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RESUMEN

El presente articulo hace revisién de las vias intimas del accionar y regulacion de la
proteina Indian Hedgehog (Ihh) en la esqueletogénesis embrionariay en el desarrollo del
esqueleto enlavida post-natal. Ihh también se expresa enla reparacion de fracturasy en
procesos patoldgicos del sistema osteoarticular tales como osteocondritis,
osteoartritis, enfermedad del disco intervertebral y oncologia 6sea. Las revisiones
demuestran que las vias de senalizacion y expresién de |hh que se producen en
condiciones embriolégicas y desarrollo del hueso en condiciones normales, intervienen
también en la patogenia molecular de las afecciones mencionadas, pudiendo éstas
constituir motivos de futuras investigaciones con fines terapeuticos.
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The role of Indian Hedgehog in the osteoarticular system

ABSTRACT

This article reviews the pathways by which the Indian Hedgehog protein (lhh) acts and
regulates embryonic skeletogenesis and in the development of the skeleton during post-
birth life. Ihh is also expressed in the repair of fractures and pathological processes of
the osteoarticular system, such as osteochondritis, osteoarthritis, intervertebral disk
disease and bone oncology. The reviews show that the signaling and expression
pathways of Ihh which are produced in embryological conditions and in the development
of bones in normal conditions, also take part in the molecular pathogeny of the
aforementioned conditions, thus justifying research with therapeutic purposes.

Keywords: Indian Hedgehog, bone, cartilage, endochondral ossification

INTRODUCCION

La familia de proteinas Hedgehog (HH), es una familia de glicoproteinas secretoras que
desempenan funciones clave en la requlacién del desarrollo embrionario, la
diferenciaciony proliferacion celulary lahomeostasis tisular en los vertebrados(Petrova
y Joyner, 2014; Gradilla et al., 2018). Esta familia esta conformada por las proteinas
Desert Hedgehog (Dhh), Sonic Hedgehog (Shh) e Indian Hedgehog (Ihh).
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Dhh es esencial para el desarrollo de nervios periféricos e interviene en la
espermatogénesis; Shh interviene en establecer la asimetria lateral, el eje antero-
posterior de las extremidades y el desarrollo del sistema nervioso central; mientras que
Ihh es un reqgulador maestro del desarrollo éseo endocondral (McMahon, 2003).

Enlos vertebrados las proteinas HH traducen sus senales a través de una mismavia en la
que intervienen las proteinas de transmembrana de Patched 1(Ptch1) y Smoothened
(Smo)(Logany Nusse, 2004; Lum, 2004; Huangfu, 2006; Tiet et al., 2006). Cuando |hh no
estapresente, Ptchlinhibe aSmoy reprime la expresion génica suprimiendo los factores
de transcripcion de Gli(Gli1, 2y 3)(Tiet et al., 2006, Wuelling y Vortkamp, 2009; Mackie et
al., 2011). Las isomorfas de Gli contienen dominios activadores y represores, y la escision
y eliminacion del dominio de activacion da como resultado la represién transcripcional.
La activacion transcripcional mediada por Gli genera la regulacion positiva de los genes
diana, incluida la proteina transmembrana Ptchl y el factor Glil. Cuando |hh esta
presente, se une a PtchlyliberaaSmo, activando la via de senalizacion, permitiendo que
los factores de transcripcién Gli activos ingresen al nucleo celular y mejoren el nivel de
transcripcion de los objetivos posteriores(Long et al., 2001)(Figura N°1). La expresion de
Ptchly Gli actuaran sobre los condrocitos posibilitando su diferenciacion celular (Tiet et
al., 2006).

En el presente articulo se hace revision bibliografica del rol de Ihh en la esqueletogénesis
y cartilago de crecimiento, la osteocondrosis, en la reparacion de fracturas, la
participacion en neoplasias 6seasy afecciones del sistema osteoarticular.

Activador

A B

Figura N°1. Via de sefalizacion de |hh. A) En ausencia de |hh, el receptor Ptch1 inhibe la proteina de
transmembrana Smo. La inhibicion mantiene los factores de transcripcién Gli mediados por Hedgehog
(Gli1, Gli2 y Gli3). Lainhibicion de Smo esta asociada con formas represivas de los factores de transcripcion
Gli que ingresan al nucleo e inhiben la expresion de los genes diana de Hedgehog, como Ptch1y Gli. B) En
presencia de Ihh Ptch1ya no inhibe a Smo y los factores de transcripcion Gli ingresan al nucleo activando
la transcripcion. Esto da como resultado la expresion de los genes diana Ptchly Gli que regula Ihh como
componentes de su propia cascada de sefalizacidn, actuando como un circuito de retroalimentacion para
reqular el nivel de activacion. Modificado de Tiet et al., 2006.
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Elrol de Indian Hedgehog en la esqueletogénesis y cartilago de crecimiento

