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Abstract

In the embryionic development of vertebrates, the limbs strat the morphogenesis
as a bud, where the digital formation will be regulated. In the most distal region, or
the undifferentiated zone, the cells recieve signals from the apical ectodermal ridge
(AER), promoting cell proliferation. Once the cells divide in these zone, the farest
cells from the apical signals take two destinies, the cartilage formation in the digits
or the programmed cell death in the interdigit. The cartilage formation in the
skeleton is characterized by the expression of Sox9, but the balance between
proliferation and differentation in the undifferentiated zone is regulated, in great
measure, by the extracelular WNT proteins. The canoncial WNT/B-catenin
signaling maintains the limb outgrowth by inducing Fgf8 in the AER but repress
Sox9 in the undifferentiated zone. In contrast, WNT5A is reported to activate the
WNT/PCP signaling pathway and also antagonize WNT/B-catenin, allowing the
cartilage formation indirectly. Even with the advances made, the role of WNT5A in
the undifferentaited zone and the activation of other pathways is still unknown. To
know if WNT5A regulates the levels of intracellular Ca?* and their target molecules
in the undifferentiated zone cells, the intracellular Ca?* was measured through a
fluorescent dye. It was found that WNT5A increase the lelvels of Ca?* after 5min
and the inhibition by the WNT antagonist sSFRP1 reduces Ca?*. After observing the
role of WNT5A with Ca?*, the molecules sensible to it like Calcineurin (CaN) and
NFAT was blocked pharmacologically in response the expresion of Sox9 was
reduced resulting in shorter digits after treatment. In contrast, aplying treatments
with WNT5A increases the expression of Sox9 and the levels of the protein NFAT.
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Finally, In the present work it was demonstrated that WNT5A acts as permissive
factor for the chondogenesis in the undifferentiated zone, to promote the Sox9

expression after the induction by TGFp.

Resumen

En el desarrollo embrionario de los vertebrados, la extremidad inicia su
morfogénesis como un primordio, donde se va regulando la formacion de los
dedos. En la regién distal o zona indiferenciada se reciben sefiales desde la cresta
ectodérmica apical (AER), promoviendo la division celular. Una vez que las células
se dividen en dicha zona, las células alejadas de las sefales apicales toman dos
destinos, la formacion de cartilago en los dedos o la muerte celular programada en
el interdigito. La formacioén del esqueleto cartilaginoso esta caracterizada por la
expresion de Sox9, pero el balance entre la proliferacion y diferenciacién en la
zona indiferenciada es regulado, en gran medida, por las proteinas extracelulares
WNT. La via de sefalizacion candnica WNT/B-catenina mantiene la AER
induciendo la expresion de Fgf8 en el ectodermo distal, pero reprime a Sox9 en la
zona indiferenciada. En contraste, WNT5A activa la sefializacion WNT/PCP y
antagoniza la sefializacion WNT/B-catenina, permitiendo asi la formacién de
cartilago de forma indirecta. A pesar de los avances previos se desconoce el papel
de WNT5A en la zona indiferenciada y si regula por otras vias de sefiales. Para
saber si WNT5A contribuye en regular los niveles de Ca?' intracelular y sus
moléculas blanco en células de la zona indiferenciada se midieron a través de un

colorante fluorescente los cambios de Ca?* intracelular y se mostré que WNT5A



aumenta los niveles de Ca?* a los 5min y la inhibicién con el antagonista WNT
(sFRP1) los reduce. Al observar que WNT5A si participa en modificar el Ca?*
intracelular se bloguearon moléculas activadas por Ca?* como Calcineurina y
NFAT, se observd una inhibicibn de Sox9 y una reduccion en el tamafio de los
dedos, en contraste con al aumento de Sox9 y NFAT provocado por tratamientos
con WNT5A. Finalmente, en el presente trabajo se demostr6 que WNT5A actda
como un factor permisivo de la condrogénesis en la zona indiferenciada, para

promover la expresion de Sox9 posterior a la induccién por TGFp.
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Introduccion

Extremidades en los vertebrados: anatomia basica y su contribucion adaptativa.

Las extremidades son estructuras que confieren diversas ventajas adaptativas a
los vertebrados: dan proteccién a los 6rganos vitales, contribuyen a percibir los
cambios en el entorno, permiten el desplazamiento de forma eficiente en diversos
tipos de ambiente y facilitan la obtencion de recursos necesarios para la
supervivencia del organismo (Hildebrand, 1982). La diversidad morfolégica, del
mismo patron esquelético de la extremidad, ha permitido ocupar distintos nichos y
estilos de locomocion. Por mencionar algunos ejemplos las extremidades han
permitido: manipular diversidad de objetos con la mano humana, nadar en el
ambiente acuatico para los delfines, la carrera en la pradera para los caballos,
excavar los suelos en los topos, incluso permite el desplazamiento en el aire con
las alas del murciélago (Darwin, 1859) .

El nimero de extremidades pareadas varia segun el grupo. En el caso de los
peces pueden crecer hasta 6 extremidades. En los vertebrados terrestres hay
cuatro extremidades clasificadas como extremidades anteriores y posteriores. En
algtunos casos particulares ocurre la pérdida de extremidades como en los
cetaceos, donde se ha perdido el par posterior o las serpientes donde se han
perdido ambos pares o se mantiene un esbozo del par posterior (Hinchliffe y
Jhonson, 1980).

La anatomia béasica de las extremidades esta compuesta de diversos tejidos

distribuidos en distintas areas. Los mas internos son un conjunto de elementos
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esqueléticos que contienen: tejido 0seo, cartilago y ligamentos. En la parte media
esta el tejido muscular compuesto de varias fibras contractiles que permiten el
movimiento, las fibras estan envueltas en paquetes de tejido conectivo y se
conectan al hueso por los tendones. Entre los musculos hay redes de vasos
sanguineos y linfaticos que limpian, nutren y oxigenan el resto de los tejidos. A un
lado de los vasos estan los nervios, los cuales permiten recibir las sensaciones del
exterior y la posicion del cuerpo, ademas de controlar la contraccion muscular. En
la regiobn mas externa estd la piel compuesta de tejido adiposo, dermis y
epidermis. La piel da proteccion, evita la perdida de liquidos y electrolitos y
mantiene la temperatura. Asi mismo, puede contribuir en el desplazamiento, como
es el caso de membranas para nadar o plumas para volar (Hildebrand, 1982).

Para facilitar la comprension del estudio de las extremidades, se han definido tres
ejes para ubicar las estructuras anatomicas espacialmente (Figura 1). El eje
antero-posterior se define a partir de la zona de la cabeza hacia el fin de la
columna vertebral, pero en la extremidad se define al pulgar como el mas anterior
y el dedo mefique como el mas posterior (para ubicar cada dedo en todos los
grupos de vertebrados se clasifican con nimeros romanos iniciando con el pulgar).
En el eje dorso-ventral va de la espalda hacia el abdomen. En la extremidad se
distinguen las ufias, plumas o escamas como la parte dorsal y la palma o los
cojinetes comprenden la parte ventral. El eje proximo-distal distingue como la
parte proximal a la mas cercana de la columna vertebral, como es el caso del
hombro y la cadera, la region distal corresponde a la punta de los dedos (Gilbert y

Barresi, 2016).
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El cambio en el orden y distribucion de estos tejidos y estructuras definen toda la
gama de tipos de movimiento. A pesar de esta variedad morfolégica, a nivel
estructural comparten un patron similar en la disposicion del esqueleto, el cual
estd evolutivamente conservado. En general las extremidades poseen el
estilépodo, correspondiente al humero (a nivel anterior) o fémur (en la region
posterior); el zeugopodo, correspondiente al radio y ulna (a nivel anterior) o tibia y
fibula (en la region posterior); y el autopodo con un numero muy variable de
elementos esqueléticos en los carpos, metacarpos y falanges (a nivel anterior) o
tarsos y metatarsos y falanges (en la regidén posterior), pero en ambos casos los
dedos tienen falanges (Gilbert y Barresi, 2016; Figura 1).

El estudio del desarrollo de las extremidades permite entender varios fendmenos
fisioldgicos, la evolucion y la clasificacion de los vertebrados terrestres. Gracias al
conocimiento embriolégico se ha relacionado a especies que antes se pensaban
ajenas (Gilbert y Barresi, 2016). Pero también, ha contribuido a saber mas de las
causas en varias enfermedades del aparato locomotor, como son la artritis, la

atrofia muscular, el enanismo y la braquidactilia, ente otros (Hall, 2005).
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Figura 1. Representacion de las extremidades de diferentes grupos de
vertebrados donde se sugiere una estructura embrionaria homodloga, el
primordio de la extremidad. En colores se marcan los elementos esqueléticos,
el color guinda representa el estilépodo, el naranja el zeugépodo y el amarillo
el autopodo. Aunque los tipos de locomocion cambian, el patron basico del
esqueleto es similar (Tomada de Abarca-Buis, et al. 2009).
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Desarrollo embrionario de los elementos esqueléticos de la extremidad.

La primera evidencia morfolégica de las extremidades embrionarias es una
proyeccion del costado, con forma semi-redondeada y ligeramente aplanada en el
eje dorso-ventral llamada primordio de la extremidad (Slack, 2013; Figura 1). Esta
estructura es muy similar en todos los vertebrados, incluyendo los peces. En la
Figura 1 también se observan las somitas (paquetes con forma rectangular similar
a las vértebras), las cuales daran origen al tejido muscular de la extremidad en
etapas posteriores (Gilbert y Barresi, 2016). Entre el primordio y las somitas se
encuentra el mesodermo intermedio, el cual dara origen al pronefros pero también
contribuye para el crecimiento del primordio de la extremidad. El mesodermo
intermedio aporta sefales que modificaran el tejido ectodérmico y favorecen la
division celular para iniciar la proyeccion del tejido (Tabin y Wolpert, 2007).

El estudio de la formacién embrionaria de la extremidad se divide por estadios
clasificados por su forma, se reconocen 45 estadios en total (Hamburger y
Hamilton, 1951). En el inicio de la formacién de la extremidad, en la etapa 17, el
embrion de pollo comienza con el engrosamiento del ectodermo distal en un
epitelio estratificado, la cresta ectodérmica apical o AER por sus siglas en inglés
(Saunders, 1948). Este proceso es seguido por una rapida proliferacion celular del
mesodermo sub-ectodérmico en la etapa 19 donde ya se observa una
protuberancia. Después, este tejido crece y forma una paleta redondeada hasta el
estadio 22, donde incrementa la proporcion de mitosis en la parte posterior
generando una estructura asimeétrica, proyectada hacia la parte posterior (Tabin y

Wolpert, 2007). En el estadio 25 el primordio se flexiona por la rodilla y el codo,
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cuando se articula el estilopodo con el zeugépodo (Holder, 1977). A su vez, se
forma la paleta del autépodo, generando angulos en la region de los dedos,
distinguiéndose primero en la parte posterior y después en la anterior. Por ultimo,
se generaran indentaciones en los interdigitos que separan los dedos en los

estadios 30 a 34 (Figura 2).

PATAS

ESTADIO |7 ESTADIO |8

PATAS

ESTADIO 20

ESTADIO 19

Figura 2. Tabla de estadios en el desarrollo de la extremidad posterior del
embrién de pollo mostrando los cambios ocurridos desde etapa 17 hasta la etapa
32. Basada en las modificaciones morfolégicas segun las condiciones de
incubacion descritas en el trabajo de Hamburger y Hamilton (1951).

Para el estudio de la formacion del esqueleto, es importante entender la
generacion del cartilago en la extremidad. El esqueleto embrionario adquiere su

morfologia a partir de moldes de tejido cartilaginoso. Posterior a este evento, el

elemento esquelético prolifera y madura a la pre-hipertrofia en el centro del
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elemento, donde detendra la secrecion de proteinas de cartilago y sus células
comenzaran a crecer en volumen. Después pasara a la hipertrofia en el centro del
molde cartilaginoso, donde los condrocitos mueren y los osteocitos invaden la
zona, este proceso es conocido como osificacion endocondral (Karsenty y
Wagner, 2002).

La morfogénesis de la extremidad esta controlada en sus etapas tempranas por
tres procesos celulares bien definidos: la proliferacion del tejido mas distal del
primordio conocido como zona indiferenciada (Tabin y Wolpert, 2007), la
condrogénesis (donde se adquiere el patrén de los elementos esqueléticos) y la
muerte celular programada en zonas donde se moldeara por completo la
morfologia general de la extremidad (Montero y Hurle, 2010). En coordinacién con
las primeras fases, los tendones se diferencian en posiciébn dorso-ventral al
esqueleto cartilaginoso y de las somitas hay una migracion de células mioblasticas
junto a axones de la medula espinal para invadir el esqueleto, formando la
musculatura. En las siguientes secciones se describirdn procesos de desarrollo
relacionados con los cambios celulares y moleculares que ocurren en la
extremidad embrionaria para dar origen a los elementos esqueléticos. Para
entender el destino de los tejidos se explicaran primero algunas vias de
sefializacion celular importantes en el control de los procesos moleculares

responsables de iniciar y regular las fases iniciales del desarrollo del primordio.
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Las vias sefalizacion de la familia TGF3, BMP y Activina.

La sefializacion celular por TGFB involucra a una numerosa familia de ligandos
extracelulares y receptores que regulan una amplia diversidad de procesos
bioquimicos en las células desde la formacion embrionaria hasta enfermedades
degenerativas propias en organismos de edad avanzada. Los ligandos se dividen
en tres grupos: Factores de crecimiento transformante (TGFs, subdivididos en los
tipos a y B), proteinas morfogénicas de hueso (BMPs) y las activinas (Massagué,
1998). Los ligandos de esta familia comparten una similitud en su secuencia de
aminoacidos compuesta de dos dominios de union al receptor conectados por un
tercer dominio abundante en cisteina, o también llamado nodo de cisteina (Grifith
et al., 1996), el cual les permite unir cada ligando a un correceptor distinto
favorece la formacién del complejo receptor-ligando.

Las células reciben las sefiales con los receptores transmembranales divididos en
tipo | y tipo Il. Los ligandos TGFp o activina viajan extracelularmente en forma de
dimeros y son reconocidos inicialmente por el receptor tipo Il. Una vez unidos los
ligandos, dos receptores tipo Il se unen a un par de receptores tipo I, formando un
tetrAmero (Wrana et al., 1994; ten Dijke et al., 1995). En el caso de BMPs, a
diferencia de los receptores para TGFp y activina, el tetrAmero de receptores se
forma al mismo tiempo (Attisano et al., 1993; ten Dijke et al., 1994). Cuando el
complejo esta unido, las regiones intracelulares inician su actividad enzimética en
sus dominios con actividad cinasa de serina y treonina (Massagué et al., 1998). El
receptor tipo | tiene una secuencia Unica denominada GS (por su abundancia en

Glicina y serina), este dominio es fosforilado por el receptor tipo Il (Wrana et al.,
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1994). De la misma forma, la region cinasa del receptor Il se autofosoforila. Una
vez activo todo el tetramero, el receptor tipo | inicia la cascada de sefalizacion
intracelular.

Los receptores son regulados por distintas proteinas extracelulares u otras
ancladas a la membrana plasmética. El B-glicano, también conocido como
receptor tipo Il o receptor antena, aumenta la sefializacion al unirse a receptores
tipo I, mientras Endoglina tiene el mismo efecto al unirse al receptor tipo Il (Lopez-
Casillas et al., 1991; McAllister et al., 1994). En contraste, la proteina de
membrana BAMBI es una variante del receptor tipo | de BMP (BMPRIb), la cual
carece de los dominios cinasa y GS. Con dicha modificacion las proteinas BMP
reconocen este receptor falso, pero no se activan los mensajeros intracelulares
por lo que se bloquea la sefializacion (Oncihtchouck et al., 1999). Los antagonistas
extracelulares comprenden a: antagonista de activinas Folistatina, y los
antagonistas de BMP Chordin, Gremlin y Noggin (de Winter et al., 1996; Piccolo et
al., 1996; Zimmerman et al., 1996).

