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RESUMEN

La muerte celular programada (MCP) es un proceso fisiolégico con una impornancia equivalente a
los procesos de proliferacion y diferenciacion celular, y al igual que €8108 Procesos s reguiado
por factores extraceiuvlares e intraceiulares: recientemenie se han identificado genes especificos
Que codifican para proteinas que la reguian positiva y negativamente. La correcta regulacion de la
MCP es importante para la morlog:mis durante el desarrolic. asi como para el Manienimiento de
a tasis en 6l adulto y el tuncionamiento de! sisterna inmune. Ei presente trabajo es un
esfuerze para entender @ mecanismo y regula de la MCP en células embrionarias
g&'ﬂpotoncmoo (ES) de ratén. Se establecieron 2 modeios de estudio, uno utilizando células
srenciadas QUe MUEren Por AUSENcia de 2 Mercaptoetanc EAVIE) y otro utilizando cuerpos
embrionarios que Mueren por presencia de dcido retinoico (AR). ambos modelos se demostrd
Que la muerte es apoptética y se analizd e pape! del estrés oxidativo en la progresion de la
muerte. A pesar de que e! 2ME es un agente reductor é eNn su ausencia hay un incremento en a
concsntracion de especies reactivas de oxigeno (ERQ), su efecto protector parece no deberse
anicamente a la reduccion generalizada de ERO, pues No fue sustituido r otros antioxidantes y
la disminucién de la concentracion de oxigeno en la aimosfera no atenud la cinética de muere en
ausencia de 2ME. Nuestros resultados sugieren que ei efecto protector del 2ME involucra ia
on de un blanco especifico, tal vez relacionado con el metabolismo de fierro, '&a ue la
resencia de transferrina resultd capaz de estimular la sobrevivencia en ausencia de 2ME. £l AR
apoptosis en células de cuerpos embrionarios, mas no en células indiferenciadas. La

ia muere depende ce la generacion de esirés oxidativo, pues la sobrevivencia

aumento en presencia de Ias enzimas antioxidantes superoxido dismutasa y catalasa. Aunque
lag células indiferenciadas no murieron en presencia de AR, son capaces de responder a éste,
pues diferenciaron hacia neuronas cuando ademas se retird el sueroc. Ei 2ME también induce la
sobrevivencia de_células diferenciadas, ya Que sSu Presencia permitd Cetectar neuronas en
uesta a AR. Es posible que e! estrés oxidativo participe en ia MCP durante el desarrolic
HONArio, ya que en un sistema /n vitro de desarrollo de 108 miermnbros de embriones de ratén,

la MCP que ocurre en ios interdigitos disminuyd en presencia de antioxidantes. Ademads, en
diferentes regiones de! embrién en donde ocurre MCP también se observéd una mayor cantidad
de ERO. En conclusioén, cproponomo. que el estrés oxidativo puede ser un componente COMUN
P durante e! desarrolio y que el A ria ser un inductor de MCP,

de la activacion de la M
qQuizé induciendo estrés oxidative. Futuros experimentos analizaran esta hipbtesis.




ABSTRACT

Programmed cell death (PCD) is & phymological process as fundamental as proliferation and
differentiation, regulated by both intracéliular and extraceliviar factors; several genes h-v. been
identified that reguiate positively and nogaﬁvely cell death. An adequate regulation of PCD is
impomm 1O ensure a correct morphogenesis pattern during development, as well as for the
function of the immune system una homoostams mlnt.inmont in the adult. The present work is an
cﬁon to understand the mechanism and regulation of PCD in mouse ombryomc stemn cells ( S).
models were estabdblished, one to study the death produced by abssnce 2
m.rapco.thanol (2ME) in undifferentiated cells, and other 10 study retinoic .end (RA)-induood
death of embryoid bodies. We demonstrated that in both modoll cells died by apoptosis and the
role of oxidative stress was evaluated. Aithough 2ME is :.dudrég agent and its absence leads
to a rise in the levels of reactive oxygen species (ROS). nl rotective role may not be related to
a mml decrease of ROS, since neither it was .ubst r amiomdamo. nOor a reduction
in the ric r oxygen zh»c the absence of 2ME. Our
- ruulu U st that 2ME acts by reducing xocme tarm porh.pt related to iron metabolism,
sferrine was able 10 promote survival in the -booneo of 2ME. RA. induced
moslo onl£M ombryood body celis, but not in undiffersntiated ceiis. RA-induced death was
S, the addition of the antioxidant enzymes catalase and superoxicde
dismutase prov.mod eoll death. Even though undifferentiated cells were resistant to RA-induced
death, they are responsive 10 it, since they underwent neuronal differentiation in rooponoo to RA
in the absence of serum. 2ME aiso promotes survival of dlﬂonﬂuatod celis, since Brm
allowed neuron positive celis identiffication. ROS may be general ﬂgml for Pc duﬁn
m.m. $iNCe in an in vitro system culture of murine dovoloping limbs, ime|
in the presence of antioxicants. In addition, several regions where PCD is oceurring
correlated with rugh l.v.ll of ERO. In conclusion, we propose that oxidative stress might be
common component of PCD during deveiopment, and that RA could be_a positive regulator ol
PCD, perhaps transducing its death signal through oxidative stress. Further experiments are
r.qulorod to test this hypothesis.
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. INTRODUCCION

1. Generalidades i

1.7 Las céluias mueren de manera programada durante el cesarrollo: ia MCP. i
Durante el desarrolio de los organismos se eliminan ciertas células, ya sea por haberse producido
N exceso, © porque forman parte de estructuras transilorias durante el proceso de la formacion
de ia arquitectura de! organismo adulto. Dicha eliminacién ocume por un proteso Qque involucra
muerte celular, donde la eliminacién de los restos celulares se realiza por fagocitosis. Este tipo de
muerte celular participa en diversos procesos, tales como: la eliminacion del 50% de las neuronas
qQue se producen durants el desarrolic de! sistema nervicsc de vertebrados; la degeneracion de
estructuras remanentes de la evolucion (@.g. cola en 108 amniotes) © Que NO $ON NECesarias en
uno de ios sexos (@.g. conducto Mulleriano en machos y de Wolf en hembras): en ia formacidn de
estructuras como los digitos de! miembro; durante la metamorfosis de invertebrados, donde todas
las céiulas larvareas mueren para que los discos imagales proliferen y diferencien organizando al
organismo reproductor; etc. :

La reproducibilidad en tiempo y en espacic ¢on la que se lleva a cabo el proceso de
muerie oelular durante e! desarrolio,” ha dado lugar a la denominacion de “Muerte Celular
P cda” (MCP). Esta muerte natural de las células estd disefiada de tal forma qQue el

intraceiutlar NO se vierta al exterior, COMO OCUTe 6N ia Muerte accidental de algunas
céiulas ante condiciones nocivas extremas (@.g. necrosis), causando dafo al tejido adyacente vy, -
en el ismo adulto, inflamacién’.

- MCP también ocurre en el organismo. adulto durante el control de la masa celular de
algunos organcs como el higado, en el recambio continuo de aigunos epitelios, y en e
funcionamiento del sistema inmune. La reproducibilidad y precision del proceso de muerte en este
Cas0o estdn exclusivamente determinados por factores ambientaies, por 10 QuUe una denominacion
mds acorde es la de "Muerte Fisicldgica®. Sin embargo. la similitud entre el proceso de muerte en
ol embrién y el que ocurre en el aduito, ha llevade a usar ios términos de MCP y muerte fisiolégica
de manera indistinta. ) )

€1 control de la muente celular es fundamental, NO sSIO Por ias repercusiones drasticas si no
80 realiza adecuadamente durante el desarrolic, sino tambien porque la falta © exceso de muere
ocelular puede conducir a transtornes en @l Organisme aduito. Asi por ejempio, alteraciones que
induzcan muerte celular tuera de tiempo © de lugar producen enfermedades clegenerativas, como
ia enfermedad de Alzheimer © el mal de Parkinson, ambas asocisdas a muere neuronal, mientras
que una inhibicidn de la apoptosis puede ser critica en el surgimiento del cancer’.

7.2 Factores externos afectan /a sobrevivencias.

Dos mecanismos podrian desencadenar naturaimente el proceso de MCP. En uno de sllos una
sefial extracelular activaria @! proceso de muerte, mientras Que en otro, las sefiales extraceiulares
(i.e. factores de sobrevivencia) podrian estar impidiendo ia muerte de la céiula. Aunque como
VOremos mas adelante ambos MECanisSMEes existen en Organismos superiores, se ha propuesto
qQue la mayoria de las células estdn “listas™ para morir y Que requieren, por tanto, de la presencia
continua fa xtr lulares para promover su sobreviviencia®™. )

Esta hipdte: estd de acuerdo con lar idad de f es extracelulares provenientes
por ejempio, del suero fetal bovino, para mantensr en cultivo la mayoria de las células animales.
Ademis, si el factor de sobrevivencia resultara limitante, explicaria la muerte neuronal Masiva
durante el desarrolio del sistema nervicso, durante ¢ cual sobreviven s0l0 aquelias cuyos
axones slcanzaron su céiula blanco, proveedora de las sefisles necesarias para mantener vivas
a las neuronas; e! factor de crecimiento nervioso (NGF) panicipa en este proceso’. Iguaiments, el
tamafo de un érgano podria depender de factores de sobrevivencia limitantes, es decir, Que sélo
Un NUMerS limitado de células tenga acceso a elios: si 6l numero de células aumenta este valor, el
exceso -de células automidticamente muere. De hecho, se ha observado que si se induce

iaimente la proliferacion de hepatocitos. el higado aumenta su tamafio, mientras que basia
retirar la droga para tT.Jq ésle regrese a su tamaho on’?mll. de acuerdo con la presencia de un
_factor de sobrevivencia limitante para soportar el tamafio normal del érgano. Puesto que existen
factores de sobrevivencia para tipos celulares especificos, la muente tambien podria ser un
MeCcanismo para corregir errores durante e! desarolio. al eliminar de esta manera a las células que
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migraron hacia una regidn equivocada. pués no recibirian los taciores de sobreviencia que

necesitan. A

En consecuencia, se puede considerar que, al mencs en OrganisMos superiores, las
céluias necesitan de sefales de Oiras células para sobrevivir, de la misma manera que una célula
necesita sefales de otras células para protiferar o diferenciar.

2

1.3 Diferentes tipos celulares muerern mediante un / la apoptosis.
Aunque ho estdn aun totalmente esclarecidos los mecanismos ﬁuo controlan la MCE. $@ tienen
igentificacas caracteristicas muy particulares del proceso como tal, Que permiten identificar cuando
una cédluia estaé muriendo por MCP. Apoptosis (del griego arcaico apo-TEO-sis, Que se refiere a
ia “caids natural de !as hojas en ©1oAO") es un téMINO mMmecanistico de a MCP, que agrupa
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas particulares, que permiten distinguiria de la muene
necrética. Los primeros cambios morfoldgices incluyen la pérdida de los contactos celulares y
estructuras membranales especializadas (e.9. microveliosidades), asi como la formacion de
protuberanciss, ta! vez mediada por polimerizacidén de actina. Asociade a estos cambics, se ca
una disminucién de la turgencia, aparentemente debido a la pérdida de fiuido intracelular @ iones.
También hay una transiocacién de fosfatidil serina de la capa interna de !a membrana plasmatica
hacia ia capa externa, como consecusncia de un incremento de la flipasa. Por otro lado, ia
cromatina se condensa, se fosforila y desensambia la lamina; posteriormente se fragmenta el
NUCled, Mientras que ¢! reticulo endopiismico se dilata y forrma vesiculas que se fusionan con ia

membrana plasmiitica. Finaimente ia célula se rompe en varias vesiculas (llamados cuerpcs
intactos y fragmentos nucleares, los cuales son

apoptétices) que contienen Organelcs .80
1a dos. A nivel bioquimico ocurre una degradacion paulatina de! DNA caracteristica, Que inicia
con fragmentos de mas SO0 kb y eventuaimente gensra multimeros de nucleocsomas, como
consecuencia de la actividad de una endonucieasa Que se activa especificamente durante la
muerte®. Ademss se detecta actividad de transglutaminasa’ y una degradacidn especifica de la
enzima goh‘(ADP-ribosa) polimerasa (PARP), que participa en [a reparacion gel DNA™.

8 imporiante notar, sin embargo, Que no 10des (08 tipes celulares presentan todas las
caracteristicas antericres. Por ejemplo, hay cascs en los que no hay degradacion
internucleosomal del DNA, perc invariablemente ios organeios se mantienen intactos dentro de ics
CUSrpOs apoptidticos que son fagocitados por las células vecinas, ya que es condicion esencial

para que no $6 cause caho al tejigo.
1.4 La MCP es autdnomas y Ias cdluias destinadas a morir son potencialmente

funcionales.

A finales de 1a décaca de ics ‘80, la MCP se habia estudiado funcamenteaimente in vive
Y. PUSSIO Que en este contexto es dificil disociar la muerte celular del procesc de fagocitosis, liegd
& considerarse que !as céluias fagociticas eran las desencadenantes de la muerte, es decir, estas
células “asesinaban” a sus vecinas. Esia impresion ha resultade equivocada, ya que cuando se
ovita la fagocitosis, aun ocurre la muerte celular (ver més adelante). Asi entonces, la actividad
fagocitca resulta ser -un. evento tardio, SNCargado solo de eliminar ios cuerpos apoptoticos
resuitantes de la muerte celuiar. Lo anterior también impiica que la céluia Que va morir cuenta con
todos los eiemenrtos para su propia_destruccion, razén - por la que suele decirse que la MCP
ocurre por “suicidio”. No obstante, es importante sefalar que la MCP siempre es desencadenada
por la ausencia © presencia ce una sefal externa”.

¢LEs la MCP um mecanismo para eliminar células con carencias funcionales? Esta es ura
pregunta fundamentai e responder, especiaimente en ia muerte que ocurre durante el desarrolio,
pues podria ser que la muerte celular ocurriera como parte de un procese de “seleccion natural”
dentro del organismo. Los primeros indicios que ayudaron a8 responder esa pregunta provinieron
de estudics en el nemstodo Caenorhabditis e/egans en donde, gracias a que se conoce la
peneaiogia de cada céiula, fue posidle deterrninar si una ceélula destinaca a morr es capaz de
sustituir a su hermana funcioral. Por ejemplo, si con un rayo laser se destruye especificamente ia
neurona enrcargada del funcionamiento de la faringe en nematodos jSvenes (M4) en una mutanie
en la cual la mayoria de las céiulas Jestinadas a morr sobreviven, ésta se puede substituir al
menos la mitad de la vida de! organismo por su célula herrmana. originalmente destinada a morir.
Por io tanto, las células que se Mmueren de manera programada durante el desarrolio son capaces
de diferenciar y, consecuentemente, son potenciaimente funcionales.

1.5 Genes especificos codifican para los componentes de /la maqQuinaria de muerte

-



o Ahora es ampliamente aceptado que ia MCP es un proceso tan fundamental durante el
desarrolio embrionario como |a prolit ]

C : acion y ia diferenciacion celular, y se considera equivaiente
& un programa genético de diferenciacion, formando pane de un reperiorio de posibles respuestas
celulares a un estimulo externo. En algunos o8 ! ia la sir is de proteinas para

desencadenar ¢l proceso de MCP, como en las neuronas que requieren de NGF para sobrevivir,
pues bloqueadores de la transcripcion © la traduecion tienen un efecto protecior cuando son
cultivadas en ausencia de NGF". La activacidon génica (més que la inhibicién) es necesaria
también durante ia metamoricsis de Manduca sexta, en la Que genes especificos se inducen por
ecdisona durante la muene de ios musculos inte mentales®. Entonces. en similitud con la
activacion de varios procesos del desarolio, se considera que la activaciéon de ia muerte celular
puede involucrar la transcripcion de genes especificos. X

C. slegans ha sido un sisterna qQue ha permitido Ia identificacion de algunos de ios genes
NOCESArios, Y& S8a PAra promover © para impedir la muerte celular. De acue al evento que es
bloqueado por mutaciones espacificas en este organismo, se han definido cuatro fases dentro del
Procesc de muense: la determinacion de morir, ) # de la muerte, el ser engullidas por las

células vecinas, y finaimente la dogndaeién'do los cuerpos apoptéticos dentro de las células
fagociticas (Figura 1).

D= D= @ =) — &

ctivagion e ién @ llimiento én
WAVECIN  pigura T Eeacema de ind iases Gel proceso e WGP

Aunque se han identificado varioias genes en C. elegans ra ias fases de ejecucion,
enguillimiento y degradacion, |a naturaleza de las proteinas codificacas por los involucrados en las
Otmas dos fases se desconoce. Por otro Iado, mientras que 108 genes encargados de la
ojecucion, engulliimiento y degradacion de las células afectan casi t10d0s 108 lipos celulares, los
genes de determinacion afectan poblacionss particulares de células™. Un ejemplo de elic es ol

ne denominado Ces-2, que codifica para un factor de transcripCion Que participa en la muene
las neuronas motoras serotoninérgicas (NSM), ya que mutantes que pierden la funcion de
este gene tienen dos NSM extra en la faringe*™. §

La ejecucion del programa de muerte ha 8ido la mis estudiada y se_han identificado tres
&oms esenciales: Ced-3y Ced-4, en Cuya ausencia la muerte se evita, y Ced-9 que protege de

muerte provocada por el producto de Ced-3y Ced-4. Ced-8, que fue inaiments propuesto
como c‘i‘énn gen asociado al proceso de fagocitosis, pudiera ser otro componente de la fase de
ejecy , Y&

que mutantes en este gen tienen @l Mismo tenotipo que Mmutantes débiles en Ced-3
y rescatan e! fenctipo de mutantes débiles en Ced-9.

2. Las proteasas en la MCP.

2.1 Cilstein-proteasas que cortan en sspiértico son fundamentales paras le ejecucién de Ia
muerte: las caspasss. -
El producto del gen Ced-3 (CED-3)"™ presenta similitudes funcionales y estructuraies con
ia enzima interconvertidora de interieucina-1b (ICE?. una cistein-proteasa de mamifero T‘ cona a
SU SUSIrato en residuos de asparntico para generar |a forma madura de interleucina-1b (IL-1b)™. De
acuerdo al papel previsto de las mutantes en Ced-3 y la similitud de su producto con ICE, tanto
la sobreproduccion de CED-3 como la de ICE de humanto pueden Causlr apoplosis en
fibrobiastos de ratén™. La relevancia en vertebrados ce este resuitado se resaita por el-hecho de
que inhibidores especiticos de ICE son capaces de evitar la muerte de células destinadas a monr
© de aquellas que han sido sujetas a condiciones en Que Su sobrevivencia es limitada: por
} , la muerte’ de neuronas de polio desprovistas de NGF puede evitarse cuando el gene
(cytokine response modifier A?del virus de la viruela de la vaca, un inhibidor especifico de
ICE, se expresa en ellas™. Es decir, que tanio en organismos invertebrados como en
vertebrados. proteasas con similitud a ICE son fundamentales para que la MCP ocurra.

w
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La oroeima ICE se simtetiza cOM> zimopend., el Cual se Drocess poOr preiedlisis para
progdutir ur Sro9DmMINIC. Una SLDUNniSES larga (220) vy cira ¢ona (P10). conformanas ia proteina
activa el neersieitamero (£20/210), (Frg. 3) E! cone protedlitico ocurre atyacenie a :esiducs ce
aspantico. Dor I que $& "a supencc que ICE puece madurar por guxo?xiiisls"‘. De maners
angioga. CED-2 $€ auiOprocesa Dara penerar Lna Ciglein-proteasa activa™.

i Dien !a proteina CED-3 en C. e/egans es necesaria pDara ia mayoria Ce la muenlte cus
ocurre Curanie $u Cesarrclio. en mamilercs ICE no es suficienie ¢ inciusive nO es ia mis
impornanie. va aue & ratdn muianrie -zon ICE muic se desarrolla noma]m.mo. ias células Se
@85108 aniTales SON sUSCEDliDies Ce mMONr DOr ADORICSIS N Vilro. & excepcion de la muene
mediaca por Fas (ver mis adelanie)™ . Por tanio. olras Droleasas relacionacas con ICE
cebieran es:ar imvolucracas la activacion ce 1a muene. Neoc2 (cuyvo homologo en humand es
coONOCITo como /&M-T7), POr ejempio. €8 uUn homdiogd Capaz de ingucir AapOPICsSis al ser sobre-
expresac: en LiDTODIasios Se ra1dn, A gilerencia ce /ce. ¢! CEITON Ce expresictn ce Neodc2 Jduranie
ol desarrolic si coOTrelaciora con 20rnas Jonde ocurre MCP, comMo en el sisiema nervicss central y
@] Afon™. Un a2$DeCI0 int@resanie o8 !a regulacion ce NeoSZ/ch-7 &8 Que, DOr DrocesSamienio
diferencial ce! RNAM. s@ peneran SC$ iranscrilos, UM larpd denominado /ch-7L sue induce
ApOpPICSis. ¥ UNO cono Lamado /ch-1S5. diferente en amafic vy secuencia en iz region carbexilo
adyacenis a la secusncia calelitica QACRG, que prot ge muete inducica por susencia de
SUero™. Se ran Dlanleaco oS posibles Mecanismcs para explicar ¢l pape! ce ICH-1S: por un
lado, pudisra competir pcr 108 mismos Slances que ICH-1L U otres homologes, sere siento
incapaz ce comarics % oor cire lado. pudiers inactivar directamente 8 ias proisasas tipo ICE
uniénccse a ¢llas™”. Parecse mds protable ¢! sepuUNCS MEcanisMmo Propuesic, ya que se ha
observacs gue unD de ics 1ramscriics de! pene /ce (se han descrito al mencs cinco diferentes)

Ca Sa'a ura isoiorrma Cenominaca ICEe. cazaz e ersamblarse cor la subunicad 20 oe
ICEa. é Sererar Un Drogucto cataliticarnenie inactive™™.

118 aCiLaliSac s¢ rhan cescriio varios genes hormicioges a /ce. ICs cuales conservan ura
n?ien periamérica calalitica y som capaces ce intucir apopicsis cuande se sobre-expresan en
cdlulas en culiive: colectivamente ran sido cenominacas “caspasas”. De esics, el gen
denominass Cop232™, o Yams™™ pudiera ser uno ce ics mis ‘recuememente implicades en la
ejocucion e la muereEn la 1abla 1 se eniisian otrcs ce los genes descritcs. Haciendo un andlisis

NGLICS Se esta familia_ce cistein-proieasas se han subdividigo _an tres Qrupos: ia sublamilia
CED-3, ia sutfamila ICE vy la sublamilia NEDD-2 (figura 2). Todecs Ios miembsrcs ce las
subfarnilias ¢ Clerizaces Nasia ahora 56 expresan er un 8MpIio rangc de 1¢jicos y en cifereries
olapas ce cesasrolio”” . Entre las evidencias Gue indican que esies Droisasas tienen ur Sasel en
la MCP curamie el Cesarrolic embrionario estan: diverscs inhidicores e cascasas eviiarm a
BPOPIOSIS CE “e . TOMAs MDISTas CLaANSe se afasen a8 un cullivd primario Cesprovisto ce ‘aciores
tréfices, v coe 2] aSministrar €$1C8 INhiDICOres in OO & emDriones ce POIC. tambiénr se inhibe la
muerte raural ce ies meuromes MEeICras. as! coms la NMCP que ocutte en las regicnes
inerdigitaies SUuramte ia iormacisn de Ios miemdrest .
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1ICE-LAP3I/MCH3/CMH-1 (caspasa-7)
CPP32/ Y ANA (caspasa-3)
i - MCH2 (caspasa-6)

MACH/FLICENMCH-S (caspasa-8)
N MCH-4 (caspass-10)

ICERELIVTX/ICH2 (caspasa-5)
-[": ICERELTII (caspasa-4)

Subfamilis CED-3

Subfamilis ICE

ICE (caspasa-1)
1CH1 (caspasa-2) Subfamilia NEDD-2
ICE-LAPEMCHS (caspasa.9) ubfamifia -
Figura 2. Arbol evolutivo de las sublamilias de las caspasas.
2.2 Las caspasas pueden formar adas :- teoliti de regulacién.
f: on realidad las caspasas esién involucradas en la sjecucion de la muerte oceiula

r, 8 de
rars® Que ésias se activen en respuesta a un estimulo apopiético. YAMA, ICE-LAP3 y
MCH2, se activan por diversos estimuios apopiétices tales como la activacién de Fas, ¢
tralamiento con staurosporina (un inhibidgor de Prouln.s cinasas cde amplico espectro), © en
respuesia al tactor de necrosis tumoral (TNF-atla)*'.

Es posible imaginarse que ia ejecuciéon de ia muene se lleva a cabo a través de una
cascaca de proledlisis, ya que |as caspasas son también activadas por digestion proteclitica en
un shio adyacente 3 un aspértice. De hecho, CPPI2/YAMA es procesads activaca
directarnente por ICE®, y puestio que CPP32/YAMA no es az de procesar 8 ICE, existe una
cascada jerdrQuica en la cual ICE activa a CPP32/YAMA (Figura 3). Tal cascaca se observa
durante la muenie inducida por Fas, donde ia actividad de proieasss de la sublamilis ICE es
transitoria, mientras que la_activicad de proteasas de la sublamilia CPP32/YAMA se acumuia

raduaimente en el citoso!l. De acuerde con io anterior, inhibidores especificos para ICE bloquesn
muene inducida tante por ICE como por CPP32, pero inhibidores ogeocmcos de CPP22 sdlo
bloquean la muerte provocada por CPP32, mis no Ia inducida por ICE™",

estimulo
apopirdtico

Subfamilia S-m
ICE 10 -
- »o
C———— e > 520
. activacion ‘

Sébst‘u.%ilia =___=,—*§ R S ==—A "":

CPPR2YAaMa 1CE-LAP3 NMCH2

"

N
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Figura 3. Cascada de activacion de las proteasas: ICE activa a CPP32.

Otro caso Que sustenta la accion de una cascaca de protedlisis durante la MCP, es la
apoptosis inducica en ias células dlanco por las celulas T citotdxicas., mediante la exposicion a
riorina y Granzima B. CPP32/YAMA se procesa y activa por Granzima B, por Io que es un
re candidato para ser unc de sus sustratos fisiolégicos™.
2.3 Varios sustratos de las l- peran durante el apoptotico.
-AUn 80 sabe muy POCO respecio a los sustratos Ce las caspasas. Sin embargo, se hipotetiza
guo los cortes proteociiticos de susiratos especificos contribuyen al proceso apoptosis de
Herentes maneras, tal vez produciendc cambios en proteinas esiructurales, la activacion de
otras moi¢cuias efecioras como nucieasas, © la eliminacion de algun inhibidor de la magquinaria de
muerte. Suponiendo que el sustrato relevante s@ exprese de Mmanera tejido-especifica, es de
GSPOrarse que aigunocs de ios efectos sean especificos para Ciertos tipos celulares, sin embargo,
puesto que [a muerte tiende & ser similar morfolégica y bioquimicamente entre ios diferentes tipcs
?lulvg'ros_.épggzla predecirse que la mayoria de Ios sustratos son ubicuos y conservados durante
evolugidn™™.

PARP s una proteins cuya unica actividad identificaca es !a de participar en ia reparacion
del DNA. Se ha determinado gque en las fase tempranas de la apoptosis, PARP se corna en los
fragmentos ce 85 Kd y 25 Ka. Aunque aun ne esté muy claro cuales son las consecusncias de la
digestion de PARP, podria ser que ia pérdica de su capacidad reparadora cel DNA contribuyera a
ila apoptesis. De hecho, ceéivias Hela en las cuales experimentaimente se impide el
funcionamientc de PARP por medioc de la expresién de una variante dominante negativa (i.e. una
forma mutante que interaciua con ia proteina silvestre y la inactiva), se vuelven mis sensibles a
:POMOS inductores de muerte, y algunas |in inciuso sufren apopiosis esponténeamente™™,

© obstante, ®! ratén mutante nuio en Parp, aUn cuando se vuelve mis sensible al estrés
ambiental, se desarrclla normaimente™*, indicando que PARP no es desencadenante en ia
ejecucion de la MCP durante el desarrolio.

Sin considerar cud! pudiera ser la tuncién de PARP, es interesante que CPP32/YAMA es
capaz de corar a ta proteina en los fragmentos caracteristicos de 85 Kd y 25 Kd, a favor de
Que ests proteasa actua en la e final de !a cascada de proted! durante ia ejecucién de ia
muerie™. Puesto que CED3, ICE-LAP3, y MCH2 son también capaces de cortar 8 PARP, Ios
miembros de la subfamilia CED3 pudieran ser elementos reduncantes en esta fase de control.

La protedlisis podria explicar algunas de las afteraciones en el nucieo tipicas ce Ia
apoptosis. Por ejempio. la degradacion de las laminas podria producir los cambics observados
en la cromatina, debido a la pérdida de puntos de contacto con la matriz nuciear. En efecto, la

B1 se degrada durante la apoptésis™ y, como es de esperarse, inhibidores de la familia
ICE evitan tai degradacién, aunque la proteasa implicaca no es capaz de procesar a PARP.
Resulta interesanie que cuando se inhibe a la proteasa que degraca ia !amina, también se
detienen la condensacion de la cromatina dy la fragmentacion del nucleo que, como se menciond
anteriormente, son caracteristicas tipicas de la apoptésis™. Por otro lado, se encontrd qQue una
proteasa de 24 kDa induce la degradacidn internucl nal del DNA cuando se afiade a nuciecs,
y por tanto debe activar a una endonucieasa™. X

Por su parnte, la degradacion proteolitica por parte de ICE de actina y proteinas asociadas
a ella como ia fodrina™**, podria explicar algunos de los cambios en la membrana plasmética
CAaracteristicos de Ia8 apoptosis, como la formacion de protuberancias y la fragmentacion de las
células, eventos que dependen de la polimerizacion de actina. Los sustratos identificades se
esquematizan en la figura 4.
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Figura l: Esquema integrador de 108 sustratos descritos para las caspasas. Las flechas
)

CONGCIAN a la caspasa con su sustrato. ICE y TX/ICH2 son sustratos para ellas mismas. Las
fiechas que tienen su origen en la cg: de caspasas ndican Que $e dJesconoce identided
especifica de la caspasa involucrada. D4-GDI (inhibidor de la disociacion de guanina) ™; SREBP
eina que se une al slemento regulatorio de estercies)™; U1snRNP(ribonuclecproteina U1 de
OkDa) ™; mas detalies en el texto.

2.4 Bl protecosoma participas en ia MCP. .

Existen dos mecanismos nerales para la degradacion de proteinas dentro de la odlula
eucarionte. El primero es el sistema lisosomal, Que pri i|:.>.l|'|'\ol'no degrada las proteinas ingeridas
POr eNUOCitosis Mmediada por receptor por pinocitosis, r 10 cual dificimente pa ria
Procesos regulatorios ya sea citop sméot

rticipa on
O hucleares. o;%undo mecanismo s ia protedlisis
por un compiejo multicatalitico denominado protecsoma

] c e qQue requiere ubiquitinacion,
procesco dependiente de ATP, de las proteinas intracelulares %uo digiere.” L& ubiquitinacion
congiste en ia unidn de Ila ubiguitina, un polipéptidc de 76 aminoécidos, & una lisina
preferenciaimente dentro de la secuencia PEST. Esta reaccion es mediada por tres enzimas: E1.
qQue cataliza la activacion de la ubiquitina produciendo un imtermediario de atta energis; E2, que
trangfiere la ubiquitina activada de E1 s la ubiquitina-proteina-ligasa EJ; y la ligasa E3, que
cataliza la formacion de un enlace isopeptidico (enlace covatents entre @ carboxilo erminal de a
EI:SM de la ubiquitina con el amino ¢ terminal de la lisina) entre la ubiquitina y la proteina blanco.
liisina de la ubiquitina es a su vez ubiquitiada, NOrando uh COmMpPieio de. itinas

0 tIeMPO 88 CONOCe QUe & protecsoma

dog.da las proteinas mal estructuradas © mutantes, también puede degradar proteinas en buen
@stado y participar en procesos reguiatorios, como a proumggion de antigencs, la progresion
del cicio celular, la reguiacion transcripcional y la tumorogénesis™ . Recientemente se desarrollaron
inhibidores osroci!icos para el protecsoma que han permitido discemir el papel de este cormpiejo
en distintas funciones celulares, sin la interferencia de otras proteasas oMo calpaina.
Relevante al estudio de la MCP, es e! descubrimiento de que |la actividad del proteosoma es
NOecesaria para la progresién de |a apoplosis tanto en neuronas deprivadas de , COMO en

timocitos inducidos a muerte por diversos estimulos, como la radiacion y (a presencia de

ucocorticoides © ésteres de forbol. En ambos sistemas se observa que la presencia de
nhibidores especificos del proteosoma. como la lactacistina, inhibe tantc la digestién de PARP
como la activacion de caspasas. Estos resultados permiten especular Gue el protecsoma podria
participar en la regulacion de la muerte, tal vez degradando a un inhibidor de 1a apoptosis como

. PROTEASAS ’ o
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BCL-2, o bien activanco a caspasas mediante la degradacion de un inhibidor, de manera andloga
a la regulacidn descrita para NFkB*,

3. La familia gde CED-$/BCL-2
3.7 Bel-2 regula negativar 18 eje Ion cle Is muerte en sistemas diversos.
Como se menciond anteriorments en C. e/legans. Cec-9 antagoniza la funcién de Ced-3y Ced-4.
bloqueando la muerte celular. €l rapide avance en e! entendimiento de aiguncs de los posibles
Mecanismos de accion de Cec-9 se ha debido a la similitud en su secuencia con un proto-
oncogén denominado 8c/-2, el cual, a diferencia de ios oncogenes previamente descritcs, tiens la
icularidad de promover la sobrevivencia de las céiulas (ie. las hace independientes de
actores de sobrevivencia), manteniéndoias quiescentes en lugar de estimular ia proliferacion. 8Sc/-
2 es probablemente un gen humano homoiogo a Ced-9, ya Que la expresion de 8¢/-2 humano en
. C. elegans disminuye ia MCP*, y viceversa, la sobre-expresion de Ced-9 actua negativamente
sobre la muerte Je células de mamifero. Estos datos ademis sugieren que las moléculas con las
cuales interactuan para impedir la muerte estén conservacas evolutivamente. X
En los uitimos afos ha habdbido gran cantidad de repories demostrando la capacidad de
BCL-2 de inhibir la muerte en diversos tipos celulares y en respuesta a una variedad de
estimuics, con pequefas excepciones (Tabla 2 )*. La capacidad que tiens BCL-2 para
ir la muerte inducica por agentes tan diversos y las caracteristicas morfoidgicas de ia
ggptosis. estdn de acuerdo con la existencia de un mecanismo similar de MCP. BCL-2 parece
UEar la muerne en uN PUNtO temprand del Proceso, ya que en t1odos 108 Casos examinados
ninguna de las caracteristicas morfologicas de apoptosis se han cbservado (sin embargo, es
importante sefalar que el efecto de BCL-2 no o8 100% eficiente).