La funcion de Shh e |hh en la esqueletogénesis fue estudiada en ratones transgénicos
incapaces de expresar estas proteinas. En esos animales se registraron anomalias del
desarrollo temprano del esqueleto, retraso severo del crecimiento de los huesos,
ausencia de vértebrasy de estructuras distales de los miembros (Chiang et al., 1996). Ihh
coordina los eventos celulares durante el desarrollo del hueso endocondral, incluida la
proliferacién y diferenciacion de condrocitos (condrocitos redondos — planos —
prehipertroficos — hipertroficos) en osteoblastos (St-Jacques et al., 1999).

En los huesos planos, estudios realizados en huesos parietales de ratones que no
expresaban a lhh, la osificacion intramembranosa se llevo a cabo, aunque resulto en
huesos de tamano reducido. La osificacion en esos animales presumiblemente se realizo
por una via independiente a |hh mediante otra molécula Hh (Shh o Dhh) o bien los
osteoblastos en estos huesos no requieren sefalizacion Hh (Chung et al., 2001). Los
estudios invivo e invitro sugieren que la pérdida de Ihh reduce la expresion de BMP (bone
morphogenetic protein, por su sigla en inglés) en los huesos del craneo (Lenton et al.,
2011).

Durante la esqueletogeénesis del esqueleto axial en embriones de ratones, se constato
que Ihh se expresa en condensaciones de condrocitos de los cuerpos vertebrales a partir
del dia 14 post-concepcion y mas tarde en sus placas terminales (Dipaola et al., 2005).
En el cartilago de crecimiento la actividad celular se halla requlada por las vias de
senalizacion de |hh y de la proteina con homologia a la hormona paratiroides (PTHrP).
Ambas reqgulan el crecimiento longitudinal de la placa de crecimiento controlando el
desarrollo y el crecimiento endocondral al conformar un circuito de retroalimentacion
negativo (Karp et al., 2000; Minina et al., 2001; Vortkamp, 2001; Kobayashi et al., 2002;
Tiet et al., 20086). En los vertebrados, HH traduce sus sefales a través de una misma via,
enlaqueintervienen las proteinas de transmembrana de Patched1(Ptch1)y Smoothened
(Smo)(Logany Nusse, 2004; Lum, 2004; Huangfu, 2006; Tiet et al., 2006). En el caso de
Ihh, cuando ésta no se halla presente, Ptchlinhibe a Smo y reprime la expresion génica
aguas abajo al suprimir los factores de transcripcion de Gli (Gli1, 2 y 3)(Tiet et al., 2006,
Wuellingy Vortkamp, 2009; Mackie et al., 2011). Cuando Ihh estéa presente, se une a Ptch]
y libera a Smo, activando la via de senalizacion permitiendo que los factores de
transcripcion Gli activos ingresen al nucleo celular y mejoren el nivel de transcripcién de
los objetivos posteriores (Long et al., 2001) (Figura N°1). La expresién de Ptchly Gli
obraran sobre los condrocitos posibilitando su diferenciacion celular (Tiet et al., 2008).
Ihh es secretada por los condrocitos prehipertroficos y es regulador positivo aguas
arriba para PTHrP. PTHrP es secretada por los condrocitos en reposo y actua inhibiendo
alhh(St-Jacques et al., 1999). Cuando se inhibe la expresion de lhh, también se evita que
los condrocitos se hipertrofien (Juppner, 2000; Goldring et al., 2006). De esta forma se
promueve la tasa de proliferacién y diferenciacién de condrocitos y la subsecuente
formacion de condrocitos columnares (Kobayashi et al., 2002; Kronenberg, 2003; Mak et
al., 2008).

Cuando aumenta Ihh, se incrementa PTHrP a través de la senalizacion molecular de
Ptch1, Gliy Smo, lo que inhibe la diferenciacion de condrocitos (Semevolos et al., 2005).
Eneste proceso de requlaciénintervienen la familia de las proteinas transforming growth
factors-B (TGF-B), las proteinas morfogénicas del hueso (BMP) (Chung et al. 2001) y el
factor de crecimiento fibroblastico (FGF)(Alvarez et al. 2001, 2002) que se encuentran en

- ]
VETEC Revista Académica de Investigacion, Docenciay Extension de las Ciencias Veterinarias

Volumen 4, N2 2, 2023 (enero/junio). E-ISSN 2683-9237

SECCION ARTICULOS DE REVISION

Péagina | 8



el pericondrio. Promueven la expresion de estas proteinas (Grimsrud et al., 2001; Shum
etal. 2003) que simultaneamente estimulan alas células pericondrales y yuxtaarticulares
para aumentar la sintesis de PTHrP que ralentiza la progresion de las células en
proliferacién para avanzar hacia la fase hipertrofica (Vortkamp et al., 1996; Kronenberg
et al., 1997; St-Jacques et al., 1999)(Figura N°2).

