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“"Antes hubo seres que intentaron el progreso del hombre por la fuerza del
pensamiento pero en vez de gloria, alcanzaron crueles castigos, en razon a que se
suponia que los dioses veian con envidia a aquellos inventores que usurpaban
algo de su poder con sus creaciones independientes... Prometeo fue el mas
famoso de aquellos genios benéficos. Pertenecia a la gran raza de titanes que se
rebelé contra los dioses, aunque mas cuerdo que sus hermanos, no tomé parte
alguna en aquella lucha de orgullo sin duda porque veia el desenlace de la
guerra... Ni titanes ni dioses pensaban en los hombres y cuando Zeus rey del
Olimpo, salié vencedor quiso destruir a los inocentes mortales con sus enemigos a
tal punto que llegd la embriaguéz de su victoria. Prometeo los salvé y no se
contenté sino que aspiré a sacarles de la condicion de animales en que vivian,
para lo cual rcbé el fuego del cielo y les ensefé a bosquejar las primeras artes con
aquella especie de alma de la materia. Zeus se indignd, porque no queria la
prosperidad del hombre, sino que como amo celoso, deseaba esclavos
incapacitados de elevarse. No se atrevié o no pudo quitar a los mortales el fuego,
cuya conservacion cuidaban todos: pero castigb a Prometeo atandole con
cadenas en un monte, no lejos del Caucaso, entre Europa y Asia para que el
mundo entero viese el castigo, y dejandole a merced de un buitre que noche y dia

devoraba su higado que renacia eternamente”

Leyenda de Prometeo de Esquilo narrada por Esiodo.
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Lista de abreviaturas.

AER= Cresta ectodérmica apical.

ALK= Cinasa de activinas.

BMP= Proteina morfogenética del hueso.
CO-SMAD= Smad cooperadoras.

CD= Displasia campomélica.

EN1= Engrailed.

Eph-A4= Efrina.

FACID= Colagena asociada a las fibrillas triple helice.

FGF= Factor de crecimiento de los fibroblastos.
GDF= Factor de crecimiento y diferenciacion.
[HH= Indian hedgehog.

[-Smad= Smad inhibidora.

MEC= Matriz extra-celular.

PTC= Patched.

R-Smad= Smad reguladora.

SHH=Sonic hedgehog.

SMO= Smoothened.

TGFB= Factor de crecimiento transformante beta.
WNT= Wingles int related.

ZPA= Zona de actividad polarizante.
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Resumen.

En este trabajo se evalu6 el papel del factor de crecimiento transformante beta (TGFp) en la
forméc;ién de los elementos esqueléticos de la extremidad del pollo (Gallus gallus), asi
como su relacion con la identidad de los dedos, la formacién de las articulaciones y
tendones y la muerte digital e interdigital. Para dichos fines se compararon los patrones de
expresion TGFB2, AlkS, Smad3 y Beta-glicano con el fin de hacer una correlacion con la
funcion de TGFp en la extremidad. Para comprobar la participacion del TGFP se hicieron
experimentos de pérdida de funcion de esta ultima molécula con la electroporacion del
dominante negativo de Smad3 (Smad3 A). Después de los experimentos de ganancia de
funcién ocurre un acortamiento tanto del autépodo como del zeugépodo debido a la
inhibicién de la maduracion y proliferacion de los condrocitos después de colocar una perla
con TGFp en la parte central del autépodo mientras que al colocarla en la parte posterior
hay una transformacion de los dedos posteriores en anteriores.

Los experimentos de pérdida de funciéon muestran fenotipos variados desde la disminucion
en el tamafio o pérdida de los elementos esqueleticos, pérdida de la identidad digital y
articulaciones fusionadas. En lo que respecta a la formacion del tendén la extremidad al ser
tratada con B-glicano no forma el tendén, por lo que se sugiere que existe una participacion

de la sefializacion de TGFp en el desarrollo de este tejido
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1. Antecedentes.

Las extremidades de los vertebrados presentan una organizacion tridimensional a
través de tres ejes anatémicos. Estos tres ejes son: el proximo-distal, el antero-
posterior y el dorso-ventral. Si ponemos a nuestras extremidades como ejemplo,
en el gje proximo-distal la parte mas proximal es la cercana a los hombros,
mientras que la parte mas distal la constituyen los dedos. En el eje antero-
posterior, la parte mas anterior es la representada por los pulgares mientras que
la mas posterior se representa por los dedos mefiiques (en manos o pies) En el
eje dorso-ventral la parte dorsal se representa con los nudillos mientras que la

ventral por la palma de nuestras manos.

Desde un punto de vista anatomico, las extremidades se dividen en tres regiones
que son el estilbpodo, representado por el himero para las extremidades
anteriores y un fémur para las posteriores. El zeug6épodo formado por el radio y la
ulna para las extremidades anteriores mientras que una tibia y fibula para las
posteriores. Por ultimo los metatarsales /metacarpales y las falanges constituyen

el autopodo (Fig 2).

De manera general, las moléculas involucradas en el establecimiento de estos
ejes en las extremidades son: los factores de crecimiento de los fibroblastos (Fgf)
para la polaridad préximo-distal; Sonic hedgehog (Shh) para la antero-posterior, y
Whnt7a para la dorso-ventral (Gilbert, 2003).
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Figura 1 Pafron esquelétics ¢l aia de pollo y ejes de simedria en 108 que se estudia. Los dedos del ala se pumeran del i al IV, |Gilbert 2000; Woipert et , 2007)

Antes de continuar describiendo el desarrollo de la extremidad se explicara que es
el Factor de Crecimiento Transformante tipo Beta (TGFB por sus iniciales en

ingles), de que manera se une a sus receptores y como se transduce esta sefial.

1.1 El factor de crecimiento transformante tipo beta

Los factores de crecimiento o tambien llamados factores paracrinos actuan sobre
una celula vecina para ejecutar su accion, uno de ellos es el TGFB. La
superfamilia del TGFB incluye a cerca de 30 miembros estructuraimente
relacionados, los cuales regulan algunos de las mas importantes interacciones en
el desarrollo, como lo son: la proliferacion celular, la determinaciéon del linaje, la
diferenciaciéon, la movilidad, la adhesion y la muerte celular. La superfamilia de
TGF-8 incluye a la familia de TGF-B, la familia de las activinas, las proteinas

morfogenéticas del hueso (BMP), la familia Vg1 y otras proteinas (Gilbert, 2003,
Massague, 1998) (Fig3).
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La familia TGF-§ incluye al TGFp1, 2, 3, 4 y 5 (Gilbert, 2003), el TGFB1 fue el
primer factor de esta familia identificado y aislado (Sporm y Roberts,1992) de
plaquetas y placenta humanas, asi como de rifion bovino. En 1984 fue clonado y
después se encontraron cuatro isoformas en vertebrados, tres de las cuales se
encuentran en el humano (TGFp 1, 2 y 3) En 1983 se caracterizo
bioguimicamente y se demostré que era un factor que induce el crecimento

celular en placas de agar (revisado en Roberts et al, 2003).



El TGF-B1 es un homodimero de 25 KDa (Sporn y Roberts 1990, 1992). El TGF[2,
una segunda molécula emparentada se aisl6 de hueso bovino, de células de
glioblastoma humanas, de plaquetas porcinas y mostré tener una secuencia de
aminoacidos diferente al TGF-B1. Los TGF-B son homodimeros pero tienen
potencial para formar heterodimeros. Es un factor de crecimiento peptidico cuya
accion solo puede ser considerada en un contexto celular (Sporn y Roberts 1990).
Por ejemplo, en células mesenquimaticas de embriones de rata, el TGFB induce
condrogenesis. Sin embargo, en células de cartilago ya diferenciadas el TGF-

inhibe la maduracion de éste (ibidem).

El TGF-B se une al receptor tipo || de TGF-B el cual permite que este se una al
receptor tipo | o también llamado Alk5 (Activin Receptor Like Kinasa) también en
algunos tipos celulares como en células endoteliales y en el desorden hereditario
telangictacia hemorragica se expresa otro tipo de receptor |, Alk1. Una vez que los
dos receptores estan en contacto cercano, el receptor tipo Il fosforila en sitios de
serinal/treonina del receptor tipo I, e induce un cambio conformacional, activandolo.
El cambio conformacional en el dominio citoplasmatico da lugar a una actividad

enzimatica y normalmente activa su propiedad de cinasa que usa ATP (Fig. 4).

Una vez activado el receptor tipo |, €ste puede ahora fosforilar a las proteinas
SMAD (Yigong y Massagué, 2003; Massagué, 1998). Las SMAD son factores de
transcripcion, cuyo nombre proviene de los primeros miembros identificados de
esta familia en Caenorhabditis elegans por las proteinas SMA y en Drosophila |la
proteina MAD. Las SMAD son 8 proteinas que se agrupan en 3 clases. Las R-
SMAD (smad reguladoras por receptor), las cooperadoras (CO-SMAD) y las
SMAD inhibidoras (I-SMAD). Las R-SMAD asociadas a la sefalizacion del TGFf
son las Smad2 y Smad3 que son directamente fosforiladas y activadas por el
receptor cinasa y experimentan homotrimerizacion y formacion de un complejo
heteromérico con la SMAD (SMAD 4) (Gilbert,
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Que 3 Su VEZ Mepnmen o activan un grupo particular de genes (Gitben. 2003}

Las I-SMAD, (SMAD 6 y SMAD 7) regulan negativamente la senal de los
miembros de la superfamilia del TGFB. Para el caso del TGFB, la Smad7

inhibe la senalizacion dependiente de TGF-B/activinas al evitar la interaccion

entre las Smad2 y 3 con la Smad 4 (Shi y Massagué, 2003). Como

mencionamos anteriormente SMAD es un factor de trascripcion esto quiere

decir que el dominio MH1 de las Smad contiene una region hélice vuelta

hélice H2 localizada cerca del motivo B-hairpin de union a DNA que

reconoce a la secuencia CAGA en los genes blanco (Shi y Massagué,

2003).

1.1.2 Co-receptores de TGF B.

El receptor tipo Il para TGFB llamado co-receptor presenta dos iso-formas la

forma soluble y la anclada a la membrana. La forma soluble, no permite la



transduccion de la sefal inducida por TGFB y por lo tanto por su actividad
antagénica modula el acceso del ligando a los receptores tipo | y Il. Pero cuando

estd en la membrana facilita el acceso del ligando con su receptor. Los co-

receptores de TGF son el betaglicano y la endoglina (Vilchis-Landeros, 2002).

1.1.3 El betaglicano.

El betaglicano es un proteoglicano transmembranal con cadenas de
glicosaminoglicanos, tiene gran capacidad para unirse al TGFB (Massague, 1990),
en particular al TGFB1, TGFB2 y TGFB3 (Sagarini et al, 1987;Cheifetz y
Massagué, 1991). Este co-receptor facilita la union de TGFB al receptor I,
formando el complejo betaglicano/TGFR/receptor Il y con esto potencia su accion
(Lépez-Casillas et al, 1993). Esta potenciacion de TGFB es mas evidente en la
isoforma TGFB2 que en TGFB1 en células progenitoras hematopoyéticas (Otha et
al, 1989), mioblastos (Lépez-Casillas et al, 1993) y células endoteliales (Cheifetz y
Massagué, 1991) que no tienen betaglicano. La transfeccién de betaglicano en
estas celulas aumenta la unidon de TGFB2 (Lopez-Casillas, 1993). EI dominio
extracelular de betaglicano tiene dos sitios de unién al TGFB, uno en la region
similar a uromodulina y otro en la regién similar a la endoglina (Pepin et al, 1994).
La enzima plasmina corta estos sitios de unién al TGFB y genera los dos dominios
separados fisicamente. La region semejante a la uromodulina del betaglicano se
une preferencialmente a la /nhibina A, que es un factor perteneciente a la familia

del TGFB, cuya funcién es inhibir a la Activina.

Se sabe que el betaglicano puede encontrarse o bien unido a la membrana
plasmatica o bien en forma soluble. Esta molécula, al encontrarse unida a la
membrana incrementa la unién del TGFB al receptor tipo Il, mientras que cuando
esta en forma soluble secuestra al TGFB evitando que este factor se una a su
receptor La liberacion puede deberse a la presencia de un sitio de corte
proteolitico particutarmente en los sitios lisina-lisina antes de la region

transmembranal o a la presencia de una secuencia especifica de aminoacidos
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(Lépez-Casillas et al, 1991). Se desconoce el mecanismo por el cual ocurre este

proceso.

1.1.4 La endoglina.

La endoglina es ofro co-receptor que se expresa en alta concentracion
principalmente en la superficie de células endoteliales y en monocitos, precursores
eritroides y otros tipos celulares en menor concentracién (Gaugos y Latarte, 1990).
La endoglina une a TGFB1 y TGFR3 pero no a TGFR2. Se han caracterizado dos
isoformas de la endoglina: la L-endoglina y la S-endoglina. El betaglicano y la L-
endoglina comparten una regiéon con alta identidad de residuos de serina y
treonina (Lopez-Casillas et al, 1991; Gougos y Letarte, 1990; Wang et al 1991). Se
ha observado la asociacion entre la endoglina y los receptores del TGFB pero su
participacién en la sefalizaciéon no esta clara. Aunque se lleva a cabo'la unioén del
TGFB por la endoglina, es limitado si se compara con el betaglicano y se

incrementa cuando se co-expresa el receptor tipo Il de TGFpB.

1.2 Induccién del primordio de la extremidad

El desarrollo de la extremidad ocurre en el flanco del embridén de pollo entre las
somitas 12-15 para las extremidades anteriores y 27-28 en las posteriores,
forman los llamados campos embrionarios de la prospectiva extremidad (Searls
and Janners, 1971). El mesodermo intermedio emite sefiales hacia la placa lateral
del mesodermo, las células de ésta proliferan y ahora son éstas las que
interactian con el ectodermo del campo embrionario que dara origen a la
extremidad. Esto tiene como consecuencia la formacién del primordio de la
extremidad. Las células de la placa lateral del mesodermo daran origen a los
precursores esqueléticos, mientras que las células de la regidn del miotomo en las

somitas son las precursoras del musculo de la extremidad.



