FACTORES REGULADORES DE
LA OSIFICACION ENDOCONDRAL

RESUMEN

El crecimiento longitudinal ocurre por osificacion endocon-
dral. La condrogénesis y osificacion requieren de la expre-
sién normal y participacion organizada y secuencial de todos
los factores sistémicos y locales, que deben actuar en con-
junto y durante el tiempo necesario para lograr el dptimo
crecimiento longitudinal. Se revisan mecanismos de accion
de factores sistémicos y locales, y algunas displasias dseas
secundarias a mutaciones de factores de requlacion de osifi-
cacion endocondral.

SUMMARY

Longitudinal bone growth occurs by the process of
endochondral bone ossification. Chondrogenesis and
ossification require the normal expression and organized
sequential participation of all systemic and local growth
factors. These factors must interplay during a certain
period of time to obtain optimal longitudinal bone growth.
Herein, we review the mechanism of action of systemic and
local growth factors. In addition some skeletal dysplasias
secondary to mutations of endochondral bone ossification
factors are presented.

SISTEMAS DE OSIFICACION

La formacion 6sea se inicia con la condensacién de células mesenqui-
maticas, que en algunas zonas se diferencian a osteoblastos, que van
a dar origen a la osificacion membranosa, como ocurre, por ejemplo,
en los huesos del craneo. En otras zonas estas células mesenquima-
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ticas dan origen a condrocitos, los que van a generar la osificacion
endocondral. Estas células se diferencian a distintos fenotipos celulares
que expresan proteinas caracteristicas, si por ejemplo, los osteoblastos
expresan el coldgeno tipo I, mientras que los condrocitos expresan el
colageno tipo Il

* En la osificacion endocondral, lo primero que ocurre es una conden-
sacion de las células mesenquimaticas; luego, estas células en conden-
sacion se diferencian a condrocitos, que después dejan de proliferar en
el centro, formando los condrocitos hipertréficos. Los condrocitos hi-
pertréficos adyacentes al pericondrio se tornan osteoblastos formando
un collar éseo y dirigen la formacién de la matriz mineralizada, atraen
vasos sanguineos y sufren apoptosis. Los osteoblastos de la capa es-
pongiosa van a acompafiar la invasion vascular, formando la espon-
giosa primaria. Posteriormente, los condrocitos contintian proliferando,
alargando el hueso, mientras que los osteoblastos de la espongiosa
primaria se transforman en precursores del hueso trabecular y los os-
teoblastos del collar dseo forman el hueso cortical, para finalizar con
dos extremos. Habra, entonces, una zona con los centros de osificacion
secundaria, la espongiosa, la médula dsea y el cartilago de crecimiento,
en los dos extremos del hueso.

El crecimiento longitudinal ocurre principalmente en el cartilago de
crecimiento y los participantes son: la condrogénesis, que ocurre en los
cartilagos; y la osificacion, que ocurre en los extremos. En la condrogé-
nesis participan tres elementos que determinan el tamafio del cartilago
epifisiario: la proliferacion de los condrocitos, la sintesis de la matriz de
estos condrocitos y la hipertrofia. En una muestra de cartilago de creci-
miento, se observa en la zona epifisiaria del cartilago la zona de reposo,
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donde estan los condrocitos pequefios; la zona proliferante, donde se
organizan como pilas de monedas y la zona hipertréfica, donde los
condrocitos aumentan de tamafio y van a apoptosis, para llegar a la
zona de invasion vascular y sufrir la transformacion a osteoblastos.

La matriz extra celular que rodea al cartilago de crecimiento tiene al-
gunas caracteristicas: los condrocitos estan rodeados por esta matriz,
que es el soporte necesario y contiene moléculas de matriz, enzimas y
factores de crecimiento que difunden a través de esta matriz para asi
interactuar en las distintas zonas del cartilago de crecimiento. Estas
moléculas de matriz son responsables de la integridad de la matriz que
tiene el cartilago de crecimiento y contiene moléculas tipo coldgeno y
algunas tipo proteoglicanos.

FACTORES SISTEMICOS QUE REGULAN EL CRECIMIENTO LON-
GITUDINAL

Los factores que regulan el crecimiento longitudinal se clasifican en:
factores sistémicos o factores paracrinos/ autocrinos. Primero se ana-
lizaran algunos factores sistémicos; se mostrara como ellos logran ac-
tuar a nivel del cartilago de crecimiento difundiendo a través de la
matriz y cémo se produce la interaccién con las moléculas paracrinas y
autocrinas, que tiene una compleja regulacion intracartilago.

