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RESUMEN

E! desarrolio de ta rodilla implica la separacién del femur y la tibia que conlieva a la
formacion de dos meniscos y una rotula caracteristicos de una rodilla funcional.
Los mecanismos sugeridos para la generacidon y mantenimiento de esta
articulacién son: la pérdida de las propiedades ténsiles por mecanismos
enzimaticos y ia muerte y migracidn celulares. Se han observado variaciones en el
patron espacio-temporal de los constituyentes de la matriz extracelular (MEC) lo
gue indica su importancia durante el proceso de cavitacion. Los receptores mas
importantes a la MEC son las inlegrinas, heterodimeros protéicos unidos no
covalentemente, que en su interaccién con la MEC hacen posibles los procesos de
morfogénesis como son la migracion y muerte celulares. Debido a que la
formacién de la rodilla implica interacciones célulia-MEC, el objetivo de este trabajo
fue conocer la distribucion espacio-temporal de las integrinas de la familia 1
durante el desarrollo de 1a rodilla en el ratén.

Los resultados muestran una expresion temprana de varias subunidades en sitios
particularmente importantes para el desarrollo de la articulacion.

El andlisis histoldgico del desarrolio de ia rodilla del ratén permitié distinguir que la
etapa mas importante de su morfogénasis incluye desde los 13 a los 18 dias
postcoito (dpc). Durante este intervalo de tiempo las integrinas con una mayor
expresion son ias subunidades a3, a4, u5, of, av y p1 distribuidas en la zona de
desarrollo de la cavidad articular (interzona). La subunidad al se expresa
particularmente en los mehiscos pero no en fa interzona hasta fos 15 dpc, a2 tiene
una expresion baja pero se encuentra en la interzona y a los 17 dpc aumenta en el
pericondrio, a3 presenta una expresion alta en toda la rodilla. La subunidad a4 se
expresa en la interzona y aumenta en toda la rodilla a los 16 dpc y disminuye a los
18 dpe, o5 tiene una expresién alta en particular en los meniscos, a6 tiene una
expresion baja en los primeros dias y aumenta en los meniscos a los 15 dpc.
Finalmente la subunidad av presenta una expresion baja en los dos primeros dias
y aumenta a los 15 dpc, es baja en las epifisis. La subunidad 1 se expresa con
intensidad, pero disminuye en las epifisis, sin embargo se mantiene en la cavidad
articular durante toda la etapa de estudio.

En conclusian, los resultados sugieren que las interacciones célula-MEC participan
en las distintas fases del procesc de morfogénesis de la rodilla y que estas
interacciones estan mediadas por integrinas.



INTRODUCCION

GENERALIDADES DE LA RODILLA

En las extremidades posteriores de los vertebrados, a la articulacién entre el
estilopedo y el zuegopodo se le denomina rodilla. La movilidad y estabilidad de la
rodilla esta controlada por una interaccién compleja entre las superficies articulares y
el tejido conjuntive circundante, incluidos los ligamentos y musculos. La rodilla
permite una serie de movimientos, como son el deslizamiento de las superficies de la
articulacién una sobre otra, Ja flexion y la extensidn. Existen tres formas de realizar la
extensidn; a través del movimiento de la tibia sobre el fémur; a través del movimiento
del fémur sobre la tibia o a través del movimiento simultaneo de ambos. La rotacion
se realiza en un eje vertical, por ejemplo los dos condilos del fémur, uno se dirige
hacia adelante cuando el otro lo hace hacia atras, sucede lo mismo para la tibia. La
inclinacion lateral estad a cargo de los muscuios flexores y extensores que hacen
posible el reposo y desplazamiento a cargo de las extremidades posteriores en los
tetrapodos (Fuss, 1992 y Lu and O’ Connor, 1996) .

Una articulacion esta compuesta de los elementos esqueléticos préximos, los tejidos
interpuestos y los que se encuentran en su periferia. Hay tres tipos de articulaciones;
las articulaciones méviles o diartrosis como las articulaciones de las extremidades, las
articulaciones inmdviles o sinartrosis como en el créneo y la cara, y las articulaciones
con un movimiento intermedio a las dos anteriores, conocidas como anfiartrosis,
como en la columna vertebral.

La rodilla, pertenece a las diartrosis, sus superficies articulares son; los dos cdndilos
del fémur en su parte inferoposterior y la escotadura intercondilea, las dos cavidades
glenoideas y espina de la tibia, y la cara posterior de la rétula. Estos elementos
esqueléticos poseen cartilago articular, en su sitio de contacto, dicho cartilago posee
un coeficiente de friccién bajo que proporciona una superficie lubricada resistente al
desgaste, levemente comprimible y elastica, capaz de distribuir con uniformidad las
fuerzas de compresion producto del soporte det peso y la accion muscular.
interponiéndose en ciertas regiones de la articulacion estan los meniscos; el menisco
lateral y el medial, los cuales aumentan la concordancia entre la tibia y e fémur

(Fig.1}.



Los meniscos estan constituidos de fibrocartilago, su morfologia presenta una cara
superior curva en contacto con el fémur y una cara inferior plana en contacto con la
tibia, poseen una circunferencia externa y una interna. Actian en la amortiguacion de
fuerzas y facilitan los movimientos combinados. Los medios de unidn de la rodilla son
los ligamentos, resistentes y casi inextensibles. Una membrana sinovial se extiende
en el interior de la articulacion y en contacte con los elementos de la articulacion. La
lubricacién es generada por el liquido que producen sus células, el liquida sinovial
{Testuit, 1983 y Romanes, 1987).

CARACTERISTICAS DE LOS ELEMENTOS DE LA RODILLA

El tejido de los meniscos no posee un pericondrio y sus propiedades son infermedias
entre un tejido fibroso denso y cartilago hialino. Los meniscos proporcionan una
transmision de carga de 50-70%, estabilidad a la articulacion y funcion sensitiva.
Estan compuestos en un 72% de agua, 22% de colagena, 0.8% de
glicosaminoglicanos. La colagena tipo | representa el 90%, y el resto lo constituyen
los tipos II, 1l y V. Entre los proteoglicanos se encuentra un 40% de condroitin 6-
sulfato, 10-20% de condroitin 4-sulfato, 20-30% de dermatan sulfato y 15% de
queratan sulfato. El hialuronato {acido hialuronico) representa entre 4 a 5% (Benjamin
and Evans, 1990 y Messner y Gao 1998).