Causas 9o

8 QUITNIOT@TAD®LIICAS S
N gama
Calorico Deprivacion e glucosa
I3 aculovirus FIVacION 8 AciOres U8 Crecimiento
Cies reaclivas Jde oXigeno FIVACION J8 TACIOTes Neurotroticos
aclor de crecimiento ranftormante
c-Myc Algunas células 1 citolticas. |
actor @crcsis TUMOTal Ja. 0 —
i8S €N Cea-5 Je C. @/@Cans
aUsSas de Muerie No Prevenibles por -
URAas Celulas | CHOIOXICAS roteina b &miloi
ON Negaliva e Mocio Algurias neurcnas dependienies o6 CNTF |

mediaca POr comoiemento
abla <. Causa ® Muerte preven:dbies y NC prevenibles por <.

3.2 Bcl-2 se encuentra proponderantemente en /la mitocondrias.

CL-2 se encuentra principalmente como proteina integral en la membrana externa de la
mitocondria, aunque también se ha ocbservado en la membrana nucle @l reticulc endoplismice.
Por microscopia electrénica se ha determinado que BCL-2 esté localizada en parches, tanto en la

rana nuclsar come en @l reticulo endoplésmico. semejando la imagen proyectada por Iios
poros nucieares™*. BCL-2 tiere un dominio hidrotébico de 19 amincdcidos en su extremo
COOH-terminal, que sirve como anclaje a la membrana. La relevancia de la localizacion
mitocondrial de BCL-2 en su actividad anti-apoptética se pone de manifiesto cuando se del ia
regién transmermbranal (TM) de BCL-2. o que provoca que la proteina mutante se localice en el
citoplasma y disminuya su eficiencia para prevenir la apopiosis. Adermnis, si se sustituye la
reQidn TM Ce BCL-2 por la regién de iocalizacién especifica para reticulo endopiéismico de!
citocromo bS. pierde la capacicad de evitar la muere provocada por la ausencia de suero en
céluias ce rircn de perro, pero acorde a I0 esperado. Si se _substituye por la region TM de ia
proteina mitocondrial ActA, BCL-2 recupera su actividac. Sin embargo. en algunos tipos de
induccion de muerte es suficiente la localizaciéon de BCL-2 en el reticulo endoplasmico. como en la
muerte inducida por ia sobre-expresion de Myc en ausencia de suero de células RAT-1". Estos
resultados cenfirman sue 1a regidon TM es necesaria solo para la localizacion de BCL-2. y no para
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su_funcion anti-apoptética. Ademas sugiste que las molécuias con las cuales BCL-2 interactua
. para mediar su funcidn tienen que estar a su vez compartamentalizadas™. Durante el inicio de la
&poplosis hay una liberacion del citocromo ¢ (que normaiments se encuentra en_!a mitocondria) al
ctoplasma, asociada a la activacién de las caspasss. La presencia cde BCL-2 evita dicho
movimiento, pero si experimentaimente se afade citocromo ¢ al citosol, BCL-2 ya no pueds evitar
la muerte. Por ic tanto, se postula que ¢l mecanismo de accion de BCL-2 involucra la regulacion
del movimiento de citocromo ¢, tal vez bdloquenado ios pores a través de 108 cuales éste se
tra rta*®. Acorde a la‘estructura tridimensional determinada para la proteina homologa BCL-X,
(ver mas adelante), miembros de la familia de Bel-2 tienen la capcidad de formar canales en las
membranas similares a los que forma la t1oxina de diftérica, |cs cuales pueden permitir el paso de
iONes © servir como transportadores de proteinas como pudiera ser el citocromo c®.

El patrén de expresién de S8c/-2 durante el desarrolio del ratén, especificaments en el
sistema nerviosco” y en las extreamidades, esté de acuerdo con ia nocién de que BCL-2 tiene un
papel importante en la regulacion de la MCP. Por otro lado, en @i adulto se restring® su expresion
a 10jidos que requieren tiempos largos de sobreviviencia, como las células troncales del sistema
hematopoyético. las neuronas posmitdticas y !as de zonas proliferativas™. Por tanto, una
ganancia © pérdicda en la funcién de BCL-2 debiera manifestar alteraciones importanies en
ratones transgénicos. Efectivamente, la sobre-expresion de Sc/-2 en el sistemna linfoide extiende
la sobrevivencia normal de células B™ y produce linffomas™, mientras que !a expresion dirigida a
precursores neurcnales aumenta en un 30% el NuMero de neuronas generado en el ratén adulto,
t:mo on @l sistema Nervioso central como en el perilérico™. Sin embargo, rio a o esperado,

cCONtra:
ratén transgénico homocigoto en un Bc/-2 no funcional completa el desarrolio o,
reSeNtando . apoptosis

embrona
masiva s6lo en ol Mo y el bazo, 8 pesar de qQue el inicio de la
matopoyesis es normal™.

3‘33. Miermbros de ia familia de Bcl-2 actuan tanto negativemente como

positivamente.
Nna explicacion a esia aparente irrelevancia de Bc¢cl-2 durante el desarrolio embrionario es que en
osla etapa se expresen genes homodio|

que esién sustituyendo su funcidn, o bien, puesio
ahn Bel-2 se aisld originaimentede céiulas de! sistema inmune, que existan variantes para
orentes tipos cCelulares. D CLIRY | i

Y e hecho, exi o8 Qenes ©on similitud estructural que han
permitiso establecer una familia de proteinas relacionadas. Uno de elios es Bc/-x, que se identificéd

1 Y

on polic mientras se buscaba el homologo al Be/-2 de mamifero. Bel-x presenta 74% de identidad
con B¢cl-2 y mediante el procesamiento diferencial de su RNAmM produce dos transcritos, .uno
lamado Bcl-x, que también protege de apopiosis en ausencia de factores de crecimiento, y otro

denominado Bcl-xg, Que promueve la apoptosis y contrarresta 1os efctos inhibitorios mediados
por Bcl-2y Bel-xg ™. -

A diferencia de Bcl-2, Bcel-x; se expresa de manera abundante en el sistema nervioso
central del aduito. Eil RNAmM de Bcl-2 se induce de 6 a 12 horas después de un estimulo
mitogénico en linfocitos, mientras que ¢! RNAM de Bc/-x. se activa mas temprano, durante ias
primeras 6 horas de ia induccion™. La disrupcién génica de Bcl-x; en ratones transgénicos
confirmé que Bcel-xp y Bel-2 tienen papeles cualitativamente diferentes en el desarrolio, ya Que en
ausencia de BCL-X|_ e! desarrollo se detiene en ¢l estadico E13 con abundante muerte celular en
los sistemas nervicso y hematopoyético™.

MCL-1 y A1 sOn proteinas con similitud estructural & BCL-2, cuya expresion auments
cuando se induce ia diferenciacion de células mieloides. La proteina MCL-1 es considerablemente
més grande que BCL-2, pero en el extrermo carboxilo tiene un trecho de 139 aminoacidos con un
35% de identidad (59% de similitud) con BCL-2, mientras que en el exiremo aminc-terminal
contiene secuencias PEST, sugiriendo que pueds ser blanco de degradacion, provocando qQue su
vida media sea muy corta. Parece también que MCL-1 se localiza en las membranas
intraceiulares de manera similar a BCL-2, y s capaz de retrasar la muerte inducida por activacion
de Mgé (ver mas ad nte). Por su parie, Al codifica para una proteina que tiene una identidad
oon L-2 del 40% en una regién de BO amincdcidos hacia el extremo carboxilo, pero que
dificiments se anclaria a la membrana, pués tiene un residuc cargado en la regién que
corresponderia a ia porcién hidrofdbica de anclaje’*. R i

En la busqueda de proteinas que interactuen con BCL-2 se han aislado otros miembdros
de ia famitia . La proteina BAX coprecipita con anticuerpos contra BCL-2 y al igual que BCL-Xg,
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promueve muere celular interfiriendo con la actividad de BCL-2. BAX tiene 21% de identidad
(43% de similitud) con BCL-2 y. aunque también se producen varios Iranscriics, 5108 parecen
generar productos que comparten la habilidad de impedir ¢! efectc de BCL-2™. Ratones con
mutantes nulas en Sax presentan displasia de timocitos y células B, asi como un exceso de

de la granulosa en ios foliculos de 108 ovarios, 10 cual demuestra QuUe €S NECESAaria su
presencia para la MCP de esas células. Sin embargo, ics machos son estériles debido a que ia
eSPOrMmatogénesis se detiene. acumulindcse células germinales prameidticas, las cuales mueren
on o adultc. En comparacion a la MCP que ocurre durante la espermatogénssis en e! ratén
silvestre. en el ratén mutante se presenta mayor MCP, o que sugiere que BAX podria tener un
ofecto anti-apoptético en cierio contexto celular™.

De manera similar a BAX, BAD tiene ia capacidad de unirse a BCL-2, aungue su afinidad
por BCL-X| es mayor. La actividad de BCL-Xg, BAX y BAD establece que no todos ios
miembros de la familia actuan evitando la muerte, sinc que alguncs pueden regular la apoptosis
POr Un antagonismo tuncional, como se describird_mis adelante. Por medico de alineamientos
muiltiples de i0s miembros de la familia de BCL-2 se han identificado cuatro regiones
conservadas, denominadas regiones de homologiaa BCL-2 1,2, 3 y 4 (BH1, BH2, BH3 y BH4).
Esto ha permitico la utilizacion de cligonuciedtidos degenerados complementarios a ias regiones
conservadas para amplificar secuencias relacionadas por medio de |a reaccién de polimerasa en
cadena (PCR). De esta manera se aislaron Bc/-w y Bak (Bcl-2 antagonistkiller); el primero
muestra un aito grade de similitud a Bc/-2 y también promueve la sobrevivencia®, mientras que el

1 funciona como un inductor de la muere™". Todos los miembros anti-apoptéticos de la
familia contienen el dominic BH4, que se encuentra tipicaments en el extremo amino terminal; en
cambio, los miembros de ia familia pro-apopiéticos, a excepcion de Bcel- x,, carecen de este

0.

3.4 Los miembros de Ia familia de Bcl-2 interactian entre si.
Los experimentos de mutagenesis en ios dominios BH1, BH2, BH3 y BH4 indican que esios se
requieren para la interaccion entre distintos miembros de ia familia de BCL-2 u otras proteinas, y
tiene efecics funcionales imponantes. Por gjemplo, BHY1 y BH2 son funcamentales para i
mayoria de las interacciones entre ics miembros de esta familia; la region BH3 de BAX, por otro
lado, @8 suficiente para inducir Ia muerte, mieniras Que la regidén B4 de BCL-2 es indispensable
ara proteger. aun cuando no se requiere para dimerizar con BAX © BCL-2"°. A pesar de la
ia en la secuencia de los dominics BH1 y BH2, éstos confieren una especificidad de
interaccion, &/l Qque no toda combinaciones de heterodimercs entre las moléculas identificacas
es posible. " Nies estrategias experimentaies se ha estudiado ia interaccidon de
ios diferentes miembros de la familia BCL-Z2, Gue se resumen en la Tabla 3.

BAD es el unico miembdbro de la familia que no homodimeriza, Io que sugiere que su funcidn
es competir por los protectores de muene BCL-2 y BCL-X|, quiza aurmentando las
concentraciones de BAX y BAK. De hecho, experimentos in vitro han demostrade que BAD
interactua con ! heterodimero BCL-X /BAX, desplazando a BAX y permaneciendo asociada a
BCL-X ™. En este contexte, BAD tuncionaria como un inductor de muerte at liberar a las

roteinas BAX ;( BAK, que homodimerizan y matan. Aunque aun no se sabe si Ios proteciores

CL-2 y BCL-X|_ actuan mediante ia interaccién con blancos bioquirmicos particulares o por
bioquear la accion de BAX y BAK. ia cinética de dimerizacion de BAD sugiere que BAX y BAK
son las proteinas efectoras y que BCL-2 y BCL-X_ protegen al impedir su accién. Experimentos
de mMuiagénesis apoyan también esta nocion, ya que mutantes cde BCL-2 que pierden ia
capacidad de interactuar con BAX, pero que siguen teniendo la capacidad de homodimerizar,
umbi‘ngiord.n la habilidad de bloquear la muerte™". En ¢! futuro serd fundamental entender cual,
si BCL-2 o BAX, es !a proteina efecicra de tal forma que el heterodimerc secuestire a la
responsable ce interactuar con la maguinaria de muerte. Sin embargo, también es posible que el
heterodimero sea e complejo efector.

—

l interacciones Entre Miembros de

| 1 BCt
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Figura S. Esquemna de las lmcneeionos‘ a‘l‘:".l"l'l‘lg’. :r'mo los miembros de la familia de BCL-Z.

3.5 Proteinas dlv.m. intersctdan con la familis de 8cl-2.
de la i6n BH3 de BAX ra inducir a optoolt. otrao

Considerando la impornancis rogQi pa
proteinas con nto dominio rian tener la misma actividad. NBk se asocia a vu as g_r'on
muenes, como 15kDa E18, BCL-2 y BCL-X_ . aun cuando no tiene las regiones y H2
Puesto que NBk sdlo comparte homologia con ¢! dominio BH3 y tiene la habllmc de inducir
muerte celular, es posible que en esa region resida la actividad 80. provoca la muerte’.

Hay otras proteinas qQue también interactuan con BCL-2, Que noO tienen secuencias
nlaeionad.s a ella. Tal o8 ¢! caso de BAG, una proteina que cuando se sobre-expresa protogo

z se une a BCL-2. Dentro de su estructura, resulta interesante una que

prounu €6% de identidad con proteinas tipo ubiquitina, incluyondo Ia lisina & la se une

ntemente otra ubiquitina, que sugiere qQue podria ser degradada por el protecsoma
(descrito anteriormente) Es posible nma inarse que la interaccion con BCL-2 la estabdilice, o
cual & su vez permite ospocular que L-2 fodnn funcionar estabilizando proteinas cuya

s especulativa aun podria ser que la region

funcion sea evitar ia muerte. - Una hupotosas m
homdioga a ubiquitina sirva para acercar al heterodimero BAG/BCL-2 a un compiejo de proteasas

involucrado con ia rogullcaon do la mucn.. del tipo discutido en a seccion del protecsoma.

11



U/

De las proteinas descritas que se asocian a BCL-2, las mas interesantes son R-RAS y
RAF-1, ya que permiten establecer ura conexion entre las sehales extraceiulares mediadas por
factores de crecimiento © citocinas y la maquinaria de muene. La interaccion de R-RAS con BCL-2
ocurre 1ante in vitro como in vivo™ ', y se ha cbservado que ia expresion de A-Fas antagoniza la
habilidad de BCL-2 de blogquear la apoptosis™™. Sin embargo, la versién oncogénica H-RAS
protege de muerte, Io cual también resulta interesante por la capacidad de H-RAS de regular
varias vias de transduccion de sefigies.

Aunque 8un no_esié claro el mecanismo de accién de BCL-2, parece funcamental su
interaccion con RAF-1. Esta interaccién es relevante para transiocar a RAF-1 a ia mitocondria, ya
qQue si a RAF-1 se le afiade una secuencia de sefal de anclaje a la mitocondria adquiere a
habilidad de evitar la muerte en ausencia de BCL-2, lo que no sucede si se ie pone una sefal de
localizacidén a la membrana plasmitica © si se mantiens en el citoplasma. Por io tanto RAF-1
ﬁdcgg_tonor sustraios fosforilables localizados en la mitocondria, involucrados en el control de la

3.6 Miembros de la familis BCL-2 se modifican postraduccionalmente.
La fosforilacién es una de las principales modificaciones postraduccionales qQue regulan la
actividad de las proteinas. En el caso particular de BCL-2, aun 88 un poco controversial ! efecto
guo tiene la fosforilacidn, pues tiene un efecto tanto en su activacion™ como en su inactivacion™.
in embargo. esiudics de mutagénesis donde se elimina la regidn fosforilabie de BCL-2,
muestran que la fosforilacion tieme un efecto inhibitorio, ya gue su transfeccion en timocitos
estmula ia sobrevivencia celular, mientras que la proteina BCL-2 silvestre no es capaz de
haoerio, pues se fosiorila en el interior de la célula. Se desconocen aun las cinasas y fosfatasas
implicadas en esta regulacion™, .

BAD es otra proteina cuya actividad se regula por fosforilacion. En ausencia del factor de
sobrevivencia IL-3 BAD se desfosforila. 10 que ie permite asociarse & BCL-X, en la mitocondria y
promover la muerte. Cuande BAD estd fosforiiada se encuentra en el citoplasma asociada a a
!:rot.ln- 14-3-3, Que se une a proteinas fosforilacas en serinas, y pierde la capacidad de
ntractuar con BCL-X,. RAF-1 no es !a enzima responsable de inactivar a BAD, va que Ia fosforila

" en sitios diferentes a ics observades in vivo; sin embargo, RAF-1 pudiera fosforilar y activar en

la mitocondria a la cinasa responsabdle.

X La protedlisis podria ser otro mecanismo postraduccional para regular Ia actividad de los
miembros de 1a famiiia de BCL-2. Durante la progresion del SIDA, los timocitos CD4 mueren por
apoptosis como consecuencia de |la actividad de la proteasa de HIV. pues degrada a BCL-2
generando dos fragmentos inactives. Resuita interesante que el sitic de corte se realiza
adyacente a ia fenilalanina 112, pues este residuc estd conservado a o iargo de la evoiucion en
todos los homologos de BCL-2, inciuyendo CED-S. Esto sugiere que ia protediisis podria ser un
mecanismo de acltivacion de la apoplosis considerando, ademas, que BAX no tiene conservado
€80 residuc ni es conada por la proteasa de HIV=",

3.7 La familisa cde BCL-2 parece actuer arriba de Ias l- on la da de muerte.

Ya Que en C. e/egans basia ia presencia de CED-9 para que las proteinas CED-3 y CED-4 no
provoquen la muerte, 8s posible que Ced-5 se encuentre arriba que los genes Ced-3 y Ced-4
en la cascada gendtica. Por cotro lado, la sobre-expresion de Ced-3 provoca ia MCP sin
necesidad de que Cec-4 esté presente, mientras Que la MCP inducida por la scbre-expresion de
Ced-4 cepende de la funcion de Ced-3; estos resultados sugieren que Cecd-< actua arriba de
Ced-3 en la cascaca, © bien que aciian en paraielo, pero que CED-3 posee mayor habilidad
para matar. Puesto que CED-4 parece facilitar la inhibicion de CED-2 por CED-¢. es posidble que
CED-9 actie negativamente sobre CED-a™*. Dacas las anralogias entre los genes ce C.
slogans vy los genes de mamifero, se esperaria Que BCL-2 actuara sobre la regulacion de ia
familia ICE: esta idea estaria de acuerdo con el hecho de que las proteinas de la familia BCL-2 no
tisnen una actividad enzimitica asociada. Una evidencia a favor de esta hipdtesis es que la
sobre-expresion tanto de Sc/-2 como de Bcl-x; en células tratatadas con staurosporina (inhibidor
de protein-cinasas Gue activan ia MCP) evita la activacion de CPP32/YAMA y ICE-™". Otra
evidencia mas contundente Que |la anterior es que. en UN SisteMa in vilro consistents de nuclecs
de células Hela v extracios de Xenopus /eavis Que tienen una actividad tipo ICE, BCL-2 es
capaz de detener el procesc apopidlice siempre v cuando se afacda antes de la activacion de la
caspasa. Después ce este punio. $6lo los inhibigores cde ICE pueden bloquear el proceso
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Stico. La diferencia en la cinética de inhibicion de ICE por BCL-2 ¢ sus inhibidores en estos
experimentos indican que BCL-2 no actua directamente sobre ICE™. En Ia figura 9 se
_esquematiza la cascada de muerte Que $@ ProPONe en Ia actualidad.

4. Otros reguladores positivos y negativos de la MCP
4.7 Cod-4 intersctua con miembros de las familia Bel-2 y |a familia de las caspasas.
El gone Cec-4 de C. e/egans, que como Ced-3 actua positivamente sobre la MCP, codifica para
una proteina cuya funcion se desconoce, aunque dos regiones de la proteina presentan ciera
con dominios de unidén a calcio™; ademas. en similitud con la funcidén dual de otras
proteinas de la maquinaria de muerte, también existe un .producto mas largo a! descrito
wmg (CEDA4L), generado por procesamiento diferencial del RNAmM, que inhibe la muerne
o . AUn Nno se han encontrado genes homéiogos en otras peci pero deben
oxistir, ya que la sobre-expresién de Ced-4 en céluvias de mamifero causa apoptosis inhibible
por la proteina BCL-X, y xpor inhibidores de caspasas. La proteina CED-4 interactua con las
Erotom-s CED-9 © BcL- . por medio de los mismos dominios que les permiten interactuar con
U otrcs miembros de la famiia, asi como con las proteinas CED-3, ICE o FLICE. La
interaccion de CED-4 con miembros de |a familia de 1as Caspasas y con miembros de ia famiiia de
BCL-2 ocurre de manera independiente y simultdnea, de tal forma Que actua como un eslabén
que fisicamente une a las dos grandes familias de proteinas. Dentro de células de mamitero
también se ha encontrado una asociacion entre las proteinas BCL-X, y ICE, indicandeo que debe
haber una proteina conectora equivaiente a CED-4™".

Las interacciones moleculares descritas anteriorments ocurren _en la mitocondria, pues Ia
proteina CED-4 'se observa difusa en el citoplasma si no hay CED-9, mientras que en su
presencia se localiza en parches en la membrana mitocondrial*. Considerando estos datos se
establece el siguiente paradigrma: por un iado CED-9/BCL-2 se encuentra en Ia mitocondria y se
unen & CED-4 vy, puesto que la unién de CED-9 a CED-4 no impide la interaccion con CED-3,
CED-4 podria arrastrar a CED-3 a la mitocondria. Es posidble también que |a unién de CED-4 a
las caspasas induzca su activacién, a mencs de que CED-9 esté simulténeamente unida al

l‘.zugél’;domlnlo de muerte” (DM) es caracteristico de alguans proteinas activedorss de
[ ,
Reaper (Rpr, head involution defective (Mid) y Grim son %ncs que, mediante andlisis genético,
mostrado ser r ios y suficientes para inducir la MCP durante el desarrollo embrionario
de Drosophila melanogaster. Los genes Hidy Grirm codifican para proteinas cuya secuencia no
tiene similitud con las reportacias a la fecha y se desconoce su mecanismo de accién. RPR, por
otro lado, no forma parte de la maquinaria de muerte. ya que células carentes de Apr aun son
capaces de morr pOr apoptosis en respuesta a dosis allas de rayos X. Durante ia
embriogénesis, ¢! patrdn de expresion de los tres genes coincide con zonas de muerte ceiular; en
particular, Spr y Gnm se expresan en las céluias destinadas a morir horas antes de que se
observe algun rasge de apoptosis, y basta su presencia en embdriones Iransgénicos para inducir
muerne ensivarmente, siendo GRIM capaz de inducir ia MCP en la stapa de desarrolio mas
temprana. Considerando estos catos. y puesio qQue |a carencia de Apr © Gnrim evita |a muerte de
diferentes tipcs celulares v en diferentes etapas del desarrolio, se postula que funcionen en la
iniciacion del prop%r‘-m- de muerte, en UM PUNtS convergente de diferentes vias de activacion™. En
concordancia RPR, HID y GRIM participan mas arriba en !a cascads Que las caspasas. ya qQue la
muene inducida por estas proteinas se prolege pPor inhibidores de Cistein-proteasas, como
PAS™E.=~. Es108 tres genes se encuentran ocalizados en una misma region en el cromosoma, se

Den en una Misma direccion y comparen similitud en los primeros 14 residuos del extremo
amino, siendo mas parecidos Rpry Grirm entre si™™. :

Rpr codifics para una proteina citoplasmica, para ia cual no se han encontradgo homologes.
aunque tiene cierto parecido con un dominio, consistente de aproximadamente 70 aminodcidos,
conocido come e! "dominio de muene” (DM). E1 DM se encuentra en proteinas de mamifero,
muchas ce las cuaies también participan en ia activacion de la muerte, tales como Ios receptores
membranaies TNFR-1, Fas/Apo, CD40 y el de baja atinidad para NGF (p75NGFR) TNFR-1,
Fas/Apo, y CD40 cormparten la cualidad de inducir apoptosis cuando son activados por la unidn
de sus ligandos o anticuerpos agonistas. mientras que p7SNGFR transduce ia senral cuando su
ligando no estd unide™ . El DM de estas proteinas media la cligomerizacidén de los receptores y

-
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es esencia! para la induccion de la muene, y& Que mutaciones en esta region abolen ambas
actividades. De manera andloga, la activacién de RPR involucra una cligomerizacion®’.

Poco se sabe aun de la cascada de transduccion activada por los recepiores
mMeNncCionados, pero @ han caracterizado algunas proteinas citoplésmicas que interactuan con
alios en respuesta a ia unidn det ligando. Es interesante Que estas proteinas tambdién posean un
DM, 3 Que sea precisamente por medio del cual se unan a Ios receptores. Las proteinas
FADD/MORT 1, RIP, TRADD y FAF-1 se asocian a los receptores TNFR-1 y Fas/Apo y son
capaces ds inducir muerie cuando son sobre-expresadas’. ;Coémo la interaccion de los DM
conlleva a la activacion bioquimica de la apoptosis? @8 un pregunia cuya respusstacomienza a
aclararse. La primera enzima descrita hasta el momento que contiens un DM es la cinasa DAP,
que también activa la muerte cslular y la reduccion de su expresion confiere resistencia a las
células que son sensidbles a interferén-gama’™,

4.3 Proteinas adaptadoras conectan a las proteinas que contienen DM con las caspasas.
Puesto que ia sehal para morir © vivir proviene del extenor de la céluia, deben existir proteinas
adaptadoras que conecten las vias de transduccion con ias caspasas. 8 componeénte efector
mas importante de ia maquinaria de muerte. Por esta razén resulta importante el descubrimiento de
ia proteina RAIDD, ya que contiene en su extremo carboxilo un DM que le permite unirse al DM
de la proteina RIP_(mencionada anteriorments), y en Su extremo amino una secusncia homdioga
al progominio de ICH-1 y CED-3. Esta regidn le permite asociarse al mismo dominio de ICH-1y a
D-3, sirviendo como un adaptador direcio entre las proteasas de muerie y e compiejo de
proteinas con DM gue se asocian en respuesia a la unién de TNF y el iigando de Fas™™.

Una conexion directa entre las proteinas corn DM y las caspasas la establece ia proteina
MACH/FLICE, ya que ademas de unirse directaments 8 FADD/MORT1, tiene en su extremo
carboxilo una regidn homdioga al dominio catalitico de las caspasas. En similitud con las caspass,
MACH/FLICE también requiere ser procesada para activarse, degraca &8 PARP y es inhibida por
inhibidores especificos para caspasas. Por otro lado, en XtremoO amino presenta regiones de
homologia con FADD/MORT1, distintas a! DM, por medio de las cuaies se une a FADD/MORT 1
on respuesia a ia activacion de Fas y TNFR-1. De manera interesante. MACH/FLICE se produce
on varias isoformas, tal vez mediante procesamiento diferencial del RNAmM. Aigunas de las
iscformas (MACH3) carecen de! sitio_catalitico, interactGan con la isoformas completas (MACHa)
y evitan la progresién de !a muerte. Estas isoformas podrian constituir un Mecanismo para auto-
protegerse ce la citot dad mediada por TNF y Fasl, y puesio que las diferentes isoformas se
expresan en diferentes tejidos y a diferentes niveles, pudieran contribuir a ia respuesta tejido-
especifica a estcs ligandos™™.

4.4 /AP y DAD-1 son dos grupos de proteias que inhiben is apoptosis

Las proteinas dencminacdas IAP's (proteinas inhibidoras de apoptosis) son proteinas
originaimente identificacas en e! baculovirus que bioguean la muerte provocada por diferentes
estimulos apcidticos, de manera Que Ios miembros de esta famiia podrian actuar en un punto
comun entre las diferentes vias de activacion de la muene. En Drosophila se han identificado dos
genes, denominados DIAP1 y DIAP2, cuya activigad protectora se demostrd al expresarias en
moscas tranggénicas, donde evitaron tantc la MCP, como la muerte provocacda por ia sobre-
expresion de genes que Matan. come Rpr o Migf. En mamifercs se han identificado dos genes de
humano que codifican para proteinas semejantes a |IAP, denominadces Mlip™ y Niap, capaces de
proteger de la muerte inducica por varios estimuios, asi como por ia sobre-expresion de /ce
cuando son transfeciacas a células en cultivo. De estos genes Niap es mis interesante pues es
la causa gendtica de la Atrofia de! Muscuio Espinal. enferrnedad en ia cual se mueren por
APOPIOSisS Neuronas MOloras. y $6 encuentra 8soCiada a un gen recesivo por io cual se
consideraba que un factor inhibilorio cdebiera ser responsable de la enfermedad™ ™.

Los miembros de la familia 1AP tienen en la regidn N-terminal dos repeticiones,
denominadas regiones BIR, separacas por secuencias de tamafc variable y con poce similitud,
por o que se suUPUSO Que ia actividad proteciora de estas proteinas podria residir en estas
regiones. Efectivamente, e extremo N-terminal de DIAP1Y es suficiente para proteger de la muene
provocada por multiples estimulos®”.