La principal forma de transduccion de sefiales para TGFB/BMP/Activina es a
través de la familia SMAD (Macias Silva et al., 1996). Las proteinas SMAD
(Abreviatura de la fusion de los nombres MAD, mutante en Drosophila, y SMA,
descrito en C. elegans; Sekelsky et al., 1995; Savage et al., 1996). La secuencia
proteica de este grupo tiene 3 dominios: MH1, Linker y MH2. En el momento
donde los receptores inician la sefalizacion, las SMAD son activadas en la region
MH2 por el dominio cinasa del receptor tipo | (Kretzschmar et al., 1997; Liu et al.,

1996). La via de sefializacion de TGFp y Activina es a través de la fosoforilacion
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de SMAD 2 y 3 mientras las BMP lo hacen con SMAD 1, 5y 8 (Liu et al., 1996;
Nakao et al., 1997). Se pueden ocupar anticuerpos para ambos grupos de SMAD
fosforiladas y asi determinar que via esta activada (Montero et al., 2008). Una vez
fosforiladas, las SMAD son reconocidas por la Co-SMAD (por lo general SMAD 4,
independientemente del ligando), facilitando su transporte al nucleo (Lagna et al.,
1996).

Otros tipos de SMAD actuan como inhibidores intracelulares de la sefializacion,
este es el caso de SMAD6 y SMAD7. Su papel es unirse a las SMAD fosoforiladas
y bloquear la interaccion con su Co-SMAD, inhibiendo la sefalizacion. SMAD6
inhibe méas especificamente a BMPs y SMAD7 inhibe ambas vias (Abdollah et al.,
1997; Imamura et al., 1997; Nakao et al., 1997).

Las SMADs reconocen a nivel nuclear las proteinas Fastl y ARF, unidos a los
elementos ARE en el ADN (Chen et al., 1996). Otras proteinas nucleares que
interaccionan con SMAD son SP1, P21y el complejo AP1 (Datto et al., 1996). Una
vez formado el complejo nuclear, la sefializacion TGFf puede inducir la expresion
de diversos genes, entre ellos: colagenas, elastina o receptores de &cido retinoico
(Ritzenthaler et al., 1993; Marigo et al., 1994; Chen et al., 1996). Debido a la
regulacion de componentes de matriz extracelular por TGFB/BMP/Activina, existe
una estrecha regulacién de la via en procesos como fibrosis, proliferaciéon celular y
morfogénesis embrionaria (Border y Rouslahti, 1992; Massagué et al., 1996,

Chimal-Monroy et al., 2003).
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WNT en la comunicacion celular y vias de sefializacion.

Las proteinas WNT constituyen un grupo de factores extracelulares que regulan
varios procesos en el desarrollo embrionario, estan involucradas en la iniciacion, la
extension, la formacion de patrones y la diferenciacion celular del primordio de la
extremidad (Yang, 2003). La familia WNT esta compuesta por 19 proteinas
distintas, las cuales interaccionan con los 10 miembros de la familia de receptores
Frizzled (FZ). A su vez, los receptores se acoplan a distintos tipos de
correceptores, entre ellos estan: LRP5/6, RYK, ROR2 o VANGL2 (Figura 3) y
participan en regular la activacion de las distintas vias de sefalizacion WNT (Oishi
et al., 2003; Bilic et al., 2007; Guo et al., 2010)

La primera via de sefalizacion descrita regula los niveles de p-catenina, por lo
cual se nombra via de sefializacién candnica o via WNT/B-catenina. La proteina j3-
catenina actia como un coactivador de factores de transcripcion en el nucleo, lo
que promueve la expresion de varios genes. En ausencia de WNT, la B-catenina
forma un complejo con Axin, APC, la cinasa de caseina 1 alfa (CKla) y la
glucégeno sintasa cinasa 3 beta (GSK3p) donde la B-catenina es fosforilada. La -
catenina fosforilada es reconocida por AB-TRCP para ser degradada en el
proteosoma y asi reducir el nivel de esta proteina en la célula (Zeng et al., 2005).
Cuando estan presentes las proteinas WNT, se forma un complejo con el receptor
FZ, el cual se acopla al dominio Dix y PDZ de la proteina intracelular Dishevelled
(DVL). Una vez activo DVL, se acopla con Axin, GSK3p y CKla para fosforilar al
correceptor LRP5/6. Cuando esta formado el complejo proteico membranal, -

catenina ya no es marcada para degradacién y puede ser acumulada en el
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citoplasma (Aberle et al. 1997; Figura 3). Después, la B-catenina es trasladada al
nucleo donde interacciona con el factor de transcripcion TCF y LEF para regular la
expresion genética. Los ligandos WNT mas comunes de la ruta WNT/B-catenina
son WNT1, WNT3A WNT4, WNT6, WNT7A y WNT9A (Rudnicki et al., 1997
Hartmann y Tabin, 2001; ten Berge et al., 2008).

La proteina pB-catenina también esta presente en el complejo de adhesion celular
de la membrana plasmatica que une el citoesqueleto con la matriz extracelular. En
el complejo de adhesién celular, la N-Cadherina se une a la fibronectina de la
matriz extracelular e intracelularmente se une con o y B catenina, done la f-
catenina se mantiene unida a los filamentos de actina del citoesqueleto (Ozawa et
al., 1990). El acoplamiento del complejo de adhesion es otra forma de mantener
los niveles de la proteina B-catenina alejados del ndcleo y de aumentar la

condensacion celular (Delise y Tuan, 2002).
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Figura 3. Vias de sefializacion WNT. (A) En la parte izquierda (sombreado azul) se
muestra el destino de, B-catenina en ausencia de WNT o en presencia de sus
antagonistas. Con los antagonistas, como sFRP1 y DKK1, WNT3A no puede unirse
a su receptor y correceptor. En este contexto, B-catenina interacciona con GSK3p
y es fosforilada para ser ubiquitinada por AB-TRCP y ser degradada. (B) En el
centro se muestra la via de sefalizacion candénica de WNT (sombreado rojo).
Cuando WNT3A se acopla a FZ se recluta LRP5/6 y se activa la sefalizacién
canodnica. En la parte intracelular se forma un complejo con DVL y el grupo de
fosforilacion de B-catenina. Al quedar el complejo unido a DVL se evita la
degradacion de p-catenina y esta proteina se acumula en el citoplasma,
favoreciendo su transporte al ndcleo y formar complejos con factores de
transcripcion. (C) Del lado derecho (sombreado amarillo) se muestran las vias de
sefalizacion no canonicas y su antagonista sFRP1. En este caso, WNT5A
interacciona con diferentes coreceptores como ROR2. Ese complejo activa de
forma distinta a DVL y permite la activacion de RHO, JNK e incrementa los niveles
de Ca2+ en el citoplasma. En el caso de la acumulacion de Ca2+, se activa
Calcineurina, la cual desfofsforila NFAT y permite su transporte al nucleo para
favorecer la transcripcion de proteinas distintas a la sefializacion candnica, en este
caso se ejemplifica con la expresion de Sox9.

Las rutas no canonicas WNT acttan de forma independiente a la estabilizacion de

B-catenina en el citoplasma y activan otros mecanismos de comunicacion
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intracelular. Para cambiar entre una ruta y otra, las proteinas WNT interaccionan
en la membrana celular donde FZ forma un complejo con LRP5/6 para activar
preferentemente la via WNT/B-catenina o se acopla con el correceptor ROR2 para
activar las vias no canonicas de WNT. Dependiendo el tipo de WNT se formara un
complejo receptor-correceptor distinto y por lo tanto se activard una via diferente
(Groumolato et al., 2010). Los miembros WNT5A, WNT5B y WNT11 activan la
sefializacion no candlnica y reconocen principalmente a FzZ2, FzZ4 y FZ9
(Heisenberg et al., 2000; Kilian et al., 2003; Oishi et al., 2003; Mikels y Nusse,
2006). Una vez que ROR?2 est4 acoplado con FZ, se forma un complejo con los
dominios PDZ y DEP de DVL para acoplar a Racl, Daaml y PKC (Nishita et al.,
2010; Corda, 2017; Figura 3).

Se han clasificado al menos 3 tipos de sefalizacién no candnica. Una via es
denominada La sefalizacién de polaridad celular planar o WNT/PCP la cual
controla la morfologia celular y cambia la distribucién de proteinas en la célula
favoreciendo la migracion a través de cambios en el citoesqueleto. En el nicleo, la
cinasa de jun (JNK) activada por WNT y ROR2 fosforila al factor de transcripcién
c-jun y permite su acoplamiento con el complejo AP-1 (Boutros et al., 1998; Hikasa
et al.,, 2002; Nishsita et al., 2010). La segunda via no cano6nica es WNT/Rho,
relacionada en aumentar las actinas y miosinas contractiles del citoesqueleto y
aumentar la adhesion celular por el acoplamiento cadherina-integrina, aunque
algunos autores las consideran una sola via con PCP (Fanto et al., 2000; Zhu et
al., 2006). La tercera via actla a través de incrementar los niveles de Ca?*

intracelular, denominada via WNT/Ca?*. En esta Ultima via, Frizzled activa a PLC,
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permite la apertura de canales de Ca?* del reticulo endoplasmico y aumentan los
niveles de iones Ca?* en el citoplasma. Una vez liberado, el Ca?* activa a las
enzimas PKC, CAMKII y calcineurina, esta ultima enzima es una fosfatasa que
activa al factor de transcripcion NFAT, por desfosforilacion de la region amino
terminal, para promover su transporte al ndcleo y la expresion de varios genes
(Sheldal et al., 1999; Kuhl et al., 2000; Saneyoshi et al., 2002; Figura 3).

La sefializacion WNT se regula finamente con una variedad de antagonistas. Las
proteinas secretadas SFRP y WIF1 bloquean el reconocimiento de las proteinas
WNT con su receptor FZ (Hsiehi et al., 1999; Satoh et al., 2006). Las proteinas
DKK y SOST interaccionan con LRP5/6 para unirse con Kremen y evitar la unién
con FZ e inhibir a la sefalizacion WNT/B-catenina (Glinka et al., 1998; Figura 3).
Otros antagonistas extracelulares son Wisp, Cerberus (el cual inhibe tanto WNT
como BMP). Dentro del nucleo, Groucho se acopla con TCF en el ADN y reprime
su actividad transcripcional. Al momento que B-catenina se traslada al nacleo se
remueve Groucho de TCF para permitir la transcripcion (Kawano et al., 2003). Otro
mecanismo para inhibir a las WNT es fosforilando B-catenina para su degradacion
a través de Siah2 en el citoplasma o a nivel nuclear SOX9 recluta el complejo
CKla y GSK3p para inhibir la actividad candénica de WNT (Topol et al., 2003 y

2008).
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Coordinacion entre proliferacidon, condrogénesis y apoptosis en el autépodo.

Participacion de la cresta ectodérmica apical y la zona indiferenciada.

El primordio de la extremidad crece desde la placa lateral del mesodermo (tejido
sub-ectodérmico a los costados del embrion). Fuera del area de la extremidad no
se forman primordios en los flancos de manera normal. Cuando se trasplantan
primordios de extremidad a otros sitios de la placa lateral del mesodermo se
desarrolla una extremidad completa con todas las estructuras 6seas, musculares y
ectodérmicas (Harrison, 1918). El mesénquima de la extremidad dar& origen al
esqueleto y tejidos conectivos (ligamentos, capas envolventes de los masculos y
tendones) de las extremidades, pero los musculos provienen de los mioblastos,
que migran al primordio desde las somitas (Saunders, 1948; Ordahl y Le Dourain,
1992; ten Berge et al., 2008). Estos estudios ayudan a comprender que una vez
iniciado el primordio tiene toda la informacion necesaria para desarrollar el
esqueleto de la extremidad.

Momentos previos a la formacién del primordio, se observa el engrosamiento del
ectodermo, la futura AER. Las células mesodérmicas, en respuesta a las sefiales
de la AER, aceleran su tasa de division celular, permitiendo la proyeccion del
primordio de la extremidad (Saunders, 1948; Figura 4A). Esta comunicacion es
fundamental para el correcto desarrollo de la extremidad. Al colocar marcas de
carbon en el mesénquima del primordio para identificar el destino celular se

observa que las marcas proximales se mantienen proporcionalmente en la misma
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zona (Figura 4B). Pero si se colocan las marcas justo debajo de la AER se
distribuye por toda la extremidad, por lo que el origen de las células del esqueleto
en la extremidad es en la zona mas distal del primordio (Saunders, 1948; Figura
4C). En estudios posteriores se demostrdé que un marcaje vital de las células de la
zona distal, mantiene la tincion en las falanges a los dias posteriores (Suzuki et al.,
2008). Este dato indica que las células del mesénquima distal, alejadas de la AER
paulatinamente por la proliferacion, se diferencian en las células del esqueleto y
los tejidos conectivos presentes en la futura extremidad.

Cuando se extirpa la AER en el estadio 18 de la extremidad se detiene el
crecimiento y el desarrollo por completo, confirmando la importancia de la
interaccidn ectodermo-mesodermo. Si se retira en el estadio 20, el primordio
formara solo el estilopodo de la extremidad, si se retira en estadio 24 se forma
parte del zeug6podo y asi sucesivamente (Saunders, 1948; Figura 4D). Este
descubrimiento indica que al avanzar existe una informacion posicional en la
region proximal, por lo que al retirar la AER en etapas mas avanzadas se logran
formar elementos esqueléticos.

Cuando se trasplanté la AER de la extremidad anterior hacia la posterior o de una
AER de edad avanzada a un primordio mas joven se descubrié que las
extremidades no cambiaban en su patron de elementos esqueléticos (Rubin y
Saunders, 1972). Debido a que las células de la AER no parecen contribuir en
establecer la informacion posicional del esqueleto, se ha enfocado a la region
distal del mesénquima en un tema de interés y debate en la formacion de la
extremidad (Tabin y Wolpert, 2007). Segun el modelo de la zona de progreso

(Summerbell, 1975), cuando las células salen de esa zona inician su compromiso
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hacia la formacién de elementos esqueléticos, dependiendo del tiempo en que se
mantuvieron en presencia de las sefiales de la AER. Las primeras células en
alejarse de la AER formaran el estilopodo, seguidas por las células del zeugépodo
y finalmente las células restantes formaran el autépodo. Pero, como se vera mas
adelante, el estudio de los mecanismos moleculares mostr6 una mayor

complejidad en el proceso del establecimiento del eje proximo-distal.

g

stase S STML 10

Figura 4. La AER es necesaria para la iniciacion del desarrollo de la extremidad.
(A) Se muestra un corte histolégico y el acercamiento (recuadro negro) donde se
presta atencién a la AER en vista sagital. (B) Marcaje con polvo de carb6n en una
region proximal de la extremidad y su localizacion en estadios posteriores. (C) El
marcaje de carbén por debajo de la AER y como se distribuye a lo largo de la
extremidad en las siguientes etapas. (D) Segun en la etapa de desarrollo en la
cual se retira la AER, menos estructuras esqueléticas forma y la extremidad es
mas corta si se realiza en etapas tempranas. Si se retira a estadios mas
avanzados del desarrollo se forman los elementos esqueléticos mas distales. (A'y
B) (Modificada de Saunders, 1948).

28



Para entender las bases moleculares de la comunicacion mesénquima-AER en la
formacion del eje proximo-distal se han usado diversas estrategias. El cultivo
celular, el estudio de ligandos extracelulares y mutaciones genéticas dirigidas han
sido métodos de ayuda para la comprension del desarrollo embrionario. En un
principio, debido a las limitaciones técnicas de la época, los trasplantes de partes
de la extremidad y los cultivos in vitro fueron los métodos mas usados (Harrison,
1918; Saunders, 1948; Summerbell, 1972). Posteriormente, con los avances en
biologia molecular se han logrado comprender varios de los mecanismos
moleculares responsables de las distintas fases de elongacién de la extremidad y
del establecimiento de los segmentos estilopodo, zeugdpodo y autdpodo en el eje
préoximo-distal. Se han identificado las moléculas responsables de la comunicacién
extracelular necesaria para procesos como el crecimiento y control de la
diferenciacion celular (Aono et al., 1988; Niswander et al., 1994; Cohn et al., 1995;
Crossley et al., 1996). Pero, un tema de interés en afios recientes es el control en
la informacién posicional, sobre todo el conocer como es que las células generan
grupos comprometidos para formar una estructura determinada como el himero o
el pulgar (Summerbell, 1975; Yokohuchi et al., 1991; Capdevilla et al., 1999;
Dudley et al., 2002; Rodriguez-Carballo et al., 2019).

Se demostrd con el tiempo que la AER funciona como un centro de sefalizacién
indispensable para el desarrollo del primordio y sus funciones son: mantener el
mesénquima distal en un estado proliferativo e indiferenciado que permita el
correcto crecimiento y especificacion del eje proximo-distal; mantener la expresion

de moléculas para el establecimiento del eje antero-posterior; y también permitir la
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interaccion de moléculas necesarias para establecer el eje dorso-ventral con los
demas ejes (Gilbert y Garresi, 2016).

