
00551 

"'l'.~~.-_;.,.,j.'b""· !~:.: . 
-...: ~: .:.-' . 

:.~.l.b...... 
F~~.:k '~:.¡.:' 

.' ~\:;~~i. ' 
.""" .. .1 h! 

~~·i~;\'¿~~-:~ . 
• j-~"'; .... . ~-/.~.,;" .• -. ; 

--' 

UNIVERSIDAD NAcIONAL 
AUTDNOMA DE MEXICO 

UACPyP del ccH 

T& 

Metabolismo de especies de oxígeno reactivas 
para el control de la muerte celular programada 

Tesis de posgrado que, para obtener el grado de 
Maestro en Ciencias Bioquímicas 

presenta: 

Denhí ~ch~abel Pe raza 

Director de tesis: 
Dr, Luis Covarrubias Robles, 

Cuernavaca, Morelos 2000 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Comité T vtoral: 

Dr. Luis Covarrubías 
Dr. Wilhelm Hansberg 
Dr. Alejandro Zentella 

Jurado de examen de grado: 

Presidente: Dr. Alejandro Alagón 
Secretario: Dr. Luis Covarrubias 
Vocal: Dr. Jesús Aguirre 
Suplente: Dr. Rafael Vazquez 
Suplente: Dra. Martha Vázquez 



DEDICATORIAS 

A Enrique 
por todo lo que hemos vivido juntos, y por lo que nos falta. 

A padre y madre 
que siempre me apoyan y estan presentes en todo momento. 

A mi familia que adoro. 



AGRADECIMIENTVs 

Al Dr. Luis Covarrubias por invitarme a formar parte de un exelente 
grupo de trabajo donde pude aprender y desarrollarme tanto 
profesionalmente como personalmente. 

Al comite tutoral por todos los comentarios a lo largo del proyecto. 

A todos los miembros del jurado, que examinaron con mucho cuidado 
todo el trabajo. Gracias. 

A todos los integrantes del laboratorio que además de ser buenos 
compañeros son muy buenos amigos. 

A Xochitl Alvarado y Enrique Salas por toda la ayuda con las imágenes 
en el confocal y el análisis de estas. 

Al personal del Bioterio en especial a la Dra. EliLObeth Mata y Dra. 
Graciela Cabeza. 

A Diana Escalante y Veronica Narvarez que me enseñaron tantisimas 
cosas con los transgénicos. 

A todos los integrantes de los rigurosos jueves en casa de Ramón por 
la cantidad de horas de diversión y discusión. 

Al grupo de natación y baile donde libero todas mis neuras. 

A la UNAM. 



RESUMEN 

La muerte celular es un evento común durante el desarrollo de 
diferentes tejidos embrionarios y postnatales; esta muerte puede iniciarse 
por una gran variedad de sena les de activación y puede también depender 
del estado metabólico particular de la célula. En este trabajo se obtuvo 
evidencia a favor de que el metabolismo de las especies de oxígeno 
reactivas participa en el control de la muerte celular programada. 

Resultados en el presente trabajo mostrarón que la actividad que 
observamos con el DCF-DA corresponden a la actividad enzimática de una 
glutatión peroxidasa. Las regiones donde se observó la actividad de de 
glutatión peroxidasa coinciden con las zonas en donde no se observó un 
aumento en el estrés oxidativo y la muerte celular. Esto sugiere que la 
actividad de peroxidasa juega un papel importante en evitar u~ aumento en 
las las concentraciones de E0R, evitando así la muerte celular t'n los dígitos. 

Con la finalidad de determinar cuál o cuáles eran las glutatión 
peroxidasas responsables de la actividad presente en los dígitos se realizó 
un RT-PCR específico para la GPXI, GPX3 y GPX't. Los resultados 
mostraron que las tres peroxidasas probadas se encuentran en el miembro 
a los 13 dpc, que corresponde a los estadios 9, 10 Y 11. Se eseojió a la 
GPX't para realizar una hibridación in situ en el miembro completo en los 
diferentes estadios del desarrollo (de 9 a 12). Los resultados mostraron 
que la GPX't se expresa en los dígitos y no se expresa en los interdígitos. 
Esto sugiere una regulación de la expresión de la GPX't, restringiendo la 
expresión únicamente a los dígitos. Esta expresión corresponde 
parcialmente a los sitios donde se observó la actividad de peroxidasa. 
Mientras que en las regiones distales de los dígitos del miembro, donde se 
observa una mayor actividad de glutatión peroxidasa, no se detectó la 
expresión de la Gpx4. Una posibilidad es que alguna de las otras dos 
glutatión peroxidasas detectadas por RT-PCR, la Gpxl y/o la Gpx3, sean las 
responsables de esta actividad en la región mas distal del miembro. 
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INlRODucqóN 

La muerte celular 

En general, se han definido dos tipos de muerte celular: 
al La necrosis, la cual ocurre únicamente en condiciones patológicas 

en respuesta a una gran variedad de condiciones dañinas, Como por 
ejemplo: hipertermia (Buckley, 1972). hipoxia (Laiho y col., 1983) o 
envenenamiento metabólico (Trump y col., 198tt)' Este tipo de muerte celular 
se caracteriza porque la célula se vuelve hipertónica, los organelos se 
hinchan y lisan (fig.I, 5) Y posteriormente la célula se desintegra (fig.I, 6). 

b) La apoptosis (caída natural de las hojas en otoño). Este tipo de 
muerte que ocurre en condiciones fisiológicas, especialmente durante el 
desarrollo embrionario. Se caracteriza por cambios morfológicos bien 
definidos como son la reducción de volúmen celular que provoca que la 
célula pierda contacto Con las células adyacentes (fig.I, 1)' Dentro del núcleo, 
la cromatina forma masas densas que aumentan a lo largo del tiempo 
hasta que se observa un núcleo totalmente condensado. El citoplasma se 
encoge lo que causa que la membrana celular se distorsione y se generan 
protuberancias (fig.I, 2). Al separarse estas protuberancias dan origen a 
los denominados cuerpos apoptóticos. Estos cuerpos apoptóticos se 
caracterizan por tener en SU interior organelos que mantienen SU 

estructura (fig.I, 3). Los cuerpos apoptóticos son endocitados por células 
adyacentes con propiedades fagocíticas o por macrófagos (fig.I, tt). 
Finalmente son degradados dentro de fagolisosomas (Kerr y col., 1972; 
Kerr y Harmon, 1991)' 
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Figura '- Diagrama en el cual se representa la 
secuencia de los cambios morfológicos que 
ocurren durante la apoptosis (1-'1) y de la necrosis 

(5 y 6) 



El término muerte celular programada se utilizó para describir la 
muerte celular que ocurre de manera regulada durante el desarrollo en 
lugares y tiempos determinados. Así la muerte celular participa en 
diversos procesos morfogenéticos necesarios durante el desarrollo 
embrionario (Glucksmann, 1951), tales como: la eliminación de un 50% de las 
neuronas durante el desarrollo del sistema nervioso en los vertebrados; en 
la definición de estructuras (por ejemplo la formación de los miembros) 
(5aunders, 1966); la degeneración de estructuras, (por ejemplo la 
eliminación de los conductos de Müller en las hembras durante la 
diferenciación sexua~ (Ortiz, 1945)' La muerte celular está involucrada en el 
mantenimiento de la homeostasis en los organismos adultos (Rarr, 1992). 
Un decremento en la muerte celular puede contribuir a provocar 
enfermedades autoinmunes (Tan, 199't) o cáncer (Wi11 iams, 1991)' Por el 
contrario, un exceso de muerte celular puede conducir a enfermedades 
tales como la neurodegeneración (Kerr y Harmon, 1991; Sen, 1992) . 

La apoptosis se caracteriza por una cascada de eventos, que se 
pueden dividir en 4 fases (Jacobson, 1996): 

a) la fase de activación, la cual consiste en la transducción de las 
señales que activan el programa de muerte celular. 

b) la fase denominada de ejecución, en la cual la maquinaria de 
muerte actúa dando lugar a los cambios morfológicos característicos de la 
apoptosis. 

c) la fagocitosis, mediante la cual se inicia la eliminación de los 
cuerpos apoptóticos, y 

d) la fase final en la que Se degradan los fragmentos fagocitados. 
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Figura 2. Fases del proceso de apoptosis. 
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Fase de Activación de la Apotosis 
La fase de activación a SU vez, se puede dividir en diferentes etapas, 

típicas de la señalización por moléculas extracelulares. Dentro de los 
mensajeros primarios capaces de activar o prevenir el proceso de muerte 
celular existe una gran variedad, Como por ejemplo los esteres de forbol, 
los glucocorticoides, el ácido retinóico y los factores de crecimiento. Estos 
factores al unirse a SUs receptores transducen señales al interior de la 
célula y son capaces de generar segundos mensajeros como el AMP cíclico, 
el calcio, ceramidas y las especies de oxígeno reactivas (Jacobson, 1996). 

Muchos factores de crecimiento activan receptores que tienen 
actividad de tirosin-cinasa, los cuales inician una cascada de transducción 
de la señales, que involucra fosforilaciones sucesivas. Al activarse en esta 
cascada de fosforilaciones a RAS y/o a RAF, son capaces de proteger a las 
células de la muerte. Otros factores que inciden sobre la muerte celular, 
transducen las sena les por otras rutas que involucran segundos 
mensajeros Como el calcio, el inositol trifosfato y el AMP cíclico o a cinasas 
como la PKC (Jacobson, 1996). 

El receptor del factor de necrosis tumoral (TNF-RI) y el receptor de 
Fas, transducen fa senal de muerte en respuesta a la unión a sus 
respectivos ligandos (Wong y col., 1989). Estos receptores tienen un 
dominio de muerte (DM) que les permite asociarse Con otras proteínas. 
Este complejo protéico es capaz de activar la maquinaria de muerte de dos 
maneras: al unirse a otra proteína, FLICE, que es capaz de activar a la 
maquinaria ejecutora de la muerte celular o mediante la produción de 
ceramida. Se ha demostrado que la ceramida es capaz de inducir cambios 
típicos de la apoptosis como la fragmentación nuclear, al administrarla a 
cultivos celulares (Obeid y Hannun, 1995). 
-Las Especies de Oxígeno Reactivas 

Existen varias evidencias de que las EOR son capaces de participar 
dentro del programa de muerte celular (ver más adelante). Las especies 
de oxígeno reactivas (EOR) Como el anión superóxido, el peróxido de 
hidrógeno. 3 



el radical hidroxilo y otros radicales son generados por todas las células 
aeróbicas como subproductos de una serie de reacciones metabólicas y en 
respuesta a diferentes estímulos. Las EOR pueden generarse tanto en 
reacciones enzimáticas Como no enzimáticas (fig. 3). dependiendo del tipo 
celular. 

NO E/C.'.'A nCils 
Figura 3. Generación de EOR 
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La reacción catalizada por la NADPH oxidasa en la membrana 
plasmática de los leucocitos polimorfonucleares, macrófagos y en otros 
tipos celulares de mamíferos libera superóxido al espacio E?<tracelular o a 
una vacuola fagocítica. .. 

NADPH + 202 NADP + 202 - + H 

La urato oxidasa es una enzima peroxisomal que genera peróxido de 
hidrógeno durante la conversión de urato a alantoína 

urato + H20 + O alantoína + H202 + CO 

La D-amino oxidasa también es una enzima peroxisomal que genera 
peróxido de hidrógeno y cetoácidos 

aminoácido + HP + 02 
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Otras enzimas como la poliamino oxidasa (Parchment. 1993) la 
lipoxigenasa (O'Donnell, y col., 1995), la glicolato oxidasa y la L-hidroxiácido 
oxidasa que también generan peróxido de hidrógeno. La xantina oxidasa y 
la aldehído oxidasa son flavoproteínas que contienen centros de fierro y 
molibdeno que pueden ciclar entre diferentes estados redox. El oxígeno 
molecular sirve como substrato oxidante para estas enzimas generándose 
así superóxido y peróxido de hidrógeno En una reacción típica, la xantina 
oxidasa genera superóxido y peróxido de hidrógeno durante la conversión 
de hipoxantina a xantina y después a ácido úrico (Gramzinski y col., 1990)' 

La proporción relativa de generación de H202 o Or varía dependiendo del 
pH o la concentración de 02. 

Hipoxantina + H20 + O2 

Xantina + H20 + 02 

--l.. xantina + H202 (ó °2-) 

ácido úrico + H202 (ó 02 -) 

La xantina oxidasa tiene una amplia distribución dentro de la célula y 
recientemente se ha observado que se puede convertir de deshidrogenasa 
a oxidasa en condiciones de hipoxia. La aldehído oxidasa está presente en 
el citosol del hígado y tiene un mecanismo similar a la xantina oxidasa. 

El aumento en las EOR generado por estas vías es mínimo. Mientras 
que la mayor fuente de producción de las EOR parece estar realcionado a 
la respiración en la mitocondria. 

La mayoría de la reducción del oxígeno en las células ocurre en la vía 
de la citocromo oxidasa en la mitocondria. En esta reacción cuatro 
electrones son transferidos del citocromo c reducido a través de la 
citocromo oxidasa y de ésta al oxígeno molecular. En el sistema de 
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transporte de electrones en el retículo endoplásmico también ocurre la 
reducción del oxígeno. Durante esta vía se involucra la transferencia de un 
electrón al citocromo P450. Un segundo electrón es transferido a este 
complejo para producir oxígeno molecular. Sin embargo, en ambas vías, al 
haber varias oxidaciones parciales se puede producir superóxido. A partir 
del superóxido se puede generar el radical hidroperóxido, el peróxido de 
hidrógeno, el radical hidroxilo y el oxígeno en singulete. 

