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INTRODUCCIO

L’organisme huma adult esta compost
aproximadament d"uns dos-cents tipus de
cel-lules especialitzades. Aquest fet intro-
dueix la necessitat que a partir d'una sola
cel-lula, el zigot, es generin tots aquests dife-
rents tipus cel-lulars durant el desenvolupa-
ment de 'embrid i requereix un complex
patré d’aparicio i progressio de diferents 1li-
natges cel-lulars que té lloc tant en el temps
com en l'espai. Aquest procés d’especialit-
zacio cel-lular, o diferenciacio, té lloc en al-
menys dos estadis. En el primer estadi, o de-
terminaci6, cel-lules pluripotencials reben
estimuls que les comprometen a una serie
de llinatges particulars. Després, durant la
diferenciacié terminal, les cél-lules inicien
una successié temporal de transicions que
fan que es produeixil expressi6 de gens que

els conferiran un fenotip especific. Aquest
fenomen no només ha de permetre que cer-
tes cel-lules expressin uns determinats gens
siné que, a més, ha de garantir que aquest
fenotip es mantingui en el futur i sigui tras-
passat als descendents.

Les instruccions corresponents a aquests
processos han d’activar-se mitjancant el
control diferencial de I'expressi6 génica per
combinacions de factors de transcripcio es-
pecifics de cada tipus cellular. L'exemple
més ben documentat de gens directors de la
diferenciacié esta constituit pels factors de
transcripcié miogenics de la familia helix-
llag-helix basic (basic helix-loop-helix, PHLH).
En muscul esquelétic, els factors de la fami-
lia bHLH MyoD i Myf-5 determinen el 1li-
natge miogenic, mentre MRF4 i miogenina
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apareixen posteriorment per completar el
programa de diferenciacié terminal (Rawls i
Olson, 1997). Altres exemples ben docu-
mentats d’aquests tipus de control trans-
cripcional estan constituits pel receptor acti-
vat del proliferador peroxisomal y (PPAR-y)
iels membres de la familia de proteines que
uneixen CCAAT (C/EBP-a)) que controlen
I'adipogenesi, i el recentment clonat factor
CBFA1 com un activador de la diferenciaci6
osteoblastica (Rodan i Harada, 1997).
L’expressié d’aquests factors de trans-
cripci6 especifics de tipus cel-lular, amb "ac-
tivacio dels corresponents programes de de-
terminacioidiferenciacio, esta controladaen
altim terme per les interaccions de la cel-lula
amb altres ceél-lules, amb la matriu extra-
cel-lular i, molt especialment, amb I'exposi-
cié afactors extracel-lulars solubles. Aquests
factors solubles determinaran l’expressi6
genica adient a les cel-lules diana i tenen la
particularitat que poden crear gradients de
concentraci6 a partir del seu punt de secre-
cié. Aquesta forma de comunicacié permeta
les diferents cel-lules obtenir informacié po-
sicional, «adonar-se» delasevaposicié enre-
laci6 a les altres cel-lules de I'embrié. Si la
concentracié supera un cert valor llindar, les
cel-lules diferenciaran en una direccié; si no
s’arribaaaquestvalorllindar, entraranenun
altre programa (Wolpert, 1989). Les cel-lules,
en respondre a diversos senyals d’aquest ti-
pus, integren informacions posicionals en
diverses direccions. Cada programa de de-
terminacié i diferenciacié resultara de la
combinacié precisa d’estimuls procedents
dediversos gradients de morfogen.

PROTEINES MORFOGENES OSSIES
(BMP). ESTRUCTURA MOLECULARI
CLASSIFICACIO

Entre aquests factors solubles amb pro-
pietats d’actuar com a morfogens durant el

desenvolupament embrionari es troben el
membres de la familia de les proteines mor-
fogenetiques ossies (BMP). S'ha demostrat
que les BMP controlen diversos proces-
sos durant el desenvolupament, com ara
proliferaci6, diferenciacié, supervivencia,
morfogenesi, determinacié del llinatge o
apoptosi. Malgrat aquesta amplia varietat
d’efectes durant el desenvolupament, les
BMP no sols es troben en teixits embrionaris
sind que la seva expressié es manté a molt
diversos teixits adults. De fet, el seu ailla-
ment va basar-se, no en els seus efectes com
amorfogen, sin en la propietat que aquesta
familia de factors presenta, d’induir la re-
generacié i formacié ectopica d’ossos en
diferents models animals (Wozney, 1988).
Basant-se en aquesta propietat d’osteoin-
ducci6é, Wozney et al. van purificar factors
aillats de matrius Ossies desmineralitzades i
varen clonar els primers membres d’aques-
ta familia. Des d’aleshores diversos grups
han clonat nous membres de manera que en
'actualitat arriben a ser ja més de 40 isofor-
mes diferents (Hollinger, 1997).