La hormona de crecimiento, estimula a nivel hepatico la sintesis
del factor insulinosimil IGF-1, que es el principal factor que estimula
el crecimiento en el periodo postnatal. Esta accién de la hormona de
crecimiento parece estar modulada en forma sistémica a través de la
regulacion de la sintesis de IGF-1 hepdtica, aunque también se sinte-
tiza IGF-1 a nivel local. Existen receptores en el cartilago y también
proteinas transportadora para estas IGF en el cartilago de crecimiento.
Sin embargo, la contribucion de la IGF-1 sistémica al crecimiento del
cartilago de crecimiento se ha cuestionado recientemente, debido a
estudios en ratones con ausencia de expresion de IGF-1 hepatico es
decir, ratones knock out para este IGF-1 solo en higado, en los que se
observo que no existian diferencias en su crecimiento, con el raton de
tipo “wild” o normal (1). En humanos, el tnico paciente con deleccion
del gen de IGF-1 tuvo un peso de nacimiento de 1400 gramos y pre-
sento6 una reduccion muy marcada del crecimiento prenatal y postnatal
(2). Por lo tanto, no queda claro cudl es, realmente, la contribucion de
la IGF-1 local al crecimiento del ser humano.

Las hormonas tiroideas, T3 y T4, en menor proporcion, son funda-
mentales en la maduracion ésea, como lo demuestra el hecho de que
los pacientes hipotiroideos tienen un retraso de su edad dsea, que es
mayor en los casos de hipotiroidismo grave. Las hormonas tiroideas
tienen acciones indirectas y directas. Entre las indirectas, la T3 induce la
sintesis de IGF-1 en los condrocitos y regula la expresion del receptor
de la hormona de crecimiento y de su proteina transportadora, regu-
lando, de esta forma, la accién de la hormona de crecimiento a nivel
del cartilago. En cuanto a las acciones directas, los receptores para
hormonas tiroideas TRF alfa y TRF beta se expresan en los condrocitos,

en la zona de reposo y en la zona proliferativa; la T3 estimula el reclu-
tamiento de las células de las zonas de reposo, es decir, el paso de los
condrocitos pequefios hacia la zona proliferante, y facilita la diferencia-
cion de los condrocitos, mientras que la T4 induce la diferenciacion de
condrocitos hipertréficos.

Los glucocorticoides enlentecen el crecimiento, al inhibir la prolife-
racion de los condrocitos y la sintesis de matriz; a su vez, disminuyen
el tamafio 6seo, es decir, disminuyen todos los componentes del hueso.
Estos efectos son producidos en forma indirecta por via sistémica, y
también a nivel local, por efecto directo del corticoide en la expresion
del receptor de hormona de crecimiento y del receptor de IGF-1 local.
También influyen en la actividad de desyodasa a nivel local, en el car-
tilago.

Los estrogenos estimulan la maduracién del cartilago de crecimiento
lo que se ha llamado "“senescencia epifisiaria”. El papel directo de los
esteroides sexuales en el crecimiento era desconocido hasta que se
publicd por Smith y cols. el afio 1994 (3) el caso de un paciente que
consulté a los 28 afios de edad por dolor de rodillas bilateral. El trau-
matdlogo solicitd una radiografia de rodilla y observo que no existia
fusion de los cartilagos de crecimiento. La altura de este paciente era
superior a dos metros y el calculo de la edad 6sea mediante radiografia
de mano era concordante con una edad de 15 afios. El estudio de este
individuo demostrd que tenia un retraso en la maduracion ésea debido
a la ausencia del receptor de estrogeno alfa a nivel del hueso. No se ha
descrito otro caso como éste. Un modelo similar se observa en los casos
de deficiencia de la enzima aromatasa, que convierte los andrégenos
en estrogenos; su déficit se asocia a deficiencia de estrogenos, lo que
da origen a individuos de gran estatura y portadores de osteoporosis
y retraso grave de la maduracion dsea, ademds de una composicion
corporal feminoide (4).