Las EOR puede generarse también en reacciones no enzimáticas que 
involucran la autooxidación de componentes celulares por oxígeno molecular, 
tales como las quinonas, 105 tioles, la flavina, la hemoglobina y el catecol que 
son grupos químicamente susCeptibles a la autooxidación (Cross y Jones, 
1991) Algunos de estos compuestos como el catecol, o la epinefrina se 
encuentran en fluídos extracelulares e intracelulares y podrían contribuir a 
la producción de superóxido en ambos lugares. 

El fierro juega un papel importante en iniciar y catalizar una gran 
variedad de reacciones que culminan Con la producción de EOR, Los iones 
de fierro pueden participar en la transferencia de electrones al oxígeno 
molecular generando superóxido. 

Fe2+ + O2 • Fe3+ + O2.-

El superóxido puede generar a SU vez peróxido de hidrógeno. 

202.- + 2H+ • H20 2 + O2 

Una vez generado el peróxido de hidrógeno, la presencia del fierro 
promueve la formación de radicales hidroxilo mediante la reacción de 

Fenton. 

Fe3+ + • OH + OH 

A SU vez el radical hidroxilo en solución es capaz de originar la peroxidación 
de lípidos causando daño en las membranas de la célula. 

OH· + lípido • hidroperóxido lipídico 
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Las EOR se pueden producir en una gran variedad de sitios 
subcelulares por acción de distintas enzimas que incluyen a la mitocondria 
(ubiquinona y flavoproteínas), el retículo endoplásmico ( citocromo P'"t50). 
los peroxisomas (urato oxidasa, 0- amino oxidasa). la membrana 
plasmática y fagosomas (NADPH oxidasa), la membrana nuclear y el 
citoplasma (xantina oxidasa, aldehído oxidasa y compuesto solubles)' La 
cantidad de EOR producida por estos organelos podría variar dependiendo 
de la concentración de estas enzimas en diferentes tipos celulares, de la 
disponibilidad de substratos y cofactores. 

Al producirse el radical hidroxilo, se genera un oxidante 
extremadamente poderoso, que es capaz de reaccionar a la mayoría de los 
compuestos orgánicos (Czapski, 198'4) y por lo tanto solo actúa en un radio 
pequeño. El radical superóxido, es menos reactivo que el radical hidroxilo y 
es capaz de difundir una distancia más amplia. Por ello, se considera que el 
superoxido es potencialmente más dañino que el radical hidroxilo. Tambien 
se ha propuesto que otros metabolitos como lípidos hidroxilados son 
buenos candidatos para actuar como segundos mensajeros ya que pueden 
reaccionar de una manera específica al mediar señales en receptores de 
la superficie de la célula (Jacobson 1996). 

Cuando se genera una producción excesiva de EOR se genera un 
estado de estrés oxidativo. Este estado provoca la muerte celular a traves 
del daño a diferentes macromoléculas de la célula como las proteínas, el . 
ADN y los lípidos que conforman la membrana lipídica (Halliwell y 
Gutlridge, 1989). Para prevenir este daño, las células han desarrollado un 
sistema complejo de defensa. Este incluye antioxidantes no enzimáticos 
como el glutatión y la tiorredoxina y antioxidantes enzimáticos como las 
superóxido dismutasas, cata lasas y peroxidasas; así. el balance entre la 
producción y la degradación de EOR regula la concentración de éstas, 
manteniendo la homeostasis celular. 

El glutatión es un tripéptido formado por glutamato, cisteína y glicina, 
que tiene varias funciones dentro de la célula. Entre ellas, evita la formación 
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de enlaces disulfuro en el citosol y cata liza estas uniones en el retículo 
endoplásmico, actúa como co-substrato de diversas reacciones enzimáticas 
relacionadas con la detoxificación y resistencia a drogas y como 
antioxidante, propiedad conferida por el grupo tiol de la cisteína. 

La tiorredoxina participa en la detoxificación o en la reparación del 
daño por EOR. La tiorredoxina, es una proteína pequeña con un sitio activo 
redox sensible. El sitio activo se caracteriza por tener la secuencia cisteína­
glicina-prolina-cisteína. Las cisteínas permiten que la proteína pueda existir 
ya sea en la forma reducida (tiorredoxina-(sH)2) o de manera oxidada 
(tiorredoxina-S2). La tiorredoxina oxidada es reducida generalmente por 
NADPH y la tiorredoxina reductasa. La forma reducida participa en 
diversos procesos celulares ya sea Como substrato para enzimas 
reductoras ó como regulador de diversas enzimas y receptores (Holmgren, 
1985). También se ha demostrdo que la tiorredoxina juega un papel 
importante en regular el ciclo celular en levadura (Müller, 1991) y Xenopus 
(Hartman y col., 1993). Al exponer blastocistos a la irradiación con rayos X o 
ultravioleta, condiciones que generan EOR, se bloquea la proliferación de las 
células de la masa celular interna, mientras que nQ se afectan las células 
del trofoectodermo (Mitsui y col., 1992). Este fenotipo es igual al que se 
observa en el ratón nulo de la tiorredoxina (Yodoi y Uchiyama, 1992; Matsui 
y col 1996), por lo que se propone que la tiorredoxina juega un papel 
esencial evitando que las células de la masa celular interna entren a un 
estado de estrés oxidativo y mueran a causa de éste. 
~ o, Figura ~. Eliminación de las EOR 
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La primera defensa en contra de las EOR en la vía enzimática es 
llevada a cabo por metaloenzimas denominadas superóxido dismutasas. 
Estas enzimas catalizan de manera eficaz y específica la conversión del 
superóxido a peróxido de hidrógeno y oxígeno (fig. 5). 

Figura 5. Actividad de la superóxido dismutasa. la cual cataliza la conversión de 2 
radicales superóxido a peróxido de hidrógeno y una molécula de oxígeno. 

Se han descrito 2 tipos de superóxido dismutasas: las que en sU sitio 
activo tienen cobre y zinc y se encuentran principalmente en el citosol y en 
el fluído extracelular en mamíferos. Las otras superóxido dismutasas 
pueden tener manganeso o fierro en SU sitio activo y estas dos últimas 
poseen alta homología entre ellas. 

La acumulación de peróxido se evita mediante la acción de cata lasas y 

peroxidasas. La cata lasa es una proteína compuesta de y subunidades 
iguales de 60 KDa, donde cada subunidad contiene un grupo nemo unido en 
el sitio activo. Esta enzima cata liza la descomposición de H202 a través de 
dos diferentes mecanismos: el catalítico y el peroxidativo (fig. 6). En el 
modo catalítico, dos moléculas de peróxido son convertidas a dos moléculas 
de agua más una molécula de 02, y en la forma peroxidativa, metabolitos 
tales como etanol, metano!, ácido fórmico y nitrito sirven Como donadores 
electrónicos para la reducción de H202 (Singh, 1996). A diferencia de 
muchos otros organismos que poseen más de una sola cata lasa, en 
mamíferos sólo se ha descrito una cata lasa (Dickerman, 1968) que se 
localiza en peroxisomas y en la mitocondria (Radi y col., 1991)' 
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Figura 6. Actividad de catalasa, modo catalítico y peroxidativo 

Las peroxidasas son capaces de detoxificar a la célula al eliminar el 
peróxido de hidrógeno a expensas de sustratos reducidos. A diferencia de 
las catalasas las peroxidasas son capaces de utilizar diferentes substratos 
como por ejemplo alcoholes, fenoles, aminas, tioles, NADPH, etc. (fig. 7). 

SUstrato reducido 

Figura 7. Actividad de peroxidasas, enzimas que catolizan la reacción en donde el peróxido 

de hidrógeno es reducido a agua utilizando un agente reductor (alcohol, tio!, NADPH etc.) 

En mamíferos existen varias peroxidasas: la familia de peroxidasas 
que poseen un grupo hemo en el sitio activo y conservan bastante 
homología entre ellas, son la yodoperoxidasa, la lactoperoxidasa y la 
mieloperoxidasa. La segunda familia es la de las glutatión peroxidasas que 
se caracterízan por carecen de grupo hemo, utilizar al glutatión como 
cofactor y tener una cisteína modificada como selenio-cisteína. Dentro de 
esta subfamilia existe una peroxidasa celular(GPXI), una peroxidasa que se 
expresa únicamente en el epitelio intestinal (GPX2), una extracelular (GPX3) 
y una peroxidasa de hidroxifosfolípidos(GPXttY También existe una glutatión 
peroxidasa que no contiene selenio la cual se caracteriza por encontrarse 
principalmente en sitios donde hubo un daño o herida. Recientemente se 
describió a la 
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tiorredoxina peroxidasa que utiliza a la tiorredoxina o algún intermediario 
con un grupo tiol para llevar a cabo su función de peroxidasa. 

La actividad de las peroxidasas se regula con la concentración de 
peróxido de hidrogeno. Bajos niveles de peróxido de hidrógeno activan a la 
peroxidasa, mientras que al elevar la concentración de peróxido de 
hidrogeno ésta se inhibe de manera reversible. Estos sugiere que esta 
regulación podría tener importancia fisiológica (Chae y col. 1993). 

Fase de Ejecución de la Apoptosis. 
Estudios genéticos realizados en Caenorhabditis elegans permitieron 

identificar una docena de genes (Ced) involucrados en el programa de 
muerte celular y en el control de ésta (Ellis y Horvitz, 1986; Horvitz y Ellis 
1982). La ejecución del programa de muerte ha sido de las fases más 
estudiadas y se han identificando genes esenciales para que se lleve a cabo 
encender la muerte como Ced3 y Ced,+. CED9 antagoniza los efectos de 
CED3 y CED4 y por lo tanto protege a las células de la apoptosis. Estudios 
genéticos situaron a CED4 en la cascada de señales entre CED9 y CED3, 
sugiriendo así que CED4 podría actuar como un adaptador entre el 
regulador CED9 y el efector CED3 (Shaham y Horvitz 1996). 
-Las proteasas y la ejecucción de la apoptosis 

El producto del gen Ced3 presenta similitudes funcionales y 

estrtucturales con la enzima interconvertidora de interleucina-Ib (ICE). IcE 
es una cisteín proteasa de mamífero que corta a susubstrato en residuos 
de aspártico (Yuan y col., 1993)' La sobreproducción de CED3 o de ICE en 
fibróblástos de ratón provoca que mueran por apoptosis. (Miura y col., 
1993). Además inhibidores de ICE son capaces de evitar la muerte en 
neuronas de pollo desprovistas de factores de crecimiento (Gagliardini y 
col., 1994). IcE y cED3 son activadas al ser procesadas en un residuo de 
aspártico, por otra proteasa o por ellas mismas (Nicholson y Thornberry, 
1997) En la actualidad se han descrito varios genes homólogos a Ice, los 
cuales conservan la región catalítica y son capaces de inducir apoptosis al 
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sobreexpresarlos en células en cultivo; a este grupo de proteínas se les ha 
denominado caspasas. Las caspasas actúan en el programa de muerte al 
cortar diferentes proteínas intracelulares, como por ejemplo proteínas de 
la lámina nuclear, del citoesqueleto, del retículo endoplásmico y del citosol. 

El factor de fragmentación de DNA (DFF), encargado de la 
fragmentación y condensación del DNA asociada a la apoptosis en 
mamíferos, se activa mediante las caspasa 3. DFF esta compuesto de dos 
subunidades: una nucleasa y un inhibidor de esta nucleasa. La caspasa 3 
una vez activa, degrada al inhibidor liberandose así la nucleasa activa 
(Inohara y col., 1999) También se han identificado en mamíferos una familia 
de proteínas inductoras de la muerte celular las CIDE. Las CIDEs son 
proteínas pro-apoptóticas que inducen la fragmentación del DNA, la 
deformación de la membrana y la condensación del DNA en los cuerpos 
apoptóticos (Inohara y col., 1998) El inhibidor de la nucleasa también es 
capaz de inhibir a los miembros de la familia de CIDE y al ser degradado 
por la casposa 3 permite que se activen las crDEs (rnohara y col., 1998) 

-BCL-2 y la muerte celular 
La proteína CED9 es el homólogo en mamíferos de varios miembros 

de la familia de BCL2. Diversas observaciones refuerzan la idea de que 
BCL2 actúa de varias maneras para prevenir la apoptosis (Jacobson, 1996) 
Existen miembros de esta familia que inhiben la muerte celular como por 
ejemplo BCL2 o BCL>( mientras que existen otros miembros como BAX que 
promueven la muerte celular (Reed, 1997) Los miembros de la familia de 
BcI-2 pueden actuar como homodímeros o heterodímeros, antagonizando o 
potenciando el efecto de cada uno. Así, la relación de 
activadores/inhibidores de la muerte celular puede determinar el destino 
final de la célula (Hockenbery 1995)' Las proteínas de esta familia se 
encuentran localizadas en la membrana del núcleo, del retículo endoplásmico 
y de la mitocondria. En retículo endoplásmico, BCL2 esta involucrado en 
mantener la homeostasis del calcio (He, y col., 1997; Lam y col., 199t.t), 
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mientras que en el núcleo podría modular el paso de proteínas (Ryan y col., 
1994)' BCL2 en la mitocondria podría regular la muerte por lo menos de 
tres maneras: regulando la permeabilidad de la membrana a moléculas 
pro-apoptóticas; anclando a la membrana mitocondrial proteínas pro­
apoptóticas, y controlando el potencial redox. 