. El gen Dac-1 es la causa gendtica de la inmortalizacion de una linea celular de hamster,
qQue tieme una mutacidén termosensible Que provoca la apoptosis cuando se cultiva a la
temperatura restrictiva. La proteina DAD-1 es higrofdbica y se expresa de manera ubicua.
También se encuentra muy conservada en la evolucion, ya que se han identificado homoiogos en
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otros mamiteros (c.g. humanoc), sapos, nematodos e incluso plantas, con altos porcentajes de
d (mas del 90% entre vertebrados y del 60% con plantas). Ademis, son funcionaimente
:gulv.lorjngs. ya que |a expresion de Dac-1 de humano en C. elegans previene la MCP con la
eficiencia que e! gene endoégenoc (ce-Dad- 7). Reciprocaments, ¢! gene ce-Dad-1 rescata a
. lalinea mutante de hamster de manera equivalente que los genes de vertebrados. El mecanismo
bioquimico .‘Por ol cual DAD-1 actua es desconocido, pero dado su caricter hidrofobico, debe
roer su efecto en un comparimiento membranal. No parece tener un efecto en la expresion de
2 y ™as bien podria participar en un punto posterior en la cascada de muerne, ya que ia
sobre-expresion de Bcl-2 no rescata a la mutante termosensible de hamster. Puesto qQue todas
las proteinas DAD-1 descritas tienen dos aspirticos conservados, se postula que DAD-1 podria
SOr SUStrato de ias caspasas y Que, por ser un factor de sobrevivenicia, su digestion
denaria la muerte celular™ -

4.5 Los virus contienen genes controladores de ia MCP.
Nomaimaente, las células del sistema inmune detectan y matan a células infectacas, de manera
qQue resulta convenients para la propagacién de un virus, por ejemplo, poder blogquear la
apoptosis. Por 10 tanto, no es de sorprender que algunos virus tengan en su genoma
contrapartes de BCL-2 que les permitan mantener vivas a las células. puesto que son las
fabricas para producir su progenie. Tal es el caso de la proteina E1B de 19kDa de adenovirus,
Cuys expresion se requiers para inhibir la apopiosis curante la infeccion viral; ta proteina es
de inhibir la muerne inducida por TNF y Fasl, interactua con BAK™, y se observado que
bloquea Ia activacion de CPP32/YAMA, Los virus llamados Eipstein Barr y el de !a fiebre africana
de puerco (ASFV) tienen genes homdlogos a Bc/-2, denominados BHRF-1 y LMWS-HL,
respectivamente. De esiCs, s¢ ha demostrado Que BHRF-1 es capaz de prevenir 1a muene’.
. Los virus aibergan otros tipos de proteinas %uo también tienen ia capacidad de bloQuear
* s muene, como las proteinas de Baculovirus p35 e |AP's (mencionadas antoriorrncmo). La
roteina p35 es de particular relevancia, ya que es capaz de bloquear la muerte en mamiferos,
NSOCtOs y nemitodos (@.0. rescata las mutantes Ced-9 de C. e/egans®™), sugiriende que las
moléculas blanco con las qQue interactua estan conservadas evolutivamente. De hecho, actua
comd un inhibidor compaetitvo de miembros de la i Ias Caspasas, QuUe COMO 8@ reViso
anteriormente, efectivamente estin conservadas evolutivamente. La proteina p35 se digiere por
las cistein proteasas en 2 partes, una de las cuales s& Mmantiene unida formando un complejo
ICE/p3S estable ™, y de esta manera evita Que |a caspasa puedca degradar otro sustrato.
€l virus HIV que provoca el SIDA ha adquirido una esirategia unica pars multiplicarse,
utilizando 1a apoptosis. Induce la muerte de células T mediante la proteasa que digiere a BCL-2
(descrita anteriormente), con o cual provoca el engullimiento de cuerpos apoptdticos por parte de

monocitos y macrétages, 10s cuales se convierten en células infectacas créonicamente por ¢l DNA
viral. Los monocitos y macrélagos infectad: sirven COMO reservorios y transportadores del
genoma del HIV a érgancs distantes del paciente®.

S. Sefiales que convergen en la maquinaria de muerte. 3 e
8.1 Los factores de sobrevivencia usan vias de transduccidn La fase de activacion de la
MCP es un proceso que. en similitud con los Mmecanismos de activacion de la diterenciacion y la
proliferacion, es muy variado y especitico para cada tipo celular. Esto es evidents, no sdlo por la
carencia de mutanies en esta fase en C gans que atecten ia muerte celular en general, sino
-l variedad de factores descrilos, principaimente en mamiferos, capaces de provocar ©
prevenir la MCP. Estos factores inCluyen componentes de la matriz extracelular, contactos
celulares y factores difusibles proteicos © no proteicos, cada uno de 108 cuales transduce sefales
al interior de ia célula por rutas muy particulares mediadas por sus receptores. No obstante,
independientements de la diversidad de estos activadores (o inhibidores) y las sefales
intracelulares generadas, ¢1los tienen Que actuar ya sea sobre i1a maquinaria @jecutora de! proceso
apotdtico como tal o sobre sus reguidores direcios. Asi entonces, con base en 10 descrito en las
T secciones anteriores. es tactible que las sefaies de activacion recaigan en miembros de la familia
de ICE/CED-3. componente fundamental de la maquinaria ejecutora, © en miembros de la familia
de. BCL-2/CED-9, regulador predominante de |la maquinara de muerte. La mayoria de Ia
informacién sobre las vias de activacion de la maquinaria de muerte. asi como del posible
mMeCcanismo bioquimico por el cual actta. se ha obtenido con modelos basatios en ceélulas del
adutto, principalmente del sistema inmune; por io tanto, l'a mayoria de fa informacion que se
expone a continuacion No necesariamenie ocurre también durante el desarrollo.
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Muchos taciores de sobrevivencia activan recepiores que tienen actividad de tirosin-
cinasa, (o cuales inician una cascada de transduccion de la sehal que involucra fosforilaciones
sucesivas. En esta cascadas (GRB2-SOS-RAS-RAF-MAPK's) por io menos RAF-1 parece ser
importante pues interactua directaments con BCL-2, como se menciond anteriormente.
Altermnativamente a esta via se ha demostrado que e! receptor 8 |GF-1, con actividad de tirosin
cinasa, transduce su sefial de sobrevivencia a través de una cascada que involucra a la cinasa
Pi3 y a la cinasa denominada Akt; la expresién de Akt exdégena incrementa la sobrevivencia,
mientras Que |a presencia de una mutante deminante negativa (que no tiene actividad de cinasa)
inhibe ia sobrevivencia promovida por IGF-1°*,

Otros factores que inciden sobre la MCP transducen sehales por otras rutas que
involucran por ejempio segundcos mensajeros clasicos como calcio, IP3, y AMPc o cinasas
multifuncionales como la PKC. Los ésteres de forbol, por otre iado, Que participan en la activaciéon
de la PKC, han demostrado tener un efecto protector sobre ia muerte, io cual hace congruente
que la PKCS sea un sustrato de las caspasas™.. Globaimente, rutas de transduccién en
respuesta a sefiales extracelulares que recaen en la activacién cde los elementos basicos de!
complejo transcripcional AP-1 (constituido por FOS y JUN), terceros mensajercs comunes dentro
de la rutas de transduccion que utiliza ésteres de orbol © calcio, pueden ser utilizacas para la
activacion de 'a MCP, ya que la transcripcion de estos factores se eleva frecuentermente durante
I&gPCP A continuacién se describen ios transductores mais comunmMmente USACOS para regular la

5.2 Los factores Inductores de rmuerte TNF y ligando de Fas utilizan una via de
transduccién particular.
Los receptores de membrana TNFR-1 Y Fas/Apo transducen la sefial de muerte en respuesia a
ia unidn de sus ligandos TNF.alfa y el ligando de Fas (Fasl). respectivamente. Estos ligandos
son multiméricos @ inducen la aglom: CioNn de sus recepicres. Ambas son proteinas identificacas
on o sistema inmune, siendo TNF-alfa producide principasimente por macréfages activadeos y
FasL por céiuvias T citoiéxicas, perc Ios receptores a TNF son practicamente ubicuos y ics de Fas
86 eXpresan en gran variedad de céiulas (Fas se ha detectado inciusco en células neoplésicas, y
ratones mutantes en e gen © su ligando presentan descrdenss iinfoproliferatives y
autoinmunes). Como se menciond anteriormente, estos receptcres contienen el DM o que les
pemite asociarse con otras proteinas que tienen este dominio como FADD/MORT1 y TRADD
ro, & partir de este PpuUN!o, 86 JESCONOCE CON Precision cOMO este complejo es capaz Ce activar
maquinaria de muerte. Dos mecanismcs pudieran estar involucrados en esta fase; uno estaria
As0ciado a ia produccidn de ceramica, caracleristica de estos recepiores y gue se discute en la
siguiente seccion, y otro seria a través de proteinas como RAIDD y MACH/FLICE que, como se
menciond anteriormente, harian la_coneccidn con la maquinaria de muerte. Pudiera también
participar la fosfatasa denominaca FAP-1 la cua! se asocia al extremo aminc-terminal del dominio
citoplsmico de Fas/Apo ¢ inhibe la muerte celular™; puesto que se ha cbservado que s actividad
de BCL-2 se altera por fosforilacion™*", es posibie imaginar que las proteinas con DM inciden
sobre la_maguinaris de muerte por medic de este tipo de modificaciones.
N . En particular, el efectc de TNF sobre una céiula es muy interesante, pues genera en el
intericr un balance entre Ia vida y ia muerte. TNF induce 1a activacidn de un factor de transcripcion
denominado factor nuciear kappa B (NF-kB), el cual activa la transcripcion de genes invoiucrados
en la respuesia & la inflamacidn, la infeccion y el estrés. La aparicion de este factor de
transcripcion en respuesta 8 TNF o propuso come un mediador de la muene, perc @ ratén
mutante deficiente de N7-kB muere antes de! nacimiento, al parecer debide a una muyuerte Masiva
de células del higado, 0 cual implica que NF-KB induce la sintesis de proteinas que protegen a
las céluias del higado embrionario de morir. Ademas, si se impide la activacion de NF-kB en
diferentes tipos celulares (fibroblastos g macréfagos tumoraies y no tumorales). las células se
vueiven sensibles a morir ante ¢l TNF. Por Io tanto, NF-kB puede funcionar como un blogqueador
general de la apoptosis, estableciendo una retroalimentacién negativa c¢on la via apopidtica
encendica por TNF. Puesto que NF-kB se activa también en respuesta a diferentes agentes
apoptéticos,. como las drogas que se utilizan en la quimioterapia contra el céncer, ia ineficiencia en
la respuesta al tratamiento puede deberse a 1a proteccion de la muerte mediada g_or NF-kB: por o
tanto, se podria mejorar el tratamiente incluyendo agentes que bioqueen a NF-kB™.

5.3 Laceramida participa como segundo mensajero durante /s cascads de muerte.



La ceramida es un sSeQUNTO MENsajerc comun en muchas respuestas celulares que incluyen la
diferenciacion. la proliferacion y la muerte celular. La relevancia de la ceramida en la MCP se
demuestra al administrar a cultivos celulares varianies activas de la ceramida permeables a las
oélulas, las cuales inducen 08 cambios 1ipicos de apoplosis como la fragmentacion nuciear v la
degradacion intemuclecsomal del DNA; Ia utilizacién de anslogos inactivos u otros lipidos que
N como seaundcs mensajeros g'j diacilglicerol, acido fosfatidico o acido araquidénico) no
inducen la muerte’™. Es posible que e! es1é involucrado en la generacién de ceramida, puesto
UG @8 UN MeNSajero secundario comun en la activacion de la muerte por TNFR-1, Fas/Apo y
PR, aunque ia ceramida es también generada durante ia apoptosis inducida por radiaciéon.

La produccion de ceramida se lleva a cabo a panir de hidrélisis de ia esfingomislina, un
fosfolipido preferentemente concentrade en la membrana plasmatica, catalizada por las
eosfin islinasas segundos o minutos después de la estimulacion. La posterior regensracion de
ia mislina se realiza al transferir el grupo colina de la fosfatidiicolina a la propia ceramida,
completando asf el cicio de la esfingomislina. De aqui se desprende Que para Qenerar Ceramida,
las seflales inductoras de apopiosis deben estimuiar la activaciéon de las esfingomislinasas. Hay
dos formas de estingomielinasa, distinguibles por el pH éptimo al cual actuan; una e@s &cida y s@
encuentra tantc en lisosomas como en la membrana plasmadtica, mientras que la otra es neutra,
dependients de Mmagnesio y $8 encuentra en @l citoplasma y en la capa externa de la membrana
plasmitica. Aunque ambas enzimas son activadas por TNF-aifa y Fasl, soélo la esfingomielinasa
dcida participa en la activacién de la apoptosis, ya que ceélulas de ratones mutantes nulos en
ésta, pero que producen cantidades normales de la forma neutra, ya No mueren por apopilosis
inducida por radiacion. Sin embargo, puesto que los ratones mutanies se desarrolian y nacen
normalmente, la activacion de ia muernte durante el desarrolio parece no ser unicamente iaca
por esta via de sefalizacion®™,

La ceramida puediera transducir la sefial a la maquinaria de muerte, a través de enzimas
a%. son activadas por este lipido, como la proteina serin(treonin)-cinasa membranal (llamada

PK) y la fosfoproteina fostatasa citosdlica (conocida como CAPP). La primera es capaz de
fosforilar a RAF-1, lo cual implica una conexion con la cascada de fosforilacion regulada por
receptores con actividad de tirosin cinasas. mientras que de la segunda se desconocen sus
sustratos. De acuerdo a su pape! en la MCP, la actividad de CAPK se estimula, J la proteina
CAPP se trasioca a la membrana plasmitica, en respuesta a TNF.alta. CAPP pudiera ser mis
significativa en el proceso de MCP, ya que !a apoptosis inducida por ceramida se bloquea en

resencia de &écicdo okadaico, un inhibidor muy potente de esta enzima'™ Por otro lado, es
pornants tomar en cuenta que, Ya Que la ceramida es capaz de generar esirés oxidativo, este
Mecanismo podria también participar durante la activacion la muerte (ver siguiente seccion)
independientemente del mecanismo que utilice |a ceramida para activar la maquinaria de
muerte, parece tener un papel dual, uno antes y otro después de las caspasas, estableciendo
un ciclo retroalimentador con estas_enzimas en lugar de actuar simplementa en forma secuencial.
Al analizar la muerte inducida por RPR en células de ir , 18 ?o. iGN de ceramida se evita
on presencia de un inhibidor de estas proteasas, mientras que la muerte inducida por la adicion
directa de ceramida ai cultivo no es prevenible por el mismo inhibidor”. Ya que se ha demostrado
que la ceramica activa a las caspasas, especificamente CPP32/YAMA, es posible que la
ceramida _active a las caspasas y Que la accion de éstas, a su vez, estimule la generacion de

8.4 E| estrés oxidativo actis como un activador de Ia muerte celular. !
El estrés oxidativo se define como el estado en ¢l cual los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ERO) son superiores a la capacidad reductora de ia célula. E! oxigeno molecular acepta
electrones fAcimente ce otras moléculas para forrmar las ERQ y es esta peculiaridad la que o
hace téxico a las células. Por ejemplo, muchas reacciones intracelulares, entre elias la respiracion,
reducen el oxigeno molecular & superéxido (O2°) © bien a perédxide de hidrégeno (H202); estas
moléculas son moderadamaen activas con las moléculas biologicas, pero el peroxido es muy
reactivo en presencia de metaies como e! fierrc y el cobre (reaccion de Fenton), generando ei.
- radical hidroxilo (*OH). el cual es altamente reactive y ial vez directamente responsable de ia
mayoria de! daho oxidativo provocado por. ERO observado en ios sistemas biclogicos. Por 1o
tanto, s importante que la célula elimine tanto al superéxido como a! peroxido de hidrogeno. para
1o cual cuenta con varios mecanismos. Uno de elios es la superdxido dismutasa (SOD), enzima
que dismuta el superdxido para generar peroxido de hidrogeno, el cual, a su vez, es convertido
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en agua y Oxigeno molecular por ia catalasa: las peroxicasas catalizan una reaccion andlogas, en
la cual el'percxico de hidrogenc es reducido a agua por un reductor (Fig. 6).

:O;.ozﬂ-——sog—. H202-~0,
2 H:O: catalass 2 H:O + Oa .
AH - H;O: peroxidasss A -2 H:O .

Figura 6. Esquema de las reacciones catalizacas por enzimas antioxidantes para desintoxicar a
las céluias de superodxido y peréxico de hidrogeno (AHZ, reductor).

Es posible que e! esirés oxidativo forme parte importante del proceso de rmuere, pues
muchos agentes Que inducen apoptosis son oxidantes © bien estimulan el metabolismo oxidativo
celuiar; agermis, en diverscs sistemas la muerte no $6I0 80 asOcia 8 UN iInCremento en Ios niveles
de ERO, sino que en Ocssiones se evita por la presencia de_ antioxidantes endogencs ©
exégencs ™. Por ejemplo, e TNF provoca un rapido incremento en ERO, y tanto este incremento
oMo ia muerte ceiular™ se pueden inhibir por la tiorredoxina, un tiol intracelular que actua como
pepenador de radicales libres*™, por la N-acetylcisteina (NAC), un tiol antioxidante

xpresion de ia SOD mitocondrial*™®.
es de ERO puesto que su localizacion

BCL i -
correlaciona con sitics de produccién de ERO, a saber las membranas de la mitooondria, reticuio

endopléasmico y nuciec. Las propiedad antioxicantes de BCL-2 pueden funcamentarse en la
ucida en condiciones donde se Qenera

capacidad de esta proteina para inhibir la muerte prod
1. Més especificamente. un aumento en

estrés oxidative como las radiaciones y el estrés caidrico™
CL-2 intraceiular bloquea @ incremento de ERO asociadc a la muene; por

ia sintesis ce B K r
o, la presencia de BCL-2 evita la peroxidacion de lipidos durante la muerte inducica por
xametasona‘™, asi como el aumento de ios niveles de peréxido de hidrégenc y peroxicacion de
lipidos provocado al depietar el GSH intracelular en un cultivo de neuronas™. Es tambien
ruente con la actividad antioxidante, el hecho de que ios ratones mutantes nulcs en Bei-2 se
vuesliven grises con ! noggndc cicio del foliculo piloso, indicande una falla en la regulacion redox
de la sintesis de melanina®™. X
Alternativarnente se ha proguosto que BCL-2 podria actuar come un pro-oxidante gque al
incrementar la concentracién de ERO de una manera controlada, provocaria la activacion de
enzimas antioxicantes. Esta hipdtesis esta basaca en evidencias que mMmuestran Que. en
bacterias, la expresidon de S8c/-2 humano tiene un efecto inmediato pro-cxicante, que como
oonsecuencia activa el mecanismo bacteriano de defensa a! estrés oxidativo, como la expresion
de la catalasa KarG, io cual le confiere una resistencia 100 veces mayor a peréxido de hidrogenc.
En concordancia, en ura iinea ce ceéiulas B ia expresion de SOD esté asociaca a ia presencia

de BCL-2°™.

No obstante lo anterior, el estrés oxicativo no forrma parte esencial de la maquinana de
muerte. ya Que ia apoptosis se lleva a cabo en condiciones anaerobias, donde la produccion de
ERO e3 minima*. Ademss. puestc que la muerte inducida por hipoxia también tiene
caracteristicas apopiéticas y es protegicda por BCL-2 y BCL-X|, @ mecanismo de inhibicion de la
muerte de esias proteinas no se limita a activar una via antioxidante®™". Por io tanto, si dividimos
@l proceso de muerte en dos partes, la de activacidon vy l1a ce sjecucion, lo mas probable es que @
estrés oxidativo participe en la fase de activacion de la maquinaria de muerte, en lugar de formar

pane del mecanismo Que ia ejecuta. . .

Debidgo a que las ERO son moiéculas reactivas y en general no especificas, es dificil
ensamblarias_dentro de cascacdas de transduccion de sefales. funcionando como segundos
mensajercs. Sin embargo, debide a que se puede modificar la actividad de algun.s proteinas
alterando su estado oxidado © reducido. pudiera ser que cierics blancos de las ERO sean parte
la actividad de algunos factores de

importante de cascacas de transduccidon. Por ejempio. _ag! : ¢
IransScripcicon se regula por redox 1anto a nivel de su transcripcion, inCrementado la cantidad del

factor, como postraduccionalimente, modificando su capacidad para unirse al DNA. En especifico,
. Mmientras que para

Ia activacion de NF-kB depende de !a presencia de perdxige de hidrogeno™ 3
la induccion de la expresion de c-Fos en respuesta a TNF.alfa v bFGF se requiere Ce la

produceion ce ERO ™. Ademas. la afinidad del compiejo AP-1 por su sitio de reconocimiento en ¢l

" antioxidante
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DNA también se regula por el estado redox: en su. estado oxidado la capacidad de unidn
disminuye de manera siginificativa. Este Ultimo proceso es modulado por la proteina REF-1 (redox
factor 1), cuya actividad a su vez se regula de acuerdo a su estado oxidade o reducido, lo que
estéd de acuerdo con la existencia de cascadas redox de regulacidon, de forma andioga a la
regulacion por cascadas de fosforilacion-defosforilacion®™™,

La posibilidad de que e! estrés oxidativo participe en vias de transduccién de sefiales
aumenta con el descubirmiento de que {as proteinas reguladas por ERO no se restringen a
factores de transcripcién, sinc que hay ejemplos de roaulacién por redox de la cinasa MAP . 8Si
como de proteinas asociadas a rmembrana como RAS © los receptores de glutamato tipo
NMDA*™" Ademis, e! factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). que estimula la
proliferacion de células vasculares de musculo liso, provoca en minutos un asumento de peroxido
de hidrogenc. Si este aurmnento se impide por medio de la adicion de catalasa © NAC, se bloquea
por compieto la estimulacion de las células. Puestio que ia respuesta a PDGF incluye fosforilacion
de proteinas en residucs de tirosina, la activacion de la cinasa MAP y sintesis de DNA, e! hecho
de que ia simple abolicidn del incrermnento de perdxido de hidrégeno prevenga ia estmulacion de
las células, Sugiere que éste puede actuar como una molécula transductora de sehal

ntal*™.
. Por o tanto, no es de sorprender Que el estrés Oxidativo pueda ser parte de la cascada

de trasduccion de sefales que activa la muerte. De hecho, tal parece ser el cas® en la muerte de
neuronas s:mEttu:at provocada por la ausencia de NGF. En este sisterna Ocuire un aumento
0 de ERO antes de que aparezcan los cambios morfoldgicos tipicos de apoptosis, y

dicha muerte se evita por la géo)‘s:pcia de SOD sdlo cuando se aplica en una etapa temprana

(i.@., anterior al pico de las E .
8 posible que e! estrés oxidativo también medie la muerte celular durante el desarrolio.

Es p

En ol blastocisto de ratén céiulas con el potencial de forrnar el trofectodermo, Que son las que

las estructuras extraembrionarias como la placenta, se mueren en o blastocelo (/.e.
cavidad de! blastocisto), mediante un mecanismo que al perdxido de hidrégeno, mientras que las
células capaces de formar parte de la masa celular interna, Que son las que carén jugar al embrion
Como tal, NO se Mmueren (el peréxido de hidr NO parece originarse a partir de la oxidacion de
poliarminas). Esta MCP pudiera tener como finalidad evitar “contaminacion” del embrién con
céhuias con potencial extraembrionario. (Es posible que la induccion de estrés oxidativo a partir de

Xidacion de poliaminas s$ea un MeCcanisMo comun para inducir la MCP en varios momentos
ce poliamin-oxicdasas en Otras regiones

la ?oro

del desarrolio, pues también se ha observado activida

de muerte, como la region interdigital e los miembros™™"). Ademas, utilizando reactivos
fluorescentes que detectan ERO (dihidro dicloro flucresceina) y apoptosis (n-ra'c"a de acridina)
80 ha observado que en diferents regiones de! embrién de raién donde ocurre MCP, como los
interdigitos, el esterndn, el paladar, etc., tarmmbién hay estrés oxidativo. Usando un sistema de
cultivo in vitro de miembros de embrién de ratén, donde el proceso de desarrollo ocurre de forma
normal, se disminuye ia MCP en ios interdigitos en presencia de antioxidantes™®,

En plantas las ERO estdn implicadas en la llamada respuesta hipersensitiva de
resistencia a patogencs, en la cual ocurre muerte de las células que rodean el sitio de infeccion,
delimitando la zona de propagacion de! patégeno. En una mutante de Arabidopsis thailisna, hay
un descontrol de la muerte celular en ausencia del patégeno y no se detiene la expansion de la
muerte una vez que se inicio. Ei superéxido es r 10 y suficiente para iniciar la formacion de
Ia losién y se acumula justo antes del inicio de la muerte celular™". Esto refieja que las plantas
comparten al menos parte del proceso de muerte que sucede en células animales.

8.5 Movimientos de calcio intracelular podrian participar en la activacién de la muerte.
calcio s Uun Mmensajero fundamental en muchos procesos celulares; multitud de enzimas son
sengibles a este i5n y es quiza éste el mecanismo usado mas ampliamente para desencadenar
respuestas celulares especificas. La importancia del calcio en la MCP se ha derivado de estudios
que involucran drogas qQue bloqQuean © estimulan la movilizacion de calcio intracelular. La
tapsigargina, que bioquea la ATPasa dependiente de Ca™ de RE encargaca de disminuir el Ca""
citoplésmico y retomaric hacia las posas intracelulares en el RE, e iondfores de Ca™" que facilitan
la entrada ce Ca"" a través de la membrana plasmaiitica, inducen la apoptosis en muches 1ipos
celulares. La muerte también se dispara en timocitos por la estimulacion del receptor de células T,
en neuronas por la estimulacion con giutamato de receptores tipo NMDA, y ambas respuestas
involucran un incremento de Ca"" sostenido™ ™. Adernas, uno de los receptores conocidos a IP3
se requiere para que ocurra la MCP de linfocitos causada por dexametasona®™ . Es posible que
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ia salida de caicio del RE sea relevants en el Proceso de muerte, pues durante ia apoplosis
provoca por el tratamiento con glucocornticoides. I8 sobre-exprasidn de una proteina que une
caicio en el RE (calbindina), retarda ia apoptiosis'’. Ademas, durante a apopiosis inducida por
ausencia del factor de sobrevivencia IL3 ocure un movimiento gradual de caicio, en el que
disminuye la concentracion en el RE y aumenta en ia mitocondria; a presencia de Bc/-2 evita
tanto el movimiento de caicio como la muernte, lo cual sugiere que Bc/-2 podria también participar
on la distribucion del caicio intracelular. Consistentemente. 8c/-2 se localiza en los principales
sitios Cde aimacenamiento de calcio, como son el @SPacio entre ias membranas interna y externa
del nucleo, asi como su continuidad con el lumen del RE™. No obstante io anterior, aun no se ha
daterminado como el movimiento de Ca™ inside sobre la maquinaria de muerte. pero las
endonuclieasas que digieren el DNA de manera internuciecsomal, las cuales requieren Ca* para
ser activadas. podrian ser parte de los blancos de este ion. Por otro lade, es interesante
mencionar que agentes pro-oxidantes inducen movilidad de cailcio intracelular™, lo que es
oconsistente con la demostracion de Que la Muerte causada por incremento en peréxido en plantas
requiere de un incremento en el calcio intracelular™"*,

6. La -roptolis y @! ciclo celular.
6.1 Moldculss inductoras de proliferacién también ind ? apoptosis.Diterentes Iineas de
razonamisntc han generadc ia nocién de que hay una conexion entre a apoptosis y el ciclo
celular. Alguncos cambics morfoldgicos observados durante ia apoptosis Que Son reminiscentes a
los que ocurren durante la mitosis, como la pérdida de adherencia por la célula, la condensacién de
la cromatina y la fosforilacién y desensambiaje de ias ldminas del nuclec, son sugestivos del uso
y control de una maquinaria molecular compartida. Mas revelador aun es la capacidad de distintos
oncogenes que generan proliferacién descontrolada, de inducir apoptosis. Un caso tipico es el
ofecto provocado por la proteina E1A de adencvirus la cual. ademas de ser la principal proteina
del virus promotora de ia proliferacion celular, simultdneamente induce la apopiosis, por o que,
a la propagacion exitosa del virus es necesaria la presencia de E1B 19kD, capaz de bloquear
muerne inducida por E1A. Las regiones de la proteina E1A nece ias para inducir la
proliferacién (e.p. ios Jominios que median la interaccidén con la proteina de retinoblastorra, pRB)
son las mismas Que se requisren para la promocion de la apoptosis, supiriendo que 108 mismos
blancos estén involucrados en ambos Procesoss™=*,
La proteina celular E7 de papilornavirus, el artigeno T grande (AgT) del virus SV40 y ¢-
MYC. presenta la misma funcidén dual de E1A, pues todos son potentes inductores tanto de la
proliferacion como de la apopicsis. Por ejemplo, cuando se activa c-Myc en fibroblastos
Cultivados en Dajo suero, ¢ numero total de ceéiulas No aumenta porqueé hay una muerne
sustancial por apopiosis. Las regiones de c-MYC necesarias para provocar la apcpiosis son las
mismas que se requieren para la trangformacion, autore cidn e inhibicion de la diferenciacion,
oMo el dominio que permite la heterodimerizacion con ~. Por tanto, el mecanismos molecular
por @l cual c-MYC induce la apoplosis esta relacionado con el mecanismo molecular por el cual

reaiiza otras funciones®™.

La inguccidn de la apoptosis por ¢c-MYC se ha observado también en animaies
completos. Animales transpénicos cuyes linfocitos expresan c-AMyc constitutive presentan
elevados niveles de apopiosis espontidnea, v una mayor sensibilidad para la induccién de la
muerte en ¢rgancs iinfoides. Consitente con la capacidad de c-MYC para activar la MCP, BCL-2
inhibe la muerte inducida por ¢-MYC, y la presencia de ambas proteinas sinergizan la
oncogenicidad en ratones transgénicos, indicande que la muene celular es un_ imponante
constrefimiento curante la carcinogénesis inducida por c-MYC en ausencia de BCL-2°.

8.2 La induccidn de /a muerte se asocia a eventos de proliferacion .

De acuerde con Ios efecios de 108 oncogenes mencionados en la seccidn anterior, durante la
muerte provocadca a céiulas en estado Guisscente de la prostata por deprivacion de factores de
sobrevivencia. hay incorporacion de - bromodeoxiuridina, indicande que las cdlulas iniciaron la
sintesis de DNA y, asociado a este proceso. se activa la expresion de c-Myc y c-Fos.™'. De
manera similar. durante la MCP de neurcnas posmitéticas desprovistas ce NGF hay ura
activacion selectiva de ciciina D1. que promueve la entraca a la fase S¥°. La ciclina A podria tener
una participacién mas cirecta en la muerte. ya Que s@ activa en la apoptosis inducida por ¢-MYC,
Yy SuU expresitn resulta suficiente para inducir ia MCP=",



. ) También reguladores mitdticos parecen participar en Ia activacion de la muerte, pues la
7 activacion de la cinasa p34€dc2 g tiempos inapropiados durante el cicio celular provoca muene
©On caracteristicas apoptéticas. En concordancia, la muerte de diferentes tipos ceiulares inducida
- por células T citotéxicas © por Granzima B/Fragmentina 2 requiere de la activacion prematura de
.~ p34cdce2 yg que la fragmentacion del DNA y del nicleo no suceden si ésta se inactiva®™. En ia
»- SPOPlosis inducida por agentes gencidxi tdn implicadas también ciclinas mitéticas y CDKs
{(cinasas dependientes cicling); por ejempio, en células Hela tratadas con staurosporina,
cafeina, 8-dimetilaminopurina © écido okadaico provocan la slevacion de ciclina A, ademis de ias
cinasas pucm y cdk2, v en cédluias HLEO tratacdas con campotecina, un inhibidor de
topoisomerasa |, se activan ciclina B1 y p34€9c2, Sin embargo, |a activacion de p34¢9c2 no es
un requerimiento universal, pues NO se activa durante la muere inducida por falta de factores de
sobreviviencia en fibroblastos y neuronas, @ inciuso hay cascs en los Que su activacion estd

T Badl

asociada a la proteccion de la rmuert
Por 1o tanto, la activacion de multiples moléculas reguiadoras del cicio celular durante la
MCP apoya la interaccion entre el proceso que controla 1a MCP y el que controla la proliferacion.

No obstant correlaciones mencionadas, su relevancia no siempre ha sido demostrada; por
ejempio, la £ nticipacion de ¢c-FOS en la promociéon de ia MCP no esta muy clara, pues aun
cuando se det SU activacion en las células que van a Morr por apoptosis en gran variedad

de regiones del embridon y durante la muerte inducida por diversos estimulos®™, ratones mutantes
nulcs en c-fos presentan un patrén normal de MCP™, Considerando que ios participes en la

divisién celular como c-MYC y p3469€2 ingucen apoptosis cuando son activados en condiciones
no Broliforativas (e.9. en ausencia de suerc), se ha planteado la hipdtesis en la que |a muerte se

& partir de un conflicto de sefales: la célula recibe instrucciones intracelulares para proliferar
on un contexto no proliferativo. Sin embargo, dos hipdtesis alternativas son plausibles; en una,
algunas moléculas que regulan el cicic celular tendrian un pape! dual interactuando con distintos
blancos dependiendo del proceso donde participen, y en otra, la ocurrencia de la MCP depende
de la activacion de la maquinaria del cicio celular en, por ejemplo, condiciones no proliferativas.

6.3 La proteina supresora de tumores pRB ganlelga on la regulacidn de MCP.
Muchas proteinas oncogénicas viraies, como E1A. E7, y AgT se unen a pRB hipofosforilado
(PRBhipo) e inhiben su actividad antiproliferativa mediada por el secuesiro del factor
trangcripcional E2F, regulador positive de I1a expresion de genes de la fase S del cicio celular; es
decir, la unidn de 08 oncogenes liberan a E2F de tal forma que se promueve el progresc del cicio
_cuando pRB esta hipofosforilado, como en is fase GO (Figura 7). Asi entonces, el
MeCanisMO anterior s e! responsable de los efectos proliferativos de aigunos oncogenes y
- pudiera ser el medio para activar ila MCP en ciertas condiciones. Congistente con esta idea, la
sobre-expresion de E2F genera 8! mismo fenotipo que la presencia de E1A, es decir, la induccion
tanto de proliferacion como de apoptosis’®. En consecuencia, la presencia de pRB activa (ie.
pRBhipo) deberia tener un papel protector de 'a muerte. En efecto, la sobre-expresion de AL en
céluias de !a linea P19 derivada de carcinoma embrionario y la linea SAOS-2 derivada de
ostecsarcoma, evita ia MCP causada por la aplicacién de #cido retinoico y por iradiacion,
respectivamente. Ademas, ¢l ratdon mutante con AL Nuioc muere a 108 12-13 dias post coitum y
presenta, ademas de proliferacion inapropiada, muerte masiva principaiemente en el higado, en
oélulas hematopoyéticas derivadas del higado, y en el sistema nervioso tanto perénco como
oentral, que son Ios tejidos donde normaimente se expresa Rb de manera abundante®™,
Lo anterior es consistente con ia hipdtesis de que pRBhipo protege de muerte al
promover un estado quiescente en el cual ilas células son mencs susceptibles a ia apoptosis. Sin
. embargo, la simple detencion del cicic celular mediante Ia adicion de afidocolina, un inhibidor
oxc ico de la DNA polimerasa alfa, no protege a las células SAOS-2 de Mmorir pOr apoplosis
. por irradiacion™™, por o tanto, pRB paficipa en la prevencién de la apoplosis por un
mecanismo que difiere del de solo evitar la replicacion del DNA. Tal vez sea importanie su
interaccion con otros reguladores del ciclo celular como E2F, ciclina D, o MYC, © bien el astado de
__ arresto en G1/G0O no es competente para que la MCP ocurra. La relevancia de pRB en la MCP
L .80 acentUa con las evidencias que Muestran un corne ce esta Proteina por una caspasa durante
la progresion de la apoptosis inducida por staurosporina © por TNF. Aungue aun no esta ciara la
consecuencia de dicho procesarmiento. es posible que parte del proceso ‘de muerne involucre ia
supresion de ia actividad protectora de pRBhipo®.
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Figura 7. Esquema de la interaccién de algunas moléculas reguiadoras del ciclo celular que tienen
una incidencia en el desencadenamiento de la apoplosis.

