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RESUMEN

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

Resultados en el presente trabajo mostrarén que la actividad que
observamos con el DCF-DA corresponden a la actividad enzimdtica de una
glutatién peroxidasa. Las regiones donde se observé la actividad de de
glutation peroxidasa coinciden con las zonas en donde no se observé 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 asi la muerte celular en los digitos.

Con la finalidad de determinar cudl o cudles eran las glutation
peroxidasas responsables de la actividad presente en los digitos se realizé
un RT-PCR especifico para la GPXI, GPX3 y GPXH. 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 Il. Se escojié a la
GPX4 para redlizar una hibridacién in sitv en el miembro completo en los
diferentes estadios del desarrollo (de 9 a [2 ). Los resultados mostraron
que la GPX4 se expresa en los digitos y no se expresa en los interdigitos.
Esto sugiere una regulacién de la expresién de la GPXy, restringiendo la
expresion Unicamente a los digitos. Esta expresion corresponde
parcialmente a los sitios donde se observé la actividad de peroxidasa.
Mientras que en las regiones distales de los digitos del miembro, donde se
observa una mayor actividad de glutation peroxidasa, no se detecté la
expresién de la Gpxt. Una posibilidad es que alguna de las otras dos
glutatién peroxidasas detectadas por RT-PCR, la Gpx/ y/o la Gpx3 sean las
responsables de esta actividad en la region mas distal del miembreo.
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INTRODUCCION

La muerte celular

En generd, se han definido dos tipos de muerte celular:

a) La necrosis, la cual ocurre Unicamente en condiciones patolégicas
en respuesta a una gran variedad de condiciones dafinas, como por
ejemplo: hipertermia (Buckley, 1972), hipoxia (Laiho y col,, 1983) o
envenenamiento metabdlico (Trump vy col, 1984). Este tipo de muerte celular
se caracteriza porque la célula se vuelve hiperténica, los organelos se
hinchan y lisan (fig.l, 5) y posteriormente la célula se desintegra (fig.!, 6).

b) La apoptosis (caida natural de las hojas en otofio). Este tipo de
muerte que ocurre en condiciones fisioldgicas, especialmente durante el
desarrollo embrionario. Se caracteriza por cambios morfolégicos bien
definidos como son la reduccién de voldmen celular que provoca que la
célula pierda contacto con las células adyacentes (fig.l, I). Dentro del nicleo,
la cromatina forma masas densas que aumentan a lo largo del tiempo
hasta que se observa un nicleo totalmente condensado. El citoplasma se
encoge lo que causa que la membrana celular se distorsione y se generan
protuberancias (fig.|, 2). Al separarse estas protuberancias dan origen a
los denominados cuerpos apoptéticos. Estos cuerpos apoptdticos se
caracterizan por tener en su interior organelos que mantienen su
estructura (fig.l, 3). Los cuerpos apoptéticos son endocitados por células
adyacentes con propiedades fagociticas o por macréfages (figl, 4).
Finalmente son degradados dentro de fagolisosomas (Kerr y col,, 1972;
Kerr y Harmon, 1991). :

- F o on P
! 3
. Leo\reNie , ,
WA 2 ‘%/); - ; Figura . Diagrama en el cual se representa la
LS & . . ;s
{3 1% secuencia de los cambios morfolégicos que
VRN 3 @2 = ocurren durante la apoptosis (I-4) y de la necrosis
e g A f‘ !r
HEW /\ "5‘;’ (ag-;s ,- = (
LS [ - - - 5 y 6)
Y S \.-r\‘.'&!
\"’:"L, ' B