Un descubrimiento crucial fue que los factores de crecimiento y la sefalizacion
celular regulan la comunicacibn AER-mesénquima. Cuando las células de la
extremidad se cultivan, la proliferacion aumenta con la presencia del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF; Aono et al., 1988). Se observa que Fgf4 se
expresa en la regién posterior de la AER, asi cuando la cresta es retirada y se
coloca una perla embebida con la proteina FGF4 en dicha regién, se mantiene la
formacion de estructuras esqueléticas distales (Niswander et al., 1994). De la
misma manera, otros miembros de la familia de los FGFs pueden realizar la
funcién de la AER. Si se coloca FGF1, FGF2 o FGF4 en la placa lateral se puede
obtener la formacién de primordios y extremidades ectdpicas (Cohn et al., 1995).
Cuando se muta Fgf4/Fgf8 se trunca por completo la extremidad (Crossley et al.,
1996), por lo que ambos genes son necesarios para la iniciacion y mantenimiento
del primordio. Por ejemplo, los embriones mutantes de Fgf8 poseen elementos
esqueléticos reducidos, pero aun se forma el primordio, solo que muere en pocos
dias. A diferencia de Fgf4, Fgf8 se expresa en toda la AER y, ademas, en los
estadios donde la cresta entra en regresion (en etapa 30 en interdigito y en 36
para la punta del dedo) se reduce la expresion de Fgf8. De hecho, si la
sefalizacion es blogqueada colocando una perla embebida con el inhibidor de FGF
en la region distal, se detiene por completo la formacion de los dedos (Montero et
al., 2001).

Los descubrimientos a finales del siglo XX demostraron que la AER libera sefales

especificas para mantener el crecimiento de las extremidades, pero las células
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que adquiriran la forma de la extremidad estan en la regidbn mas distal del
mesénquima (Rubin y Saunders, 1972; Figura 5A). Al buscar marcadores de
proliferacion celular se encontré en la region distal un rango de 300 micras entre el
futuro cartilago y la AER. Estos datos llevaron a proponer el modelo de la zona de
progreso, donde las células del mesénquima distal adquieren una informacién
posicional dependiendo del tiempo al que estuvieron expuestas a las sefales de la
AER (Summerbell et al., 1973), presumiblemente FGF8 (Crossley et al., 1996).

A pesar de la propuesta anterior, una serie de observaciones llevaron a otros
cientificos a un planteamiento distinto. Se demostr6 que los segmentos
esqueléticos proximo-distales expresaban genes en zonas delimitadas desde
etapas tempranas de la formacion del primordio. Por ejemplo: los genes Meis 1y 2
se observan expresados solo en la parte proximal del primordio, previo a la
formacion del estilépodo (Capdevila et al., 1999); Hoxall esta presente en la
region intermedia del primordio antes de la diferenciacién a cartilago, donde se
formara el zeug6podo, mientras Hoxal3 se expresa distalmente, donde se formara
el autépodo (Yokouchi et al., 1991; Figura 5B y Figura 5C). Hoxa, Hoxd y Meis no
solo estan presentes previo a la formacién del elemento esquelético, son
necesarios para su propio desarrollo (Zakany y Duboule, 2007). Ademas, cuando
se retira la AER, se inicia un proceso de muerte celular en una distancia no mayor
a 200 micras de la AER (Dudley et al., 2002). Si las células ya estan
comprometidas a formar una region de la extremidad y la AER es retirada, solo se
formaran los segmentos especificados y proximales a la zona de 200 micras. Si se
retira la AER en etapa muy temprana no se desarrolla el esqueleto, si estd mas

avanzada solo se forma el estilopodo, si avanza un poco mas se forma el
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zeugopodo, etc. Este modelo se denomind de especificacion temprana, debido a
gue todos los elementos poseen una informacién posicional antes de la evidencia

morfologica del esqueleto apendicular.
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Figura 5. Control de la formacion de elementos esqueléticos durante la formacién
del primordio. (A) Patrones de expresion de Hoxa y Meis en el primordio de la
extremidad (B) Organizaciéon de los genes Hoxa en el cromosoma comparado con
su expresion en el esqueleto adulto (C). Etapa en donde se retira la AER en el
primordio de la extremidad y la morfologia resultante. (Modificada de Gilbert, 2003
y de Slack, 2013).

Al comparar ambos modelos se encontraron errores en ambos, pero también se
hicieron nuevos descubrimientos que permitieron explicar la formacion del eje
proximo-distal (Tabin y Wolpert, 2007). Por un lado, si el modelo de la zona de

progreso es verdadero, las células del mesénquima distal solo necesitan un reloj

interno para determinar su posicion. Esta afirmacion es incorrecta, las células
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responden a sefales inductivas de la AER de una forma dependiente de la
concentracion, y pueden cambiar su destino en respuesta a FGF, adn en ausencia
de la AER (Sun et al., 2002; ten Berge et al., 2008). En caso de que la
especificacion temprana fuera cierta, se observaria la expresion de bandas de
genes Hox desde las etapas mas tempranas y su patron de expresion no podria
ser alterado por sefales extracelulares. Se ha demostrado que Meis y Hoxa tienen
un patrén dinamico de expresion, y no inician como bandas delgadas. Primero se
expresa Meis, posteriormente se expresa Hoxall y Hoxal3 inicia como una
pequefia area en la zona posterior, después se expresa en la misma zona de
Hoxall y va, poco a poco, extendiéndose a la zona distal hasta la etapa 25 (Tabin
y Wolpert, 2007; Figura 6A).

En busca de un nuevo modelo para determinar la formacion del eje proximo-distal
se definié al mesénquima distal como la zona indiferenciada (Figura 6B), la cual
responde a sefales de diferentes centros de sefalizacion para establecer
temporalmente a los genes Meis, Hoxall y Hoxal3, para asi especificar a los
elementos esqueléticos. Meisl y Meis2 son directamente activados por altos
niveles de acido retinoico proveniente del eje corporal. Cuando el primordio se
encuentra en etapa 17, Meisl y Meis2 estan presentes en todo el primordio, adn
menor de 250 micras de largo, pero cuando se sigue proliferando la regién distal
se inhibe Meis en la zona indiferenciada por accion de FGF (Figura 6B). En la
etapa 19, se inicia la expresion de Hoxall en la zona indiferenciada y se
entremezcla en un éarea intermedia con Meis, zona definida como frente de
diferenciacion, para la etapa 21 tanto Meis como Hoxall se expresan en areas

distintas (Figura 6C). Hoxal3 inicia su expresion en la etapa 21, en un area muy
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pequefia de la zona posterior de la extremidad, donde se expresa Shh. Al avanzar
a etapa 23, Hoxal3 cambia su area a la region distal del primordio, aunque en un
area mas reducida a la zona indiferenciada y mezclada con Hoxall. Al llegar a

etapa 25, Hoxal3 esta solo en la zona indiferenciada (Figura 6D).

Etapa 17 Etapa 19 Etapa 21 Etapa 23 Etapa 25
l S0 um
A N
V] E
Frente de “Zona
diferenciacién indiferenciada”
B {expresion de AP2)
B =N
2 g
- -3
& 8
% .'_:l /
g 5
K Meis1
2 \ Hoxall
C
D

Hoxal3

AN
Shh

N

Hoxall
*

Hoxal3

34



Figura 6. Modelo actual de la formacion del eje préximo-distal en el primordio de la
extremidad. (A) Desarrollo de la extremidad entre etapa 17 a 25 mostrando en gris la
zona indiferenciada. (B) Patron de expresion de Meisl (azul) y momento donde se
mezla con la zona indiferenciada (diagonales) (C) Patron de expresion de Hoxall (rojo)
entre la etapa 19 a 25. (D) Patron de expression de Hoxal3 entre etapa 21 a 25, en
negro cuando esta mezcaldo con Hoxall y en verde cuando esté aislado (Modificada
de Tabin y Wolpert, 2007).
Al momento de extirpar la AER, genes especificos de la zona indiferenciada como
son Ap2, Msx1 o Sprouty son inhibidos en la region distal, a las pocas horas de la
intervencion. Al mismo tiempo, la pérdida de la AER induce un area de muerte
celular de 200um de grosor, correspondiente a la zona indiferenciada (Dudley et
al., 2002). Estos efectos son bloqueados si se implanta en la region distal perlas
con FGF2 (Fallon et al., 1994). Por este motivo se ha manejado que las proteinas
FGF actuan como un factor de supervivencia (Tabin y Wolpert, 2007) pero también
se ha demostrado que la implantacion de perlas embebidas en FGF8 aceleran la
muerte en el interdigito (Montero et al., 2001), por lo cual se sugiere un balance en
los niveles de los Fgf en la AER para mantener la proliferacién, pero evitar la
muerte celular.
Para mantener la proliferacion celular, la AER también produce, ademas de FGFs,
seflales WNT que dan una retroalimentacion positiva para el establecimiento de la
AER (ten Berge et al.,, 2008). Al mismo tiempo, ambas sefiales bloguean la
diferenciacion en una masa de tejido mesenquimal entre 200 a 300um adyacente
a la AER, conocida como la zona indiferenciada (Tabin y Wolpert, 2007).
La combinacion de WNT3A y FGF8 en cultivo bloquea por completo la

diferenciacion a cartilago, pero la expresion de Wnt3a esta presente en todo el

ectodermo, mientras la expresion de Fgf8 solo se restringe a la AER. Ambas
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moléculas fomentan la expresion de los genes marcadores de la zona
indiferenciada como son Msx1, Axin2, o Nmyc, o Wnt5a (Yamaguchi et al. 1999;
ten Berge et al., 2008). Fgf8 es capaz de retrasar la diferenciacion a cartilago (ten
Berge et al., 2008), pero la inhibicion de la sefalizacion FGF con SU5402 reduce
el tamafo de los dedos (Montero et al., 2001), indicando que es necesaria para la
condrogénesis. Estos datos sugieren una regulacion constante de la AER para el
crecimiento, supervivencia, control de la diferenciacion y especificacion de
estructuras en el primordio de la extremidad. Pero la apoptosis y la condrogénesis
son reguladas en la zona indiferenciada por la AER, aun se desconoce qué
mecanismos dan la transicion en el frente de diferenciaciébn para iniciar la
condrogénesis en el desarrollo de extremidades. Por lo cual, es importante
conocer en detalle el proceso de la condrogénesis durante la morfogénesis del

esqueleto apendicular.

Diferenciacion a cartilago

El primordio de la extremidad de etapa temprana estd compuesto de una masa de
células mesenquimales con filopodios, confiriéndoles una apariencia estrellada
con amplio espacio intercelular y vascularizacién (Farquhar, 1963; Searls et al.,
1972). Al salir de la zona indiferenciada y de las sefales ectodérmicas, las células
inician la diferenciacion hacia cartilago. Se pierden los filopodios y el espacio
intercelular hasta quedar estrechamente unidas formando una condensacion
precondrogénica, ésta es la primera evidencia morfologica del esqueleto

apendicular. Durante este proceso los vasos sanguineos se pierden por lo que
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este tejido tendra poca oxigenacion. Como se puede observar en la Figura 7 el
patrén de condensacion y diferenciacion va en relacién con el eje préximo-distal,
iniciando en la parte proximal y avanzando hacia la region distal (Thorogood vy
Hinchliffe, 1975).

Las moléculas marcadoras del cartilago en diferenciacion estan claramente
identificadas. El acido hialuronico (HA) facilita la agregacion celular en etapas
tempranas del primordio (Maleski et al., 1996) y disminuye con la produccién de
Hialuronidasa (degradador del HA) vy condroitina sulfato, un tipo de
glicosaminoglicanos que se secretan previo a la condensacion de cartilago
(Searls, 1965; Kosher et al., 1981; Kulyk et al., 1989). Estos glicosaminoglicanos
sulfatados son facilmente identificables con la tincién de azul Alciano (Figura 8A).
A su vez, las proteinas de adhesion celular, entre ellas N-Cadherina, son

importantes para una completa condensacion (Delise y Tuan, 2002).
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Figura 7. La condensacion celular sigue un patron proximo-distal. (A) Corte
transversal en la region del zeugdpodo de estadio 26, el pequefio recuadro a la
izquierda indica un acercamiento visto en (B) donde el espacio intercelular
mesénquima es mayor y el recuadro de la derecha corresponde a un
acercamiento visto en (C) donde hay una condensacion precondrogénica. En (D)
se esquematizan varios cortes transversales en el mismo estadio donde se
observa que la condensacion es inicial hacia la region distal. A mayor tonalidad
de gris corresponde al grado de condensacién, lo que esta dorsal y ventral del
centro son paguetes musculares. (Modificada de Thorgood y Hinchliffe, 1975).

La cascada molecular de la condrogénesis.
Después de la condensacion, la expresion de proteinas de matriz extracelular
cambia. Los centros de condensacion sustituyen a la colagena | por la colagena I,

restringiendo la colagena | a las células aplanadas que rodean el blastema
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cartilaginoso, denominado pericondrio (Von der Mark et al.,, 1976). Aunque la
colagena | y la fibronectina persisten en los elementos esqueléticos, siempre
permanecen en la periferia, tanto en el pericondrio como en la mesénquima
adyacente (Dessau et al., 1980; Kulyk et al., 1989).

El factor de transcripcion SOX9 es esencial en la formacion de cartilago y la
expresion genética de todas las proteinas mencionadas en el proceso de
diferenciacion. Sox9 se identific6 en la displasia campomélica, enfermedad
congénita del esqueleto. Los individuos con mutacion en Sox9 presentan
acortamiento de las extremidades, escapula e ilion pequefios, huesos largos
curveados, orejas pequefias y nariz aplanada (Akiyama et al., 2002). Uno de los
genes blanco de SOX9 es la colagena Il y su expresion se localiza en las mismas
zonas donde colagena Il se expresara en el esqueleto, posterior a la condensacion
(Lefebvre et al., 1997; Zhao et al., 1997). Si la expresion de Sox9 se inhibe en el
mesénquima de la extremidad, no se forman los elementos cartilaginosos. El
primordio inicia su formacién de manera normal, expresando factores como Fgf8 y
otros marcadores importantes en la formacién de la extremidad. Se observa que
las células del primordio, al no diferenciarse a cartilago, entran en apoptosis y las
extremidades dejan de crecer, e incluso reducen su tamafio (Akiyama et al., 2002).
La activacion de SOX9, en conjunto con SOX5 y SOX6 en el nucleo, es muy
importante para iniciar la diferenciacion a cartilago y sobre todo para producir la
matriz extracelular. La doble mutacion de Sox5 y Sox6 en ratdon posee las
condensaciones precondrogénicas pero no se expresan colagena Il ni los

glucosaminoglicanos propios del cartilago (Smits et al., 2001).
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La segunda funcién notable de SOX9, para iniciar el proceso de diferenciacion
celular a cartilago, es a través del bloqueo de la sefalizacion WNT/p—catenina.
Tanto B-catenina como SOX9 pueden unirse en el nucleo de la célula, en la region
carboxilo terminal de la proteina SOX9 y en la proteina p-catenina en su dominio
Armadillo (Akiyama et al., 2004). Una vez unidas, la regién carboxilo terminal de
SOX9 inhibe la actividad transcripcional de B-catenina, al reducir la expresion de
genes de proliferacion como Ciclina D1. Ademas de la inhibiciébn de actividad,
también SOX9 recluta a GSK3pB y CK1a en el nacleo para fosoforilar a B-catenina
y llevarlo a su degradacion (Topol et al., 2008).