Las senales provenientes del mesodermo intermedio, se han considerado como
las inductoras de las extremidades, como lo demuestran los experimentos en los
gque se colocaron barreras de aluminio en los tejidos del mesodermo intermedio
(Fernandez-Teran et al, 1997). Ahora sabemos que una de estas sefiales es el
factor de crecimiento fibroblastico 8 (FGF8). Esta sefial actua sobre las células del
mesodermo de la placa lateral del mesodermo, que mas tarde se convertiran en el
mesénquima prospectivo de la extremidad e inician la expresién de FGF10, el cual
es capaz de iniciar la interaccion entre el mesodermo y el ectodermo. Aqui el
ectodermo, en respuesta al Fgf10, inicia la expresion de Fgf8 (Gilbert, 2003) (Fig.
5).

_ bsladio le I <tadio 17 P stadio Ia—
13} | rgs
141 induccion A
5 por Fgtio
o - =
1) — Prolderaion Proliferaion
1 Fef 10— m.lnln"nn.la mantenida .
by pori(i s porFGES &
i ing i |
ek | Anteno | FGFa 7 /)
-k R R AFEET [ -1]’7’"//”
= [20] |Posterior shilt shlt T R
= (1) malics fon | inducida || indusuda
ol FU N | portGIR = | | porShh
"
! [ Feard .
Somatas MEsoUermg Plasa lateral del S‘ull!”.:ulw
ntermedin messde rans Jdel ectondermon

Pl actor de credimiento Jde
lo~ fibmblasto-)

o ik 1Soniv hedgehog)

r' I i = JRRTAN
[ P

Figura 5.- Nodelo de la indua ion temprana de la extremidad. 1 GES cecretado
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la prohiferacinn de Sonic hedgehog eva ultima maleduia indus e la exprecion
de FG1 en o potdien postenior de ba extremidad (Gilben, 20005

Experimentos en embriones de polio demuestran que cualquier miembro de la
familia de los factores de crecimiento fibroblastico es capaz de inducir

extremidades ectopicas en el flanco del embrion. En estos experimentos, la



extremidad generada sera ala o pata dependiendo de la posicion (mas cercana al
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ala o a la pata) en la que se colocan las proteinas, lo que sugiere que deben haber

otras senales que dirijan el desarrollo de las extremidades (Ohuchi et al, 1998;



Logan et al, 1998; Takeuchi,1999; Rodriguez-Esteban et al, 1999). Los miembros
de la familia de los T-box (Tbx) dirigen el destino final de estas estructuras: el gen
Tbx4 induce la formacién de las patas, mientras Tbx5 el de las alas (Gibson-Brown

et al, 1996).

Adicionalmente, otras moléculas, de la familia de los genes Wingless-int related
proteins (Wnt), se expresan de manera especifica en el ala (Wnt2b) y el Wnt8c en
la pata (Kawakami et al, 2001)(Fig 6).

El crecimiento de las extremidades en sentido proximo-distal, es posible por la
interaccion del mesénquima (parte mesodérmica) y la cresta ectodérmica apical
(AER por sus iniciales en inglés) que constituye la parte ectodérmica (Zwilling et
al, 1955; Saunders, 1957; Saunders, 1972; Krabenhoft y Fallon, 1989). La AER es
una estructura formada por un epitelio pseudo estratificado que recorre el borde
distal del primordio de la extremidad (Saunders, 1957). Esta estructura es
indispensable para la formacion de zonas distales. Con el fin de demostrar la
funcién de la AER, Saunders et al (1948) la quitaron en una etapa temprana del
brote de la extremidad, en dicho experimento se observé la inhibicion dei

desarrollo, de la formacién de las estructuras mas proximales (Figura 7).
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Ademas, al transplantar un explante de AER extra a la ya existente se duplico la
parte distal del ala (Saunders et al, 1948). Estos experimentos sugieren la
existencia de senales presentes en Ia AER que estan involucradas en el
crecimiento proximo-distal de la extremidad. Se han realizado otros experimentos
en los que se cambia el mesenquima de la extremidad por mesénguima que no es
de extremidad, mientras que el ectodermo se deja intacto y como se observo que
el desarrollo se detuvo se concluye que el mesodermo también genera senales
moleculares que permiten el crecimiento de las partes distales de la extremidad
(Summerbell y Lewis, 1975). Asi tenemos que el Fgfl0 expresado en el
mesenquima del primordio, induce a las células ectodérmicas a que formen la
cresta ectodérmica apical (Xu et al, 1998; Yonei- Tamura et al, 1999, Crossler et
al, 1996). En un Gitimo experimento en el que se remplaza la AER por una perla
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embebida en FGF (al parecer no importa que tipo de FGF se utilice), se
comprueba que esta molécula es una condicion necesaria para el crecimiento
proximo-distal, ya que el desarrollo de la extremidad contintia hasta que se forman
~ las tres piezas esqueléticas. El Fgf8 es la principal molécula liberada por la AER y
que controla el crecimiento proximo-distal. Se sugiere que el FGF8 actua sobre un
grupo de células subyacente a la AER, promoviendo su proliferacion (Mahmood,
1995; Crossley et al, 1996; Vogel et al, 1996; Ohuchi et al, 1997). Hay que tener
en cuenta que al mismo tiempo que esta ocurriendo la elongacion de la
extremidad, ocurre el establecimiento de los elementos esqueléticos. Actualmente

existen dos modelos para explicar la coordinacion entre estos dos procesos.

El mas antiguo, propuesto por Lewijs Wolpert es el de la zona de progreso (PZ) y
el mas reciente, propuesto por Gail Martin y CIiff Tabin, se denomina pre-
especificacion (Summerbell et al, 1973; Gilbert, 2003).

1.2.1 El Modelo de la Zona de Progreso (PZ).

El modelo de la zona de progreso postula que existe una regiéon de células de -
meseénquima con actividad proliferativa por debajo de la AER la cual se denomina
zona de progreso (PZ). Esta region se extiende por alrededor de 200 ym por
debajo de la AER (Rowe y Fallon, 1982) y se mantiene al parecer por accién de
los FGF. Este modelo postula que cada célula mesenquimatica se especifica en
funcién del tiempo que permanece en esta zona durante la proliferacion. Una vez
que el primer grupo de células disminuye su actividad proliferativa sale de la zona
de progreso, y formara al elemento esquelético del estilbpodo. Estas células seran
desplazadas por las nuevas células que estan en esta zona y que seran
especificadas a formar el zeugdpodo. Finalmente el siguiente grupo por
diferenciarse se desplazara hacia la region mas proximal, formando el autépodo.
De esta manera, las primeras células que salgan de la zona de progreso formaran

el estilopodo y las ultimas el autépodo (Fig. 8).
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Este modelo explica por qué, al remover la AER, sélo se forman estructuras
proximales. Al quitar la AER, se eliminan o disminuyen los factores que inducen a

las células de la zona de progreso a proliferar y, mas tarde, a especificarse.
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1.2.2 El Modelo de la Preespecificacion.

Gail Martin y CIliff Tabin (Dudley et al 2002, Sun et al 2002) propuesieron el
modelo de expansion progenitora como una alternativa a la zona de progreso. En
este modelo, las células ya estan especificadas y simplemente ocurren mitosis que

expanden estas poblaciones celulares (Fig. 11).

Al tefiir células de la zona de progreso de embriones de pollo en estadio 19 se
observa que células del autépodo presentan marca. En esta etapa de desarrollo
no se evidencia aun la formacion del autépodo, por lo que resulta interesante que
el autépodo se encuentra marcado cuando la zona de progreso se tifie. Si de
acuerdo a Wolpert el mayor tiempo de permanencia en la zona de progreso
determina la formacién del autopodo y se tifie solo un segmento, se concluye por
lo tanto, que ocurre una especificacion temprana y que el tiempo invertido en la

zona de progreso no especifica la posicion celular.

En ratones knockout para fgf 4 y Fgf8, (moléculas expresadas en la AER) resulta
pérdida de las regiones distales, mientras que las proximales se mantuvieron. Esto
‘ultimo no se puede explicar con el modelo de la zona de progreso el cual depende
del tiempo de permanencia de las células mitéticas en esta region (Sun et al,
2002).

1.2.3 Confrontacién de los modelos: Zona de Progreso y
Preespecificacion.
El modelo de ia zona de progreso se explica porque al remover tempranamente la
AER, solo se forman estructuras proximales (Saunders, 1948) puesto que al quitar
tempranamente la AER, la especificacion no ocure. También puede observarse
que si se quita la AER poco mas tarde en el desarrollo se forman el himero, el
radio y la ulna (Summerbell, 1974; Saunders, 1948, Iten, 1982; Rowe y Fallon,
1982). Al parecer, la AER da informacion posicional a las céiulas en proliferacion
que forman las estructuras dependiendo de la posicién donde se encuentre a lo

“largo del eje proximo —distal.




Cuando en el embrién de pollo la AER (24HH) en etapas avanzadas se
transplanta con mesodermo joven (19/20HH), como resultado se producen
deleciones en la parte media y cuando la cresta ectodérmica joven (19/20HH)se
combina con mesodermo viejo (24HH), se producen duplicaciones de estructuras,
se estara haciendo referencia a la informacion posicional que la cresta
ectodérmica dé a las células por especificarse. Ademas, cuando la zona de
progreso de un embridon es puesta en el brote de la extremidad en estadios
tardios, se producen nuevas estructuras proximales ademas de las ya presentes

(Summerbell y Lewis, 1975).
1.3 Formacion del eje antero-posterior.

Un grupo de células mesodérmicas situadas cerca de la unién posterior del brote
de la extremidad joven y la pared corporal, se conoce como zona de actividad
polarizante (ZPA). Esta regién mesodérmica cuando se transplanta en la region
anterior, produce un conjunto adicional de dedos en imagen especular del patron

normal (Fig 9).

Tabin y colaboradores (1993) identificaron por hibridacion in situ (Fig. 10), que el
gen Sonic hedgehog (Shh), se expresa en la ZPA. La transfeccién de fibroblastos
embrionarios de pollo con un vector viral que codifica para el gen Shh y la
implantacion de estas células bajo el ectodermo anterior de un brote de ala joven,
resulté en una duplicacion de los dedos en imagen especular similar al transplante
de la ZPA hacia la parte anterior (Riddle et al, 1993). (Fig. 11).
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Figura 9.- La ZPA especifica la polaridad antero-posterior. Al injertar una seccion adicional

a la region polarizante al margen anterior de una extremidad pucde resultar en una scnal en

gradicnte y quc genera una imagen cspecular. Se observa que la figura de la derecha muestra
la atenuacién de la senal por ¢l injerto de solamente un pequefio numero de células de la ZPPA
al margen anterior del brote de la extremidad de manera que se forma solamente un dedo 2 adi
cional. Los nimeros representan el tipo de dedo del ala, mientras que los colores representan el
dedo que se forma dependiendo del gradiente de shh (Wolpert, 2002)
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Figura 10.- La regién posterior de 1a eatremidad es la zona de expresion de
Sonic hedgehog (se muestra hibridacion in situ), par lo cual se concluye que

la expresion de Shh correlaciona con la zona de actividad polarizante (ZPA).
Tamano de la medida=0.1mm (Fotoprafia de C. Tabin en Wolpert, 2002).

Experimentos posteriores indicaron que al poner una perla embebida en la
proteina SHH, se produjeron las mismas duplicaciones en un ala de pollo (Lopez-
Martinez, 1995). De esta manera, se demuestra que Shh es la molécula implicada

en la actividad polarizante de la parte postenor de las extremidades.

Esta ulttma molécula sigue una complicada via a través de Patched y
Smoothened, dos receptores de membrana. En ausencia de SHH, Smo esta
inhibida por Patched. Cuando Smoothened no presenta el ligando (Shh) esta via
se inhibe por Patched, en cambio cuando SHH se une a Patched libera a
Smoothened y se inicia una via que lleva a la expresion del factor de transcripcion
Gli1 (Mileckovic et al 1999).
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El Fgf8 secretado de la AER es capaz de activar a Shh. La ZPA y la AER
mantienen un circuito genético que relaciona el crecimiento con el eje antero-
posterior y proximo-distal. Shh induce la expresion de Bmp-2, (Laufer et al, 1994,
Yang et al, 1997), la Bmp2 presenta un dominio de expresiéon mayor que el de Shh
(Francis-West et al, 1994).

Otros factores que también contribuyen a la restriccién de la expresion de Shh a la
zona posterior del primordio son Gli3 y Alx4. Las mutaciones en los genes G/i3 y
Alx 4 en ratones producen la generacién ectépica de una zona polarizante por la
expresion de Shh en la region anterior del esbozo de la extremidad, lo que
determina la aparicion de dedos supernumerarios en la pata (Litingtung et al,
2002; te Welscher et al, 2002) (Fig 18 G).

Anterior a la expresion de Shh se ha observado la presencia de dos factores de
transcripcidn en la regidén posterior del brote temprano de la extremidad y con
capacidad de inducir la expresion de Shh. Estos factores de transcripcion son
Hoxb8 y dHand. Primero, en 1994 Charité y colaboradores sugirieron que la
molécula que podia estar confiriendo una competencia entre células
mesenquimatosas por debajo de la AER (las cuales estarian respondiendo a Fgf8)
seria la proteina HOXBS, la cual cuando se expresa ectépicamente, tanto en el
mesodermo anterior como en el posterior, induce la expresion de la proteina SHH
creando dos ZPA s y una duplicacién de los dedos en los miembros anteriores en

imagen especular.

El segundo factor de transcripcién relacionado con la respuesta de FGF en la AER
es dHand, el cual se expresa en el mesodermo posterior y se expresa
inmediatamente antes que Shh, induciendo su expresién. dHand pertenece a la
familia de los factores bHLH. Incluso se han mutado ratones en dHand y como
consecuencia Shh no se expresa (Charité et al 2000). Experimentos de sobre
expresion de dHand en la regidn anterior de la extremidad en crecimiento, genera
una segunda ZPA, por lo que se observa la duplicacion de los dedos (Charite et al,
2000). Asi tambien, esta sobreexpresion induce la activacion de factores que

actian en su via de sefalizacion como Gli, Ptc y Bmp-2.