El término muerte celular programada se utilizé  para describir la
muerte celular que ocurre de manera regulada durante el desarrollo en
lugares y tiempos determinados. Asi la muerte celular participa en
diversos procesos morfogenéticos necesarios durante el desarrollo
embrionario (Glucksmann, 195l), tales como: la eliminacién de un 50% de las
neuronas durante el desarrollo del sistema nervioso en los vertebrados; en
la definicién de estructuras (por ejemplo la formacién de los miembros)
(Saunders, 1966); la degeneracién de estructuras, (por ejemplo la
eliminacién de los conductos de Miller en las hembras durante la
diferenciacién sexual) (Ortiz, 1945). La muerte celular estd involucrada en el
mantenimiento de la homeostasis en los organismos adultos (Raff, 1992).
Un decremento en la muerte celular puede contribuir a provocar
enfermedades autoinmunes (Tan, 1994) o cdncer (Williams, 1991). Por el
contrario, un exceso de muerte celular puede conducir a enfermedades
tales como la neurodegeneracion (Kerr y Harmon, 199!, Sen, 1992) .

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

q) la fase de activacién, la cual consiste en la transduccién de las
sefiales que activan el programa de muerte celular.

b) la fase denominada de ejecucion, en la cual la maquinaria de
muerte actia dando lugar a los cambios morfoldgicos caracteristicos de la
apoptosis.

c) la fagocitosis, mediante Ia cual se inicia la eliminacién de los
cuerpos apoptoticos, y

d) la fase final en la que se degradan los Fragmentos fagocitados.
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Figura 2. Fases del proceso de apoptosis.



Fase de Activacién de la Apotosis

La fase de activacién a su vez, se puede dividir en diferentes etapas,
tipicas de la sefializacién 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 dcido retindico y los factores de crecimiento. Estos
factores dl unirse a sus receptores transducen sefidles al interior de la
célula y son capaces de generar sequndos mensajeros como el AMP ciclico,
el calcio, ceramidas y las especies de oxigeno reactivas (Jacobson, 1996).

Muchos factores de crecimiento activan receptores que tienen
actividad de tirosin-cinasaq, los cuales inician una cascada de transduccién
de la sefidles, 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 sefiales por otras rutas que involucran segundos
mensajeros como el caicio, el inositol trifosfato y el AMP ciclico o a cinasas
como la PKC (Jacobson, 1996).

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

Existen varias evidencias de que las EOR son capaces de participar
dentro del programa de muerte celular (ver mds adelante). Las especies
de oxigeno reactivas (EOR) como el anién superdxido, el perdxido de
hidrégeno. 3




el radical hidroxilo y otros radicales son generados por todas las células
aerébicas como subproductos de una serie de reacciones metabdlicas y en
respuesta a diferentes estimulos. Las EOR pueden generarse tanto en
reacciones enzimdticas como no enzimaticas (fig. 3), dependiendo del tipo
celular,
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L.a reaccién catalizada por la NADPH oxidasa en la membrana
plasmdtica de los leucocitos polimorfonucleares, macréfagos y en otros
tipos celulares de mamiferos libera superdxido al espacio extracelular o a
una vacuola fagocitica, —> |

NADPH + 20, NADP + 20, = + H

L.a urato oxidasa es una enzima peroxisomal que genera perdxido de
hidrégeno durante la conversién de urato a alantoina

urato + H20 + O —*  qlantoina + H202 + CO

La D-amino oxiddasa también es una enzima peroxisomal que genera
peréxido de hidrégeno y cetodcidos

aminodcido + HyU + Oy ——®  cetodcidos + Hy05 + NHg



Otras enzimas como la poliamino oxidasa (Parchment, 1993), la
lipoxigenasa (O'Donrell, y col, 1995), la glicolato oxidasa y la L-hidroxidcido
oxidasa que también generan perdxido de hidrégeno. La xantina oxidasa y
la aldehido oxidasa son flavoproteinas que contienen centros de fierro y
molibdeno que pueden ciclar entre diferentes estados redox. El oxigeno
molecular sirve como substrato oxidante para estas enzimas generdndose
asi superéxido y peréxido de hidrégeno En una reaccion tipica, la xantina
oxidasa genera superdxido y perdxido de hidrégeno durante la conversién
de hipoxantina a xantina y después a dcido drico (Gramainski y col,, 1990).