El factor de crecimiento transformante  (TGFpB) es relevante en el inicio de la
condrogénesis a nivel embrionario a través de la regulacion de Sox9. Los
miembros TGFB1 y TGFB2 en cultivos in vitro de micromasas de células de la
extremidad en desarrollo (condiciones de cultivo en alta densidad que promueven
la condensacién celular) favorecen la produccién de glucosaminoglicanos de la
matriz de cartilago. Esta induccion aumenta de 3 hasta 6 veces mas la produccién
de mRNA de colagena Il. Ademas, provocan la diferenciacion de cartilago en
células cultivadas en baja densidad, lo cual no sucede de manera normal en esas
condiciones (Kulyk et al., 1989). En la extremidad, TGFp actia como un inductor
de la condrogénesis. La aplicacion de una perla de heparina embebida con la
proteina TGFp en el tercer interdigito de etapa 28 es capaz de cambiar el destino
celular del tejido. El resultado es la formacion de cartilago, desarrollandose como
un dedo ectépico (Gafian et al., 1996; Figura 8A). Entre los distintos genes

relacionados con la condrogénesis, Sox9 es el factor que se expresa mas
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temprano, al inducirse a los 30min. A partir de este momento se lleva a cabo una
cascada molecular en la que se inducen temporalmente otros genes
condrogénicos. La temporalidad de expresion de estos genes es importante para
conocer la regulacién del proceso condrogénico. Otros miembros de la familia
SOX como Sox8, Sox10, Sox5 y Sox6 son los primeros en inducirse en las
primeras horas. Posteriormente, se expresa Bmprlb poco antes del receptor WNT,
Fz4 (Chimal-Monroy et al., 2002; Chimal-Monroy et al., 2003; Figura 8B). Por
altimo, se inducen moléculas de la matriz extracelular como colagena Il y

agrecano, junto al antagonista de BMP Noggin (Chimal-Monroy et al., 2003).
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Figura 8. La aplicacion de TGFp en el interdigito dispara una cascada molecular
involucrada en Condrogénesis y la formacion de los elementos esqueléticos. En
(A) se muestra la formacion del dedo ectopico en una tincion de azul alciano
(especifica para el cartilago). En (B) se muestra el inicio de la expresion de
moléculas que participan en etapas tempranas en la formacion del esqueleto del
dedo ectdpico (modificada de Gafan et al.,, 1996 y la grafica fue tomada de
Chimal-Monroy et al., 2003).

Otro grupo de la familia TGFp, la subfamilia de BMP y sus antagonistas participan

en la formacion del cartilago. La mutacion en Bmp5 esta asociada a defectos en el
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esqueleto incluyendo la reduccién en el tamafio de los huesos largos (King et al.,
1994). La colocacién de perlas de BMP7 en la punta del dedo induce cartilago de
forma excesiva (Gafian et al., 1996). Mientras, el receptor por el cual actian las
BMPs en la condensacion condrogénica es BMPR1b y su sobreexpresion genera
elementos gruesos. En cultivo de micromasas, la construccion dominante negativa
de Bmprlb da como resultado la inhibicion de la formacion del cartilago (Zou et al.,
1997). En la formacion del dedo ectopico Bmprlb se observa previo a la expresion
de colagena Il (Chimal-Monroy et al.,, 2003), de manera normal Bmprlb se
expresa en los dedos (Figura 9A).

La region mas distal de los digitos en el embrién tiene una actividad constante de
condensacion a partir de las células provenientes de la zona indiferenciada. A este
grupo de células se le ha nombrado creciente digital o regién formadora de
falanges (DC/PFR; Montero et al., 2008; Suzuki et al., 2008). En la DC/PFR hay
una actividad constante de sefializacion por parte de TGFp y BMP marcada por la
fosforilacion de SMAD (Figura 9B y Figura 9C), y también aumenta la expresion de
los genes mas tempranos de la cascada molecular de la condrogénesis.

El antagonista de BMP, Noggin, se expresa en las condensaciones por lo que
puede formar un asa de retroalimentacion con BMP controlando el tamafio de los
digitos (Merino et al., 1998). El mutante nulo para Noggin genera extremidades
engrosadas y de menor tamafio (Brunet et al., 1998) y en células transfectadas
con Noggin no se forma cartilago ni se da la expresion de Sox9 (Pizette y
Niswander, 2000). Si se colocan perlas embebidas con la proteina Noggin en la

punta del dedo, se trunca su crecimiento, induciendo la muerte celular en tejido
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distal (Merino et al., 1998). A su vez, la mutacion de Sox9 no afecta los genes
tempranos del primordio, pero la ausencia de condrogénesis lleva a la muerte
celular masiva (Akiyama et al., 2002), asi como implantar perlas con acido
retinoico. En cambio, la implantacion de perlas con TGFB inhiben la muerte
interdigital a la par de inducir condrogénesis. En contraste con los datos previos, la
sobreexpresion de WNT candnico en la extremidad no induce apoptosis, a pesar
de perder el esqueleto (Hill et al., 2006), por tal motivo es importante conocer la
regulacion de la muerte celular en relacion con la formacion de cartilago a través

de diferentes vias de sefializacion.
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Figura 9. La Creciente digital es una zona de alta actividad en sefializacion de
TGFB. En (A) se muestra la expresion de Bmprlb. En (B) se muestra en verde la
presencia de las proteinas SMAD 1,5 Y 8 fosoforiladas (marca de sefializacion
celular activa para TGFB). Se puede notar que la sefializacion es incluso mas
distal que las células condensadas, mostrando las células reclutadas hacia el
linaje condrogénico. En (C) se muestra la cantidad de marca fluorescente para la
sefalizacion de TGFB desde la regibn mas distal hasta la zona proximal del
cartilago digital (modificada de Montero et al., 2008).

Muerte celular en la extremidad y su control por BMP.

Aunque el esqueleto y la musculatura son los tejidos mas abundantes en la
extremidad adulta, la muerte celular programada es un proceso de importancia en
la adquisicion de la morfologia a nivel embrionario (Hinchliffe y Ede, 1973;

Rodriguez-Guzman et al., 2007). Este proceso es controlado por un mecanismo
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molecular coordinado por enzimas para degradar proteinas de la lamina nuclear y
del citoesqueleto, condensar la cromatina y fragmentar los cromosomas. Estos
eventos acaban con la fragmentacion de la célula en distintas vesiculas pequefias
(o cuerpos apoptéticos), lo que provoca la muerte celular. Asi se permite a los
fagocitos ingerir las vesiculas sin provocar dafios en el microambiente extracelular
ni inducir inflamacion que pueda afectar al resto del tejido, como ocurre en la
necrosis (Montero y Hurle, 2010). La activacion de la apoptosis se induce por dos
vias: la via intrinseca (mediada por BCI2, BAX o BAK) y la extrinseca, mediada
por los receptores transmembranales de muerte y la activacion de Caspasa 8
(Chimal-Monroy et al., 2011). Debido a que ambas vias deben ser inhibidas para
bloquear la muerte celular se cree que hay cooperacién de ambas vias para que
se lleve a cabo la apoptosis.

En la formacién y elongacion del primordio de la extremidad en aves se han
identificado zonas de muerte celular inicialmente denominadas Zonas Necroticas
(Saunders 1962), las cuales ayudan a moldear el contorno de la extremidad.
Asimismo, la muerte celular contribuye a segmentar los elementos esqueléticos
de cartilago y formar las articulaciones (Fell y Canti, 1934). Con el tiempo se ha
demostrado que la principal forma de muerte celular es la apoptosis, y no se ha
observado necrosis, por lo cual se ha cambiado el término de zonas Necroéticas a
zonas Apoptoticas (Fernandez- Teran et al., 2006; Abarca-Buis et al., 2011).

Las 5 zonas apoptoticas en la extremidad son: La zona apoptotica anterior (AAZ),
la zona apoptotica posterior (PAZ), el parche opaco entre los elementos del
zeugobpodo, las zonas apoptoéticas interdigitales (IAZs) y mesénquima localizado

por debajo de la AER (Saunders, 1962; Montero y Hurle, 2010; Abarca-Buis et al.,
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2011; Figura 10A). La cantidad de células necesarias para dar proporcion y
tamafo de los elementos esqueléticos debe ser regulada, por lo que la muerte
celular controla el numero de la poblacion (Hinchliffe y Ede, 1973; Macias et al.,
1997). También, las zonas apoptoticas coinciden en su limite distal con los bordes
de la AER y en fenotipos mutantes como Wingless se expande la zona de muerte
en la AAZ y se reduce la AER dando como resultado la pérdida del radio y el dedo
II (Hinchliffe y Ede, 1973; Figura 10B y Figura 10C). Aunque la IAZ no sera
utiizada en la vida adulta funcionan como centro de comunicacion celular
necesarios para la morfogénesis. El tejido interdigital secreta factores de
crecimiento como BMP, antagonistas de las WNT vy sintetiza acido retinoico que
controlan la identidad digital y regulan la diferenciacién a cartilago (Montero y

Hurle, 2010).
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Figura 10 (A) Esquemas que ejemplifican las zonas de muerte celular en la
extremidad embrionaria. En la primera imagen se observa un primordio muy
temprano y no presenta zonas de muerte. En el segundo se ha proyectado la
extremidad y ha iniciado la formacion del estilopodo. Se aprecia dos areas de
muerte la AAZ/ANZ y la PAZ/IPNZ. En la tercera imagen se ha iniciado la
morfogénesis del zeugbpodo y surge una nueva zona de muerte celular, el parche
opaco (OP) entre los dos elementos cartilaginosos. Finalmente, el cuarto
esquema presenta la formacion del autépodo donde se aprecian los digitos de
forma radial y entre ellos las zonas rojas de muerte interdigital IAZ/INZ. En azul
claro se marca la zona indiferenciada y en azul oscuro el esqueleto cartilaginoso.
(B) Areas de muerte celular en la zona posterior de embriones normales (arriba) y
del mutante Wingless (abajo). (C) Cambios en el esqueleto del mutante Wingless
entre la etapa 26 a la 30. El contorno punteado representa una extremidad
embrionaria normal de la misma etapa. (modificada de Hinchliffe et al., 1973 y de
Montero et al., 2010).

Los factores de crecimiento BMPs son reguladores del proceso apoptotico en la

extremidad. Los genes Bmp2, Bmp4, Bmp5 y Bmp7 se expresan en las zonas
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apoptoticas incluso antes de iniciar el proceso de muerte (Francis et al., 1994; Zou
y Niswander, 1996; Zuzarte-Luis et al., 2004). Si se colocan perlas con proteinas
BMP en la zona indiferenciada del interdigito se acelera la apoptosis obteniendo
una regresion interdigital temprana. Si se coloca en la zona indiferenciada durante
etapas muy tempranas del primordio se puede llegar a truncar por completo la
formacion de la extremidad (Gafian et al., 1996; Macias et al., 1997; Zuzarte-Luis
et al., 2004; Montero et al., 2008). Tomando en cuenta los fenotipos de Wingless,
donde el aumento de células muertas genera un ala con elementos esqueléticos
ausentes, si se coloca una perla con BMP5 en la AAZ de embriones normales se
pude ver un aumento muy similar en la apoptosis y el esqueleto (Macias et al.,
1997; Figura 11A). Este proceso esta regulado en parte por SMADS, el cual induce
su expresion genética si se colocan perlas de BMP7 en la AAZ, incrementando la

apoptosis (Abarca-Buis et al., 2011; Figura 11B).
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Figura 11. La sefalizacion BMP7SMAD regula la muerte celular en la AAZ,
necesario para la formacién normal del esqueleto. Extremidades tratadas con
BMP5 después de 2 dias de incubacion tefiidas para rojo neutro (izquierda) y
después de 4 dias tefidos para esqueleto (derecha). Se puede notar la induccion
de muerte masiva provocada por la perla (asterisco) y el fenotipo de esqueleto
igual al de la Figura 5C (flecha). (B) Tinciébn de rojo neutro e hibridacién de
Smad8 después de un tratamiento con perlas de BMP7. A diferencia de un
primordio normal (izquierda) se acelera una amplia area de muerte celular
(Flecha) y un aumento en la expresiéon de Smad8 en la AAZ. (modificada de
Macias et al., 1997 y de Abraca-Buis, 2011).

Las proteinas BMP producen efectos muy diferentes una vez que se ha iniciado el
compromiso celular hacia la diferenciacion a cartilago. Cuando se colocan las
perlas con las mismas proteinas BMP en la region distal de los dedos, estos

aumentan su grosor y pierden la articulacion (Macias et al., 1997; Chimal-Monroy
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et al., 2003). Por estas diferencias en la respuesta celular a BMP, se ha explorado
COMO Se expresan sus receptores y proteinas de la sefializacion en la extremidad
embrionaria. Se ha encontrado el RNA mensajero de Bmprla en el mesénquima
indiferenciado e interdigitos mientras que Bmprlb se concentra en los moldes de
cartilago (Montero et al., 2008). En inmunohistoquimicas de las proteinas SMAD
1,5 Y 8 fosforiladas, activadas en la sefalizacion BMP, se encuentran tanto en el
interdigito como en la punta de los dedos, por lo que se puede concluir que esta
via participa tanto en apoptosis, como en condrogénesis, dependiendo el estado
de diferenciacion y el compromiso celular en la zona indiferenciada.

Como se explicé anteriormente, las vias de sefializacion BMP y TGFB son
inhibidas por distintas proteinas a nivel extracelular (Noggin y Gremlin), en la
membrana celular (BAMBI) y a nivel intracelular (SMAD6, SMAD7 y SMURF). A
diferencia de los genes Bmp, los inhibidores se expresan en distintas zonas de la
extremidad. De todos ellos, de particular interés es BAMBI, una forma inactiva del
receptor BMPR1B, el cual compite con la dimerizacién de los correceptores,
blogueando la sefalizacion BMP/TGFp/Activina (Onichtchouk et al., 1999). Bambi
restringe su area de expresion en el autépodo a las I1AZs (Grotewold et al., 2001)
en la etapa 27 y va reduciendo su expresion en las zonas donde ya inicid la
apoptosis a partir de la etapa 30.

Se puede cambiar la identidad del interdigito aumentando los niveles de TGFj en
el borde de la zona indiferenciada. Horas después de colocar perlas con TGFj se
inhibe la expresion de Bambi y Bmps, favoreciendo la formacién de cartilago

(Chimal-Monroy et al., 2002; Chimal-Monroy et al., 2003; Montero et al., 2008). En
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contraste, si se coloca una perla de BMP5 en el interdigito se incrementa la
expresion de Bambi previo a un incremento de la apoptosis en el interdigito
(Zuzarte-Luis et al., 2004; Figura 12). Tomando en cuenta estos antecedentes se
sugiere al mecanismo de accion de BMPs dependiente del estado de
diferenciacion celular. Si el tejido se mantiene indiferenciado, las BMPs favorecen
el inicio de la apoptosis, si las células ya estan comprometidas al linaje
condrogénico hay un recambio de receptores y la misma sefalizacion favorece la
diferenciacion a cartilago. En contraste, TGFp es capaz de alterar el destino de las
células inhibiendo la muerte celular y comprometiéndolas para diferenciarse a

condrocitos.

A B C

Figura 12 (A) Inhibicion de la expresion de Bambi en la zona interdigital después
de un tratamiento por 24h con TGFB (B,C) Tincién de rojo neutro e hibridacion
para Bambi después de un tratamiento con perlas de BMP5 en el tercer interdigito.
En contraste a TGFB, Bambi es sobre expresado en el interdigito después de
aplicar BMP y se incrementa la muerte celular. (modificada de Montero et al., 2008
y de Zuzarte-Luis, 2004).
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La sefializacion WNT en el desarrollo de la extremidad

Inhibicidn de la condrogénesis por la sefializacion WNT/[-catenina.

Esta demostrado que el ectodermo genera una inhibicion de la condrogénesis en
células indiferenciadas del primordio de la extremidad, aunque sean cultivadas en

alta densidad (Solursh et al., 1981). Al extirpar la AER se reduce rapidamente la
actividad de P-catenina y sus genes blanco en la zona indiferenciada, en
contraste, la aplicacion de WNT3A en el centro de primordio incrementa la
actividad de B-catenina e inhibe la diferenciacién a cartilago (ten Berge et al.,
2008). Wnt3a se expresa en la AER e induce la expresion de Fgf8 a través de la

sefializacion WNT/B-catenina para promover la proliferacion. Ademés, la
sobreexpresion de f-catenina reduce la expresion de Sox9 y colagena I,

incrementa la expresion de Wnt3a y activa la misma sefializacion por B-catenina
(Hartamann y Tabin, 2001; ten Berge et al.,, 2008). En células en cultivo, la
sobreexpresion de los genes WNT4 y WNT9 mantiene la formacién de
condensaciones, pero se inhibe la formacion de matriz extracelular del cartilago,
aungue no se sabe si hay cambios en la expresion de los genes mas tempranos
de la cascada condrogénica, como cambios en Sox5 o Sox6 (Zhao et al., 1997;

Chimal-Monroy et al., 2003)

Para el correcto desarrollo del primordio, el balance de la sefalizacion WNT/-

catenina es regulado extracelularmente por los antagonistas WNT (DKK, SFRP,
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WISP y WIF), factores de crecimiento como la familia TGFB e incluso otros
miembros de la familia WNT, como es el caso de WNT5A (Witte et al., 2010). El
papel de DKK1 est4 relacionado tanto con la condrogénesis como con la muerte
celular, la mutacién de Dkk1l en ratones produce polidactilia (formacién de dedos
extra) o la sindactilia (fusién de los dedos en la piel o los huesos de las falanges)
por la inhibiciébn de la apoptosis en el interdigito. Ademas, su sobreexpresion
induce mayores niveles de Fgf8 e inhibe a Bmp2 llevando a la reduccion y
posterior pérdida de elementos esqueléticos (Grotewold et al.,, 1999;
Mukhopadhyay et al., 2001). Estos resultados contribuyen a la explicacion de que

FGF es controlado por WNT por la via candnica.