1.4 Especificacion del eje dorso ventral

La regién dorsal de las extremidades presenta nudilios, mientras que la ventral,
cojinetes plantares; asi también se presentan diferencias en la disposicion de los

musculos, tendones y otras estructuras.

Experimentos realizados por MacCabe (1974), muestran que al inviertir el
ectodermo en una rotacién de 180° con respecto al mesénquima del brote de la
extremidad, el eje dorso-ventral se invierte por o que cambian de posicion las
estructuras dorsales hacia las ventrales y viceversa. Esto sugiere la participacion

importante del ectodermo en el establecimiento del eje dorso-ventral.

Un gen candidato que regula esta polaridad es el gen Whnt7a. Este gen se
expresa unicamente en la region dorsal de las extremidades de ratones y pollos
(Dealy et al,1993; Parr et al, 1993). Tal vez el experimento mas relevante para
relacionar a Wnt7a con el destino dorsal de las extremidades en formacion, fue el
realizado en 1995 por Parr y McMahon. Estos investigadores silenciaron (por
mutacion) el gen Whi7a en ratén. El resultado fue la ventralizacion de las
extremidades ya que los cojirnetes plantares {ventraies) se observan en la regién
dorsal y ventral de las patas; mostrando de esta manera que Wnt7a es necesario

para establecer el componente dorsal en las extremidades.

Otras moléculas involucradas en la especificacién dorso-ventral, ademas de
Wht7a, son los factores de trascripcién denominados Engrailed (Ent) y Lmx-1.
(Riddle et al, 1995; Vogel et al, 1995). La activacién de Whnt7a induce la expresion
Lmx-1 en el mesénquima dorsal, este gen codifica para un factor de trascripcién

esencial para especificar el destino dorsal de la extremidad (Figura 12).
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Los mutantes de Lmx-7 en humanos y ratones presentan el mismo fenotipo en las
extremidades que el presentado por la mutacidon de Wnt7a (Chen et al 1998,
Dreyer et al 1998).

Por otra parte, los ratones mutantes para En-1 desarrollan miembros con un
patron dorsalizado. Estos resuitados sugieren que En-1 reprime la expresion de
Wnt7a en el ectodermo ventral, restringiendola al ectodermo dorsal, ademas
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Wnt7a induce la expresion en el mesodermo dorsal de Lmx-1, el cual especifica la

parte dorsal y contrarrestando la induccién ventral de En-1.
1.5 Interaccion de los diferentes centros de seializacion.

El establecimiento de los ejes proximo-distal, antero-posterior y dorso-ventral son
procesos muy relacionados y coordinados. Asi pues, sonic hedgehog en la ZPA
activa la expresion del gen Fgf-4 en la regién posterior de la AER. La actividad de
la proteina FGF-4 es importante para incorporar células mesenquimaticas en la

zona de progreso y (junto con Fgf8) mantienen la expresién de Shh en la ZPA.

Sonic hedgehog permite la activacion de Fgf4 de la AER al inducir la expresion de
Gremlin, el cual es un antagonista de BMP, que a su vez impide que las BMP del
mesodermo inhiban a las Fgf de la AER (Zuniga et al. 1999). De esta manera, la
AER y la ZPA se regulan mutuamente a través de una retroalimentacion positiva
de Shh y Fgf 4 (Todt y Fallon, 1987; Laufer et al, 1994, Niswander et al, 1994)
(Fig 13).

ligura 13.- Interaccion entre los tres ejes en el desarrollo de
la extremidad. 1.- Il establecimiento de la ZPA {Shh) por la
ALR (FGL8); 2- La induccion de 114 (en la ALR) por Sonic
hedgehog (en la ZI’A) 3.- LI mutuo mantenimiento de 1'C.1'4
¥ Sonic hedgehog. 4.- Ll mantenimiento de Shh por Wnt7a
{en ¢l ectodermo dorsal). Las tlechas anchas indican induccion
mientras que las delgadas mantenimiento (Gilbert, 2000).
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También se ha observado que los ratones deficientes en Whnt7a no sélo pierden
estructuras dorsales, sino también dedos posteriores, por lo que es posible que
Wnt7a sea necesario para especificar el eje antero-posterior (Yang vy
Niswander,1995). Lo mismo ocurre con embriones de pollo. Yang y Niswander
(1995) removieron el ectodermo dorsal de extremidades en desarrollo y
encontraron que se perdieron elementos posteriores en la extremidad. La
conclusién de esta pérdida de elementos posteriores fue la reduccion en la
expresion de Shh. Este hecho se comprueba con la expresion de Wnt7a por medio
de un vector viral, el cual es capaz de reestablecer el ectodermo dorsal asi como

la expresion de Shhy los elementos posteriores.

Estos resultados muestran que la expresion de Sonic hedgehog en la ZPA activa
la expresion de Fgf4 y despues de los Wht. Esto nos demuestra que los centros de

senalizaciéon establecen los tres ejes embrionarios, estan coordinados altamente.

1.6 La identidad de los dedos y seiiales moleculares que la

determinan.

La actividad de SHH también se relaciona con el nimero de dedos y la identidad
de éstos. Al parecer, la identidad de cada dedo se relaciona con el mesodermo
interdigital, es decir, la region de mesénquima que experimenta apoptdsis para
dejar libres los dedos. Un buen modelo para el estudio de la identidad de los
dedos es el embrion de pollo tiene 4 dedos en la pata, cada uno de ellos se
distingue por el numero de articulaciones, el tamafio y morfologia. Asi, el dedo | es
pequerio, con 2 falanges pequefas y una articulacion; el dedo Il tiene 3 falanges y
2 articulaciones; el dedo Il tiene 4 falanges con 3 articulaciones, y el dedo 1V tiene
5 falanges con 4 articulaciones. Dahn y Fallon (2000) observaron que al remover
el interdigito dos, el dedo I se transforma en dedo |, mientras que cuando
remueven el interdigito 3, el dedo 3 se transforma en dedo 2. Estos cambios de

identidad pueden deberse a los cambios en los niveles de BMP dentro de cada



interdigito debido a que, al poner Nogina (antagonista de BMP), en los interdigitos,

el dedo 3 se transforma en dedo 2 (Fig. 14).
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l'igura 14.- Cambios en laidentidad de los dedos producidos por la remocion
del interdigito v el bloqueo de BMP. Otra molécula relacionada con la identidad
digital es Gli3 Se muestra su mutante (G113 -/-). En la tigura se muestra una pata
control (D) con sus cualro dedos caracleristicos en el pollo {24) y sus inlerdigitos
2y 3 (rojo). In lafigura A se observa un esquema en el cual se muestra el retiro
de los interdigitos 2 y 3. Su resultado mostrado en la figura B y C respectivamen
te con lo cual ocurre una transtormacion del dedo 2 hacia dedo 1 v de un dedo
3 hacia un dedo 2. Al colocar una perla con Nogina -antagonista de BMI’- (punto
verde) en el interdigito 2 ocurrio una transformacion del dedo 2 en dedo 1

Ast mismo al poner la perla en el interdigito 3, el dedo 3 se transformo en dedo
2. Ln la figura {(5) se muestra GGli3 -/- y como resultado se presenta polidactilia y
pérdida de l1a identidad en el raton (Gilbert, 2003)

Sin embargo, se sabe que el establecimiento de la identidad de los dedos ocurre
muy temprano. La explicacion de la identidad y morfologia de los dedos puede
basarse en la hipotesis del morfogeno de Wolpert (Tickle, 2003) puesto que se
postula que las células de la ZPA producen la proteina, SHH, esta senal que
instruye a las ceélulas a formar los dedos mas posteriores, se especula que ésta
actua como un morfégeno. En consecuencia, el destino de las células de la
extremidad se especifica de acuerdo a un valor umbral dependiendo de su

distancia a esta proteina (Zeller, 2004). La funcién de SHH en la extremidad se



conoce a partir del estudio del ratdn mutante para el gen que codifica para esta
proteina, el cual resulta en la pérdida completa de la ulna y de los dedos 2 al 5
mientras que el dedo 1, homélogo a nuestro pulgar no se encuentra afectado
(Tickle, 2003). La produccion de SHH trae aparejada la inhibicién de la proteolisis
de Gli3 (Wang et al, 2000; te Welscher et al, 2002). El factor de transcripcion GLI3
de 1597 aminoacidos de longitud, homélogo de cubitus interruptus de Drosophila,
se acumula en el citoplasma y es llevado al nucleo en asociacién con un complejo
unido a microtubulos. En ausencia de la sefial de SHH, la fosforilacion de Gli3
dependiente de PKA genera un fragmento amino-terminal de aproximadamente
1206 aminoé&cidos que se concentra en el nucleo y funciona como represor de
SHH, por lo que se tiene la hipétesis de que Gli 3 en su forma represora participa
en la identidad digital. Harfe et al (2004) han marcado todas las células que
expresan Shh y sus descendientes con el gen reportero de la B-galactosidasa,
como resultado se observa que las células descendientes de la ZPA dan origen a
los dedos 5y 4 (los méas posteriores) parte del dedo 3 y la Ulna. Este mismo
estudio revela que ei destino de la expresion de SHH se restringe a la region
posterior de la extremidad, puesto que los dedos 5 y 4 dependen completamente
del tiempo de su expresion y de un mayor tiempo de exposicion. El dedo 3 recibe
los mismos niveles que el dedo 5, pero a intervalos mas cortos de tiempo, en
contraste para la formacién del dedo 2 se requiere de la concentraciéon de SHH
que sea transportada al sitio. El dedo 1 es independiente de la sefalizacion de
SHH puesto que mutaciones inactivadoras de SHH, solo generan extremidades

truncadas sin elementos posteriores.

Los ratones.deficientes para el factor de transcripcion Gli3 muestran polidactilia y
pérdida de identidad de los dedos (Ahn y Joyner, 2004), lo que sugiere que este
gen esta involucrado en la identidad y nimero de dedos. La formacién del dedo 1
es independiente de SHH y probablemente dependa de la presencia de Gli3 en su

forma represora (Wang et al, 2000; te Welscher et al, 2002).
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1.7 Condrogénesis y osificacion de la extremidad en estado

embrionario.

Los mecanismos que establecen la polaridad de los primordios de las
extremidades y la identidad de los dedos preceden en el tiempo a la formacion de
los dedos. En este apartado se explican los mecanismos por los cuales se forman
los dedos.

Las activinas son miembros de la familia del TGFB a los cuales se les atribuye
funciones importantes en la induccion primaria de la condrogénesis durante la
formacion de los dedos (Merino et al, 1999b). La Activina BA se expresa en los
dedos en el estadio 25 HH del embridn pollo (Hamburguer y Hamilton, 1951). El
papel de las activinas en la induccién de la condrogénesis se confirma con los
experimentos de Merino et al (1999b) que al colocar perlas impregnadas con
activina en el interdigito inducen la formacidén de un dedo extra. De igual manera,
en modelos in vitro, la administracion exégena de la activina A promueve la
condrogénesis en cultivos de micromasas (Jiang et al, 1993; Chen et al, 1993).
Por otro lado, al bloquear la funcién de la Activina con la aplicacion de su
antagonista Folistatina, se inhibe la formacién de los dedos. Sin embargo, este
antagonista no bloquea la condrogénesis inducida por TGFB, sugiriendo que la
sefalizacién por activinas es la inductora de la condrogénesis y “que
probablemente el TGFB participe después en la cascada molecular que lleva a la
condrogenesis (Chimal-Monroy et al, 2003), ademas la expresion de TGFB2 que
ocurre después de la Activina BA (Merino et al, 1998; 1999a; Chimal-Monroy et al,
2003). Al igual que con la Activina BA, la administracion del TGFB2 en las regiones
interdigitales induce la formacion de dedos extra (Ganan et al, 1996). Estos
resultados sugiren que tanto activinas como TGFB estan involucradas en la
formacién de los dedos. Esta redundancia de sefiales condrogénicas puede
explicar por qué la interrupcion experimental de TGFB 2 (Sanford et al, 1997) o del
gen de Activina, por si sclos (Matzuk et al, 1995) en el ratébn, no resultan en

ausencia de elementos esqueléticos.



Ya se mencion6 que la aplicacion de TGFB o ACTIVINAS en el interdigito induce
la condrogénesis. Este proceso permite recapitular los eventos moleculares que
ocurren durante la formacién de los dedos. Asi tenemos que la expresion del gen
maestro de la condrogénesis, Sox9, se induce a los 30 min después de aplicar los
inductores, asi como la expresion de otros genes Sox como Sox8 (1 hora
después), la forma larga de Sox 5 ( L-Sox5) y Sox6 (entre 8 y 12 horas despueés)
(Chimal-Monroy et al, 2003). La expresion de Sox9, Sox8, L-Sox5 y Sox6 prefigura
a los elementos esqueléticos durante el desarrollo de éstos. La eliminacion de
Sox9 resulta en ausencia de elementos esqueléticos, mientras que la sobre-
expresion de este gen en lineas celulares no condrogénicas las induce al linaje
condrogénico (Bi et al, 1999; Akiyama et al, 2002; Lefebvre et al, 1998; Sekiya et
al, 2000; Smits et al, 2001; Healy et al, 1999). En el humano, en el sindrome
denominado displasia campomeélica (CD), se ha observado la participacion directa
del factor de transcripcion Sox 9 en el control de la condrogénesis (Foster et al,
1994 en Abarca-Buis, 2002). Este padecimiento estd caracterizado por un
enanismo severo en el que los huesos largos se presentan arqueados con
hipoplasia en la cintura pélvica y escapular, asi como anormalidades en ia
columna vertebral. La CD se debe a mutaciones en el gen Sox 9, que en
condiciones de haploinsuficiencia, no permite la expresién de componentes de la
matriz extracelular (MEC) propios del cartilago tales como la colagena Il, las
colagenas IX y Xl y el agrecano (Bi 1999; Lefebvre y de Crombrugghe, 1998). La
inactivacion condicional de Sox9 en el mesénquima indiferenciado de la
extremidad en el raton se reduce completamente a la formacién del esqueleto

utilizando el sistema de recombinacién Cre (Akiyama et al, 2002).