Dos líneas separadas de evidencias sugieren que uno de los 
mecanismos de protección efectuado por BCL2 es evitar la salida de 
moléculas pro-apoptáticas de la mitocondria hacia el citosol. En el primer 
grupo de evidencias se ha observado que para que se activen las casposas, 
el citocromo c tiene que ser translocado de la mitocondria al citosol (fig. 
8)(Kluck y col.,1997; Susin y col., 1996 ; Yang y col., 1997). Recientemente se 
identificó en mamífero el equivalente a CED4, factor actiyador de proteasa 

relacionado con apoptosis (APAFI). el cual se requiere para la activación de 
la caspasa 3, dependiente de A TP (Zou y co/.,l997)' Cuando el citocromo c 
se une al complejo formado por APAFI y la casposa 3, éste se activa. 
APAFI tiene actividad de ATPasa y es capaz de promover el que la 
casposa se autoprocese (Chinnaiyan, 1997a)' Al activarse el complejo 
APAFl/caspasa se promovería la ejecucción del programa de muerte (fig. 
8). Al sobrexpresar Bel2, se ha observado que el citocromo c no se 
transloca y se evita la muerte. 

• 

B Señal de 
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Figura8. A) BCL2 en la mitocondria protege 
de la apoptosis al evitar la salida del 
citocromoC. B) Con señales de activación de 
la apoptosis el citocromo C, sale de la 
mitocondria y se une al complejo de Apaf)/ 
casposa/ Apaf3. Se activa Apafl y activa a 
su vez a la casposa. La casposa activa 
promueve la apoptosis. 

_. _ APOPTOSlS 
caspa.sa activa 
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Un segundo grupo de evidencias de que la función de BCL2 es el 
regular la translocación de moléculas de la mitocondria hacia el citosol, es el 
análisis de la estructura proteíca de BCLXL BCLXL asemeja a una toxina 

bacteriana que es capaz de formar canales sensibles a pH en la membrana 
celular (Muchmore y col., 1996). Por otro lado, tanto BCL2 como otros 
miembros de la familia de BCL2 son capaces de formar poros en 
membranas lipídicas. Todo esto sugiriendo que de esta manera se podría 
regular el potencial de la membrana mitocondrial (Minn y col., 1997; y 
Schendel y col., 1997). 

Hay varias evidencias de que BcI-2 actúa en una vía antioxidante para 
evitar la apoptosis; por ejemplo las mutantes de levadura que carecen de la 
SOD-CuZn pueden ser rescatadas con la expresión de Bc/2 (Longo y col., 
1997). La sobreexpresión de Bc/2 suprime completamente la peroxidación 
de lípidos en cultivos de células T (Hockenbery y col., 1993). Se desconoce 
cómo es que BCL2 protege de las EOR; en ciertos sistemas BCL2 afecta la 
producción de EOR (Kane y col., 1993) mientras que en otros casos no 
afecta la producción de EOR, pero evita el daño a constituyentes de la 
célula (Hockenbery y col., 1993)' También se ha propuesto que BCL2 sirve 
como prooxidante, induciendo así a una respuesta antioxidante (Steinman, 
1995) ya que como se menciono anteriormente, las enzimas como las 
catalasas o las peroxidasas se activan a ciertas concentraciones de EOR. 
Por otra parte varios autores han estudiado el efecto de BCL2 en el 
potencial redox de la célula, midiendo tanto la actividad de enzimas 
antioxidantes como los niveles de glutatión. Se ha demostrado que BcI-2 
puede proteger a las células de la muerte celular al promover que el 
potencial redox de las células pase a un estado más reducido; así se 
observó que líneas celulares que sobreexpresan Bc/2 tienen niveles más 
altos de glutatión que las líneas control (Ellerby y col., 1996). Por otra parte, 
al eliminar los grupos tioles de las células que sobreexpresan Bc/2 se 
revierte la resistencia al daño causado por la radiación (Mirkovic y col., 
1997). No obstante la información anterior, se desconoce como es que 
BCL2 actúa. It¡ 
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Fases de Fagocitosis y Degradación 
En el proceso de fagocitosis se han identificado en G. elegans seis 

genes involucrados en la fagocitosis (Ged/, GedZ Geds, Ged6, Ged7 Y 
Ged/O). De estos seis genes únicamente se ha hecho el análisis molecular 
de tres: GedS, Ged6 Y Gedl. Geds codifica para una proteína similar a la 
proteína DOCKI80 de humano y a la proteína MBC de Drosophila 
melanogaster (Wu y Horvitz, 1998) . Ambas prateínas se han implicado en 
la extensión de la superficie celular. Las mutantes en Geds se encuentran 
afectadas en la fagocitosis de los cuerpos apoptóticos y en la migración de 
las células germinales a las gónadas. Los resultados de Wu y Horvitz 
(1998) sugieren que CEDs actúa en la extensión de la superficie para 
fagocitar al los cuerpos apoptóticos. Por otro lado CED6 actúa en las 
células fagocíticas como molécula adaptadora, en la vía de transducción de 
señales que regula específicamente el reconocimiento y la fagocitosis de los 
cuerpos apoptóticos (Liu y Hengartner, 1998) Ged7 tiene secuencia similar 
al transportador ABCI en mamíferos (Luciani y Chimini, 1998) Luciani y 
Chimini (1998) demostrtaron que ABCI se expresa en los macrófagos, en 
los sitios donde hay apoptosis. Al bloquear la actividad de ABCI, se inhibe 
la fagocitosis de las células apoptóticas. CED7 se encuentra en la 
membrana celular y al parecer actúa translocando moléculas que son 
capaces de mediar la adhesión entre las dos células (Wu y Horvitz, 1998 a) 

Únicamente se ha descrito un gen involucrado en la degradación de 
los cuerpos apoptóticos fagocitados a este gen se la denomino nuc/ 
(nuc!easa ~. En mutantes en nucl en G.elegans, el DNA condensado se 
mantiene en los cuerpos apoptóticos de manera idefinida en las células 
fagociticas. Aparentemente nucl codifica o controla la actividad de una 
nucleasa que además de actuar en la apoptosis actúa en otros procesos, 
debido a que las mutantes en nucl son incapaces de digerir las bacterias 
en sU intestino (Metzstein y col., 1998) 
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El estrés oxidativo y la muerte celular 
Cada vez es mayor la evidencia de que las EOR pueden actuar como 

segundos mensajeros en diferentes procesos celulares; por ejemplo pueden 
activar a factores transcripcionales como AP-I y NF-KB e inducir la 
expresión genética de genes blanco (Pinkus, y col., 1996) También existen 
varias evidencias de que las EOR son capaces de participar dentro del 
programa de muerte celular: 

1) El agregar EORs o promover la producción de éstas o al eliminar 
de antioxidantes celulares, trae como resultado la apoptosis (Kane y col. 
1993) Las dosis bajas de peróxido de hidrógeno (10 a 100 !-1M). o la adición 
de peróxidos lipídicos son estímulos capaces de inducir la muerte celular 
programada (Lennon y col., 1991). Por el contrario, dosis mayores de 
peróxido de hidrógeno provocan la necrosis. También, el incrementar la 
presión parcial de oxígeno en cultivo de neuronas induce muerte por 
apoptosis (Enokido y Hatanaka, 1993) 

Se ha demostrado recientemente que los niveles de glutatión 
intracelular son muy importantes para que se lleve a cabo de manera 
correcta el programa de muerte. Así. por ejemplo, se ha observado que la 
baja de los niveles de glutatión correlaciona Con la apoptosis observada en 
células linfoides (Fernandez y Cotter, 1994 y Banki y col., 1996) La reducción 
del glutatión induce la muerte de neuronas dopaminérgicas in 'litro y 
potencia la toxicidad de agentes químicos in yiyo (Jenner y Olanow, 1996). La 
sobrevivencia de linfocitos en cultivo se prolonga cuando se eleva la 
concentración de glutatión, al agregar N-acetilcisteína al cultivo (Herzenberg 
y col., 1997) . 

2) La activación del programa de muerte celular por diversos 
estímulos como exposición a rayos U.v., radiación ionizante, agentes 
químicos como estaurosporina, la falta de soporte trófico, y la activación de 
los receptores de TNF y Fas, entre otros, provocan un aumento en la 
concentración de peróxido de hidrógeno y radical hidroxilo (Halliwell y 
Gutteridge, 1990; Quillet-Mary y col., 1997) Este tipo de muerte puede ser 
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inhibida al agregar agentes antioxidantes. Un ejemplo de esto se observó 
en cultivos de neuronas donde al quitar el factor de crecimiento neuronal 
(NGF) se provocó la muerte por apoptosis. Este efecto se retrasa al 
inyectar la superóxido dismutasa (500) o sobreexpresarla desde un vector. 
Al retirar el NGF se presentó un pico de especies reactivas. Cuando la 
SOO se inyectó después de este pico de EOR, fué incapaz de proteger a 
las células de la muerte celular. También al agregar NGF al cultivo después 
del pico de especies reactivas no se pudo evitar la apoptosis. Estos 
resultados sugieren que la producción de EOR funciona como una señal 
temprana mediadora del proceso de apoptosis (Greenlund y col. 1995)' Un 
ejemplo In YIYO, en donde se ve la participación de las EOR, es el que se 
observa durante la metamorfosis de Rana rvgosa. La regresión de la cola 
es un evento que involucra la apoptosis de varios tipos celulares y en donde 
se observó que la actividad de SOOCuZn citosólica aumenta, mientras que 
la de catalasa disminuye, fenómeno que provoca un aumento drástico de 
H202. Cuando este último se añade exógenamente la regresión es mucho 
más rápida (Hanada y coi. 1997). 

El desarrollo embrionario de las extremidades de ratón como modelo de 
estudio 

En particular, el desarrollo de las extremidades en tetrápodos es un 
modelo clásico para el estudio de la muerte celular(Zakeri y col. 1994; Mori 
y coi., 1995). Este proceso se ha observado en las zonas anterior, posterior, 
interna e interdigitales (Gilbert, 1994)' 

Las extremidades de ratón, se forman a partir de protuberancias 
que se proyectan a los costados de la pared lateral del cuerpo. En esta 
estructura, existen regiones que regulan el crecimiento, la diferenciación, la 
muerte y la formación de patrones en las extremidades. En la inducción de 
la formación de las extremidades participan varias señales, Como el ácido 
retinóico (Stratford y col., 1996) y diferentes miembros de la familia de los 
factores de crecimiento fibroblásticos (FGF) entre otros(Crosley y Martin, 
1995). 17 



La morfogénesis de las extremidades del ratón, es un modelo que 
presenta características ideales para el estudio de los mecanismos que 
controlan procesos celulares Como la muerte. En primer lugar, se puede 
acceder a ellas con gran facilidad, lo cual permite su manipulación 
experimental (Zwilling, 1972) En segundo lugar, presentan una 
regionalización conspicua, además de que se conocen gran parte de los 
patrones de expresión de diferentes genes tanto en espacio Como en el 
tiempo, lo que permite correlacionar los procesos celulares con la expresión 
de genes específicos (Tabin, 1991) Finalmente, tienen un desarrollo in vitro 
comparable al desarrollo in vivo (salas-Vidal 1998) 

ANTECEDENTEs 

Trabajos previos han demostrado que el estrés oxidativo participa en 
el control de la muerte en diferentes tipos celulares. Sin embargo, trabajo 
realizado en el laboratorio (Salas- Vidal y col. 1998) mostró la primera 
evidencia a favor de que las EOR participan de manera natural en la fase 
de activación en el programa de muerte celular. Se probó el efecto de 
diferentes antioxidantes (fenol, dimetilsulfóxido ) y se observó que éstos 
tratamientos evitaron tanto la muerte celular como la regresión del 
interdígito. Además al teñir extremidades de ratón con colorantes sensibles 
a cambios redox como el 5-6-carboxi-i,7'-diclorodihidro-fluorecein 
diacetato (DCDHF-DA). se observó que algunas células interdigitales 
presentan un estado de estrés oxidativo precisamente en las etapas en las 
que ocurre la muerte celular. Al sobrelapar las tinciones para muerte y 

estrés oxidativo se observó que pocas eran las células que presentaban 
doble tinción, lo cual sugiere que la generación de especies reactivas y la 
apoptosis ocurren en etapas del desarrollo diferentes (fig. 9) 
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Figura 9. Sobrelapamiento de la tinción para 
detectar la muerte celular con anaranjado de 
acridina (rojo) y detección de EOR con DCFDH-DA 

(verde); las células con ambas tinciones se 
muestran en color amarillo. 