En el caso de los antagonistas generales de WNT, los SFRP, su mecanismo de
accion es menos claro. La mutacion de los genes Sfrps incrementa la actividad de
B-catenina y genera braquidactilia (la reduccion en el largo de las falanges), pero
su inhibicion incrementa la formacion de nddulos de cartilago, por lo cual los
efectos de este antagonista sugieren otros ligandos de la familia WNT como
blanco (Gaur et al., 2006; Satoh et al., 2006). Otro dato por considerar son los
distintos patrones de expresion del antagonista Dkk1l y de Sfrpl, el primero se
expresa en la zona indiferenciada mientras el segundo estd presente en el
pericondrio, el interdigito adyacente a los dedos y cerca de la DC/PFR (Witte et al.,

2009)

Ademas de la regulacion extracelular, a nivel intracelular también es importante el

control de [-catenina. Cuando se inhibe la expresion de p-catenina en el
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mesénquima, la diferenciacion a cartilago se acelera, y da como resultado una

morfogénesis alterada (Hill et al., 2006). Como se menciond, la actividad

transcripcional de [-catenina es bloqueada por SOX9, y simultaneamente

transporta a -catenina fuera del nucleo para su degradacion en el proteosoma
(Topol et al., 2009). También, WNT7A es capaz de incrementar las
condensaciones celulares en cultivo a través de la regulacion de N-cadherina y
promoviendo la estabilizacion de B-catenina en el complejo de adhesion celular,
manteniéndola alejada del nucleo (Hartmann y Tabin, 2000; Tufan et al., 2001).
Estos antecedentes concuerdan en que elevar los niveles de SOX9 en las células
lleva a una reduccion de la sefalizaciobn [B-catenina en zonas donde inicia la

condrogénesis.

Las vias WNT/PCP y su participacion en el desarrollo de la extremidad.

De los miembros de la familia WNT, el ligando WNT5A esta reportado como un
activador de las vias no canonicas de WNT al formar complejos en la membrana
celular con FZ, DVL y ROR2 (Groumolato et al., 2010; Gao et al., 2011). Hasta
ahora, el papel de WNT5A en el desarrollo del primordio de la extremidad esta
mas relacionado con la sefalizacion no candonica WNT/PCP. En etapas muy
tempranas del crecimiento del primordio esta via ayuda a guiar la division celular
en las células distales, las dorsales y las ventrales, para promover la extension

coordinada de la estructura (Gros et al., 2010).
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En los elementos esqueléticos, la via WNT/PCP, controla la orientacion de la zona
Il de cartilagos en proliferacion en respuesta a WNT5A. Durante la condensacion
precondrogénica las células estdn mas desorganizadas y sin orientacion. Mientras
los condrocitos estan madurando existe un gradiente de expresion de Wnt5a
desde la zona indiferenciada hacia el digito, controlando la morfologia aplanada de
los condrocitos en proliferacion. La respuesta a WNT5A parece estar mediada por
ROR2 y VANGL2, cuando ambos genes estdn mutados se presenta una
desorganizacion de los condrocitos y una falta en la activacion del factor de
transcripcion c-jun (Wang et al., 2010; Gao et al., 2011).

En relacion con el papel de RHO en el desarrollo de la extremidad, la proteina
RHOA inhibe la condrogénesis al reducir la expresion de colagena Il, agrecano,
Sox5 y Sox6, modificando la actividad del citoesqueleto en la condensacion
precondrogénica (Woods y Beier, 2006). Ademas, cuando se induce la cascada
molecular de la condrogénesis, RhoA y RhoC se expresan desde las 10 h, periodo
en el cual se remodela el citoesqueleto para permitir la condensacion (Lorda-Diez
et al., 2011). Por otro lado, la inhibicion de RhoC fusiona el esqueleto y se pierden
las articulaciones. En cultivo celular la sobreexpresiéon de este gen altera al
complejo de membrana integrina/cinasa de adhesion focal/RHOA (Montero et al.,
2007).

A pesar de que se conocen efectos en el cartilago maduro, la zona de mayor
concentracion de Wnt5a es adyacente a la AER, por lo cual las células con mayor
actividad de sefializacion no canonica corresponden a la zona indiferenciada y la
creciente digital, momento clave en el compromiso celular de la diferenciacion a

cartilago.
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La proteina WNT5A antagoniza a WNT/ [-catenina en la zona indiferenciada.

A pesar de que se conocen efectos de sefalizacion WNT no canodnica en el
cartilago maduro, la expresiéon de Wnt5a en etapas tempranas del desarrollo esta
concentrada en la zona indiferenciada. EI gen se expresa en un gradiente,
reduciéndose hacia la region proximal. En etapas posteriores, la expresion se
restringe a la punta de los dedos y la interzona (Dealy et al., 1993; Kawakami et
al., 1999).

El sindrome Robinow esta ligado a la mutaciéon en Wnt5a, y se caracteriza por
presentar extremidades reducidas o manos con dedos pequefios con ausencia de
algunas articulaciones (Person et al., 2010). Los ratones con mutacion de Wnt5a
muestran reduccion de varias estructuras como la mandibula, las orejas, la cola y
las extremidades, las cuales necesitan crecer y extenderse durante el desarrollo
(Figura 13). El principal fenotipo en las primeras etapas del desarrollo de la
extremidad es una zona indiferenciada mas amplia que en embriones normales,
esto sugiere que su origen es una deficiencia en el reclutamiento de células hacia
el linaje condrogénico (Yamaguchi et al., 1999; Figura 14). En la Figura 14 también
se puede ver una linea punteada que marca el limite distal del dedo y se aprecia
como el contorno de la extremidad cambia en distancia durante el dia 13 de
desarrollo entre ratones mutantes y normales. Por este motivo, ademas de la
participacion de WNT5A en la maduracion del cartilago se ha propuesto que tiene
otro papel importante en el control del crecimiento y la diferenciacién a cartilago en

el primordio de la extremidad.
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Wnt5awt Figura 13. (a,c) Tincién de esqueleto y

b diseccion del miembro anterior en un
embrion normal. (b,d) Tincion de
esqueleto y diseccion del miembro
anterior en un embrién mutante Wntba.
(modificada de Yamaguchi et al., 1999).
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Una forma de explicar como se pasa de un estado indiferenciado al compromiso
celular para diferenciarse a cartilago en la region distal es a través de regular la
sefalizacion B-catenina. WNT5A, ademas de activar la sefializacion no canonica,

es capaz de inducir la degradacion de B-catenina por una via independiente al
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marcaje de GSK3p. Al sobre-expresar Wnt5a se acelera la degradacion de -
catenina, a través de la activacion de las enzimas SIAH2 y AB-TRCP (Topol et al.,
2003). Diferentes publicaciones muestran que los cambios en el desarrollo debido
las mutaciones de Wnt5a, Ror2 o Vangl estan relacionadas a un incremento
anormal de la actividad de B-catenina en la punta de los dedos (Topol et al., 2003;
Witte et al., 2010; Gao et al., 2011; Figura 15). Por ejemplo, en un tipo de
mutacion de ROR2 denominada Ror2W749X/W749X e| nimero de células positivas a
la sefalizacibn SMAD 1,5,8 de la DC/PFR es menor que en los dedos normales y
aun menor a la ausencia total de Ror2 (Figura 15). Se ha propuesto que el
reducido reclutamiento celular de la zona indiferenciada a los dedos es debido a
una baja actividad de sefalizacién no candénica porque WNT5A se queda adherido
a Ror2Wr49xiwr49x (\Witte et al., 2010), pero aln se desconoce cual de las rutas de

sefalizacion es la que participa en este proceso.
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Figura 15. (A) Tinciones de esqueleto a partir de disecciones de extremidades
anteriores donde se aprecian embriones normales, mutantes de Vangl2, mutantes
de Ror2, doble mutante de Vangl2/Ror2 y mutante de Wnt5a. A pesar de tener un
acortamiento de la extremidad en mutacion de Ror2, solo el doble mutante
Vangl2/Ror2 tiene el fenotipo similar a la ausencia de Wnt5a. (B) Marcador de X-
Gal para evidenciar actividad del reportero LacZ de la sefializacion WNT/pB-
catenina en embriones normales y mutantes dobles de Vnagl2/Ror2. Se observa
una actividad ectOpica de sefalizacion candnica en la punta de los dedos de
embriones mutantes. (C) Inmunofluorescencia de las proteinas SMAD 1,5 Y 8
fosforiladas para evidenciar el reclutamiento de células al linaje condrogénico en la
punta del dedo (circulo punteado), se observan embriones con pérdida de Ror2
(izquierda) y con mutacion puntual Ror2W749X/W749X (derecha). Se distingue un
menor reclutamiento a cartilago en mutantes Ror2W749X/W749X (modificada de
Witte et al., 2010 y de Gao et al., 2011).
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La sefializacion WNT/Ca?* en la condrogénesis.

Existe una estrecha relaciéon entre el control de Ca?* y la formacién de cartilago en
diferentes etapas. Un ejemplo es la deficiencia de Ca?* en la dieta, relacionada
con la pérdida de cartilago y acortamiento de los huesos (Tuan y Lynch, 1983). En
contraste, una ingesta elevada de suplementos de Ca?* produce cartilago articular
y placas de crecimiento mas engrosados, sugiriendo un papel importante de este
mineral en la formacion de nuevo cartilago (Goedegebuure et al., 1986).

Una forma en la que el Ca?* intracelular participa en la condrogénesis es a través
de las cadherinas. Esta familia de proteinas mantiene la union del citoesqueleto
con la matriz extracelular y son dependientes de Ca?*. Mientras WNT5A promueve
la agregacion celular a través de Sox9, WNT5B inhibe la agregacién al bloquear el
complejo N-cadherina/ B-catenina al reclutar a SRC para fosforilar la tirosina 654
de B-catenina (Bradley y Drissi, 2011). Esta funcién es importante para reducir la
adhesiéon de las células condesadas, porque si se mantiene la expresion de N-
cadherina se retrasa la diferenciacion debido a que no se genera espacio para la
secrecion de la matriz extracelular y la proliferacién (Delise y Tuan, 2002; Yang,
2003; Bradley y Drissi, 2011).

Trabajos previos han demostrado que el aumento del Ca?* intracelular y la
sobreexpresion de Calcineurina o NFAT inducen la diferenciacion a nédulos de
cartilago en cultivo celular de micromasas (Tomita et al., 2002, Matta et al., 2008,
Degala et al.,, 2012). En adicion, WNT5A tiene un papel dual en el proceso de

diferenciacion a cartilago. En los primeros 3 dias de cultivo WNT5A induce la
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activacion de la sefalizacion Ca?* y la translocacion de NFAT al nlcleo
promoviendo la expresion de Sox9. Después de 6 dias de cultivo, cuando los
condrocitos ya estan diferenciados y en proceso de maduracion, WNT5A tiene un
efecto opuesto en Sox9 al inducir la translocacion de NF-kB, por lo cual el efecto
de WNT5A en promover la condrogénesis solo ocurre en el evento de
condensacion celular (Bradley y Drissi, 2010; Figura 16). Recientemente, se
demostré la participacion de canales de Ca?* CaV1.2 y de NFAT como factores
importantes en el desarrollo de los digitos, reforzando la importancia de esta
sefalizacion en la morfogénesis del esqueleto (Atsuta et al., 2019). EI mismo
trabajo muestra la expresion de NFAT en la zona indiferenciada y los dedos,
ademas de una expresion ectopica de Sox9 al aumentar los niveles de Nfat2
(Figura 16). A pesar de estas contribuciones, al evaluar a los 3 dias de cultivo no
se puede conocer los eventos iniciales del compromiso celular hacia la
condrogénesis, y aunque TGFp induce la expresion de receptores para WNT5A,
no se ha estudiado una correlacién entre ambas sefiales en la formacion de los
dedos. Ademas, no se ha demostrado la actividad de WNT5A en la regulacion del

Ca?* citoplasmatico o en regular a NFAT en la extremidad embrionaria.
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Figura 16. (A) Cultivo celular de micromasas en condiciones control y adicionadas
con WNT5A a patrtir del tercer dia. (B) Cultivo celular de micromasas tratadas con
WNT5A solo o junto a inhibidor de CAMK o NFAT. Se puede observar una
reduccion en la formacion de nodulos de cartilago en presencia del inhibidor de
NFAT. (C) Hibridacion in situ de Nfat2 en embriones de raton. Se observa en la
region distal del primordio y en los dedos de etapas mas avanzadas. (D)
Expresion de Sox9 en embriones normales y después de una electroporacion
para aumentar la transcripciéon de Nfat2. (E) Esquema representando la via de
sefalizacion de WNT5A en los condrocitos. WNT5A inicia la sefalizacion Ca2+.
Altos niveles de Ca2+ intracelular activan a CAMK en el citoplasma. A su vez
CAMK activa CaN, el cual desfosforila a NFAT para promover su transporte al
nacleo celular. Una vez dentro, NFAT evita la union de NFkB a la cromatina y
promueve la expresion de Sox9. En ausencia de NFAT, la proteina de NFkB evita
la expresion de Sox9 (modificada de Bradley y Drissi, 2010 y de Atsuta et al.,
2019).
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Justificacion

Como se ha indicado en la introduccién, las vias de sefializacion WNT participan
en varios procesos en el desarrollo del esqueleto y existe un antagonismo a nivel
intracelular entre las distintas vias WNT. A pesar de que se han descubierto
muchos efectos de la sefalizacion no canonica de WNT en la maduracion del
cartilago y la morfologia del esqueleto, se desconocen los mecanismos de la
comunicacion intracelular en la zona indiferenciada del primordio de la extremidad
y en donde inicia la diferenciacion. Uno de los motivos por los cuales las
mutaciones genéticas no han mostrado este fendmeno es porque tiene efectos
desde etapas muy tempranas del desarrollo, como es el caso de una delecién
genética. Incluso en mutantes condicionales se ha explorado desde el inicio del
primordio, antes de la formacién de los digitos. Trabajos previos confirman la
participacion de la sefializacion WNT/Ca?* en la condrogénesis in vitro, la
expresion distal de Wnt5a en el primordio, la reduccion del reclutamiento de las
células al linaje condrogénico en mutantes del correceptor Ror2 y la presencia de
NFAT en la formacion de los dedos. Tomando en cuenta los antecedentes, en el
presente trabajo se estudio la actividad de WNT5A vy la sefializacion Ca2+-NFAT
para conocer su participacion en la zona indiferenciada y la condrogénesis. En
esta tesis se usO como estrategia la implantacion de proteinas reguladoras de
WNT, quelante de Ca?* e inhibidores especificos de proteinas activadas por Ca?*
en embriones de pollo y aplicarlas directo en la zona indiferenciada para poder

explorar este fenomeno con mayor detalle. También se aprovecho el modelo de
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formacién del dedo ectdpico por la implantacion de TGFp en el tercer interdigito
para entender si la sefializacion WNT-Ca2+ actua de forma permisiva o instructiva

en la condrogénesis.

Hipotesis

La proteina WNT5A promueve la diferenciacion a cartilago a través de aumentar

los niveles de Ca?* intracelular y activar a CaN-NFAT en la zona indiferenciada.

Objetivos

1. Conocer si WNT5A y los antagonistas DKK y SFRP cambian los niveles de
Ca?* intracelular o si se altera la sefalizacion Ca?* en la zona

indiferenciada.

2. Conocer si la inhibicion de moléculas de la sefalizacion Ca?* afectan la

diferenciacion a cartilago.

3. Conocer si WNT5A actia como sefial inductora o permisiva en la

condrogénesis.

4. Conocer si WNT5A participa en regular la expresion de genes marcadores

del interdigito y en el proceso de muerte celular.
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Materiales y Métodos

Manipulacion de embriones de pollo.