El cartilago articular proporciona una superficie de baja friccion, resistente a la
compresidn y libre de dolor cubre permanentemente los condilos de la articulacion y
la rotuta, estd compuesto de una fase liguida de agua y electrolitos, y una sdlida
compuesta por la MEC (matriz extracelular} y los condrocitos (Mow et al., 1984,
Morrison et al, 1993 y Comper, 1996) La tabla 1 muestra la proporcidn de los

componentes del cartilago articular.

Tabla 1
COMPONENTES DEL CARTILAGO ARTICULAR.
Componente Peso fresco
Agua 60-85%
Colagena tipo il 15-22%
Agrecano 4-7%

Menos del 5%

Proteina de unidn




Hialuronato Menos del 5%

Biglicano

Colagena |
" V

! Vi
" Ix

"Xl )

Decorina
Fibromodulina

Tomado de Comper, 1996

Los tendones y ligamentes, que unen un elemento esquelético, estan constituidos
principalmente de fibras de colagena que proporcionan su alta capacidad ténsil. Su
utilidad se ve incrementada al poder reparar dafios y responder al ejercicio ©
inmovilizacién con cambios en sus propiedades ténsiles. Las células constituyentes
son capaces de detectar cambics en la carga mecanica y coordinar una respuesta
que deriva en yn cambio de la composicidén de la MEC, via la interaccion entre el
citoesqueleto, Jas integrinas en la membrana celular ¥ la MEC. Otros constituyentes
de los tendones son los glicosaminoglicanos entre los que resalta el hialuronato
{Benjamin y Ralphs, 1998).

La sinovia facilita el movimiento en el espacio entre las superficies cartilaginosas y de
los tendones esto es debido a la presencia de ura presidon subatmosférica, del
hialuronato producido por las célutas sinoviales y la presencia de una capa de tejido
sinovial ininterrumpida. Este tejido muestra una alta actividad de la UDPGD (uridin
difosfo-glucosa deshidrogenasa), enzima que interviene en la reaccién limitante de la
sintesis del hialuronato. De la misma forma la expresiéon de VCAM-1 (Molécula de
Adesién Celular-1) es prominente (Edwards, 1994).

DESARQLLO DE LA RODILLA
Generalidades

Los elementos esqueléticos, el fémur, la tibia y la rétula en el inicio del desarrollo de

la rodilla forman un solo elemento de cartilago hialino, donde no se puede observar
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una clara diferencia entre la parte distal del fémur, la proximal de la tibia ni el
primordio de la rotula. Puede notarse una zona donde hay una mayor densidad
celular, llamada interzona, que es el sitio a partir del cual se separan los elementos de
la articulacién (Figura 2). De igual forma que los elementos mencionados, ni los
- meniscos, ni los ligamentos pueden distinguirse en |a interzona (Andersen, 1961 y
Mitrovic et al., 1978).

Antes de la separacion de los elementos de la articulacion las células de la interzona
muestran un cambio en su forma y orientacién, estos cambios son cruciales en la
morfogénesis, migracion y muerte celulares (Craig et al,, 1987 y Kheradmand et al.,
1998). E| proceso por ef cual ocurre la separacién de los elementos de la articulacién
(la cavitacion) puede estar determinado por !a migracién y muerte celulares, la
ingresion vascular, ‘la pérdida de propiedades ténsiles mediadas por la actividad
enzimatica 0 mecanica y los cambios asociados en los componentes de la MEC
(Archer et al.,, 1994, Edwards el al, 1994 y Siater, 1995). Conforme continua el
desarroflo se observa la separacion del fémur y la tibia, posteriormente se observan
con claridad los meniscos y la rotula (Archer et al., 1994),

Expresion de las moléculas de la MEC durante el desarroilo de [a rodilla.
Purante el desarrollo de la articulacion, en distinlos sitios y momentos, hay
variaciones en la morfologia y contenido macromolecular del cartilago. La interaccion
que ocurre en estas etapas entre los receptores celulares y la MEC son importantes
en el control de la diferenciacién y regulacion de la funcidén de los condrocitos, asi
como durante {a morfogénesis de !a rodilla, lo cual se muestra adelante (Slater et al,,
1995).

En Monodelphis domestica (zarigiieya) la coladgena tipo | se encuentra, en las epifisis
de los elementos en desarrollo, posteriormente en los tendones, los ligamentos, los
meniscos, el pericondrio y las diafisis. Cuando se desarrolla et centro de osificacion
secundaria se observa ahi la expresién de la colagena tipo |. La colagena tipo 1l se
observa en el inicio del desarrollo de la articulacion, cuando ocurre fa cavitacién se
localiza en las epifisis, zona de osificacion endocondral y al inicio del centro de
osificacion secundaria y en la placa de crecimiento. La expresion de la colagena tipo
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Ill puede observarse en el presuntivo pericondrio y et periostio antes de la cavitacidn,
una vez ocurrida la cavitacion puede observarse en los tendones, los ligamentos y los
meniscos, asi como en el pericondrio. La coldgena tipo VI se detecta en el
mesénguima de la extremidad antes de la cavitacién. Después de la cavitacién se
observa en el carilago articular e hipertréfico y la epifisis de los elementos
esqueléticos, porteriormente en los tendones, los ligamentos y los musculos. De igual
forma en el centro de osificacion secundaria. La colagena tipo X antes de la
cavitacion se cbserva en el periostio y la parte hipertréfica de la tibia. Después de la
cavilacion se localiza en la placa de crecimiento y en el centro de osificacién
secundaria {(Morrison et al., 1996).

La laminina es una proteina trimérica compuesta de res cadenas, denominadas o, p
y v ; cada una de estas cadenas estd codificada por diferentes genes que traducidos
estructuran diferentes trimeros, como la laminina-1 que estéd compuesta de a1, p1y
y1, y la laminina-2 que estd compuesta de a2, B1 y y1. La laminina promueve el
crecimiento, la adhesion, la diferenciacion, la migracién y la sefalizacion celulares
{Keun et al., 1997).

Antes de !a cavitacidn la cadena a1 de la laminina es la de mayor expresion en 1a
extremidad embrionaria de la ave. En la misma etapa hay una presencia moderada de
ta laminina-1, la cadena o2 y B2, y muy poco la yi. En la rodilla del adulto, en el
cartilago articular se expresan poco; la cadana a1, la laminina-1, la cadena y1 y la
cadena B2 y muy poco la cadena a2. En la placa de crecimiento la cadena y1 y p2
aumenian a una expresion moderada, la cadena o2 disminuye su expresion y la
laminina-1 se mantiene con poca expresion (Keun et al., 1997).