Para determinar si las EOR juegan un papel general durante el 
desarrollo embrionario, se tiñeron con colorantes sensibles al estado redox 
diferentes estructuras donde se conoce que oCurre normalmente muerte 
celular. Así. se observó que en la línea de fusión del esternón, a lo largo de 
la línea de fusión del paladar, en la vesícula ótica y en el ojo en desarrollo, 
hay una tinción EOR en las mismas regiones de muerte. Estos resultados 
sugieren que la participación de las EOR en el proceso de muerte celular 
es un fenómeno general durante el desarrollo embrionario del ratón (Salas­
Vida I y col., 1998) Los resultados de este trabajo mostraron que tanto las 
EOR como la muerte celular se presenta en zonas discretas. Sin embargo, 
en las zonas adyacentes a estos sitios no se observa un aumento en las 
EOR ni en la muerte celular. Con la finalidad de determinar cómo es que 
las células adyacentes a estas regiones discretas evitan el aumento en las 
EOR, en el laboratorio se realizó un trabajo preliminar donde se mostraba 
la posible participación de enzimas encargadas de eliminar las EOR tales 
como las peroxidasas. Por otra parte la expresión de BCL2 en los 
miembros podría sugerir que éste juega un papel relacionado para evitar el 
estrés oxidativo, ya que se expresa en las zonas de los dígitos y no se 
expresa en los interdígitos (Veis Novad" y Korsmeyer, 199tt) Aunque se ha 
propuesto que BCL2 puede actuar como antioxidante, no se ha demostrado 
como es que lleva a cabo esta función. Se seleccionó este modelo para 
estudiar si los dígitos poseen alguna enzima relacionada con la eliminación 
de las EOR, evitando así la muerte celular, así como si ésta enzima tiene 
alguna correlación con la expresión de BCL2. 19 



HIPÓ-O:SIS GENERAL DEL PROYECTO 

El metabolismo de las EOR juega un papel importante en la 
regulación la muerte celular que ocurre durante el desarrollo embrionario 
de ratón. 

AcnVIDAD DE 
ENZIMAS 

ANnOXIDAt\ TES 
Figura 10. Esquema que ilustra la hipótesis del proyecto. Eventos posibles que participan en 

el control de la muerte celular. 

OBJETIVOs 

OBJETIVO GENERAL 
El objetivo del presente proyecto es estudiar el metabolismo de las 

especies reactivas de oxígeno para el control de la muerte celular 
programada. 
OBJETIVOS PARTICULARES 
a) Determinar la actividad enzimática in situ de las peroxidasas durante el 
desarrollo del miembro. 
b) Identificar la peroxidasa responsable de la actividad enzimática 
utilizando: 

- Inhibidores específicos de peroxidasas 
- RT-PCR. 
- Hibridaciones en el miembro completo. 

c) Expresar BcI-2 en el interdígito en ratones transgénicos, Con la finalidad 
de evaluar el efecto en la muerte al expresar BcI-2 en el interdígito y 
estudiar si la expresión de BcI-2 es capaz de promover la actividad de 
enzimas antioxidantes en el interdígito. 20 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales 
Se utilizaron ratones de la cepa CDI, se mantuvieron en un cuarto con 

fotoperíodo con 10 h de lUz y IY de obscuridad, recibiendo agua y alimento 
ad 'ibitum. Para las crUzas se puso a una hembra y un macho por caja 
durante la noche, al siguiente día en la mañana se revisaron las hembras y 

se seleccionaron aquellas que presentaran el tapón vaginal característico; 
ese día se tomó como el día 0.5 post coito (dpc). 

Disección de extremidades de embriones de ratón 
Las ratonas preñadas fueron sacrificadas por dislocación cervical a 

los dpc requeridos. Los úteros de las hembras fueron disectados, y los 
embriones fueron puestos en medio Ll5 (Microlab. México) o bien en 
solución salina de fosfatos (PBS). Las extremidades fueron removidas de 
los embriones bajo un microscopio estereoscópico y clasificados en base a 
sU morfología de acuerdo a la tabla de desarrollo de Wanek. (1989). 

Cultivo in v/tra de extremidades de embrión de ratón. 
Se utilizó el protocolo de cultivo in vitra modificado de Taketo y Koide 

(1981) para el cultivo organotípico de extremidades de ratón. 
Las extremidades embrionarias seleccionadas fueron cultivadas sobre 

filtros Durapore (Millipore) con un diámetro de poro de 0.'-15 ~m flotando 
sobre medio McCoy 5a modificado (Microlab) sin suero, suplementado con 
GPS (GIBCO, USA.). Dependiendo del procedimento experimental, a este 
medio se le agregó de la solución madre de mercapto succinato 1 M (ácido 
mercapto succínico SIGMA, U. 5. A) para obtener las concentraciones 
deseadas (0.1 mM, 1 mM, 10 mM, 50 mM, 100mM, 150mM y 200mM). La 
solución madre de mercapto sUccinato 1 M fue agregada previamente a los 
cultivos, los cuales se mantuvieron por diferentes intervalos de tiempo, 30 
min., 6 horas y 2Y horas en incubadoras con humedad saturada, CO2 al 5% 

y aire al 95% a una temperatura de 3/C. 21 
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Análisis de la muerte celular prD9ramada 
Se utilizó la tinción con el fluorógeno anaranjado de acridina (fA 

SIGMA) para detectar las células en proceso de muerte por la técnica 
desCrita previamente por Abrahams y col (1993)' Las extremidades a 
analizar fueron lavadas en PBS y posteriormente teñidas en una solución de 
AA a una concentración de S f-lg/ml en PBS durante 30 minutos a 3/C. Se 
observaron en micrOsCopía de fluoresCencia con un filtro para rodamina, 
para detectar regiones de muerte; para estudios más detallados las 
muestras fueron analizadas Con micrOsCopía confocal (ver más abajo). 

Detección de actividad de peroxidasa in s/tu 
Para la detección de la actividad de peroxidasa in silu las 

extremidades de embrión de ratón de diferentes dpc fueron incubados con 
DCDHF-DA (s-6-carboxi-i,7'-diclorodihidro-fluoresCeína diacetato) el cual 
da un producto fluorogénico, el DCF (dicloro fluoresCeína), al reaccionar con 
el peróxido de hidrógeno en una reacción mediada por la actividad de 
peroxidasas (Black: y Brandt, 197Lt)(figura 11) . 
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Figura 11. Activación y oxidación del diacetilcidorofluoreseeína a didorofluoresceína (DCF). 

Modificado de Black y Brandt 197~. 

Este fluorógeno se utilizó a uno concentración final de If-lg/ mi en PBS. 
También se agregó peróxido de hidrógeno a una concentración final de 
LtOmM. Se incubó durante % minutos en las mismas condiciones que en el 
cultivo de tejidos. 
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MicrosCopia confocal 
Las extremidades del ratón teñidas con los colorantes fluorogénicos, 

fueron obsel'/ados en un sistema de microsCopía confocal por barrido con 
royo láser, marca Biorad, modelo MRG-600, equipado con un láser de 
criptón/argón, acoplado a microsCopio AxiosCope (Zeiss), con objetivos 
plan-neofluar 5X. Los tejidos teñidos con AA o con DGDHF-DA fueron 
excitados con luz azul (488 nm). Se utilizó el filtro de alta sensibilidad rojo 
(Rl-ts) para la detección de la señal de AA y un filtro de alta sensibilidad al 
azul (BHS) y para la detección de DGF. Se obtuvieron series de imágenes 
de cortes ópticos a intervalos de 15~m en el eje Z. 

Estrategia para la construcción RARf.>2-bcl-2-IREs-BFP 
Para expresar Bcl2 en los interdígitos se utilizó el promotor del 

receptor de ácido retinóico f., 2 (RARf.>2). Para identificar la región donde se 
expresa Bcl2 se esCogió la proteína azul fluorecente (BFP). Para que la BFP 
se exprese bajo el mismo promotor se utiliza al IRES (internal ribosome 
entry slte). Esta secuencia es reconocida por los ribosomas y permite que 
continúe la transcripción del ADN bajo el mismo promotor y 

posteriormente cuando el ARN mensajero se traduce se producen dos 
proteínas en este caso BGL2 y la BFP; así al identificar la fluorescencia de 
la BFP sabremos dónde se está expresando Bcl2. 

Para realizar la construcción RAR-f.,2-Bcl2--IRES-BFP se utilizó un 
fragmento flanqueado por Xbal que contiene 3.8Kb de la región 5' del 
mensajero de RAR-f.>2, este se subclonó en el sitio Xbal del plásmido pks­
Bd2 (col-2) quedando el fragmento de 3.8 Kb en la región 5' de Bcl2. 
Posteriormente, se obtuvo con Notl y Glal el fragmento de 4.8Kb que 
contiene el promotor RARf.>2 y Bcl2. Del plásmido pKS-IREs-BFP se obtuvo 
un fragmento Glal-Notl de 1.4 Kb, que comprende al IRES a la BFP y el 
poliA; ambos fragmentos se subclonaron en el sitio Notl en pKs. 
Posteriormente, se digirió el plásmido pKs RARf.>2-bcl2-IRES-BFP-pA Con 
Notl para obtener un fragmento final de 6.2 kb. 
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• Figuro 12. Estrategia de 
donación paro obtener la 
construcción RAR-B2-bd2-
IRE5-BFP-pA. 

Purificación de fragmentos de ácido deoxirribonucleico (DNA). 
Con la enz.ima apropiada se digirió durante I hora a 3/C el DNA de 

interés. En un gel de agarosa de bajo punto de fusión en TAE IX. se 
separaron los fragmentos de DNA; se utiliz.aron concentraciónes de 
agarosa que permitiera la resolución adecuada: 
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Para un 
fragmento de : 
30 - 1 Kb 
12 - 0.8 Kb 
10 - O.S Kb 
Para un 

fragmento de : 
7 - 0.4 Kb 
3- 0.2 Kb 

Concentración de agarosa 

O.S % 
0.7 % 
1.0 % 

Concentración de agarosa 

1.2 % 
I.S % 

Observando bajo la lUz UV se cortó la banda de interés y se siguió el 
siguiente protocolo: 

Se agregaron 100 ~I de agua estéril a la banda cortada, durante IS 
mino se incubó a 65°C. Una vez disuelta la agarosa se agregó un volúmen 
igual de fenol y se agitó vigorosamente durante 30 segundos. Después de 
centrifugar durante Is min a 12000 rpm se transfirió la fase acuosa a un 
tubo nuevo y se agregó un volúmen de feno/:cloroformo 1:1 v/v y se repitió 
agregando un vo/úmen de cloroformo. Al sobrenadante se le agregó medio 
volúmen de acetato de amonio 7.S M y 3 volúmenes de etanol al 100%. 
Después de 2 h a -20°C se centrifugó durante 30 min a 12000 rpm a 4°C. 
La pastilla se lavó 2 veces con etanol al 70%. Una vez seca la pastilla se 
resuspendió en agua bidestilada y estéril. 

Preparación de células competentes para electroporar 
En 10 mi de medio LB se puso a crecer la cepa de interés durante 10 

horas. Después con los 10 mi de precultivo se inoculó un litro de LB y se 
incubó aproximadamente de 3 a 4 horas a 200 rpm a 37°C hasta obtener 
una lectura de 0.9- 0.97 O.D. a S9S. Se mantuvieron en hielo durante 30 
mino Se centrifugó 3 veces durante 10 min a 4°C. Las pastillas se 
resuspendieron en glicerol frío al 10% las 2 primeras ocasiones y la tercera 
se resuspendió en 2 mi de medio GYf frío más 2 mi de glicerol al 10 %. 
Se hicieron alícuotas de SO ~I y se guardaron a -70°C. 
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Electroporación de células competentes 
Una vez obtenido el DNA con la construcción de interés se 

electroporaron células DHSa y se siguió el protocolo siguiente: 
A las células competentes descongeladas se agregaron de so a 100 

ng de DNA manteniendo el volúmen a S 1-'1 máximo, al mismo tiempo se 
prepararon los tubos Con medio SOR Las células se pasaron a una cubeta 
(Gene pulser/E.colí Pulser Cuvette, Bio-Rad) y se dio un pulso en el 
electroporador (Gene pulser 11, Bio-'Rad) con las siguientes condiciones 
25mF, 200W, 2.SKv y se agregó inmediatamente el medio sOB . Se incubó 
durante 1 hora a 'f7 Oc y posteriormente se plateó en medio LB sólido con 
antibiótico. 

Después de aproximadamente 18 h a 31'C se seleccionaron colonias 
y se purificó DNA para detectar aquellas colonias que tuvieran la 
construcción incorporada. 

Purificación de DNA a Baja EsCala (Mini prep) 
Se cultivaron cada una de las colonias de interés de 6 a 8 h a 31'C 

en 2 mi de medio LB con antibiótico. Se tomó I.s mi del cultivo de cada uno 
de los cultivos y se centrifugó 30 segundos a 12000 rpm. A la pastilla se le 
añadieron 1001-'1 de solución PI fría mas RNAsa y se agitó hasta que se 
resUspendió la pastilla. A esto se añaderon 2001-'1 de la solución P2 y se 
mezcló. Al final se agregaron 150 ¡JI de la solución P3 fría y se dejó en hielo 
durante 5 mino Se centrifugó durante S min a 12000 rpm a t.¡°C y se tomó el 
sobrenadante. Se hicieron 2 extracciones fenol:cloroformo (1:1 v/v) y una 
extracción con cloroformo. Se tomó la fase acuosa y se añadieron 2 
volúmenes de etanol absoluto frío. Se dejo precipitar durante 1 h a -20°C. 
Para obtener la pastilla de DNA se centrifugó durante Is min a t.¡°C a 
12000 rpm. Se lavó dos veces Con etanol al 70%. Una vez seca se 
resuspendió en agua bidestilada estéril. 