Todos los experimentos de esta tesis fueron hechos con embriones de pollo
(ALPES, Puebla, México) los cuales se incubaron hasta alcanzar las etapas de
desarrollo 26 a 29 (segun Hamburger y Hamilton, 1951). Se utilizé una incubadora
Incumatic 1000 con una temperatura de 37°C y una humedad de 80%. En el
tiempo de incubacion correspondiente a la etapa de desarrollo, los huevos fueron
abiertos en la region de la camara de aire con pinzas grandes de cirugia, retirando
con cuidado el cascarén y la membrana del corion (Figura 17). Cuando el embrién
estd expuesto, se insertaron perlas en la zona indiferenciada de la extremidad
inferior derecha, region distal de aproximadamente 250 micras entre la punta del
dedo Ill y la AER, se usaron pinzas de relojero (World Precision instruments,

Sarasota, Fl., USA) y aguja de tungsteno para la manipulacion.

65



Embrién

)
|

—

|

|

.", I

F /4 1
y/ |
/ |

/! !
/& Cavidad —
‘¥ amniodtica

Céamara
de aire

/’\ . [ A5 & A | = 4 -
Cascarén N, ! | P Corion
NN -

Membrana
del cascardn |

Figura 17. Partes del huevo de pollo durante etapas tempranas del desarrollo
embrionario, se marca en recuadro la membrana del corion y la camara de aire
(modificada de Gilbert S., 2006).

Se usaron variedades de perlas distintas para cada tipo de tratamiento debido que
las proteinas y los farmacos tienen distinta afinidad a los compuestos de los que
estdn hechos las perlas. Los tipos de perla consistieron en: Perlas de Affigel
(Laboratorios Bio-Rad, Hercules, Cal., E.U.) con el péptido inhibidor de NFAT
(11R-VIVIT; Calbiochem, Billerica, MA, E.U.) y con las proteinas TGFp, SFRP1 y
DKK1 (Peprotech, ciudad de México, México). Se usaron perlas de heparina
(Sigma-Aldrich) con la proteina WNT5A (RandD systems, Northeast Minneapolis,
MN, USA), y perlas de intercambio idnico AG1x2 (Sigma-Aldrich) previamente

tefiidas con rojo fenol 2% para el inhibidor de CAMKII (KN93; Tocris, Avonmouth,
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Bristol, R.U.), el inhibidor de calcineurina FK560 y el quelante de Ca?* (BAPTA
AM; Sigma-Aldrich). Los péptidos y las proteinas fueron disueltos en PBS e
incubados a 4°C y para los farmacos se us6 DMSO precalentando a 60° para
evitar la cristalizacion de los compuestos. Cuando se finalizo el tratamiento de los
embriones se les colocé cuidadosamente una cinta adhesiva y se les regreso a la

incubadora.

Tincion de cartilago.

Las extremidades inferiores fueron lavadas con Buffer de fosfatos (PBS) por
10min, posteriormente fueron fijadas en etanol 96%, deshidratadas con acetona y
tefiidas con una solucién de rojo alizarina 0.1%, azul alciano 0.3% por 24h entre
cada cambio. Después de la tincién, los embriones fueron tratados en una
solucién de hidréxido de potasio 1% con glicerol 20% para transparentar tejidos
blandos y asi visualizar el esqueleto. Se pueden observar en azul proteinas ricas
en glucoproteinas sulfatadas como el cartilago y en rojo depdésitos ricos de calcio
como el hueso. Para terminar de transparentar el tejido los embriones se trataron
en solucién de etanol 50% y glicerol 50%. Al final las tinciones fueron guardadas

en glicerol 50% con PBS 50%.
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Hibridacion in situ en embriones completos.

Se realizaron hibridaciones in situ para Bambi, Fgf8, Sox9, Wnt3a Y Wnt5a, con
sondas previamente obtenidas y almacenadas en el laboratorio y se obtuvieron las
muestras de la siguiente manera.

El ARN fue extraido de primordios de extremidad de embriones de pollo entre las
etapas 26 a 30 HH usando TRIZOL (Invitrogen, Cal., E.U.). Después, se genero el
ADN complementario total a partir de transcripcion reversa con un Kit First strand
cDNA synthesis para RT-PCR (Roche Applied Science) usando el cebador con
oligo (dt). Las sondas fueron clonadas usando el kit T-easy pGEM Vector System |
(Promega, Wadhington, E.U,) y marcado con uracilos unidos a digoxigenina
(Roche Applied Science, Indianapolis, Ind., USA).

La hibridacién in situ se realiz6 como ya se ha descrito en trabajos previos (Merino
et al. 1998). Las muestras de extremidad fueron tratadas con 70 pg/ml con
proteinasa K (pK) por 28min a 25°C para Bambi y 60 ug/ml de pK por 25min a
21°C para Wnt5a y Sox9. Para la doble hibridacion de Sox9/Fgf8 se ocup6 30
ug/ml pK por 25min a 21°C y para Wnt3a se us6 15 ug/ml de pK por 20min a
21°C. La hibridacion y los lavados post-hibridacion fueron hechos a 70°C. La
reaccion se visualizé con el sustrato de fosfatasa alcalina BM purple (Roche

Applied science).
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Medicion de Ca?* en cultivo celular.

Se ocuparon células de cancer intestinal tipo RKO, debido a que tienen una
elevada actividad de las vias sefializacion WNT, canonica y no canodnicas. Se
cultivaron las células hasta alcanzar una densidad de 100 millones de células por
ml. Después se las adicioné PBS con 1.5 mM de Ca?*y 1.5 mM de Mg? para dejar
incubar a 37°C por 5min. Para poder medir la cantidad de Ca?* intracelular se
agregé FURA2-AM a 10 uM para obtener una concentracion de 10 ml de FURA-2
por cada ml de suspension y se regresaron a incubar 5min a 37°C. Pasando la
tincion, se diluy6 la concentraciéon 1:10 con PBS, Ca?* y Mg?* para incubar por
20min a 37°C.

Para separar las células de la caja se coloc6 amortiguador Krebs-HEPES con
tripsina descrito en Garcia-Sainz y Torres-Padilla en 1999, para después ser
lavados 3 veces en amortiguador y se regresaron las células a una concentraciéon
de 2.5 millones de células por ml en el mismo amortiguador. La medicién se
realizd con una longitud de onda de excitaciéon a 340 y 380 nm y una longitud de

onda de emisién de 510 nm.

Visualizacién del Ca?* intracelular e inyecciéon de proteinas.

Para detectar los niveles de Ca?* intracelular en la punta del tercer digito, las
extremidades inferiores del embrion de pollo se inyectaron con aproximadamente

1ul de tincion fluorescente para Ca?* intracelular FURA 2 AM (Invitrogen) en una
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zona de 200um entre la punta del dedo y la AER en la etapa 27. Para mejorar el
ingreso del colorante y tener una éptima visualizacion de las células tefidas se
disolvié el FURA 2 AM en DMSO con acido Plurénico F-127 al 10% (Molecular
Probes, Eugene, Oregon, E.U.) y gas N2 en tubos eppendorff embebido casi en su
totalidad en agua a 40°C. En la inyeccion se ocup6 una manguera, una boquilla y
una microjeringa preparada a partir de capilares de vidrio (World precision
instruments) y se manipularon a los embriones con un microscopio estereoscopico
Stemi DV4 (Zeiss, Oberkochen, Germany). Previo al momento de la inyeccion el
colorante se mezclo6 con tinta china a una proporcion de 1:3 para poder visualizar
la zona inyectada. Los embriones tratados fueron incubados a temperatura
ambiente por minimo 30min y luego se les realiz6 una amputacién de la pata
derecha para colocarla en PBS sobre cajas de Petri con fondo de cristal (Ted
Pella, Redding, Cal., USA). Las imagenes se obtuvieron con un microscopio
confocal Olympus FV1000 (Olympus, Shinjuku-ku, Tokyo, Japan) con al menos
siete imagenes distintas en el plano Z para identificar el colorante en el citoplasma.
Una vez obtenida la fotografia positiva a la fluorescencia, los embriones se
regresaron a las cajas Petri y se les realizé una segunda inyeccién con proteina
WNT5A, SFRP1, DKK1 (todas a una concentracion de 1 mg/ml) o PBS como
control, se mezclaron con tinta china 1:3 y se volvid a inyectar en la misma zona
de la primera inyeccion con FURA.

Después de la segunda inyeccion, los embriones se regresaron al microscopio
confocal para visualizar los cambios en el Ca?* intracelular y se fotografiaron siete

veces a una distancia de 150 um en el plano Z con los mismos valores de

70



intensidad de laser, luz y apertura de diafragma que en la primera foto. Los planos
del eje Z se compararon entre las dos series de fotografias y se seleccioné la

misma zona entre ambas fotos.

Inmunofluorescencia.

Para observar la proteina NFAT2 o la forma activa de p-catenina, las extremidades
inferiores usadas en los tratamientos de WNT5A se fijaron en paraformaldehido
4% y se protegieron con diferentes concentraciones de sacarosa/PBS (10, 20 y
30%) por 24h cada una. Los embriones fueron incluidos en Tissue Tek (Sakura,
Torrance, C.A., E.U.) y se almacenaron en un refrigerador REVCO a -70°C. Las
muestras de tejido se cortaron a un grosor de 26 um. Las muestras se incubaron
con la siguiente concentracién para cada anticuerpo primario usado:

e anti-NFAT2 (Abcam, Cambridge, UK) — 1:250

e anti-p-Catenina activa (anti-ABC) 05-665 (Ser37/Thr4l desfosforilada,

Millipore, Billerica, MA, USA) - 1:250

Los lavados se realizaron con Triton al 0.3% en PBS e incubados con el
anticuerpo secundario anti-Cy3 (Jackson Laboratory, Sacramento, Cal., USA) en
una proporcion de 1:500 por 2h a 22-26°C. Para reducir la autofluorescencia se
us6 sulfato de cobre 1mM en acetato de amonio 50mM después de colocar el
anticuerpo secundario. La tincion del nacleo se observo utilizando el colorante 4’6’-
diamino-2-fenilindol di hidroclérico o DAPI (Sigma-Aldrich) a 1mg/ml. Finalmente,

las muestras fueron montadas con Dako (Agilent, Santa clara, Cal., E.U.).
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Tincion de Lysotracker

En los tejidos que entran en proceso de apoptosis, las células reducen su PH para
favorecer la formacion de los cuerpos apoptoticos (Zucker et al., 1998; Price et al.,
2003). Ademas, las células que fagocitan a estos cuerpos tienen una alta cantidad
de actividad lisosomal, por lo tanto, un PH &cido (Zucker et al., 1998). Se ha
observado que tefiir los cuerpos acidos y lisosomas de fagocitos con Lysotracker
coincide con tinciones de TUNEL y Azul Nilo para identificar zonas de muerte
celular programada en distintos tejidos embrionarios (Zulik et al., 2001; Dunty et
al., 2002; Price et al., 2003). Este método es rapido y eficientes para conocer qué
tejidos entran en proceso de muerte celular programada. Por tal motivo se exploro
la densidad de células que entran en proceso de muerte en el interdigito por medio
de una tincion con Lysotracker.

Se ocuparon embriones de etapa 29, tratados por 24 h. Los animales fueron
cortados por el tronco para conservar las dos patas posteriores y la cola.
Posteriormente se enjuagaron en PBS para eliminar el exceso de sangre en los
tejidos. Del PBS se pasaron los tejidos a un tubo seco y se les agrego la solucion
de Lysotracker donde se dejan incubar a 37°C por 15min. Para concluir la tincién
los embriones fueron fijados en paraformaldehido 4% y almacenados en
refrigeracion a 4°C toda la noche.

Una vez tefiidos, a los embriones se les realiz6 una deshidratacion en una serie de
lavados progresivos de 5min en un gradiente de metanol/PBT, de la misma forma
en que se preparo la hibridacion in situ. Después, los embriones se pasaron a una

solucion de 50% metanol y 50% mezcla de Benzil Benzoato y Alcohol Benzilico
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(BABB; en proporcion 2:1 respectivamente), donde se dejaron 30min. Finalmente,
el tejido fue embebido en la mezcla BAAB 100% para transparentar el tejido y

observar los cuerpos y células fluorescentes con Lysotracker.

73



Resultados

Relacién entre las proteinas WNT y la sefializacién de Ca?* en la condrogénesis

cerca de la zona indiferenciada.

A diferencia del contexto mas simple del cultivo celular, la extremidad tiene una
organizacion tridimensional y una secuencia de procesos moleculares coordinados
para dar origen a la morfologia de los dedos. Se busc6 conocer donde y cuando
contribuye la sefializacién no candnica de WNT en la diferenciacion a cartilago in
vivo. Se realizaron hibridaciones in situ para conocer la expresion de los genes
Wnt durante el desarrollo, y asi poder bloquear su actividad para saber su papel
en la formacién de los dedos. Se observo la expresion de Wntba y Wnt3a cerca
de la zona indiferenciada del primordio, y luego se compararon con la doble
expresion de Sox9/Fgf8. Se puede revelar la zona indiferenciada al observar el
area sin marcaje entre la expresion de Fgf8 presente en la AER y la formacién de
los digitos con Sox9, (Figura 18A). Al observar la expresion de Wnt5a (Figura 18B)
su area corresponde a la zona indiferenciada mientras que Wnt3a se presenta
solo en la base de la AER (Figura 18C). Para conocer la presencia o donde esta
mas activa la sefializacion candnica de WNT se busco a la proteina p-catenina
activa por inmunofluorescencia. El anticuerpo usado se une a la region
desfosforilada de serina 37 o treonina 41, a la cual solo se observa en la j-

catenina durante la sefalizacion activa de WNT. Se observd la actividad de
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sefalizacion en la AER y la porcién distal de la zona indiferenciada (de 100 um),
pero la actividad se reduce en la frontera de diferenciacion, lugar donde sigue

presente Wnt5a (Figura 18D).

Sox9/Fgf8 Wntba

Figura 18. Wnt5a se expresa en toda la zona indiferenciada, mientras que la
sefializacion WNT/ B-catenina se presenta en la AER y la porcion distal de la zona
indiferenciada. Hibridacion in situ doble (purpura) para Sox9 y Fgf8 (A), la linea
blanca punteada marca el frente de diferenciacion, el limite proximal de la zona
indiferenciada (8 de 8). Hibridacién in situ de Wnt5a (B) con una expresion alta en
toda la zona indiferenciada y baja expresion en la AER (6 de 6). Hibridacion in situ
de Wnt3a (C) el gen se presenta en la region basal de la AER (7 de 7).
Inmunofluorescencia de la proteina B-catenina activa (rojo) (D) presente en la AER
y en la porcién distal de la zona indiferenciada (3 de 3).
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La proteina WNT5A es capaz de activar las rutas no candnicas de WNT en la
extremidad (Ros et al., 2010) y en cultivos de micromasas se observo que la
sefalizacion no canonica WNT5A/NFAT es importante para la formacion de
cartilago (Bradley y Drissi, 2010). Para saber si este mecanismo de comunicacion
celular funciona en la condrogénesis in vivo se colocaron perlas con el péptido
inhibidor de NFAT, 11R-VIVIT, en la region anterior distal. Se redujo la intensidad
de tincion para cartilago, comparando entre la extremidad izquierda no tratada y la
derecha tratada (Figura 19A). Después de 72h de implantar perlas con el inhibidor
de NFAT se observo una diminucion en la tincion de esqueleto en el area mas
distal del dedo Il (Figura 19B). Por lo anterior, la sefalizacién Ca?* afecta a la
cantidad de matriz de cartilago. Inesperadamente, cuando se colocaron las perlas
mas cerca de la AER, se observo un truncamiento total en la formacién del digito
(Figura 19B). Estos datos sugieren gue la posicion de la perla fue determinante, si
la perla estaba en la zona indiferenciada, la inhibicion de la condrogénesis era
mayor.

Dado que WNT5A se expresa en la region distal de la extremidad, se implantaron
perlas con antagonista general de WNT (SFRP1) en la zona indiferenciada para
conocer si WNT participaba en la formaciéon de los dedos. Los resultados
mostraron un truncamiento del dedo (Figura 19C) muy similar al inhibidor de
NFAT. Esos resultados se obtuvieron solo cuando las perlas se colocaban en la
zona indiferenciada y en consecuencia se mantuvo un tejido indiferenciado distal
expandido. Cuando la perla con inhibidor de NFAT quedaba colocada en tejido
proximal, el dedo se formaba de manera normal (Figura 19D). Este resultado fue

similar a experimentos previos donde se muta a Wnt5a (Yamaguchi et al., 1999).
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Estos datos sugieren que WNT5A activa la ruta de sefializacion Ca?* en la zona

indiferenciada para inducir cartilago.