6.4 Lo proteins supresora de tumores pS3 induce MCP.
P53 @8 UNO de Ios primeros suprescores tumorales identificados cuyo gene se encuentra mutado
on un porcentaie Muy alto de los tumores humancs (70%). De acuerdo con su pape! en
carci ngis, ratones mutantes con £33 nuic se desarrolian normaiments pero tienen una alta
incidencia de tumores en la edad aduita. Cuando el DNA sufre dafio ya sea por radiaciones © por
agentes quirmicos, 253 se activa y provoca que el ciclo celular se detenga, ddndole tiempo para
g.uo la maquinaria de reparacion de! DNA actue, razdn por la que se ie ha denominado el guardian
| genoma. Sin embargo, cuando e! dafico al DNA es severo y rebasa ia capacidad Ce
reparacion, la céiula se muers POr 8poplosis por un Mecanisme que requiere de PS53. La muere
causada por la activacion inapropiads del cicio celular como ia inducida por ¢-MYC, E1A y E2F,
requieren de p53°'**. En relacion a lo anterior, @s interesante que la muerte observada  en el
sistema nervioso en desarrollo de un embrién con Mmutaciones nulas en ambos alelos de R (AL
) se evita cuando pS53 esté ausente (/.@. en un embridn ALY, p53’"). Entonces. aunque 53 no
parece tener una funcidn durante el desarrollo, ¢ste se puede activar en respuesia a una
desregulacion del ciclo celular, promoviendo la apoptosis®™.

Ratones p53"“y con uno de los alelos de AL funcional (A5™°) han sido muy Utiles para
demostrar la importancia de la muerte celular mediads por p53 para evitar la formacién de tumores.
En ratones Ab° se generan lesiones degenerativas asociadas a mutaciones somiticas en el
seguNdo alelo ce AL pero en ausencia de P53 surgen tUMOres que Crecen agresivamente. Por o
tanto, el crecimiento continuo de céiulas que perdieron el punto de control determinado por pRB
parece depender de la pérdida de la respuesta apopidtica mediada por p53, lo cual explica por
qué ambas proteinas son un blanco simultdneo en Muchos ejemplos de progresion maligna.

Aunque aun noO estd claro si la detencidn del ciclo celular y la induccion de ia apoptosis
sONn manifestaciones de la misma actividad de P53, parece que dependen en parte de dorminios
diferentes de la proteina. Para cetener la progresiéon del cicio celular, p53 activa la transcripcion de
aiguncs genes como p21CIP1/WAF1 un inhibidor de 1as CDK que promueven la progresion del

) celular mediante ia fosforilacion (y a su vez inactivacion) de pRB (fig 7). Esta actividad
pudiera participar en e! control de 1a expresion de Bax puesto qQue su regidn promotora tiene
secuencias de union a pS3 y se ha demosirado Que puece ser transactivado por p53°°. La
importancia de esie mecanismo se ha determinado /in vivo en Mmodeiocs de tumorogeénesis, pues la
ausencia de BAX incrementa la formacion de turnores. aun en presencia de p53. Sin embargo




osta NO puede ser la unica ruta de activacion de |a maquinaria de muere por PS3 ya que, r un
lado, no siempre se ha observado que incrementen los niveles- del R! © de la proteina _de
BAX durante la muerte mediada por pS53, y por otro, las células de ratones mutantes nuios en Sax
oxXpuesias a irradiacion, mueren por apoptosis dependiente de p53™. En apoyo a lo anterior se
ha cbservado que la apoptosis por dafic al DNA dependiente de p53 se lieva a cabo
on ausencia de sintesis de RNA o proteina®™. =

Alemativamente, la actividad de represién "ir-nscripe‘oonn! de pS3, pudiera ser més.

significativa en el mecanismo de induccion de apoptosis mediado por esta proteina, pues entre
los genes reprimidos por pS3 estd 8c/-2. De acuerdo con este Mecanismo, tanto en células de
chnoer mamario™ como en células de leucemia murina se ha observado que la sobre-expresion de
P53 reduce la cantidad de RNAmM g de proteina de BCL-2 y, ademis, ratones deficientes en pS3
presentan mayor cantidcad de BCL-2 y menor cantidad de BAX en diferentes tejidos*™. Las
‘proteinas BCL-2 y E1B, por otro lado, tiene efectos ncdg:tlvoa sobre la actividad represora de
P53 ya que su sobre-expresién bloquea esta actividad y consecuentemente aumentan la
expresion de los genes reprimidos por pS3*™. X

Al momento, No hay un CONsenso Sobre ¢l Mecanismo por ¢l cual pS3 INduce apoptosis ©
detencién del ciclo celular. Se han postulado dos modelos (figura 8) para explicar of_Mecaniemo
por ol cual pS3 media la apoptosis y su relacidn con su actividad antiproliferativa. En el primer
modelo existe un conflicto de sefiales, donde la apoptosis s ol resultado directo de la

cion del punto de G1 por parte de p53 en una céiula que

control en simulténeamente
ndo una ssfal proliferativa; tal podria ser ol caso de la muerie inducide Epor proteinas
RBhipo. En o undo -

recibie

como E1A, c-MYC o E2F, y concordaria con la proteccién mediada por p s0Q!
modeio, la detencién del ciclo celular la induccion de a a osis serian eventos
im'&ndiomos y separables. Este s& apoya por los resultados que indican que la
pé de una via no necesariamente rnurba a otra; una MUacion puntua! de P53 que
retiens la habilidad de activar a p21CIP1/WAF1 ¢ induce detencién del ciclo celular, @s incapaz de
activar ia apoptosis®™. Con base en |0 descrito anteriorments, e8 probable que ambos operen,
dependiendo del tipo celular y de las circunstancias de la célula en cuestion.
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J%ﬂun 8. Dos modelos probables de la accion de p53 en la MCP.

8.8 Miemnbros de la familia de Bc¢l-2 inciden en el control del clclo celular.
Considerando la influencia de moléculas reguladoras del cicio celular sobre la MCP, resulta
interesante saber si también las moléculas que controlan la muerte, como BCL-2 y BAX, tienen un
ofecto sobre el control del ciclo celular. Estudios recientes han dermostrado Que la sobre-expresion
recambico de tmocitos i vivo, y retarcda la entrada a’l, dd:

nos*™™. Por

de Bc)-2 recuce la proliferacion y el
tmocitos y fibroblastos quiescentes cuando son estimulados con mit

celilar de
contrario, ia sobre-expresion de Bax en ratones transgénicos provocs qQue al menos el doble de
timocitos se encuentren en ia fase S, respecto al NuMerc observado en ratones silvestres. Al
comparar ol tiempo Que se tardan ios timocitos en iniciar la sintesis de DNA cuandeo ias células
sOn sincronizadas, ia presencia de BCL-2 produce un retraso, mientras que la presencia de BAX
roduce un adelanto respecto al tiempo que toma ia entrada a la fase S en las céiulas silvestres.
a disminucién de la velocidad observada en el ratéon transgénico que sobre-expresa B¢i-2 se
asocia a un incremento en la cantidad de la proteina 927"'9 . un inhibidor de_ las cinasas que
promusven la progresion del cicio celular. De manera complementaria, |a aceleracion de ia sintesis
de DNA provocada por BAX en ratones transgénicos se acompafia por una disminucion en la
cantidad de p27kiP1, Como consecuencia. los niveles de BCL-2/BAX podrian infiuir en el
momento que ocurre la activacion de las cinasas inhibidas por p27KiP1. En e! caso de las células
que expresan Sax, el facilitar ia activacién de lasCDKs permititia un progrese mas répido hacia el
punto del ciclo celular en que se toma la decision de vivir © morir. La situacion contraria se aplicaria
para el casc en que hay un exceseo de BCL-2, cuando e! punto de decision se aicanza mis
tarde . E! efecto de BCL-2 y BAX sobre el ciclo celular va en concordancia con la hipétesis de
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que el inicio de la MCP depende de eventcs proliferativos cormno la entrada a la fase S, siendo

protector retardar el ciclo y acelerador de la muerte estimular el inicio de la sintesis de DNA.

7. Conclusiones y perspectivas.

nte NO se puede dudar sobre la importancia que tiene ia MCP durante el desarrolio
embrionario y en la vida adulta de un organismo. El requerimiento de factores extracelulars para
que una célula en cultivo sobreviva, asi cOmMo la muititud de factores de sobrevivencia descrilos a
la fecha, establece |a propensidad de las células a activar su maquinaria de muerte. Aun mas,
resulta llamativo que 108 componentes Ce esta rnaquinaria, necesarios para desencadenar la
MCP, estén siempre presentes en la mayoria ce la céiulas, de tal forma que la sintesis de
proteinas no es un requerimiento para que la apoptosis ocurra. No obstante, y como se describic
. alo hx de! capitulo, la transcripCion de componentes de la magquinaria de Muere se encuentra

n?uln , Y& sea de manera 1ejidc especifica como en el casc de Nedd2 © en respuesta a

estimuios especificos cOmMO sucede con /ce en ia ausencia de componentes de la matriz

extraceiular. Ademds, la expresidn de un nuMere importante de genes de la Mmaquinaria de muene,
como ios de las familias Ced-3/ice (e.9. ich1, Neddd), Ced-9/8B¢ci2 (Bcl-x), se encuentra modulada
Por un proces¢ decisivo para su funciéon: el empaime alternativo. Este empaime aiternativo da
uUgar a proteinas tan distintas qQue funcionan ya sea como promotores, © come bloqueadores de
la MCP. Asi entonces, si bien experimentaimente todas la células activan la apoptosis en
ausencia de sintesis de proteinas, es probable que ia regulacion de la expresion de los genes
qQue codifican para ics componente de ia maquinaria sea determinante.

. La identificacion de ios componentes moleculares de la maquinaria de muerte ha llevado a
la indudable conclusidn de que ésta se ha originado en una etapa temprana de la evolucion de
los organismos muiticelulares y Que sus blancos son aun mas antiguos, come pudiera concluirse
de la Clara actividad de IOs miembros de los principales componentes de ia maquinaria de muerne
on levadura. No obstante, esta maquinaria ha aumentado en complejidad conforrme el organismo
88 encuentra Mas arriba en la escala evolutiva. Por ejempio, en C. el/egans soio se ha

do una caspasa (CED3), mientras que en Drosophila melancgpasster se han reportado

por lo menos Cos. y en 108 mamiferos existe un arsenal de sp cap de transmitir la

sefial de muerte; Un comportamiento similar se observa en la evolucion de los miembros de la

famila e Ceo-8/Bc/-2. Este incremento en diversidad puede asociarse a una actividad conjunta

ontre ios miembros de una Mmisma familia, va sea formando hetero-complejos como es el caso de

los miembros ce s familia de Ced9/Bc/-2, © participando en cascadas de regulacién como en el

Caso de algunas caspasas. Alternativamente, alguncs componentes pueden ser especificos de
tejido, responssivos a sefiales rmuy particuiares o reduntadantes entre elics.

En contraste al mecanismo de ejecucion de la MCP, el mecanismo de activacion debiera

diferir dependiendo del tipo celular y del activador extraceiuiar, de tal forma que las moiéculas

responsables estarian conservadas sdéloc dentro de rutas de transduccién comunes. En este
sentido resuita interesante Que para el gen Ces-2de C.e/egans, regulador negative de la muene
de las céluias SMN, exista una moiécula homodloga, HLF (hepatic lsukemia factor), con una funcion
similar. Una version mutante de HLF lo convierte en un activador transcripcional mas potente que
causs que las célulags se conviertan en malignas, y su presencia hace que céluias pre-B se
vuelvan resistentes a inductores clisicos de muerte como deprivacion de IL-3 e irradiacion, sin
afectar la proliferacion®™. Ambas evidencias estén de acuerdo con un efecto negativo de HLF
sabre la MCP. CES-2 y HLF pertenecen a la subfamilia PAR (proline- and acid-rich) de factores
de trangcripcion que tienen ¢l dominio bZIP (basic loucino-z;ggor)"‘. y puesto que comparnen un
alto grado de similitud tanto en el dominio basico de wnién a A como en el cierre de leucina, es
posible que tengan una especificidad por la unién a secuencias de DNA casi idénticas. Estas
observaciones permiten suponer qQue por 1o menos algunos mismbros de la familia de factores
transcripcionaies CES-2/PAR son reguladores de la MCP conservados en la evolucion, que
actian en rutas de transduccién Comunes © COMO PuNto de convergencia de varias rutas de

transduccion.
A pesar de la cantidad de informacion que se ha generado en 1orno a las moléculas que
aun no se puede establecer con certeza el mecanismo bioquimico por el

participan en la MCP,
cual ejercen su efectc. La inforrmacion actual coioca a las caspasa en el punto central del
dessncadenamiento de la MCP, las cuales directa © indirectamente debieran tener blancos en
distintos compartimentos de la célula. Si bien las caspasa mas relevantes, como CPP32, se han
encontrado localizadas en el citoplasma. el hecho de que substratos que pudieran ser
importantes para la MCP se encuentren en el nucleo sugiere que por 1o menoes algunas caspasas

-
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tienen 8cCesO 8 este compartimento; Granzima B pudiera ser un candidato Puos se ha logrado
detectar en ¢! nucieo. No obstante lo anerior, un NUEVO pancrama se esté eludcida donde ol
proceso de MCP se inicia antes de las caspasas, y donde existen rutas altemas de .cﬂv.eibn
de la MCP que no imoluu.n a las casp.ul. las cuales regularments convergen para
desencadenar eficient d Proceso de muene osiular. Este panorama se desprende del
efecto tardio de inhibidores de ampiio es; e las caspasas los cuales bloquo.n Ia P pero,
- & diferencia de! efecto inhibitorio de BCL-2, 0 hasoen una vez inicisda la m: y de manera
imeversibie. También de acuerdo con este panorama, ios miembros de la 'amm- de BCL-ZICED 9
tienen blancos distintos a las caspasas, como pudisran ser los reguladores del estado redox y la
calcineurina.
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- En conclusion, la MCP @8 un proceso COmpiejo qQue Merece ser estudiado No solo por su
relevancia durante el funcionamiento normal de lol crolmmos. sino porque su desregulacion
favorece el surgimiento de enferrmedades como ol cancer © las quo involucran degeneratcion
eolularsmondort.m o ol mecaniemo por el cual ccurre la MCP como su regulacion, incremen

tra comprension sobre la formacon y funcionamiento de ios organbmoo y pormmrt disefiar
bmpho mds efectivas que la. actualos.




iIl. JUSTIFICACION
‘ll.. Las céiuias embrionarias troncales (ES) de ratén son un buen modeio para estudiar

X tapa de cesarrolio en la cual 86i0 ha
ento de diferenciacion para 08 celuiares: las células de la masa
il y las células del trofoectodermo. Las células de la masa oslular interna son
p!umtoncmlu. pues a partir de ellas se formara el individuo cOMO tal, mientras que de las
ol del trofoectodermo se formardn las estructuras extragembrionarias, como la placenta, etc.

Las lineas celulares ES provienen en particular de |a masa celular intema y se pueden
mantener en cultivo por tiempos largos en un estado indiferenciado, si se siembran en presencia
de una monocapa de células alimentadoras. Si se siembran de esta forrma se dividen cads 12
horas y crecen en forma de colonias. Estas células son susceptibies a diversas manipulaciones

ticas, por @jemplo, @8 posidble transfectarias para sobre-expresar genes. © bien se pueden

STUMPIr genes por recombinacion homoioga y con esas células formar ratones qQuimeéncos, a

partir de los cuales se obtienen ratones transgénicos, pues las células ES forman parte de
todos los tejidos del ratén, incluyendo la linea germinat*™. )

Para inducir la diferenciacion, las células se cultivan en suspensién en ausencia de la
monNOCapa de células alimentadoras, permitiendo la formacion de agregados. Los agregados en
SuUSPension forman cuerpos embrionarios qQue recapitulan etapas tempranas del sarrolio
semejando

aquellas que ocurren alrededor cde la implantacién, incluyendo ia formacion del
endodermo en la

uperficie de la masa celular intema, la diferenciacion de epitelio columnar y la
de cavidades. Pueden formar islas ung:m\oas donde es posible estudiar la
hematopoiesis: eventuaimente se fonman derivados Mesodenno COMO MUSCUlo Cardiaco*™.
Para facilitar ia observacion de los fenotipos diferenciados, i0s agregados se siembran en cajss

© donde se pusden adherir a 1a superficie; bajo estas condiCiones, las células proiferan
y migran hacia atuera del agregado. diferenciando espontansamente a varios linajes celulares.
como ol muscular, neuronal, glandular, epitelial, etc. Se ha intentado dingir e camino de

iacion de las células generando cuerpos embrionarios en presencia e un inductor de
diferenciacion, como por ejemplo dimetil sulféxido para enriquecer ia poblacidén de ceélulas
musculares. Anteriormente observamos que la adicion de dcido retindico (AR) a cuerpes
embrionarios provoca ia muerte de las células, Que como se discutiréa mis adelante, nos permiti®
estudiar la regulacion de la MCP (fig. 1).

La formacion de la cavidad en los cuerpos embriONarios OCUNe pPor apoptosis. Msma
qQue es inducida por una sefial de muerte producida por células del endodermo viseral, de
MAanera similar & 10 que ocurre durante @l desarrollo embrionario™. Es de resaltar Que durante la
eotapa de blastocisto también se ha observado MCP por microscopia electrénica y de 1uz®™, o
Que sugiers que o8 Cuerpos embrionarios formados a partir de células ES pueden refiejar
Procesos de Mmuerne que ocurren durante la biastulaciéon, siendo estos Ultimos un objeto de
estudio mas facil de manipular. Se ha propuso que la poblacion celular qQue muere en el
blastocisto representa céiulas que aun conservan el potencial de diferenciar hacia
trofoeciodermo, de manera que su muerte impide la posible formacion de estructuras
extraembrionarios en el imerior de! embrién; esto implica que la MCP ria ser uno de los
mecaniamos Que aseguran la homogeneidad de! t1ejido™™. La muerte de las células de la masa
osldiar interna parece estar media por peréxido de hidrogenco localizado en el fiuido del
bilastocelc, ya Que se evita suministrando catalasa*™™. Considerando esta informacion junto con
ias evidencias que indican una influsncia del estrés oxidative en la progresion de la apoptosis
on diferentes tipos celulares (ver introduccion), se planted la hipdtesis de que el papel del
estirés oxidativo en ia MCP podria ser un evento general. Por ic 1anto, se decidid estudiar el
MeCAanismo por @l cual el estrés oxicdativo podria estar actuando. Es pertinente mencionar que
on el momento del inicio del proyecto Nno estaba claro si el estrés oxidativo formaba pane de ia
maquinaria de muerte per se, © si bien panicipaba en etapas iniciales como un activador del
proceso.

2. ElL AR podria ser un inductor de MCP.

El AR pariicipa en diferentes estadios del desarrollo embrionario, actuando en la formacién de
los miembros®>*, y en el desarrollo craniofacial®™ y del sistema nervicso central®™*, siendo estos
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Figura 1, Ls presencia de AR dursnte la lormacion de cuerpos embrionarios provaca ta muerte de les ciiviss.  Ls lormacidn de
cuerpos embrionarios e saakiza cullivando fas cbivies en cajas de polri para bacleria, donde no se pueden adherir, Daspués de 7 dias se

siombran en cajas para culivo donde los cuerpos embrionarios se adhisten y las chiulas dilerenciades migran hacia alvera y 3o faclite le

identificacitn de fos tenolipos dilerenciados. Se muesica ta mordologia de céklas 3 dias despuls de haber sido sembrados los cuerpos

embrionavios formados en avencia (coniol) o presencia (AR) de dcido riinoico 100 nM.



los procesos mias estudiados. Los receptores de AR son una subclase de factores de
transcripcion inducible por l:_?ando. del tipo de ios recepiores de esteroides. Tienen regiones de
union especifica al DNA, de unién al AR, para dimerizar con otra molécula de receptor, y
posiblemente para interactuar con otros factores de transcripcidn. Hay dos familias de
receptores, ios RARs y los RXRs, con tres subtipos denominados a, N~y g dentro de cada
clase. Es posible que las diferentes resp L vadas. estén mediadas por recepiores
mtieot. puUes cada UNC presenta un patrén de expresién particular durante ef desarrolio. E

de lineas celulsres ha sido una fuente considerable de informacion referante al
MeCanismo de acci del AR, pues induce la diferenciacién de varios tipos celulares. Por
ejempio, células de carcinoma er (EC) pueden diferenciar-hacia endodermo parietal,
endodermo viseral, o bien hacia células neuronales, dependiendo de la linea celular, ias
condiciones de cultivo y las dosis de AR utiizadas. Por otro lado, la linea ceiular HL-80
diferencia hacia granuiocitos en presencia de AR. En estos sistemas se han estudiado los tipos
de receptores involucrados, proteinas accesorias que pueden cCooperar con l0s receptores, asf
como los genes regulados por AR™,

E) AR también es capaz de inducir apoptosis en células en cultivo, como las lineas
celulares HelLa'™ y de origen neurona!®*™.“*~ La MCP parece estar mediada también por los
receptores descritos, pues la induccion de la expresion de RARa en células Jurkat las hace
susceptibles a la muerte inducida por AR™™, ademiés de que mutaciones con efectos
dominantes negativos de RARa protegen de muerte, al Mismo tiempo que evitan la activacién
de la transgiutaminasa en células epiteliales de ia traquea de rata*™", .

*  Diversas evidencias apoyan la hipétesis de que el AR también induce la MCP in vivo.
Por un lado, tiene un efecto teratogénico cuando es administrado a madres prefadas. Por

, durante el desarrolio de las extremidades se neran normaimente zonas de MCP,
conocidas como “zonas necréticas”™, necesarias para el proceso morfogendtico. Una de las
regiones més estudiadas es la generada en | ?ion de los interdigitos. Se ha demostrado que
ia presencia de AR produce malormaciones e embrién debido & un incremeno de ia muene
en las zonas necréticas*™ . Es posidle que el receptor RARRB sea el transductor de la sefal,
PUSS $& expresa justo en la region de los interdigitos; ademds, el tratamiento con AR induce su
oxpresion ectépica en diversas re s de ia cara, la cual coincide con las regiones donde

un incremento de muene*=". Por otro lado, el AR provoca la muerte de cultivos primarios
de explantes de interdigitos*™, sugiriendo fusnemeants que ese podria ser su papsel biolégico.
Sin embargo, nada se sabe aun del mecanismo por el cual el AR media la musrte, es decir, que
SUCede UNa VOZ qQue ol receplor se activa, pues se desconocen Ios genes reguiados y si o
efecto es activador o represor de la transcripcion.

En consecuencia, decidimos caracterizar la muerte causada por AR en las céiulas de
CUSrpOs eMbDrionarios y analizar la participaciéon del estrés oxidativo.

)



1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENEBRAL
Estudiiar la y ol mecanismo de la MCP durante el desarrolio, utilizando las eﬂu.c Es
como modelo, ya quo eoste tipo de cédlulas reproduce N vitro eventos qQue OCWITeN du
mt emMpPrand del ratén.

OBJETIVOS PARTICULARES
Establecer dos mOdelos: uNo Para estudiar 6! Mecanismo y otro para estudiar la regulacion de la

MCP.
A) Para estudiar el mecanismo de ln MCP:
1.- Estabiecer un gistema de m inducida r estrés oxidativo para

simuilar la muens
observada en ! blastocisto, uﬁlmndo céiulas E nddoronehdu representar éstas a las
eﬂul..do la masa celular interna y ser una pobla
- Analizar si ol estrés oxidstivo incide sobre la mquinuh e muene afterando ia transcripcion
do algunos genes implicados en la muerte celular.

B) Para utudmr regulacion de la MCP:
- Caracterizar la muene provocada por AR en células ES inducidas a diferenciarse medianie la

'm de CUerpes embrionarnos
2. Estudiar ol pape! del estrés cxidativo en la muerte celular inducida por AR.



. MATERIAL Y METODOS
1. Transcripciéon Reversa Asociada a la Ronclén de Polimerizecién en Cadena.
A) Purificacion oe RNA eliminando compistamente al DNA.
Soluciones.
1 Un- SM/LICIIM.

pars 50mi
* Yiocianato de Guanidina 4M 23.632¢9
Citrato de Sodio 25mM pH7 1.25m1 de stock 1M
Sarcocil 0.5% 2.5mi de stock 10%
H20 26mi .

* Al momento de usar agregar 36 ul 2ME/ S mi.
3. Etanol 95% i w
4. Acetato de Sodio 2M pHd
5. Fenol saturado con HO

3’ clovolomo noammeo 24:1
8. D.loi’Asa Inbro de RNAsa
8. Etanol 7

Muomo
- Lisar ias céluias en sol. ureaLiCl agitando vigormmom. (2x108 celulas/mi sot.).
- Precipitar a -70 ©C minimo 4 horas.

- Wr 10 min a 4 OC, inmediatamente dessechar el sobronadnmo (donde esté ol DNA ya
ﬂa o LiCl precipita pwloronchlmomc ol RNA). Con un papel absorvente sliminar e! exceso de

uu.pondor ia pastila en S500mI do 1. D.
oar 150mi (1/3 vol.) de etanot 95% @ incubar en hislo 5.

- cmrm.xr 15 min a 4 ©C, tirar of oobron.dlmo. (Esu recipitacion rapida elimina DNA ya que
requiere més tiempo Que e! RNA para preci P P dpi

- Resuspender en S00mi de s0l. D y agregar ?o:m (1/10 vol.) de NaAc 2M pH 4; vortex.
- er con SO00mI (1 vol) feno! saturado con agua + 100mi (1/5 vol) cloroformo: iscamiico.
- Dejar 18 min en hislo para que se formen las fases.
- Contrifugar 20 min en frio.
- Pasar fase acuosa a tuboe nuevo y precipitar con 500mi (1 vol.) de isopropancl.

- Incubar 30 min a -20°C. (Tiempos Mas largos aumentan ia contaminacion con DNA)
- Centrifugar 20 min a 4°9C.

- Resuspender la pastilla en 25mt agua.
- Aladir 1mi de DNAsa libre de RNAsa e incubar 15' a 37 ©C. (No es mﬁr
Wdor Para DNAsa, incluso han visto que baja ol rendimient: RNA por .cl

o de
romanonto de RNAsa en presencia de Mg<) .
225mi (10 vol) sol. D (Es suficiente para eliminar compietamente ia actividad de
DN + NO 68 NSCOSArio volver a exptraer).

- Precipitar con 250ml (1 vol) de isopropancl de 30 min & 1 hora a -20°C.
- Contrifugar 10 min en fric; iavar la pastilla conetanc! 70% trio.
- Resuspender en 25mMi agua y cuantificar en el espectro 100250-401!\9.

B) Transcripcion Reversa

Para SO\ de reaccién:

x ml RNA (10mg)

-1 ml oligodT (1pg/ul)

- calentar 5' a 65°C, mientras mezclar:

10 mi butter RT 5X

2 mi INTP's S5SmM (200mM final)

2mMIDTT 0. 1M (10mM final)



e

y mi H20
0.5m! transcriptasa reversa (BRL 200u/ul)

- incubar 60 min a 37 ©C

C) PCR . PR
Para SOmI de reaccion: . .

x mi H20

S mi oe cDNA

S i bufter tag 10X

2 I ANTP's SmM

y mi oligos (30 pmol de cada uno)

- calentar 3' @ $5°C y agregar
0.8ml enzima taq (BSehringer)

Congdiciones de amplificacion:
1 ciclo: 95 °C 8 min
30 ciclos: 95 ©C 30 seg
57 ©C 1 min
72 ©C 30 seg
1 ciclo: 72 ©C 5 min

D Ge/l agaross 3%
isolver 1.5g de agarcsa en SOmi TBE 0.5X

- Agngnr bromuro otidio @ una concentracion final de 30 ml antes de vaciar.

- Correr en TBE 0.5X conteniendo bromuro de etidic 30 mgl 280 V.

£) Secuencia de ios ollgonucloat:doc utilizacios.
HPRT (ﬁ'n mento cONA 344 "FI’)
ollgo CCT GCT GGA AT TAA AGC ACT 3 (335
H2' 85 GCT AAG GGC ATA ch AAC AAC AAA C 3 (381)

gm;momo cDNA cp-r_}

ollpo T CTT CCA GCC TG 3' (1962)

oligo 3':5° GTT GAC GCT CTC CAC ACA CA 3 (2281)

bax (fra mento cDNA 'l)

oligo 5°: ' 5' GAA CA TC ATG AAG ACA GG 3 (59

on 3': 5' GCA AAG TAG AAG AGG GCA AC ¥ (332)
fragmento cDNA 5 3%_

ollgo 55 ACG TGC CCT GTG CAG TTG TG 3 (409)

'?P 3:5' ATA CTC TCC ATC AAG TGG TT 3 (§53)

bel-x (fugmmo cDNA pcl-xL 800; bel-xs 600)

oligo 8" 8 TTG GAC AATGGA CTG GTT GA 3
3:8' GTA GAG TGG ATG GTC AGT G 3'

lc (tragmento cONA 4. 2_;

oligo 5.8 GTT GGA GCT CAA GTT GAC CT 3 (581)
00 3’ :5' GAC AGG ATG TCT CAA AGA CA 3 (1054)

Nodd 2 (fragmento cDNA 400)
oligo 5' 5 GCG GAA TTC CAG GTC TTTCTC 3
ofi ': ' TGG AAC TCA ACC TGC TGC CA 3

{ ] (1r. ymento cDNA 49€)
olige §': &' ACC ATG GAC GATCTG TTT CC 3 (58)
oligo 3': 5 ACT GTC ACC TGG AAG CAG AG 3' (535)

Fos (fragmento cDNA 376 pb; NOMico 493)
oligo 5': 8’ TGG GCC TAG A ATG CCG CA 3 (1908)
oligo 3"5'AAT CGG AGG AGG GAG CTG AC 3 (2400)



Los numercs entre paréntesis indican el sitio de inicio del oligonuciedtido en la secuencia de
cDNA depositada en el GeneBank.

2. Transfeccién de Células ES por Lipofeccién.
y Soluciones.

b Pl‘.medolumnudo
[ 1’?.“1- 0.25% N
d) PBS o

E nol 70%

é hringe

g; OPTIM M (DULB CO?

G418 (andlogo de neom cm.) 100X:
a.csmolvor 18 mg de ingrediente activo (cada frasco indica ia fraccién activa por mg) on

- Esterilizar por filtracion.
- Almacenar a 4 ©C.

“iml

Proocedimiento. .
A) Prop.r.r conjug.ape DOTAP:DNA C
- Smg DNA ’ ;
- aforar a 200 mi con OPTIMEM -

- incubar 15 min a temperatura ambiente.
- Colectar las células tripsinizando, como si se fueran a subcultivar.

- Centrifugar alicuctas de 105 cclulas r tubo.
- Resuspender on 800 mi de OPT M

- Agregar ios 200 mi y pasar a un tubo Eppendorf.

- Incubar 4 horas en agitaciéon a 37 ©C.

- Cambiar ¢! medio y poner M15 para QUe S$e recuperen.
- A las 24 horas agregar M1S con G418 0.18 mg/mi final. .

Seleccion ce /as colonias recombinantes (dia 3-10u 11)
- Las cédluias con G418 se tardan entre 4 y 5 dias en morirse .Cambiar ¢l medio conforrme s
vaya acidificando hasta Que d P Y 108 ¢ celulares y se vean colonias rumomo a

18 a simple vista.

Expancion de las colonias (dia 11-12 g :
- Lavar las cajitas dos veces con PBS; dejar PBS cubriendo las célula: oy
-~ Poner gotitas de tripsina en la tapa de una cajs de 10 cm de digmetro on un amregio como cajas -~

d. 24 o8,
- Bajo £l° microscopio tormnar cada colonia con una pipota PUSSta a un volumon mdodmo de nt

on OCacioNes &8 NECesSario despegar mecanicaments ia coionia de ics bordes. 'l’mm

colonia a la gotita de tripsing.