En el cartilago articular humano, ta laminina, se expresa con intensidad, de igual
forma en la zona de osificacién y estad ausente en los condrocitos proliferativos,
hipertréficos y la placa de crecimiento. En el adulto sdlo se localiza en la zona
profunda del cartilago articular. Su importancia radica en que la laminina puede
inducir la diferenciacién celular y posiblemente el desarrollo del cartitago (Dirr et al,
1996).



De igual manera en el humano ocurre la expresion de otros componentes de la MEC
con variaciones espacioc temporales como son:

iLa fibromodulina se expresa adyacente a la zona de cavitacién cuanda ain no ha
ocurrido este proceso, pero es negativa en la interzona. Cuando se dividen los
elementos de la articulacion se observa en la zona media de la epifisis, cartilago
hipertréfico y cartilago articular. La decorina se expresa en la matriz de cartilago
antes de la cavitacién, despues se expresa con menor intensidad en la MEC de los
condrocitos de la zona articular. Una vez ocurrida la cavitacidn la decorina es positiva
en los ligamentos, los tendones vy el cartilago articular y posteriormente en el centro
de osificacién secundaria. El biglicano se expresa en el presuntivo cartilago articular,
pero no en fa interzona, después de la cavitacion presenta distribucion simitar a a que
presentan la decorina y fibromodulina. E! agrecano se expresa en la MEC de la
interzona, después de la cavitacién en el cartilago articular. Los proteoglicanos rices
en condroitin 4-sulfato no se observan en la interzona, después de la cavitacion se
expresan en el cartilago hipertrdfico y en los condrocitos de la epifisis. Los
proteoglicanos ricos en queratan sulfato se observan adyacentes a la interzona y
despues de la cavitacién en el cartilago articular (Archer et al., 1996).

La hialuronato sintetasa, el hialuronato y su receptor el CD44, se han estudiado
durante e! desarrollo de la articulacion. El hialuronato, un polisacaride compuesto de
unidades repetidas de N-acetil glicosamina, es el principal componente del liquido
sinovial, cuando se asocia a los proteoglicanos forma agregados macromoleculares
(Stater et al., 1995), en las aves es evidente en la interzona (en las articulaciones de
las falanges), cuando ocurre la cavitacién se observa que alcanza su maximo de
sintesis. Cuando ha ocurrido la cavitacion puede observarse en i cartitago articular y
los meniscos (Pitsillides, 1995 y Edwards et al., 1994). En el humano, antes y
después de la cavitacién, ef hialuronato se presenta en la interzona. En el cartilago no
se observa la expresion del receptor al hialuronato (Edwards et al, 1994). Esta
expresion en el desarolio de las articulaciones ha conducido a plantearla como una de
las moléculas participantes en la cavitacién de la articulacién (Archer et al., 1994 y
Lacy, 1987).



En la interzona de muestras humanas, la VCAM-1 es positiva en la presuntiva
superficie sinovial, durante la cavitacion aumenta su expresién y se mantiene cuando
ha terminado el proceso (Edwards et al., 1994).

La tenascina se expresa en los sitios de condensacidén mesenquimatica, que
conducen a la condrogénesis u osificacion intramembranosa. De forma general se ha
obsevado que conforme aumenta la difrerenciacién de los condrocitos, la expresion
de la tenascina disminuye (Mackie et al., 1987). Durante el desarrollo embrionario de
la rodilla en ratas, a los 18 dias se expresa con intensidad en el cartilago articular-
epifiseal, meniscos y el pericstio, con una intensidad media en el ligamemnto cruciado,
ademas de manera difusa en la membrana sinovial. En las ratas recién nacidas
presentan una disminuciéon en la expresion en el cartilago anticular-epifiseal y el
periosteo, pero aumenta en la membrana sinovial. Tiempo después {10 semanas de
vida) s alun menor su expresion en el carlilago articular-epifiseal. En todas las
etapas es negativo en la placa de crecimiento (Mackie and Ramsey, 1996).

Trabajos recientes han demostrado que Jas moléculas de la MEC interactdan entre si
(Chang et al., 1997). Esta interacciébn en parte hace posibles los procesos de
diferenciacién y morfogénesis. La interaccién, relevante en el cartilago articular,
incluye la que ocurre entre el agrecano, la proteina de unidn y el hialuronato, y entre
las colagenas tipo I, IX y X! y la laminina. También hay una interaccién entre la
colagena tipo Vi con la tipo ll, de 1a decorina y la fibromodulina, el hialuronato v la
fibronectina. Estas interaciones, de las integrinas con ta MEC y con las células
conducen la diferenciacion y morfogénesis (Brown and Yamada, 1995 y Chang et al.,
1997)

En particular, en la rétula y el fémur (en humanos), antes de fa cavitacién las células
de la interzona expresan las colagenas tipo 1, 1il y V, pero es baja su expresidn. Una
pequefia region en el cartilago en desarrolto expresa colagena tipo 1, en la superficie
interior de! tendén rotuliano. Una vez ocurrida la cavitacion adn se expresan las
colagenas tipo 1 y V, pero no la tipo ll. En la rétula antes de la cavitacion ocurre la
expresion de las colagenas tipo |, I, ly V (Birk et al., 1994 y Bland et al,, 1997).

£l desarrollo esquelético también depende de una regulacion precisa, como son, la

degradacién y remodelacion de los constituyentes de la MEC, asi como la sintesis y



depdsito de nuevos componentes. Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) son
capaces de degradar todos los componentes del tejido conectivo a un pH fisiolégico
{7.2) (Messnerk and Gao, 1998).

Las MMPs incluyen a colagenasas, MMP 1, 8 y 13 (que degradan colagena tipo |, 1,
), gelatinasas, MMP2 y 9 (que degradan a la colagena tipo IV y gelatina),
estromelisinas, MMP 3 y 10 {que son las mas generales y degradan proteoglicanos,
fibronectina, laminina, gelatina y caseina). La actividad de las MMPs es regulada por
sus inhibidores especificos, los TIMPs -1 a -4 (inhibidores de tejido de ias
metaloproteinasas de matriz). Su distribucién espacial en los elementos esqueléticos
es diferencial. La colagenasa se localiza en el cartilago y sitios de osificacion, la
gelatinasa-A en los fibroblastos, Ja gelatinasa-B en hueso mineralizado, la
estromelisina presenta una distribucion amplia como la colagenasa al igual que e
TIMP-1 (Bord et al., 1997).