El efecto del estrogeno a nivel local fue investigado por el grupo de Jeff
Baron en cartilago de conejo, que es parecido al modelo humano. Para
ello se utilizaron conejas ooforectomizadas, es decir, sin exposicion a
estrogeno, las que se dividieron en un grupo formado por las que re-
cibieron estrégenos y un grupo control (5). Luego se observaron las
placas de crecimiento no fusionadas y se encontré que en las conejas
del grupo control no existia fusion de la placa de crecimiento, tanto en
la tibia como en el fémur y la tibia distal. Al agregar estrégeno se pro-
ducia la fusion de las placas epifisiarias y la velocidad de crecimiento
disminuia claramente, permaneciendo algo mas elevada en el grupo
que no tenia estrégeno. Este experimento ilustra los mecanismos de
fusion epifisiaria que ocurren durante la pubertad normal.

FACTORES REGULADORES AUTOCRINOS Y PARACRINOS

Existen muchos factores paracrinos y autocrinos relacionados con el
crecimiento; en esta presentacion se revisaran algunos de ellos, en es-
pecial aquellos que estan relacionados con algunas displasias esquelé-
ticas, que son causadas por mutaciones de estos factores.



La proteina indian hedgehog, que pertenece a la familia de las
proteinas hedgehog, que son morfogenas, es decir, indican como va a
ir creciendo y hacia dénde se va a ir desarrollando el esqueleto. La pro-
teina indian hedgehog se expresa en los condrocitos pre hipertréficos y
estimula la proliferacion de los condrocitos, retrasando su paso a hiper-
tréficos, de modo que es responsable de mantener un poo/ grande de
condrocitos proliferantes; y, por otra parte, controla la diferenciacion de
los osteoblastos. En modelos animales en donde se ha hecho knockout
de esta proteina se observa que hay huesos normales hasta la etapa
de condensacion, pero los elementos cartilaginosos posteriores son pe-
quefios, por una disminucion en la proliferacion y por la presencia de
mayor proporcion de condrocitos hipertroficos.

El PTH related peptide (PTHrp) es un péptido relacionado con PTH
y proviene de la duplicacién del gen primitivo de PTH, por eso tiene
esta denominacion. Este gen se localiza en el cromosoma 12, en una
posicion similar a la del gen de PTH en el cromosoma hermano, en
el 11. El RNA sufre splicing alternativo, lo que origina tres isoformas
distintas, que son tejido especificos. Los primeros ocho aminoécidos
de la zona aminoterminal del PTHrp son idénticos a los de PTH, lo que
permite que ambos péptidos se unan al mismo receptor; éste estimula
la proliferacion de los condrocitos y su ausencia o la de su receptor
produce diferenciacion acelerada de los condrocitos y un cartilago de
crecimiento desorganizado. Como ejemplos de patologias causadas
por alteraciones de esta via de sefializacion estan: la condrodisplasia
de Blomstrand, que es una mutacion inactivante del receptor de PTHrp
(6) y la condrodisplasia metafisiaria de Jansen, que se produce por
mutaciones activantes del receptor (7). Los pacientes que presentan
condrodisplasia de Blomstrand tienen muy baja estatura y ausencia de
diferenciacion de los condrocitos, debido a una mutacion inactivante de
este receptor; existen cinco reportes en la literatura, cuatro con un caso
y uno con dos casos. La mortalidad es perinatal, /n dtero o inmediata-
mente después de nacer y los individuos afectados tienen un grado de
maduracion esquelética muy avanzada. La condrodisplasia metafisiaria
de Jansen se produce por mutaciones activantes del receptor de PTHrp
y se caracteriza por baja estatura y osificacion acelerada, metéafisis
irregulares y anchas, deformidad en flexion de las articulaciones, torax
pequefo, hipercalcemia y retraso del crecimiento intrauterino.

Los factores de crecimiento fibroblastico constituyen una gran
familia, compuesta por 22 miembros que interacttan con alrededor de
cuatro tipos de receptores en todo el organismo y son muy importantes
en la diferenciacion de todos los tejidos; son los principales reguladores
del crecimiento embrionario. El factor fibroblastico FGF-18 (Fibroblast
Growth Factor) es el mas importante en la zona del cartilago de cre-
cimiento; los receptores tipo 1, 2 y 3 se expresan en el cartilago de
crecimiento: el tipo 3 se encuentra principalmente en los condrocitos
proliferantes; el receptor tipo 1, en los pre hipertroficos, hipertroficos y
en pericondrio; y el tipo 2, en pericondrio, periostio y espongiosa pri-
maria. EI FGF-18 actla en el FGFR3, es decir, en el receptor tipo 3, dis-
minuyendo la proliferacién de los condrocitos; en el FGFR1, retrasando
la diferenciacién terminal de estos condrocitos hipertréficos; y en los

receptores tipo1 y 2, retrasando el desarrollo osteoblastico. Cada uno,
entonces, tiene un receptor especifico que permite que actue sobre una
zona especial del cartilago, teniendo una accion diferente.