Por otro lado, se sabe que L-Sox5 y Sox6 controlan la transcripcion de moléculas
de la matriz extra-celular (MEC), como son la colagena tipo Il, el agrecano entre
otros, esto permite cambios en la composicion de la MEC al ocurrir la maduracion
del cartilago (Chimal-Monroy et al, 2003).

De igual manera, se ha sugerido que la sefalizacion de Bmp tiene un papel

importante en la induccién de la condrogénesis. Sin embargo, durante Ia formacion



de los dedos el receptor de Bmp (Bmprlb) se expresa en etapas posteriores a la
expresion de Sox9, Activinas y Tgf8. Aunque en la condrogénesis en los
interdigitos inducida por TGFB la expresion de Bmprlb ocurre antes que la
expresiéon de Activina BA'y TGFB y posterior a la expresion de Sox9. Nogina
bloquea la condrogénesis, sugiriendo un relevo de funciones entre las distintas
moléculas. Asi tenemos que Activinas o TGFB inducen la expresion de Sox9 y
como consecuencia de esto se expresa el receptor Bmprib que permite que las
Bmp mantengan la condrogénesis, y la expresion de las mismas Activinas, TgfBy
de Sox9 (Merino et al, 1998; Hongyan and Niswander, 1996; Chimal-Monroy et al
2003). La sefializacién de BMP es regulada a través de sus antagonistas naturales
como Nogina o Ventroptina. Estos genes se expresan donde ocurre
condrogénesis. La Ventroptina se expresa antes que ocurra la sintesis de una
MEC especifica de cartilago, mientras que Nogina se expresa poco despueés
(Chimal-Monroy et al 2003).

1.8 Eventos en la formacion de las articulaciones y genes

participantes.

Una vez establecidos los elementos esqueléticos, éstos crecen y se segmentan.
La segmentacién ocurre con la formacién de las articulaciones, la primera
evidencia morfologica que indica la formacion de las articulaciones es la aparicion
de la interzona. La interzona esta formada por células aplanadas que se organizan
en tres capas celulares: una lamina central intermedia con baja densidad celular
flanqueada por dos areas densamente pobladas. La capa central desaparece
posiblemente por apoptosis y posteriormente se forma una hendidura en la

articulacién (Fig. 15).

Fell y Canti (1934) sugieren que la formacién de las articulaciones depende

del crecimiento de elementos cartilaginosos adyacentes, mientras que Holder
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(1977) muestra que al remover gran parte del radio y la ulna, se puede formar la
interzona de la articulacion.

Las dos areas de alta densidad celular de la interzona se diferencian en cartilago
articular y cubren la superficie articular de los huesos adyacentes. En la siguiente
etapa llamada cavitacidén, los niveles del glucosaminogiicano hialuronato se
incrementan en la MEC resultando en un decremento en la adhesién. Con este
fenébmeno se forman elementos esqueléticos completamente separados (Craig et
al., 1990; Archer et al., 1994 Edwards et al, 1994; Pitsilides et al., 1995;
Dowthwaite et al., 1998). El cartilago articular una vez formado se mantiene por la

accion GdfS el cual se expresa en la interzona.
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Figura15.- Formaciéon de la articulacion sinovial. Conslitucion de {a in
terzona vy el fenomeno de la cavitacion. El elemento esquelelico a seg
menlarse constituido por células aplanadas {A) comienza a organizarse
en tres capas de células, una lamina média central tlanqueada por dos
capas condrogenicas que produciran el cartilago hialino articular y se for
ma lo que se conoce como interzona (Bl Al mismo tiempo las células de
la lamina intermedia mueren por apoptosis v el cartilago de los extremos
s¢ separa en el fendmeno conocido como cavitacion {(C). La cavilacion se
completa con la separacion de los elementos esqueléticos para despuces
tormarse la cavidad sinovial (D). Representacion (Garciadiego-Cazares,
2005).

El ratén mutante de Gdf-5 presenta braquipodismo caracterizado por un
acortamiento de la extremidad y ausencia de algunas articulaciones (Francis-
West, 1999; Grunenberg y Lee, 1973; Storm y Kingsley, 1999). Sin embargo, la

sobreexpresion de GDF5 tanto en ratones como en pollos da lugar al crecimiento



ectopico del cartilago que resulta en la fusién de cartilagos de las articulaciones
(Francis-West, 1999a; Merino 1999b; Storm y Kingsley, 1999). De igual manera, el
mutante sencillo o el doble mutante de Gdf5y Gdfé resultan en la inhibicion de la
formacion de las articulaciones (Settle et al, 2003). Estos datos sugieren que tanto
Gdf5 como Gdfé son necesarios en el desarrollo de la articulacion. Sin embargo,
los experimentos de ganancia de funcion con Gdf5 muestran que no es suficiente

para iniciar la formacion de las articulaciones.

El gen Gdf 5 tiene al menos tres funciones durante la formacion de articulaciones
del esqueleto apendicular. Primero promueve la iniciacion de la condrogénesis;
segundo promueve la proliferacién de los condrocitos incrementando el tamafio de
los elementos esqueléticos finales (Francis-West et al 1999a; Merino et al, 1999b);
y flnaimente, mantiene la articulaciéon temprana (Storm and Kingsley, 1999).

Entre las moléculas que se expresan en las articulaciones en formacion estan
Wnt14, Gdf-5, Gdf-6, Bmp-2, Bmp-4, Activina A, Activina B y Tgf32 lo que sugiere
que podrian estar involucradas en la formaciéon de las mismas (Francis-West et al,
1999; De Crombrugghe et al, 1996; Storm et al, 1994; Storm y Kingsley, 1996;
Wolfman et al, 1997, Zou et al, 1997 en Santesteban 2001). La sobreexpresion de
Wht14 resulta en la formacion de articulaciones ectépicas e induce cambios
moleculares y morfologicos caracteristicos de la transiciéon de la interzona de.
regiones que normalmente formarian una articulacion ademas inhibe la

condrogénesis (Hartman y Tabin 2001).

WNT14 induce la cascada molecular que lleva a la formacién de las articulaciones
e induce la expresion de Gdf5, Autotaxina, Cordina y CD44. Por otra parte Wnt 14
inhibe la expresion de Sox 9, Colagena tipo Il y tipo IX, Agrecano y Nogina lo que

indica que WNT 14 estd inhibiendo la condrogénesis.

Las moléculas Bmp-2 y Bmp-4 se expresan en las regiones que formaran la
articulacion (Francis-West et al, 1999; Storm y Kingsley, 1999; Merino et al, 1999).

Nogina, el antagonista de Bmp, se expresa inicialmente en las condensaciones de



cartilago incluyendo la presunta articulacién (Archer et al, 2003). Sin embargo, la
funcion de estas moléculas permanece desconocida ya que el knock out de
Nogina o la sobreexpresién de Bmp, resultan en la pérdida de las articulaciones y
en el sobrecrecimento del cartilago, lo que sugiere que Bmp tiene una
participacién en la promocién de la condrogénesis y en la inhibicion de ias
articulaciones (Macias et al, 1997; Duprez et al, 1996). Cordina (otro antagonista
de Bmp), se expresa en la interzona de la articulacion (Francis-West et al 1999)
pero su funcion en las articulaciones, es todavia desconocida, aunque es posible
que inhiba la maduracién del cartilago, el cual es un paso decisivo en este proceso
(Zhang et al, 2002).

La formacién de las articulaciones se relaciona con la diferenciacion condrogénica
aunqgue se conoce poco acerca del control entre la proliferacién de los condrocitos
y el destino pre-hipertréfico o pre-articular. Recientemente se descubrié que la
integrina a5B1 esta involucrada en la decisién entre los destinos pre-articular o
pre-hipertréfico de los condrocitos en proliferacion. El bloqueo de la integrina
a5B1 con anticuerpos neutralizantes induce la formacion de una articulacion
ectopica con un plano de segmentaciéon perpendicular al eje del hueso
(Garciadiego-Cazares et al, 2004), sugiriendo que la integrina inhibe la formacion
de la articulacion y- promueve la diferenciacion de los condrocitos hacia la
hipertrofia. Por lo que la presencia de la integrina a5pf1 en los condrocitos en

proliferacion los convierte en condrocitos prehipertroficos (Fig. 16).

La participacién de TGFB en la formacion de las articulaciones no se ha
determinado pero el bloqueo de la sefnal del factor de transcripcion Smad3
observada en el raton mutante induce la degeneracion en las articulaciones. Estos
ratones presentan colagena tipo X en el cartilago articular que indica la
diferenciacion hacia la hipertrofia. Sin embargo, no es claro si Tgf3 actia durante
el desarrollo de Ia articulacion o después que se haya formado para mantener el

fenotipo articular.
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ligura 16.- La formacion de las articulaciones v el cartilago son procesos coordinades por Ia
integrina a5p1 duranie el desarrollo del esqueleto apendicular (A-D). Un elemento esquele
tico formado por condracitos en proliferacion {A). La diferenciacion del cartilago imicia con
la agregacion de meseénquima precondrogénico (B-D). Cuando los elementos esquelélicos
alcanza cierto tamano, las células desde el centro de la condensacion salen del ciclo celular
si la integrina a5p1 se inhibe en el pericondrio los condrocitos en proliferacion siguen el
programa para formar articulaciones y separan un elemento esquelético de otro (L)1) Una
vez que se ha segmentado el elemento esquelético, cada uno de ellos continua su desarrollo.
Cnande el elementa mas proximal del esqueleto apendicular mantiene la expresion de la inte
grina a5p1 en el pericondrio y los condrocites en proliferacion pasan por la prehipertrofia v se
hacen hipertroficos para después osificarse. I.n el elemento mas distal se repiten los pasos (B-1))
para formar entidades esqueléticas por separado. La accion de las BMP para promover la forma
cion de articulaciones o la maduracion de cartilago depende de la presencia de la integrina a3pl
en ¢l pericondrio. A la derecha se muestra un esquema de la regulacion de la senalizacion eéntre
laintegrina a5p1 v Wnt-14. Donde la integrina promueve la diferenciacion de los condrocitos,
micentras que la senalizacion de Wnt-14. Donde las integrinas promueven la diferenciacian de los
condrocitos, mientras que la senalizacion Wnt induce la formacion de articulaciones. I'stos pro
cesos son complementarios durante Ia morfogenesis del esqueleto {Carciadiego-Cazares, 2005)



1.9 Mecanismos celulares y sefales moleculares que participan

en el desarrollo del tendoén.

Una vez que se establecieron las coordenadas espaciales en el primordio de la
extremidad, se desarrollan los diferentes elementos esqueléticos. La funcionalidad
de los elementos esqueléticos depende de su asociaciéon con el musculo y a su
vez, ésta asociacién depende de la formacién de los tendones, estructuras que

permiten que la fuerza muscular sea transmitida a los elementos esqueléticos.

Los tendones son estructuras ricas en diferentes tipos de Colagena y otras
moléculas de la MEC que mencionaré mas adelante (Pérez et al 2003; Edom-
Vovard et al 2004). El papel de los tendones es transmitir la fuerza ejercida por el
musculo al punto donde se inserta con el hueso (Pérez et al, 2003). Los tendones
tienen dos sitios de insercién: uno al musculo y otro al hueso. La interfase
musculo-tenddn se ha estudiado mejor que aquella que involucra la unién tendon-
hueso. La fuerza muscular es transmitida primero a la membrana de la fibra

muscular (el endomisio, perimisio, epimisio) y por ultimo a la union miotendinosa.

Aunque en su mayor parte los tendones estan formados por un entorno no celular
La unidad celular basica del tendén es un tipo de fibroblasto llamado tenocito el -
cual produce fibras de colagena. Este tipo de fibras estan agrupadas en vainas
que miden milimetros de longitud. La colagena da a los tendones sus propiedades
de resistencia al estiramiento, caracteristicos de este tejido. Las vainas de fibras
de colagena quedan unidas por tejido conjuntivo llamado endotendineo. La capa
externa de todo el tendén que rodea a la vaina central de fibras de colagena se
llama peritendineo y epitendineo (Benjamin y Ralphs, 2000 en Edom-Vovard
2004).

El tendén maduro estd formado principalmente por coldgena tipo | y en menor
cantidad se encuentra asociado a colagena lil y V, formando fibras heterotipicas
(Canty y Kadler, 2002). La colagena no fibrilar denominada FACID (colagena
asociada a las fibrillas triple hélice) como la Xll y XIV se encuentra también en

tendones en desarrollo.
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Otros componentes de la MEC, presentes en los tendones son la elastina, emilina,
fibrilina | y los proteoglicanos: biglicano (Ameve et al, 2002; Waggett et al, 1598),
decorina (Birk et al, 1995; Danielson et al, 1997, Waggett et al 1998),
fiboromodulina (Kurminskaya y Birk 1998), lumicano (Ezura et al, 2000; Waggett,
1998} y la glicoproteina tenacina C (Ros et al 1995).

Cambios estructurales en la MEC preceden a la formacion de los tendones. Su
estructura consiste en una lamina del mesénguima que corre paralela vy
distalmente a la membrana basal del ectodermo (Hurlé et al, 1990). Previo a la
formacion de los tendones se construye un blastema pretendinoso. Este blastema
es una condensacién de mesénquima, rica en matriz extracelular arreglada en
direccion fongitudinal a lo largo del eje dorso-ventral de cada dedo y esta asociado

a la lamina del mesénquima (Hurlé et al, 1990) (Fig. 17 y 18)

En una primera etapa de la formacién del tenddén descrita por Hurié vy
colaboradores (1990), se enuncia la aparicién de un numero de fibrillas dorso-
ventrales que corren desde la lamina del mesénquima hacia el blogue
cartilaginoso del dedo en desarrollo y se llega a formar un blastema tendinoso que

puede ser cbservado con tincion de plata (Fig 19).
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Figura 17.- Cambios que experimenta la matriz extracelular
durante la formacion del blastema tendinoso. Se muestra (A)
la matriz extracelular antes del establecimiento de los tendo
nes. En una etapa inicial la lamina de mesenquima (Im en rojo)
corre en los extremos de los bloques musculares {(m) hacia la
membrana basal del ectodermo {e¢) mientras que el dedo (D)
se estd formando (Dp) en las partes mas distales. En etapas pos
teriores, el blastema tendinoso ocupa el mismo lugar que ante
riormente lo hacia la lamina de mesenquima. Los paquetes ten

dinosos (t en rojo) se anclan a los cartilagos de los dedos (D)
(Tomado y modificado de Hurle et al 1989).