Otras moléculas con una distribucion asociada al desarrollo de la articulacion son los
IGF-1, IGF-2 (Factor de Crecimiento semejante a la Insulina) y la proteina de union a
IGF-1, cuya distribucién se restringue al avanzar el desarrollo de la articulacion,
después de una distribucién homogénea en la epifisis, solo se observa en la capa de
cartilago articular {Archer et al., 1984). La forma en la que se expresan las moléculas
de la MEC antes y despues de la cavitacién de la rodilla se observa en |a tabla Il.



Tabla H EXPRESION DE LAS MOLECULAS DE LA MEC DURANTE EL DESARROLLO DE LA

RODILLA
Molecula Antes de la| Después de la cavilacion
cavitacion Meniscos Cartitago articular Epifisis
Colagena tipo | En las presuntivas presente presente
epifisis.
Cotagena tipo Il En el mesénquima presente presente
de la extremidad.
Colagena tipo 1li En el presuntivo presente
pericondrio ¥y
periostio.
Colagena tipo VI En el mesénquima presente presente
de la extremidad.
Colégena tipo X En el presuntivo En la placa de
periostio. crecimiento.
Cadena o1 de la| expresidn alta poca expresion
laminina
t.aminina-1 expresién poca expresion
moderada
Cadena o2 de la|expresion poca expresion
laminina moderada
Cadena P2 de (a|expresion poca expresion
laminina moderada
Cadena ¥1 de la|poca expresidn poca expresion
laminina
Fibromodulina presente presente
Decorina presente presenta
Biglicano presente presente
Agrecano presente presente
Protecglicanos  4- presents presente
sulfato
Sulfato de queratan presente presente
Hialuronato presente presente presente
VCAM-1 presente En la sinovia. En 1a sinovia. En la sinovia.




GF-1, IGF2 vy Se expresa en|Se expresa
proteina de union a segundo lugar y{primero y con
IGF-1 con mayor | menor intensidad.
intensidad.
Tenascina Disminuye en el presente presente presente
adulto.

Esta distribucion de las moléculas de fa MEC estructuran un ambiente para las
células, donde estds adquieren informacidn que modifica su conducta y guia a las
células en procesos de diferenciacion y morfogénesis. En estas actividades actian la
composicion de la MEC, Ias interacciones entre los factores de crecimiento y la MEC,
y los receptores a las moléculas de la MEC. Las integrinas son los receptores mas
importantes a las distintas moléculas de ta MEC, y se han implicado como
mediadores y moduladores de estos procesos; la morfogénesis y la diferenciacién
{Enomoto et al., 1993 y Miyamoto et al.,1998).

LAS INTEGRINAS

Las integrinas son una familia de receptores de adhesién cefular que median la
adhesitn entre célula y célula, de la célula con su sustrato y regulan las actividades
biolégicas tales como la migracién, la diferenciacién y la adhesién celulares durante el
desarrollo embrionario.

Las integrinas se componen de un heterodimero, una subunidad o grande y una
pequefia, unidas no covalentemente. Se conocen 8 diferentes subunidades g y 16
subunidades «, que en varias combinaciones forman mas de 20 heterodimeros. Para
que la integrina sea activa se requiere de ambas subunidades y fambién son
necesarios cationes divalentes para los cuales el dominio extracelular posee tres ©
cuatro sitios de union.

Las subunidades poseen un dominio exiracelular grande, una secuencia
transmembranal y una porcién citoplasmica corta, que en la subunidad B se sabe que
interacciona con componentes del citoesqueleto y de moléculas que participan en la

comunicacion celular (Ahlén, 1998, Albelda et al., 1990 y Hynes, 1987).
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Las integrinas pueden dividirse en grupos segun la especificidad al ligando. Dentro de
la familia B1 se forman los heterodimeros de la subunidad $1 con las subunidades
al-a9 y av, las integrinas formadas se unen a distintas moléculas de la MEC.
Algunas se unen a una secuencia peptidica lineal (RGD) que se encuentra en la
fibronectina, la vitronectina, la laminina y otras moléculas de la MEC (Brown and
Yamada, 1995).

La familia g1 tiene como ligandos a:

aipt laminina y colagenas

a2p1 colagenas y laminina

a3p1 laminina, colagenas, fibronectina, entactina y epllgnna
odp fibronectina y VCAM-1

aSp1 fibronectina

abf1 laminina

alf larminina

a8 fibronectina, vitronectina y tenascina

a9p1 tenascina

avpi fibronectina y vitronectina

Tomado de Brown and Yamada., 1995 y Faull and
Ginsberg., 1996

£l resto de familias de las integrinas, B2-p8, el nimero de integrinas que forman es
menor que el de la familia p1 y algunas sélo se encuentran en células sanguineas.
Entre las propiedades de las integrinas la adhesion celular puede considerarse como
la principal. Esta adhesién es temporal y espacialmente dindmica, donde tanto la
MEC como las integrinas cambian durante el desarrolio. La expresién de las
integrinas puede cambiar por sefiales extracelulares con las citocinas, factores de
crecimiento, factores mecanicos, agentes infeccicsos como el VIH y el
citomegalovirus, o a causa de la MEC (Takada and Kamata, 1995).

Las integrinas también permiten la migracién celular, esto es posible por Ia
distribucion y capacidad de difusion de las integrinas en la membrana celular. La
migracién celular esta relacionada con la afinidad de las integrinas al sustrato y la
adhesién a la MEC, esta afinidad puede modificar las sefales de entrada y salida,
mediadas por integrinas, en la célula ( Brown et al., 1995, Kim and Yamada., 1995 y
Takada and Kamata, 1995).



Asl como la adhesién celular es una funcién primaria de las integrinas, la transmision
de una sefal a través de la membrana celular, tiene un papel primario. De esta forma
{as integrinas también participan como moléculas de sefializacién. La transduccion de
una senal a través de las integrinas tiene dos direcciones, de la regién extracelular a
la citoplasmatica (una sefal de entrada) y del citoplasma al espacio extracelular {una
senal de salida). La sefal de salida tiene efectos en la continuidad del cicle celular,
apoptosis, secrecion de proteinas de degradacion de la matriz, diferenciacién celular y
expresion genética (Faull and Ginsberg, 1996). La sefial de entrada activa un mapa
de transduccion de sefial que puede incluir, influjo de calcio, fosforitacion de tirosina,
activacion de multiples cinasa, organizacidon del citoesqueleto, actividad a nivel
genético, crecimiento, apoptosis y diferenciacion (Schawartz, 1995 y Yamada, 1997).