A B

Contralateral 11R-V 72h Contralateral 11R-V 72h

C D distal

4

Contralateral SFRP1 72h Contralateral 11R-V¥ 72h

proximal

Figura 19. La sefalizacion Ca2+ y las proteinas WNT participan en la
diferenciacion del cartilago. Tincién de esqueleto en extremidad tratada con 11R-
VIVIT(A). Se puede ver una ligera reduccion en la tincion de cartilago (4 de 4).
Una perla distal con el inhibidor (B) se pierde la formacién del dedo y se mantiene
extendida la zona indiferenciada (7 de 8). Tincion de esqueleto en extremidad
tratada con SFRP1 en la region mas distal (C). Hay una similitud del efecto en el
dedo Il (cabeza de flecha) respecto el tratamiento con el inhibidor de NFAT (6 de
6). Cuando la perla del inhibidor de NFAT es colocada més proximal (D), no hay
cambios en la formacion del dedo (7 de 7).
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WNTS5A incrementa el Ca?* citoplasmatico en la zona indiferenciada.

Para conocer si WNT5A cambia los niveles de Ca?* intracelular se hizo un primer
experimento donde se midieran los niveles de Ca?* en células en cultivo antes y
después de colocar WNT5A. Se ocuparon células de cancer de colon RKO, debido
a que tienen una elevada actividad de las vias sefalizacion WNT, canonica y no
candnicas. Se compar6 afadir WNT5A al medio de cultivo y posteriormente
agregar acido liso-fosfatidico (LPA; un compuesto conocido por aumentar Ca?* en
el citoplasma). Al momento de afiadir WNT5A se observo un ligero aumento en la
fluorescencia entre 100 y 150 nM de ion Ca?* (Figura 20). Cuando se agregd LPA
el incremento fue de 1uM, casi 10 veces mayor (Figura 20A). Este dato muestra
que WNT5A es capaz de alterar el Ca?* citoplasmatico de forma moderada.
Aungque el aumento por WNT5A es moderado, si se observa la expresion de
Whnt5a esta presente en abundancia en la zona indiferenciada (Figura 18) por lo
que se sugiere una liberacion de Ca?* constante en la regi6on distal de la

extremidad.
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Figura 20. WNT5A aumenta los niveles de Ca2+ en el citoplasma de células RKO.
Medicion de fluorescencia en células RKO suspendidas en PBS y en agitacion. (A)
Posteriormente se adicion6 al medio WNT5A a los 100 segundos y LPA a los 200
segundos. Se pude observar en el recuadro rojo un aumento de aprox. 100 nM de
ion Ca2+, mientras LPA incrementd hasta 1 mM mas de la media. (B). Segundo
experimento con una sola adicion de WNT5A, en este caso aumentd hasta 150
nM.

Posteriormente, se identificd si WNT5A era capaz de alterar el Ca?* intracelular en
la zona indiferenciada. Se inicié inyectando el colorante fluorescente FURA 2 AM
(sensible a Ca?* citoplasmatico) entre la punta del dedo Il y la AER, teniendo como
referencia la hibridacién Sox9/Fgf8 como se muestra en el esquema (Figura 21A).
Los embriones inyectados se mantuvieron en incubacion por 30min con FURA 2
AM y después se tomd una primera fotografia, tomada como el tiempo cero para
cada condicion, como se muestra en la gréfica de linea de tiempo (Figura 21B). Se
registré en el microscopio de luz ultravioleta un area de fluorescencia alrededor del
sitio de inyeccion, indicando presencia de Ca?* citoplasmatico. Es importante
mencionar que cada inyeccion tiene una distinta area de difusion asi que también

se considerd esta primera fotografia como el 100% de area en cada caso.

Posteriormente, se realizd6 una segunda inyeccidon con tratamiento distinto por
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cada condicion y se tomaron fotografias a los 5, 10 y 15min postratamiento para
tener un seguimiento temporal de la liberacién del Ca?* (Figura 21B).

Cuando se inyectd PBS, el area de fluorescencia y la intensidad no se vieron
afectadas (4 de 4 casos; Figura 21C). Si la segunda inyeccion contenia WNT5A a
1 mg/ml, se incrementdé tanto la intensidad como el area de fluorescencia (6 de 6
casos), lo cual no ocurre si se inyecta el antagonista de la via WNT candnica,
DKK1 (5 de 5 casos; Figura 21C). En contraste, si se inyecta el antagonista
general de WNTs, SFRP1 a 1mg/ml, se inhibe una porcién de la tincién en la zona
distal (5 de 5 casos; Figura 21C). Tomando en cuenta que SFRP1 inhibe todos los
WNTs y la regulacién de Ca?* en la zona indiferenciada (Figura 21D) ademas de
su efecto en la condrogénesis (junto al inhibidor de NFAT; Figura 19), se sugiere
que las WNTSs participan en la condrogénesis por la via no canénica WNT-Ca?*-
NFAT. Si el efecto de WNT5A en la fluorescencia fue opuesto respecto a SFRP1
(Figura 21D), es muy probable que WNT5A sea el ligando que contribuye en

activar NFAT para regular la condrogénesis.
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Figura 21. WNT5A promueve la movilizacion de Ca2+ en la punta del digito
embrionario. Tinciones con el colorante FURA 2-AM fotografiadas a distintos
tiempos para observar la liberacion de Ca2+ en la zona indiferenciada. (A)
esquema de la inyeccién en la extremidad. (B) linea temporal del proceso
experimental: primera inyeccion de FURA 2-AM, a los 30min se tomd una primera
fotografia, marcada como tiempo cero. Posteriormente, se realiz6 una segunda
inyeccién con PBS, WNT5A, DKK1 o SFRP1, tomandose una siguiente foto a los
5, 10 y 15min después de la inyeccion. (C) Se observa un incremento en el area
de fluorescencia después de inyectar con WNT5A (6 de 6). En el caso de SFRP1
se redujo una porcion del area fluorescente desde los 5 minutos (5 de 5). (D)
Grafica temopral tomando en cuenta todos los embriones tratados con barras de
desviacion estandar para cada tiempo. Se evidencian los efectos visibles en (C).
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WNTS5A participa en la condrogénesis a través de la sefializacion Ca?*-CaN-NFAT

La sefializacion Ca?*-NFAT es activada por los altos niveles del ion Ca?* en el
citoplasma (ya sea por su liberacion del reticulo endoplasmico o de su ingreso del
espacio extracelular) activando, entre otras proteinas, a la fosfatasa CaN. Una vez
unidas, CaN desfosforila a NFAT, la cual sera transportada al nucleo para unirse a
complejos proteicos del ADN e iniciar transcripcion (Crabtree et al. 2002). Para
conocer el papel de la sefializacion Ca?*, a través de NFAT, en la diferenciacion
celular a cartilago en los digitos, se implantaron perlas con farmacos especificos
para distintos momentos de activacion en la transduccion de sefales de esta via.
Primero se utilizé un quelante de Ca?* (BAPTA AM, para evitar la accion de Ca?*
en el citoplasma). Se observo una reduccion en la expresion de Sox9 alrededor de
la perla en la punta del dedo Il a las 12h de tratamiento, en contraste con un perla
control (Figura 22A). De forma similar, tanto el uso del inhibidor de CaN (FK506, 5
de 8 casos) como el inhibidor de NFAT (11RVIVIT, 5 de 7 casos) dieron los
mismos resultados al reducir Sox9 en la punta del dedo (Figura 22A). Al obtener el
mismo resultado con los distintos fArmacos se sugiere que la sefializacion Ca?* a

través de la activacién de CaN y NFAT contribuye en la condrogénesis.
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Figura 22. WNT5A regula la condrogénesis a través de la sefializacion Ca2+-CaN-
NFAT. (A) Hibridacion in situ de Sox9 en embriones tratados con perlas
embebidas en quelante de Ca2+, inhibidor de CaN, inhibidor de NFAT o en
WNT5A. Se puede apreciar una reduccion de Sox9 a las 12h, al reducir el Ca2+ o
al inhibir CaN o NFAT. En contraste, se distingue un mayor grosor de la puna del
dedo cerca de la perla embebida con WNT5A. (B) Inmunofluorescencia de la
proteina NFAT2 (rojo) en la extremidad embrionaria de etapa 27 HH en
distribucion normal y después de 2h de insercion de perla con WNT5A. Se
observa una mayor cantidad de NFAT2 en células alrededor de la perla
(asterisco). El aumento de NFAT2 coincidié con una redistribucion de la proteina
en el nucleo celular en aumento 80x.

Si WNT5A participé en regular los niveles de Ca?* en la zona indiferenciada, se
considerd implantar WNT5A en la punta del dedo, esperando un aumento en la
formacién de cartilago. En efecto, al implantar perlas embebidas con WNT5A se
incrementd el grosor en el area distal de expresion de Sox9 a las 12h (Figura 22A)
y ademés se mantuvo el area de la zona indiferenciada.

Al ver la condrogénesis y el Ca?* citoplasmatico regulados por WNT5A, se busco
si el ligando cambia la distribucion de NFAT en las células de la zona
indiferenciada. Al realizar una inmunofluorescencia de NFAT2, su distribucion se
encontro en el citoplasma de las células de la AER y la zona indiferenciada (Figura
22B). Cuando se realiz6 el tratamiento con WNT5A se gener6 un aumento de
concentracion y redistribucion de la proteina en las células cercanas a la perla 2h
después. A diferencia de lo observado en el citoplasma, en la inmunofluorescencia
de NFAT2 de embriones tratados se pudieron observar altas concentraciones de
la proteina en los nucleos celulares (Figura 22B). En conjunto, los datos aportan

evidencia sobre el control de la condrogénesis por WNT5A mediado por la

sefializacion de Ca?*-CaN-NFAT.
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La sefializacion de WNT5A/Ca?* actia como factor permisivo en la induccién a

cartilago favorecida por TGF3 en la zona indiferenciada del interdigito.

Debido a que los experimentos anteriores se realizaron en zonas
precondrogénicas de la punta del dedo lll, se desconoce si el aumento de células
diferenciadas es del tejido condesado de la creciente digital o de la zona
indiferenciada. Se procedio a indagar los efectos de WNT5A en el tejido distal del
interdigito, ausente de células donde se produzcan otras sefiales condrogénicas.
Para resolver esta pregunta se aprovechd el modelo de induccion del dedo
ectopico colocando una perla embebida con TGFp en el interdigito 11l de etapa 29
HH (Gafian et al., 1996). Se pudo observar que TGFp indujo la expresion de Sox9
a las 24 h, tomado la forma de los digitos adyacentes (Figura 23A). Esto nos da
elementos para pensar que TGFp funciona como una sefial instructiva para inducir
la condrogénesis en las células indiferenciadas del interdigito. En contraste,
colocar una perla embebida en WNT5A no indujo expresion de Sox9 en el
interdigito (Figura 23B). Este resultado sugiere que WNT5A no actia de forma

instructiva de la condrogénesis, como ocurre con TGF.
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Figura 23. La sefializacibn WNT5A-CaN-NFAT actiua de forma permisiva en la
condrogénesis. (A) Hibridacion in situ para Sox9 en embriones con perlas de
affigel o heparina en el tercer interdigito, embebidas en PBS (3 de 3) o embebidas
en TGFB (6 de 6) o WNT5A. A diferencia de TGFB, WNT5A no es capaz de
inducir Sox9 en el interdigito (3 de 3). (B) Hibridacion para Sox9 en embriones
24h después de ser tratados con una primera perla de TGFB y un segundo
tratamiento 1h después de TGFp con perlas embebidas en WNT5A (4 de 4) o los
inhibidores de CaN (3 de 3) y de NFAT (3 de 3). WNT5A fue capaz de
incrementar Sox9 con respecto a un tratamiento solo de TGFf si se colocaba la
segunda perla 1h después. (C) Hibridacién para Sox9 en embriones 24h después
de ser tratados con una primera perla de TGFB y un segundo tratamiento una 4h
después de TGFp con perlas embebidas en WNT5A (4 de 4) o los inhibidores de
CaN (3 de 3) y de NFAT (3 de 3). En el caso de los inhibidores, NFAT tuvo mayor
efecto en inhibir la expresion de Sox9.
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A diferencia de colocar WNT5A solo, un doble tratamiento de TGFf y WNT5A
generd un area mayor de expresion de Sox9 en el interdigito. Al colocar WNT5A
1h después de TGFp y dejar 24h se observo una mayor diferencia en la expresion
de Sox9 (Figura 23B). Este efecto fue menor cuando WNT5A se colocaba 4h
después (Figura 23C).

Para corroborar si WNT5A actua a través de la sefializacion de CaN-NFAT en el
interdigito (de forma similar a la punta del dedo), se utilizaron los inhibidores de
CaN y NFAT después de inducir con TGFp. Si el inhibidor de NFAT era colocado
4h después de TGFp, se redujo casi por completo la expresion de Sox9 a las 24 h,
bloqueando la formacién del dedo ectdpico (Figura 23C). Esta reduccion fue
menor si los inhibidores eran colocados 1h después de TGFp (Figura 23B),
aunque en todas las condiciones los inhibidores generaron menor area de
expresion de Sox9. Estos datos sugieren que el papel de la sefializacion WNT5A-
CaN-NFAT actia como un factor permisivo para la cascada molecular de la

condrogénesis inducida por TGFp.

Participacion de la sefializacion WNT5A-CaN-NFAT en el tejido interdigital para la

diferenciacidn a cartilago.

Cuando se observa la expresion de Sox9 entre etapa 26 y 31, el tejido de la punta
del dedo sigue generando nuevo cartilago por la expresién restringida de Sox9
(Figura 24). Si se compara con la expresion de Wnt5a, las células positivas a este

gen estan presentes en toda la zona indiferenciada, pero se van restringiendo al
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tejido adyacente y distal a Sox9 en la punta del dedo entre la etapa 29 a 31, de
manera mas notoria en el dedo Il (Figura 24). Se pude sugerir entonces que el
efecto de WNT5A en la zona indiferenciada precede a TGFB al momento de
inducir la condrogénesis. Al ver que la sefializacion de WNT5A-CaN-NFAT actua
como factor permisivo después de colocar a TGFj, se exploré el papel de esta

sefalizacion en promover el compromiso al linaje condrogénico en la zona

indiferenciada.

E2

6
E29

E31

p

wlt!

Sox9 Whntb5a

Figura 24. Patrones de expresion de Sox9 y Wnt5a en los dedos de pollo. Se
puede notar que la continua expresién de Sox9 esta presente en la punta de
los dedos (DC/PFR). En comparacion, Wnt5a inicia en el mesénquima distal
pero conforme avanza el desarrollo, la expresion se restringe a la DC/PFR,
sobre todo en los dedos Il y IV, los cuales mantienen su crecimiento.

Para determinar si las células de la zona indiferenciada se comprometen a la

condrogénesis por la sefializacion de WNT5A-CaN-NFAT, se aprovecho el modelo
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de induccién de cartilago al colocar perlas de TGFB en el interdigito (Gafan et al.
1996). Asi, se realizaron experimentos de ganancia y pérdida de funcion previo a
la diferenciacion a cartilago. En estos experimentos se realiz6 el tratamiento 1h y
4h antes de colocar perlas de TGFpB. Se observé un incremento de la expresion de
Sox9, que resulté en la fusion de los dedos, cuando se colocé WNT5A 1h antes
de TGFp (Figura 25A). La pérdida de actividad en NFAT gener6 una reduccién en
el &rea de Sox9 si el inhibidor se colocaba 4h antes de TGF (Figura 25B). Estos
datos sugieren que la sefalizacion de WNT5A-CaN-NFAT actua favoreciendo la
respuesta de TGFB al aumentar el nimero de células comprometidas a la

condrogénesis.
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A B

Tratamiento  TGFf Tratamiento  TGFB
0 1 24 (h) 0 - 24 (h)

Perlas control Perlas control

Tratamiento + TGF Tratamiento + TGFf3

Figura 25. La sefalizacion WNT5A-CaN-NFAT participa en el compromiso
interdigital hacia la diferenciacién a cartilago (A) Hibridaciébn para Sox9 en
tratamientos con WNT5A o los inhibidores de CaN o NFAT 1h antes de TGFp. Se
puede observar un incremento del area de Sox9 en los tratamientos con WNT5A
(3 de 3), no se observo efectos con los inhibidores de CaN (0 de 3) y de NFAT. (B)
Hibridacion para Sox9 en tratamientos con WNT5A o los inhibidores de CaN o
NFAT 4h antes de TGFp. Se puede observar una ligera reduccion del area de
Sox9 en los tratamientos con el inhibidor de NFAT (1 de 3), no se observo efectos
en los otros tratamientos de WNT5A (0 de 3) e inhibidor de CaN (0 de 2).