Les BMP propiament dites (designades
des de BMP-2 fins a BMP-13) i molecules re-
lacionades (com les growth and differentiation
factors, GDF) pertanyen a la superfamilia del
factor de creixement transformant beta
(TGFB). Aquesta superfamilia inclou tant
les BMP, les activines i inhibines, la substan-
cia inhibidora Mulleriana (MIS) i el factor
neurotrofic derivat de glia (GDNF) com els
propis TGFp. Les BMP, a l'igual dels altres
membres de la superfamilia del TGF, deri-
ven de polipéptids precursors d’entre 396 i
513 aminoacids. Cada precursor conté un
peptid senyal de secreci6 a I'extrem amino i
una regio a I'extrem carboxi que es troba al-
tament conservada entre tots ells i que re-
presenta la forma madura del factor (Ripa-
monti i Reddi, 1994). Aixi, aquests factors
son processats intracel-lularment, proteolit-
zats i secretats ja en forma dimera. La forma
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madura secretada presenta una serie de set
cisteines, completament conservades entre
tots el membres de la superfamilia del
TGEFB, que es creuen importants per al man-
teniment de I'estructura tridimensional i la
configuraci6 dimera del factor (Griffith et
al., 1996). En aquest sentit, existeix la possi-
bilitat de trobar tant homo com heterodi-
mers d’aquests factors, la qual cosa permet
combinacions multiples dels monomers i
per tant mdltiples activitats biologiques
(Aono et al., 1995). Per exemple, s’ha obser-
vat que alguns heterodimers poden presen-
tar una activitat bioldgica més alta mentre,
en altres casos, poden actuar com a inhibi-
dors competitius dels homodimers.

Sobre la base de similituds de seqiiéncia,
les BMP es poden dividir en tres subfami-
lies: la primera, formada per BMP-2 i BMP-4
amb un 92 % d’identitat entre ells; el BMP-3,
que forma un subgrup per ell mateix, amb
un45 % d’homologia amb els altres, i per tl-
tim, del BMP-5 fins al BMP-8, amb un 82 %
d’identitat entre ells i un 59 % d’homologia
amb els altres grups. Altres membres rela-
cionats amb les BMP inclouen el Vgrl

Familia BMP/ Vg/DPP
Morfogénesi dssia

Formacio del patr6 dorsiventral a I'embrié

Nodal Familia inhibi tivina
Induccié de mesoderm
Estimulaci6 funci6 pituitaria

Familia TGF-B
Control de la proliferaci6 i diferenciaci6
MIS Regulaci6 de la matriu extracel-lular

Inhibinae.
GDNF
20 30 40 50 60 80

% Identitat

Ficura 1. Homologia entre els diferents membres de la su-
perfamilia del TGF-B. Dendograma que mostra I’homolo-
gia, referida com a percentatge d’identitat d’aminoacids,
entre els membres de la superfamilia del TGF-f3. A la dreta
s’indiquen les activitats biologiques de cada subfamilia.

(homoleg al BMP-6), els GDF 1-10 que es
troben implicats en desenvolupament d’os i
cartilag i amb la inhibici6 de la diferenciaci6
muscular (McPherron i Lee, 1997). Es im-
portant també destacar certs homolegs de
Drosophila que han estat importants en la ca-
racteritzaci6 de les funcions d’aquests fac-
tors durant el desenvolupament: Dpp
(homoleg a BMP-2/4) i 60A (homoleg a la
familia BMP-5/8) (Gelbart, 1989). La
seqiiencia aminoacidica del BMP-1 indica
que no és un membre de la superfamilia del
TGEFp sin6 que és una proteasa de la familia
de tholloid, que pot tenir efectes sinérgics en
osteoinduccié per mecanismes d’activacié
proteolitica dels altres BMP (Wozney, 1988).

TRANSDUCCIO DE SENYALS BMP

Tots els membres de la superfamilia del
TGEFp (amb l'exepcié del GDNF) inicien les
seves accions cel-lulars per unié a receptors
amb activitat serina/treonina quinasa.
Aquests receptors constitueixen dues sub-
families: receptors tipus 1i receptors tipus 1.
Aquests dos tipus s6n estructuralment molt
similars: contenen un domini extracel-lular
amb repeticions de cisteines molt conserva-
des, un tnic domini transmembrana i un
domini citoplasmatic constituit, quasi ex-
clusivament, pel domini catalitic quinasa.
La diferéncia més important entre ells radi-
ca en el fet que els receptors tipus 1 presen-
ten una regio rica en glicines i serines (regi6
GS) a la regi6 juxtamembrana (Attisano et
al., 1993; Ebner et al. 1993; revisat a Ten Dijke
et al., 1996). El mecanisme d’activacié d’a-
quests receptors va ser definit en primer lloc
pel sistema del TGFP. Aquest mecanisme
inclou la capacitat del factor d'unir-se al re-
ceptor tipus Il especific, que presenta una ac-
tivitat quinasa constitutiva. El receptor ti-
pus 1, incapag per si sol d’unir el factor, és
captat en la formacié d’un complex hetero-
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FiGura 2. Representacio dels diferents membres de la fami-
lia dels Smad. Es mostra I’esquema de la seqiiéncia amino-
acidica de les diferents isoformes i se n’indiquen les carac-
teristiques estructurals més importants. Les regions d’ho-
mologia MH1 i MH2 es mostren de color més intens. Els
llocs de fosforilacié a I’extrem carboxiterminal s’indiquen
amb un punt. A la dreta s’indiquen les especificitats en la
transduccio de senyals de cada isoforma.