En dos trabajos anteriores se observaron diferencias en las distribucion espacial de
las subunidades de las integrinas. Salter y'cols. (1995) trabajaron con muestras de
rodilias de humanos de partos muertos y abortos a la milad del tercer trimestre,
observando diferencias en la expresion de las subunidades de las integrinas de la
familia p1, en los elementos de la articulacién en las dos edades estudiadas, asi
como diferencias en la intensidad. Ustoa y cols. (1998) trabajaron con fetos de ratdn
de 18 dpc (un dia antes de nacer) cbservando la expresion de las subunidades de las
integrinas de !a familia 1, existen diferencias en los sitios de expresién e intensidad
para las subunidades probadas. En ambos trabajos la distribucion de las integrinas se
relaciond con las moléculas de la MEC. Sin embargo, estos trabajos no muestran lo
gue ocurre con las integrinas durante el desarrollo de la redilla, sino sélo cuando ya
esta formada.

Como se ha descrito existe una variacién espacioc-temporal de las moléculas de ia
MEC, como las colégenas, la laminina, la tenascina, etc. La interaccion que presentan
estas moléculas con las integrinas es muy estrecha por 1o cual el hacer un andlisis de
la expresion de las integrinas, en particular de la familia B1 que interactua con las
moléculas de la MEC, sugiere la posible variacion y participacion de estos receptores

durante el desarrolio de la rodilla.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La MEC que estructura un ambiente, al cual las células son sensibles por sus
receptores, (las integrinas) varia conforme e! desarrollo de la rodilla, las integrinas de
la familia B1 son las que reconocen a la mayoria de los componentes de la MEC. La
interaccion entre las integrinas y la MEC hacen posibles procesos como la
diferenciacion, la migracion y muerte celulares y la morfogénesis, eventos que
pueden estar ocurriendo durante la morfogénesis de la rodilla, que en el ratén ocurre
de los 13 a los 18 dias postcoito (dpc). Debido a la gran importancia de la distribucion
espacial y temporal de los elementos que participan en la morfogénesis de la rodilla y
que la distribucién de las integrinas no se han estudiado durante el desarrolio de la
rodilla el objetivo de este trabajo es el siguiente,

OBJETIVO
Conocer la distribucion espacia! y tempora! de las integrinas de la familia $1, durante

el desarrolio de la rodilla del raton.

MATERIAL

Los anticuerpos primarios reconocen las subunidades, o1 (Santa Cruz Biotecnology)
o2,a3.a4,05,08, av ¥ B1 (fueron donados por el Dr. Erkki Roustahti, La Jolla Cancer
Center Research Foundation) todos los anticuerpos reconocen el dominio
citoplasmatico.

METODO

Material Bioldgico
Los animales utilizados fueron ratones de la cepa CD1. Las hembras se colocan junto

con el macho toda la noche y se revisan a la mafana siguiente, el dia en que éstas
presentan un tapon vaginal se toman como cero dias postcoito {dpc) y estéd incluido el
momento de 1a fertilizacion.

Los ratones utilizados fueron de 13 a 18 dpc y de 1-5, 10, 15, 20y 30 dias post-parto
(dpp) para el analisis histologico y de 13 a 18 dpc para €l andlisis de Ja expresion de

las integrinas.



Las hembras se sacrificaron por anoxia con CQz, se disecaron en la region del
abdomen y se extrajo el dtero con los embriones Se extrajeron los embriones
corlando el (Hero y se rompe el saco amniotico para dejar libres a los embriones.
Posteriormente se coré a cada uno una rodilla. Los ratones de 1-30 dpp se
sacrificaron por decapitacién y se disecé una de sus rodillas.

Las rodillas disecadas se fijaron en Paraformaldehido (Sigma Chemical Co. USA) al
4% por 2 horas, se pasaron a PBS por una hora y luego a Sacarosa (S.T. Baker) al
40% en PBS durante 24 horas. Se congelaron con Nz liquido, las rodillas se
colocaron en una ¢aja petri en la orientacion en la cual van a ser cortadas (sagital) se
quitd el exceso de sacarosa circundante al 6rgano con papel absorbente y se vacié
de forma directa ! Nz liquido. Se almacenaron en congelacién a -70 °C  hasta su
utilizacién.

Los organos se incluyeron en Tissue-Tek (Jung), se congelaron y se obtuvieron
cortes de 8 um en un criostato (Cryo-Cut, American Optical) a -20 °C. Los cortes asi
obtenidos se sumergieron en acetona por 2 minutos a -20 °C.

Histologia

La primera etapa fue hacer un andlisis histol6gico del desarrollo de la rodilla. Aqui se
utilizaron animales de 13 a 18 dpc, 1 a 5, 10, 15, 20 y 30 dpp. Los cortes se tifieron
por la técnica de Safranina (Sigma Chemical Co. USA) la cual permite diferenciar el
cartilago, en color rojo, de los demas tejidos, en color verde.

Esta técnica consiste en hidratar los cortes con concentraciones de etanal
descendentes (100, 90, 80, 70, 60 y 50%) y agua por 5 min. en cada uno. Se tifiercn
con hematoxilina férrica de Weigert (Sigma Chemical Co. USA) por 7 min., se lavaron
con agua de la Hlave 10 min., se tifieron con verde rapido (Sigma Chemical Co. USA)
3 min., se lavaron con écido acético 1% de 10-15 segundos, se tifieron con Safranina
0.1% 10 min y se deshidrataron con, etanol 95% y 100% dos cambios de dos minutos
cada uno, se colocaron en xileno 2 min y se montaron con resina sintética (Sigma de
México S.A.). Las fotografias tomadas se realizaron en pelicula a color. asa 100 a

10X con aproximadamente 0.30 seg. de exposicion.



Inmunofluorescencia.

Los cortes se bloquearon con albumina (Sigma Chemical Co. USA) al 1% en FBS a
temperatura ambiente en una camara himeda por 30 min. postericrmente se
incubaron con el anticuerpo (Ab) primario (1:50} (el testigo carecio del anticuerpo
primario, es el cantrol negative) toda la noche a 4 °C. Una vez hecho esto se lavaron
con PBS 3 veces por 5 min. Se incubd con el anticuerpo secundario fluoresceinado
{1.50) por 1 hora. En adelante se cubrié la cdmara hiimeda con papel aluminio ya que
el anticuerpo secundario es fotosensible. Se quité el exceso de Ab con Tween -20
(Sigma Chemical Co. USA) al 0.3%, dos cambios de 5 min. cada uno. Luego se paso
a PBS por 30 min y se montd con DABCO {1,4-Diazabicyclo 2.2.2)) (Aldrich) y se
almacené a 4 °C para observar al microscopio de flucrescencia,

Las fotografias tomadas se realizaron en pelicula asa 400, blanco/negro, con el
mismo tiempo de exposicion (18 seg. en aumento 10X).

