondral skeleton
reveals a direct role in the regulation of chondrocyte proliferation.
Development 128, 5099-5108.

Macias, D., Ganan, Y., Sampath, T. K., Piedra, M. E., Ros, M. A. and
Hurle, J. M. (1997). Role of BMP-2 and OP-1 (BMP-7) in programmed
cell death and skeletogenesis during chick limb development. Development
124, 1109-1117.

Merino, R., Macias, D., Ganan Y., Economides, A., Wang, X., Wu, Q.,
Stahl, N., Sampath, K., Varona, P. and Hurle, J. (1999). Expression and
function of Gdf-5 during digit skeletogenesis in the embryonic chick leg
bud. Dev. Biol. 206, 33-45.

Minina, E., Wenzel, H. M., Kreschel, C., Karp, S., Gaffield, W., McMahon,
A. and Vortkamp A, (2001). BMP and Ihh/PTHrP signaling interact to

Research article

coordinate chondrocyte proliferation and differentiation. Development 128,
4523-4534.

Otto, K., Thornell, A. P, Cromptonm T., Denzel, A., Gilmour, K. C,,
Rosewell, L. R., Stamp, G., Beddington, R., Mundlos, S., Olsen, B. et al.
(1997). Cbhfal, a candidate gene for cleidocranial dysplasia syndrome, is
essential for osteoblast differentiation and bone development. Cell 89, 765-
771.

Qian, J., Jiang, Z., Li, M., Heaphy, P., Liu, Y. H. and Shackleford, G. M.
(2003). Mouse Wnt9b transforming activity, tissue-specific expression, and
evolution. Genomics 81, 34-46.

Rosales, C. and Juliano, R. L. (1995). Signal transduction by cell adhesion
receptors in leukocytes. J. Leukocyte Biol. 57, 189-198.

Rossi, F., MacLean, H. E., Yuan, W., Francis, R. O., Semenova, E., Lin,
C. S., Kronenberg, H. M. and Cobrinik, D. (2002). pl07 and pl130
Coordinately regulate proliferation, Cbfal expression, and hypertrophic
differentiation during endochondral bone development. Dev. Biol. 247, 271-
285,

Schipani, E., Lanske, B., Hunzelman, J., Luz, A., Kovacs, C. S,, Lee, K.,
Pirro, A., Kronenberg, H. M. and Juppner, H. (1997). Targeted
expression of constitutively active receptors for parathyroid hormone and
parathyroid hormone-related peptide delays endochondral bone formation
and rescues mice that lack parathyroid hormone-related peptide. Proc. Nal.
Acad. Sci. USA 94, 13689-13694.

Schmidhauser, C., Bissell, M. J., Myers, C. A. and Casperson, G. F. (1990).
Extracellular matrix and hormones transcriptionally regulate bovine b-
casein 57 sequences in stably transfected mouse mammary cells. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87, 9118-9122.

Settle, S., Rountree, R., Sinha, A., Thacker, A., Higgins, K. and Kingsley,
D. (2003). Multiple joint and skeletal patterning defects caused by single
and double mutations in the mouse Gdi6é and Gdf5 genes. Dev. Biol. 254,
116-130.

Shakibaei, M. (1998). Inhibition of chondrogenesis by integrin antibody in
vitro, Exp. Cell Res. 240, 95-106.

St-Jacques, B., Hammerschmidt, M. and McMahon, A. (1999). Indian
hedgehog  signaling  regulates  proliferation  and  differentiation  of
chondrocytes and is essential for bone formation. Genes Dev. 13, 2072-2086.

Storm, E. and Kingsley, D. (1999). GDF5 Coordinates bone and joint
formation during digit development. Dev. Biol. 209, 11-27.

Vortkamp, A., Kaechoong, L., Lanske, B., Segre, G., Kronenberg, H. and
Tabin, C. (1996). Regulation of rate of cartilage differentiation by Indian
Hedgehog and PTH-Related Protein. Science 273, 613-622.