El mantenimiento de la condrogénesis por la via WNT-CaN-NFAT es

independiente de la muerte celular.

La formacion del dedo ectépico en el interdigito inducida por TGFj es precedida

por la inhibicion de los genes marcadores del interdigito (Montero at al. 2008) y un
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bloqueo de la muerte celular (Gafian et al. 1996). Debido a que la sefalizacion de
WNT5A-CaN-NFAT actua después del inicio de la cascada molecular generada
por TGFp, se exploré si afecta la identidad del interdigito de forma independiente a
TGFp o si es exclusiva para el reclutamiento celular hacia la condrogénesis. Para
ello, se colocaron perlas embebidas en WNT5A y se hibridaron para el marcador
de interdigito Bambi. No se observaron cambios de Bambi 24h pos-tratamiento
en el interdigito, a diferencia de la evidente inhibicién del gen después de 24h de
colocar TGFpB (Figura 26A). Posteriormente, se colocaron perlas en el mismo
orden temporal que la Figura 20, usando TGFP seguido de WNT5A o los
inhibidores de CaN y NFAT a 1h y 4 h, solo que en esta ocasion se hibridaron para
Bambi. De forma inesperada, ni WNT5A ni los inhibidores de CaN y NFAT
lograron revertir el efecto de TGFp en el interdigito (Figura 26B). Estos resultados
sugieren que WNT5A es exclusivo en la diferenciacién a cartilago, sin cambiar la

identidad del interdigito.
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Bambi

A Perla Control Tratamiento

:
GFf
WNTi

B TGFE  Tratamiento
TGFB Tratamiento

‘ 0 4 24 (h)
0 1 24 (h) e —

Perla Control TGFp + Tratamiento

Figura 26. La sefializacion WNT5A-CaN-NFAT actia de forma independiente a la
identidad interdigital. (A) Hibridacién in situ para Bambi en embriones con perlas
de affigel o heparina en el tercer interdigito, embebidas en PBS (3 de 3), en TGFf
(3 de 3) o WNT5A. A diferencia de TGFB, WNT5A no inhibe Bambi en el interdigito
(0 de 3). (B) Hibridacién para Bambi en embriones 24h después de ser tratados
con una primera perla de TGFB y un segundo tratamiento 1h o 4h después de
TGFB con perlas embebidas en WNT5A (4 de 4 para 1h y 4 de 4 para 4h) o los
inhibidores de CaN (3 de 3 para 1h y 3 de 3 para 4h) y de NFAT (3 de 3 para 1hy
3 de 3 para 4h). Solo en el caso de tratamiento con inhibidor de NFAT 1h después
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de TGFB se observé mayor area de inhibicion (3 de 3). En las condiciones de
inhibicion de la condrogénesis por los inhibidores de CaN y NFAT se mantiene el
efecto de TGF con Bambi.

En ausencia de cambios en la expresion de Bambi y al no obtener inducciones de
cartilago ectépico por WNT5A se considero la probabilidad de que WNT5A actue
independiente a las zonas muerte celular en la extremidad. Para conocer esta
relacion se realizaron tinciones de Lysotracker con tratamientos de WNT5A vy los
inhibidores de CaN y NFAT. En ningun caso se observaron cambios en la tincion,
ni usando WNT5A de forma aislada o en combinacion con los inhibidores de la
sefializaciéon Ca?* (Figura 27A). Al contabilizar los cuerpos tefiidos en los
experimentos, la proporcion entre el tercer interdigito tratado y el de la extremidad
contralateral no varian de forma considerable (Figura 27B). En conjunto, los datos
obtenidos sugieren que el papel permisivo de la sefializacion WNT5A-CaN-NFAT
en la condrogénesis es independiente a los procesos que regulan la identidad y la

muerte celular del interdigito en el primordio de la extremidad.
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Figura 27. La sefializacion WNT5A-CaN-NFAT actta de forma independiente a la
muerte celular en el interdigito. (A) Tincion de Lysotracker para evidenciar las
zonas de muerte celular en el interdigito en patrén normal (derecha) y 12h
después de haber colocado perlas control (asterisco blanco para heparina y
asterisco azul para affigel, fotos en columna izquierda) o perlas embebidas en
WNT5A (asterisco a la par de un doble tratamiento con WNT5A e inhibidores de
CaN y NFAT (fotos en columna del centro). (B) Cuantificacibn de cuerpos
marcados con Lysotracker en interdigitos tratados con WNT5A de forma aislada o
en combinacién con los inhibidores de CaN y NFAT.
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Discusion

Los resultados de esta tesis han mostrado que los efectos de WNT5A en regular el
Ca?* y su participacion en la diferenciacion a cartilago solo ocurren en la zona
indiferenciada de la extremidad. Esto puede deberse a que las células
indiferenciadas poseen una capacidad de respuesta a WNT5A a una
retroalimentacion de las sefiales de la AER. Como se mostro, durante el proceso
de crecimiento, Wnt3a se expresa en mayor concentracion en la AER y Wnt5a se
expresa solo en mesénquima distal con un gradiente de concentracion mayor
cerca de la AER y menor en la regién proximal (Figura 28). Como se ha explicado,
el mismo WNT5A promueve la degradacion de B-catenina (Topol et al., 2003).
Esto quiere decir que la misma AER promueve a Wnt5a para llevar a la propia
inhibicion de la via WNT/B-catenina. Los ratones mutantes para Wnt5a muestran
un tejido indiferenciado mas amplio que los ratones normales en la misma etapa
de desarrollo, lo que refuerza la idea del reclutamiento celular afectado por la
inhibicion de la via WNT/Ca?* (Kawakami et al., 1999; Topol et al., 2003). Tanto el
tratamiento de SFRP1 como en la inhibicion de CaN y NFAT muestran un
incremento de distancia entre la punta del dedo y la AER. Este resultado no se
observo al momento de tratar con DKK1. A su vez, los cambios de fluorescencia
en Ca?" y la proteina NFAT solo se observaron en las células de la zona
indiferenciada. WNT3A actia como un ligando de la via WNT/B-catenina y
contribuye a la represion de la condrogénesis en la extremidad (ten Berge et al.,
2008). Por una parte, la sefializacion WNT/B-catenina mantiene el crecimiento de

la extremidad al promover a Fgf8 en la AER, lo que favorece la division celular y

97



reprime la expresion de Sox9 en la zona indiferenciada (Figura 28). A pesar de
que se habia demostrado que WNT5A y sus correceptores reprimen la actividad
de B-catenina en los dedos (Topol et al., 2003; Gao et al., 2011), este es el primer
trabajo donde se muestra que al mismo tiempo se activa otra via, la sefializacion
WNT/Ca?*. Por lo tanto, ¢Como pueden responder las células indiferenciadas a
WNT5A para formar cartilago?

Trabajos previos ya habian demostrado que el Ca?* intracelular participa en la
formacién a cartilago en cultivo celular (Tuan et al., 1983; Tomita et al., 2002;
Matta et al., 2008; Wang et al., 2010) y también se correlacion6 con WNT5A y la
sefalizacion Ca?*-NFAT (Bradley y Drissi, 2010). Aunque se demostr6 esta
correlacion, en estos trabajos se presenta el resultado en tinciones hechas hasta
los 3 dias de cultivo, lo cual genera dificultad en deducir cual es el papel de esta
sefializacion durante la diferenciacion celular temprana. Al realizar andlisis in vitro
se desconoce el mecanismo de accion y como interaccionan con los tejidos y las
sefales cercanas a la zona indiferenciada. Por ejemplo, un efecto de interés fue el
hecho de que WNT5A solo formara mas cartilago en la punta de dedo y no el
interdigito, a menos que se colocara TGFf en éste. Aunque en cultivos in vitro se
habia observado el incremento de tejido cartilaginoso en presencia de WNT5A
(Church et al., 2002; Bradley y Drissi, 2010), no se generd ningin cambio en el
interdigito al colocar WNT5A, quiza por la ausencia de un receptor para este
ligando. EIl receptor de WNT5A que puede estar actuando en potenciar los
cambios en Ca?" es FZ4 debido a que su expresion estd en la DC/PFR y se

presenta en las primeras horas después de inducir un dedo ectopico con TGFf
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(Chimal-Monroy et al., 2002). EI mismo gen de Tgfg se expresa en la DC/PFR
(Aramaki et al.,, 2005; Montero et al.,, 2008). Esto implica que las sefales y
cambios provocados por la DC/PFR podrian competir con las sefiales de la AER
para promover la diferenciacion celular. Por un lado, WNT5A promueve la
degradacién de B-catenina y por otro activa la sefalizacion Ca?*-CaN-NFAT
favoreciendo una regiébn competente en la zona indiferenciada adyacente a las
sefales condrogénicas de la DC/PFR (Figura 28).

¢, Qué otros datos podrian contribuir con afirmar que solo un grupo de células
competentes proximas a la punta del dedo responden a WNT5A para elevar Ca?*
y NFAT? De forma interesante, en la mutacion Ror2W749X/W749X (yn receptor que se
une a WNT5A pero no permite su liberacion del receptor) se observdé una
reduccion de la DC/PFR con menor numero de células expresando SMAD 1,5Y 8
y baja expresidon de Sox9. Al bloquear la interaccibn de WNT5A con otras
proteinas, este fenotipo tiene un efecto mayor al eliminar Ror2, debido a que
WNT5A todavia podria actuar con otros correceptores. Ademas, ROR2 no es
exclusivo para la activacion de la via WNT/PCP, lo cual sugiere una posible
activacion de otras vias de WNT (Witte et al., 2010; Ho et al., 2012). Por ejemplo,
la doble mutacién de los correceptores Ror2 y Vangl2 muestra que los fenotipos
comparten caracteristicas con las mutaciones de Wnt5a, como la presencia de
zona indiferenciada extensa y dedos cortos. (Yamaguchi et al., 1999; Satoh et al.,
2006; Gao et al., 2011). Seria de interés explorar si TGFp es capaz de inducir la
expresion de Ror2 o de Vangl2 al momento de formar el dedo ectopico. Aunque el

mutante reduce la accion de la via WNT/PCP aldn no se ha evaluado en estos
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mutantes los cambios en Ca?* o NFAT. Hasta el momento la via WNT/PCP no ha
explicado el incremento en la zona indiferenciada al mutar Wnt5a. Esto es debido
a que solo ha explorado el cartilago maduro y no su diferenciacion, pero si se
logro en este trabajo reproducir una extensa zona indiferenciada con la inhibicién
farmacoldgica de CaN o NFAT. En adicidn, se encontro la proteina NFAT2 en la
zona indiferenciada, y su activacion fue dependiente de WNT5A al ser aplicada en
la region competente. Estos datos sugieren que la sefializacion WNT/Ca?* es la
responsable de incrementar el numero de células formadoras de la DC/PFR, y a
su vez las sefales de TGFp provenientes de la DC/PFR fomentan una region de
competencia para WNT5A, y asi promueve a Sox9 (Figura 28).

Al observar que WNT5A era incapaz de inducir la formacion en el interdigito, se
explor6 qué otros cambios podrian generar en este tejido. En el interdigito se
expresan varios genes antes del inicio de la apoptosis. Cuando se induce la
diferenciacion a cartilago por TGFp, los genes relacionados con la apoptosis en el
interdigito son inhibidos y se inicia la cascada molecular de la condrogénesis
(Chimal-Monroy et al., 2002; Montero et al., 2008; Diaz-Hernandez et al., 2013).
De forma consistente, acelerar el proceso de muerte celular en el interdigito al
implantar perlas con BMP, es precedido por incrementos anormales de genes
propios del interdigito como son: Bambi, Msx2, DKk, y Snail (Zuzarte-Luis et al.,
2004). A diferencia de los efectos de TGFf, Bambi no se vio alterado por implantar
WNTD5A, lo cual concuerda con el efecto nulo de WNT5A y los inhibidores de CaN
y NFAT en la muerte celular. En adicién, blogquear la sefalizaciéon Ca?* redujo la

expresion de Sox9 pero mantuvo la inhibicion de Bambi en la condrogénesis.
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Ademas, al evaluar la tincion de Lysotracker en los tratamientos de WNT5A vy los
farmacos, solo se exploré el area que coincide con la muerte celular programada.
Aun seria necesario explorar la activacion de la apoptosis por técnicas de TUNEL
o inmunohistoquimica de Caspasas.

Como se menciond anteriormente, la actividad de SMAD 1,5 Y 8 esta presente en
la DC/PFR y en el interdigito simultaneamente; aunque la respuesta celular es
muy distinta. En la misma DC/PFR se induce la expresion de Tgfg y activa la
cascada molecular de la condrogénesis. Por lo tanto, una posible explicacion es
que la DC/PFR favorece la inhibicion de genes del interdigito y a la par un
aumento en la expresion de genes que favorecen la respuesta a la sefalizacién
WNT5A-CaN-NFAT. Al momento de tefiir con FURA solo se aplico en la zona
indiferenciada adyacente al digito. Si se realizaran evaluaciones en el interdigito
permitiria entender si solo las células proximas a formar cartilago cambian los
niveles de Ca?* en respuesta a WNT5A.

Por ultimo, tanto los mutantes de Wnt5a como los correceptores Ror2 y Vangl2
presentan un acortamiento de estructuras que se extienden fuera del eje corporal,
como las extremidades, la mandibula, la cola y las orejas (Gao et al., 2011). A su
vez, la mutacion de Nfat2 esta ligada a la retraccion craneofacial en el sindrome
de Down (Arron et al., 2006) y CAM, otro miembro de la sefializacién Ca?*, regula
la extension craneofacial del pico en los pinzones de las islas Galapagos
(Abzhanov et al., 2006). En relacion con WNT, Wnt5a también se expresa en los
arcos faringeos 1y 2, donde se formara la mandibula (Baranksi et al., 2000) pero

aun se desconoce su relacion con la via Ca?*. Estos datos ayudan a sugerir una
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interaccion de la via WNT/Ca?* con la extensiéon de estructuras en otros procesos

del desarrollo del esqueleto como seria el caso de la mandibula.

A B

WNT

catenin

Figura 28. Modelo representativo del papel de WNT5A para promover la
formacion y mantener la expresion de Sox9 en la DC/PFR. Del lado derecho se
muestra un embrién de etapa 26 en proceso de desarrollo donde: en azul se
observa el cartilago maduro, en verde la DC/PFR, en rosa obscuro la region
competente a WNT5A y en amarillo el tejido mesenquimal indiferenciado. Del lado
derecho se muestra un acercamiento al dedo Ill. Se aprecia como la AER (rojo)
libera sefiales que promueven la activacion de la via WNT/B-catenina en el tejido
indiferenciado para reprimir la expresion de Sox9. Wntba, expresado en la zona
indiferenciada, promueve la degradacion de pB-catenina y a su vez, la activacion de
NFAT, para formar la region competente (rojo) a sefiales de TGFp. Favoreciendo
la expresién de Sox9 en la DC/PFR y asi mantener el continuo reclutamiento de
las células hacia el linaje condrogénico.
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Conclusion

En este trabajo se demostré por primera vez la participacion de la sefalizacion
WNT/Ca?* en la formacion de la extremidad embrionaria. Se mostré que las
células de la zona indiferenciada, particularmente de la regibn competente, usan a
WNTS5A como un factor para promover la liberaciéon de Ca?* en el citoplasma y que
NFAT aumente, relocalizdndose en el nacleo. Esta sefalizacion a través de CaN
y NFAT actia de forma permisiva, para aumentar la respuesta a TGFp, y asi
promover la expresion de Sox9 para mantener la diferenciacion a cartilago en la

DC/PFR del digito embrionario.
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Perspectivas

104

Explorar la expresion de Fz4, Ror2 y Vangl en la extremidad embrionaria y
buscar si la formacién de un dedo ectépico por TGFB en el interdigito es
capaz de inducir la expresion de estos genes.

Tefiir con FURA 2 AM en la zona indiferenciada del interdigito y colocar
WNT5A o SFRP1 para conocer si esta cambia los niveles de calcio
intracelular en respuesta.

Explorar los efectos de WNT5A e inhibidor de CaN y NFAT en la apoptosis
del interdigito con técnicas mas especificas como TUNEL e
inmunohistoquimicas de Caspasa.

Explorar la respuesta a WNT5A con FURA en otros tejidos embrionarios
gue respondan a este factor para conocer la posible participacién de la via

WNT/Ca?*.
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