trimeric. La formacié d’aquest complex és
suficient per tal que el receptor tipus 1 activi
el receptor tipus 1 per fosforilacié a la seva
regié GS (Wrana et al, 1994; Ventura et al.
1994). Aquest model, més I'observaci6 que
es poden generar receptors tipus 1 constitu-
tivament actius per mutacions que imiten la
fosforilaci6 de laregié GS, suggereix que les
dues subfamilies de receptors actuen en una
seqiiencia ordenada, sent la quinasa del re-
ceptor tipus 1]'encarregada de transmetre el
senyal als transductors intracel-lulars.

La senyalitzacié6 per BMP difereix en
certs aspectes dins d’aquest model. La uni6
dels BMP amb els seus receptors és coopera-
tiva; ambdos receptors per si sols tenen ca-
pacitat d’unir el factor amb baixa afinitat, i
junts formen complexos d’alta afinitat. A
més, existeixen diversos receptors tipus 1 (a
mamifers BMPR-IA, BMPR-IB i ActR-I) i di-
versos receptors tipus 11 (BMPR-II 1 ActR-II).
Cada un dels membres de la superfamilia
s’uneix amb alta afinitat a una combinaci6
caracteristica de receptors tipus 1i 1. A més,
diferents tipus cel-lulars mostren patrons
d’expressi6 alternatius d’aquests receptors,
de manera que es poden generar diferents

respostes cel-lulars per un mecanisme com-
binatori (ten Dijke et al., 1996).

La recerca dels substrats intracel-lulars
d’aquests receptors va conduir a identificar
la familia dels Smad com els transductors
que connecten senyals iniciades a la mem-
brana plasmatica amb els efectes transcrip-
cionals especifics per a cada membre de la
superfamilia del TGFB. Aquesta identifica-
ci6 es va poder realitzar en aprofitar la ver-
satilitat experimental dels models genetics
de Drosophila i Caenorhabditis elegans. A Dro-
sophila, Dpp és ’homoleg de BMP2/4. En un
screening per trobar potenciadors d’un al-lel
feble de Dpp, es van aillar els gens Mad i Me-
dea i es va comprovar que eren components
de la via de transducci6 que actuaven a un
nivell per sota dels receptors de Dpp (Raf-
tery et al., 1995). De la mateixa manera es
van aillar els gens sma-2, sma-3 i sma-4 a C.
elegans. Per simplificar la nomenclatura en
aquesta familia es va imposar la denomina-
ci6 hibrida Smad per als membres homolegs
d’aquesta familia aillats a mamifers. Enl'ac-
tualitat s"han aillat almenys nou gens homo-
legs a Mad i Sma i s’ha comprovat la seva
implicaci6 en les vies de transducci6 dels re-
ceptors amb activitat serina/treonina qui-
nasa.

Els Smad estan compostos per dues re-
gions amb alta homologia (situades als
extrems amino i carboxiterminals i denomi-
nades MH1 i MH2 respectivament) que es
troben connectades per una regié rica en
prolines que és més divergent entre les dife-
rents isoformes (figura 3). Diferents estudis
han comencat a aclarir les especificitats de
senyalitzaci6 dels diferents Smad. Els Smad
1, 2,315 interaccionen i es fosforilen especi-
ficament per diferents receptors tipus 1. Els
Smad 115 son fosforilats per receptors tipus1
activats per BMP2/4 (Hoodless et al., 1996)
mentre els Smad 2 i 3 sén fosforilats pels re-
ceptors d’activina i TGFp tipus 1. La fosfori-
lacié d’aquests Smad té lloc en dues serines
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situades a l'extrem carboxiterminal amb la
seqiiéncia consensus SSXS (revisat a Heldin
etal., 1997). Un cop fosforilats, aquests Smad
s’alliberen del receptor i formen heteroligo-
mers amb un altre membre de la familia
Smad4. L'Smad4 presenta unes caracteristi-
ques que el fan especial en el seu mecanisme
funcional: no presenta residus fosforilables
pels receptors i les seves mutacions, tant en
humans com en Drosophila (de fet va ser ai-
llat en primer lloc com un gen supressor tu-
moral a carcinomes pancreatics humans),
bloquegen la senyalitzaci6 de tots els mem-
bres de la superfamilia del TGFB. Aixo va
suggerir que I'Smad4 era un mitjancer comu
de l’accié dels altres Smad especifics de cada
factor i regulats per fosforilaci6 (revisat a
Heldin et al., 1997; Kretschmar et al., 1998).
En l'actualitat es treballa amb la hipotesi
que, enl’estatinactiu, el domini MH1 interac-
ciona amb el domini MH2 i impedeix
laformaci6 d’heteroligomers amb1’ Smad4; la
fosforilacié de I'extrem carboxi desactivaria
aquest mecanisme inhibitori. Estudis cris-
tal-lografics apunten la possibilitat que els
homoligomers siguin de fet homotrimers i
que 'heteroligomeritzaci6 es produeixi per
uni6 d’aquests homotrimers i doni lloc a he-
terohexamers. Aquesta heteroligomeritzacio