- Incubar 10 min -15 min a 37 ©C.

- Quitar ¢! medio STO de una caja de 24 pozos con células alimentadoras y poner M1 s.

- Agregar 20mi de M1S de cada pozc a cada y di'grmr la colonia pipsteando.

- Transterir la suspencion de Es la caja de 24 poOzOS céluias al .

W
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3. Mapa de vectores transfectados: Pol2neo y PGKBcl-2Neo
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4. Concentraciones usnd-:‘ para reactivos y onzlmts con ofoeto. antioxidantes:

DMSO: 0.1; 0.5; 0.75;
Tiromina: 10: 25; 50; 100; 200 uM :
Catalass: 1; s;zs %0, 1°Oug/ml

NAC: 1:5:10:50;100:200;4
fenol: 0.03; 0.015; 0.01 125 0.007S; 0.005%

QsH 10. 50; 100; 200 uM . -
Cys: 1:5; 10; 50; 100 M N M -
8. Cultivo en Hipoxia

a una densidad de 105 células/m! de céiulas

- Sembrar 4 cajas Ce 3 om de diametro
das en medio M15, durante 12 horas.
- Aspirar ¢l medio y lavar 2 veces con PBS.
- Agregar medio M15.a 2 cajas y medio M15 sin 2ME a ias otras 2 cajas
- Incubar durante 48 horas: una csje con M1S y una caja con M15 sin 2ME en la incubadora con

5% CO2. 21% 0O2. a 37 ©C; una caja con M15 y una caja con M15 sin 2ME en una cemara con
atmosfera controlada de 5% N2, 5% CO2, y 21%, 6%, 2% 6 0% de O2, a 37 °C.
. —

- Cuantificar ia sobrevivencia como se describe en la publicacién 2.

8. Programa PROPSEARCH para buacar proteinas homdlogas funcionales.
El programa PROPSEARCH analiza la ¢ cion de aminod de las proteinas, ignorando
ol orden de oS residucs en la secuencia. omiaor. proplmdos dd tipo de p;p:::‘o w* A

de aminodcidos voluminosos, de muo 08,
hidrofobisidad, de la carga, etc. y o contendio de doblotoo de seleccionados. Son
evaijuadas 144 propiedades individuaimente y se utilizan como un voctor de busqueda. Los
m.oo para cada propiedad han sido proba o8 usando un tico en un xupo de

de proteinas Cuya estructura conoce. Las secuencias en la base de tos 8@
transforrnan también a vectores y se calcula la distancia euclidiana entre el vector de busqueda
y las secuencias dJe la basa de datos. .

7. Andlisls de RNAM por Northern.

A) Gel para RNA.

1. Bunor MOPs 10X

Para 1
41 .88 gr MOPS
4.1 gr NaAc .
20 mI EDTA 0.5M o,

- Alustar ¢! pH con NaOH
z%m.r de car ada.
100 ul 20

750 u.l 1ormarmd¢
150 ul MOPS 1
240 u! forrnawohndo 37%
100 ui glicero!

80 ul azu! brornofonon 10%

3. Gel do ofarosa
Para 100 mi: -

1o ml rxops 10X
85 ml H20 e L .
- fundir la agarosa . T e
S miformaldehido 37% v . ow e
4. Amortiguador de corrida: MOPS 1X o :

Procedimiento.
34
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- Cargar 1 - 3 ug de RNA poliA o bien de 10 - 30 ug de RNA total; agregar 5 voi de

amorbguador de cargads,
- Calentar la muestra S min a 65 ©C antes de cargar.
- Correr ¢l ge! 8 S volt/em (durante 2 - 3 horas).

8) Transferencia Alcalina.

1. NaOH 0.05N

2. SSPE 2X.

Stock concentrado 20X:
3.6 M NaCi
0.2 M fosfato de sodio
0.02 M EDTA pH 7.7

Proocedimiento.
- Armar o aparato de transferencia poniendo un recipiente con NaOH 0.05 N, colocar un banco
plano dentro del recipiente sobre el cual se pone un filtro Wattman del ancho .:'.cto del gel, con

ol largo suficiente para que 108 exiremos 88 sumerjan en ia sosa. Se coloca '&I zeon ol lado
lano hacia arriba) sobre el fitro, s¢ moja en agua un fitro Hybond Amersham,
gulunhmhim. RU)del tamafio exacto del gel, y se pone encima. Se ooiocan 3 hojas de

1 Wattman 3 también del tamafic exacto del gel, previamente humedecidas en SOSa.
con parafiim el drea Ge! gel. Se pone una torre de papel absorventes de 4 an de altura
©ON un ligero PEsSO eNncima para Que la adsorcion sea homogénea. .
- Transferir gurante 4 horas.
- Desmontar y marcar con 14piz 108 pozos del gel en el filtro.
- Lavar brevemente la membrana con SSPE 2X en agitacion.
- Dejar secar y guardar protegido de! polvo o proceder con la hibridacién.

¢) MHibricacion.

8.

1. SSPE 20X
2. Denhardt 100X

BSA 2%

Ficoll 2% (tipo 400 Pharmacia)

Polivinil pirrolidona 2%
3. SDS 10%
4. DNA de esperma de Saimoén 1mg/mi sonicado.
8. Solucion de hibridacion.
Para 25 m| gmal]

18 m| formamida 0%

6.25 mi SSPE 20X X

1.25 mi Denhardt 100X 8

1.25 mi SDS 10% 0.5%

Procedimiento. .
- Después de caientar S min ¢! DNA de esperma de saimoén, poner en hieio; agregaric a la
solucién de hibridacién y pre-hibridar minimo 1 hora a 42 ©C, poniendo el filtro con el lado del
RNA hacia ia 1uz del t1ubo de hibridacion. Agregar ia sonda (»108 dpm/ug) previamente hervica
S min @ hibridar minimo 12 horas.

- Lavar con SSPE 2X, SDS 0.1% a 42°C dos veces a temperatura ambiente S miny una vex
a 42 OC durante 20 min, con la solucién precalentads a 42°C.
- Exponer v revelar.

8. Gel de retardamiento para determinar cambios de afinidad de IRP.
A) Preparacicn ce estractos citoplésmicos.

N
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1. Solucion | amomguador. e lisis. . .
[final)

Para 10 m!.
- 1 mi HEPES 1oo mM (1g/50 mi) pH 7.5 10 mM
30 ul MgCi2 1 3amM
_ 400 ) (298 mg) KCt 1M 40 mM
50 5% L.
) r Dﬂ 100 mM 1 mM
20 uN 0.2%
8.4 ml Hzo

2. Soluciéon BioRad para Bradford.

Procedimiento. ]
- Lisar 2.5x107 células en 200 ui de buffer de lisis & 4°C, en un tubo eppendort con

hoemogeneizador.
ooDiluir 3X con solucién amortiguadora de lisis para dar una concentracion final de proteinas de

m. eontnfu ndo 8 10.000 dur.m 1 min (11,000 rpm en mMmicrofuga
Convonlon do 9" & “rpm o rm?7.3 gm ierofué. eppendort. )-

o rpm- PREESS

1.118xE-S - r(cm)

- Cuantificar la proteina por Bradford: 800 ul musstra + 200 ul reactivo BioRad; incubar S min a
temperatura ambiente y leer densidad éptica a 595 nm. Estimar la concentracion de proteina en
los extractos citoplasmicos por medio de una curva “ltndar de albumina.

- Aimacenar muestras alicuotadas a -80 ©C.

B) Sintesis ce! RNA IRE. -

- Secusncia de los oh%onuclooudos clonados q!rm ol term lldo - ~,
IREY: 5 GAT CC ACA GTG 5 :
IRE2: 5° GAT CCG TTC AAG CAC TGT TGA AGC AG 3'

Para 10 u! do reaccion:
1 u! H20
1 IRE/Smal (1
1 .'f Rreazs mm 19
1 ul butfer 'IOX
S-ul CTP32 (50 #;:i; 3000 Ci/mmol)
1 ul polimerasa

- incubar 1 hora a 40 ©C.
- Contar incorporacién: 1 ul reaccién + 9 ul Hzo Guardar 5 ul en un tubo limpio y proeipihr los

otroo 5 ul con isopropanol.
r 15 min & méxima velocidad.
- Resuspender en S Ll agua ¥y contar respecto a la fraccién no precipitada. En promodoo s®

obtuvo una actividad especifica de 1.7x1 Oscprn/ug. con una incorporacion del 12%.

C) Purificacion cel fragmento IRE.
- Agregar 10 ul de UREA 10 M/ azul de bsromo!onol a la reaccidn de sintesis.

- Correr un el de acrilamida al 20%/ UR
-~ Correr a 400 voitz una hora aprox.

- Cortar ia banda por “sombra de tuz uv".
- Eluir en agua 12 horas a 37°C.

- Precipitar con butanol.

0)



- Resuspender en 100 ul H20 libre de RNAsas.
Extraer con ferol; fenol/cloroformo; cloroforme.

: Precipitar con etanol.
- Resuspender en H20 libre de RNAsas a una concentracién 1 nmol/ul (26.4 ng/ul).

D) Ensayo oe unidn: gel e retarcamiento. .
Soluciones.
1. Amorti u.dor oe lisis.

58 gr acriamica
2 gr metil bisacrilamida
120 mi H20

- menora 7.
&. Buffer tri:n boratos 10X (Tris Boratos 9 M; EDTA 0.2 M pH 8)

8. 4 do corrida.
200 mi

Para
20 I TBE 10X
200 ul MgClz ™M
180 mi H20O

Procedimiento.
- Preparar gel ‘acrilamida &% (20 mi):
4 ml acrilamida 30%
2 mi TBE 10X
?O [Ty MgClz 1M (1 mM final)
4 mi
10 u! TEMED
100 ul persuifato de amonio
- incubar 30 Min a temperatura ambiente la reaccion de 20 ul:
10 ul extracto eltopltsmnco (2.5 - 25 ug proteina)
’ 1.5 ul RNA IRE (1.5 fmol)
1 u! inhibidor R! as .
A 2 ' 670?': ul amon-g'u.dor do.l gmoi . tu
- Agregar 2 eparing @ incuibar min a temperatura ambiente.
- Agregar 2 il de buffer de cargada y correr ol ge! a 150 voitz durante 90 min en e} cu.no frio.
- Secar ¢! gei en cape! DEB1 y exponer.




V. RESULTADOS

_A) Estudio del! mecanismo de MCP.
Para contar con un modelo para estudiar la MCP en las células ES. se anaiizoé e! posible efecto
- on la sobrevivencia del agente reductor. 2-mercaptoetanc! (2ME). El 2ME es un aditivo coman
on o medio de cultivo utilizado para estas células, debido a que habia evidencias sugiriendo
que el estrés oxidativo podria jugar un papel importante en la MCP. Para esto, se cuitivaron las
g y se cuantificd la proporcién de células vives mediante

células en presencia © ausencia de 2M 3
ol andlisis de la exclusion de azu! de tripanc. Como se puede ver en la fig. 2, en ausencia de

E las células mueren en un lapso de 48-72 h y no se forman coionias. a pesar de la

- presencia de 15% suero (fig. 3A y 3B). . i

Estos resultados sugieren que ias células ES no necesitan factores de sobrevivencia
presentes en e! suero, sino qQue es suficiente el efecto protector de! 2ME. Para probar esto, se
cultivaron las células en el medio definido F12 en presencia o ausencia de 2ME y/o suero. En

lag figuras 2 Y 3C-E se muestra que la presencia de 2ME permitid ia formacién de colonias.

mientras qQue la presencia de sueroc no. .

. Puesto que la privacién de 2ME del medio de cultivo provocod ia muene ceiular, la
hipétesis de trabajo fue considerar a las células ES en esirés oxidativo constitutivo, i cual
podria mantener activa la magquinaria de muerte. Esta cualidad nos permitiria estudiar como el
estrés oxidativo podria participar en el proceso de muerte.
1. La ausencia de 2ME provoca muerte apoptética en las células ES. .

confirmar Que efectivamente ia muerte observada al retrar el 2ME es apoptidtica, se
buscaron caracteristicas tipicas de este proceso de muerte, como ia fra ntacion del Nucleo y
la degradscion internucieosomal del DNA. Se tifieron ias células con DAPI y se observo bajo o
microscopioc de fiuocrescencia que Ios nuclecs se encontraban fragmentados como ocurre durante
NA gendmico por medio de

(cato no mostrado). Se. analizd el estado del
oresis y las células cuitivadas en ausencia de 2ME presentaron el patrén de bandeoc en

) aportosis
ra_caracteristico de la apoptosis (fig. 2, publicacion 2). En conclusién, la muerte de las

escale
células ES que se desencadena con el simpile evento de remover ¢l ZME es apoptdtica.
En algunos tipos celulares la MCP requiere de la activacion de genes especificos, por lo

qQue la muerte se evita en presencia de inhibidores de transcripcidn o traduccion, Para saber si ia
muene observada en nuestro sisterna también depende de la activacion de genes, se
agregaron diferentes dosis de Actinoricina D1 o Cicloheximida a los cultives. Sin embargo, no
fue posible concluir si la progresion de la muerte depende de la sintesis de RNAmM o proteinas,
ya que las céluias mueren por apoptosis (se observo degradacion internuciecsomal del DNA) a
concentracicnes de estos compuestos de incluso 1ng/mi incluso en presencia de 2ME (fig. 4).
Cabe mencionar que comunmente se utilizan dosis en el rango de mg/Mmi de ambas drogas,
provocando la detencion del cicio celular en otros tipos celulares.
2. La expresién de Sc/-2 no previno la muerte r ausencia de 2ME.
Puesto que habia reportes sugiriendo que el mecanismo bioquimico por el cual ia proteina BCL-
2 evita la muerte es Mmediante la activacion de una via antioxidante, resultd interesante esiudiar
! nivel Je expresicn de 8Sc/-2 en las céiulas ES, ya que si éstas se encontraran reaimente en
- &N @SWAdOo pro-oxidante como o sugeria el requerimiento de 2ME para sobrevivir, BCL-2 podria
_ estar ausente. Se analizé la expresiéon de 8c/-2 por medio de RT-PCR y acorde a io esperado,
ME (fig. 8), si bien podria haber expresion

no se detectc RNAmM en ausencia © presencia de 2
de otros miembros de la familia, como se muestra Mmas aclelante.

- Si efectivamente BCL-2 activa una via antioxidante, era de esperarse Que al scobre-
expresar Bc/-2 las ceéiulas se volvieran independientes del 2ME. ara probar esto, se
construy® un vector para transfectar 8c/-2 bajo el control del promotor PGK (phosphoglycerate
kinase-1), un promotor fuerte y constitutivo en las células ES. Debido a que !a eficiencia de
transfeccion fue menor del 10%, fue necesaric seleccionar coionias recombinantes estables,
para lo cual se introdué'o en el vector un cassetie Que confiere resistencia a neomicina (Mapa en
material y métodos). Se expandieron 36 clonas independientes y se cuantificS la sobreviviencia
en ausencia de 2ME. Se obtuvo sdio una clona que obtuve una proteccion poco significativa;
8@ probé la habilidad proteciora en ausencia de suero (donde se sabe que BCL-2 si protege)
y s® observo una proteccion mayor (fig. 6). Se contirmé por RT-PCR que el transgene B¢/-2 se
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Flgura 4. La Inhibleién de l1a sintesis de MNAM © proteinas induce
apoptosis en ias cédlulas ES. A, cindtica Ce la muerte provocada peor a
presencia de ng/mi de cicioheximidga (CHM) © Ing/ml de actinornicing D1
(Act). Se cuantilicd la sobrevivencia a ios tiempos indicades. Se presenta e
promedic dce exparimentecs independiantes. B, Degrasecion
R internuciecsomal del DNA ce céivies muriends por ls presenca de
cicioheximica (CHX) © ce actinomicina D1 (Act) duranié 24 horas.

san niveles detectadbles de 8ct-2 y

PE3, pero transcriben altos nivel de 8arx; dicho patrén no cambis
dursnie 1 muerte cavsacds por susencia de 2ME. RT-PCR ce céluias
cultivadas en presencia (+) © susencia (-) de 2ME duranie 48 horas. Se hizo

un PCR del! RNA de cada muestira para comprobar gue no hay
contaminacisseon de DNA pendmico. E, escalera e 100 pb; N, control

negativo; P, DNAc de cerebro como control positive. M, pBR322/Hintl.

Figurs 8. Las céliulss ES no expr
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Figura 6. Protecelién ”"';‘J" is expresién de Bcl-2. A, las células fusron cultivadas en madio M1$ que
cortisns 18% suero, con © sin E. B, las células fusron cultivadas en el madio definikio F12, con o sin 2ME. Bcl-
2, Unica clena transfectada con a! vecior bol-2/Ne0 Que presenté une proteacién parcial en s ausencia de suew o

2ME. neo, clona transiectads con ¢! vector Neo. La sodbreviviencis se cuaniificd por exclusion de tripano a los
tempos inuiicados. La clona bol-2 que 58 analizé coresponds a ia clona 1 de la figura 7. A
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expresaba en la mayoria de las cionas (fig. 7). pero puesio que por Northem no fue posible
detectar el transcrito (Cato N MOstrado). Ios niveles de expresién parecen ser muy bajos. Es
posible, entonces, que el incremento parcial en ia sobrevivencia presentado se deba a una
variacion de la ciona particular y no necesariamente a consecuencia de la produccién de BCL-2.
En un intento por seleccionar aquelias clonas Que tuvieran niveles de expresion de Bc/-2 mas
aftos, en lugar de seleccionar las clonas resistentes a neomicina, se selecciond creciendo a las
- Células en diferentes concentraciones de 2ME. En ningun caso fue posible obtener alguna clona
independiente de 2ME. Se intentd rescatar a las células creciéndolas 2 dias sin seleccion y
uego retirando el 2ME, pero todas ias céiulas se murieron con la misma cindtica Que células

transfectadas con el vector sin Bcl-2.
En conclusién, no fue posible obtener clonas Que expresaran altos nivies de 8Bci-2 y
fusran en consecusncia independientes de 2ME. Recientemente se ha descrito que BCL-2

pusde ser pro-oxidante @ incluso pro-apoptético en Ciertas condiciones®™™. Més adelante se
discute la posibilidad de que altos niveles de BCL-2 resulten téxicos para las céluias ES.

'3... !l.gotrén de expresidn de algunos genes de muerte no cambia durante !a MCP de

Puesto que dentro de la hipdtesis de trabajo habiamos propuesto que las cédlulas ES tienen la
ria de muerte activa, y considerando la ausencia de BCL-2, era de esperarse que las
expresaran Sax, la unica proteina descrita en ese MOMento capaz de provocar ia

muere al ser sobre-expresada. Acorde a lo esperado, por RT-PCR (fig. 5) y Northern (dato no

mostrado) se encontrd transcripcién abundante de Bax. I
Sin embargo, posteriorrnente se describieron nuevos nes de muere y surgid la

lidad de que expresaran algun homodioge de 8c/-2. Se disefharon oligos para analizar por
T-PCR ol patrén de expresion de Bc/-x; v Bcl-Xg, asi como de 108 genes de las proteasas

ICE y Neod2. En la fig. 8 se puede ver que las células ES expresan bci-x ., Quien tiene una

funcién biclogica equivalente a Bcl-2, pero no expresan 8cl-xg, quien actua de manera andloga

& Bax. Si bien ria parecer que-estos datos debilitan la hipétesis de Que las células ES

encendida la maquinaria muerte, pues la carencia de BCL-2 puede ser sustituida por

BCL-xL. y BCL-x|. y BAX heterodimerizan, existe la posibilidad de que 108 niveles de BAX

sean demasiado altos cOmMe para que su funcién sea contrarrestada por BCL-XL. No se detectd

expresion de /CE pero si de Nedoz, aunque no se puede concluir Que ia proteasa esté activa
pues ahora se sabe que se reguia a nivel postraduccional. Aunque podria haber una diferencia
en los niveles de transcripcién de Bcl-xL, en 1os demis genes NO parece haber reguiacion por la

presencia © ausencia de 2ME. .

Como se menciond en la introduccion, la expresion de P53 esté asociada a la progresion
de la muerte en diversos sistemas; ademas, diferentes condiciones que inducen su actividad
sOnN pro-oxidantes, como las radiaciones © las drogas que dafian e DNA, 1o que nos permitic
[ er Que la activacion de £©53 podria estar mediaca por estrés oOxidativo y participar en la
MCP de nuestro sistema. Por lo tanto, se analizéd si la expresion de p53 se activa durante la
muerte inducida por ausencia de 2ME. En la fig. S se cemuesira que las céluias ES no expresan
P53 ni se induce en ausencia de 2ME. descartando la parnicipscion de p53 en este tipo de

‘Considerando el cambio sutil en ios niveles de BCL-XL durante la muerte, consideramos

Que un posible Mmecanisrmo por el cual el estrés oxidativo desencadena la muerte podria ser
@ & regulacion transcripcional de algunos genes de muerte, pues se ha observado que
OS y NFkb, se modula de

la afinidad por e/ DNA de aigunos factores de transcripcion, como Ji
acuerdo al estado redox de ia proteina. Incluso la transcripcidon de ios mismos factores se induce

POr estrés oxicativo™™. Puesto que ambos genes s expresan en condiciones & muerte en
diferentes tipos celuiares, resultaba sugerente que fueran elics ios blancos sensores Oel
incramento en ROS y en consecuencia modularan ia transcripcion de genes de !a maquinaria de

muere, tales como las familias Bc/-2y ICE. )

Para analizar esta hipétesis, se comparo por RT-PCR el patrén de expresion de Fos y
NFkd en presencia o ausencia de 2ME. En ningun caso se encontrd alguna diferencia en I1os
niveles de expresion e inclusc el RNAmM de Fos fue apenas detectable (fig. 8). Para confirmar o

descartar definitivamente una posible regulacién transcripcional de Ics genes de muerie por
estrés oxidativo. se analizé por RT-PCR la expresion de los genes Bax, Bc/-x, Neod2y ICE

S
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en fibroblastos inducidos a estrés oxicativo mediante la adicion de 200mM de peréxido de
hidrogenc; bajo estas condiciones 10s tibroblasios mueren. De manera sorpresiva, resuttd haber
una activacion del gene protector Bc/-X; y una represion de la transcripcion de /CE, ia
promotora de muerie, en presencia del peréxido de hidr no (fig. @ ). Una posibie explicacion
o8 que lo observado sea un reflejo de la activacion de ia maquinaria de defensa de ia célula,
pues se ha propussio que Bcel-2 protege gensrando un estado pPro-oxidante Moderado, Que a
SU VeZ ACliva una respuesta de defensa (discutido mas adelants). X

En resumen, aunque no 88 detectd cambio en los niveles de transcripcion de los nes
analizados en respuesta a la ausencia de 2ME, resulta interesante la posible regulacion
tranecripcional cl-xg vy ICE por esirés oxidativo en fibroblastos. Por otro lado, Qqueda ia
posibilidad de que exista una regulacion redox a nivel postraduccional.

4. Eg posible que el mecanismo de proteccién de 2ME no involucre Ia prevencién de
estrés oxidative general. -

Para analizar si e! efecto protectior del 2ME se debe a su caracter reductior, se realizaron Ics
experimentos que se describen a continuacién.

a) Otros antioxicantes no sustituyen e! pape! protector del 2ME.
Para saber si ¢! efecto del 2ME en la sobreviviencia celular se debe a su caracter reductor, se
b es agenies recuctores, tantc bioldgicos cOMO No biologicos,
permeables © impermeables a !as células. Para los 7 anticxidantes analizados se hizo una
curva de concentraciones consideranco ios equivalentes reductores de las
comparables y se cuantificéd i1a sobreviviencia por exclusién de tripanc & las 24 h, 48 hy 72 h.
NinguUn antioxidante utilizado fue capaz de sustituir e! efecto protector del 2ME. en la tadbla 1 se
presentan |0s resuitados representatives de cada antioxidante a las 72 h.

gente Agenie gen [%% sobreviviencla |
Antioxidante Biolégico |Permeable
con ™ no ] — - -
n no ] 38
™ v ] [al 30
as ™ 1 [l 30
TOSIN ™ (1] &1 30
eina ™ (&7 3 35
no 3 <
m Y Tho 3 =8
®nol (0. b no 3 ki)
. Porcenlaje de sobrevivencia a las 72 horas de culllvo en presencia

abla
de los antioxidantes Indicados. °, maxima dosis utilizada: "°. minima dosis que
resultd 1oxica. Se presenta el promedio de dos experimentios independientes.

Alqunos antioxidantes no sdio_no protegieron, sine que aceieraron la muerie de las
células (D y NAC). Eil caso de NAC resulta interesante, pues se ha observado que esta

tione un efecto inhibitorico sobre la prolferacion, provecande que ia célula se detenga
en la fase G1 del cicio ceiular. Por io tanto, s posible que ia muerte se ceba a un efecto sobre
@l ciclo celular, mas que a una actividad reductora.

g) En ausencia de 2ME hay mayor cantioad ce radicales libres. )

| heche de no encontrar un antioxidante capaz de sustituir al 2ME puede deberse a que No se
haya utilizado alguno que tenga el mismo acceso a ia célula © que reaccione con el MismMo tipo
de ERO. Para confirmar que !a presencia de 2ME disminuye el estrés oxidativo en las células,
se cuantificd la cantcad de ERO en presencia o ausencia de Z2ME, utilizando el reactivo
diacetato de dihidrc-diclorofiuoresceina (DH-DCF-DA). Este compuesio @3 permeable y dentro
de la célula esterasas separan el diacetato. liberando al DH-DCF: éste al reaccionar con ERO
se oxida generando al DCF, mismo que fluoresce al ser excitado. Come se puede ver en la fig.
%;8. la publicacion 2. efectivamente en ausencia de 2ME hay una concemracion mayor de

<0
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CDNA de cerebro como coniroi positive; ES. cDNA de ES como centrol pesitive: N, contrel
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ﬁ, cumvo on hipoxia de las céluias ES no disminuye ia dependencia de! 2ME.

esul desconcertante encontrar que en ausencis de 2ME los niveles de ERO fueran
m.yonl. y Que ningun antioxidante probade hubiera prevenido ia muerne. Para saber si
efectivamente la muerte provocada por la ausencia de 2ME esta mediada por ERO, se
cultivaron las “lu'.l bajo una atméstfera controlacia para manipular la concentracion de O2. En
colaboracion con Edith igareda del laboratorio del Dr. Tonathiu Ramirez (IBT, UNAM). se
compard la cindtica de muerte de cultivos realizados a diferentes concentraciones ce O2, en

presencia © ausencia de 2ME. Como ® pue dovoronlnt.blaz la proporcion de muene No
dismimuyé conforme tue bajando la eencomncoon de Oy.
revivencia OTas
1S2T con in
. Bo% °
&%
(2% 23
O% 7%
2 NO aumen porcentaje sobrevivencia.

Las e‘lul.o fueron cultivadas en las concentraciones de oxigeno indicadas y 48
horas despuds se cuantificd la sobrevivencia. Se presentan ios datos de un
experimento representativo.

‘ En conclusién, groco Que ol estrés oxidativo nornl no ¢8 la causa de la muerte cbservada al
M molécula

retirar o . cambio, pudiera ser que el blanco reducido por el 2ME fuese una
especifica, tal vez no relacionada a ERO. Esta hupétolio también explicaria porque ningun otro
antioxidante pudo sustituir al 2ME.

5. Bl GSH no participa en la .obnvivoneln. sino estimula la proliferacion.

De entre los efectos descritos de! 2ME en la célula .r.guné interesante e incremento que
provoca en la biosintesis de glutation reducido (G Z ya que facilita la importacién de
cisteina al citoplasrna, la cual es un precursor de GSH (ﬁgum 10).

cistina
v ac
glutation
cisteina recuctasa \
v e
2me
\- s L—’ glu-cyl&—"GSH GSSG
p-plutamil cistein glutation \ _—)

sintetasa sintetlasa

plutation
s-transferasa

oTeC

Figura 10. Esquema del mecanismo de induccién de |a biosintesis de GSH
por el 2ME. E! acido etacrinico (AE) depieta ¢l GSH, mientras que el &cido 2-oxo-
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4-tiazolidino carbexilico (OTC) induce su biosintesis por ser anglogo de cisteina.

Consideramos, entonces, la posidbilidad de_que el 2ME estimulara la sobreviviencia de
las células ES al incramentar la concentracion de GSH intracelular. Esto resultaba interesante
m:o habia demostrado que la presencia de BCL-2 correlaciona con un aumento de GSH, e

B ue si 8@ depleta éste células mueren*™,

-~ Para saber si la sobrevivencia de las células ES se relaciona con un aumento en la

-concentracion de GSH, se manipularon los niveles de GSH intracelular. Por un lado, se
cultivaron las células en presencia de diferentes concentraciones de écido etacrinico (AE), ﬁ:’

ta o/ GSH tanto citoplsmico como mitocondrial. Como se puede ver en la figura 11, si bien
hu una disminucion en la cantidad de células a io largo del cultivo, el porcentaje de células
vivas no cambid a concentraciones de 200uM © menores. Concentraciones mayores resuitaron
téxicas. Estos resuitados indican que el GSH puede tener un efecto proliferativo, como se ha
observado en otros sistemas<22, pero su presencia no es indispensable para la sobreviviencia
de las células ES. De manera compiementaria, se pretendié sustituir al 2ME por andlogos de
cisteina como el écido 2-oxo-4-thiszolidine-carboxilico (OTC), ya que Ia adicién directa de GSH
no tiene efecto debicdo a su falta de permeabilidad (tabla 7). Se cultivaron las células en
presencia de OTC y en ausencia de 2ME, pero no se incrementd el porcentaje de
sobreviviencis (fig 12). La adicién de cisteina tampoco estimuid la sobrevivencia celular (tabla
1). Estos resuitados apoyan la hipdtesis de que el efecto en la sobrevivencia promovido por e

.2ME no esté relacionado con la biosintesis de GSH. Sin embargo, h-‘\_v' un efecto claro en la
‘profiferacion, dado que el numerc de céluias disrmninuyo al depletar @l GSH. ]

En conclusion, parece que e 2ME afecta dos procesos celulares: la proliferacion
mediante e incremento de GSH, y la sobreviviencia, mediante la reduccién de un blanco

do.

6. Ei fierro pudisra tener un efecto en la sobrevivencia celular.

Con el objetc de buscar la molécula blanco resp ble dei ef on la sobreviviencia, se hizo
una revision sobre las proteinas regulables por 2ME. La mas interesante resultd ser la
“proteina reguladora de fierre™ (IRP-1), ya que el metabolismo del fierro estd estrechamente

relacionado con el estrés oxidativo, pues ademas de que ol Fe+2 participa directarmente en la
generacion de radicales hidroxilo al reaccionar con el peroxido (por ia reaccion de Fenton), las
proteinas IRP-1 ¢ IRP-2, moléculas sensoras de 108 niveles de Fe intracelular, responden
también a! estrés oxidativo. Ademas, resuitaba posible que las moldculas ejecutoras de muerte
fueran sensibles a ios niveles de fierro y no directamente a ERO, pues se acababa de
demostrar Que la progresion de la apoptosis y su prevencion por BCL-2 se lleva a cabo aun
on condiciones de hipoxia®™™
Como una aproximacion para sondear la posibilidad de que el fierro pudiera unirse a
moléculas de_muerte se predijc la estructura secundaria de BCL2 y BAX (en colaboracién con
Gabriel de! Rio (IBT, UNAM)), ya que aun no se- CONOCe sSu estructura. Se compard
estructura de diversas proteinas unicdoras de fierro para identificar una firma de unién a fierro (en
rcion con Nina Pastor (Mount Sinai University)) y se encontré como consenso que las
histidinas y cisteinas que coordinan el fierro se encuentran siempre en una cara de a-hélices
anfipdticas. De la prediccion de estructura secundaria se observé que las histidinas y cisteinas
presentes en B, y BCL-2 se encuentran en una s-hdlice anfipatica, 10 cual abre la posibilidad
de que unan fierro al momaento de dimerizar. Por otro lado, se hizo una comparacion de BAX y
BCL-2 con el resto de las proteinas depositadas en el "Protein Data Bank” para buscar alguna
semejanza con :rotomas que unen fierro (en colaboracién con Gabriel del Ric). Se utilizd et
programa PROPSEARCH, que compara a las proteinas con base en su composicion de
aminoécidos en lugar del orden de 108 MisMOos, asi como 144 paréametros adicionales, entre elios
el peso molecuiar, @l USO de parejas de amino&cCidos, !a presencia de amincdcidos voluminesoes
© pequefics, ¢! grado de hidrofobicidad. etc. y encuentra semejanzas funcionales o estructurales
..entre las proteinas. aun cuando tienen un porcentaje ce identidad menor al 25%. casos en oS
uUe NorMaimente NO se pueden encontrar pPor Mmedio de alineamientos de secuencias®™ ™.
ncontramos que Bcl-2 presenta similitud con varias proteinas que unen fierro, como la cadena
pequefa de la Hidrogenasa de NiFfe Reactiva a Quinoma (94% confiabilidad), y algunos
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Figurs 12. La estimulacién de Is sintesis de GSH mediante la adicién de OTC no es
suficiente para prevenir la muerte. Las céiulas se cultivaron con 100uM de OTC y 48
horas después se cuaniificd la sobrevivencia ( A) © el nomero 10lal de células vivas y muerias
(). Se presenrta ¢! promecio de 2 experimentos independientes.