En una segunda etapa, el blastema tendinoso dorsal tiene forma aplanada en
corte transversal mientras que el blastema ventral tiene forma redondeada al corte
(Fig. 20). En la etapa 3, se aumenta el area de contacto del blastema con la
lamina del mesenquima a medida que progresa el desarrollo embrionario. Se

forma un surco central en la lamina de mesénquina y se rodea por una matriz

condensada de los tendones y poco después la lamina de mesénquina

experimenta una desintegracion progresiva.
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En la etapa 4 se incrementa el espesor de los tendones en desarrollo. El

meseénquina que los rodea, asi como el cartilago se condensan progresivamente

y se forma una estructura tendinosa asociada al tendon flexor

En la etapa 5 el blastema ventral se diferencia para formarse un tendén maduro, el

cual crece y se separa del tenddn flexor temprano debido a la formacion de una

hendidura que separa al tendén flexor temprano y el tendén maduro.

|
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Figura 20.- Histologia del tendon visto en corte transversal a diferentes
niveles en sentido proximo-distal. Se muestra el acercamiento de un
corte distal de la extremidad posterior de pollo, en donde el tendon
aun no esta presente (A), en cortes mas proximales se observa el corte
de tres dedos (B) y en los cuales los tendones dorsales y ventrales se
observan por arriba y debajo de cada dedo. En un corte aun mas proxi
mal se observa una linea salir de la lamina basal; la lamina de mesén
quima(C) con detalle en cuadro azul observado en (D) donde la peque
na flecha azal rellena indica la lamina basal y la gran flecha delgada la
lamina de mesenquima de la cual se originaran los tendones como el
que se observa de gran tamano (recuadro azul) (E) y a detalle (F).

El origen embrionario de los tendones fue muy poco comprendido hasta los
trabajos de Brent y colaboradores (2003). Ahora se sabe que los tendones de |a
extremidad se derivan de la placa lateral del mesodermo, mientras que los
tendones asociados a los musculos segmentados de la columna vertebral derivan
de las somitas. Las costillas y sus musculos derivan del mesodermo paraxial. El
cual experimenta segmentacion y se organiza en pares de bloques de celulas (las

somitas). Las somitas se organizan a ambas partes del tubo neutral y una vez
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diferenciadas parecen esferas epiteliales. La porciéon ventromedial de epitelializa y
constituye el esclerotomo. La parte ventro-medial permanece epitelial y forma el
dermomiotomo. Las células derivadas del dermomiotomo Las células derivadas
del dermomiotomo se intercalan entre el esclerotomo y la vaina epitelial dorsal,

(ahora llamada dermatomo), para formar el miotomo.

Los huesos de la columna vertebral, vértebras y costillas tienen su origen en el
esclerotomo, El miotomo forma los precursores de los musculos del cuerpo
asociados a los huesos y el dermatomo forma la dermis dorsal. El nuevo
compartimiento somitico, denominado sindetomo, que se origina del dominio
lateral del esclerotomo, el cual origina los tendones. (Brent et al, 2003; Debrulle y
Pourquie, 2003).

1.9.1 El sindetomo: la capa somitica que origina los tendones.

Brent et al (2003), observaron que Scleraxis (un marcador molecular temprano de
los tendones). se expresa en los tendones del eje de cuerpo y de las
extremidades. La expresién de Scleraxis se restringe a un subgrupo de células
somiticas, justo en la interfase del miotomo y el esclerotomo. El linaje celular
resuitante muestra poblaciones celulares que derivan del dominio dorsolateral del
sclerotomo, presentes en los blastemas tendinosos, los cuales se originan de otro
compartamento somitico, el cual no se mezcla con las células que le rodean. Al
compartimento somitico que presenta los progenitores del tendén se le llamd

sindetomo (del griego sindesis, unir junto).

1.9.2 Aproximaciones clasicas al estudio del desarrollo del tendén

En 1990, Hurlé y colaboradores, mostraron la importancia de la AER en el
desarrollo del tenddn. Al extirpar quirirgicamente la AER de la punta del dedo da

pollo observaron el truncamiento de.éste y un engrosamiento de la membrana
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basal en la region, en la cual se realizé |la operacién de manera independiente de
la membrana basal del ectodermo. Ademas, se fusiond la parte dorsal con la
ventral del tendén en la punta del dedo truncado. Ellos proponen que este
desarrollo anormal del tendon en la punta del dedo puede deberse a que hay

sefiales moleculares en la AER que controlan el desarrollo del tendén

Por otro lado, al inducir la formacién de dedos extras retirando una porcion de
ectodermo local, se ha observado la formacion de tendones asociados al cartilago

después de 6 dias de realizada la operacion.

En otros experimentos (D'Souza y Patel, 1999), observaron que al truncar el
cartilago, también se frunca el tendéon y se pierde la expresién de moléculas
asociadas al tendon, como Efrina (eph-A4) y Follistatina, lo que indica que el
cartilago también participa en la comunicacién molecular con otros érgancs como

el musculo para la formar y mantener el tendon.

1.9.3 Genes involucrados en el desarrollo del tendon.

Inicialmente se han relacionado los patrones de expresion de diferentes moléculas
con los tendones por suponer que éstos juegan algun papel en su desarrollo.
Como ya se ha mencionado, Scleraxis se expresa en los tendones en desarrollo y
considera un marcador de tendones en el embrién de ratén y pollo. En ei
estadio14.5 HH de pollo los tendones se insertan a las falanges en el pollo,
mientras que los tendones axiales se insertan a los musculos pélvicos vy
escapulares. En el raton, Scleraxis se expresa primero en la regién proximo-
media y superficial en la extremidad del ratdén. Por otro lado, Scleraxis no solo se
expresa en los tendones apendiculares sino que ademas en los tendones axiales.
Se ha observado en el embrion de pollo la expresion de este gen en el
mesénquima intersomitico, en etapas tempranas.

Ademas de Scleraxis, se han reportado muchos tipos de moléculas expresadas en
el tenddn distal en el autdopodo de pollo como los componentes de la matriz

extracelular Colagena I, IV y Elastina (Hurlé et al, 1989; Ros et al. 1995, D'Souza
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y Patel, 1999 en Edom-Vovard, 2002), el receptor con actividad de cinasa de
tirosina Eph-A4 (efrina), y los factores de transcripcion Six 7y Six2 (Oliver et al,
1995), Eya 1y Eya 2 (Xu et al, 2002). De éstos, Six2y Eya 1 son marcadores de
los tendones extensores dorsales a nivel de los dedos. El TGF-B 2 también se
expresa en los tendones distales. Sin embargo, no se ha establecido una
correlacion entre todas las moléculas y los pasos necesarios que conduzcan a la
formacién del tendén. El marcador Eya 1 se expresa primero en el tendon flexor
ventral y después en el extensor dorsal. Follistatina, un antagonista de Activinas
se expresa alrededor de los tendones. Otras moléculas que también se expresan
en los tendones son Tenascina, Fgf 8, Tenomodulina, Fgf 4 y Fgf 18 (Edom-
Vovard, 2002).

1.9.4 La regulacion de distintos marcadores asociados con el tendon.

La mayor parte de los estudios realizados en el desarrollo del tendon estan
relacionados con la regulacion de la expresion de algunos de los marcadores. Por
ejemplo, se ha observado que al implantar una fuente de Fgf 4 usando vectores
virales en las extremidades sin musculos y sin nervios, este gen regula
positivamente la expresion de Scleraxis y Tenascina pero no de Fgf 8 en los
tendones (Edom-Vovard, 2002). También se sabe que la aplicacion de Nogina
induce la expresion de Scleraxis. De manera contraria, si ponemos BMP en el
tendon disminuye la expresién de los marcadores de tendones lo que esta
relacionado con una desvinculacion con el destino tendinoso.

De igual manera, manipuiaciones experimentales para eliminar el musculo o el
cartilago influyen en la formacién del tendén. Asi mismo se ha visto que el
truncamiento del cartilago se asocia con el truncamiento del tenddén y la pérdida de
expresion de Eph-A4 (marcador de la aparicion de tendones) y Follistatina
(D"Souza y Patel, 1999). Sin embargo, al aplicar Fgf4, se redujo la expresion de
Eph-a4 y Follistatina mientras se inhibe la formacién del cartilago y los tendones

(Edom-Vovard et al 2002). La Follistatina es otra molécula que al ser aplicada en



las proximidades del tendén reduce la expresion de Eph-a4 (D'Souza y Patel,
1999).

Finalmente, en otros experimentos donde se aplic6 TGFB 1 en el interdigito en el
embrion de pollo, en la etapa 29 HH se induce la formacion de elementos
esqueléticos y la expresion de moléculas asociadas con la formacion del tendon
como Follistatina 'y Efrina Eph-A4). También se ha observado que al aplicar Bmp-4
se forman tendones divididos (D'Souza y Patel, 1999) y Bmp-2 induce la
formacidon de cartilagos pero no tendones (Wolfman et al, 1997 en D'Souza y
Patel, 1999).



2. Planteamiento del problema.

De las interrelaciones moleculares que ocurren durante el desarrollo, la
senalizacion de Tgff induce, la formaciéon de dedos extras en el interdigito, sin
embargo, es clara la participacién de TGF beta en la condrogénesis, pero no se
conoce el papel de esta sefial en la formacién de las articulaciones, tendones y

menos aun, en la identidad de los dedos.
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3. Objetivo General

Comprender algunas de las funciones del TGF en el desarrollo de la extremidad.

3.1 Objetivos particulares.

3.1.1.- Analizar el patron de expresion de TgfB2, AlkS, Betaglicano y Smad3 en

distintas etapas del desarrollo de la extremidad en el pollo.

3.1.2.- Realizar experimentos de ganancia de funcién con la aplicacion de TGFB

exdgeno en los estadios 25-26 del desarrollo de la extremidad.

3.1.3.- Bloquear la funcién del Tgf3 en la extremidad en desarrollo a través de la
expresion de la forma truncada de Smad3 (ASmad3) por medio de la

electroporacién asi, como la aplicacién de betaglicano soluble.
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4. Hipodtesis.

1.- El patron de expresion de Tgf32 coincide con el de Smad 3 en los radios

digitales cartilaginosos y tendones digitales en el embridén de pollo

2.- La funcién de TgfB, controla el crecimiento distal de la extremidad vy la

identidad de los dedos.

3.- El bloqueo de la funcién de la sefializacion de TgfB inhibe la formacién de

los tendones y las articulaciones.
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5. Métodos.

5.1 Animales.

Se usaron huevos de pollo fertilizados provenientes de ALPES, SA, Puebla. Se
incubaron por 3 dias, 3 % dias, 4 dias, 4 % dias, 5 dias, 5 ¥z dias, 6 dias, 6 %2
dias, 7 dias, 7 % dias, 8 dias y 8 % dias. Al término de cada tiempo se procesaron
para histologia, hibridacion in situ, implantacion de perlas con proteinas y para su

electroporacion con los distintos genes a evaluar en este estudio.

5.2 Histologia, Técnica de Metenamina-Plata.

Las patas de embriones de 3 dias, 3 2 dias, 4 dias, 4 2 dias, 5 dias, 5 2 7 dias,
7 Y dias, 8 dias y 8 % dias se disecaron y se fijjaron con Carnoy y se

deshidrataron como a continuaciéon se enuncia:

Deshidratar con etanol 50 % por 30 minutos, 70 % por 30 minutos, 85 % por 30
minutos, 96 % por 30 minutos, 100 % por 30 minutos. Aclarar con xilol por 30
minutos y pre-incluir en paraplast (Sigma, México) por una noche. Por ultimo se
incluyen en paraplast y se cortan en un microtomo a 8 micras. Se coloca cada
corte sobre una gota de agua que esta a su vez sobre un portaobjetos y éstos
se colocaron sobre una plancha de estiramiento de cortes (Leica, Alemania).
Los portaobjetos fueron preparados previamente con TESPA (3-
aminopropyltriethohy-silano, (SIGMA, USA) para permitir que los cortes se
adhieran a éstos. Las laminillas que tienen los cortes se dejan toda la noche a
37 ° C y al otro dia se guardan a 4° C. El dia de la tincion se pasa a una caja

Couplin y se sigue el siguiente procedimiento:
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Se desparafinan los cortes agregando xilol (JT Baker, México) a la caja Couplin
y se deja alli durante 10 minutos y al termino de este lapso se retira el xilol y se
agrega alcohol 96° por 5 minutos, alcohol 85° por el mismo tiempo, alcohol 70°,
alcohol 50° y agua destilada también por 5 minutos. Agregamos acido peryédico
(JT-Baker, México) al 1% por 15 minutos. Lavar con agua destilada durante 10
minutos por 3 veces. Oxidar en triéxido de cromo (Tecsiquim, México) al 5%
durante una hora. Lavar en agua corriente por 2 minutos. Fijar con bisulfito
sodico (JT-Baker, México) al 2% durante minuto y medio. Lavar de nuevo con
agua corriente por 5 minutos. Colorear en la solucion de metenamina-plata a
60 ° C en la oscuridad por un tiempo que varia de 3 a 6 horas, la tincion debe
controlarse bajo el microscopio para lograr un buena tincion. Después de este
lapso de tiempo se adiciona acido sulfurico (JT-Baker, México) al 5% en sulfato
férrico (JT-Baker, México) al 0.2% se utiliza una parte de este diferenciador
por 9 de agua, durante un tiempo que varia entre 1 a 10 segundos dependiendo
el grado de tincion que se presente es decir a mayor sobre-tincion mayor
tiempo. Se lava en agua destilada tres veces durante 2 minutos. Se deshidrata
utilizando alcoholes graduales es decir en cada etapa de 5 minutos se adiciona
alcohol 50%, 70%, 85%, 96% y 100%. Aclarar con xilol (JT-Baker, México) por
10 minutos y montar las preparaciones con resina sintética (Sigma, USA).
Dejamos secar las preparaciones y -después de seleccionar los cortes

adecuados se toman fotografias en un microscopio Nikon (Japoén).
La solucién de metenamina plata se prepara de la siguiente manera:

Hexametilentetramina cristalizada (Merck, Alemania) al 3% agregar100 ml,
Nitrato de plata (Sigma, USA) al 5% 5 ml y Tetraborato sédico cristalizado
(Sigma, México) al 5% 6 ml.
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5.3 Preparacién de laminillas con TESPA.