La proporcién relativa de generacién de H202 o 027 varia dependiendo del
pH o la concentracién de 02,

Hipoxantina + H,0 + O, —® xantina + H,0, (6 O;7)

Xantina + H,0 + O, —®  dcido drico + Hy0, (6 05 7)

La xantina oxidasa tiene una amplia distribucién dentro de la célula y
recientemente se ha observado que se puede convertir de deshidrogenasa
a oxidasa en condiciones de hipoxia. La aldehido oxidasa estd presente en
el citosol del higado y tiene un mecanismo similar a la xantina oxidasa.

Aldehido + HQO + 02 —®  dcido + H202 (6 02—)

El aumento en las EOR generado por estas vias es minimo. Mientras
que la mayor fuente de produccion de las EOR parece estar realcionado a
la respiracién en la mitocondria.

La mayoria de la reduccién del oxigeno en las células ocurre en la via
de la citocromo oxidasa en la mitocondria. En esta reaccién cuatro
electrones son transferidos del citocromo ¢ reducido a través de la
citocromo oxidasa y de ésta al oxigeno molecular. En el sistema de




transporte de electrones en el reticulo endopldsmico también ocurre la
reduccion del oxigeno. Durante esta via se involucra la transferencia de un
electron al citocromo P450. Un segundo electrén es transferido a este
complejo para producir oxigeno molecular. Sin embargo, en ambas vias, al
haber varias oxidaciones parciales se puede producir superéxido. A partir
del superéxido se puede generar el radical hidroperdxido, el perdxido de
hidrogeno, el radical hidroxilo y el oxigeno en singulete.

Las EOR puede generarse también en reacciones no enzimdticas que
involucran la autooxidacion de componentes celulares por oxigeno molecular,
tales como las quinonas, los tioles, la flavina, la hemoglobina y el catecol que
son grupos quimicamente susceptibles a la autooxidacién (Cross y Jones,
1991). Algunos de estos compuestos como el catecol, o la epinefrina se
encuentran en fluidos extracelulares e intracelulares y podrian contribuir a
la produccién de superdxido en ambos lugares,

El fierro uega un papel importante en iniciar y catalizar una gran
variedad de reacciones que culminan con la produccién de EOR. Los iones
de fierro pueden participar en la transferencia de electrones al oxigeno
molecular generando superéxido.

Fe2* + 0, — Fed*s 04"
El superéxido puede generar a su vez peréxido de hidrégeno.
202'_ + 2H+ I H202 + 02

Una vez generado el peréxido de hidrégeno, la presencia del fierro
promueve la formacién de radicales hidroxilo mediante la reaccién de

Fenton.
Fe2* + Hy0, —» Fe3* + . OH + OH

A su vez el radical hidroxilo en solucién es capaz de originar la peroxidacién
de lipidos causando dafio en las membranas de la célula,

OH: + lipido —® hidroperéxido lipidico



Las EOR se pueden producir en una gran variedad de sitios
subcelulares por accion de distintas enzimas que incluyen a la mitocondria
(ubiquinona y flavoproteinas), el reticulo endopidsmico ( citocromo P450),
los peroxisomas (urato oxidasa, D- amino oxidasa), la membrana
plasmdtica y fagosomas (NADPH oxidasa), la membrana nuclear y el
citoplasma {xantina oxidasa, aldehido exidasa y compuesto solubles). La
cantidad de EOR producida por estos organelos podria variar dependiendo
de la concentracién 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 mayoria de los
compuestos orgdnicos (CzapsKi, 1984) y por lo tanto solo actda en un radio
pequefio. El radical superéxido, es menos reactivo que el radical hidroxilo y
es capaz de difundir una distancia mds amplia. Por ello, se considera que el
superoxido es potencialmente mds dafiino que el radical hidroxilo. Tambien
se ha propuesto que otros metabolitos como lipidos hidroxilados son
buenos candidatos para actuar como segundos mensdjeros ya que pueden
reacciondar de und manera especifica al mediar sefidles en receptores de
la superficie de la célula (Jacobson 1996).