87% de confiabilidad). En consecuencia, decidimos estudiar si manipulando los
nivelaes intracelulares de fierro era posible alterar la sobrevivencia celular.

La expresion de proteinas Claves en el metabolismo del fierro en vertebrados esta
controlads por 08 pPropics niveles de fierro, mediante interacciones especiticas de
RNArmVproteina en el citoplasma. Los respectivos RNAmMs contienen estructuras particulares de
‘talio y a" denominadas Elementos de Regulacién por Fierro (IRE), que son reconocidos por
las proteinas IRP; dicha interaccion controla ya sea |a tasa de traduccion © la estabilidad del
mensajerc. Si el IRE se encuenira en ¢l extremo 5'. como en ol RNAM de la Ferritina, 1a unidn de
IRP impide ia traduccion y en consecuencia disminuye la produccion de a proteina. La Feritina
forma jsulas mutiméricas en e! citoplasma donde qQuela el fierro, de manera que si baja su
oconcentracion aumenta ia cantidad de fierro libre. Si of IRE se encuentra en el extremo 3', en .

Caso hay varias repeticiones de! siemento, aumenta la estabilidad del RNAM y se produce
proleina. Tal es el caso del receptor de la transferrina, qQue Panicipa en ia endocitosis de
fiorro acoplado a transierrina, por Io que un aumento en ia cantidad del receptor de la transierrina
implica un incremento en Ia entrada de fierro a la célula. Es decir, que cuando IRP se une a los
ANAM hay un incremento neto en la cantidad de fierro libre en el citoplasma. La afinidad de IRP .
ml ANAMm disminuye cuando tiens fierro unido, 10 que evita que asumente la concentracion de
libre indefinidamente. De hecho, ia afinidad de IRP por el RNA es tan sensibie a los
niveles de tierro, que algunos autores utilizan los cambios de afinidad como maedida indirecta de
ia cantidad de fierro el citoplasma (ver esquema fig. 13). .

Para saber si 8! efecto de! 2ME pudiera estar relacionado con un incremeno en e! fierrc
intraceiular, se apgregd transferrina (T1) a los cultivos celulares en ausencia de 2ME. Como se
muestra en la 1ig. 14, la presencia de 5 mM 1 es capaz de susiituir_el efecto de
sobrevivencia del 2ME, promoviendo un 80% de sobrevivencia a las 48 horas. Para descanar
l‘: poﬂbéh.dad de que el efecto se dedba a una actividad quelante en vez de & un incremento en

de fierro a 1a célula, se compard el efecto en la sobrevivencia de Tt cargada de fieno
(holo-T1) respecto a Tt libre de tierro (apo-T1) y se confirmé que |1a sobrevivencia esis asocisda
& la presencia_de fierro. Al comparar el numero total de célvias presentes al final del cultivo en
presencia de Tt respecto a 2ME, se cbservéd una disminucién en ia proliferacidn en presencia
de Ti, (0 cual sugiere que e efecto de 2ME en la sobrevivencia, tal vez mediade a través de

alterar el fierro intracelular, s independiente de su papel proliferativo. En i1a figura 15 se grafican
con fines comparativos los porcentajes de sobrevivencia

)

X el numero de céluias 10tales

obtenidas en presencia de Tt o bien depletando el GSH (con AE) en presencia de 2ME. Puesto
qQue ambCS Parametros resultaron semejantes. parece que la presencia de T tiene un efrecto
equivalente al mediade por 2ME, independiente de GSH. La adicién directa de Fe*2 o Fq*3 no
TUVO un efecto protecior, apoyando la hipdtesis de que @) fierro intraceiular es @l Que panticipa en
ia sobrevivencia, ya que el Fe per se no entra a ia célula, sino que requiere ser transportado.
siendo e! receptor de la Tt el principal imponador cde Fe (fig. 16). La toxicidad del fiero
observada en ausencia de 2ME puede deberse a la generacion de estrés oOxidativo provocado
Ppor la reaccion de Fenton en el medio de cultive. que 8l 2ME neutraliza.

Si en realidad \as cél

qQuelantes de fierre intracelular,

deberia resultar ietal. Para probar esta hipStesis se cultivaron las
cédivias en presencia de diterentes cantidacses de Desferal, un quelante psrmeabie especifico
para Fe+3, En la fig. 17A se observa un inclemento en la Musrie celular conforme aumenta ia
- concentracién de Desteral. Como era de esperarse, \a adicion del quelante en presencia de Tt
bloques el sfecio protector de esta uitima. Resulta interesante resaitar que el fierro libre
inracelular es ¢! imporante pars Ia sobrevivencia, ya que la adicion del quelante impermeable
l;o.rr'osz“po{;s‘)ma téxico para las células, vlilizado a conmcentraciones comparabies con el
sferal (fig .

requisren e uUna INCOrPoracion de fierro para vivir, 1a sdicion de

Para saber si el efecic en la soprevivencia es exclusivo del fierro, se compard ia
respuesta a Neocuproina, un quelanie especilico para Cu*2, y Phenantroliona. un quelante de
Fe*2 y Cu+2; . En la fig. 18 se muestra ia toxicidad de ambos quelantes. puesio que los oS
sONn permeables, esios resuitados sugieren que la participacion de estos rnetaies en la
sobreviviencia es intracelular.

’ on el objetivo de comprobar que |a presencia de 2ME favorece un incremento de fierro
libre intracelular. se intentd cuantiticar directamente la concentracidén de Fe en el citoplasma por
un método espectrofoloméeétrico. pero la sensibilicac de tal metodologia no fue suticiente para
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Figurs 14. La adicién de Transferrina cargada de fierro estimula (a sobrevivencis. Las
células fueron cultivadas en presencia de dilerantes concentraciones de T1 cargaca de fierro
(Holo-TY) o libre cle fierro (Apo-T1) curanie 48 © 72 horas. Después e ese liempPo se cuantilicd la
sobrevivencia y @l nurmero total de céluias vivas y rmuertas. Se presenia ¢! promedio de un
C:tp:rldmomo represeniative hecho por triplicado; 1as barras de error representan !a desviscion
estdndar. -
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Figura 18. El 2ME parece inducir |a prolitferacién a través de! GSH, y is sobrevivencis
modulando el nivel de Fierro libre intracelular . Las células fueron cultivacas Suranie 72 horas
&N Presencia © ausencia te 2ME. 77 ceélulas cutivadas en ausencia ce 2ME con SmM Ti,
AE+2ME, células cullivatas en presencia cde 2MVE con 200uM de AE. Se presenta ef promedioc de
un :xgorimomo represeniativo Rechd por iriplicado. Las barras de error represenian la desviacion
esténtar.
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Figura 16. La adicién directa de flerro al medio de cuitivo no es suficiente para estimular ls
sobrevivencia. Se cultivaron l1as células en presencia © ausencia de 2ME con diferentes conceniraciones
de switate ce amonio 1€rricod (A) © suiftalo ferrced (&). A Ics tiempos indicaces se cuaniiticd la
sobrevivencia y ! numere 10tal de céluvlas vivas y muerias. Se presenta ¢l promedio ¢e un experimento
represeniativo hecho por triplicado. Las barras de errof representan la desviacion esidncar,
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Figura 17. La adicién de! quelante permeable Desfers! provocs Ia muerte
celular y nulifica el efecto protector mediado por T1. A, ias céluias fueren
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sobrevivencia y @l nUmerc 10tal de células vivas y muernas. Se presents ¢l promedio
de un experimenio represertativo hecho por triplicado. Las barras de error
representan la desviacion estdncar.
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deteciar @l fierro presente en 2x107 celulas. Se buscod, entonces. identificar un cambioc en a
afinidad de IRP-1 por el RNA por medio de geles de retarcamiento, para Io cual s@ comprobd
que las células ES expresan IRP-1 por experimentos tipo Northern (fig. 18). Para obtener el
do de IRE para la transcripcion in vitro, se disefiaron 2 oligonuciectidos complementarics
que contienen 1a secuencia consenso de IRE flanqueados por un sitio de restriccion (ver material
y métodos). Se montaron las condicionss para detectar cambios en el retardamiento
ndiendo de la cantidad de grotou‘na presente, utilizando extractos citoplésmicos de
diferentes lineas celulares (ES. ST L.929) (fig. 20A). Acorde a o esperado, en presencia de -
2ME menor retardamiento det IRE respecto a io observado en ausencia de 2ME, indicando
una Mmayor cantidad de Fe libre en presencia de 2ME. Sin embargo, la adicién de T, que
=== incrementa ia sobrevivencia, mostré un retardamiento comparable al cbservado en ausencia de
.. 2ME. EstCs resuitados sugisren que la transferrina pudiera incorporar menor cantidad de fierro
que el generado por la presencia 2ME, pero suficiente para promover la sobrevivencia. Sin
embargo, existe ia posibiliidad de que e! mecanismo por el cual la Tf prolege de muerte no esté
directamente relacionado al mecanismo por el cual el 2ME ejerce su efecto. Para d rar o
papel de GSH en el cambic de afinidad de IRP presentado, se incluyd en e! anslisis un extracto
obtenido de células cultivadas en presencia de AE éfég 208). ) .
En conclusion, pudiera ser que las células requieren de un umbral de Fe intracelular
para sobrevivir, debajo del cual se activa la MCP.

B) gptudlo de la regulacién de MCP.

1. EI AR ind apoptosis y estrés oxidativo en células de cuerpos embrionarios.
Durante los estudios Ge maestria observamos qQue la adicion de AR a cuerpos embrionarios
provoca ia muerie de las células. Este resultado nos parecid interesante, pues podria
representar uno de los papeles bioldgicos del AR, ya que ademiés de haber MCP en el
blastocisto, en ratones transgénicos con f3-galactosidasa Hajo el control de un PromMotor m

ocon @l elemento de respuesia a RARNRB, se observd expresion en la masa celular imtema™ .
Esto abre la posibiidad de que el AR participe en la MCP de este etapa de desarrollo.
Considerando, ademas, 108 reportes que sugieren que la muerte en el blastocisto estd mediada
por estrés oxidativo, decidimos estudiar si la muerte inducida por AR en cuerpos embrionarios

— es figiolégica y analizar la participacion de ERO en este tipo de muerte.

Para demostrar que la muerte provocada.por la presencia de AR es apoptética, se
tiferon ios nuciecs con DAPI para observar la fragmeniacion nuclear y se analizé el estado del
DNA gentmico mediante electroforesis para observar la fragmer ion _ intermuch nal
caractaristica (figura 1 publicacién 2). Se determind la concentracidén de ERO en presencia o
ausencia de AR, con el fin de dewrminar si la muene inducida por AR correlaciona con un
incremento en estrés oxidativo (figur 3 publicacion 2). Demostramos que el estrés oxidativo es
NOCesAario para la progresion de |1a muernte inducida por AR, ya que !a adicion de SOD © catalasa
al medio de cultivo aumentd e numero de colonias formadas en presencia de AR, indicativo de
un incremento en la sobreviviencia celular (figura 1 publicacién 2). Para saber si o AR induce
apoptosis en ias células ES indiferenciadas, se agregd directamente a céliulas sembradas en
presencia © ausencia e la monoca de células alimentadoras y en ningun caso se observo

~JSuerse. En esta condicién se cuantificaron Ios niveles de ERO para corroborar que el estrés
T Onidativo se diera solo en condiciones de muerte (figura 3 publicacion 2). El hecho de que las
- células indiferenciadas no mueran en presencia de AR se puede deber a que ei efecto del AR
dependa de la adquisicion de la capacidad de responder durante el proceso de formacion del
cuerpo embrionario, © bien & un cambio en ia respuesia a AR mediado tal vez por las
interacciones ceiulares. Demostramos que las células indiferenciadas son sensibles a AR, ya
qQue si se cultivan en ausencia de suero diferencian hacia la linea neuronal gonor-ndo largos
axones, evidenciados mediante inmunocitoquimica contra neurcfilamentos. El 2ME induce |a
.-sobrevivencia tantc de células indiferenciadas como de meurchnas. ya Que en su ausencia no
fue posible obtener céiulas neuronales (figura 5 publicacion 2). :
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Figura 19. Las céiuias ES expresan IRP-1 . Norhern Je RNA 10t (20 1g) de los tejides ce

adulto indicados, excerio ce HiZaCD, en cuyd casd se cargd RNA poliadeniledo (1 »g). Se
utilizé como sonca el CDNA de IFP-9,
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Figura 20. En ausencia de SIVE ia afinidad de IRP por ¢! RNA sumenta, sugiriendo una disminucién en la
dl.pnombllid.d de ‘ierro libre citoplésmicoA. esigncarizacidn Sel gel e re:arcamienio para analizar la vnion

) de IRP i IRE. Se purificaron extracics ciisplds™Micss e celuias ES y Sos lineas ce fibroblasics (STO y LB2¥)

con fines COMDaralives: s@ pPresenia™ !2s CONTiTicnes SItiMas Cara deleclar camdics en ia inlensicac ce la
panda retarcaca dedencients ce 18 ca™:icas Ce Croleima Drasenie en el ensayo ce unidn. B, Comparacion
de-la atinided ce |IRP erire ex:racics criccie™icos cLiemists ¢ Células cullivacdas £8 noras en presencia (<) ©
ausencia (-) Ce 2ME; en presencia ce &~ 12 Tien €20 200 ph de acido eiacrimico (AE) y 2ME. BSA,
SO ug co aldbumina dDovina.
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Vvi. DISCUSION

1. La expresién abundante de Sc/-2 puede ser letal en las células ES. X
A pesar de que recienternente se han identificado diferentes genes que particican en la
U‘Wh positiva © nepativa de la MCP, aun no se establece el mecanismo por el cual actuan,
ni Ia regulacidén de su actividad. En el caso de los miembros de la familia de Sc/-2, estudics
recienes indican que ia misma moldcula puede tener un efecto protector © inductor de la muerte,
dependiendo del contexto celular. En muchos repories se ha servado que BAX promueve la
muerte; sin embargo, su sobre-expresion estimula la sobrevivencia de neuronas deprivadas de
nas™*. Ademis, el ratén mutante nuio en Bax crecié hasta la etapa adulia, pero con

un fenotipo sorprendente: aunque aigunos linajes como ios ‘de timocitos y de ceélulas B
presentaron mayor humero de células (COmo 88 9SPeraba), en Otras regiones, como el testiculo,
las

hubo muerte celular abundants. Los machos bax"/~ resultaron estériles. con el epididimo
vias deferentes vacias, indicativo de una faita de de espermatozoides MAacduros.

Esto sugiere que BAX se requiere para bloquear la apoptosis durante la cgormnogdntsis
go‘ puede provocar tanto hiperplasia como hipoplasia, dependiendo del linaje celular.
£ de actividad de BAX podria depender de ia proporciéon de los miembros de

L;azb en cada tipo celular®™. Por su parte, BAK, a pe
se sobre-ex

familia ce
sar de que también causa MCP cuando

Presa, parece tener un efecto protector en una linea celular transformada con el
virus Eigst in Barr. -
elevante para nuestros resultados es ia observacién de que BCL-2 también euodo
tener una funcion dual, pues en vez de proteger, potencia la muerte inducica por eneidina®. Es
posible, entonces. que la ausencia de cionas de células ES transfectadas con PGKBcl-2 que
presentaran niveles altos de expresion por resuitar ietal para las ES. Hay autores que sugieren
que BCL2 protege de muerte induciendo estrés oxidativo moderado, ¢l Cual a su vez activa ia
defensa endogena de la célula. La expresion de Bc/-2 en bacterias induce la
expresion de la catalasa KarG y se observa una tasa de mutacion més elevada, caracteristica
de estrés oxidativo. En células eucariotes también se han observado al mencs dos
componentes criticos del mecanismo pro-oxidante: la induccion de antioxidantes endogenos y
dafo al DNA. Por ejemplo, ia presencia de BCL-2 produce, en células B murinas, un aumento
del 73% en la actividad de SOD, mientras que en células neuronaies murinas, se duplica la
CONOBNLrA: de GSH rosgocto a células no transfectadas, cuando son cultivadas en
condiciones aerobias normaies, sin ningun tipo de estrés. Este incremento de antioxidantes
sndégencs rmite a las células resistir una subsecuente exposicion a estrés oxidativo
potenciaimente letal. El cafo al DNA se ha observado en un hibri a, donde |a fra tecion
del DNA incrementa del 0% al 0.9% en céluias transtectadas con Bc/-2. Este caho al DNA
podria ser consecuencia de un incremento moderado en ERO generado per BCL-21 9. Puesto
que observamos que las células ES contienen niveles altos de ERO, podrian ser més
sensibles a un efecto pro-oxidante por parte de BCL-2 y morir en presencia de un exceso de

BCL-2.

Como se discutié en la introd ion, la relacidon estequiomdtrica entre ios miembros de la
famiiia de BCL-2 también parece ser imporiante para determinar si una proteina seréd pro-
apoptdtica o anti-apoptética, de manera Gue es posible que las células ES se encuentren en un
@stado Que No soporte niveles altcs de BCL-2. Para probar esta hipdtesis seria r o
modular los niveles de BCL-2 y de BAX, para io cual se pilanea utilizar construcciones
inducibies, usando e! operacor de tetraciclina. - -

2. Bl estrés oxidativo como transductor de sefial.
La MCP es importante para la mort nesis durante el desarrollo, asi comc para el
.mantenimiento de la homeostasis en e! adulto y e! funcionamiento del sistema inmune.

. Sin embargo, aun no se entiende ¢l Mecanismo Por ¢! cua! se regula la activacion de la
maguinaria de muerte, cuales son Ios componentes de la misma, ni el MecanismMo por el cual
actuan las moléculas hasta ahora identificadas. En el presente trabajo se establecieron modeios
de estudio con el objetivo de aportar informacidn relativa al mecanismo de activacion de la

ria de MCP. En particular estudiamos el papel del estrés oxidativo, ya %uo on
diferentes sistermas se habia observado una correlacién entre la generacién de ERO y la
progresion de la muerte. Sin embargo, at momento del inicic de este proyecto no estaba claro a
QuUe nive! actuaba e! estrés oxidativo, pues podia ser una sefal activadora de la magquinaria de
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muerne, pare suslancial del mecanismo, © bien simpiements consecuencia de ia misma. De
acCUerdo a NUES!ros resultades, el estrés Oxidativo parece funcionar como sefal para iniciar la
via de muerte en células embricnarias, ya que la Muene inducida por AR genera un iNncCremento
de ERO, y la presencia de anticxidantes como la SOD © la catalasa protegen ce muerte. Estos
resuitados sON congrusntes con otros reportes en ios QUE 1a presencia de antioxidantes también
evitan la muerne. aunque cabe sefalar que no se habia observado tal efecio en céluias de
Origen embDriONario; esto Nos permite supPONer QUe MECANISMOS cComunes de activacion de la
P ocurren tanto en el desarrolio como en ia etapa adulta. Recientemente se demostrd que la
Apoplosis se puede lievar a cabo en condiciones de hipoxiaz‘. Puesto que se considera gque ia
maqQuinaria ejecutora de ia muerte debe esiar conservaca en todos 108 sistemas de estudio, ya
qQue diferentes 1ipOs Celulares $¢ Mueren CON a8 MISMAS Caracteristicas (¢.9. por apopiosis). el
hecho de que la apopicsis se Lleve a cabo en ausencia de ERO descarta la posibilidad de que
#3108 sean parte esencial de la maquinaria. Considerando que ia muerne inducida por AR se
previens si se evita 'a generacion de EROQ, su posible funcién se restringe a actuar como
activadores de |a maquinaria de muerte. X ) |
.. Puestio que ics resultagos presentados fueron obtenicos en un sistema in vitro,
Quisimos averiguar si ¢! estrés oxidative panicipa también en la MCP que ocurre durante la
morfogénesis de! ratén. En colaboracién con varics miambros del laboratorio se cultivaron
miembros de embrion de ratén obtenidos jusic cuando ia regresion de |os interdigitos comienza,
para anailizar ol pape! de! astrés oxidativo en la regresion de I10s interdigites. En este sistema de
cultivo el desarrolio de 108 Jigitos progresa normaiments, aunQue UN POCO Mas lento respecto a!
desarrolio /n vivo. Acorde a iC esperado, la adicion de antioxidantes como fenol y DMSO a los
cultivos disminuyo ia MCP de los interdigitos. Es de resaltar Que las células del interdigito que
no mueren debico a la presencia de los antioxidantes parecen conservar su potencial
diferenciativo. ya que son positivas con azul aiciano y agiutinina de cacahuate fluoresceinada,
marcadores de condrogénasis. Para saber Que tan general s ! papel del estrés oxicativo en el
desarrolio, se tifleron embriones tanto con anaranjado de acridina (AA), un indicador de
apoptosis, como con detectores de ERO (DH-DCF y MTT). Al observar en diferentes regiones
embrionarias, se encontré que en la mayoria de las zonas donde ocurre MCP existe
simultineamente una mayor cantidad de ERO. como en Ics interdigitos, la region de fusion del
paladar © del esternon, la vesicula otica, etc. Por Io tanto, proponemos aue el estrés oxidativo

puede ser una sefial que activa a la maquinaria de muerne en la maycria de la MCP que ocurre
durante @) desarrollo (Publicacién 3).

3. Mecanismo del accidn del 2ME.

Por diferentes estrategias abordamos la hipétesis de que las células ES se encuentran en

estrés coxidativo constitutive, 10 cual las convierte en dependientes de 2ME. Si bien

SNCONramMmos que en ausencia de 2ME la concentracion de ERO aumenta, parece que el
> mo por e cual @ 2ME protege de muerie no es unicamente previniendo un estrés

oxidativo general, ya que ningun antioxidante utilizade (biolégicos no bioldgi permeabl

. @ impermeabies a ia ceélula) fue capaz de sustituirio. demas. cuando disminuimes &

concentracién de oxigeno moiecular en la aiméstera, la cindtica de muesne No cambdid. Si bien,
cabe la posibilidad de que en una atmoésfera con 2% de Oxigendo se produzca una
concentracion suficiente de ERO para activar la maquinaria de muerte. Habria sido necesaric
determinar lcs niveles cde ERO en las diferentes aimdésferas utilizadas, pero la dificutad
rhotodolég;e. ne 10 permitid, ya que para hacer tales determinaciones era Necesario retirar 1os
cultivos la camara de atmoéstfera controlada, y la exposicion a 21% de oxigeno atmosférico
cambiaria ¢! estado redox de las células. |

Si bien no pudimos determinar el mecanisme por e cual e 2ME estimula la
sobrevivencia, su papel como inductor de la proliteracion mediante a estimulacion de la
biosintesis de GSH parece claro. Sin embarge. seria necesario cuantificar directamente los
niveles de GSH en presencia © ausencia de 2ME, para confirmar ics resultados presentados.

4. El flerro podria modular la actividad de 1a maquinaria de muerte.

Diverscs esfuerzos se han realizado para entender ¢l mecanismo por el cual BCL-2 protege de
muerte. E! descubrimiento de que en ausencia de oxigeno ia apoptosis se lieva a cabo y que
sigue siendo blogueaca por BCL-2 y BCL-X| . descarta la activacion de una via antioxicante
COMe mecanismo de accion gde estas proteinas. En cambio. Ios resuitados oblenidos en el
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presente trabajo sugiriendo que cierlc umbral de fierro intracelular puede promover ia
- sobrevivencia celular, permiten considerar la parnicipacion del fierro como modulador de. la
actividad de ia maquinana de muerne. : -
: Una posibilidad es que el fierro se una directaments a miembros de la familia de BCL-2
modulando su actividad. Los andlisis de estructura secundaria no descartan esta posibilidad.
Ademds, utilizando e! programa PROPSEARCH, BCL-2 resulté semejante a varias proteinas
z:‘o‘unon fierro, entre ellas e! citocromo c. Esta semejanza es intrigante, pues recientemente se
tro Que durante la apoptosis se libera @l citocromo ¢ de la mitocondria a! citoplasma, o cual
activa a las caspasas. La presencia de BCL-2 impide ia trans! cion del citocromo ¢, lo que
ré QUe SuU MEeCanisMO de accidn involucra la regulacion de la liberacién del citocromo .
emente se resclvié la estructura terciaria de BCL-X|_ y sus hélices alfa presentan un
aregio reminiscente del dominio de transiocacién membranal de algunas toxinas bacterianas.
come la toxina de’ la difteria®™®, que forma poros en la membrana. Por lo tanto, se propone que
B8CL-2 y BCL-X| pueden ser parte de un poro que regule ia salida del citocromo ¢. Tal vez ia
presencia de fierro en el citoplasma favorezca la retencion del citocromo dentro de la mitocondria.

Aun se desconoce @l mecanismo de accion del citocromo ¢ en el citoplasma mediante e!
cual promusve la activacion de las caspasas, pero considerando que es una hemo-proteina, of
flerro podria estar participando en la activacion de la maquinaria. En este sentido pareceria
contradictorio qQue se requiera de fierro intracelular para sobrevivir, pero el fierro libre podria tener
un acceso a blancos diferentes que el fierro unide al citocromo ¢. Resulta diticilt imaginarse un
mecanismo que involucre un intercambio de fierro en el citocromo ¢, ya que es ia unica hemo-
proteina que une covalentemente al grupo hemo. N

Finaimente, puede ser. que e! fierro reguie la actividad de alguna proteina aun no
identificada involucrada en la regulacion de la maquinaria de muerte, tal como el h on
mamifero de Ced-4. Que auNQUEe aun NO se ha encontrado, puede existir (ver introduccion).

Si es verdad que el fierro intraceiular parnticipa en la regulacion de la maquinaria de
muene, se debe observar su efecto en diversos sistemnas de estudio. Por o tanto, seria
interesante analizar si el efecto de la transferrina en la sobrevivencia es una particularidad de
las cdiulas ES o bien se observa por ejemplo en el modelo ampliamente utilizado de
provocada por staurosporina (un inhibidor cinasas de amplic especiro) en fibroblastos. Si

r& s@r un evento general, vaidria la pena estudiar la capacidad de BCL-2 de unir fierro
directamente. asi como el efectc que tienen diferentes niveles de BCL-2 BAX sobre los
niveles de fierro intracelular, tal vez analizando el cambio en ia afinidad de IRP por el RNA. Sin
embargo, dada la complejidad de ia interpretacion de los resultados. las multiples opciones
posibles, asi como Ias limitaciones de ios estudios in vitro, consideramos dedicar el estuerzo a
estudiar otras propuestas planteacas mias adelante.

)

8. El AR podria ser un inductor de MCP durante el desarrolio.
En el presente trabajo demostramos que el AR induce la MCP de células de cuerpos
embrionarics, mediante la neracion de ERO. Este efecto cdel AR puede ser de relevancia
ca durante el desarrolio, ya que las regiones donde observamos MCP concomitante con
 @strés Oxidativo son  gitios pot il de prod ion de AR, pues expresan una aicohol
deshidroge a QUe participa en la biosintesis de AR. En el caso particular de! blastocisto, que
os ia etapa desarrolio de donde provienen las ES, ocurre una activacion de un promotor
minimo con elementos de respuesta al receptor de AR (RARE), lo cual es una evidencia
indirecta de la presencia de AR en esa etapa Ce desarrollo. En conclusién proponemos que el
" AR podria ser una molécula reguladora del inicic de 'a MCP durante e! desarrolio, y que podria
inciclir sobre !a maquinaria de muerte mediante la generaciSn ce ERO. Para probar esta
hipétesis resulta necesario impedir la sintesis de AR mediante inhibidores de la alcohol
deshidrogenasa y observar si eso evita la MCP y/o Ia generacién de ERO. Acorde con la
hipétesis. en experimentos preliminares Enrique Salas observé una disminucidon de la muerte en
los interdigitos al cultivar miembros de embrién en presencia del inhibidor citra!.
Durante la formacion de las extremidades de Ios vertedbrados se produce AR en la cresta
apical. Se ha propuesto que el AR es la molécula inductora de ia MCP durante la regresion de
los interdigitos ya Que incrementa las zonas necréticas y el receptor RARBT se expresa
exclusivamente en esa regQidn. Por otro lado. en estudios in vilro se ha demosirado que el
receptor alfa es indispensable para ia muerte (ver justificacion). Seria interesante estudiar el
tipo de recepior utilizado en la muerte observaca en las células de l0s cuerpos embrionarios e

47



investigar la via Que genera @l incremento en ERO, asi como 6! mecanismo por el cual el estrés
oxidativo activa la apopiosis. Sin embargo, para hacer ese tipo de estudios seria conveniente
conmar con una poblacién de celulas mogénea. pues durante la formacion de Cuerpos
embrionarics 8@ generan varios tipos celulares. Por o tanto. resulta necesario encontrar
m.}'on las cusles ol AR induzca ia muerte celular sin necesidad de formar cuerpos
ombdrionaros.

Parece que las proteinas llamadas factores morfogendticos de hueso (BMP) participan
on la muerte de diferentes tipos celulares durante el desarrdlio, ya que @l patron de expresion de
los genes 5mp-2 ‘y 8mp-4 sobrelapa con ias zonas necréticas, durante ia regresion de Ios
interdigitos de! polio. Ademas, ia sobre-expresidn de una Mutante dominante negativa de!
receptor BMP en los_miembros inhibe 8 MCP, provocando Que permanezca una membrana
entre los digitos. Concordantemente, la adicidén directa de BMP-2 o BMP-4 a céiuias
mesenquimiticas provenientes de los interdigitos provoca la muerte celular™™™. Por otro lado,
BMP-4 tambi¢n induce la MCP que ocurre durante la migraciéon discreta de las células de la
cresta neural. El patron de las estructuras ssqueiéticas y musculares de ia region branquial de la
cabeza esid Ceterminado por la cresta neural, Cuyas fuias migran a partir de los rombomercs
pares (1+2, 4 y 8), mientras que de los rombémercs nones (3 y 5) no surgen céiulas. Esto se
debe a que las céiulas que Mmigrarian mueren, debido a la expresion de 8mp-4, la cual induce a
Su vez ias expresion de Msx-2, un posible factor de transcripcion Que contiene una cg.
homedtica. La expresion de 8mp-4 y consiguients MCP en los rombdérmeros 3 y S depende de
la presencia de ios rombémeros pares:; la adicién de BMP-4 a explantes de los rombomeros 3 y
S, que aislados producen cresta neural, induce la activacién de msx-2 y la apoptosis de la
poblacion Ce ia cresta neural®™. Por io tanto, se propone que BMP-4 induce ia apopiosis
mediante la activacion de Msx-2. Puesto que ia expresidn de Bmp-4 depende de la presencia
de los rombdmercs pares, estos deben producir algun factor inductor, cuya naturaleza se

. En otros gistemas también se ha observado ia activacién de Msx-2 por BMP-4¢<",

glo qQue es posible que MSX-2 también sehalice la muerte de las células de ios interdigitos.
rando que ia muerte inducida por AR depende de la formacion de cuerpos embrionarios,

es posible que participen eventos de induccidn como el descrito en los rombdmeres. En este
e observada seria el resuitado de una combinacién de la sefal generada por AR,

caso, la muen
mas la generada por la produccion de BMP-4. Vaidria la pena analizar ila expresion de Smp-4 y
Msx-2 durant formacién de cuerpos embrionarios en presencia y ausencia de AR. Si este

e la
fuera el caso. la formacion de cuerpos embrionarios se podria sustituir por la adicidon directa de
BMP-4 © MSX-2 a cédiulas ES indiferenciadas. con io cual contariamos con un sistema
homqn.oc Que permitiria abordar las preguntas planeacas anteriormente. Sin embargo, cabe
ia dilidad de que el AR induzca ia mMuente Mmediante la activacién de 8mp-2 y/o Brgp-l. ya
que la adicion de AR en la germa del miembro provoca la expresion ectépica de B8mp-&™.