Sumergir las laminillas en acido clorhidrico (Quimica Meyer, México) 10%/etanol
70%.

Sumergir las laminillas en agua destilada.

Cubrir las laminillas con etanol 96%.

Secar en horno a 150° C por 5 minutos y dejar enfriar.
Sumergir las laminillas en TESPA 2% en acetona.

Lavar con acetona (JT-Baker, México) (solo a inrhersién).
Lavar con agua destilada (solo a inmersion).

Secara 42° C

5.4 Hibridaciones In Situ en Whole Mount.

Los embriones de pollo se fijaron con paraformaldheido (Sigma, USA) al 4% y se
guardaron a 4° C durante 24 horas. Al cabo de este tiempo se Iavarbn con PBS
frio, Se incubaron en hielo por cinco minutos. Se lavaron e incubaron otra vez con -
PBS frio. Se incubaron en PBT por cinco minutos a temperatura ambiente Se
deshidratan los embriones con metanol absoluto (JT-Baker. USA) y sus diferentes
diluciones en PBT, Se comenzé a deshidratar con metanol 25%/75% PBT por
cinco minutos, se siguié la deshidratacién con un lavado en metanol 50%/75%
PBT. Después se lavo con metanol 75%/25% PBT y por ultimo se hicieron dos
lavados con metanol absoluto (JT-Baker, USA). En cada fase de la deshidratacion
‘se deja incubando con el alcohol correspondiente por cinco minutos a temperatura

ambiente. Después se almacena a —20°C.
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El dia que se va a comenzar la hibridacion se rehidratan los embriones con PBT
disuelto en metanoles graduales y de la misma manera que se hizo en la
hidratacion se incuba por 5 minutos a temperatura ambiente. Primero se lavan los
embriones con metanol absoluto dos veces, después con metanol 75%/25% PBT,
se siguio la rehidratacién con metanol 50%/50% PBT, metanol 25%/75%PBT y por

ultimo dos veces con PBT.

En la etapa de permeabilizacién se incuban los embriones con H,O, 6%/PBT por
espacio de 1 hora y se cubri6 de la luz, después se lava con PBT en tres
ocasiones por cinco minutos. Después se incuba con proteinasa K (Roche,
Alemania) 10 pg/ml PBT por 25 minutos a 20°C y a bano maria. Se incub6é con
paraformaldheido 4%/glutaraldehido 0.2% por 20 minutos, se lavé dos veces con

PBT por cinco minutos.

Los embriones se transfieren a en tubos Eppendorf (Eppendorf, Alemania), aqui
se agregd el amortiguador de hibridacién y se incubé a 65°C por 3 horas. Una vez
que la sonda esté preparada (ver preparacién de sondas), se diluyen 5 yl de la
sonda (cDNA) en 500 ul de buffer de hibridacion, se agrega la sonda y se calienta
a 80° C por dos minutos y se desnaturaliza pasandola de inmediato a hielo.
Después se extrae el amortiguador de hibridacién y se agrega la sonda, por ultimo

se deja hibridar toda la noche a 67°C.

Al dia siguiente se pasan los embriones a frascos de vidrio y se agrega la solucion
| de lavado precalentada a 65°C por una hora y al cabo de este tiempo se cambié
de nuevo la solucion y se dejé incubando de la misma manera por espacio de una
hora. Se cambia la solucién anterior por una mezcla 50%/50% de soluciéon
I/solucién |l precalentada a 65° C por diez minutos, después se hacen tres
cambios de solucién |l a temperatura ambiente, incubando cada vez durante 10
minutos. Se agregd la solucién |l precalentada a 65°C y se incubd durante una
hora. Se cambié la solucién anterior por solucion Il a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se incubd con la solucion Ill durante 10 minutos. Después se
“cambid la solucién anterior y se incub6 con solucion |l precalentada a 65°C

durante 30 minutos. Se lavo con una soiucion TBST-Levamisol 2mM por 10
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minutos y en tres ocasiones. Se pasaron los embriones a tubos de plastico y se
agreg6é una mezcla de suero de chivo 10%/TBST-Levamisol por 2 horas y en
agitacién horizontal. Se agregé la cantidad necesaria de anticuerpo Anti-DIG-AP
(Roche, Alemania) 1:2000 diluido en suero de chivo 10%/TBST-Levamisol,

durante toda la noche y a 4°C.

Al siguiente dia se lavan dos veces con TBST/Levamisol 2mM por 5 minutos cada
vez, se cambia la solucion anterior por TBST/Levamisol 2 mM y con esa solucion
se hacen de 10 a 15 lavados de la solucion durante 10 minutos cada vez.
Enseguida se lavan dos veces con una solucién de NTMT-Levamisol 1mM por 15
minutos. Se revelan con BM-Purple (Roche, Alemania) ocultos de la luz hasta que
de color. La reaccién se sigue a intervalos de tiempos breves (horas). Una vez que
la reaccion se completé se lavé dos veces con NTMT durante 15 minutos, se lavo
tres veces con PBS por un minuto. El primer lavado de PBS se hace inmediato
para evitar precipitaciones de sales y por ultimo se almacena paraformaldheido al
2%.

5.5 Electroporacion como técnica de transfeccion.

Los electrodos se elaboraron con alambre de tungsteno (Good fellow, Inglaterra) y
se afilaron con nitrito de sodio caliente acercando un extremo del alambre al
nitrito de sodio (JT Baker, México) derretido. El extremo no afilado se soldé a la
terminal del electrodo. Por dltimo el electrodo negativo se aislé poniendo barniz de
uias en la punta. La mesa de trabajo, pinzas y aguja para microinyectar se
limpiaron rociando alcohol en su superficie. Se corté un pedazo pequefic de
parafim (USA) y se colocaron sobre éste 2 microlitros de plasmido
(2microgramos/microlitro) obtenido de una maxiprep (Quiagen, Alemania) y se
mezclo con 0.4 microlitros de aceite mineral (Nujol, México). Se mezclaron los tres
componentes y se subid el contenido a la aguja de microinyeccion limpia con la
ayuda de una bomba. La aguja se acoplé a un microinyector (WPI) que expulsa,
de forma controlada pequenas gotas de la mezcla de pIésmido/tinta-qhina/aceite'

mineral. Se microinyecto6 el autopodo del brote de la extremidad de embriones de

! o
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pollo en estadios de 19 hasta el 30. Se coloco el electrodo negativo al centro del
autépodo y de colocé el positivo sin aislar, en la regién central cercano a la regién
donde quedd el colorante y en la mayoria de los casos en la region anterior de la
pata. Se aplico un voltaje de 27V y una frecuencia de 70 milisegundos. Una vez
que los electrodos dejaron de funcionar se limpiaron con alcohol al 70% y el

positivo se flameé para limpiarlo de los restos de 6xido que pudiera tener.




6. Resultados.

6.1 Patrones de expresion TgfB 2, AlkS, Smad3 y Betaglicano durante

el desarrollo de la extremidad de pollo.

Con el fin de conocer los patrones de expresién de TgfB2, Alk5, Smad3 vy
Betaglicano durante el desarrollo de la extremidad, se utiliz6 la técnica de
hibridacién in situ (HIS). El TgfiB2, en la etapa 22, se observa en la parte anterior
(flecha roja) y posterior (flecha azul) de la extremidad (Fig. 21A) mientras que en
es.tadio 25 en la parte distal de los radios digitales (Fig. 21B). En el estadio 26 (Fig.
21C), la expresion se extiende también a la parte proximal de los mismos. En
estadios posteriores 30 HH se observa en los tendones digitales (punta de flecha
roja) (Fig. 21D) y para el estadio 31 (Fig. 21E) se observa en articulaciones (punta
de flecha verde), tendones (punta de flecha roja) y en la punta de los dedos (punta
de flecha amairilla).

En lo que respecta al Betaglicano, éste se expresa (estadio 20 HH) en la zona de
progreso de la pata (Fig. 21F). En el estadio E23, (Fig. 21G) se presenta expresion
en el pericondrio. Mientras que el receptor Alk 5 en los estadios 26 y 29 se
observa en el pericondrio y el interdigito (Fig. 21H-11). Incluso en el E31) se

observa’la expresion en las articulaciones y el interdigito (Fig. 21J).




Figura 21 .- Patrones de expresion de TgfR2, B-glicano v AIKS5. TGFR2 se expresa en la par
te anterior (flecha roja) como la posterior (flecha azul) de las extremidades posteriores en
estadio 22 HH (Fig. 21A). En el estadio 25HH se expresa en la parte distal de los dedos
(Panel B). En el estadio 26 1111 se muestra expresion en todo el radio cartilaginoso de los
dedos (Panel (), los tendones {(punta de flecha roja) en estadio 30 HH (parte D y E de la fig
ura 21),articulaciones (punta de flecha verde) y puntas de los dedos (punta de tlecha amari
l1a) en estadio 31 (panel k). En la figura F se muestra la expresion de 6-glicano en la zc
na de progreso de las extremidades de un embrion completo en estadio 20 HH y en el pe
ricondrio en estadio 23 (Fig.25 G). Alk5 se expresa en el pericondrio en los esladios 26,
29y 31 HH (fig 25 H-]) e interdigito en los estadios 26 v 29 HH (Fig. H-1) e incluso en ar
ticulaciones e interdigito estadio 31 HH (panel ). Los paneles tienen escala de 250 pm a ex
cepcion del panel G, el cual tiene 150 pm.

Por otro lado, Smad3 se expresa en 20 HH en una regién de las somitas que
podria corresponder al sindetomo (Fig. 22A). En 22-24 HH, este gen se expresa
en el ectodermo dorsal de la extremidad (flecha café) (Fig. 22B-C) y en la AER
(flecha naranja) (Fig. 22D). Enilas etapas que corresponden a la formacién de los
dedos, se observa la expresion de Smad3 en los radios digitales cartilaginosos
(punta de flecha naranja) (Fig. 22E-F) y finalmente en los blastemas tendinosos
(punta de flecha roja) (Fig. 22G-H).
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Figura 22.- Patron de expresion de Smad 3 en el pollo.
Se muestra la expresion de Smad 3 en el tubo neural
(punta de flecha amarilla) y el sindetomo (flecha ama
rilla) (A). En B se presenta expresion en el ectodermo
dorsal (flecha cafe) de ambas extremidades en un cor
te transversal de un embrion de pollo en etapa HH 20
(asterisco amarillo) y en corte sagital de un primordio
en etapa 23HII (C). Ademas se observa expresion en
la AER (flecha naranja) (D), en el cartilago en forma
cion (E y F) en los estadios HII 25 y 27 respectivamen
te (flecha azul claro) y se concentra en los estadios 30
HIT y 31 HH en los blastemas tendinosos (G y H) (pun
ta de flecha roja).
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6.2 TGFB induce acortamiento de la extremidad y cambios en la

identidad de los dedos.

Con la finalidad de conocer las funciones de TgfB en la extremidad, se aplico
TGFB1 con la implantacion de una perla de heparina en la parte central de la
extremidad de pollo a 20 embriones en estadio 25 (flecha verde). Después de 48
horas de tratamiento se observd una disminucion en la longitud tanto del
autopodo como del zeugbpodo en 5 de ellos (Fig. 23A). En otros casos, se
observé que los elementos posteriores desaparecieron, esto ultimo ocurrié cuando
la perla (flecha roja) que con la proteina adsorbida quedaba colocada hacia la
region posterior de la extremidad, mas que hacia el centro. Con la idea de aclarar
este punto se aplicé una perla de TGFB (200 ng/ml) en la region posterior distal de
la extremidad de embriones en estadio 26 y con 127 horas de tratamiento. Los
resultados obtenidos mostraron 30 fenotipos en los que se observa la desaparicién
de dedos posteriores y un cambio de identidad en los dedos posteriores hacia
dedos anteriores parecidos a dedos 1. En el panel B se muestra la transformacion
de los dedos Ill y IV en dedos | (marcados con asterisco negro) (Figs. 23B-23C)

comparados con sus controles mostrados en D y E respectivamente.
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Figura 23.- Aplicacion de
TGFER1 en la parte central vy
posterior de la extremidad.
Después de 48 horas de apli
car una perla en la parte cen
tral de la extremidad con
TGFRI(50 pg/ul) (flecha verde)
«ocurre un acortamiento de la
extremidad tanto del autopo
do como del zeugopodo (panel
.} A izquierda). Al colocar una
perla con TGIS1 (200 ng/ml)
en la parte posterior de la ex
tremidad de pollo en estadio
26 y 127 horas de tratamiento
ocurren  cambios de identi
. dad de los digitos observados
como dos fenotipos (Fig 27 B-
: C) (la perla es la indicada
7 won flecha roja). En el panel D
se muestra el control del pa
nel B, mientras que en L el
control de C.

6.3 El bloqueo de la funcidon de TGFB en la region anterior de la

extremidad genera la pérdida de dedos y cambio de identidad.

Con la finalidad de evaluar la funcion de Tgf8 se bloqueo la via de transduccion
de dicho factor. La molécula Smad3 es una de las la transductoras de la sefal
para el TgfB, por ello, que en este estudio se bloqueo su funcion al electroporar la
forma truncada de Smad3 (ASmad 3) para determinar el efecto en el desarrollo de
la extremidad. En estadios tempranos del desarrollo del pollo bajo este tratamiento
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se muestran fenotipos variados resultantes de un total de 16 que se agrupan de la
manera siguiente; 1) pérdida en la identidad de los dedos (esto es los dedos son
todos parecidos y estan marcados con signo de interrogacion por no tener
identidad comparados con su control en el panel A) (Fig. 24A y 24B), 2) retraso en
la formacién de los cartilagos (Fig. 24C y 24D), 3) fusién de tarsos ( Fig. 24E-H) y
4) pérdida de elementos esqueléticos (se indica la posicion de la pérdida del dedo
| en la flecha violeta) (Fig 24I-K), 5) fusién de articulaciones (Fig. 24l) y 6) retraso
en la osificacion endocondral (Fig. 24L-M). En todos los casos se observo
reduccién en el tamafo de la extremidad desde muy severo (Fig 24B) hasta
moderado (Fig 24L). En la figura 24A y 24B se muestra un experimento en el que
el embridn de pollo fue electroporado en el estadio 22 y después de 72 horas de
tratamiento, se observo la pérdida de la identidad de los dedos (comparese Fig
24A con 24B). En el estadio 23 con 72 horas post- tratamiento también se
presenta reduccion en el tamaro del autépodo (figura 24D).