Wai, A., Ling, N., Watanabe, H., Yamada, Y., Tam, P. and Chea, K. (1998).
Disrupted expression of matrix genes in the growth plate of mouse cartilage
matrix deficiency (cmd) mutant. Dev. Genet. 22, 349-358.

Watanabe, H. and Yamada, Y. (1999). Mice lacking link protein develop
dwarfism and craniofacial abnormalities. Nat. Gener. 21, 225-229.



COORDINATION OF JOINT FORMATION AND CARTILAGE
DIFFERENTIATION IN THE APPENDICULAR SKELETON.

Chimal-Monroy Jesiis*, Garciadiego-Cdzares David, Abarca-Buis René
Fernando and Rios-Flores Alberto Jesiis.

Departamento de Biologia Celular y Fisiologia Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México, Mexico City,
MEXICO

Manuscrito aceptado para su publicacion en:

Trends in Developmental Biology



Chimal-Monroy et al 2

COORDINATION OF JOINT FORMATION AND CARTILAGE
DIFFERENTIATION IN THE APPENDICULAR SKELETON.

Chimal-Monroy Jests*, Garciadiego-Céazares David, Abarca-Buis René Fernando
and Rios-Flores Alberto Jests.

Departamento de Biologia Celular y Fisiologia Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México, Mexico City, MEXICO

Running title; Coordination of joint formation and cartilage differentiation

*To whom correspondence should be addressed:

Jesus Chimal-Monroy, Departamento de Biologia Celular y Fisiologia, Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM. Apdo. Postal 70228, Ciudad Universitaria,
Meéxico DF 04510, MEXICO jchimal@servidor.unam.mx

Telephone. (5255) 5622 3819

Fax. (5255) 5622 3897

Manuscript submitted to Trends in Developmental Biology.



Chimal-Monroy et al 3

ABSTRACT

Chondrogenic differentiation in the limb bud follows a proximal to distal
sequence in developing limb, resulting in cartilage elements only formed by
proliferating chondrocytes. When the skeletal pattern is established the cells at
specific regions of this cartilaginous primordium exit the cell cycle, initiating joint
formation, and delimiting the boundary of each individual skeletal element. Later in
development, the cells in the centre of each skeletal element instead of initiating
joint formation, they become pre-hypertrophic, leading down the path to
hypertrophy and eventual ossification. Although, Wntl4 is the first gene reported to
have the ability to initiate joint formation, it is not known why proliferating
chondrocytes become pre-joint cells or pre-hypertrophic cell during development of
appendicular skeleton. Recent evidence involves integrin signaling in the decision
between two alternative fates by proliferating chondrocytes in the skeletal elements,
pre-joint or pre-hypertrophic fate. In this review will summarize our hypothesis on
how chondrocyte differentiation and joint formation are coordinated.

Keywords
Cartilage differentiation, joint formation, Wnt, integrin, Ihh, BMP, skeletal
development, chondrogenesis.
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INTRODUCTION

Cell differentiation is a key event in the development of multicellular
organisms. The mechanism of control by which a cell population decides to divert to
one cell fate or another is currently an extensively studied problem in developmental
biology. During development of the appendicular skeleton, long bones are initially
formed as a cartilage scaffold. Cartilage differentiation begins with initial
aggregation of prechondrogenic mesenchyme in response to chondrogenic factors,
forming blastema that prefigures the future bone skeletal elements. Chondrogenic
differentiation in the limb bud follows a proximal to distal sequence forming first
the stylopod element (humerus/femur), then the cartilage primordium branches to
form the zeugopod (radius-ulna/tibia-fibula) and finally it forms the autopod
(fingers/toes) [1-4]. These cartilage elements are only formed by proliferating
chondrocytes. When the skeletal pattern is established, the cells at specific regions
of the cartilaginous primordium exit the cell cycle, initiating joint formation, and
delimiting the boundary of each individual skeletal element. Later, the cells in the
centre of each skeletal element instead of becoming pre-joint cells adopt an
alternative fate and become pre-hypertrophic, leading down the path to hypertrophy
and eventual ossification. Therefore, a major question to understand appendicular
skeletogenesis is how proliferating chondrocytes take the decision to become joint
or pre-hypertrophic cartilage. Recently, signals able to dedifferentiate the
chondrocytes and to trigger the molecular cascade of joint have been identified [5].
Moreover, recent evidence suggests that integrin signaling regulates the decision of
chondrocytes to choose between the two alternative fates mentioned above (joints
formation vs. pre-hypertrophic differentiation) [6]. Considering these results, it is
evident that coordination of joint formation and chondrocyte differentiation is a
fundamental process for the control of the length and segmentation of long bones.
Here we will summarize our hypothesis on how chondrocyte differentiation and
joint formation are coordinated.