TRANSDUCCIO DE SENYALS PER BMP

Citoplasma

— Iy

Smad1 1 'H Nucli

i

DPC4

FiGura 3. Representacio dels punts clau en el mecanisme de
transduccio de senyals mitjan¢ada pels Smad. La seqiiéncia
inclou la fosforilacié pels receptors de membrana, hetero-
meritzacié amb 1’Smad4 (Dpc4), translocacio al nucli i acti-
vacio transcripcional dels promotors diana.

induida per fosforilacié produeix la trans-
locaci6 dels complexos cap al nucli cel-lular
on s’ha demostrat que els complexos actuen
comaactivadors transcripcionals.

El panorama d’accié dels Smad es com-
pleta amb el fet que se n'han clonat tres
membres (Smad 6, 7 i 8; Dad a Drosophila)
que no presenten capacitat transductora
sind que actuen com a inhibidors dels recep-
tors tipus 1. Aquests Smad mostren una inte-
racci6 estable amb aquests receptors i no
son fosforilables, de manera que actuarien
com a dominants negatius impedint la fos-
forilacié dels Smad transductors. A més s’ha
observat que poden formar heteroligomers
inactius amb1'Smad4, de manera que la seva
funci6 inhibidora podria tenir lloc a dos ni-
vells dins la cascada de transduccié del se-
nyal (revisat a Kretschmar et al., 1998).

Existeixen nombroses proves que una
bona part dels efectes dels membres de la
superfamilia del TGFf tenen lloc en I"ambit
transcripcional. En alguns casos, s’han iden-
tificat els elements de resposta en alguns
gens diana d’aquests factors, pero en la ma-
joria dels casos encara no hi ha prou dades
per saber si els complexos dels Smad4 amb
els Smad especifics son els efectors directes
d’aquests elements. Els estudis realitzats en
el gen Mix.2 de Xenopus han demostrat la
implicaci6 dels Smad com a factors de trans-
cripcié. En el cas de Mix.2, I'activaci6 trans-
cripcional observada en resposta a activina
és mitjancada per l'acci6é de complexos
Smad2/Smad4 que requereixen la proteina
Fast-1 per tal d'unir-se a la seqiiéncia pro-
motora. Aixi Fast-1 és el principal compo-
nent amb capacitat d'unié al DNA. El domi-
ni carboxi terminal s'uneix a 1'Smad 2 i el
domini amino terminal s'uneix a 1'Smad4,
perd només en preséncia de I"Smad2. Dins
d’aquest complex, serien els dominis MH2
dels Smad els que mitjangarien 'activacioé
transcripcional (Chen et al., 1996). Les re-
gions de resposta a activina d’altres gens,
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com goosecoid, Xlim-1 0 XFKHI/XFD-1,s’han
caracteritzat perd mostren poca homologia
amb la de Mix.2. Aixo suggereix un meca-
nisme on es pot augmentar la diversitat de
senyals per formacié de complexos dels
Smad amb diferents proteines amb capacitat
d’uni6 a diferents elements de resposta (Ho-
welletal., 1997). Ben diferent és el cas descrit
pel gen vg de Drosophila, on s’ha observat
que el domini amino terminal de I'homoleg
Mad de Drosophila és capag d'unir-se a 'ele-
ment de resposta de Dpp i és suficient per
activar-lo. A més, recentment s"han descrit,
per mitja d’un screening d’unié a oligonu-
cleotids degenerats, seqiiencies de DNA
amb capacitat d’unié directa als Smad 3 i 4
(Zawel et al., 1998). En conjunt, aquestes da-
des indiquen que la regulacié transcripcio-
nal dels Smad comportara la utilitzacié de
diversos components nuclears i que, proba-
blement, diferents gens, amb diferents ele-
ments de resposta, respondran a diferents
nivells d’expressi6é dels factors, seguint el
model d’activacié cel-lular en resposta a un
gradient de morfogen postulat per aquesta
familia de factors.