Ptch1l

PTHrP

PTHrP(r

Ihh

Figura N°2. Representacion esquematica de la diferenciacion de los condrocitos por accion del lhh/PTHrP.
Los condrocitos en proliferacién comienzan a diferenciarse en condrocitos hipertréficos, pasando por la
etapa intermedia de condrocitos prehipertréficos. Algunos de ellos, secretan Ihh, mientras que otros, en
una etapa mas temprana, solo expresan el receptor PTHrR(r) para PTHrP. En el pericondrio |hh activa sus
genes diana Pcthy Gliy, directa o indirectamente, la secrecién de PTHrP. PTHrP reconoce su receptor en
los condrocitos prehipertroficos tempranos, lo que bloquea su posterior diferenciacion en células
sintetizadoras de lhh y en condrocitos hiperplasicos. Cuando los condrocitos pre-hiperplasicos tardios,
que sintetizan lhh, se han transformado en condrocitos hiperplasicos, la produccién de Ihh cesay también
cesa el bucle de retroalimentacién negativa de la diferenciacion cartilaginosa, lo que resulta en la
transformacion de condrocitos proliferativos en células positivas para PTHrP(r), luego Ihh se incrementay
el ciclo se inicia nuevamente. Modificado de Kahn, 1996. Microfotografia: Prof. MV Daniel Lacolla, FCV-
UNLPam.

Sin la expresion concurrente de PTHrP, Ihh también puede promover a los condrocitos
ya predeterminados para que se diferencien en células de linaje osteoblastico (Chung et
al., 2001; Kobayashi et al., 2002). Junto con BMP-7 y bajo la influencia del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), proporcionado por la médula 6sea de la
metafisis, regula la formacion de hueso en la placa de crecimiento (Vortkamp, 2001).

La transeccion peridstica (TP) en modelos ovinos aumento la expresion de Ihh, PTHrP,
receptores de PTHrR, TGF-B y el factor de crecimiento fibroblastico (FGF) en los
condrocitos de la placa de crecimiento y el pericondrio (von Rechenberg et al., 2010). El
mismo procedimiento efectuado en el periostio de tibias de ratones esqueléticamente
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inmaduros promovio el crecimiento longitudinal del hueso alterando la estructura del
cartilago de crecimiento y densidad metafisaria (Kaneko et al., 2020). La remocion del
periostio tiene un efecto sobre el circuito de retroalimentacion Ihh/PTHrP/PTHrR en el
crecimiento epifisario. Dado que estos mecanismos son muy similares en la mayoria de
las especies, se puede suponer con seguridad que constituye el fundamento de la TP
como medida terapéutica indicada en las desviaciones angulares en los potrillos (Smith,
2010).

Osteocondrosis/osteocondritis disecante (0C/0CD)

Diversas/os autoras/es comunicaron que en caballos con lesiones de
osteocondrosis/osteocondritis disecante (OC/0CD) constataron alteraciones del eje
Ihh/PTHrP, lo que sugiere larelacién de la afeccion con lateraciones de expresion del eje
(Semevolosetal., 2002, Semevolos et al., 2005; Serteyn et al., 2010; Mendoza et al., 2015).
EnlaOC equinala expresion del Ihh se encuentraincrementada en el cartilago lesionado,
lo que resulta en la retencién del cartilago en el estadio prehipertrofico provocando el
retraso de la osificacién endocondral. A pesar que |hh se halla incrementada, Glil, el
factor de transcripcion primaria de Ihh, se halla reducido (Vortkamp 2001, Semevolos et
al., 2002, Semevolos et al., 2005). La observacion sugiere que Ihh cumple un rol en el
cartilago afectado, aunque los niveles inalterados de Glil indicarian que la proteina no
ejerce su efecto por mecanismos paracrinos y autocrinos locales. De hecho, la
disparidad entre el aumento de la expresién de lhh y la disminucion de la expresion del
receptor en el cartilago osteocondritico sugieren la presencia de un factor de
transcripcion primario diferente para Ihh en estos tejidos, o incrementos de proteinas
inhibidoras de Hedgehog (Hip)(Semevolos et al., 2005).