JOINT DEVELOPMENT.

Joint formation constitutes a morphogenetic process that occurs during the
development of the appendicular skeleton of vertebrates. Joints are formed at
specific regions of the continuous precartilaginous condensations by a complex
process, which involves loss of chondrogenic markers and apoptosis. The interzone
is the first morphological evidence of joint development (Fig 1A). Classical studies
by Fell and Canti [7] suggest that joint specification depends of adjacent cartilage
elements. However, Holder [8] suggess that cells of the interzone are prespecified,
and influence of adjacent skeletal elements is not necessary for normal joint
morphogenesis. When the presumptive elbow joint is eliminated before any
morphological evidence, the humerus, radius, and ulna will be fused. In addition, if
developing radius and ulna are removed, the interzone will still be formed [8]. The
interzone is characterized by flattened, fibroblastic-like chondrocytes evolving into
three cellular layers, one central intermediate lamina with low cell density flanked
by two areas of high cell density. The central layer disappears possibly by apoptosis
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leading to the formation of a primary joint cavity (cavitation). The two areas of
high-density differentiate into articular cartilage covering the articular surfaces of
adjacent bones. Ligaments, synovial lining, and tendons develop from cells located
laterally to the skeletal element [9]. During the process of cavitation, the levels of
hyaluronan are increased in the extracellular matrix resulting in decreased cellular
adhesion and joint cavitation, forming completely separate skeletal elements [10,
11]. Articular cartilage is now formed and covers articular surfaces of the new
skeletal elements. Finally, to maintain articular cartilage and joint functionality,
different signals are expressed [12]. Any alteration in these signals results in
disruption of differentiation of articular cartilage as occurs in osteo-degenerative
diseases such as osteoarthritis [13, 14].

JOINT SPECIFICATION.

Joint formation may be related to the regulation of the balance between
chondrogenic signals and joint inductive signals. However, the site in which joint
formation will occur can be related to patterning signals that occurred when cartilage
elements are only constituted by proliferating chondrocytes during early
development of long bones. Therefore, we can consider that joint formation and
cartilage differentiation are two highly coordinated processes. Interzones are formed
when chondrocyte differentiation is inhibited (Fig. 1B and C). To this date Wntl4 is
the first gene reported to have the ability to initiate joint formation [S]. During
development of long bones, Wntl4 is expressed in joint-forming regions (Fig 1B).
Misexpression of Wntl4 induces morphological and molecular changes,
characteristic of the first steps of interzone formation in places that would normally
not form a joint. Wntl4 acts on cartilage cells and induces downregulation of Sox9,
type Il and type IX collagens, Aggrecan, and Noggin expression and upregulation of
the expression of joint markers such as Gdf3, Autotaxin, Chordin and CD44 which
were expressed in the cells that resemble an interzone. These results suggest that
Wntl4 acts at two levels, the first blocking chondrogenesis, and the second inducing
expression of joint markers in competent chondrogenic cells but not in non-
chondrogenic cells [5]. Recently, it has been suggested that WNT14/Bcatenin
signaling is necessary and sufficient to induce joint formation in the mouse [15].
Historically the growth and differentiation factor-5 (Gdf5S) a member of the Bone
Morphogenetic Protein (BMP) family was considered as a molecule that directed
joint development. Both mouse Gdf5 and its homolog CDMP! in humans are
mutated in syndromes where development of appendicular skeleton elements and
joint morphogenesis is abnormal [16]. In addition to expression of Gdf5 occurs the
expression of Gdf6 in the interzones. Deletion of Gdf5 or Gdf6 genes in single or
double KO resulted in fusion of joints [17, 18], suggesting that both GdfS and Gdf6
are necessary for joint development. However, experiments of gain-of-function
show that Gdf5 is not sufficient to initiate the joint formation process instead GDF5
promotes cartilage overgrowth [19-22].
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Other members of the BMP family, such as Bmp2, Bmp4 and Bmp7 are expressed in
the joint-forming regions [23]. However, the function of these molecules remains
obscure, since knockout of Noggin, an antagonist of BMP signaling or
overexpression of BMP results loss of the joints and cartilage overgrowth [23-25],
suggesting a role for BMP in the promotion of chondrogenesis. Chordin is another
BMP antagonist that is expressed in the interzone [10]. Although the function of
Chordin during joint formation is unknown, it is possible that it antagonizes the
BMP capacity to induce maturation of cartilage [26]. The participation of autotaxin
[27] and CD44 [28] during joint development is principally in the process of
cavitation.