6. Las céluias ES tienen un ciclo celular atipico que podria predisponerias a la muerte.
Diversos catcs sugieren que las células ES tienen un ciclo celular atipico, pues carecen de pRB
y P53 funcionales, que son ios supresores tumoraies mas importantes. En el caso ce pRB, se
produce la proteina pero ésta se encuentra constitutivamente hiperfosforiada (inactiva)™™®,
mientras que normalmente el estado de fosforilacion de pRB oscila, rrnitiendo la alternancia
entre la detencion en la fase G1 y ia entraca a !a fase de Sintesis ce DNA. En e! caso de p53,
simpiemente no hay transcripcion del gen, aunque es posible inducir su expresion mediante la
Oxposicion de las células a Iuz ultravicle . Puesto %uo pS3 también tunciona cOMC UN punto
de control de la transicion de G1 a S, la ausencia de B y p53 supiere que ias céiulas ES no
pusden interrumpir su ciclo celular en Ia fase G1/S. Esta nocion se apoya por la observacion de
qQue las células ES fueron capaces de proliferar y formar colonias en ausencia e suero, pues
SuUpiere que a progresion de la proliferacion es independiente de mnégonos que se encuentiran
normmaimente en el suero, ya Que es10s inciden sobre la maquinaria de GI. .
Considerando lo anterior, @s posible que las céluias ES no sean capaces de dejar de
proiiferar pues carecen de ia maquinaria para detenerse al menos en la fase G1 del cicic celular;
e&n consecuencia. factiores externcs que las obliguen a elic podrian provocar ia muerte celular.
En concordarncia con esta hipdtesis, 1as ceélulas resultaron ser sensibles a concentraciones muy
bajas (ng/m!) de inhibidores de !a transcripcion y la traduccion (e.g. actinomicina D y
cicloheximica). a diferencia cel comun de las células (i.e. neuronas, fibroblastos, endotelios) que
responden a dosis de ug/mi deteniendose en la fase G1. Ademas. podria también ser la razon
por la que ei antioxidante NAC acelerd ia muerne celular en lugar de disminuiria cuando fue
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- midbigstula que se og?hun a_transcribir roteinas del ciclo res;
_ transicién por ia fase y posteriormente de la fase G1. cuando ya ¢l cicio celular se denomina
Sancpe). Lt ataps G Seseroiic embHONANS o oy ineaanie on Setbe Croanemos, pUes

. a8 m on e , PU
mdmahwmuﬁcaauh estadio se traducen R o

. origen matemo), se desincronizan ias divisiones celularss y se inicia ol establecimiento de

. .. nuo?:ouw-.&mhfumumwmomd:y?m
- equivalente, pues necripcién embrionaria courre desde las primeras divisione s cificl
comelacionario con una asincronia de las divisiones, debido a la compactacién de la ménila. Sin
ombargo, es posidle Que en los mamiferos también exista un Ciclo celular embrionario y tal vez
g.s?.‘ otaps o‘quiv:l":ton_l. tran:niden e mﬂi?l;utula. pues hay genes g o) :n mamiero
proteinas parnticipan Drosophils, como s . que codifica para tasa odc2S.
umammwwm‘m-mmmrmﬁwmmmmu :
B adquisicion de la dependencia a faciores de sobrevivencia, pues de todos 1os celulares
. estudiados en cuitivo, sblo los blastoémercs (v las células ES) se han cultivar en
swe— - GUSencia de factores de sobrevivencia®™. En este sentido seria interssante estudier la

reguiscion del cicic celular de ias ES
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Vil. PERSPECTIVAS

Considerando ia relevancia potencial de! estrés oxidativo como transductor de la sefal de
muerte en diferentes regiones del embrion, se planea estudiar in vivo ol efecto de manipular los
niveles de ERQ, mediante ia manipulacién gendtica ce las enzimas SOD y catalasa. En el caso
del ratén existen tres genes caracterizados para la SOD, generando proteinas iocalizadas en el
citoplasma (SOD1). en la mitocondria (SOD2) y en el espacio extracelular (SOD3) y uno para
la catalasa. Los experimentos que se planean se describen a continuacion. .

3

a) Sobre-expresién de las enzimas antioxidantes en precursores neuronales.
Se hardn ralones transgénicos para sobre-expresar las proteinas SOD1, SOD2, SOD3 y
catalasa especificamente en precursores neuronales. utilizando e promotor de ia enclasa
especifica de neuronas (NSE). que se expresa especificaments en esa poblacion. Este
promotor se utilizd para generar un ratén transgénico Que sobre-expresa Bc¢/-2, y se observo
una Mmayor cantidad de células en regiones especificas del ceredbro, acorde al pape! descrito
gar. BCL-2*. Si dicha muerte ocurre mediante la peneracion de ERO, la scbre-expresién de
OD © catalasa deberia generar el mismo fenctipo que el obtenido con BCL-2. Se planea
analizar si @l fenotipo se agudiza con la cruza de 108 animaies Que expresen diferentes enzimas.
En este momento contamos ya con las construcciones necesarias y se estdn haciendo las
nyecciones para la generacion de ios ratones transgénicos. Este proyecto se estd
realizando en colaboracién con la Dra. Verénica Narvdex.

b) Sobre-expresién constitutiva de las enzimas antioxidantes. .
Para analizar si efectivarmnents la MCP que ocume en las regiones de! embrion donde
simulténeamente observamos incremento en ERO depende del estrés oxidativo, se hardn
ratones tranggénicos Que expresen las mismas enzimas utilizadas anteriormente bajo e control
del promotor de actina. Dentro cel vector se incluird el gen de la proteina verde fluorescente
oMo marcador para poder rasirear las regiones de expresién y analizar el fenctipo en ratones
transgénicos trangitorics. Este proyecto también se esté realizandc en colaboracién con la Dra.

Verénica Narvaez.

€) Generacidn de ratones con una disrupcién en el gen de |a catalasa.
Si la sobre-expresion de enzimas antioxidantes deberia incrementar la sobrevivencia ceiular, es
de esperar Que ia carencia absoluta de eilas genere un descontrol en la MCP. Para probar esta
hipétesis se planea hacer la disrupcién génica de la catalasa mediante recombinacion homdioga
on las ES, para con eilas generar ratones quiméricos. En este momento contamos con !a clona
gendrmica y se estdé mapeando para construir el vector de “gene urgoting;. Este proyecic se
estd realizando en colaboracién con el Dr. Ramire Ramirez de ia Texas A&M University. Vaie ia
Na Mencionar que la disrupcion génica de las tres diferentes SOD se estd desarrollando en

pe o
otros laboratorios.
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Abstract Embryoaic stem (ES) CC“I are a suitable system to
study evemts occurring d in work
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agent 2

nol (2-ME), or b; “‘mon of all trans-retinolc acid (ATRA) to

embryold h‘lu. In these two conditions, there was an increase
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4 ATRA-ind 4 cell

was observed when undifferen-
tl‘to‘ESeeh-muc-u‘ with A‘I'IA in the absence of serum
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1. Introduction

Retinoic acid (RA) is a molecule with a broad biological

UNAM, Apdo. Postal 510-3. Cucrnavaca, Morelos 62271, México

from death in hypoxia [14,15]. where ROS are not produced,
consistent with the idea that oxidative siress acts as a trans-
ducing signal rather than being part of the death machinery.

In this work we found that mouse ES cells (AB1 line) are
under constitutive oxidative stress, and that a high level in
ROS correlated with apoptotic cell death. Embryoid bodies
(EB) derived from ES cells underwent apoptosis in response to
all trans-RA (ATRA), concomitant with a rise in ROS level.
In agreement with the role of ROS in cell death, addition of
catalase, SOD or phenol increased cell survival. ATRA also
induced neuronal differentiation but, in contrast to other re-
ports, EB formation was not required. and 2-mercapthoetha-
nol (2-ME) favored the survival of differentiated cells.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture and survival analysis.

Undifferentiated ES cells were ined on a fibrob feeder
layer. as de;cnbed by Robertson [5). Culxure medium was: DMEM

activity present in all vertebrates. Clear effects of RA have
been observed when d

Y v in preg mice
(1), or when applied during specific pr such as limb
{2.3). Cellular responses to RA
in vitro range from cell death to differentiation. RA-induced
cell death with characteristics of apoptosis has been observed
in several cell lines such as HeLa and HL-60 {4). On the other
hand, RA-induced differentiation has been observed, for in-
stance, in embryonal carcinoma cells which differentiate into
extra-embryonic endoderm-like cells or neuroectoderm deriva-
tives such as neurons and astrocytes [S,6). Although the ability
of RA to regulate gene expression is well characterized, the
mechanisms following this event are not known. In general,
both RA—mduced cell death and differentiation are mediated

d with 15% fetal bovine serum. 2 mM glutamine and 100

UM 2-ME. To _evaluate the role of 2-ME, undifferentiated cells were
at 1 ity, without the feeder layer. on 60 mm
plates over-night. Plates were washed twice with PBS before removal
of 2-ME and, 48 h later, cells were trypsinized (0.25% trypsin) 10 min,
resuspended in PBS and trypan blue stained; blue versus white cells
were scored. To form EB we followed the protocol previously de-
scribed [5). Briefly. ES cells at 10° cells/m) density were secded on a
bacterial plate in the presence or absence of 100 nM ATRA (Sigma)
during 3 days. The formed cell aggregates were transferred to a graph
tissue culture plate (where they attach) in medium without ATRA: a
day after, the number of colonies formed, which is proportional to
viability, were counted. Antioxidants were added simultaneously with
ATRA to the following final concentrations: 100 ughml (380 U/ml)
bovine SOD (EC 1.15.1.1: Sigma): | mg/ml (25,000 U/ml) bovine
catalase (EC 1.11.1.6; thymol free, Sigma): 0.0075% v/v phenol
(Boehringer-Mannheim). SOD was denatured by incubation in boiling
water during 30 min. Diff i was d in cells derived
from EB, generated with or without ATRA, after they were cultured

by prors {7.8].

Oxidative stress has been proposed as a major diator of
apoptosis, since many which ind apop are
either oxid or stimul s of cellul idative boli

[9). Accordingly, in several sy apop can be inhibited
by anuoxudanu and enzymes involved in the catabolism of

Xygen ies (ROS), such as superoxide dismutase
(SOD) and ca\alase {10-12}. In addition, Kane et al. [13] have
shown that the P 3 of the i protic gene bcl-2.
correlates with a decrease in the amount of ROS. Neverthe-
less, it has recently been shown that BCL-2 can also protect

*Corresponding author. Fax: (52) (73) 172388,
E-mail: covs@ibl.unam.mx

Abbreviations: ES, embryonic_stem: 2-ME, 2-mercaptocthanol;

ATRA, all srans-revinoic ncld. EB, embryoid bodlel. ROS reactive
oxigen F,

SOD,
diacetate; RA., retinoic acid.
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for several days as described by others [5,6,16).

2.2. DNA fragmenration and nuclei morphology analysis

In all cases DNA was extracied afier 2 dayvs of culiure as follows.
Cells were lysed with Lysis Buffer (10 mM EDTA., 50 mM Tris-HC]
pPH 8, 0.5% Sarcosyl, 0.5 mg/m! Proteinase K) during 1 h at 50°C,
Then, 15 mg/ml R. Ase was added and incubated for 1t h a1 50°C.
Finally, fi d DNA was by centr i at 13,000xg
during 20 min. The supernant was run on a 1.2% agarose ;e! trans-
ferred 10 a nylon filter and revealed by hybridization with 37p.labeled
total DNA. For nuclear motphology analysis, unfixed cells were
stained with 20 pg/ml DAPI (Molecular Probes) for $ min and im-
mediately photographed.

2.3. ROS gquantification by DCF

Undifferentiated cells (with or without 2-ME, and with or without
ATRA) or 7 days EB (generated with or without ATRA) were cul-
tured on 24-wells plates for 48 h. Wells were unhed twice wnh PBS
before adding 1 ug/mil 2,7-dichl
Probes), which is a

p d that fi

when reacts with
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ROS, such as superoxide, peroxide and hydroxyl radicals. Plates were
read on a Cytofluor 2300 plate reader (Millipore) with an excitation

wavelength of 485 nm and an emission wavelength of $30 nm, after 15
min of incubation [13].

2.4. Induction of neuronal differentiation

Undifferentiated cells were seeded directly on tissue culture plates
with a defined medium (FI12/DMEM, GI1BCO:; 25 ug/ml insulin; 100
ug/m! transferrin; 20 nM progesterone; 60 pM putrescin: 30 nM
sodium selenite) and in the presence of 100 nM ATRA and 100 uM
2-ME. For the immunocytochemistry analysis, cells were fixed in
methanol at —20°C for 30 min and washed twice in PBS. The cells
were incubated | h with a rabbit anti-150 kDa rat neurofilament
antibody (Chemicon) diluted 1:400 in 0.1 M TBS (0.1 M Tris; 24.9
mM NaCl; pH 7.6), 0.5% non-fat milk and 1% Triton (TBS/M.T).
The following rinses and incubations were performed: 3 rinses (10
min each) with TBS/M-T, 30 min incubation with biotinylated anti-
rabbit antibody diluted 1:300 from Vectastain elite ABC kit (Vector
Laboratories), 3 rinses (10 min each) with TBS/M-T. 30 min incuba-
tion with avidin-biotin complex, 3 rinses (10 min each) with TBS and
devcloped with 3,3’ -diaminob: idine tetrahydrochloride (0.5 mg/ml)

for 8 min.

3. Results

3.1. ES cell death is associated with oxidative stress

2-ME is a common constituent of ES cell culture medium.
Since 2-ME is a reducing agent, we reasoned that it is prob-
ably needed for survival by keeping the ROS levels low in ES
cells. In agreement with this hypothesis, afier three days of
culture in the absence of 2-ME, 75% of the cells died, as
shown in Fig. 1A. This death shared features of apoptosis
such as nucleus fragmentation (not shown) and internucleo-
somal DNA degradation (Fig. 2A). The loss of viability cor-
1elated with a significant increase in ROS, as measured by
DCF fluorescence (Fig. 3A). These results suggest a relation-

ship between a burst of oxidative stress and the onset of ES
cell death,

A
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g ©
50
|- .
30
20
10
o
26 as 72

hours atter 2ME withdrawal

S. Castro-Obregon, L. CovarrubiasiFEBS Lciters 381 (1996} 93-97

We also observed ES cell death when we added ATRA
during EB formation, a condition in which ES cells undergo
stochastic differentiation, even in the presence of 2-ME. The
loss of viability in response to ATRA was estimated by the
ability to form colonies in a tissue culture plate (Fig. 1B). As
can be seen in Fig. 4, many cells looked apoptotic instead of
differentiated. Accordingly, internucleosomal DNA degrada-
tion (Fig. 2A) and nucleus intcgrity, as determined by DAPI
staining (Fig. 2B), were typical of cells undergoing apoptosis.
To establish if ATRA-ind d apoptosis is also diated by
oxidative stress, we quantified intracellular levels of ROS by
DCF fluorescence. We found a signi lation of
ROS in the presence of ATRA only when cells were grown
as EB, the condition in which cell death was observed (Fig.
3B). To evaluate the contribution of ROS in the progression
of cell death, we added enzymes involved in antioxidant path-
ways, such as SOD and catalasc, 1o ATRA-treated cultures.
At the third day, more colonies formed, than in cultures trea-
ted with ATRA alone, when SOD, catalase or SOD plus
catalase were added (Fig. 1B). Addition of phenol to cultures
treated with ATRA also increased the number of colonies
formed (Fig. 1B).

In order to determine whether ATR A-induced death de-
pends on events occurring during EB formation, ATRA was
added to cells seeded directly in a tissue culture plate. In this
condition, cells proliferated and formed colonies instead of
dying (Fig. 5A); as expected, an increase in ROS was not
observed (Fig. 2B). Therefore. ATRA is able 10 induce apop-
tosis only in cells that have formed or are forming EBs. The
inability of undifferentiated ES cells to undergo ATRA-in-
duced death was not due 10 the lack of response to ATRA;
induction of neuronal diffcrentiation by ATRA (described be-
low), and the activation of ATRA responsive genes, such as

the tissue non-specific alkaline phosphatase gene (Escalante-
Alcalde cobservation), were observed.

| ]
[ ]
7600 3 T
8000 §
Bl s B
1 o 1
3000
g 2000 3
1000
[.]

control RA

Fig. 1. Viability of ES cell in either the absence of 2-ME or the presence of ATRA. (A) Loss of viability by 2-ME withdrawal. Viability was
determined by trypan blue exc
ber of H

T cells is

v lity was d

lusion: cells were grown with (+) or without 2-ME (—). The percentage of live cells with respect to the total
p ; & mean of 4 independent experiments is shown (error bars represent the standard deviation). (B) Loss of viabili-
ty in the presence of ATRA during EB for i iabi ined at the third day of culture by the ability
nies, which is proporntional to the number of live cclls. EB were grown in the ab 1) or p
antioxidant: SOD, 100 ug/m] bovine SOD; SOD desnat, 100 pug/mi boiled bovine SOD; SOD+Cat, 100 u;
vine catalase: Cat, 1 mg/m) bovine catalase; Phenol, 0.0075% v/v phenol. The

of EB cells to form colo-

of ATRA (RA), plus the indicated

g/ml bovine SOD plus 1 mg/m} bo-
i is shown.

ge of two




S. Castro-Obregon. L. CovarrubiasiFEBS Letters 381 (1996) 93-97

3.2. RA induces neuronal differentiation from undifferentiated
ES cells

It has been reported that EC as well as ES cells can differ-
entiate to neurons, when EB are treated with ATRA (5,16}
Using these conditions we were not able to see cells with
necuron morphology. In addition. in cultures of undifferen-
tiated ES cells (i.e. without the formation of EBs) treated
with ATRA in the presence of serum, cells with differentiated
morphology were not observed (Flg 5A). Then. v»e decided lo
culture undifferentiated ES cells in a defi
mented with ATRA and 2-ME for 2-5 days. In this Ianer
condition. a mean of 15 neuron-like cells per mm?2, immuno-
positive for neurofilament-M protein., were observed (Fig.
$B): these immunopositive cells were not observed in the ab-
sence of 2-ME (Fig. 5C). Therefore, serum inhibits differentia-
tion in our system, and 2-ME may serve as a survival factor
for the neurons obtained.

4. Discussion

In the present work we observed in ES celis a relationship
between a burst in oxidative stress and the onset of apoptotic
death, either by simple removal of 2-ME from the medium, or
by addition of ATRA during EB formation. Gramzinski et al.
(1990) have shown that certain embryonic carcinoma cell lines
injected in the blastoceolum die by oxidative stress, and that
catalase is able to protect them [12]. This latter result is rele-
vant, since ES cells are derived from the inner cell mass and,
!hcreforc. the line used in the present report may represent a cell

1 of the b yst sensitive to oxidative stress. How-
e\ er‘ the role of oxidative stress in ES cell death must result
from a combination of factors, as we have not been able to
reproducibly protect ES cells with other antioxidants (e.g. phe-

Fig. 2. ES cell death shares features of apoptosis. (A) Internucleoso-
mal DNA degradation. UD, unditferentiated cells: 1, DNA from
undifferentiated control cells: 2.. DNA from undifferentiated cells
grown in the absence of 2-ME; EB. embryoid bodies: 3, DNA
from EB grown in the abscnce of ATRA: 4. DNA from EB grown
in the presence of ATRA. Lambda DNA digested with Hindlll was
used as a molecular weight marker: only relevant sizes are shown
(a. 2027 bp: b, 364 bp). The arrow indicates the origin of electro-
phoretic migration. (B) Nucleus morphology after staining with
DAPL of EB cells treated with (+RA) or without ATRA (—RA).
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Fig. 3. Onset of cell death correlates with an increase in oxidative
stress. (A) 2-ME prevents a burst of ROS in unditferentiated cells.
(B) ATRA induces oxidative stress in EB cslls (EB). but not in un-
differentiated cells (UD). Cells were grown in the absence of ATRA
(C) or in the presence of ATRA (RA): fluorescence units are arbi-
trary. The mean of 2 independent experiments done by quadrupli-
cate are shown (error bars represent the standard deviation).

nol, tyrosine. N-acetyl-cysteine, gluthathione, dithiothreitol).
Intracellular iron concentration is one of such factors which
2-ME may afTect reducing the iron regulatory protein [17].

4.1. ATRA as activator of oxidative stress

Although several reports have shown the ability of retinoic
acid (RA) to induce apoptosis, there is no precedent for the
activation of oxidative stress in these systems. Zhang et al. [8)
have shown that gene expression of tissue transglutaminase,
an enzyme thought to keep the integrity of cell membranes
during apoptosis, is activated by RA. However, the relevance
of this data is questionable, as it is unlikely that this enzyme
acts at the activation step of apoptos\s. Recently, repression
was Sugg d as the 1 by which RA induces cell
death [{8]. If the latter hypothesis is true, it would be possible
that genes coding for enzymes such as SOD or catalase are
targets of RA repression. It is also possible that ATRA-in-
duced death could be due to the induction of differentiation,
such as the new phenotypes now require specific survival fac-
tors. Nevertheless, this latter hypothesis is unlikely because
observed cell death occurred in the presence of serum (15%
viv).

EB formation induces initially the differentiation of two
major cell types: the outer layer of endoderm, and the inner
cells of ectoderm. During cavitation, ectoderm further differ-
entiate to a pseudostratified epithelial layer. At the present
time. we do not know which of these two cell types are af-
fected by ATRA. Recently., Coucouvanis and Martin [19]
showed that a signal which promotes ectodermic cell death
is produced by the endoderm, and that the survival of the
ectodermic inner layer depends on interactions with the extra-
cellular matrix (i.e. the basal lamina). The ce¢ll population
affected by ATRA in our experiments should be different
from the one involved in cavitation, as morphology of
ATRA-treated EBs were largely altered showing an abnormal
basal lamina (data not shown).

Generation of oxidative stress through an ATRA signaling
pathway may be a mechanism used during development to
activate cell death. Digit formation in amniotes is an example
where areas of cell death are well defined (called ‘necrotic
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zones™). ATRA increases the necrotic zones when applied to
embryos [1] and. rceently. it has been shown that ATRA in-
duces cell deuth in explants of the interdigital region (20]. In
agreement with our hypothesis. ATRA induces a subtle in-
crease in ROS levels in primary cultures of limb cells (Salas-
Vidal observation). Also. we kiave observed oxidative stress in
the interdigits in vivo, as well as inhibition of interdigital cell
death when lmb explants were cultured in the presence of
antioxidants {Salas-Vidal et al.. submitted for publication).

4.2, Newronal differentiation by ATRA

In general. it has been proposcd that to efficiently activate
cell differentiation from ES cells it is necessary first 1o form
EB. Then. EB can differentiate further within certain lineages
by treatment with specific growth faclors or substances such
as DMSO or ATRA., Neuronal ditferentiation has been ob-
tained using this protocel from ATRA treated EB of EC [6])
or ES cells [16]. In contrast with these reports. we were able to
induce neuronal differentiation from ES cells without the need
of EB formation. Qur success v due to the removal of
serum and the addition of 2-ME in the differentintion med-
jum. Serum was likely inhibiting differentiation by promoting
proliferation. as it hus been shown in other systems [21]. 2-

Fig. 4. Morphology of EB cells ufter seeding in a tissue culture
plate. {A) EB formed in the absence of ATRA: t8) EB formed in
the presence of ATRA. Refringent cells Ge feature 13 picul of apopro-
sis) appear only in 1he presence o ATRAL Bur= 30 pm.

S. Castra-Ohregan, 1. Covarvihiad FERS Loetters 381 0 1vvn, Ui yT

e b oA

Fig. 5. ATRA-induced neurenai aiierentianon from undifterentiated
ES cells. (A} Appearance of culiure treated with ATRA in the pre-
sence of fetu) bovine serum. In this condition cells survive und pro-
liferate, but differentisted cells were not observed. (B) Neuron-like
cells induced by ATRA in the absence of serum und the presence of
2.ME., Immuno-positive for neuratilament-M proicin cells were una-
Iyzed by light bright micrascopy. (€C) Absence of immuno-positive
cells for neurotiliiment-\ protein in cultures treated with ATRAL
withour 2-A1F in the rwdium. Bur = <0 um
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hlE. on the other hand, could be substituting speclﬁc survival
for the d, perhaps through its reducing
activity. The role of oxidative stress on death of neurons de-
prived of survival growth factors has been demonstrated in
other sy [22.23): specifically, 2-ME has been shown to
support the survival and maturation of fetal mouse neurons
{23]. The ability to induce neuron differentiation by simply
adding ATRA directly to undifferentiated ES cells should be
very useful, as it provides a short time-consuming experimen-
tal system for studies, such as the molecular anal)sls of necu-
is, or the p of i neuronal
dlﬂ'erennanon produced by gene-trap in ES cells.

In summary. we found that ATRA can elicit different re-
sponses in ES cells. ES cells die when ATRA is added during
EB formation, but differentiate to neurons if added directly to
undiffe: iated cells. Ap induced by ATRA may op-
erate by a mechanism activated by ROS, as suggested not
only by thelr presence, but llso because ROS removal by
SOD, cat: or ph din i d viability. Our
system WIll be uscl'ul to determine the receptors involved and
the mechanism by which ATRA alter ROS levels.
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ABSTRACT

Programmed cell death or apoptosis is an essential process during the morphogenesis of a
large number of structures. Evidenée obtained over the past few years indicates that, in
some cases, the generation of reactive oxygen species (ROS) is an important event during
the course of apoptosis. Using an in vitro culture system in which digit individualization
of developing limbs normally occurs, we ;ssayed the effect of different antioxidants on
the cell death that takes place at interdigits. The addition of phenol, dimethyl sulfoxide,
or 2°,7°-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCDHF-DA) to murine developing limbs
in culture prevented digit individualization as well as the typical interdigital cell death.

Skeleton development was not largely affected by antioxidants but, interestingly.

chondrogenic markers were expressed at interdigits, as revealed by alcian blue and
peanut agglutinin staining. Two ROS sensitive dyes, 3-(4,5-dimethylthiazol)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide and DCDHF-DA, , stained interdigits and the so called
“necrotic zones"’, implying that they contain cells under oxidative stress. Very few
interdigital cells were doubly stained with the ROS probes and two cell death indicators
(i.e. acridine orange and propidium iodide) suggesting that they detect a different stage
during the course of apoptosis. Surprisingly, many regions of the mid-gestation mouse
embryo that are undergoing cell death correlated with those that have a markedly higher
level of ROS. Our data suggest that the generation of oxidative stress is a common

requirement for cell death that occurs during mouse embryonic development.
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INTRODUCTION

Cell death is a ubiquitous biological phenomenon that naturally occurs during
development, T and B cell negative selection and normal cell turnover in the adult
organism (Schwartzman and Cidlowski, 1993). This naturally occurring cell elimination
depends on a latent program for which a variety of signals have evolved to counteract the
“‘death fate™ (Raff er al., 1993). The extracellular milieu (i.e. diffusible factors, cell-cell
contact or extracellular matrix) have a decisive role, contributing with survival factors or
de(ermin.ing the internal cell state which establish the degree of sensitivity to a given
death stimulus.

One of the mechanisms thought to trigger pfogrammed cell death is the
accumulation of reactive oxygen species (ROS) (McConkey and Orrenius,1988). The
increase in ROS. levels has been correlated with cell death which is caused by growth
factor deprivation (Greenlund et al., 1995), or by killing signals such as the tumor
necrosis factor (Goossens et al., 1995). Accordingly, the addition of antioxidants
(Matthews et al., 1987) or the overexpression of superoxide dismutase (Greenlund ez al.,
1995) have proved to protect from cell death in different systems. In fact, cell death can
be induced by treating cells with low concentrations of hydrogen peroxide (Lennon ez al.,

1991) and role of ROS, in particular superoxide, have been established in several animal
ai (Wied

Pazos et al., 1996; Morel er al., 1991; Wong et al., 1995; Busciglio and
Yanker, 1995). It is important to note that, since cell death can occur in the absence of
ROS (Jacobson and Raff, 1995; Shimizu et al., 1995), it is unlikely that generation of
oxidative stress is an essential event of the execution phase of death mechanism; rather,

ROS may act in the activation phase, transducing signals from the extracellular
environment. (Jacobson, 1996).

Programmed cell death plays an essential role during the morphogenesis of a large
number of embryonary structures (Glucksmann, 1951; Saunders, 1966). A classic
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example are the so called “necrotic zones™ described in developing limbs. Among these
arcas of cell death, those that define the interdigits are the most obvious. Candidate
factors playing a role in interdigital cell death have been inferred from their expréssion
pattern. For instance, the retinoic acid receptor-8 (Mendelsohn et? al., 1992), the homeo

box containing genes msxl (Hox-7) and msx2 (Hox-8) (Coelho et al., 1991; Coelho et al.,

| 1993), and several members of the bone morphogenetic protein (BMP) gene family

(Francis ez al., 1994) are all expressed in the interdigital regions at the time cell death is
taking place. Recently, it was shown that a dominant negative mutant of the typel BMP
nbeptot is able to greatly reduce interdigital cell death and web regression (Zou and
Niswander, 1996). However, for most of the molecules mentioned above there is no
direct indication about their participation in the regulation of the cell death process.

In order to gain further insight into the possible mechanisms that trigger cell death
during mouse development, we examined in vitro the effect of different antioxidants on
mouse limb mor;phogenesis. ‘We found that normal digit individualization can take place
in our in virro organ culture system, but can be blocked by the treatment with
antioxidants. The lack of digit individualization correlated with a decrease in the number
of dying cells, although two of the antioxidant testested (phenol and DMSO) also seemed

to slow down the phagocytic stage of programmed cell death. Interdigits of antioxidant

t d limbs stained for the chondrogenic markers peanut agglutinin and alcian blue.
This suggests that surviving cells are able to initiate chondrogenesis. In agreement with
the participation of oxidative stress in the control of cell death, levels of ROS were higher
in the interdigital tissue, and other limb regions undergoing cell death, than in digits.
More importantly, we observed that high ROS levels coincided with many embryo
regions undergoing cell death. Therefore, the present study provides the first evidence
suggesting that cell elimination during embryo morphogenesis could frequently be
mediated by ROS.
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Mou}e{t{ain CD-1 was used in this study. Pregnant females were sacrificed by

@?ﬂ 12.5, 13.5 or 14.5 day post? coitium (d.pc; day 0.5 of conception
was the day at which vaginal plug was found). The embryos were removed, and the
dissected fore- and hind-limbs (in L.15 medium;: Microlab, México) were classified

according to the limb bud staging system of Wanek er al. (1989).

Limb culture

The protocol used to culture embryonic limbs was based on the one used by
Taketo and Koide (1981) to culture embryonic gonads. Briefly, the staged mouse embryo
limbs were cultured on 0.45 pm pore Durapore membrane filters (Millipore) ﬂoaung on
McCoy’s Sa modified medium (Microlab, Mexico) wnhouL/ ﬁa’s;;—plemmed with
200 UV/ml of penicillin G sodium, 200 mg/ml streptomycin sulfate and 2 pM glutamine
(GIBCO, USA). Water-saturated phenol (Boehringer-Mannheim), dimethyl sulfoxide
(DMSO; Sigma, USA) or 2°,7°-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCDHF-DA
Molecular Probes, USA) were added to the media just before culture. Cultures were

maintained at intervals of 6, 12, 24, 48, 72 and 96 hr in a humidified 5% CO,-95%
atmospheric air incubator at 37°C.

Analysis of cell death

Vital dye stainings. Regions of cell death of freshly dissected or in vitro cultured
embryonic tissues, were visualized by staining with acridine orange (AO; Sigma, USA)
as described by Abrahnms et al. (1993) Briefly, the tissues ‘were nnsed in phosphate

buffered saline (PB§: 0.02% KH,PO,. 0.115 Na,HPO,, 0.8% NaCl, 0.02% KCl, pH7.4),
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and stained with 5 ug/ml of AO in PBS for 30 min at 37°C, and observed under standard
fluorescence microscopy to visualize the regions undergoing cell death. For more detailed
studies, the tissues were analyzed by confocal microscopy as described below.
Alternatively, tissues were stained with 2.5 mg/ml propidium iodide (Pdl) in PBS for 30
min at 37°C (Nicoletti ez al., 1991). This latter staining was especially useful for the
double staining with the fluorogenic redox sensitivé dye (see below).

Detection of DNA fragmentation. TdT-mediated dUTP nick end labeling
(TUNEL; Gavrieli et al., 1992) method for detection of fragmented DN A using
fluorescinated dUTP (Boehringer-Mannheim, Germany) was performed in 4%
paraformaldehyde fixed-paraffin embedded 10 um serial sections of complete forelimbs,
accdrdinx to the manufacturer. The complete series were analyzed and photographed

(X100 magnification). Representative prints were selected.

Cartilage histochemistry

Staining with the precartilage indicator peanut agglutinin was performed as
described by Hurle e7 al. (1989). Briefly, tissues were fixed in acetic acid:ethanol (1:1)
for 1 hr at 4°C and, following dehydration, embedded in paraffin over-night.
Deparaffinized 16 um sections were then incubated for 30 min in the dark with
fluorescein isothiocyaniate-coupled peanut agglutinin (Vector Laboratories, USA) ata
concentration of 20 ug/ml in 10 mM HEPES, pH 7.5, 0.15 M NacCl. The slides were then
washed in PBS, mounted in S0% glycerol in PBS and visualized by confocal microscopy.

Skeletal preparations were made following the procedure described by Wallin ez
al. (1994), with some modifications to make the staining specific for highly sulfated
proteoglycans, characteristic of cartilage (Lev and Spicer, 1964; Leconard et al., 1989).
Briefly, limbs were fixed in 99% cthanol for 24 hr, then incubated in the postfixing
solution (3% acctic acid, adjusted to pH 1.0 with HCI]) overnight, and finally in the
staining solution (0.5% alcian blue in postfixig solution) at 37°C for 24 hr. Samples were
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washed in the postfixing solution over-night and then rinsed in water and cleared with1%
potassium hydroxide and 20% glycerol in water at room temperature. For long term

storage, specimens were sequentially transferred into 50%, 80%, and 100% glycerol.