RESULTADOS

Caracteristcas histoldgicas det desarrollo de la rodilla en el raton

A los 13 dpc en la regidn de la rodilla se observd sélo un elemento esquelético
constituido de cartilago, que forma la unién de lo que después seran el fémur y la
tibia (Figura 3). Se observo una zona con una mayor densidad celular y donde las
células son de morfologia alargada, ésta es la interzona. Para los 14 dpc la :nterzona
fue mas evidente, la densidad celular aumentsd y la morfolegia alargada de las células
fue clara. Es en la interzona donde a los 15 dpc se comenzd a observar la
separacién del fémur y la tibia, este proceso fue evidente al disminuir la densidad
celular en esta regién. La separacion completa del fémur y la tibia ocurrio a los 16 dpc
mostrando los dos elementos esqueléticos, los meniscos, los tendones y las fibrag
musculares. También en esla etapa se observd la rétula. En los elementos de
cartilago se observaren los condrocitos en reposo y las columnas de condrocitos en
proliferacion. A los 17 dpc comenzo la osificacién endocondral en fa diéfisis {datos no
mostrados). Antes de nacer los ratones, a los 18 dpc, se observaron los diferentes

elementos funcicnales de 1a articulacién, incluida la membrana sinovial .
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Durante los primeros dfas post-parto, la osificacién endocondral avanza hacia las
epifisis. Desde los 10 dpp se localizd el centro de osificacion secundaria, la placa de
crecimiento y a fos 15 dpp este proceso se observd de manera evidente. El centro de
osificacion secundaria se extendid por toda la epifisis conservandose solo una franja
de cartilago articular desde los 20 a los 30 dpp que muestra la osificacién en la rélula

y cartilago articular en su articulacion con el fémur (resultados no mostrados).

Expresién de las subunidades de las integrinas de la familia_B1 detectadas por
inmunoflugrescencia

Una vez realizado el analisis histoldgico se observo que en esta stapa, de los 13 a 18
dpc, se desarrollan los elementos de la rodilla, apartir de un elemento de cartilago
hialino, luego ocurre la cavitacidn y se establece una estructura funcional. Por ello es
en esta etapa donde se realizé el andlisis de la expresion de las integrinas.

La subunidad B1 se expreso con intensidad desde los 13 dpc, de forma particular en
la interzona. Esto puede distiguirse con claridad en los meniscos y el cartilago
articular 16 dpc en adelante. Cuando comienzan a distinguirse las epifisis de los
elementos esqueléticos su expresién se hace mas puntuat en las superficies celulares
(Fig. 5a y 5b).

La subunidad con la menor expresidn en la zona de desarrolio de la articulacion,
refiriendo en particular a los elementos esquelélicos fue la «e1 (Fig. 4a y 4b), tambien
con poca expresion la subunidad ab (Fig. 5a) a los 13 y 15 dpc y la subunidad a2
(Fig. 4a y 4b) con poca expresion, pero se expresa tenuemente en la interzona.

La subunidad a1 (Fig. 4a) comenz6 a expresarse en los meniscos a partir de los 15
dpc a partir de aqui comienza a aumentar su expresién noténdose en las epifisis de
ambos elementos esqueléticos a los 18 dpc (Fig. 4b). La expresion de la subunidad
a2 (Fig. 4a) se muestra con claridad en la interzona desde los 13 dpc aumenta hasta
un méximo a los 17 dpc (Fig. 4b). A fos 14 dpc se observé en toda la didfisis y a los
16 dpc en |la zona del cartilago articular (Fig. 4a y 4b).

En general durante todo e! desarrollo de la rodilla, en la interzona y los céndilos las

subunidades con mayor expresion fueron o3 y o5. Aun que en algunas etapas las



subunidades con mayor exprasion fueron; a4 y o6 en la segunda mitad del desarrolio
de la articulacion, y av en ia interzona.

La subunidad a3 (Fig. 4a) se expreso desde los 13 dpc en la interzona y aumenté su
expresion en este mismo sitic para los 14 dpc manteniéndose en los 15 dpc vy al
ocurvir la cavitacion se observo con claridad en los meniscos, las epifisis y de éstas
en el cartilago articular (fig. 4b). Su expresién disminuyd a los 18 dpc pero continud
su expresion en las mismas zonas. La subunidad a4 (Fig. 4a) a los 13 dpc presentd
una baja expresidén en la interzona, pero no asi en las presuntivas diafisis de los
elementos esqueléticos. La expresion de a4 disminuyd a los 14 y 15 dpc. A los 16
dpc (Fig. 4b) se percibid un notable incremento que es maximo a los 17 dpc ¥ vuelve
abajaralos 18 dpc .

La subunidad a® mantuvé una expresién constante desde los 13dpc a los 18 dpe
{Fig. 5a y 5b). Su expresion en la interzona se mantuvo c:uando los elementos
articulares se separaron (Fig. 5a)}, y fue muy claro en el sitio de ios meniscos a los 15
dpc y en el cartilago articular a fos 17 dpc (Fig. Sb).

La subunidad a6 (Fig. 5a) mostro una expresidén muy baja a los 13 dpg, pero a los 14
dpc aumento notablemente, sin embargo, disminuyé ofra vez su expresion a los 15
dpc en los conditos, manteniéndose en la interzona. A los 16 dpc (fig. 5b) aumenté su
expresion en toda la rodilla disminuyendo en los condilos a los 17 y 18 dpe (Fig. 4a y
4b) pero manteniéndose en 10s meniscos en los mismos 17 ¥ 18 dpc.

La subunidad av (Fig. 5a) tuvo una expresion moderada & los 13 dpe, disminuyd un
poco a los 14 dpc y aumenté de forma evidente a los 15 dpe, notandose con claridad
en la interzona. En este sitio donde se desarrollan los meniscos (Fig 5b) se mantuvo
hasta los 18 dpc, mientras disminuyd en los condilos, observandose séioc una delgada
franja positiva en el cartilago articular a los 16 y 17 dpc (Fig 4a y 4b) y aumenté en los
condilos a los 18 dpc.