Misexpression of Wntl4 in order to induce joint formation inhibits the formation of
the next joint, through Gdf5 expression [5]. Although Gdf5 is expressed in the
interzone, and mutations in the gene result in joint fusion, it is not necessary for joint
formation [16]. In addition, overexpression studies have shown that this factor is a
potent promoter of chondrogenesis [19-22]. Considering this role, it has been
proposed that WNTI14 induces expression of Gdf5 and then the protein controls
chondrogenesis, until other signals antagonize its function allowing joint-inducing
signals to promote the formation of the next joint [5].

CHONDROCYTE DIFFERENTIATION

The role of chondrocyte differentiation is evident during the formation of
appendicular skeleton. Long bones are formed by endochondral ossification in
which transitory cartilaginous templates are subsequently replaced by bone tissue.
Chondrogenesis begins when undifferentiated mesenchymal cells aggregate and
central cells of the core of aggregations differentiate into chondrocytes, whereas
cells at the periphery form a sheath around the cartilage called perichondrium [1-4].
The forming cells of the skeletal elements proliferate allowing elongation of
cartilage templates, after chondrocytes of the central region of cartilage elements
finish proliferation becoming pre-hypertrophic and later hypertrophic (Fig. 1D) [2].
At this stage of differentiation changes occur in the extracellular matrix (ECM)
molecules, allowing invasion of blood vessels, bone marrow cells, and osteoblasts,
which results in replacement of cartilage with bone [29]. Later, the cartilage grows
only at the end of long bones in a narrow area called the growth plate, resembling
embryonic chondrocyte differentiation [2].
Sox9 is a transcription factor with a high-mobility-group (HMG-box) DNA binding
domain [30]. When chondrogenesis begins, Sox9 is expressed in all
chondroprogenitor cells [31-33]. Once Sox9 is expressed, it triggers a molecular
cascade in which Bmprlb, Sox5, and Sox6 are expressed leading to formation of
cartilage [34, 35]. Then expression of cartilage-specific proteins is initiated, and an
extracellular matrix rich in type II collagen, aggrecan, and sulfated proteoglycans
surrounds the cells [30]. Haploinsufficiency for Sox9 or elimination of the gene have
revealed Sox9 as an essential transcription factor in chondrogenesis [36]. In the
absence of Sox9, cartilage differentiation is blocked at the mesenchymal
condensation stage, showing an important function in the commitment of



Chimal-Monroy et al 7

chondrocyte lineage [35]. On the other hand, haploinsufficiency for Sox9 reveals an
additional role for this transcription factor as inhibitor of hypertrophic differentiation
of chondrocytes [36].