En los estadios tempranos de la OC se encuentran alteradas las vias que involucran la
maduracion y osificacion del cartilago y que podrian estar asociadas con la patogénesis
de la enfermedad. Las expresiones de |hh, PTHrP y el factor de agregacion plaquetaria A
(PDGF-A), tienen el potencial de inhibir la progresion de la via de diferenciacién terminal,
particularmente en la capa profunda del cartilago articular cerca de la unién
osteocondral. En esta fase de OC los condrocitos que rodean los canales del cartilago
registran aumento de la expresién génica de PDGF-A 'y de metaloproteinasa-13 (MMP-13),
lo que estaria indicando una invasién vascular alterada al sitio de la osificacién
endocondral (Riddick et al., 2012; Duesterdieck-Zellmer et al., 2015).

Actividad de Indian Hedgehog en la reparacion de la fractura

Diversos estudios comunican que lhh se expresa durante el proceso de reparacion de
fracturasy defectos 6seos promoviendo la condrogénesis, osteogénesis y angiogénesis
(Zouetal., 2014; Baht et al., 2014). Mejora la deposicion de osteoide en el callo de fractura
donde se expresa en los condrocitos maduros e hipertréficos (Ferguson et al., 1998;
Vortkamp et al., 1998), regula el tamano del callo cartilaginoso, el grado de osificacion
(Murakami y Noda, 2000) e interviene en la mineralizacion temprana del callo (Liu et al.,
2017). Los mecanismos mecanicos ciclicos que se producen en las reparaciones de las
fracturas estimulan la expresién de Ihh; una observacion que también se reporté durante
el crecimiento del hueso (Wu et al., 2001).

La estabilidad de la fractura durante la curacion también afecta la expresion de |hh.
Estudios realizados en fracturas experimentales en tibia de ratas informaron que |hh se
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expresoy persistio en el callo de fractura inestable. Esa observacion se relaciona con el
volumen de callo cartilaginoso que se produce en fracturas inestables (Le et al., 2001)
donde se prolonga el tiempo de curacion. En fracturas de las articulaciones condilo
mandibulares de ratas jovenes se observo que se incremento el numero de células que
expresaban a |hh en las primeras dos semanas post-fractura y luego disminuyo
gradualmente hasta la octava semana(Tatsumi et al., 2014).

La expresion de |hh; es factible de ser incrementada con el suministro de su agonista
smoothened agonist (SAG), que demostro que acelera la diferenciacion osteoblastica in
vitro (Lee et al., 2016) e in vivo (Kashiwagi et al., 2016). En estudios in vivo, la reparacion
obtenida por efecto de SAG aumento la angiogénesis y el volumen de hueso nuevo en la
reparacion (Lee et al., 2017). SAG actuaria directamente sobre los preosteoblastos a los
gue induce a que se diferencien en osteoblastos que conduce a la formacion del callo
dseo, respaldado por aumento en el nimero de células que expresan a osterix (0sx). Por
otra parte, incrementa el numero de condrocitos que sufren transdiferenciacion hacia
osteoblastos (Kashiwagi et al., 2016). Comorbilidades como la diabetes deprimen la
inmunoexpresion de |hh en las células mesenquimaticas afectando la reparacion de las
fracturas de los animales que la padecen(Tevlin et al., 2017).

Osteoartritis

Estudios realizados en modelos animales establecieron que |lhh se expresa en estados
osteoartriticos en respuesta a situaciones articulares postraumaticas, lo que sugiere
que es un gen mecanosensible de los condrocitos (Ng, 2006). Estas fuerzas podrian ser
un mecanismo que activa la senalizacion de Hh, provocando la osteoartritis (OA) (Lin et
al., 2009). En la articulacion osteoartritica PTHrP abunda en el liquido sinovial, mientras
que la expresién de Ihh esta disminuida en el cartilago (Kohno et al., 1997).

La expresion de Ihh se correlaciona con la progresion de la OA y los cambios de la
morfologia de los condrocitosy la expresidn génica consistentes con la hipertrofia de los
condrocitos y la degradacion del cartilago (Wei et al., 2012). La degradacion del cartilago
se encuentra mediada por metaloproteinasas (MMP) de forma similar a lo que sucede
durante el proceso de osificacion endocondral (Loughlin, 2001).

El cartilago osteoartritico comparte algunos de los procesos de diferenciacion que
ocurren durante laembriogénesis, como la proliferacion e hipertrofia de los condrocitos,
mineralizacion de la matriz extracelular y la apoptosis. Ihh se encuentra en el liquido
sinovial de articulaciones con dano temprano del cartilago articular, aunque no es lo
suficientemente sensible para predecir la progresién de la gravedad del dano del
cartilago en la articulacion(Zhang et al., 2014).