PAPER DE LES BMP DURANT EL
DESENVOLUPAMENT EMBRIONARI

La formaci6 dels grups cel-lulars que ge-
neraran els futurs teixits a I'embri6 s’inicia
per l'establiment d'un programa regulat de
compartimentacié molecular i cel-lular. En
models de Xenopus i Drosophila, les molecu-
les que especifiquen la determinaci6 dels ei-
xo0s a I'embri6 s6n aportades maternalment
i es mantenen segrestades en el citoplasma
del’ou (Gurdon, 1987). Posteriorment, I'em-
brié es divideix en diferents regions que in-
teractuen per a la formacié de I'eix antero-
posterior i l'eix dorsiventral. A vertebrats,
tant I'ectoderm com el mesoderm i I'endo-
derm resulten afectats i adopten destins

Proliferaci6 Diferenciaci6
>
- -
-— @
- -
—
—
X
— “coL]

Deposicio
de matriu 0ssia

Proliferacio

Cellular Mineralitzacié

Activitat osteoblastica

FiGura 4. Representaci6 del curs temporal en el mecanisme
de diferenciacid terminal dels osteoblasts. L’expressio pro-
gressivade col-lagen 1 (COL-1), fosfatasa alcalina (F. Alc.),
osteopontina (OP) i osteocalcina (OC) indiquen els diferents
estadis de progressio de la diferenciacio osteoblastica.

ventrals i dorsals. L'ectoderm doéna lloc a
I'epidermis com a desti ventral i al sistema
nerviés com a dorsal. En canvi el mesoderm
forma el mesénquima i el sistema hemato-
poetic en la zona ventral i el notocordi i el
muscul a la zona dorsal.

Experiments d’embriologia classica sug-
gerien que el teixit ventral és produit per de-
fecte i que son necessaris senyals addicio-
nals per formar el teixit dorsal. Malgrat
aquestes dades, estudis recents en "ambit
molecular semblen contradir aquests expe-
riments classics. La zona ventral seria I'estat
actiu i el teixit dorsal resultaria de la inhibi-
ci6 del senyal ventral actiu. Aquests estudis
s’han centrat en bona part en el descobri-
ment de la importancia de les BMP en els
primers estadis del desenvolupament em-
brionari en vertebrats i del seu paper com a
morfogen. S’han implicat les BMP en 'es-
tabliment del patré dorsiventral i antero-
posterior, en la formaci6 i diferenciacié del
teixit nervids i de les somites i en la mor-
fogenesi del ronyo, el budell, els pulmons i
de tots els elements del sistema esquelétic
(revisat a Graff , 1997).

Després del descobriment de les BMP2 /4
com a potents osteoinductors en l'orga-
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nisme adult, es va poder comprovar com
aquestes BMP2/4 podien complementar
funcionalment mutacions del seu homoleg
a Drosophila, el Dpp, que era responsable de
la especificacié dorsiventral. De la mateixa
manera el Dpp presentava propietats oste-
oinductives, fet que suggeria que, salvant
les diferencies acusades d’espécie, aquests
factors podien estar implicats en funcions
similars, la importancia de les quals queda-
ria palesa per la seva conservaci6 evolutiva.
A partir d’aquests resultats, es va iniciar
I'estudi de la funcié dels BMP2/4 a dife-
rents models de desenvolupament, en espe-
cial oocits de Xenopus. L’addici6 de BMP-4
exogen o del seu mRNA ventralitzava els
embrions i eliminava l'expressié de teixits
dorsals; a més, és expressat endogenament
per 'embri6 a la zona ventral en el temps
apropiat per realitzar aquesta tasca. Aixo
suggereix que actuaria com un senyal actiu
ventralment i abolint el senyal dorsalitza-
dor. Aquests assajos s’han completat utilit-
zant formes dominants negatives dels re-
ceptors de BMP o del propi BMP (Suzuki et
al., 1994). L’absencia de senyalitzacié per
BMP-4 indueix la dorsalitzaci6 dels em-
brions, de manera que es pot suggerir que el
BMP-4 indueix estimuls ventrals, i a més,
bloqueja altres estimuls dorsalitzadors. Re-
sultats recents indiquen que la capacitat
d’induir el fenotip dorsal es produeix per la
inhibici6 de I'efecte del BMP-4 per gens com
noggin i chordin, que poden unir-se amb alta
afinitat al BMP-4 i n"inhibeixen la senyalit-
zaci6 (Graff et al., 1997).

A més dels seus efectes com a morfogen,
les BMP han estat involucrades en la induc-
cié d’apoptosi en estadis més avangats del
desenvolupament. Concretament, durant el
desenvolupament de les extremitats de po-
llastre, s’ha comprovat que les BMP induei-
xen l'apoptosi dels teixits de les regions
interdigitals, tant en assajos amb la intro-
duccié de matrius que difonen BMP (Macias

et al., 1997) com per sobreexpressi6é de re-
ceptors de BMP dominants negatius (Zou et
al., 1996). També el BMP-4 s’expressa i in-
dueix l'apoptosi de certes regions (rombo-
mers 3 i 5) de la cresta neural (Mehler et al.,
1997).