Cuando se genera una produccion excesiva de EUR se genera un
estado de estrés oxidativo. Este estado provoca la muerte celular a traves
del dafio a diferentes macromoléculas de la célula como las proteinas, ef -
ADN y los lipidos que conforman la membrana lipidica (Halliwell y
Guttridge, 1989). Para prevenir este dafio, las células han desarrollado un
sistema complejo de defensa. Este incluye antioxidantes no enzimaticos
como el glutatién y la tiorredoxina y antioxidantes enzimdticos como las
superéxido dismutasas, catalasas y peroxidasas; asi, el balance entre la
produccion y la degradacién de EOR regula la concentracién de éstas,
manteniendo la homeostasis celular.

El glutatién es un tripéptido formado por glutamato, cisteina y dlicing,
que tiene varias funciones dentro de la célula. Entre ellas, evita la formacién
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de enlaces disulfuro en el citosol y cataliza estas uniones en el reticulo
endopldsmico, actia como co-substrato de diversas reacciones enzimdticas
relacionadas con la detoxificacion y resistencia a drogas y como
antioxidante, propiedad conferida por el grupo tiol de la cisteina.

La tiorredoxina participa en la detoxificaciéon o en la reparacion del
dafio por EOR. La tiorredoxina, es una proteina pequefia con un sitio activo
redox sensible. E sitio activo se caracteriza por tener la secuencia cisteina-
glicina-prolina-cisteina. L.as cisteinas permiten que la proteina 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 6 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 (Mdller, 1991) y Xenopus
(Hartman y col,, 1993). Al exponer blastocistos a la irradiacién con rayos X o
ultravioleta, condiciones que generan EOR, se bloquea la proliferacion de las
células de la masa celular interna, mientras que ne se afectan las células
del trofoectodermo (Mitsui y col,, 1992). Este fenotipo es igual al que se
observa en el ratén nulo de la tiorredoxina (Yodoi y Uchiyama, 1992; Matsui
y col 1996), por lo que se propone que la tiorredoxina uega un papel
esencial evitando que las células de la masa celular interna entren a un
estado de estrés oxidativo y mueran a cauvsa de éste.

% Figura 4. Eliminacién de las EOR
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La primera defensa en contra de las EOR en la via enzimdtica es
llevada a cabo por metaloenzimas denominadas superéxido dismutasas.
Estas enzimas catalizan de manera eficaz y especifica la conversion del
superéxido a perdxido de hidrégeno y oxigeno (fig. 5).

e
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Figura 5. Actividad de la superéxido dismutasa, la cual catdliza la conversién de 2
radicales superéxido a perdxido de hidrégeno y una molécula de oxigeno.

Se han descrito 2 tipos de superdxido dismutasas: las que en su sitio
activo tienen cobre y zinc y se encuentran principalmente en el citosol y en
el fluido extracelular en mamiferos. Las otras superéxido dismutasas
pueden tener manganeso o fierro en su sitio activo y estas dos Ultimas
poseen dlta homologia entre ellas.

La acumulacién de perédxido se evita mediante la accion de catalasas y
peroxidasas. La catalasa es una proteina compuesta de 4 subunidades
iguales de 60 KDa, donde cada subunidad contiene un grupo hemo unido en
el sitio activo. Esta enzima cataliza la descomposicién de H202 a través de
dos diferentes mecanismos: el catdlitico y el peroxidativo (fig. 6). En el
modo catalitico, dos moléculas de peréxido son convertidas a dos moléculas
de agua mds una molécula de 02, y en la forma peroxidativa, metabolitos
tales como etanol, metanol, acido formico y nitrito sirven come donadores
electronicos para la reduccién de H202 (Singh, 1996). A diferencia de
muchos otros organismos que poseen mds de una sola catalasa, en
mamiferos solo se ha descrito una catalasa (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 catadlitico y peroxidativo