Las acondroplasias son un ejemplo de mutacion del receptor tipo 3; es
una mutacién activante del receptor tipo 3 de FGF, que esta ubicada
en la zona extracelular y se manifiesta por talla baja severa, huesos
anchos con metafisis anchas y cortas (8). En el caso de la mutacion que
es un poco menos grave se produce la hipocondroplasia, esto es una
mutacién activante, pero transmembranosa; en la hipocondroplasia se
encuentra una epifisis con alargamiento bulboso del radio y elongacién
del proceso estiloides, elongacion del peroné distal, ensanchamiento
metafisiario en varo y epifisis distal cuadrada. Esta es causa frecuente
de confusion con el diagnéstico de talla baja idiopatica en los casos
que son Mmenos graves.

Las proteinas morfogenéticas dseas. La familia de las BMP
(Bone Morphogenetic Protein), también llamadas growth diferenciation
factors, se compone de 15 miembros, que son parte de la superfamilia
de las TGF beta y tienen numerosas y diversas funciones, dependiendo
del nivel donde acttan, en el cartilago de crecimiento. La BMP 2, 3, 4,
5, 7 se expresan en pericondrio, la BMP 2y 6 en condrocitos hipertrofi-
cos y a BMP 7 en Condrocitos Proliferantes. Todas la BMP incrementan
la proliferacion. La BMP 2 ademas retrasa la diferenciacion terminal
de hipertréficos y en condorcitos hipertréficos las BMPs aumentan la
sefializacion del indian hedgehog.

La condrodisplasia acromesomélica es una displasia esquelética cuya
causa es una mutacion de la BMP5, que es un tipo de proteina morfo-
genética, o del receptor tipo 1b de las proteinas morfogenéticas. Esta
patologia se caracteriza por un acortamiento intenso de los miembros,
mas grave hacia distal, con dedos muy pequefios por una falla en la
extension de las conizaciones que los forman, por lo tanto, estos pa-
cientes tienen miembros distales cortos, prominencia frontal, cifosis
dorsal marcada, dedos cortos, piel redundante y epifisis conicas en la
radiografias. La braquidactilia tipo C, que se debe a la mutacion del
factor de diferenciacion tipo 5, es otro ejemplo de displasia esquelética
causada por estos factores (9). La sinostosis multiple y el sinfalangismo
también son causa de talla baja y son causadas por un antagonista de
las BMP /n vivo (10). En este caso el paciente tiene hipoplasia del ala
nasal, fusion multiple de las uniones interfalangicas, clino y braquidac-
tilia (dedos cortos), anomalias vertebrales y sordera de conduccion por
fusion de los huesos del oido medio.

La mutacion selectiva de la proteina quinasa tipo 2 GMP ci-
clico dependiente se describi6 en la revista Science en 1996, Pfeifer
et al. (11) en una publicacién sobre el estudio de esta mutacion en el
intestino de ratas cuyo objetivo era ver como interactuaba esta protei-
na quinasa con las enterotoxinas y como éstas producian la diarrea se-
cretora. Para ello, mutaron en forma selectiva la proteina quinasa GMP
ciclico dependiente en el intestino, para comprobar que la enterotoxina
actuaba a través de esta proteina quinasa a nivel intestinal; entonces
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descubrieron que la mutacién originaba ratones mas pequefios, con
colas més cortas, gran cifosis dorsal, vértebras bastante més cortas y
huesos largos més cortos. El tamafio entre la nariz y la cola era 16%
menor; el tamafio de los huesos largos, 30% menor y el tamafio de las
demas visceras y rganos era similar.