Tots aquests estudis han centrat 'expec-
tacié sobre quins seran els papers dels dife-
rents BMP durant el desenvolupament en
mamifers. La majoria d’abordatges per re-
soldre aquestes qiiestions se centren en I'es-
tudi d’animals knock out. Malgrat aixo,
aquests estudis tenen l'inconvenient que
molts d’aquests factors poden tenir efectes
equivalents donada la seva similitud estruc-
tural i, a més, com que tenen efectes en eta-
pes tan inicials del desenvolupament, si
els animals presenten mort embrionaria,
aquests assajos no permetran indicar quins
efectes poden tenir en etapes més avanga-
des. Tot i aixi tenim dades sobre alguns
d’ells. Per exemple, el knock out de BMP-2
presenta aberracions en el desenvolupa-
ment del cor, mentre el de BMP-7 presenta
una incompleta diferenciacié dels glome-
ruls renals i la lent de 1'ull (Luo et al., 1995).
Mutacions espontanies del GDF-5 (BMP-14)
son responsables del fenotip braquipodis-
me (bp), caracteritzat per disminucié de la
mida dels ossos, mentre el fenotip orella
curta (se) produit per mutacions al BMP-5
produeix orelles curtes i canvis a la morfolo-
gia de l'estern (revisat a Vortkamp, 1997).
La inactivaci6 dels GDF-6 i 7 els implica en
la morfogenesi de les articulacions mentre
la disrupcié del GDE-8, sigui en ratolins o a
l'atzar en races de vaques seleccionades du-
rant segles, produeixen un augment de
dues a tres vegades de la massa muscular
(per aquest motiu aquest gen s’ha anomenat
miostatina) (McPherron et al.,, 1997). Els
transductors del senyal dels membres d’a-
questa familia donen fenotips molt més se-
vers (la inactivacié de 'Smad-2 i I'Smad-4
impedeix la formacié dels teixits embriona-
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ris, i la inactivacié heterozigota de 1'Smad-4
incrementa la progressié tumoral del cancer
colorectal) (Waldrip et al., 1998; Takaku et al,
1998). Tots aquests resultats son una mostra
prou amplia i indicativa de la importancia i
de les multiples funcions, durant el desen-
volupament de diferents teixits, dels mem-
bres d’aquesta famdlia.

BMP I DESENVOLUPAMENT DEL
TEIXIT NERVIOS

En el desenvolupament del teixit ner-
vios, els BMP 2 i4 actuen en la creacio6 del 1li-
natge neuronal a partir de les cel-lules de la
cresta neural mijangant la induccid, entre
d’altres, del factor de transcripcié especific
de neurones Mash-1. L’expressi6 de Mash-1
es produeix de manera contigua als llocs
d’expressié de BMP-2. Aquesta expressio es
produeix en els moments adients durant la
diferenciaci6 de les neurones. S’ha compro-
vat que diferents BMP presenten diferents
efectes: els BMP 214 actuen durant el desen-
volupament inicial a concentracions mo-
derades mentre els efectes observats pel
BMP-7 només es produeixen a altes concen-
tracions. Posteriorment, el BMP-2 i el BMP-6
indueixen un patré diferent d’expressio de
diferents neurotransmissors i neuropeptids
(revisata Mehler et al., 1997).

A més d’aquests efectes durant les pri-
meres etapes del desenvolupament nervios
les BMP exerceixen en etapes posteriors
altres efectes per a la supervivencia i dife-
renciacié terminal dels diferents tipus neu-
ronals. Aquestes observacions es basen en
dades que indiquen que I'expressi6 dels di-
ferents BMP i dels seus receptors es mante-
nen fins a estadis adults seguint un complex
patro regional d’expressié. L'addicié de di-
ferents BMP a cel-lules neuronals poc dife-
renciades promou la supervivencia i la dife-
renciacié en diferents subtipus neuronals

segons el factor, la dosi i les subpoblacions
assajades, la qual cosa suggereix que exis-
teix especificitat i una jerarquia d’efectes en-
tre els diferents factors de la familia (Paral-
kar et al., 1992). L’addici6 de BMP, en molts
casos, aconsegueix augmentar la super-
vivencia de les neurones en cultiu i incre-
menta la longitud i complexitat de les den-
drites de, per exemple, subpoblacions de
neurones mesencefaliques dopaminergi-
ques (Reiriz et al., manuscrit en preparacio).