In sitse detection of ROS

For ROS detection, limb buds or complete embryos at different stages of
development were incubated with the ROS sensitive dyes inmersed or floated on a
Nucleopore policarbonate filter (Costar, USA) under tissue culture conditions. We used
the tetrazolium salt MTT [3-(4.5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide;
Sigma. USA]) at SO0 ug/ml (in McCoy's 5a modified medium), for the detection of
intracellularly-generated superoxide (Burdon et al., 1993); 2 to 8 hr of staining was
required. The fluorogenic compounds DCDHF-DA and C-DCDHF-DA (2°,7°-
dichlorodihydrofluorescein diacetate and S-(and-6)-carboxy-2°,7"-
dichlorodihydrofluorescein diacetate bis(acetoxymethyl)ester; respectively; Molecular
Probes, USA] at 1 ug/ml (in PBS) were used for ROS detection, with similar results; 45

min of staining was optimal for the lowest background.

Confocal laser scanning microscopy

Developing limbs were imaged with the Bio-Rad MRC-600 confocal laser
scanning system equipped with a krypton/argon laser and coupled to an Axioscope
microscope (Zeiss, Germany) with PlanNeofluar XS (aperture 0.15), X10 (aperture 0.30)
and X20 (aperture 0.5) objectives. AO or DCDHF-DA stained tissues were excited with
blue light (488 nm), and the red high sensitivity filter was employed for AO fluorescence
detection, or the blue high sensitivity filter for DCDHF-DA fluorescence detection. The
pinhole aperture was maintained at 0.3. Serial optical sections were produced at 15 um
(XS and X10) or 6 um (X20). To analyze whether oxidative stress and cell death occur in
the same cell at the same time, double staining with DCDHF-DA and PdI was carried
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out and analyzed by confocal microscopy using the K1-K2 set of filters, and merging the

images from the two dyes (DCDHF-DA in green, and Pdl in red).

Light and electron microscopy
Tissues were fixed in Karnovsky's aldehyde solution (Kamovsky, 196S5),
postfixed with 1% OsO4 in Zetterqvist's buffer (Zettergvist, 1956) and embedded in

EPON 812. Semithin sections (1j1m) were stained with toluidine blue. Thin sections were

stained with uranyl acetate and lead citrate, and viewed in a Zeiss electron microscope

(EM900).

Image analysis

Confo;:al images were displayed on a Power Macintosh computer using the
public domain NIH IMAGE 1.6 program (developed at the U.S. National Institutes of
Health and av.il.able on the internet at http://rsb.info.nih.gov/nih-image/) and saved in
TIFF format. Then, these images were displayed on Adobe Photoshop (version 3.02), the
contours were delineated (conlin@ line for the image of limbs cultured for 24h in
control media, and doted lines for treatments or other lenghts of time of tissue culture in
control media). Images of interest (with doted line contour) were overimposed on the
image of limbs cultured for 24hr in control media (continuos line contour), and the
overlying image opacity was reduced to 50%. Overlying image was then rotated and

moved vertically and horizontally until wrist and middle digit were aligned with

underlying image.



RESULTS

Antioxidants prevents interdigital cell death

Mouse embryo fingers and toes are initially connected by soft tissue. In the
mouse, the interdigital tissue begins to degenerate at 13 d.pc and digit separation is
completed by 14 d.pc (Waneck e? al., 1989; Martin, 1990). Cell death in this region
proceeds through a mechanism with characteristics of apoptosis (Zakeri et al., 1994; Mori
et al., 1995). We have cultured dissected fore- or hind-limbs just when interdigital
regression has started [limb stages 9-10 (§9-S10), according to Waneck et al., (1989);
Mori et al., 1995]. In vitro, interdigital web and skeleton develops as in vivo though at a
slower rate (Salas-Vidal ez al., in preparation). Limbs cultured for 96 hr, for instance,
exhibit both well-defined individualized digits and all skeletal elements (i.e. stage 12-13;
data not shown). As expected, intense acridine orange (AO) staining, an indicator of
apoptosis (Abrahams ez al., 1993), was restricted primarily to the interdigital regions, as
well as the anterior and posterior margins of hand plate, throughout the in vitro limb
dévelopment (Fig. 1). It is important to mention that during digit individualization,

prospective digits grow and appear to separate from each other at the time web regression

" is taking place (Waneck ez al., 1989; Salas-Vidal er al., in preparation). In our culture

conditions digits separated as in vivo but growth was not observed (Fig. 2, top panel)
therefore, in vitro, digit individualiztion is mainly due to web regression.

To investigate if oxidative stress plays a role in the interdigital regression,
embryonic limbs were cultured with a variety of amioxidains [e.g. 2-mercaptocthanol, N-
acetylcystein, ditiothreitol, phenol, dimethyl sulfoxide (DMSO)]. The best results were
obtained with phenol or DMSO which clearly prevented web regression and digit
individualization and, as detected by AO staining (Fig. 1) and TUNEL (Fig. 3), decreased
the number of dying cells in the interdigital regions. The strength of the cffect by these
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two compounds was dose-dependent on both interdigital cell death (Fig. 1 and Fig. 3) and
web regression(Fig. 2), suggesting that the antioxidants act directly on these processes.
Note that even at the lowest dose tested, regression was reduced after 24 hr of treatment
and was accompanied by less separated propective digits, in close similarity to the stage .
reached by limbs cultured for 6 hr in control medium (Fig. 2, top panel). At the highest
dose shown, phenol- or DMSO-treated limbs revealed a distinct zone of cell death at the
tip of digits since 12 hr in culture, and an unspecific increase in cell death was especially
observed after 24 hr in culture (Fig. 1). This observations could result from activation of
the death program as a consequence of a redox imbalance caused by the antioxidants,
especially in rapidly growing regions such as the tip of digits.

We also found that DCDHF-DA, a recagent that is known to react with ROS (see
below,) was also capable of inhibiting interdigital cell death (Fig. 1 and Fig. 3) and web
regression (Fig. 2) with a dose-dependent pattern. These data are indicative of a role of
ROS in inti:rdigital cell death. In general, lower unspecific effects on cell death were
seen with this reagent compared to phenol or DMSO, although the effect on tip of digits
was still observed at the highest dose tested.

Histological analysis on semithin sections stained with toluidine blue and
electron microcopy preparations showed no general damage to tissues by antioxidants at
the low and intermediate doses and up to 24 hr in culture, for DMSO and phenol, and up
to 12 hr for DCDHF-DA (Fig. 4). Specifically, apical, dorsal and ventral epithelium were
not apparently affected by antioxidants . However, many apoptotic bodies not contained
in phagocytes were apparent after 6 hr of treatment with DMSO (Fig. 4C) or phenol (not
shown) or but their number largely decreased after 24 hr (Fig. 4D); as shown in Fig. 3,
these apoptotic bodies were not detected with the TUNEL technique indicating that DNA
was completely degraded and, therefore probably represented “aged” apoptotic bodies.
These results suggest that phenol and DMSO retarded, in addition to reduce the
interdigial cell death, the phagocytic process encharged of removing the apoptotic bodies
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present previous to the addition of antioxidants. With DCDHF-DA dying cells or “aged”
apoptotic bodies were not detected, although signs of activation of cell death by this
antioxidans were seen from 12 hr in culture (Fig.: 4F); tissue architecture was obviously
abnormal after 24 hr of culture with this antioxidant (not shown). Therefore, within the
first half of treatment, it seems that DCDHF-DA has its major effect on preventing cell
death ;vith not detectable effects on phagocytosis. At the highest doses of phenol and
DMSO, and especially after 24 hr in culture, cells in the interdigital tissue of treated
limbs were more scattered, probably due to the deposition of exiracellular matrix in
agreement with the alcian blue staining pattern observed (see below); epithelium was not
lost with these two reagents at any of the concentrations tested.

When antioxidants, including DCDFH-DA, were removed after 6 hr (Fig. S) of
treatment, the time at which an obvious decrease in dying cells was observed, interdigital

regression was re-started; therefore, an irreversible damage to cell componeixu did not

occur.

Interdigits express chondrogenic markers

- After 12 hr of culture, skeletal development was not largely affected by phenol or
DMSO (Fig. 6). However, in limbs cultured with antioxidants for long periods (i.e. 96
hr), all skeletal elements were formed except the most distal phalanges (not shown). This
effect could be related to the induced cell death observed at the tip of digits described
above. Interestingly, staining with fluorescinated-peanut agglutinin (Fig. 7) and alcian
blue (Fig. 6), both cartilage indicators, detected, in addition to digits, the interdigital areas
of limbs that were treated with DM SO or phenol for 12 hr; this effect was seen with the
intermediate and high doses of phenol and DMSO, and only with the highest dose of
DCDHF-DA (not shown), in good correlation with the scattered pattern of interdigital
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cells in treated limbs. The satf:e results were obtained in limbs treated for 24 hr, but not in
those treated for 6 hr (data not shown). These results are indicative of the chondrogenic
potential of surviving cells at this location. However, in situ hybridization with an
oligonucleotide probe for collagen type II, another chondrogenic marker, did not detect
expression in other areas than phalanges and metacarpal elements (data not shown). As
mentioned above, the apical epithelium was not affected by DMSO and phenol; therefore,
chondrogenesis and cell survival were not due to the lack of this cell type as it has been
reported earlier (Hurle and Gafian, 1986); in the case of DCDHF-DA treatments at the
highest dose, damage to epithelium could be related to its chondrogenic effect . Lack of
the characteristic chondrogenic condensations at interdigits of treated limbs (Fig. 4) could

be responsible of incomplete chondrogenesis.

Higher ROS levels are found in the interdigital zones

Antioxidants could prevent interdigital cell death by either decreasing ROS
concentration, or by protecting intracellular targets from the action of ROS. In both cases
it should be expected higher ROS levels in interdigits than in digits. To determine ROS
levels in situ, we used two redox sensitive dyes: 3-(4,5-dimethylthiazol)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) and DCDHF-DA. The first preferentially detects superoxide
(Rice-Evans er al., 1991), whereas the second detects several ROS (Haugland, 1996;
Greenlund er al.,199S). ( Freshly dissected limbs stained with cither of these reagents
revealed interdigits, as well as anterior and posterior margins of hand plate, as regions of
the limb with a notably higher ROS level (Fig 8). Importantly, during in vivo limb
development, the appearance of cells with high levels of ROS closely followed the
pattern observed for AO, although fewer cells were detected (Fig. 8B). In antioxidant-

treated limbs, these reagents were not able to detect an obvious decrease in interdigital
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ROS levels (data not shown). This suggests that DMSO and phenol, not expected to act
as ROS scavengers, are probably protecting from the action of ROS rather than
decreasing their concentration. These results support the participation of oxidative stress
in interdigital cell death.

Programmed cell death proceeds gradually through different stages up to the
phagocytosis by neighboring cells. To determine whether or not cells under oxidative
stress are at a different stage of apoptosis than those stained with AO or propidium iodide
(PdI; another compound which preferentially stains dying cells), we performed a double
staining with MTT and AO, or DCDHF-DA and PdI. We found that of the cells stained
with MTT in roro or in squashed limbs, only 13% to 16% stained also with AO (Table 1).
Double staining with DCDHF-DA and Pdl was analyzed by confocal microscopy. The
merging of images obtained with each dye shows that very few cells were stained with
both DCDHF-DA and PdI (Fig. 9A; Table 1). Therefore, ROS probes and AO or Pdl

detect a different stage during the course of apoptosis (see Discussion).

ROS levels are higher in embryo regions that undergo cell death

Cell death is essential during the morphogenesis of a large number of embryonary
structures. In order to assess how extensive the role of oxidative stress could be in
developmental cell death, we probed whole mid-gestation embryos with MTT or
DCDHF-DA and compared the resulting staining patterns with those structures
undergoing cell death (visualized by AO staining). Overlapping AO and DCDHF-DA or
MTT staining patterns were found in the fusion line of the developing palate and
sternum, as well as in structures such as the developing eye and ear (Fig. 10). Similar
results were obtained in other regions (data not shown), including the junctional zone

between neural and surface ectoderm (8.5 d.pc), the groove between lateral nasal process
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and maxillary component of first branchial arch (10.S d.pc), and the developing follicles
of vibrissae and the tip of tail (13.5-14.5 d.pc). Furthermore, staining of the fusion liné of
the developing palate with PdI and DCDHF-DA showed, in concordance with the results
obtained in interdigital regions, a low percentage of doubly stained cells (Fig. 9B). Of all
analyzed regions, only the fusion line of the neural folds (8.5 d.pc) and the branchial
arches (10.5 d.pc), which showed clear AO staining, have not stained with either MTT or
DCDHF-DA. These results indicate that oxidative stress is a broadly occurring event in
many areas of the embryo where cell death takes place.

DISCUSSION

Although many reports have demonstrated the participation of oxidative stress in
cell death, most .of the data have come from studies with cell lines in culture. In this work
we present evidence which suggest that the generation of oxidative stress is a widespread
phenomenon associated with cell death that occurs during normal mouse development.
The fact that interdigital cells survive due to the protective effect of antioxidants indicates
that generation of oxidative stress is relevant for the activation of developmental cell
death.

Since neutrophils, a major class of phagocytes, are known to undergo oxidative
burst when they are activated (Morel et al., 1991; Rice-Evans er al., 1991) it is possible
that cells with high concentration of ROS, and sensitive to antioxidants, represent the
phagocytes encharged of eliminatig the apoptotic bodies. It has been determined by
electron-microscopy (Hammar and Mottet, 1971, and our own data) and by
immunohistochemistry (Rotello et al., 1994) that most macrophages at interdigits are
ﬁmiam with apoptotic bodies. Then, it should be expected that most cells with high

concentration of ROS would stain with the cell death indicators. In contrast, we have
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determined that of the cells stained with the ROS probes only a low percentage stained
also with the cell death indicators (Fig. 9 and Table 1). Therefore, although some cells
with hig_h concentration of ROS could be phagocytes, most of them are not; actually,
some of the cells doubly stained with Pdl and DCDHF-DA have the appeareance of
macrophages (Fig 9). Specific immunohistochemistry for phagocytes in combination with
ROS detection should confirm this conclussion. In addition, if the phagocytosis stage
were blocked by antioxidants, accumulation of apoptotic cells should be noted. Phenol
and DMSO, but not DCDHF-DA, may have affected phagocyte function in our
experiments as apoptotic bodies (many isolated) were detecte;'.l in semithin sections
stained with toluidine blue after 6 hr of treatment (Fig. 4). These apoptotic bodies were
probably derived from cells that were dying at the begining of treatment, as intracellular
integrity of most of them was completely lost and they were not detected by the TUNEL
technique (Fig. 3). Nonetheless, accumulation did not occur and new apoptotic bodies
were not detected during the course of treatment with phenol or DMSO (low and
intermediate doses) indicating that they also blocked cell death. Inhibition of
phagocytosis do not block cell death as it has been determined in Caenorabhditis elegans
mutants (Hedgecock ez al., 1983) and directly in the interdigital tissue of limbs treated
with cytochalasin B (Kieny and Sengel, 1974)

Antioxidant effects on limb developmens

Janus green has long been known for its effects on chick embryo dev.elopmcnt
when injected into the amniotic cavity (Saunders, 1966; Pautou, 1976; Fernandez-Teran
and Hurle, 1984). In particular it causes malformations of hindlimb. These malformations
have been reported to occur in roughly two distinct phases (Pautou, 1976). The first
phase, which is early and fast, reduces interdigital cell death and web regression, thus



causing syndactyly (i.e. non-individualized digits). The second phase, which is late,
blocks the apical growth at the toes which in turn provokes hypophalangy (i.e. reduction
in the number of phalanges). Our results with phenol, DMSO and DCDHF-DA are
strikingly similar. After 6 hr of tissue culture, we observed the carly effect with the
obvious reduction in interdigital cefl death and consequently syndactyly (Fig 1 and 2,
Table 1). The late phase (i.e. hypophalangy) was evident after 96 hr of culture and due to
the lack of phalange 3 (data not shown). We interpreted the lack of phalange 3 as a result
of the cell death detected at the tip of digits starting from 12 hr of culwre (Fig. 1).

Why the similarity between our results and those using Janus green? Janus green
isa xiul dye which is known to be redox sensitive (Bowen and Bowen, 1990).
Furthermore, Janus green has been previously used to observe redox gradients in the
developing sea urching embryos (Horstadius, 1952). Therefore, it is possible that Janus
green has antioxidant effects (e.g. reducing ROS concentration or blocking their effects),

suggesting that the generation of oxidative stress or its effects can be blocked in vivo as

we have observed in vitro.

Chondrogenic fate of interdigital surviving cells

The major components of extracellular matrix known to be synthesized by
cartilage are collagens (such as type II) and proteoglycans (Chen ez al., 1995). Expression
of their mRNAs or deposition of their products have been widely used as markers for the
detection of chondrogenesis (Hurle, er al., 1989; Fernandez-Teran and Hurle, 1984). We
detected two of those markers: highly sulphatated proteoglycans (alcian blue) or Gal8-
3Gal-Nac (peanut-agglutinin). Alcian blue staining is the most frequently used indicator
of chondrogenesis, and has even been used to quantify the process; this compound can

recognize different extracellular matrix components, however, under the condition
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assayed here (e.g. pH 1.0), highly sulphatated proteglycans are the only species detected
(Lev and Spicer 1964). On the other hand, in the developing embryo, GalB-3Gal-Nac is
preferentially expressed in the posterior sclerotome and in developing cartilaginous
structures (Lotan ez al., 1975) Therefore, the expression of chondrogenic markers at
interdigits of antioxidant treated limbs could be revealing the chondrogenic potential of
interdigital cells naturally committed to die. Accordingly, chondrogenesis has been
observed in explant cultures of interdigital tissue (Lee et al., 1994) and in chick limb
interdigits with the epithelium removed (Hurle and Gafian, 1986). Interestingly, when
Janus green is administrated in the amniotic cavity, chondrogenesis is also observed at
the interdigits (Fernandez-Teran and Hurle, 1984). Nonetheles in our experiments
chondrogenesis at interdigits was not completed as inferred from the lack of expression
of collagen I mRNA. It is possible that, additional conditions such as critical cell mass
(Fig. 4; Cotrill er al., 1987; Hurle et al.. 1989) or paracrine and autocrine factors
(Erlcbacher er al., 1995), not present in the interdigital acreas, are needed to form a
mature cartilage. Alternatively, an inhibiting activity from interdigits could block late
phases of chondrogenesis: it has been hypothesized that interdigital ectoderm, which
remained with antioxidant treatments (Fig. 4), inhibits chondrogenesis (Hurle and Ganan,
1986; Hurle, e? al., 1989; Solursh er al., 1981) '

In Caenorabhditis elegans, mutants in ced-3 or ced-4 allow the survival of cells
naturally committed to die (Ellis and Horvitz, 1986). 'fhese surviving cells differentiate to
the phenotypes predicted from the lincage they belong. Differentiation has also been
observed in other systems when cell death is prevented (Fairbairn et al., 1993; Howard er
al., 1993). Therefore, it is possible that, before digit definition and interdigital tissue
regression, some mesenchymal cells of digits and interdigits are equivalent. Interdigital
cell death could result from the action of signals that promote survival of digital cells,
signals that allow the death program to proceed in interdigital cells, or both. However

antioxidants, in addition to prevent cell death, also seem to have further effects on
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initiation of chondrogenesis, since DCDHF-DA at the intermediate dose, which blocked
cell death almost completely, did not displayed these chondrogenic markers; effects of
DMSO on differentiation have been reported earlier. Accordingly, chondrogenesis was
not observed at interdigits when cell death was blocked by the negative-dominant mutant
of type I BMP receptor (Zou and Niswander e? al., 1996), suggesting that prevention of

cell death is not sufficient to allow interdigital cells to initiate differentiation.

Role of ROS in developmental cell death

The apoptotic process can be divided in the activation and the execution phases. It
is in the execution phase when genes such as the /ce and the bcl-2 family members act.
Since programmed cell death has been shown to occur in the absence of ROS and the
anti-apoptotic B-CL-Z protein can still be protective (Jacobson and Raff, 199S; Shimizu,
et al., 1995), it seems that generation of oxidative stress is not an essential cvent for the
execution phase of death program. An alternative possibility is that ROS act as a
transducing signal which could be used in certain cases for the activation phase of death
program (Jacobson, 1996). In agreement with this role, it was recently shown that during
neuronal death caused by nerve growth factor deprivation, rise in ROS levels was
transitory previous to the onset of cell death, and superoxide dismutase prevented death
only at early stages of apoptosis (Greenlund ez al., 1995).

In interdigits, although the staining patterns with ROS probes and AO at different
stages of limb development are similar (Fig. 8), very few cells doubly stained with MTT
and AO or C-DCDHF-DA and PdI (Fig. 9 and Table 1). At least for PdI, which detects
éhanges in plasma membrane permeability and accumulate bound to DNA, it is expected
that the fluorescent signal last up to the end of apoptosis when cell components are

degraded. Considering the generation of oxidative stress as a transitory event, if cells
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slaiqed with PdI overlapped to those stained with the ROS probes, it would mean that
either change in membrane permeability and increase in ROS concentration are events .
occurring in parallel or that the latter is a consequence of the former. Therefore, the
observed non-overlapping staining suggests that the increase in ROS concentration is
transitory and early (at least previous to the changes in plasma membrane permeability),
as expected for a transducer that plays a role in the activation phase of apoptosis.
Supporting this hypothesis, fewer cells were stained with ROS probes than with AO.
Furthermore, cells with higher ROS levels were generally located close to the apical
ectodermal ridge (AER) (Fig. 8), where cell death seems to start (Saunders er al., 1962;
Salas-Vidal ez al., in preparation). It is possible to imagine that signals from the AER (see
below) are secreted such as to promote cell death at the interdigits through generating,
directly or indirectly, oxidative stress. Despite what is described above, further work is
needed to establish if ROS act as a transducing signal but, if oxidative stress is a
secondary event; increases in ROS should still be relevant, perhaps acting as a reinforcing
signal for the efficient progress of the death program in developing cells.

In the developing limb, bcl-2 expression is restricted to the digits (Novak and
Korsmeyer, 1994), hence the relatively low level of ROS observed in this regfon could
result from the antioxidant activity proposed for BCL-2 (Kane er al., 1993). If this is the
case, all cells underneath the AER could be responding to the death signal, but BCL-2
would prevent death allowing digit formation. In agreement with this hypothesis, we have

recently detected higher peroxidase activity in digits than in interdigits (Lomelf er al, in

preparation).

Is there a single mechanism for the activation of developmental cell death?
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Since ROS do not seem to be a component of death machinery, our findings,
showing that many regions of the mouse embryo that are undergoing cell death coincided
with those under oxidative stress, are striking (Fig. 10). Generation of oxidative stress is
not a general characteristic of programmed cell death, as protective effect of antioxidants
has not been observed in some cell death paradigms (Hug, er al., 1994; Busciglio and
Yanker, 1995). In addition, altemative transducing signals have been proposed (Rajotte ez
al., 1992; Obeid and Hannun, 1996). In this context, our data indicate that the generﬁtion
of oxidative stress is a recurrent event during mouse development and ROS may be a
major signal used to trigger embryonic cell death.

Parchment and Pierce obtained for the first time indirect data that suggest a
possible role of oxidative stress in the process of cell elimination at interdigits, and those
with trophectodermal potential in the inner cell mass (for an overview of their data, see
Parchment, 1993). According to their view, polyamines would be secreted by killing
cells, which in turn would be catabolized by an extracellular amine-oxidase producing
hydrogen peroxide as a metabolite. Hydrogen peroxide then would “murder” sensitive
cells. They propose that this model could be applied to the death of different cell types.
Although our data are in agreement with the role of oxidative stress in cell death, they do
not give indications on the origin of the increase in ROS concentration. Therefore, it
should yet be considered a possibility that rise in ROS level is a process initiated inside
the cell commiitted to die.

A common mechanism for embryonic cell death was also previously suggested
from the expression of lacZ in many regions undergoing cell death of transgenic embryos
containing the fos promoter-/acZ fusion gene (Smeyne et al., 1993). Since fos expression
is up-regulated by oxidative stress (Shibanuma et al., 1990; Cerutti ez al., 1989), it is
possible that within the fos promoter fragment used in the aforementioned transgenic
mice, there are ROS responsive clements that cause the observed lacZ expression pattemn.
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RA receptor-f expression by interdigital cells (Mendelsohn er al., 1992) suggests
that RA could paticipate in triggering the death process. Accordingly, RA can activate
cell death in cultured interdigit explants (Lee ez al., 1994). Recently, we reported that RA
activates cell death of embroid body cells, which correlates with a significant increase in
ROS levels and can be prevented by several antioxidants (Castro-Obregon and
Covarrubias, 1996). We have also observed a subtle increase in ROS levels in primary
cultures of limb cells treated with RA (Salas-Vidal, unpublished results). Therefore, since
RA seems to be synthesized by AER (Zgonibic-l(nigth et al., 1994), it could be the signal
responsible for gencrating oxidative stress, and consequently cell death.

Production and/or accumulation of ROS was first found to be a characteristic of
the aging process. Now recent evidence shows that generation of oxidative stress
participates in different cellular processes. The data presented in this study are indicative
of a very early ROS function during animal life, predominantly in cell death. Therefore,
natural and pathological cell death can be initiated by ROS. Remarkably, ROS in plants
are also involved in the initiation of cell death (Jabs e? al., 1996) suggesting that

mechanisms of activation are conserved in these two kingdoms.
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TABLE
- TABLE 1
ANALYSIS OF DOUBLY STAINED CELLS WITH THE ROS PROBES AND CELL DEATH
INDICATORS

Total # of stained cells # of doubly stained cells

% of RP stained cells % of CD stained cell:
# (CD) # (RP) # (CD/RP) doubly stained doubly stained
-Intoto :
ND (AO) 116 MTT) 15 (AO/MTT) 13% ND
719 (PAD) 260 (DCF) 43 (PAV/DCF) 17% 6%
-In squashed: .
ND (AQO) 220 (MTT)" 35 (AO/MTT) 16% ND

Note: ND = not determined. CD = cell death indicators (AO or Pdl). RP = ROS probes (MTT or DCF (=
DCDHF-DA)).



FIGURE LEGENDS

FIG. 1. Effect of antioxidants on interdigital tissue regression and cell death. Forelimbs
were cultured for 6 hr (6h), 12 hr (12h) and 24 hr (24h) in virro in control medium and in
the presence of phenol, dimethyl sulfoxide (DMSO) or DCDHF-DA (DCF), at the dose
indicated. Confocal images, ventral view, of AO stained tissues are shown. Isolated
mouse forelimbs (S9-S10) cultured on control medium showed a normal development
although retarded compared to in vivo. Addition of phenol, bMSO or DCDHF-DA to the
medium reduced regression (see also Fig. 2) and cell death (indicated by AO staining) in
interdigital tissue. Bar = SO0Oum.

FIG 2. Image analysis of interdigital regression of forelimbs cultured in virro. The images
of forelimbs just before culture (Oh) and cultured for 6 hr or 12 hr in control medium (top
panel, doted lines), and those of forelimbs cultured for 24 hr in the presence of phenol,
dimethyl sulfoxide (DMSO) or DCDHF-DA (DCF) at the concentration indicated
(bottom panel, doted lines) were overimposed on the image of a forelimb cultured for 24
hr in control medium (continuos lines) as described in Materials and Methods. Image
overimpositions of limbs cultured in control medium show that most interdigital
regression takes place from 6 hr to 24 hr of tissue culture. Image overimpositions of
limbs treated with antioxidants for 24 hr on the image of a limb cultured for 24 hr in
control medium show that even at the Jowest concentrations assayed interdigital
regression was reduced and prospective digits appear less separated. Note that digit

growth did not occur in our culture conditions (top panel).

FIG. 3. Cytochemical labeling of fragmented DNA of cultured forelimbs. The TUNEL
technique was performed on 10 um serial sections from complete forelimbs cultured for 6

hr in the presence or absence of antioxidants; representative sections were selected and
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photographed (X100 ). (A) Sections of ljmbs cultured in control medium showed intense
TUNEL staining at interdigital zones (IZ) and anterior and posterior margins of hand
plate (not shown). Sections of limbs treated with 0.075% phenol (B), 3% DMSO (C),
and DCDHF-DA at 0.03 mg/mi (D), 0.06 mg/ml (E) and 0.1 mg/ml (F) showed a marked

reduction of TUNEL staining..

FIG. 4 Figure 4. Histological and cytological analysis of cultured limbs in the absence
and presence of antioxidants. Stage 9 forelimbs were cultured in control medium (A, B),
3% DMSO (C, D) or 0.06 mg/ml DCDHF-DA (E,F), for 6 hr (A, C, E), 12 hr (F) and 24
hr (B, D), and limbs processed for high resolution microscopy. Representative semithin
and thin cross sections obtained from the distal region of the handplate are shown (400X
magnification; insets, 13000X). Observe that, after 6 hrs of culture in control medium
(A), apoptotic bodies (round dark spots) were apparently included in fagocitic cells
(arrow), whereas when treated with DMSO (C) or phenol (not shown), they appeared in

the extracellular space (arrow); location of apoptotic bodies was confirmed by electron

microscopy (*, insets). In general, the external apoptotic bodies found in DPMSO treated
limbs were in an advanced degree of condensation and, in a few cases, structures
resembling the nuclear envelope were observed (C, inset). Later in culture (24 hr) with
control medium (B), apoptotic bodies were not detected and regression was almost

e of DMSO (D) very few apoptotic bodies were detected and

completed; in the p
regression was limited. In contrast with the observations in sections from DMSO weated

limbs, sections of limbs treated with DCDHF-DA for 6 hr (E) show healthy interdigital
cells and the absence of apoptotic bodies in the interdigital region. However, after 12
hours of culture (F) cells with condensed chromatin (arrows) were found in the
interdigital zone that remains unregressed. After this time tissue abnormalities became

evident (not shown).

SERNP



FIG S. Reversibility of antioxidant effect . Limbs were cultured in control medium and in
the presence of 0.075% phenol, 3% DMSO or 0.03 mg/ml DCDHF-DA. After 6h, time at
which cell death was obviously reduced by antioxidants, media was replaced with either
fresh media (control and T1) or medium with the corresponding antioxidant (T2). »
Interdigital regression of limbs of the T1 group was very similar to the control one,

whereas limbs of the T2 group showed limited regression.

FIG. 6. Alcian blue staining of interdigital tissue after treatment with antioxidants.
Skeletal development was followed by staining with the cartilage dye alcian blue and
alizarin red. Freshly dissected $9-S 10 forelimbs, just before culture, did not show any
staining with alcian blue at interdigits (A). After 12 hr of culture in control medium,
interdigital re;n;,ssion proceeds as described in Fig. 1 and alcian blue staining was
confined to digits (B). Limb development in the presence of phenol (C) or DMSO (D)
resulted in the ectopic staining with alcian blue of interdigits. Alizarin red staining was

not detected in any limb region even after 96 hr of culture. X40.

FIG. 7. Peanut agglutinin staining of interdigital tissue after treatment with antioxidants.
Peanut agglutinin was used as an indicator of chondrogenic differentiation. Confocal
images of longitudinal or cross sections stained with fluorescinated peanut agglutinin of
forelimbs cultured for 12 hr in control medium (A) or treated with DMSO (B) are shown.
Observe the clear signal for peanut agglutinin in interdigits of treated limbs but not in
those cultured in control medium. Upper bar = 250 um, lower bar = 100 um.

FIG 8. In situ detection of ROS at interdigits. (A) Interdigital tissue of S11 forelimbs
showed an intense staining with the ROS sensitive dyes DCDHF-DA (green) and MTT
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(purple) coincidentally with the regions staining with AO (red); X100. (B) Ventral view

of forelimbs at different developmental stages stained with AO (red) or C-DCDHF-DA
n of AO and DCDHF-DA at the different

(green). Observe the resembl in the p

developmental stages selected. XS0.

bly d with a ROS

FIG 9. Interdigital arca and fusion line of developing palate dc
probe and a cell death indicator. Developing limbs and palates were simultaneously

stained for ROS, with DCDHF-DA, and for cell death, with Pdl, at the the time cell
death is taking place. A representative confocal image of each structure after staining is
shown. (A) S11 forelimb interdigital zone (bar = 100 um ). (B) Palatal shelves fusion line
(bar = 250 um). Cells stained with DCDHF-DA and PdI are seen in green and red,

respectively; the overlapping staining pattern appears in yellow.

FIG 10. /n situ detection of ROS in developing embryos and its relationship with
naturally occurring sites of cell death. Cell death was detected by AO staining (A, D, G,
I) and ROS accumulation visualized by staining with DCDHF-DA (B, E) or MTT (C, F,
H, J). Observe the similar staining pattern obtained with AO as compared with that
obtained with MTT or DCDHF-DA in: the sternum fusion line (SFL) of 13.5 d.pc
embryos (A-C), along the palatal shelves fusion line (PSFL) and the prominent rugae
(PR) of 14.5 d.pc embryos (D-F), in the 9.5 d.pc otic vesicle (G, H), and in the 10.5 d.pc
developing eye (I, J). N!icroscope‘magniﬁcations for photographs shown were:
developing sternum and palate, X50; otic vesicle, X100; developing eye, X200.
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