During cartilage differentiation, there are different factors that control cell fate and
switching of chondrocytes, i.e., from proliferating to prehypertrophic and
hypertrophic chondrocytes [37-44]. In the proliferating chondrocytes, Sox5 and Sox6
are needed to control progression of the cell cycle [45]. In addition, these genes
delay chondrocyte pre-hypertrophy; at least in part down-regulating the gene Runx2.
Next, proliferating chondrocytes undergoing pre-hypertrophy activate the expression
of Runx2 [46], Ppr (receptor for parathyroid hormone and parathyroid hormone-
related peptide) [43] and /hh (Indian hedgehog) [47] as principal molecular
markers. The absence of Runx2 inhibits development of pre-hypertrophic and
hypertrophic cartilage [48], while misexpression of Runx2 induces development of
ectopic hypertrophic cartilage [49]. When hypertrophy begins, Ppr and Ihh
expression is down-regulated, and type X collagen is up-regulated. The switch
between proliferating chondrocytes and pre-hypertrophy and hypertrophy is
controlled by cyclic GMP-dependent protein kinase II that blocks the Sox9 function
inducing proliferating chondrocytes to enter the pre-hypertrophic program [50]. On
the contrary, Histone deacetylase 4 blocks Runx2 expression, inhibiting the
transition between proliferating chondrocytes to hypertrophy [51]. In the control of
all these cellular processes, several signaling molecules have been involved in the
regulation of the growth plate. They include members of the fibroblast growth factor
(fgf) gene family [52], bmp [39, 40], Ppr/Pthrp (parathyroid hormone and
parathyroid hormone-related peptide) [43, 44], Indian hedgehog [47], and Wnt [53].

COORDINATION OF JOINT FORMATION AND CARTILAGE
DIFFERENTIATION.

The identification of Wntrl4 as joint inducer and as the earliest joint
molecular marker has been relevant in the study of signals that control joint
positioning [5, 54]. However, the point of control by which proliferating
chondrocytes choose the pre-joint or pre-hypertrophic fate is poorly known.

Recent evidence involves integrin signaling in the decision between the two
alternative fates by proliferating chondrocytes in the skeletal elements, the pre-joint
or the pre-hypertrophic fate [6]. The integrins are receptor for ECM proteins [55].
Blocking of a5B1 integrin by specific antibodies or RGD peptide induces inhibition
of pre-hypertrophic chondrocyte differentiation and ectopic joint formation between
proliferating chondrocytes and hypertrophic chondrocytes with a plane of
segmentation perpendicular to the long axis of the bone (Fig. 1E and F). Ectopic
joint expressed Wntl4, Gdf5, Chordin, Autotaxin and type | collagen and CD44
suggesting that morphological and molecular changes correspond with the formation
of a normal joint (Fig. 1G). The pattern expression of Wntl/4 and a5B1 integrin
during development of interzones indicates that a5f1 integrin is down-regulated
during joint formation (Fig.1 H and I). Moreover, misexpression of human a5f1
integrin into the autopod of embryonic chick legs inhibits joint formation and
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promotes pre-hypertrophic differentiation evaluated by expression of IHH (Fig 1 K-
M). The conclusion of the work was that integrin signaling regulates the decision
between two alternative fates by proliferating chondrocytes. In the presence of
integrin, proliferating chondrocytes become pre-hypertrophic cartilage, while in the
absence of integrin, proliferating chondrocytes enter the pre-joint program [6] (Fig.
25

The role of perichondrium in cartilage differentiation has been recognized [56, 57],
but its participation in joint formation is unknown. In more advanced skeletal
elements, a5B1 integrin is evident in perichondrium (fig. 1), suggesting that the
perichondrium may exert an important role in joint formation [6]. Supporting this
interpretation, Aszodi et al [58] have observed that joints develop normally in B1-
integrin-deficient mice under the control of the type II collagen promoter that is
expressed in all chondrocytes but not in perichondrium. Thus, the strong expression
of a5B1 integrin observed in the perichondrium of skeletal elements beginning pre-
hypertrophic differentiation (Fig. 1 J) is not affected by the absence of Bl integrin in
type II collagen expressing cells in B1-integrin-deficient mice.