L.as peroxidasas son capaces de detoxificar a la célula al eliminar el
perdxido de hidrégeno d 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).
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Figura 7. Actividad de peroxidasas, enzimas que catalizan la reaccion en donde el perdxido
de hidrégeno es reducido a agua utilizando un agente reductor (alcohol, tiol, NADPH etc)

En mamiferos existen varias peroxidasas: la familia de peroxidasas
que poseen un grupo hemo en el sitio activo y conservan bastante
homologia entre ellas, son la yodoperoxidasa, la lactoperoxidasa y la
mieloperoxidasa. L.a segunda familia es la de las glutatién peroxidasas que
se caracterizan por carecen de grupo hemo, utilizar al glutation como
cofactor y tener una cisteina modificada como selenio-cisteina. Dentro de
esta subfamilia existe una peroxidasa celular(GPXI), una peroxidasa que se
expresa Unicamente en el epitelio intestinal (GPX2), una extracelular (GPX3)
y una peroxidasa de hidroxifosfolipidos(GPX4). También existe una glutation
peroxidasa que no contiene selenio la cual se caracteriza por encontrarse
principalmente en sitios donde hubo un dafio o herida. Recientemente se
describié a fa



tiorredoxina peroxidasa que utiliza a la tiorredoxina o algin intermediario
con un grupo tiol para llevar a cabo su funcién de peroxidasa.

La actividad de las peroxidasas se regula con la concentracién de
perdxido de hidrogeno. Bajos niveles de perdxido de hidrégeno activan a la
peroxidasa, mientras que al elevar la concentracién de peroxido de
hidrogeno ésta se inhibe de manera reversible. Estos sugiere que esta
regulacién pedria tener importancia fisioldgica (Chae y col. 1993).

Fase de Ejecucién de la Apoptosis.

Estudios genéticos redlizados 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 ejecucién del programa de muerte ha sido de las fases mas
estudiadas y se han identificando genes esenciales para que se lleve a cabo
encender la muerte como Ced3y Ced+ CED9 antagoniza los efectos de
CED3 y CED4 y por lo tanto protege a lus células de la apoptosis. Estudios
genéticos situaron a CEDH en la cascada de sefiales entre CED9 y CEDS3,
sugiriendo asi que CED4 podria actuar como un adaptador entre el
regulador CED9 y el efector CED3 (Shaham y Horvitz 1996).

-Las protedsas y la ejecuccion de la apoptosis

El producto del gen Ced3 presenta similitudes funcionales y
estriucturales con la enzima interconvertidora de interleucina-Ib (ICE). ICE
es una cistein proteasa de mamifero que corta a susubstrato en residuos
de aspdrtico (Yuan y col, 1993). La sobreproduccion de CED3 o de ICE en
fibrobldstos de ratén proveca que mueran por apoptosis. (Miura y col,
1993). Ademds 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
aspdrtico, por otra proteasa o por ellas mismas (Nicholson y Thornberry,
1997). En la actuadlidad se han descrito varios genes homélogos a Ice, los
cudles conservan la regién catalitica y son capaces de inducir apoptosis al




sobreexpresarlos en células en cultivo; a este grupo de proteinas se les ha
denominado caspasas. Las caspasas actian en el programa de muerte al
cortar diferentes proteinas intracelulares, como por ejemplo proteinas de
la lamina nuclear, del citoesqueleto, del reticulo endoplasmice y del citosol.
El factor de fragmentacién de DNA (DFF), encargado de la
fragmentacién y condensacién del DNA asociada a la apoptosis en
mamiferos, 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 dctiva, degrada al inhibidor liberandose asi la nucleasa activa
(Inohara y col,, 1999). También se han identificado en mamiferos una familia
de proteinas inductoras de la muerte celular las CIDE. Las CIDEs son
proteinas pro-apoptéticas que inducen la fragmentacién del DNA, la
deformacién de la membrana y la condensacién del DNA en los cuerpos
apoptdticos (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 caspasa 3 permite que se activen las CIDEs (Inohara y col,, 1998).