De manera interesante, se observa la aceleracion en la hipertrofia de los
condrocitos en proliferacion de la tibia, por lo que se observa una reduccién en la
zona de formacién de cartilago y una reduccion en el tamafio de la fibula (Figura
24L abajo). El acercamiento de estas figuras se observa en la figura 24M. Este
resultado puede sugerir que la reduccién en el tamafio de los elementos
esqueléticos se puede explicar por la falta de proliferacion de los condrocitos y su

rapido paso hacia condrocitos hipertréficos.
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Figura 24.- Funcion de Smad 3 en ¢l desarrollo de la extremidad. Se muestran
los tenotipos obtenidos a distintos estadios despucs de la transteccion de Smad 3
en su forma truncada {(ASmad 3). La transfeccion se realizo en el estadio 1HH 22 v
despues 72 horas despues se observa la perdida de identidad de los dedos, fusion
de metatarsales, asi como reduccion en el tamano  del autopodo  (B) con respecto
del control (A). In el estadio 23472 horas post-transfeccion se presenta reduccion
en ol tamano del autopodo en (D) comparado con su control (C),1 0 mismo ocurre en
la pata experimental transfectada en el estadio 22+72 horas posttranstfeccion observa
da en I' comparada con su control, que se presenta en L. En 1 se presenta una fusion
de falanges v reduccion en el tamano del autopodo en ¢l estadio 28+38 horas  post
transfeccion y su control se presenta en (G). Ea el estadio 25+192 horas se observa la
perdida del dedo 1 (el lugar donde deberia encontrarse el dedo 1 (se indica con una
flecha violeta) (panel 1 a la, izquierda) comparado con su control  (panel | derecho).
En el estadio 30472 horas posttransfeccion se observa la perdida del dedo 2y v una
posicion ectopica del dedo 1 al electroporar con ASmad 3 la parte anterior (K) mien
tras que su control se observaen {J). En el estadio 23 se observa una aceleracion en la
hipertrofia de la placa de crecimiento de [a tibia v un acortamiento de la fibula (a sim
ple vista){L, abajo) v su amplificacion en (M, derecha) y el detalle del control donde se
muestra la reduccion en el tamano de la fibula v en la hipertrofia de la tibia (observada

como una disminucion en el area azul de cartilago y un aumento e¢n el area blanca de
hueso)(M lzguierda).

Otro resultado observado durante el bloqueo de la sefalizacion de TgfBees
truncamiento de dedos (Fig. 25A) y la presencia de muerte celular (observada en
una tincién con rojo neutro vista como granulos positivos al colorante en el estadio
25 con 24 horas de tratamiento (Fig 25B), ademas de un truncamiento general de
la extremidad anterior transfectada (datos no mostrados).
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Figura 25.- Truncamiento y muerte interdigi
tal después de la electroporacion del domi
nante negativo de Smad3. Al electroporar con
el dominante negativo de Smad3 se observa
el truncamiento de uno de sus dedos en el si
tio de la transfeccion (flecha amarilla) en un
embrion de estadio 26 HH y 48 horas de trata
miento (panel A derecha) comparado con su
control (panel A izquierda). En la figura B
derecha se observa a laizquierda una muesca en
la parte de la pata electroporada (resultado de la
muerte celular despues de la electroporacion)
que es indicativa de celulas muertas (flecha ne
gra) y presencia de células positivas a la tincion
de rojo neutro ademas de las presentes en la zo
na necrdtica anterior en un embrion de estadio 25
v 24 horas de tratamiento a la izquierda se pre
senta su control con presencia de células muertas
en la zona necrotica anterior (punta de flecha ama
rilla) y posterior (punta de flecha verde).

6.4 La senalizacion de TGFB es importante para el desarrollo del
tendon.

El patron de expresion de Smad3 sugiere una posible participacion de la
sefalizacion de Tgf en el desarrollo del tendén. Es por ello que con el fin de
conocer cual es la participacion de Tgf8 en la formacion de los tendones, primero
se realizaron cortes histologicos de extremidades en varias etapas del desarrollo
(Fig. 19-20) para compararios con los resultados. Se realizaron experimentos de
pérdida de funcion de Tgf8 con betaglicano soluble y con la electroporacion de
ASmad3, interrumpiendo la via de transduccion de TgfB y como resultado se
observa la disminuciéon del tamario del tendén. En donde el control (panel C) se
observa en el recuadro verde mientras que el experimental en el recuadro azul
(panel D). (Fig. 26A-D). Mientras que en la figura 26E-F se muestra la inhibiciéon
del crecimiento del tendon después de aplicar una perla con betaglicano soluble
([0.884 ng/pl]), co-receptor de TgfB. que inhibe la transduccion de la via de TgfB al
secuestrar al ligando y no permitir la unién de éste a su receptor. Aunque éste
resultado debera confirmarse con la inmunohistoquimica de alguno de los

il -




marcadores caracteristicos del tenddon como Tenacina o Colagena Il y conocer
que moléculas estan perdiéndose después del bloqueo de la sefalizacion de
TGFB.

Figura 28+ Particpacion d TgfS 20 la formacion del tendon. En lafig 268 se
muestra una pata embnon e polio o2 §dias |34 HH) teiidz con 2 tecaice
g metenaminapiata (oon ¢ fin de visualzzr los tendones| electropons
da con 'aforma truncada de Smadd. £ detale en ¢ panel B se musstz en
lapate D & se compara con 2 figurs 26C [recuadro verse), ¢ detafle de
su control (Fig. 26A1. Se cbsenva una disminucion en @ tamafo del tendon
¢ observado & detalle &1 la figura D [recuado azul). L3 miemupoon de la va ge
W transduceion oe Tgf con la eectraporacion de laforma inncada de Smad 3
Smad3 &) interfiere en la formation de un tendon nommal £n un experiments ana
loge se colocauna peria con B-glcano (en negra) en &l dedo 2 (panel Fi (mar
tado come 2 y come resultado no se formael tendon ventral del dede 2 [Fe
cha amarilia). Comparese consu contro | panel £) en el que s muestz un re
cuadra del tamaito g2 tendon del dedo dos Sin manipuiaciones recuadro violetz|
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7. Discusion.

En esta tesis se observé que TgfB2 en estadios tempranos se expresa en la parte
anterior y posterior de la extremidad, mientras que Smad3 en la AER y en el
ectodermo dorsal, sugiriendo un papel de Tgf8 en el control del crecimiento
proximo-distal y en la polaridad dorso ventral. La expresiéon del receptor AlkS no
fue muy localizada en estos sitios, mas bien parece una expresion ubicua. La
expresion de los componentes de la sefalizacion de TGFB en el pericondrio, las
articulaciones de los dedos y en el interdigito la extremidad, también sugiere un
papel en estos procesos. Asi tenemos que probablemente TgfB2 a través de AlkS
y Smad3 participen en la diferenciaciéon del cartilago, y las articulaciones. Como
se evidencia en los resultados en los que hay fusion de articulaciones y pérdida de
elementos esqueléticos al bloquear la funcién de la sefalizacién de TgfB.

La expresion de Alk 5 en el interdigito sugiere que la senalizacion de Tgf3 esta
participando en la muerte interdigital, como se ha demostrado con el raton mutante
de TgfB 2" y 3 ™ en el que se producen sindactilias (Dunker et al, 2002) Sin
embargo, la induccién de dedos ectépicos en el interdigito con TgfB es
contradictorio a estos resultados (Chimal-Monroy et al 2003). Una posible
explicacion podria ser que el efecto de los TGFB sobre el interdigito para inducir
muerte o condrogénesis dependa del estadio de desarrollo. Aunque hasta ahora

no hay ningun estudio que explique esta discrepancia.

Se sugiere que la disminucién del tamafo de la extremidad resultante de la
electroporacién con el dominante negativo de Smad 3 es debido a una
disminucién de la proliferacion y por la amplitud que tiene la porcién de hueso con
respecto a los controles. Esta ampliacién de la porcién de hueso se debe a la
aceleracion de la hipertrofia de los condrocitos, con el rapido paso de cartilago a
hueso sin que ocurra proliferacion por lo que se presenta un fenémeno parecido a
las condrodisplasias humanas como se reporta en los trabajos de Ferguson, 2004.

O en los ratones nulos de TgfB-2 en el cual ocurre acortamiento de la extremidad a
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nivel del zeugépodo lo que indica que esta molécula participa en la promocién del
crecimiento cartilaginoso en la extremidad (Sanford et al 1997). Asi mismo, los
resultados de la fusion de tarsos y pérdida de elementos esqueléticos, sugiere una
participacion de miembros de TgfB en distintos pasos de la diferenciacion del
cartilago. Con la electroporacion del dominante negativo de Smad3 se pierde el
dedo 1. Esto sugiere que la sefalizacion de Tgf3 a travez de Smad3, o bien
participa en la identidad de los dedos anteriores o bien que al expresarse muy
temprano en los primordios de los cartilagos controle el inicio o continuacién de la
condrogeénesis y que solo afecte al dedo uno sea una consecuencia de bloquear
la sefalizacién en la regién anterior.

Observamos que la aplicacion de TGFB en la parte posterior distal de la
extremidad, observada en la figura 23B y 23C, produce cambib de identidad de los
dedos. Sugerimos una hipétesis similar a la postulada por Sanz-Ezquerro y Tickle
(2003) acerca de la disminucion en los niveles de Fgf en la AER que lleva a la
formacién de la ultima falange y por lo tanto ocurre un cambio en la identidad de
los dedos. Aun es necesario saber cual es el mecanismo molecular por medio del
cual se forma el numero de falanges caracteristico de cada dedo que
posiblemente involucre la sefial de Wnt 14 y de la via de la molécula Indian

hedgehog (lhh) molécula emparentada con Shh. !

Otra hipodtesis para explicar el cambio de identidad esté#'relacionada con un
aumento en los niveles de Tbx2 y Tbx3, que depende de la senalizacion de BMP.
A consecuencia del bloqueo de la sefial de Bmp los dedos mas posteriores (3 y 4)
se anteriorizan transformandose el dedo 2 en dedo 1. En la presente tesis
encontramos que tras la aplicacién de TGFB ocurren cambios en la identidad de
los dedos. Sugerimos que TGF induce la expresion de Gremlin, un antagonista
de BMP, que entonces bloqueara la funcion de las BMP, los genes Tbx
disminuyen su expresién y entonces ocurren cambios en la identidad de los dedos
(Susuki et al, 2004). La hipétesis de la expresion de Gremlin después de la
aplicaciéon de TGF en la actualidad esta siendo probada en nuestro laboratorio.

Otro fenotipo obtenido al bloquear la funcién de TGFB es el encontrado cuando la

forma truncada de Smad3 actlia en etapas anteriores a la formacion de los dedos.
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Aqui observamos un fenotipo en que se presenta pérdida de identidad de los
dedos (ver la figura 24B). En nuestro estudio sugerimos otra hipétesis, en la que
TGFB controla los niveles de GLI3 represor que contrarresta los efectos de Shh en
el establecimiento de la identidad de los dedos. Se ha demostrado la participacion
de GLI3 en el establecimiento de la identidad de los dedos (Zeller, 2004; Chen, et
al; 2004)

En lo que respecta a la formacién de los tendones, los patrones de expresion de
TgfB y Smad3 sugieren que puede existir alguna relacion entre la activacion de la
via de TgfB mediada por Smad3 y la formacién de los tendones, ya que
sugerimos que ésta Ultima esta relacionada con la activacion de una poblacion
progenitora del mesénquima y en particular del tejido tendinoso (Brent et al 2003).
Los experimentos de pérdida de funcién de Tgf3 mediada por Smad3 confirman
que existe una participacion de ésta ultima molécula en la formacién del tendén,
auque todavia se desconoce si la sefializacion por Tgf3 controla el inicio de la
formacion de los tendones o el mantenimiento de los mismos, para lo cual es
necesario evaluar la expresion de scleraxis, que se ha postulado como el gen mas

temprano que se expresa en los progenitores de los tendones.

Es de resaltar que la expresion de Smad 3 en las somitas que posiblemente
corresponden con el sindetomo coincide con su expresion en los tendones.
Ademas, la expresién de Tgf8 2 en los tendones sugiere que esta molécula podria
estar dirigiendo el desarrollo de estos a través de Smad 3. Experimentos de
bloqueo de la via de transduccién de Tgff8 con el correceptor betaglicano soluble y
con la transfeccién de la forma truncada de SMAD 3, indican que Smad 3 esta
dirigiendo el desarrollo del tendén, ya que bajo este tratamiento no hay desarrollo
de este ultimo. Aun falta por conocer si Smad 3 esta permitiendo el desarrollo de
los tendones per se o esta participando en la interaccion musculo-tendén, por lo

que es necesario conocer la senalizacion tendén-musculo.
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8. Conclusiones.

El TgfB participa en funciones importantes relacionadas con la diferenciacion de
los condrocitos o en la inhibicién de su proliferacion, puesto que la aplicacién de
TGFpB exdgeno en el centro del autdépodo produce acortamiento de la extremidad o
bien pérdida de dedos. El cambio en la identidad de los dedos después de la
aplicacion de TGFB exdgeno en la parte posterior de la extremidad sugiere una
participacién de esta ultima molécula en el establecimiento de identidad de los
dedos, aunque todavia no se conoce el mecanismo por medio del cual este factor
produce dicho cambio. Los experimentos de pérdida de funcion realizados con la
forma truncada de SMAD 3 no generan un resultado concluyente porque Smad3
transduce también la via de Activinas ademas de Tgi3, por lo que la participacion
de Smad3 en la formacion de tarsos y articulaciones asi como en la pérdida de
identidad digital, en la muerte interdigital y la formacién de elementos esqueléticos
anteriores también se puede atribuir a la participacion de las activinas. Se puede
concluir que la sefalizacion de TGFB-Activinas mediada por Smad 3 esta
involucrada en la formacién de los tendones digitales aunque no se conoce si esta

participando en su establecimiento o en su mantenimiento.
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9. Perspectivas.