Para seleccionar la colonia que posee la construcción de interés se 
trato el DNA durante 1 h a 3/C con la enzima que permitió observar un 
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patrón característico de la construcción en particular. Una vez hecha la 
digestión se analizó en un gel de agarosa en TAE I X. 

Purificación plásmido gran escala 
En 3 mi de medio LB con antibiótico se inoculó con una colonia y se 

dejó en agitación durante aproximadamente 18 h. Este precultivo se pasó a 
un matraz con 150 mi de medio LB y se dejó por 8 h más en agitación. 

El cultivo se centrifugó a 5000 rpm 6 min a yoC. La pastilla se 
resuspendió en 5 mi de la solución PI frío con 200¡.¡1 de RNAsa (10 mg /m~. 
Una vez disuelta la pastilla se añadieron 5 mi de solución P2, se mezcló 
suavemente y se dejó incubar 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 
5 mi de solución P3 fría mezclando suavemente y se incubó durante 20 min 
en hielo. Se centrifugó a 15000 rpm durante 30 min a yOC. Se tomó el 
sobrenadante filtrando por una gasa. Durante 10 min a temperatura 
ambiente se dejó precipitar con 0.6 volúmenes de isopropanol. Finalmente 
se resuspendió en 0.5 mi de agua bidestilada estéril. El sobrenadante se 
extrajo Con fenol, fenol:cloroformo (1:1 v/v) y cloroformo. Al sobrenadante se 
añadieron 0.2 volúmenes de NaCI 5 M y 0.33 volúmenes de PEG 30 % y se 
dejo incubar por 2 h a - 20°C. Para obtener una pastilla se centrifugó 
durante 20 min a 9000 rpm a yOC, se resuspendió en 500 ¡.¡I de agua 
bidestilada y estéril y se extrajo el restante del PEG con un volúmen de 
cloroformo. 

Para precipitar el DNA se agregó al sobrenadante 1 mi de etanol un 
décimo del volumen de acetato de sodio 3 M y se incubó por 12 h a -20°C. 
Se centrifugó a 7000 rpm durante 10 mino a yOC para obtener una pastilla 
compacta. La pastilla se lavó 2 veces con etanol al 70 %. Una vez seca se 
resuspendió en agua bidestilada estéril. 

Purificación de ácido ribonucleico (RNA) 
Se tomaron 100 mg del tejido para obtener RNA total y se congeló 

con nitrógeno líquido; una vez congelado se pulverizó con ayuda de un 
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mortero. Posteriormente se resuspendió el tejido en un volúmen 10 veces 
mayor de solución desnaturalizante y se homogenizó suavemente. Se incubó 
a temperatura ambiente durante 5 min y se agregaron 0.2 mi de 
cloroformo por cada mililitro de solución desnaturalizante empleada y se 
agitó vigorosamente durante 15 segundos. Se volvió a incubar durante 3 min 
a temperatura ambiente. Se centrifugó por 15 mino a 12000 g a 'foCo Al 
sobrenadante se le agregaron 500¡,¡1 de isopropanol (por cada mi de 
solución desnaturalizante utilizada) Después de incubar 5 minutos a 
temperatura ambiente se centrifugó a 12000 g durante 10 mino a Lt°C. La 
pastilla de RNA se lavó con etanol al 75% para eliminar todo las sales 
restantes. Y finalmente la pastilla de RNA una vez seca se resuspendió 
en agua con DEPc. 

Gel para RNA 
Se prepara un gel al 1% de agarosa en solución MOPs 1 X, una vez 

fría la agarosa se agregó formaldenído para tener una concentración final 
015% . 

Tratamiento de las muestras de RNA 
A 3 ¡,¡I de RNA se le agregaron 12 ¡,¡I de la solución de cargado y se 

incubó por 10 minutos a 65°C; inmediatamente se pasaron a 'loe. Antes de 
cargar se agregaron 2 mi de la solución de azul de bromofenol y xilencianol. 

Preparación de cDNA a partir de RNA 
Se calentó 1 ¡,¡g de cada una de las muestras a 65°e durante 5 

minutos y se añadieron 29 ¡,¡I de buffer de la reverso transeriptasa 
(solución A) Se incubó a 37 Oc por una hora. 

Amplificación de transcritos por PCR ( Polymerase Cnain Reaction) 
A 3 ¡,¡I de cDNA se le agregó 5 ¡,¡I de Buffer de polimerasa (l0X), 2¡.t1 

de dNTP, 1 ¡,¡I de Taq polimerasa y 3 picomoles de cada uno de los 
oligonucleótidos. 28 



Oligonucleótidos para la glutatión peroxidasa 1 de ratón. 
5' ACA ccG CTT ACT ITC TCC TCT 3' 
3' TCC TCTTAC CGTTCTTAC ITC 5' 
Se obtiene un fragmento de 185 pares de bases. Alguno de los sitios 
únicos se muestran en la figura 13. 

~2Hae 111 

~I 5tu 1 

Figura 13. Mapa del fragmento esperado de la GPXI 1, se muestran los sitios de 
restricción únicos, en rojo se muestra la enzima que se utilizó para digerir el fragmento. 

Oligonucléotidos para detectar específicamente la glutatión peroxidasa 3 de 
ratón. 
5' CAT TTG GeT TGG TCA TTC TOO 3' 
3' CIT Gcc CCT CTT TCT CGT CTT 5' 
Se obtiene con estos aligas un producto de 169 pares de bases. La figura 
13 muestra los sitios únicos de corte. 

50 NlalV 

Figura I~. Fragmento esperado de la amplificación de la GPX3, se muestran los sitios 

únicos y en rojo el sitio que se utilizó para cortar el fragmento obtenido. 

Oligonucléotidos específicos para detectar la glutatión peroxidasa 4 

5' GeA ATG AGG CAA AAC TGA 3' 
3' GGA cGG cAc GATAGA GAT5' 

Con estos aligas se obtiene un fragmento de 382 pares de bases, 
que tiene los sitios de restricción que se muestran en la figura 15. 
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323 t-lin PI 

Figura 15. Diagrama del fragmento esperado de la GPX~, se muestran los sitios únicos y 

en rojo la enzima que se utilizo para digerir el fragmento obtenido. 

Se utilizaron los sitios Hinfl, Taq 1 y 8g1 11 (rojo fig 13, 1'1 Y 15) para 
digerir los productos de PCR de la GPXI, GPX3 y GPX'1 respectivamente 
con la finalidad de corroborar que aquéllos productos amplificados, además 
de corresponder al tamaño esperado, tienen los sitios de restricción 
específicos para cada uno de los productos. 

Se utlizaron 30 ciclos para cada peroxidasa con las siguientes 
características: 
Para la glutatión peroxidasa celular (GPXI) 
Desnaturalización a 9'1°C, 30 segundos 
Apareamiento a 52°C, 30 segundos 
Extensión a 7tC, '15 segundos 
Para la glutatión peroxidasa extracelular (GPX3) 
Desnaturalización a 9'1°C, 30 segundos 
Apareamiento a 55°C, 30 segundos 
Extensión a 7tC, '15 segundos 
Para la glutatión peroxidasa de fosfolípidos (GPX'1) 
Desnaturalización a 9'1°C, 30 segundos 
Apareamiento a 5'1°C, 30 segundos 
Extensión a nOC, '15 segundos 
Para el control (HPRD se utilizaron las mismas condiciones utilizadas para 

las diferentes peroxidasas. 
Con las mismas condiciones se amplificó con Pvu polimerasa 

obteniendo el producto de PCR con sitios romos. Este producto se 
subclonó en pKS en Eco RV. 30 



Hibridación in situ de miembros enteros 
La disección de los miembros se realizó Como se describió 

anteriormente y se fijaron inmediatamente en paraformaldehído al Lt%. Se 
fijaron los miembros durante aproximadamente 11 horas a Lt°c. Se lavaron 
dos veces durante 5 min a Lt Oc con PBT Después se deshidrataron con 
metanol (25%, 50% Y 75% ) en PBT durante 5 minutos a temperatura 
ambiente, se realizó un lavado de 5 minutos en metanol al 100% y se 
guardaron a -20°C en metanol hasta que se realizó la hibridación. 
Preparación de la sonda: 

A temperatura ambiente se realizó la siguiente mezcla: 
10 ¡JI de agua destilada 
Lt ¡JI de solución de transcripción 5 X 
2 ¡JI de DIT 0.1 M 
2 ¡JI de la mezcla de nucleótidos 
1 ¡Jg de plásmido lineal 
0.5 ¡JI de RNasin (100 u/¡J~ 
n RNA polimeraso (10 u/¡J~ 

Se incubó durante 2 h a 3/C. Para precipitar se agregaron 100 ¡JI de . 
TE, 10 ¡JI de cloruro de litio LtM y 300 ¡JI de etanol absoluto, se dejó a -20°C 
durante media hora. Se centrifugó por 10 min y se lavó la pastilla con etanol 
al 70% y se dejo secar. Una vez seca la pastilla de disolvió en TE para 
obtener una concentración final de 0.1 ¡Jg/¡JI. 

Se tomaron 5 ¡JI de cada una de las muestras para analizarlas en gel. 
El gel corrido se transfirió a una membrana de nitrocelulosa. La membrana 
se lavó con SSC 2X y se fijo mediante cross ¡inking. Posteriormente se lavó 
en la solución DIG 1 por 15 minutos. Después se bloqueo durante 30 
minutos en agitación con la solución de bloqueó (Boehringer) al 0.5 %. 
Durante 30 minutos se colocó en la solución con el anticuerpo anti DIG 
(DIG 2). Se lavó dos veces el anticuerpo con DIG 1 Y se coloreó con DIG 3 
mas N lrr y BCPI. 

31 



Hibridación 
Se rehidrataron Con tratamientos de metanol en PBT 05%, 50% Y 

25%) durante 5 minutos, después se lavó dos veces con PBT por 5 minutos. 
Se trataron con PBT-H2Ü2 6 % (v/v) durante 1 hora. Se lavaron 3 veces con 
PBT durante 5 minutos cada una. Se trató con proteinasa K durante 7 
minutos, se lavó con glicina (2mg/m~ en PBT y Con 2 lavados de PBT 
durante 5 minutos. Se volvió a fijar con glutaraldehído/paraformaldehído 
O.2%/lt% y Tween al 0.01% durante 20 minutos. Se lavaron con PBT durante 
5 minutos. Se incubaron a 70°C durante 1 hora en la solución de 
prehibridación. Y se dejaron por 12 horas a 70°C en la solución de 
prehibridación con 10~.¡/ de la sonda marcada. 

Se lavaron 2 veces durante 30 minutos a 70°C con la solución 1. 
Después se lavaron con una solución 1:1 (v/v) de la solución 1 y la solución 2 
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron lt 
veces con la solución 2 por 5 minutos a temperatura ambiente y un lavado 
de 5 minutos a temperatura ambiente con la solución 3 y 2 lavados mas a 
65°C con la solución 3. Se hicieron 3 lavados de 5 minutos cada uno con 
TBST. 

Los miembros se bloquearon con suero de borrego al 10 % en TBST. 
después de 2 ó 3 horas se quitó la solución y se agregó el anticuerpo y se 
dejó durante Ilt h a lt°C. Se lavaron con TBST 3 veces durante 5 minutos y 

cuatro veces más durante 1 hora, finalmente se dejó durante Ilt h en TBST. 
Para revelar el anticuerpo se lavó 3 veces con NTMT durante 10 

minutos. Se incubaron posteriormente durante 20 minutos en agitación y 

cubierto para evitar la lUz con NBT (3.5~.¡//m~ y BCIP (3.5 ¡.¡I/m~. Una vez 
que se observa la señal (5 horas aproximadamente) se lavó dos veces con 
PBT por 15 minutos, una vez con glicerol 50% en PBT y se guardaron en 
glicerol 80% en PBT. Se tomaron las fotografías en un microscopio 
estereoscópico con un objetivo de 5X. 
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Medios y soluciones 

oAgua con dietilpríocarbonato (DEPc). 
Agregar un mi de DEPC a un litro de agua destilada estéril. Esterilizar y 

guardar a temperatura ambiente. 

°Anticuerpo anti-DIG. 
A 500 f.ll de TBST se agregaron 3 mg de polvo de embrión se dejó disolver 
durante 30 min a 70°C en agitación. Una vez transCurrido este tiempo se 
enfrió en hielo y es agregaron 5J..11 de suero de borrego y If.ll de anticuerpo 
anti-DIG dejando disolver por 1 hora a t.¡°c. Se centrifugó 5 segundos para 
obtener el sobrenadante que se diluyó con 2 mi de TBST/ suero 1%. 