Additionally, in spite of the specific expression and function of BMP family
members in developing joints, the function of these molecules remains obscure.
Overexpression of BMP results in joint inhibition [23-25]; however, when a5p1
integrin is blocked, BMP enhances joint formation and inhibits pre-hypertrophic
cartilage, inducing overgrowth of cartilage and inhibition of joints instead. This
finding is in agreement with the normal expression of several bmp genes in the
developing joints, as it would be difficult to explain why bmp genes are expressed in
the joints if they block joint formation. Then, in conclusion, in the absence of a581
integrin, BMP signaling directs proliferating chondrocytes to the joint program. On
the contrary, in the presence of a5B1 integrin, BMP signaling direct proliferating
chondrocytes to the prehypertrophic program expressing IHH [6] (Fig. 2).

In summary, progress in the knowledge of molecular mechanisms that control
chondrocyte differentiation and joint formation together with the finding that o531
integrin controls the fate of chondrocytes, open new perspectives to study the
positioning of joints during skeletal morphogenesis as well as the length of each
skeletal element.



Figurel. Coordination of joint formation and chondrocyte differentiation. (A-C)
Interzones of chick toes in serial sections (A) Histological sections stained with Safranin O
and fast green, to show cartilage in red. (B) In situ hybridization for Wnt14 and (C) for type
Il collagen. Wntl4 is expressed in the interzone, while type II collagen is only present in
the cartilage but not in the interzone. (D) Endochondral ossification is evident in the femur
of E15 mouse fetus. (E) Forelimb of E14.5 mouse embryo injected with blocking antibody
against a5 integrin and cultured for 4 days, showing a gap (inset). (F) Ectopic joint is
formed between proliferating chondrocytes and hypertrophic chondrocytes. (G) Ectopic
joint is positive to Wnt 14 expression. (H and I) Consecutive sections from a joint in the
developing fingers showing immunofluorescence staining for a5 integrin (H) and in situ
hybridization for Wnt14 (1). (J) Section of the ulna stained for a5 integrin. (K-M).
Misexpression of a5B1 integrin induces fusion of joints and differentiation of pre-
hypertrophic chondrocytes. Chick legs of HH stage 27 were electroporated with full-length
cDNA a581 integrins in the region of the autopod and incubated for 5 days. (K) Chick legs
were fixed in paraformaldehyde and photographed to observe phenotype induced by
misexpression of human a51 integrin. (L-M) Consecutive sections of the leg show in (K)
to show (L) the absence of joints and the presence of pre-hypertrophic chondrocytes. (M)
The expression of IHH is evident under misexpression of a5p1 integrin; IHH is a
molecular marker of pre-hypertrophic chondrocytes.



Presence of a5031 integrin
B Absence of u5(31 integrin

Proliferating Chondrocytes
Bl Pre-hypertrophic Chondrocytes
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Figure 2. Model to explain coordination of joint formation and cartilage
differentiation by a5B1 integrin in the appendicular skeleton. (A-D) Skeletal elements
formed by proliferating chondrocytes. (A) Cartilage differentiation begins with initial
aggregation of prechondrogenic mesenchyme. (B-D) When the skeletal pattern is
established the cells in the centre of the continuous precartilaginous condensations exit the
cell cycle, if a5B1 integrin is down regulated in the perichondrium, proliferating
chondrocytes initiates joint program, delimiting the boundary of each individual skeletal
element. (E, F) Once skeletal elements are segmented, the new bone continues their
development. In the proximal elements of the appendicular skeleton, if a5B1 integrin
expression is maintained in the perichondrium, proliferating chondrocytes become pre-
hypertrophic, leading down the path to hypertrophy and eventual ossification. In the distal
element, the steps (B-D) are repeated to generate new individual skeletal elements. The
actions of BMP to promote joint formation or cartilage maturation depend of the presence

of a5B1 integrin in the perichondrium.
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