Debido a que Smad 2 también esta participando en la via de transduccion de TgfB-
Activinas, sera necesario evaluar el papel de ésta primera molécula para saber
que via de transduccién regula la formacién de dedos anteriores, diferenciacion de
condrocitos, establecimiento de la identidad, formacién de tarsos y articulaciones.
Para conocer el establecimiento de la identidad anterior postula la posible
participacion de TGFB en la activacion de Gremlin y Tbx. En trabajos posteriores
se comprobaria la participacion de estas moléculas en la regulacion de Gremlin
frente a la aplicacién de TGFB. El control en los niveles de GLI3 represor por lo
que debera evaluarse la conversiéon de GLI3 activador en GLI3 represor asi como
la regulaciéon de Fgf para la formacion de la dltima falange (Sanz-Ezquerro y
Tickle, 2003). .

Para comprobar la participacion de la sefalizacion de Tgf8 como factor de
sobrevivencia, deberan hacerse experimentos de ganancia de funcion y hacer
deteccion de muerte celular con colorantes vitales como el rojo neutro o con la
prueba de TUNEL

Una vez que se ha conocido la participacion de Smad3 en la formacién del tendén
podrian realizarse trabajos posteriores para conocer las moléculas involucradas en
etapas tempranas como Scleraxis después de la aplicacion de Smad3.
Actualmente se estan desarrollando investigaciones para conocer las
interacciones del tendén con el muisculo, aunque en su mayor parte estan
enfocados al establecimiento temprano de esta relacion tendén-musculo con la

evaluacioén de genes como Scleraxis
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I. Apéndice.

I. 1 Preparacion de la ribosonda.

Se realiza el corte del plasmido con la enzima de restriccion que convenga segun
el mapa de la construccion del plasmido. La concentracion del plasmido debe de
estar a 1 pyg/ml debe realizarse una reacciéon de por lo menos 50 pl y agregarse
22.5 ul de agua estéril 5 pyl de amortiguador de la enzima, 20 pl de plasmido, 2.5 pl
de la enzima (10 U/ul) e incubarse 2 h a 37° C. Después debera comprobarse la
linearizaciéon con un gel de electroforésis en el cual se cargaran 2 pl de plasmido
digerido y en otro carril 1 pl de plasmido sin digerir. En el carril que tiene el
plasmido digerido debera observarse una banda que corresponde al plasmido
linearizado en cambio en el otro carril se observaran mdultiples bandas que
corresponderan a las conformaciones del plasmido completo. En caso de que no
se haya digerido se puede dejar toda la noche o se agregara mas enzima. Al cabo
de que la linearizacion se complete se procedera a precipitar el plasmido
linearizado agregando 150 pl de etanol absoluto y se deja precipitar por 2 horas a
temperatura ambiente o 0.5 horas a -70 °C. Después se centrifuga a 14,000 rpm
por 30 minutos a 4 °C, se retira el sobrenadante y se agrega 1ml de alcohol 70°
para después centrifugar a 14,000 rpm por 10 minutos a 4°C, se retira el

sobrenadante, se deja secar 20 minutos y se agregan 7 ul de agua estéril.

Después se iniciara la transcripcion, para ello se agregaran 4 pyl de amortiguador
de la enzima de transcripcion 5X, 3.6 uyl de los nuclebtidos
adenina+citosina+guanina (10mM) 1 ul de DTT (100 mM),1.6 ul de UTP (6.5 mM),
0.8 pl de Dig UTP (3.5 mM), 7 pl de plasmido linearizado, 1 pl de polimerasa (T3,
T7 o SP6 10U pl /) e incubar 2 horas a 37°C

Después se precipita la ribosonda con 3 pl de tRNA (10 mg/ml), 200 pl de TE
(pH8), 4 pl de acetato de amonio 5 M y 300 pl de etanol absoluto frio (-20°C), se
deja precipitar toda la noche a -20°C, se centrifuga 20 min a 12,000 rpm. Se retira
el sobrenadante y se deja secar por 8 minutos (no secar demasiado). Se agregan

30 pi de agua DPEC y se almacena a -20°C.
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Se comprueba la transcripcion de la ribosonda corriendo una electroforésis con 1

ul del transcrito y en otro carril 2ul del plasmido no digerido

Para comprobar la incorporacién de la digoxigenina en la ribosonda se hace una
prueba llamada dot-blot (Dig Quantification Testrips; Roche, Alemania). El
procedimiento es el siguiente: Se pone un microlitro de la sonda en la tira
experimental, se deja secar y se pone otro microlitro. Se agregan 300 pl de la
solucioén de bloqueo tanto en la tira control como en la experimental e incubar. 2
minutos. Preparar una dilucién 1:200 de antidigoxigenina —AP en la solucion de
bloqueo al 10% por 3 minutos. Lavar con TBST por un minuto. Lavar durante 1
minuto con amortiguador de deteccién (Tris-HCI, Na Cl 0.1 M pH 9.5). Poner 200
pul de BM-purple en la obscuridad durante 15-30 minutos. Cuando se haya

revelado se lava con agua destilada .

1.2 Tincion de esqueleto. (Hueso y cartilago).

Los embriones grandes (>estadio 30 HH) se desviceran y a los mas grandes
(estadio 34 HH) se les quita la piel, se lavan bien con PBS y se dejan en alcohol
96% por una noche, al dia siguiente se cambia el alcohol por acetona y se deja
una noche en agitacién ligera. En seguida se pasa el embrién a una solucion de
azul alciano-alizarina roja dejarlos en agitacién (también se pueden dejar a 37°C
pero se acelera la reaccion). Se lavan 3 veces con agua destilada y enseguida se
aclaran los embriones con una solucién de hidréxido de potasio al 1% en glicerol
al 20 %. Revisar la reaccién, esta puede transcurrir desde algunas horas hasta
una noche, en caso de que la reaccion este completada en el punto que se

requiera se detendra con una soluciéon 50%/50% de glicerol-PBS.
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1.3 Deteccion de muerte celular con la tinciéon de rojo neutro.

La pata a tenirse se .lava con PBS, se cambia a PBS limpio y se agregan de 2 a 3
gotas de la solucién de rojo neutro y se mezcla. Dejar que prosiga la tincién hasta
tener un rojo encendido, principalmente en el interdigito. Después de obtenida la
tincion deseada se lava con PBS y se fija de inmediato en formol célcico toda la
noche. Se lava con isopropanol dos veces por espacio de una hora cada vez. Se
agrega xilol en cantidad suficiente y alli se almacena. Se recomienda tomar
fotografias el mismo dia que se transparenten ya que la tincién se pierde con el

tiempo que se mantengan en xilol.

.4 Preparacion de perlas de heparina.

Las perlas se almacenan a 4°C, y se colocan sobre una camara humeda que
consistira en un trozo de parafilm colocado sobre una caja de Petri de plastico
cerrada rodeadada con unas gotas de PBS y sellada con parafilm. Al momento de
utilizarlas se elimina por capilaridad el PBS que contienen. Se agregaran 2u del
factor de crecimiento que se utilice y se dejan incubar por alrededor de 2 horas. Se

conservaran en hielo.
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[I. Soluciones.

PBS pH 7.4 (Buffer de Fosfatos Salino, pH 7.4)
Agregar:

1X

NaCl (JT- Baker

México )

KCI (JT Baker México) 02g
Na;HPOy4 (yt Baker México) 1449
KH2POy4 (4t Baker México) 0249
Agua bidestilada 800 ml
Ajustar el pH a 7.4 con HCI.
Aforar a 1 It con Agua bidestilada.

Esterilizar en la autoclave.

PFA 4 % (Paraformaldehido al 4 %)
100 ml
80 ml "

Agua desionizada

Paraformaldehido |4 g
(Sigma, México)
NaOH 10 N (JT-|6 Ol
Baker, México)
PBS 10 X 10 ml

Filtrar (filtro Watman)

Aforar a 100 ml con agua deshionizada

Aclarar la solucién con NaOH , alicuotar y almacenar a -20°C.
PBT PBS-Tween 20 0.1 %. (Tween 20 Research Organics, USA)




SSC 20 X (Buffer de Citratos Salino Standard, pH 7.0,CsHsNazO7:H,O 0.3M, NaCl

3M ) Dejar reposar toda la noche. Esterilizar en la autoclave.
SDS 10 % (Dodecil Sulfato de Sodio (JT Baker, México)10 %)
NaCl 1M, 5M, 10 M (Cloruro de Sodio) JT-Baker, México.
Tris-HCI1 M pH 7.5, 8, 9.

100 ml

H20-DPEC 80 ml

Trizma base|[12.1g
(ICN, USA)

HCI1N (Ph) | Ajustar pH

H,O-DPEC Aforar

Filtrar y esterilizar.

KCI (Cloruro de Potasio) 1M, 5M, 10M.

MgCl; (Cloruro de Magnesio) 1M,5M,10M Sigma, México.
EDTA 0.5 M (Etilendiaminotetraacétato de sodio 0.5 M) Ph 8

100 ml
EDTA (disédico)|18.61g
(Sigma, USA)
NaOH . 29
Agua mili-Q 80 mi

Aforar con agua mili-Q.

RNAt 10 mg/ml (Acido Ribonucleico de transferencia)
Heparina 10 mg/ml

PK (Proteinasa K 10 mg/ml)

Levamisole 200 mM (SIGMA. USA)




TBE (Buffer de Tris-Boratos y EDTA)

1X
10.8¢g
Tris base
Acido borico 55¢g
EDTAO05 M 4 ml
Agua bidestilada |Aforar a 1000 mi

TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM)

100 ml

Tris-HCI 1 M |1 mi
pH 7.4

EDTA 0.5 M 0.2ml

H20-DEPC 80 ml

HCI IN|pH 7.4
(Quimica
Meyer,

México)

H,O-DEPC Aforar

Buffer de Carga TBE 5X (Para electroforesis)

1ml
Glicerol (JT-Baker,México) | 0.5 ml
TBE 10 X 0.5 ml
Azul bromofenol 0.0025 g
Cianole Xileno 0.0025 g

Acetato de Sodio (NaCH3COOH) 3 M, pH 5.2 ajustar el pH con acido acético.
Acetato de Amonio (NH,CH3;COOH) 5 M
NaOH (Hidroxido de Sodio) 1N, 5Ny 10N




HCI (Acido Clorhidrico) 1N, 6N,y 12N
Medio LB (Medio Luria-Bertani: Triptona (Becton, USA)1%, Extracto de levadura

(Becton-Difco, USA ) 0.5%, NaCl 1%, pH 7)
Ajustar el pH a 7.0 con NaOH y aforar.

Esterilizar en |la autoclave.
Dejar enfriar la solucion al menos hasta 55° C si se requiere agregar antibiotico.

Agregar antibiético (50 Og/ml de ampicilina o kanamicina).

Almacenar a temperatura ambiente 0 a 4° C.

Medio LB en Placas (Medio Luria-Bertani: Triptona 1%, Extracto de levadura
0.5%, NaCl 1%, pH 7, 1.5 % bactoagar (Difco, USA)
Ajustar el pH a 7.0 con NaOH y aforar.

Esterilizar en |la autoclave.
Dejar enfriar la solucién al menos hasta 55° C si se requiere agregar antibiotico.

Agregar antibiético (60 Og/ml de ampicilina o kanamicina).

Almacenar a temperatura ambiente o0 a 4° C.

H20: 6 %/PBT (Perdxido de hidrégeno al 6% en PBT) (H.O2 SIGMA,USA)




PK (Proteinasa K 10 Og/ml PBT)

PFA 4% + GTA 0.2% (Paraformaldehido 4% + Glutaraldehido 0.2%)

Buffer de Hibridacién Formamida (Invitrogen, Reino Unido) 50%, SSC 5X, SDS
1%, RNAt 500g/ml, Heparina 50 0Og/ml)

Solucion | de hibridacion (Formamida 50%, SSC 4X, SDS 1%)

Solucioén Il de hibridacion (NaCl 0.5M , Tris 10 mM pH 7.4, Tween-20 0.1%)
Solucion Il de hibridaciéon (Formamida 50%, SSC 2X)

TBST+Levamisole 2 mM (Tris-HCI 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, KCI 10 mM,
Triton 1%, Levamisole 2 mM)

NTMT+Levamisole 1 mM (Tris-HCI 50 mM pH 9.5, MgCl, 50 mM, NaCl 20 mM,
Tween 20 1 %, Levamisole 1 mM)

Suero 10%/TBST+Lev (Suero de Oveja 10%/TBST-Levamisole 2 mM)
Anti-DIG-AP 1:2000 (anticuerpo Digoxigenina acoplado a Fosfatasa Alcalina en
suero de oveja 10%/TBST-Levamisol.

BM-Purple (Sustrato de la fosfatasa alcalina, BM-Purple).

KOH 1%/Glicerol 20% (Hidroxido de Potasio 1% en Glicerol 20%)

Glicerol/PBS (Glicerol 50% en PBS 50%)

Azul alciano- alizarina roja

100 ml

Azul Alciano 0.3% |5 ml

5ml
AlizarinaRoja0.1%

i 5ml
Acido Acético

85 ml
EtOH 70%

KOH 3%/Glicerol 20% (Hidroxido de Potasio 3% en Glicerol 20%)

[T ] - 76




Azul Alciano 0.3%

Alizarina Roja 0.1%

KOH 10% (Hidroxido de Potasio 10%)
EtOH 70% (Etanol 70%)

Rojo neutro 2% en PBS.

Formol calcico (CaCl; (cloruro de calcio)1% en formol 4%, pH 7)

Rojo neutro para tincion.

3 ml
Rojo Neutro 2% 50 pl

3 ml
PBS o (MEM)
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