°Buffer Tris-acetato (TAE) 50 X 
2'12 gr. tris base 
57.1 mI. ácido acético glacial 
100 mI. EDTA 21-t20 0.5 M pl-t 8 
Aforar a 1 It con agua destilada 

°DIG 1 
Tris 100mM pl-t 7.5 Y NaCI 150 mM 

°DIG 2 
Se disolvió 1 f.ll de anticuerpo anti-DIG en 5 mi de DIG 1 

°DIG 3 
Tris 100 mM pl-t 9.5 
NaCllOO mM 
MgCI2 50 mM 
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°GPS 
glutamina 2mM, penicilina G de Sodio 200VI/ml y estreptomicina 
200mg/ml 

°GYT 
Glicerol 10%, extracto de levadura 0.125% y triptona 0.25% 

°LB 
Bacto-Triptona 1%, Extracto de levadura 0.5% y NaCI 1% Se disuelve en agua 
y esterili:w una vez frío se agrega carbecina a una concentración final de 
10mg/ml. 

oMercapto succinato 1M 
Ácido mercaptosuccínico 1M, pH 7 con NaOH ION 

oMg2 M 
1M MgCI2 y 1M MgSO't 

°MOPS 10X 
20.93 9 MOPS, 2.05 9 Acetato de sodio y 10 mi de EDTA 0.5 M 

Agregar a 400 mi de agua DEPC una vez disuelto ajustar el pH a 7 
con hidróxido de sodio IN. Aforar a 500 mi con agua DEPc. 

°NTMT 
NaCllOOmM, Tris-HCIIOOmM pH 9.5, MgCb 50 mM, Tween-20 0.1% y 

levamisol 2mM. 

oNucleótidos para preparar la sonda de RNA 
GTP 10 mM, ATP 10 mM, cTP 10 mM, uTP 6.5 mM y VTP digoxigenina 3.5 

mM 



·PI 
Tris 50 mM y EDTA 10 mM pH 8 

·P2 
NaOH 0.2 M y SDS I %. Esta solución se preparó cada vez que se utilizó . 

• F>3 

acetato de K 3 M . Se ajusto el pH con ácido acético a 5.5. 

·Paraformaldehído al t.¡ % 
Para 100 mi de paraformaldehído se utilizaron t.¡ g de 

paraformaldehído. Se preparó en un matraz de 500 mi y se agregaron 86 
mi de agua bidestilada se calentó hasta llegar a 70DC y se agregaron de 2 
a 3 gotas de NaOH 5M hasta obtener una solución transparente. Una vez 
fría la solución se le agregaron 10 mi de PBS-DEPC 10 X y se aforó con 
agua a 100 mi finales los cuales se alicuotaron en alícuotas de 5 mi y se 
guardaron a -20°C. 

·PBS 
KH2PD'l 0.02%, Na2HPO'l 0.115%, NaCI 0.8 % Y KCI 0.02 % pH 7.5 en agua 

estéril 

·PBT 
PBS y Tween-20 0.1%. 

·Proteinasa K 
La proteinasa K se disolvió a una concentración final de 101.lg/ml en PBT. 

·SOB 
Se agregó al momento de usar al medio SOC l/lOO de Mg 2M Y l/lOO de 
glucosa 2M. 35 



·SOC 
Extracto de levadura 0.5%, NaCI 10mM y Kel 2.5mM. 

·Solución 1 
Formamida 50%. 55C 5X pH 4.5 Y 505 1% 

·Solución 2 
NaCI 0.5M, Tris-Hel 10mM pH7.5 Tween-20 10% 

·Solución 3 
Formamida 50%, 55e 2X pH 4.5. 

·Solución A 
6 ¡.d de Buffer de transcriptasa reversa (5X) 
3 ¡.tI de dNTP 
3 ¡.tI de OIT (100 mM) 
1.5¡.¡1 de oligo dT primer (1.5 ¡.¡g/¡.¡~ 
0.5 ¡.¡I de Reverso transcriptasa 
ajustar con agua destilada estéril a un volúmen final de 29 ¡.¡I. 

"Solución coloreadora 
Por cada mi de OIG 3 se agregaron 3.37 ¡.¡I de NBT y 3.5 ¡.¡I de BeP!. 

·Solución de cargado para RNA 
600 mi fonnamida,I79 mi formaldehído, 100 mi MOP5 10X, 8.3 mi de 
bromuro de etidio (IOmg/m~ y 113 mi de agua con DEPc 

"Solución desnaturalizante 
tiocianato de guanidina 2 M, citrato de sodio 12.5 mM, I)-mercapto etanol 
50 mM, acetato de sodio 100 mM, sarcosil 0.25 %, fenol saturado con agua 
50 %. Agregar cada uno de los reactivos y guardar a temperatura 
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ambiente. Al momento de usar agregar el IS-mercaptoetanol por cada 
millilitro de solución desnaturalizante. 

-Solución de prehibridación 
Formamida 50%, sse 5X pH5, RNA de levadura 50 ~g/ml, SDS 1% 
y heparina 50~g/ml 

-SS e 20X 
Nael 175.3g y citrato de sodio 88.2g , se ajustó el pH a 7 con NaOH (ION) 
y se aforó a un litro con agua. 

-n 
Tris 10 mM pH 7.5 y EDTA I mM pH 7.5 

-TEST 10X 
8 g Nael, O.2g Kel, 25 mi de Tris-Hel I M ph 7.5, 10 mi de Tween-20 en 
100 mi de agua bidestilada estéril. Se autoclaveó. 
Para utilizar se diluyó a IX y se agregó levamisol a una concentración final 
de2 mM. 
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RESULTADOS 

Desarrollo de las extremidades de ratón 
En el presente trabajo se utilizó la tabla de Wanek. y col. (1939) 

debido a que se basa exclusivamente en la morfología de las extremidades 
vivas sin ningún tratamiento previo. En este esquema las etapas son 
fácilmente distinguibles, la tabla incluye desde los 9 dpc. hasta los 5 días 
postnatales. En trabajo, realizado previamente en el laboratorio (Salas­
Vida 1, 1993) se mostró que la muerte interdigital comienza en los estadios 9 
ó 10 temprano por lo cual se utilizaron miembros del estadio 9 para los 
experimentos realizados en el presente trabajo. Solamente se utilizaron 
extremidades anteriores debido a que las posteriores difieren ligeramente 
en el desarrollo, lo que podría causar variabilidad en los resultados. 

En el presente proyecto se adaptó un sistema de cultivo organotípico 
(Tak.eto y Koide, 1931). Se realizaron los experimentos in .... itra ya que esto 
permite controlar de manera estricta el que las extremidades que se 
utilizan sean de la misma etapa así como las concentraciones de los 
fármacos utilizados. 

Detección de actividad enzimática in situ 
Se ha desCrito previamente que Con el fluorógeno 2',7'­

diclorofluoresceína diacetato es posible detectar tanto la actividad de 
peroxidasa en presencia de peróxido de hidrógeno (Black. y Brandt, 197'1) 
como peróxido de hidrógeno en presencia de fierro (LeBel y col., 1992). Se 
utilizó esta técnica de tinéión para detectar la actividad de peroxidasa en los 
miembros del ratón . Con esta metodología fue posible detectar en 
diferentes estadios de desarrollo del miembro la actividad de peroxidasa 
(fig 16). 
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Figura 16. Actividad de peroxidasa (azu~ 
en los miembros de ratón, A) Vista dorsal en 
en los estadios 7, 8. 9 y 10, B) Vista ventral 
estadios 7. 9. 10 Y 11. e) Comparación de la 
actividad de peroxidasa del lado ventral con el 
lado dorsal.en el estadio 10 D)Acercamientode 
la vista ventral (EIO) en la región apical 
remanente. donde se observo una disminución 

de la actividad (flecha) 

El análisis de los resultados obtenidos mostraron lo siguiente: 
1) Los patrones de actividad de peroxidasa cambian durante el 

desarrollo (fig 16 A y B): 
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En el estadio 7 comienza en la región más distal; en los estadios 8 y 
9 se limita a las regiones en donde se van a formar los dígitos y en la 
palma; para el estadio 10 se observa actividad de peroxidasa en todo el 
miembro excepto en los interdígitos y en las regiones marginales de la 
palma anterior y posterior; y en el estadio 11 se conserva la actividad en los 
dígitos y en la palma. 

2) En todos los estadios analizados se observa en la parte más distal 
de los dígitos en mayor tinción de la actividad de peroxidasa.Mientras que 
al nivel de la tercera falange se observa menor tinción (fig. 16 Ay B). 

3) Se observan diferencias entre el lado dorsal y el ventral en los 
patrones de actividad de peroxidasa (fig. 16 c). En la vista ventral se 
observa actividad de peroxidasa tanto en los dígitos como en el dorso la 
mano, mientras que en la vista dorsal aumenta en la región del interdígito 
en donde no hay actividad de peroxidasa hasta la tercera falange. 

't) Hay una disminución notable de la actividad de peroxidasa en la 
región del ectodermo apical distal remanente (fig 16 D) con respecto al 
mesénquima subyacente. 

5) No se observaron diferencias evidentes con respecto a la actividad 
de peroxidasa con respecto al eje antero-posterior. 

Actividad de peroxidasa y muerte celular 
En trabajo previo realizado en el laboratorio (Salas-Vidal y col., 1998) 

se demostró, con anaranjado de acridina, que las zonas de muerte celular 
en las extremidades de ratón se encuentran en los interdígitos y en las 
regiones marginales anteriores y posteriores de la palma; además se 
demostró, con colorantes redox-sensibles (MIT y DCF), que en las mismas 
regiones existe un incremento de las EOR. Estos resultados se 
sobrelaparon con la tinción de actividad de peroxidasa, y se observó que los 
patrones de muerte y de estrés son complementarios a la actividad de 
peroxidasa (fig. 17 A y B). Es de llamar la atención que en la región del 
ectodermo apical remanente donde se observó que disminuye la actividad de 
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peroxidasa hay un aumento en la concentración de especies reactivas y de la 
muerte celular (fig. 17 e y D). Estos resultados sugieren que la actividad 
deperoxidasa detectada en esta zona puede tener un papel en el control del 
aumento en las EOR, evitando de esta manera que se active el programa de 
muerte celular. 

A E 9 E 10 E " 

E 9 E 10 E " 

B 

Figura rl. Sobreposiciones de la actividad de peroxidasa en azul (fig. 16) (A) sobre 
extremidades teñidas con anaranjado de acridina detectando la muerte (rojo) o (ll) teñidas con 
DCF para detectar las especies de oxígeno reactivas (verde)' C) Aumento de la sobreposición de la 
actividad de peroxidasa y la muerte celular. O) Aumento de la sobreposición de la actividad de 
peroxidasa y la detección de especies de oxígeno reactivas. En A y C se mvestran los elementos 
esqueléticos a manera de referencia. 
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Identificación de la enzima resPonsable de la actividad enzimáticas 
observada 

Para identificar que peroxidasa o peroxidasas estaba o estaban 
siendo identificadas con este ensayo(figura 16) se utilizaron diferentes 
estrategias. En un principio se intentó mediante geles de actividad, para 
determinar si la actividad observada correspondía a una o a varias 
peroxidasas, o a una catalasa. Sin embargo, con esta estrategia no fue 
posible ninguna actividad enzimática. También se realizaron tinciones con 
diaminobenzidina, que específicamente detecta la actividad de peroxidasa en 
presencia de peróxido de hidrógeno y se observó el mismo patrón que con 
el DCF-DA, estos resultados msotraron que la actividad observada 
corresponde a una perocxidasa. Se probaron diferentes concentraciones de 
peróxido de hidrógeno, ya que previamente se ha demostrado in vitro 
(Silveira y Hadler, 1978) que éste factor es crítico para la actividad de las 
peroxidasas y de las catalasas. En concentraciones de peroxido de 
hidrógeno de 1.5mM hasta 3.5mM se encuentran activas únicamente las 
peroxidasas y conforme aumentan las concentraciones a 10 mM se 
enuentran activas tanto las peroxidasas como las catalasas. En 
concentraciones de '1M las peroxidasas se inactivan y las cata lasas se 
activan (Silveira y Hadler, 1978) Debido a que no es posible determinar 
presisamente la concentración de peróxido de hidrógeno a la cual esta 
expuesto el miembro en los cultivos organotípicos se realizaron curvas de 
concentraciones de peroxido de hidrógeno desde '1mM hasta '100mM. En 
este trabajo encontramos que al aumentar la concentración de peróxido de 
hidrogeno a '100mM, disminuye notablemente la tinción de la actividad 
detectada (fig. 18) Estos resultados sugieren que la actividad que 
observamos se debe a la actividad enzimática de una peroxidasa y que 
responde a la cantidad de peróxido de hidrogeno según lo reportado por 
Silveira y Hadler (1978). 
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Figura 18 Efecto de la 
concentración del peróxido de 
hidrógeno en la actividad 
detectada con DCF 

YOmM YOOmM 

La familia de las peroxidasas se divide principalmente en tres: 
1) La subfamilia de peroxidasas que poseen un grupo hemo: 

la yodoperoxidasa, 
la lactoperoxidasa y 
la mieloperoxidasa. 

2) La subfamilia de las peroxiredoxinas que utilizan a la tioredoxina como 
agente reductor 
3) las glutatión peroxidasas : 

la glutatión peroxidasa específica de heridas 
las glutatón peroxidasas que tienen una cisteína modificada como selenio­
cisteína (Cis-Se) 
la glutatión peroxidasa celular (GPXi), 
la glutatión peroxidasa específica del endotelio intestinal (GPX2). 
la glutatión peroxidasa extracelular o plasmática (GPX3) y 
la glutatión peroxidasa de hidroperóxidos fosfolípidicos (GPX4). . 