De manera complementaria als seus
efectes en I'especificacié neuronal, els BMP
tenen amplis efectes durant el desenvolupa-
ment del llinatge astroglial. Els BMP in-
dueixen I'expressio transitoria de la protei-
na acidica fibril-lar glial (GFAP) en astrocits
embrionaris amb la consegtient inhibicié de
la seva proliferaci6é (Jordan et al., 1997). A
més s’ha observat que aquests factors in-
dueixen la formacié d’astrocits per mitja de
la induccié de la diferenciacié astrocitaria.
Un cop diferenciats, aquests astrocits no re-
quereixen l'exposicié continuada a aquest
factor per tal de mantenir el seu fenotip, de
manera que se suposa que s’activa un siste-
ma autdnom intracel-lular que manté
aquest fenotip. Aquests efectes sobre glia
també es confirmen en experiments amb
céllules bipotents (astroglials i oligoden-
droglials). Aquestes cel-lules quan sén culti-
vades en medi sense serum deriven cap a
oligodendrocits, mentre que si es cultiven
amb 10 % de serum donen lloc a astrocits ti-
pus 1. En aquest model s’observa que quan
es cultiven en medi sense serum pero se’ls
addicionen BMP, aquestes cel-lules diferen-
cien, de manera dosidependent, cap a astro-
cits tipus 11, i s"inhibeix I"expressi6 de marca-
dors neuronals i d’oligodendrocits (Mehler
et al., 1997). En conjunt aquestes dades in-
diquen que les BMP i els seus receptors
s’expressen i estan implicats en les primeres
etapes de la neuralitzacié. Posteriorment,
aquests factors tenen papers en la diferen-
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ciaci6 terminal de precursors neuronals i as-
troglials i en I'apoptosi de certes subpobla-
cions especifiques.

BMP I LA MORFOGENESI OSSIA

Es poden definir dos tipus d’os segons el
seu tipus de desenvolupament: 'os intra-
membrands que es forma directament per
cel-lules ossies a partir de teixit connectiu i
forma els ossos del crani i la cara; I’altre ti-
pus d’os, que constitueix la majoria de 'es-
quelet, es forma a partir de I'agregaci6 i di-
ferenciacié de precursors condrogenics fins
aformar un cartilag i, posteriorment, aquest
model de cartilag és vascularitzat i substi-
tuit per cel-lules ossies en un procés anome-
nat ossificacié6 endocondral. Aquest os és
derivat de les somites que contenen cel-lules
pluripotents mesenquimatiques que tenen
capacitat miogenica, adipogenica, con-
drogenica i osteogenica. Diferents tipus de
senyals i interaccions extracel-lulars deter-
minaran la diferenciacié a cada un d’a-
quests llinatges cel-lulars (revisat a Reddi
1997a). D’entre aquests tipus de senyals, di-
ferents abordatges i dades experimentals in-
diquen que la senyalitzaci6é per BMP ocupa
un lloc clau en el procés de I'osteogenesi.
Les primeres dades provenen del seu desco-
briment com a inductors de formaci6é de
cartilag i os quan s’injectaven subcutania-
ment en muscul de rates i altres especies
(Wozney et al., 1988). Els BMP a més s’ex-
pressen als llocs de formaci6 de cartilag i os
durant el desenvolupament embrionari
(Hogan, 1996).

En el model de desenvolupament d’ex-
tremitats en pollastre, el BMP-4 és induit per
sonic hedgehog, i és absolutament necessari
per ala seva morfogenesi. Els BMP-31 4 esti-
mulen la condrogenesi en aquest model,
mesurada per marcadors com el col-lagen ti-
pus 11 i caracteritzaci6 dels tipus de proteo-

glicans (revisat a Reddi, 1994). Els BMP, i
I'expressié dels seus receptors, sén també
necessaris per al manteniment del fenotip
diferenciat i per induir la hipertrofia d’a-
quest condrocits, punt clau per a la seva
substituci6é per osteoblasts (Enomoto-Iwa-
moto et al., 1998). Altres evidencies sén que
receptors dominants negatius de BMP blo-
quegen l'apoptosi interdigital (Zou et al.,
1996) o bé que l'addici6 de matrius conte-
nint BMP recombinats és capag¢ de produir
duplicacions dels dits de I'extremitat en po-
llastre (Macias et al., 1997).

Aquests factors també actuen induint i
potenciant el fenotip de diferenciaci6 termi-
nal dels osteoblasts i sén capacos, fins i tot,
d’inhibir i transdiferenciar cel-lules prévia-
ment compromeses a altres llinatges com el
miogenic (Chalaux et al., 1998). Les BMP-2,

A

A

\
AT
— BMP-2 TGF-p

* control
" BMP2 1nM
4TGE- 1nM

.
g 8
(mU/mg de proteina)

o

Activitat fosfatasa alcalina

-+ -+
a-Ach R

BMP-2

a-actina

% activitat del reporter CAT

dies

Ficura 5. Efecte de la BMP-2 sobre la diferenciacio de
cel-lules C2C12.

L’addici6 de BMP-2 o TGF- bloqueja la diferenciacio
mioblastica de les cel-lules C2C12. A la il-lustracidé A es
mostra una immunofluorescéncia realitzada amb anticossos
contra el marcador muscular miosina de cél-lules tractades
durant 48 hores amb medi de diferenciaci6 (DMEM + 2 %
sérum), o bé aquest medi amb addicié de BMP-2 o TGF-f.
En la il-lustracio B es mostra I’analisi de I’activitat CAT de
cel-lules transfectades amb plasmids reporter sota el control
de promotors especifics de muscul (o-actina i el receptor
d’acetilcolina). Les cél-lules van ésser tractades com en la
il-lustracio anterior i I’activitat es representa com a percen-
tatge de I’activitat en absencia del factor.