Sobre la base de la publicacién mencionada, se planted que la pro-
teina quinasa tipo 2 podria estar influenciando la osificacion endo-
condral. Esta proteina quinasa 2 es estimulada por el GMP ciclico
cuya produccion intracelular es estimulada por péptidos natriuréticos.
Existen tres péptidos natriuréticos: tipo A, tipo B y tipo C. El tipo A
es el atrial, que tiene alta importancia en la regulacion del volumen
intracelular; el tipo B es el péptido de tipo cerebral, que tiene mas
importancia y expresion a nivel del cerebro; y el tipo C se expresa a
nivel del cartilago de crecimiento e interactta con el receptor tipo B.
El péptido natriurético tipo C (CNP) interacttia fundamentalmente con
el receptor tipo B, produciendo aumento de GMP ciclico intracelular e
interaccion con la proteina quinasa. En cultivos aislados se demostrd
que los péptidos natriuréticos tienen funciones diferenciadas: a nivel
de los osteoblastos disminuyen la proliferacion y aumentan la diferen-
ciacion; a nivel de los osteoclastos estimulan la actividad resortiva; y a
nivel de los condrocitos disminuyen la proliferacion. Se cultivaron me-
tatarsos de fetos de rata de 20 dias de gestacion, que en total dura 21
dias, en un medio sin suero, con concentraciones crecientes de CNP. Se
midi¢ diariamente la longitud ésea, para verificar el crecimiento de los
huesos y se encontré que, a medida que aumentaba la concentracion
de CNP, se lograba mayor crecimiento 6seo. Se encontraron resultados
similares al utilizar concentraciones crecientes de GMP ciclico. Este
crecimiento se producia principalmente por aumento de la prolifera-
cién en la zona proliferativa, demostrado a través de la captacion de
timidina, aumento de la hipertrofia celular, demostrado a través de
micrémetro y aumento de la incorporacion de matriz, demostrado me-
diante la incorporacion de sulfato (12).

Posteriormente se publico que el ratdn knockout de CNP se caracteri-
zaba por un animal enano; las placas de crecimiento del ratén normal
tenfan un cartilago de crecimiento mucho mas grueso que el del raton
mutado, lo que demostraba que el CNP es un factor importante en
la regulacion del cartilago de crecimiento (13). Después se observo
que los ratones knockout para CNP se rescataban si se hacfa un cruce
en el cual estos ratones sobreexpresaban CNP en la placa epifisiaria.
El raton knockout para CNP era pequefio en tamafio, pero cuando se
hacia sobreexpresion de este péptido se rescataba el tamafio y el ancho
del cartilago de crecimiento, aunque su morfologfa era un poco desor-
denada (13). Posteriormente, en el afio 2004 se estudio un modelo de
acondroplasia de raton, en el cual se generaba una mutacion activante
del receptor tipo 3 de FGF, que es lo que produce normalmente la acon-
droplasia; y se demostré que la sobreexpresion de CNP podia rescatar
el fenotipo de estas ratas (15).

El rol critico del GMP ciclico y los péptidos natriuréticos en la osifi-
cacion endocondral se comprobd mediante un modelo en el que se

estudiaba el rol del receptor tipo B, que es donde actta el CNP; al
hacer el knockout del receptor donde actta el CNP se producia un
raton pequefio y se alteraba la funcién reproductiva de las ratas hem-
bra. Posteriormente se comprobd que este factor tiene importancia en
el ser humano en la displasia 6sea acromesomélica tipo Maroteaux
(16) que se caracteriza por una talla baja muy grave y se mapea en la
zona donde se encuentra el receptor tipo beta dbSNP. Para localizar el
gen causante de esta displasia, los investigadores secuenciaron a 21
familias que tenian este tipo de displasia y encontraron mutaciones
homocigotas de distinto tipo en todas ellas. El adulto afectado presen-
ta acortamiento y conicidad de las epifisis, con dedos muy pequefios;
pero lo interesante es que el promedio de estatura de los heteroci-
gotos que no estaban afectados por el sindrome era menor que el
promedio de los que no eran portadores. Recientemente, en Olney
y cols. en el Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism (17)
aparecio un articulo sobre la importancia de los heterocigotos como
probable causa de talla baja idiopatica; es decir, aquellos pacientes
con talla baja que no se logran catalogar podrian ser portadores de
una mutacién heterocigota en este receptor. En esta publicacion se
estudiaron 39 miembros de una familia con un miembro afectado por
esta displasia acromesomélica debido a la mutacién homocigota y se
observé que los portadores tenian una estatura de -1,8 desviaciones
estandar en promedio, mientras que los no portadores tenian una es-
tatura de -0,4 desviaciones estandar.
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