El mercaptosuccinato compite con el glutatión durante el ciclo 
enzimático al reaccionar con la selenio-cisteína presente en el sitio activo, 
dando como resultado la producción de tioselenato el cual inhibe a la 
glutatión peroxidasa (Chaudiere y col., 1984)' Esta característica permitió 
utilizar al mercaptosuccinato para determinar si la actividad que observamos 
pertenecía a la subfamilia de las glutatión peroxidasas. 

Se hicieron curvas de concentración de mercaptosuccinato desde 1 
mM hasta 200 mM, concentraciones que se ha demostrado que tienen un 
efecto in vitro en cultivos de fibroblastos (Toussaint y col., 1993). 
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Se determinó el efecto del inhibidor a 30 minutos (fig 19) Y 6 h de cultivo y 
el efecto en la muerte a las 6 y 24 horas de cultivo (fig. 20). 

A los 30 minutos de cultivo la actividad disminuye de manera 
dependiente al aumento de la concentración de mercaptosuccinato. Así. a 
1 mM no se observó diferencia con respecto al control; a 10 mM se observó 
que la tinción de actividad de peroxidasa disminuye en gradiente de la parte 
posterior a la anterior; a una concentración mas alta (50 mM), aumentó la 
inhibición de la actividad de peroxidasa y se siguió observando que la 
inhibición es mayor en la región posterior que en la anterior y aumentó en la 
región de las falanges. A 100 mM y 200 mM se observó que la actividad de 
la peroxidasa está inhibida. Es importante mencionar que la tinción de la 
actividad de peroxidasa se realizó en presencia de mercaptosuccinato y que 
si se retiraba, la actividad de peroxidasa se restablecía por completo, esto 
sugiere que el mercaptosuccinato no tuvo un efecto tóxico. 
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Figura 19. Inhibición de la actividad de peroxidasa con el 

después de 30 min en cultivo con mercapto.succinato. 

A las 6 horas de cultivo se observó que aún en la concentración más 
baja utilizada de mercaptosuccinato (0.1 mM) la actividad de peroxidasa 
esta completamente inhibida o no es detectable (fig.20A). A pesar de que a 
las 6 horas de cultivo se inhibe totalmente la actividad de peroxidasa, no se 
observo un aumento en la muerte celular en las dos concentraciones 
utilizadas de 0.1 mM y 10 mM (fig. 20B). En cultivos de 24 horas con 
mercaptosuccinato 10 mM se observó un aumento en la muerte celular en la 
región distal de los dígitos (fig. 20C). 44 



Mercapta 
Succinato 
OlmM 

Mercapto 
Succinato 
10 mM 

Fi9Jl"O 20. Inhibición de la actividad 
de peroxidasa con mercap tosuccinato 
A) Se presenta la inhibición total de 
la actividad de peroxidasa a las 6 
horas de cultivo con las 
concentraciones utilizadas. B) 1ínción 
con anaranjado de acridina después 
de 6 horas de cultivo con el inhibidor 
e) 1ínción con anaranjado de acridina 
después de 2'1 h de cultivo donde se 
muestra que la mayor concentración 

,W!...f~;,~ aumenta considerablemente la muerte 
W en los dígitos. 

Estos resultados sugieren que la actividad que se detecta con i,7'­
diclorofluoreceína diacetato corresponde a la actividad de una o varias 
glutatión peroxidasas con seleniocisteína. Se utilizó la metodología de RT­
PCR con la finalidad de determinar cuál de la o las glutation peroxidasas es 
responsable de la actividad. Se diseñaron oligonucleótidos específicos para 
cada una de las glutatión peroxidasas, para la GPXI, la GPX3 y la GPXtt. 
No se hicieron oligonucleótidos para la GPX2 porque se ha descrito que 
esta peroxidasa se expresa únicamente en las células epiteliales del 
intestino (EsWorthy y col. 1998) 
Determinación de la identidad de la glutatión peroxidasa por RI-PCR 

Se purificó RNA total de miembros de 13 dpc delanteros que 
corresponde a los estadios de 9, 10 Y II de desarrollo. Como control de la 
Gpxl, Gpx3 y GpXi se purificó RNA total de hígado adulto, de testículo 
adulto y de riñón adulto. A partir del RNA total se sintetizó la cadena 
complementaria de ADN (cDNA) que se utilizó como templado para hacer 
una reacción de transcripción reversa. La obtención de un producto al 



utilizar una combinación de oligonucléotidos específicos para cada una de 
las peroxidasas permitió identificar cual o cuales de las peroxidasas se 
encontraban presentes en los miembros. 

Con los oligonucleótidos específicos para detectar la Gpxl de ratón se 
obtuvó un fragmento del tamaño esperado de 185 pares de bases tanto de 
la muestra de los miembros como de la muestra de hígado (fig. 21) Y en la 
de embrión completo de 13 dpc ( no se muestra). El fragmento de 185 
pares de bases proveniente de la muestra de los miembros se digirió con 
Hinf 1 ya que al digerir Con esta enzima se esperaría obtener dos 
fragmentos, uno de 79 pares de bases y otro de 106 pares de bases (fig. 
2Lt). Los resultados de las digestión con Hinf 1 correspondieron a lo 
esperado, por lo tanto los datos sugieren que los miembros de ratón 
expresan la Gpxl a los 13 dpc. 

GPX I 

MIEMB~O t-flGADO 
MW VI CONA ... lItT CONA ... IT "~ OH'" Figura 21. Gel de agarosa donde se 

muestra la amplificación del producto de la 
GPXI tanto en el miembro como en el control. 

Con los oligonudéotidos específicos para detectar la Gpx3 se detectó 
un fragmento del tamaño esperado, 169 pares de bases, tanto en la 
muestra de los miembros de 13 dpc como en la muestra de riñón (fig. 22), 
testículo y embrión ( no se muestra). Posteriormente el fragmento obtenido 
de 169 pares de bases se digirió con la enzima Taql obteniendo dos 
fragmentos uno de 95 pares de bases y el segundo de 7Lt pares de bases 
(fig 2Lt). Este patrón corresponde al esperado para el fragmento de la 
GPX3, lo que sugiere que en los miembros también se expresa la GPX 3. 
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MW VI 

-

GPX J 

MIEMBRO RIÑON Figura 22. Gel con los resultados del RT-PCR 
paro la GPX3. Tanto en el control como en el 
miembro se observa una banda de 
aproximadamente 169 pb, que corresponden al 

tamaño esperado. 

En la amplificación realizada con los aligas específicos para la Gpx 4 
fue posible detectar un fragmento esperado de 381 pares de bases en las 
muestras de miembros de 13 dpe, Y riñón de ratón adulto (fig. 23). así como 
de embrión y de hígado de ratón adulto(no se muestra). En el control se 
observó una banda de mayor tamaño que corresponde a lo reportado para 
la Gpx4; la Gp>A se puede sintetizar en dos formas: Como una proteína de 
19'1 aminoácidos que se localiza en la mitocondria y como otra proteína de 
170 aminoácidos que se localiza en el citoplasma (Knopp y col., 1999). El 
patrón de digestión con BglIl mostró dos bandas esperadas de 198 y 18'1 
pares de bases(fig. 2'1). Estos resultados sugieren que en los miembros de 
13 dpc también se expresan al menos una de las Gpx4. 

GPX '1 

MIEMBRO R:ÑON Figura 23. Fotograña del gel de agarosa 
donde se muestran los resultados del 
RT-PcR específico para la GPXy. 
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Los resultados de la amplificación y de las digestiones muestran que 
las tres glutatión peroxidasas probadas se expresan en los miembros 
delanteros a los 13 dpc (figs. 21, 22, 23 Y 2'i). 

. "}~ 
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." 
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GT'XI GT'X3 GT'X~ Figura 2Y. Resultados de las digestiones de los 
fragmentos de ONA correspondientes a las 
GPX 1, GPX3 y GPXy. Las tres digestiones 
muestran el patrón esperado para cada una 
de las peroxidasos . 

Aunque se determinó que las tres glutatión peroxidasas se expresan 
en los miembros no se conoce el patrón de expresión de estas enzimas. Así 
como un primer acercamiento y Con la finalidad de conocer el patrón de 
expresión de la Gpxlf se realizó una hibridación de miembro completo. 

Hibridación en embrión entero 
Con el fragmento de PCR de la Gpx Lf se preparó una sonda 

antisentido para detectar en el miembro completo la expresión de la Gpx lf 
y como control una sonda sentido (fig. 25). 



que: 

E9.5 

E 10.5 

E 11 

E 12 
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Figura 25. Patrones de la hibridación 
para GPX~ en extremidades de 13 y 

l'i dpc (E 9.5, 10.5 Y 11 Y 12 
respectivamente). 

Los resultados de esta hibridación con la sonda antisentido mostraron 

1) La GPXI1 se expresa en diferentes estadios del desarrollo Qos 
estadios 9.5, lO, 11 Y 12). 

2) La expresión de la GPXI1 se observó solo en los dígitos y no se 

observó en los interdígitos 
3) Se observa un gradiente próximo distal en todos los diferentes 

estadios de desarrollo. 
4) Hay una disminución en la expresión en la región donde se van a 

desarrollar las falanges. 
Estos resultados se sobrelaparon con los patrones de muerte celular 

y con la tinción de la actividad de peroxidasa. Con estos análisis se mostró 
que: La expresión del RNAm de la GPXI1 y la tinción para muerte son 
excluyentes, así en la región en donde se expresa la peroxidasa se observa 

que no hay muerte celular (fig. 26) 119 
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Figura 26. Sobrelapamieoto de la expresión del PNAm de la glutatión peroxidasa '1 

(morado) y la tinción con anaranjado de acridina detectando apoptosis (rojo). en azul claro se 
IT'IJestran los elementos esqueléticos Como referencia. 

La expresión del RNAm de la Gpx4 y la actividad de peroxidasa 
coinciden en la región proximal. mientras que en la región distal donde se 
obser'la mayor tinción para la actividad existe menor expresión del RNAm 
de la Gpx4. En la figura 27 se muestra en azul únicamente aquellas 
regiones donde no sobre lapa la actividad Con la expresión del RNAm de la 
Gpx4 

Figura 27. Sobrelapamieoto de la actividad de glutatión peroxidasa y la expresión 
de la GPX'I . La región mas distal donde no se observa un sobrelapamiento de 

la actividad y la expresión se muestra con azul. 

Expresión de BcI-2 en los interdígitos 
Mendelsohn y col. (1991) reportaron en ratones transgénicos la 

expresión de RAR-f,2, al utilizar la construcción de fusión del promotor de 
RAR-1S2 unido a JaeZ. Durante el desarrollo en los animales transgénicos se 
mostró un patrón reproducible de actividad de f,-gal, el cual coincide en su 
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mayoría con los sitios donde se expresa RAR-!)2 por hibridación in situ 
(Ruberte y co/., 1991; DoIlé y co/. 1989). La expresión de RARP"2 se presenta 
en los miembros; así a los 9.5 y 10.5 dpc, cuando el primordio del miembro 
se encuentra compuesto principalmente de células mesenquimáticas no 
diferenciadas cubiertas por el ectodermo, la expresión de lacZ se encuentra 
confinada a la zona próximo dorsal tanto en el mesénquima como en el 
ectodermo. A los 11.5 dpc, la actividad de lS-gal baja en la región proximal de 
los miembros pero permanece en el ectodermo apica/. Desde los 12.5 dpc, la 
tinción de lacZ se hace visible en la región interdigital y continua hasta los 
1't.5 días en la zona de los interdígitos. Por este patrón, nos interesó utilizar 
este promotor para expresar Bcl2 en los interdígitos. 

El objetivo de este trabajo era determinar si BCL2 podría evitar la 
muerte celular normal que ocurre en los interdígitos. Posteriormente se 
quería estudiar si BCL2 lleva a cabo esto mediate la activación de alguna de 
las glutatión peroxidasas. Dado que la tinción para muerte y la expresión de 
lacZ a partir del promotor de RAR-P.,2 son complementarias (ver fig. 28), 
(es decir en las regiones del interdígito en donde no hay muerte se obserta 
que existe la expresión a partir de RAR-P.,2) la construcción realizada no fue 
utilizada para producirE canimales transgénicos E 11 

Figura 28. Sobrelapamientos de la expresión de RAR&-2 (verde) y la muerte celular (rojo). 
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DISCUSIÓN 

Las glutatión peroxidasas y el control de la muerte celular 
La muerte celular es un evento común durante el desarrollo de 

diferentes tejidos embrionarios y postnatales (Glucksmann, 1951); esta 
muerte puede iniciarse por una gran variedad de señales de activación y 

puede también depender del estado metabólico particular de la célula. 
Trabajo previo mostró la primera evidencia de que el estrés oxidativo 

participa de manera natural en el proceso de muerte celular programada 
que ocurre durante el desarrollo del ratón en los interdígitos del miembro, 
en la línea de fusión del paladar, en la vesícula ótica, en la línea media de 
fusión del esternón y en el ojo en desarrollo (Salas-Vidal y col. 1998). Sin 
embargo, no se había descrito anteriormente la manera en que las células 
que sobreviven son capaces de protegerse del programa de muerte celular, 
evitando que aumenten las EOR. El presente trabajo muestra la primera 
evidencia in yiyo de que las células en los dígitos expresan al menos tres 
enzimas encargadas de eliminar las EOR, posiblemente evitando la muerte 
en ésta región. 