Un resumen de ios resuftados de la expresidn de las subunidades de las integrinas
durantes el desarrollo de la redilla del ratén, dividide en tres etapas se muestra en la

tabla Il



Tabla Il RESUMEN DE LOS RESULTADOS

31 al |a2 a3 |od ab [eB |av
interzona 13-14 dpe [+++ |- + +H+ |+t +++ | ++ |+
cavitac. 15-16 dpc [ +++ |+  [++ [++4+ [+4+ [+++ [++ [+++
17-18 dpe R B I s B = = S =SS P SR S [ RTerS

Expresion; +++ intensa, ++ moderada, +baja . - nula.

DISCUSION
El desarrollo de la rodilla es un proceso morfogenético donde la adquisicion de la

forma incluye procesos a nivel molecuiar, celular y tisular. Asi la cavitacion incluye
una serie de procesos, cuya interrelacion conduce al establecimiento de una rodilla
funcional.

En el anélisis histolégico se observan las mismas caracteristicas tal como se han
descrito para las articulaciones en humanos (Andersen, 1961, 1962a y 1962b), en
zarigileya (Archer, 1994}, en rata (Mitrovic, 1978) y en ave (Fell, 1934). Donde a partir
de un elemento de cartilago hialino se desarrollan los 6rganos esqueléticos vy las
estructuras asociadas. Este punto es de particular interés pues los elementos que
van a constituir la articulacién del animal adulto poseen caracteristicas distintas entre
ellos. En los resultados puede observarse la diferenciacion de cartitago articular en el
fémur, ia tibia y la rotula, cartilago hiafino en las epifisis hasta el primer mes de vida
donde ya se observa un centro de osificacién secundaria. Los meniscos, constituidos
de fibrocartilago, los tendones y la sinovia. Estos cuatro tejidos, adquieren sus
caracteristicas particulares desde la etapa de desarrollo intrauterino (13 a 18 dpc en
el raton) estableciendo una articulacién funcional, esta caracleristica y la gran
dinamica en la expresion espacio-temporal de los componentes de la MEC condujo a
plantear como objetivo realizar el andlisis de la expresion de las integrinas de la
rodilla en la etapa intrauterina.

La interzona es particularmente interesante, puede distinguirse por un aumento en la
densidad celular, en especial a los 14 dpc, y es en este sitio donde para los 15 dpc se
observa la cavitacion de la articulacion. Se ha propuesto que la pérdida de cohesion
entre las células, que se observa a los 15 dpc, puede ser el punto de inicio del
proceso (Pitsillides, 1995) en asociacion directa con fa sintesis def hialuronato. Y si
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ademas observamos cambios en los componentes de la MEC, las colagenas
(Morrison et al., 1996}, la fibromodulina, la decorina, el biglicano, el agrecano, el
sulfato de queratan (Archer, 1996), la laminina (Dirr et al., 1996) y la tenascina
(Mackie, 1998) y moléculas como la VCAM-1({ Edwards et al., 1994} e IGF-2 (Archer et
al., 1994), notamos con claridad una dinamica espacio temporal de la MEC y lo que
este frabajo muestra es que los receptores mas importantes a la matriz extracelular,
las integrinas, también presentan una heterogeneidad en su expresion espacio-
temporal. Esta es una importancia inmediata de este trabajo, ya que muestra como
las integrinas poseen una expresion diferencial espacial y temporalmente.

Esta dinamica en los componentes de la MEC y sus receptores, las integrinas, hace
posible el movimiento de las células de un sitio @ otro y el rearreglo de las capas
celulares, el cambio en la forma que se observa durante la cavitacion puede ser
indicativo de que esto estd ocurriendo. Debe ser esta dinamica de adhesion y
migracion celulares la que hace posible la adquisicion de la forma en la articulacién.
La interaccién de la MEC v las integrinas parece ser imprescindible, no solo en el
mantener la continuidad del proceso de cavitacion, sino desde el momento de permitir
su inicio, donde se ha pianteado la participacion del hialuronato. La interaccién del
hialuronato y las integrinas no es directa, sin embargo el receptor al htaluronato, el
CD44, si interactua con la integrina a4$1.

El receptor al hialuronato, el CD44, es importante en multiples funciones fisiclégicas,
incluyendo la adhesién célula-célula y la interaccion célula-sustrato. Ademas el CD44
induce la expresion de VCAM-1 en la superficie celular del tejido sinovial, esta
interaccion es mediada por la integrina a4p1 (Fujii et al., 1999). El hialuronato se ha
propuesto que interviene en desencadenar el proceso de cavitacién (Edwards et al.,
1994). En este trabajo ha de resaltarse la expresion de la subunidad o4 a los 13 dpe,
lo que sugiere la posibilidad de mediar la actividad que ejerce el hialuronato en el
proceso de cavitacion y que es posible se una a su contrarreceptor VCAM-1 que se
expresa en la interzona y por lo tanto seria relevante determinar si el hialuronato
induce la expresion de la integrina a4f1.

La interaccion que ocurre entre la MEC y las integrinas es muy estrecha, pero durante

el desarrollo de la rodilla no se conoce hasta que grado puede ser importante la

20



interaccion, sin embargo los resultados aqui mostrados pueden sugerir que

interaccién esta ocuriendo en el proceso de cavitacion.

Las subunidades de mayor expresién en el desarrollo de la rodilla del ratén son; B1,
a3, o4, ab, av y ub. Las subunidades a3 y ab son receptores a laminina, a3, a4, a5y
av son receplores a fibronectina, solo a3 es receptor a colagena, entactina vy
epilgrina, a4 a VCAM-1 y av a vitronectina. En estas moiéculas de la MEC tenemos:
a la fibronectina con un pape! en la migracién celular mediada por la integrina o5p1,
puede mediar la adhesién celular a colagena, en conjunto con proteoglicanos puede
unirse al hialuronato, puede ser sitio de unién para TGF-ps y puede regular la sintesis
de MMPs a través de las integrinas (Brown and Yamada, 1895). La laminina se hatla
implicada en procesos como la adhesién, migracion y diferenciacion celulares, puede
interactuar con el sulfato de heparan y formar complejos con la ectactina. La
vitronectina media la adhesion celular y puede interactuar con la fibronectina (Brown
and Yamada, 1995, Huhtala, 1995, Ulla, 1994 y Yamada, 1991). Al darse la
interaccién de estas moléculas de la MEC con las integrinas, que comunican a la
célula de un microambiente particular, puede hablarse de que es posible que ocurra
una dindmica entre los tres procesos que se han asociado a la cavilacion; la adhesion
a la MEC, cambios en la MEC a causa de degradacién enzimética por MMPs y |a

migracion celular.

La importancia en fa participacion de la MEC y las integrinas para hacer posible la
cavitacion hace necesaria la participacion de las metaloproteinasas de matriz.

Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) son parte indispensable de la remodelacién
de la MEC durante el desarrollo embrionario. Las integrinas a5p1 y a4p1 median la
regulacion de la expresién génica de las MMPs en fibroblastos adheridos a
fibronectina. En la unidn a distintas partes de la fibronectina se provoca una
disminucién en las MMPs secretadas, sin embargo la region central de la fibronectina,
constituida de homologias tipo It repetidas, producen la expresion de las MMPs;
gelatinasa B (MMP-9) y estromelisina-t (MMP-3), entre cuyos sustratos estan
colagena X y fibronectina (Birkendal-Hasen, 1995, Grant et al., 1996, Huhtala et al.,
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1995 y Hynes, 1985). Tanto la colagena X como la fibronectina se localizan en el
cartilage articular de ta rodilla (Slater et al.,, 1995 y Morrison et al.,, 1996). De estar
ocurriendo esta regutacién durante la cavitacién es importante resaltar la intensidad
con la que se expresa ia subunidad o5 y B1 en la interzona a los 15 dpc, que es

cuando se observa ia separacion de los fuluros elementos de la articulacién.

La unién de ias células a la MEC es necesaria no soio para la diferenciacién celular,
también lo es para la sobrevivencia. Cuando se bloguea experimentalimente la
interaccién mediada por integrinas pueden cbservarse cambios en los condrocitos;
en la forma de fas células, en sus nlcleos y ocurre un incremento en la apoptosis.
Los cambios en la forma pueden estar relacionados con la ruptura del citoesqueleto
de actina como resultado directo de bloguear las subunidades a1, a2 y Bt de las
integrinas (Hirsch et al., 1997, Loeser et al., 1994, Fukas et ai,, 1998, Lee et al 1999,
Rouslahti and Reed 1994 y Sato et al, 1999). La apoptosis es ofro de los eventos
que se plantean como parte del proceso de cavitacion. Son de particular importancia
las subunidades a1 y a2 pues al bloquear su actividad conducen a la apoptosis en
condrocitos. Nuestros resultados muestran que estas dos subunidades se expresan,
pero muy tenuemente, en particular la subunidad o1 alos 13y 14 dpcen la interzona,
mientras que la subunidad o2 tiene su minimo de expresién a los 15 dpc. Estos
resultados pueden ser un indicador de la posible participacion de la apoptosis en el
proceso de cavitacion, a cargo de las integrinas a1p1 y a2p1.

Podemos observar que la pérdida de componentes de la matriz como la fibronectina,
o la regulacion por una parte de ésta, puede ocasionar gque por intermediacién de las
integrinas se provoque un mayor aumento en las MMP, que al degradar la MEC
conduce a las células a perder su contacto con la MEC y hace posible que ocurra el
fenomeno de anoisis (la muerte de las células al perder su unién a la MEC) y que en
la interzona durante la cavitacion se observe el fendomeno de apoptosis (Birkendal-
Hasen, 1995 y Rouslahti and Reed, 1994).

De esta forma la distribucion espacio-temporal, que varia durante la morfogénesis de

\a rodilla del ratén, entre fas diferentes subunidades de las integrinas observadas en
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este trabajo, puede ser un indicador de los distintos eventos que suceden en el
proceso de cavitacion, debido a que son las integrinas fas que comunican a la célula
de lo que sucede a su alrededor e indican su papel dentro de! procesa morfogenético.
Las integrinas hacen posible el puente de interrelaciones entre los elementos que
participan en la morfogénesis de la rodilla.

CONCLUSIONES

Las subunidades de las integrinas de la familia B1 con una mayor expresién en el
desarrollo de la rodilla sen; o3, o4, ob, ab, avy p1.

Las integrinas a2, ad, a5, av y B1 se expresan en una etapa temprana del desarrollo
(13 dpc). A los 14 dpc, cuando las células de la interzona cambian de forma se
expresan las subunidades a2, o3, a4, a5, a 6, avy B1.

Desde los 14 dpc en los sitios donde se desarrollaran los meniscos se expresan las
subunidades «2, a3, ad, ab, o, avy p1.

En el presuntivo cartilago articular a los 14 dpc se expresa la subunidad a3 y a fos
15dpc, cuando estad diferenciado el cartilago articular se expresan todas las
subunidades de las integrinas excepto o6 la cual se expresa hasta los 16 dpc.

Se observé una expresion heterogénea espacio-temporal de las diferentes
subunidades de las integrinas de la familia p1. Esto puede ser un indicador de las
interacciones célula-MEC que participan en los distintos pasos que llevan a la

formacion de la articulacion.

PERSPECTIVAS

El proceso que hace posible el desarrolio de la rodilla cuenta con una sefie de
elementos y relaciones entre ellos que aun se desconocen, la posiblilidad de analizar
el proceso mediante uno de los elementos participantes, las integrinas, parece muy
alentador ya que establecen, las integrinas, un puente de comunicacion posiblemente
entre la mayoria de los elementos participantes. Si conocemos la forma en la cual
interaccionan los diferentes elementos a través de las integrinas ya sea el como la
MEC proporciona una sefial a la célula, las integrinas hacen posible un paso para que
la célula responda a esa sefal, por la produccion de MMPs que cambien a la MEC, la
migracién, la apoptosis,... y esto a su vez haga posible la morfogénesis de la rodilla,
podremos aplicar los aspectos generales tanto a el andlisis del desarrollo de las
demas diartrosis y tipos de articulaciones y comparar con los estados patologicos,
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para a futuro planear estrategias para reducir dafios o mejorar Ja recuperacién
después de lesiones.
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Figura 3

Se observa el desarrollo de la rodilla del ratén en cortes histolégi i
‘ va . gicos, a partir de un solo elemento de cartilago (13 d
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Figura 4a
Inmunofluorescencia . Expresion de las subunidades al,a2,a3 y ad delos 13, 14 y 15 dpc.
El recuadro en a1, 13 dpc, s el control negativo para las figuras 4a y 4b.






Figura 4b

Inmunofluorescencia. Expresion de las subunidades al,02,a3 y a4 alos 16, 17 y 18 dpc.
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Figura 5a
Inmunofluorescencia. Expresion de las subunidades a5,a6,cov y Bl alos 13,14 y 15 dpe. El
recuadro en 5, 13 dpc es el control negativo para las figuras 5a y 5b.






Figura 5b
Imunofluorescencia. Expresion de las subunidades a5,a6,av y B1 alos 16,17 y 18 dpc.
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