La anulaciéon del gen que expresa a lhh previene el desarrollo de la OA inducida
quirdrgicamente en ratas. Este efecto condroprotector resulta de la inhibicién de la
hipertrofia de los condrocitos y de la expresion de los genes que causan la degradacion
del cartilago. Esta evidencia respalda el concepto de que la inhibicion de Ihh constituye
una estrategia terapéutica para prevenir y tratar ala OA(Zhou et al., 2014).

Intervencion de Ihh en degeneracion de los discos intervertebrales (DDIV)

En el perro, el eje Ihh/PTHrP interviene en el desarrollo del disco intervertebral (DIV).
Interviene enlatransicion de la diferenciacion de las células notocordales(CN)del nucleo
pulposo del disco intervertebral (DIV), a células fenotipicamente similares a condrocitos.
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Luego la expresion de Ihh/PTHrP disminuye con la pérdida de las células y vuelve
incrementar en las etapas avanzadas de la degeneracion del DIV (Bach et al., 2019).
Elgrado de degeneracion del DIV en el perro cuenta con correlacion positiva significativa
con el grado de expresidn de Ihh, lo que puede indicar que Ihh promueve la degeneracion
de los DV (Tuinman, 20186).

Oncologia

Se han propuesto tres métodos para explicar como la senalizacion de HH conduce a la
formacion de tumores (Lavine, 2006). En el primero, tanto la expresion aumentada de
ligandos de HH como Gli o Ptchl ectdpicos conduciran a la activacion autocrina o
yuxtacrina. En segundo lugar, la activacion de HH ocurre independientemente del
ligando, donde la mutacion de Ptch1o de Smo, permite que Smo permanezca a partir de
la intervencién de Gli. Por el contrario, en el ultimo enfoque, la activacién paracrina de
HH ocurre de manera dependiente del ligando. La expresidon ectépica o los elementos
mutados pueden pasar del tumor al estroma de soporte. Se ha demostrado que esta
sefalizacion aumenta tanto la capacidad invasiva como la proliferativa tumoral (Nguyen
etal., 2014).

Los niveles de expresion de los genes que comprenden a la via Hedgehog estan
positivamente correlacionados entre si. La sobreexpresion de estos genes puede
provocar la desregulacion de la via, lo que puede conducir a la progresién del
osteosarcoma. Lo et al. (2007) estudiaron en cultivos celulares el papel proliferativo de
esta via en el osteosarcoma(0SA) a través de Gli1, Ptch e |hh.

El eje PTHrP/Ihh fue considerado para establecer estrategias terapéuticas para los
condrosarcomas. Este tipo de neoplasia suele ser resistente a la radiacion y la
quimioterapia, por esa razon el tratamiento que suele indicarse es la ablacion quirurgica
(Fiorenza et al., 2002). El bloqueo de la senalizacion de Ihh con triparanol puede atenuar
la proliferacién celular en el condrosarcoma. Esta observacion sugiere que el bloqueo de
Ihh en condrosarcomas pueda ser un tratamiento quimioterapico eficaz para estos
tumores, que de otra manera serian dificiles de manejar. El bloqueo de I|hh
probablemente no sea citotoxico en la forma en que lo hace la quimioterapia
convencional, razén por la cual podria ser util como parte de una estrategia de supresion
alargo plazo (Tiet et al., 2006).

Los hallazgos de que Hh/Smo se activa en las lineas celulares del osteosarcoma (0SA)
caninoy que la ciclopamina suprime la supervivencia de las células mediante lainhibicion
de Smo, sugieren que la via de senalizacion de Hh/SMO podria ser un nuevo objetivo
terapéutico para el (OSA) canino(Nam et al., 2022).

CONCLUSION

La presente revision contribuye a comprender la actividad de Ihh en dos aspectos
centrales; la primera es la via de senalizacion de Ihhy, la sequnda los cambios que genera
a nivel celular y tisular. No obstante, referirnos a Ihh, requiere poner atencion en la
PTHrP, ya que desempena un rol de control indirecto sobre |hh. Ese eje de
retroalimentacion que conforman en el desarrollo normal del esqueleto, se puede alterar
y conformar un elemento de la etiopatogenia de enfermedades osteoarticulares.

En ese sentido se exploro el rol del Ihh y el control de PTHrP en enfermedades
ortopédicas, la osteoartritis, oncologia y en la reparacion de fracturas. Conocer cémo
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interviene |hh en esas condiciones patolégicas contribuye a comprender los
mecanismos de desarrollo de las enfermedades y establecer tratamientos.
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