En este trabajo se mostró que los dígitos, a diferencia de los 
interdígitos, presentan la tinción con el fluorógeno diclorofluoreseeína (DCF) 
al agregar H202. La peroxidasa es capaz de utilizar al i -1-
diclorofluoreseeína di acetato (DCF-DA) como sustrato y en presencia de 
peróxido de hidrógeno, producir al DCF el cual es fluorecente, detectandose 
de esta manera la actividad de peroxidasa (Black. y Brandí. 1974)' Sin 
embargo, también está desCrito que el DCF-DA es capaz de detectar al 
peróxido de hidrógeno en presencia de de fierro (LeBel y col., 1992). Para 
determinar que la tinción con DCF-DA correspondía a la actividad de 
peroxidasa y no a la detección del peróxido de hidrógeno en presencia de 
fierro se realizaron cultivos organotípicos con diferentes concentraciones de 
peróxido de hidrógeno. Anteriormente Silveira y Hadler (1978) en 
experimentos in 'litro mostrarón que la actividad de la peroxidasa es 
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dependiente de la concentración de H202. Con los cultivos organotípicos no 
es posible determinar con exactitud la cantidad real de peróxido de 
hidrógeno que puede entrar al miembro, por lo cual se realizó una curva de 
concentraciones de peróxido de hidrógeno. Se observó que la mayor 
concentración de peróxido de hidrógeno es capaz de inactivar a la 
peroxidaso. Estos resultados mostrarón que la actividad que observamos 
con el DCF-DA corresponden a la actividad enzimática de una peroxidasa y 
que responde a la cantidad de peróxido de hidrogeno según lo reportado 
por Silveira y Hadler (1978). 

El patrón de actividad de peroxidasa resulta interesante, ya que se 
observa en los dígitos y en la palma, mientras que en los interdígitos y la 
región más distal del ectodermo apical remanente no se observó actividad 
de glutatión peroxidasa. Las regiones donde se observó la actividad de 
peroxidaso coinciden con las zonas en donde no se observó un aumento en 
el estrés oxidativo y la muerte celular. Esto sugiere que la actividad de 
peroxidasa juega un papel importante en evitar un aumento en las las 
concentraciones de EOR, evitando así la muerte celular en los dígitos. 

Para determinar si la actividad enzimática observada correspondía a 
alguna peroxidasa de la subfamilia de las glutatión peroxidasos se hicieron 
cultivos organotípicos en presencia de mercaptosuccinato, inhibidor 
especifico de las glutatión peroxidasas (Chaudiere y col., 198tt)' Los ensayos 
realizados con este inhibidor mostraron que en 30 minutos era posible 
inactivar totalmente la actividad de la peroxidasa. Transcurridos estos 
treinta minutos, allovar el mercaptosuccinato, fue posible detectar 
nuevamente la actividad de peroxidasa, lo que mostró que el efecto del 
inhibidor es sobre la actividad de una o varias glutatión peroxidas y que 
tiene un efecto revesible. Estos resultados mostraron que el 
mercaptosuccinato actúa en estos cultivos como inhibidor de una o varias 
glutatión peroxidasas y que la actividad de peroxidasa detectada con el DCF 
pertenece a la subfamilia de las glutatión peroxidasa con selenio-cisteínas 

Existe la posiblilidad de que el mercaptosuccinato, al tener un grupo 
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tiol (como el glutatión), pueda actuar como antioxidante no-enzimático. Al 
actuar de esta manera sería capaz de disminuir la concentración de EOR y 
por lo tanto de inhibir la muerte celular. Para observar si al eliminar la 
actividad de peroxidasa, con el mercaptosuccinato aumentaba la muerte 
celular, se realizaron cultivos más prolongados (2'1h) con mercaptosuccinato. 
Se observó un aumento en la muerte celular en los dígitos a las 
concentraciones más bajas. Esto sugiere que las peroxidasa juegan un papel 
importante en evitar un aumento en la concentración de EOR, evitando así 
que se inicie el programa de muerte. Sin embargo, solo se observó este 
efecto en la muerte celular en los cultivos más prolongados. Esto podría 
deberse a que en lapsos cortos no aumente la concentración de EOR 
necesaria para que se active el programa de la muerte celular. Otra 
posibilidad es que ocurran las oleadas o picos de estrés oxidativo y que no 
se observe un efecto en la muerte celular hasta que se genere una oleada 
posterior al tratamiento con el mercaptosuccinato. 

Los resultados de los tratamientos con mercaptosuccinato permitieron 
evaluar la importancia de la actividad de la peroxidasa en el proceso de 
muerte celular programada. Otra conclusión de estos experimentos es que 
la actividad observada pertenece a una o varias peroxidasas de la subfamilia 
de las glutatión peroxidasas que poseen en el sitio activo selenio. Esta 
familia está compuesta de una peroxidasa citosólica (GPXI) (Chambers y 
col., 1986), una específica del epitelio intestinal (GPX2)(EsWorthy y col., 
1998) una plasmática (GPX3) (Schwaab y col., 1995) y una de 
hidroperóxidos fosfolipídicos (GPX'1) (Knopp y col., 1999) Con la finalidad de 
determinar cuál o cuáles eran las glutatión peroxidasas responsables de la 
actividad presente en los dígitos se realizó un RT-PCR específico para la 
GPXI, GPX3 y GPX'1. No se estudió a la GPX2 debido a que se ha descrito 
que ésta se expresa únicamente en las células del epitelio del intestino y de 
manera esporádica en el tejido de las glándulas mamarias (Cnu y col. 1999) 
Los resultados mostraron que las tres peroxidasas probadas se 
encuentran en el miembro a los 13 dpc, que corresponde a los estadios 9, 10 
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y 11. Se esCojió a la GPX't para realizar una hibridación in situ en el 
miembro completo en los diferentes estadios del desarrollo (de 9 a 12). 

Los resultados mostraron que la GPX't se expresa en los dígitos y no 
se expresa en los interdígitos. Esto es interesante, pues sugiere una 
regulación de la expresión de la GPX't, restringiendo la expresión 
únicamente a los dígitos. Esta expresión corresponde parcialmente a los 
sitios donde se observó la actividad de peroxidasa. Mientras que en las 
regiones distales de los dígitos del miembro, donde se observa una mayor 
actividad de glutatión peroxidasa, no se detectó la expresión de la GpxLf. 
Una posibilidad es que alguna de las otras dos glutatión peroxidasas 

detectadas por RT-PCR, la Gpxl y/o la Gpx3. sean las responsables de 
esta actividad en la región mas distal del miembro. De manera alternativa, 
también podría corresponder a otra actividad de alguna glutatión peroxidasa 
no probada en este estudio como la Gpx2 o inclusive a alguna otra glutatión 
peroxidasa no desCrita aún. 

Es de llamar la atención que la glutatión peroxidasa de hidroperóxidos 
fosfolípidicos se encuentre en los dígitos, ya que se ha propuesto que los 
lípidos son mejores candidatos a ser segundos mensajeros, porque pueden 
mediar señales específicas en receptores de la superficie de la célula 
(Jacobson 1996). Esto sugiere un papel de los ácidos grasos, que generan 
radicales libres, en la muerte celular que ocurre en los interdígitos. En los 
dígitos se encuentra la maquinaria necesaria (GPX't) para eliminar a estas 
especies reactivas evitando así que se genere alguna señal capaces de 
activar al programa de muerte celular. 

BcI-2 y la actividad de las glutatión peroxidasas 
Con diferentes modelos in vitro e in vivo se ha demostrado que la 

sobreexpresión de BCL2 puede incrementar la sobrevivencia en ciertas 
condiciones donde se promueve la muerte celular. Sin embargo la 
sobreexpresión de BCL2, no protege de la muerte para todos los estímulos 
que se han observado capaces de provocar muerte por apoptosis; por 
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ejemplo BCL2 es capaz de proteger la muerte en líneas celulares 
hematopoyéticas al retirar la interleucina 3 y la interleucina-lt, pero no es 
capaz de proteger cuando se retira la interleucina-2 o la interleucina-6 
(Nuñez y col., 1990; Vaux y col., 1988). 

Aunque se desConoce el mecanismo bioquímico por el cual BCL2 actúa, 
se ha propuesto que funciona en una vía antioxidante. La expresión de BCL2 
en líneas celulares hematopoyéticas impide la muerte celular en respuesta al 
estrés oxidativo causado por peróxido de hidrógeno y menadiona 
(Hock:enbery y col., 1993). En este sistema BcI-2 no actúa evitando la 
generación de especies reactivas sino que impide el daño a constituyentes 
celulares, incluyendo la peroxidación de lípidos. La expresión de BCL2 evita 
la muerte celular cuando se reduce el glutatión en cultivos de la línea celular 
de hipocampo (Kane y col., 1993). Las células que expresan BCU tienen 
menor cantidad de peróxidos y de peroxidación de lípidos después de la 
eliminación de glutatión. 

Steinman (1995) propuso que BCL2 es en realidad una molécula pro­
oxidante que genera estados parciales o temporales de estrés oxidativo, 
que no son suficientes para activar la apoptosis, pero sí para inducir una 
respuesta antioxidante. También se ha demostrado que la concentración del 
peróxido de hidrógeno es crítica para la actividad tanto de las peroxidasas 
como para la actividad de las catalasas.(Silveira y Hadler, 1978). Por otra 
parte se ha demostrado que BCL2 se expresa en los dígitos y no en los 
interdígitos; ésta expresión coincide con la actividad de glutatión peroxidasa 
y con la expresión al menos de la Gpx4 como se mostró en el presente 
trabajo. Este conjunto de evidencias sugiere que BCL2 podría regular la 
actividad de las glutatión peroxidasas presentes en el miembro (GPXI, 
GPX3 y GPXlt) evitando que aumente la concentración de peróxido de 
hidrógeno y así evitando la muerte celular en los dígitos. 
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CONCLUSIONES 

1.- El conjunto de resultados presentados, apoyan la hipótesis de que el 
metabolismo de las EOR tienen un papel importante en regular el proceso 
de muerte celular, que ocurre de manera natural en el desarrollo 
embrionario del ratón. 
2.- En los miembros en desarrollo se expresan al menos tres enzimas 
encargadas de eliminar al peróxido de hidrógeno. La glutatión peroxidasa 
celular, la glutatión peroxidasa extracelular y la glutatión peroxidasa de 
hidroperóxidos de fosfolípidos. 
3.- Los resultados mostraron que la actividad que se observó en los dígitos 
corresponde a la actividad de glutatión peroxidasa. Los análisis de los 
modelos de sobreposición de imagenes, mostraron que en las regiones 
donde hay actividad de glutatión peroxidasa no se detectan EOR ni muerte 
celular. Al inhibir la actividad de peroxidasa aumenta la muerte celular en los 
dígitos. Lo que sugiere que las glutatión peroxidasas presentes en los 
dígitos, participan naturalmente en la maquinaria que evita la muerte celular. 
It.- El promotor del RAR-f.>2, no es un buen candidato para dirigir la 
expresión de 8c12 en las regiones del interdígito donde ocurre la muerte 
celular. 

PERsPECTIVAS 
Debido a que el patrón de expresión de la Gpxlf no coincide 

totalmente con el patrón de actividad, es interesante analizar el patrón de 
expresión de las Gpxl y Gpx3, mediante hibridaciónes in situ. También es 
interesante observar la localización de cada una de las proteínas en los 
miembros en desarrollo, utilizando anticuerpos específicos para cada una de 
las glutatión peroxidasas. 

El presente trabajo muestra la importancia del metabolismo de las 
EOR en el control de la muerte celular. Sin embargo, solo se estudió a las 
glutatión peroxidasas. El estudio de otras enzimas encargadas de eliminar a 
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las EOR como las sOD y la catalasa permitiría tener un esquema más 
completo que explique el sistema de defensa celular encontra de las EOR. 
También resulta muy interesante estudiar a las enzimas capaces de generar 
EDR, (por ejemplo la NADPH oxidasa). Esto permitiría determinar sí existe 
una regulación de la expresión y/o actividad de estas enzimas, que ocasione 
el que las EOR se generan únicamente en los interdígitos, donde hay muerte 
celular. Así. en experimentos preliminares, con el inhibidor de la NADPH 
oxidasa, se observó una disminución en la muerte que ocurre normalmente 
en los interdígitos. 

Para estudiar la posible regulación de BCL2 sobre las glutatión 
peroxidasas, se planea expresar Bc/2 en los interdígitos. No se ha descrito 
algún promotor que permita la expresión en las células del interdígito que 
mueren por apotosis. Por lo cual una posibilidad para expresar a Bc/2 en el 
interdígito es con un vector retroviral. Este vector está actualmente 
caracterizándose. Una vez caracterizado se planea utilizarlo para hacer 
infecciones in útero a los II dpc. A los 13dpc se podría observar el efecto en 
la muerte celular y la actividad de glutatión peroxidasa. 

Resulta interesante estudiar, si la sobreexpresión de las glutatión 
peroxidasas es suficiente para evitar la muerte celular que ocurre de 
manera normal. Así. se podría utilizar lun vector retroviral como se desCribe 
anteriormente para BCL2, o de manera alternativa hacer ratones 
transgénicos que sobreexpresen a la glutatión peroxidasa constitutivamente. 
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