En la il-lustracio C es mostren els efectes de BMP-2 o TGF-
{3 sobre la diferenciaci6 osteoblastica de les cel-lules C2C12
utilitzant ’activitat fosfatasa alcalina com a marcador.
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3,4, 617 indueixen!’expressié de marcadors
de diferenciaci6 osteoblastica com fosfatasa
alcalina, osteocalcina o collagen tipus 1 en
cel-lules precursores (Reddi, 1994; Asahina
etal., 1993). Els BMP poden també transdife-
renciar altres tipus cel-lulars d’origen me-
sinquimatic, com els mioblasts, en osteo-
blasts. En aquests processos es produeix la
regulaci6 negativa dels factors de transcrip-
ci6 miogenics, com MyoD, miogenina, in-
duccié d’Id, aixi com la induccié de factors
de transcripcié com JunB (Katagiri et al.,
1994; Chalaux et al., 1998). Recentment, s’ha
caracteritzat el factor de transcripcié Cbfal
com l'activador essencial de la diferenciacié
osteoblastica. Els animals knock out per Cbfa 1
moren al poc de néixer a causa de la im-
possibilitat de respirar deguda a la com-
pleta manca d’ossos i a la retencié d'un
esquelet cartilaginés. L’analisi cel-lular i
molecular indicava l’abséncia completa
d’osteoblasts i dels seus marcadors (revisat
a Rodan et al., 1997). Mutacions en aquest
gen s’han associat amb la displasia cleido-
cranial on s’observa ossificaci6 retardada. A
cel-lules precursores, els BMP els indueixen
I'expressi6 d’aquest factor de forma ante-
rior a 'aparici6 del fenotip diferenciat; esta-
bleixen una connexié entre activaci6 de
BMP i desenvolupament de la diferenciaci6
osteoblastica (Ducy et al., 1997).

La morfogenesi de les dents es produeix
d’una manera similar a l'osteogenesi. Es
una combinacié d’interaccions inductives
entre epiteli i mesénquima dental i factors
solubles (revisat a Thesleff et al., 1996). Entre
aquests factors implicats també es troben les
BMP. L'implant de BMP-2 o 4 en matrius
d’agarosa simula moltes d’aquestes interac-
cions inductives, i produeix sobreexpressi6
de factors de transcripcié com Msx-1, Msx-2
o Egr-1 que sén necessaris per al desenvolu-
pament dental (Vainio ef al., 1993). BMP-2, 4
17 son fortament expressats en els punts de
desenvolupament dentari. Recents estudis

indiquen que l'addicié de BMP-7 a babuins
indueix lligaments periodontals correcta-
ment alineats.

L’os ésun dels pocs teixits que es troba en
un procés constant de remodelacié i que té la
capacitat de regeneracié. Aquesta regenera-
ci6, alIigual de la formaci6 ectopica d’os in-
duida de forma experimental per BMP, és
un procés molt similar al desenvolupament
endocondral embrionari. Cel-lules indife-
renciades migren al lloc de fractura, diferen-
cienicreen un callus de cartilag que és subs-
tituit per osteoblasts que mineralitzen la
matriu secretada i regeneren l'estructura
fracturada amb teixit identic a 1'original.
Aquesta capacitat de les BMP d’induir rege-
neraci6 ossia ha posat una gran émfasi en es-
tudiar les possibles aplicacions terapeuti-
ques d’aquests factors en camps com la
traumatologia, la periodontologia o la cirur-
giareconstructiva. BMP expressats de forma
recombinantiaplicats localment s’han utilit-
zat de manera experimental en la regenera-
ci6 de fractures greus i altres defectes a
mandibula, radi, tibies i altres ossos de tipus
llarg i regeneraci6é de dentina i esmalt den-
tal, a molt diverses especies (revisat a Holli-
ger, 1997; Reddi, 1997b; Lee, 1997). Altres ex-
periments han utilitzat matrius amb vectors
d’expressi6 per aquests factors amb resul-
tats similars (Fang et al., 1996). En1’actualitat
s’estan realitzant els primers assajos clinics
en humans sobre la capacitat del BMP-21i7
d’accelerar la regeneraci6 de fractures greus
amb resultats inicials prometedors (Red-
di, 1997b). Encara que les BMP es consideren
factors de tipus local, és molt probable que
també actuin a nivell sistémic, la qual cosa
podria iniciar 'estudi en la terapeutica de
I'osteoporosi, encara que a priori la seva uti-
litzaci6 a nivell sistémic pot presentar efec-
tes indesitjables deguts a la multifuncionali-
tat d’aquesta familia de factors. L'increment
en la recerca dels mecanismes d’acci6 i I'a-
plicaci6 clinica d’aquests factors durant els
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darrers anys probablement n’ampliara les
aplicacions en terapéutica regenerativa.
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