-BCL-2 y la muerte celular

La proteina CED9 es el homdlogo en mamiferos de varios miembros
de la familia de BCL2. Diversas observaciones refuerzan la idea de que
BCL2 actia de varias maneras para prevenir la apoptosis {(Jacobson, 1996).
Existen miembros de esta familia que inhiben la muerte celular como por
ejemplo BCL2 o BCLX, mientras que existen otros miembros como BAX que
promueven la muerte celular (Reed, 1997). Los miembros de la familia de
Bcl-2 pueden actuar como homodimeros o heterodimeros, antagonizando o
potenciando el efecto de cada uno. Asi, la relacién de
activadores/inhibidores de la muerte celular puede determinar el destino
final de la célula (Hockenbery 1995). Las proteinas de esta familia se
encuentran localizadas en la membrana del nicleo, del reticulo endopldsmico
y de la mitocondria. En reticulo endoplasmico, BCL2 esta involucrado en
mantener la homeostasis del calcio (He, y col,, 1997; Lam y col,, 1994),



mientras que en el nicleo podria modular el paso de proteinas (Ryan y col,
1994). BCL2 en la mitocondria podria regular la muerte por lo menos de
tres maneras: regulando la permeabilidad de la membrana a moléculas
pro-apoptéticas; anclando a la membrana mitocondrial proteinas pro-
apoptdticas, y controlando el potencial redox.

Dos lineas separadas de evidencias sugieren que uno de los
mecanismos de proteccién efectuado por BCL2 es evitar la salida de
moléculas pro-apoptéticas de la mitocondria hacia el citosol. En el primer
grupo de evidencias se ha observado que para que se activen las caspasas,
el citocromo ¢ tiene que ser translocade de la mitocondria al citosol (fig.
8)(Kluck y col 1997; Susin y col,, 1996 ; Yang y col,, 1997). Recientemente se
identifico en mamifero el equivalente a CEDH, factor activador de proteasa
relacionado con apoptosis (APAFI), el cudl se requiere para la activacion de
la caspasa 3, dependiente de ATP (Zou y col,1997). Cuando el citocromo ¢
se une al complejo formado por APAF! y la caspasa 3, éste se activa.
APAF! tiene actividad de ATPasa y es capaz de promover el que la
caspasa se autoprocese (Chinnaiyan, 1997a). Al activarse el complejo
APAF!/caspasa se promoveria la ejecuccién del programa de muerte (fig.
8). Al sobrexpresar Bcl2, se ha observado que el citocromo ¢ no se
transloca y se evita la muerte.
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Un segqundo grupo de evidencias de que la funcién de BCL2 es el
regular la translocacion de moléculas de la mitocondria hacia el citosol, es el
andlisis de la estructura proteica de BCLX,. BCLX, asemeja a una toxina

bacteriana que es capaz de formar candles 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 lipidicas. Todo esto sugiriendo que de esta manera se podria
regular el potencial de la membrana mitocondrial (Minn y col,, 1997; vy
Schendel y col., 1997).

Hay varias evidencias de que Bcl-2 actda en una via antioxidante para
evitar la apoptosis; por ejemplo las mutantes de levadura que carecen de la
SOD-CuZn pueden ser rescatadas con la expresion de Bcl2 (Longo y col,
1997). La sobreexpresién de Bcl2 suprime completamente la peroxidacion
de lipidos en cultivos de células T (Hockenbery y col, 1993). Se desconoce
cémo es que BCL2 protege de las EOR; en ciertos sistemas BCL2 afecta la
produccién de EOR (Kane y col,, [993) mientras que en otros casos no
afecta la produccion de EUR, pero evita el dafio a constituyentes de la
célula (Hockenbery y col,, 1993). También se ha propuesto que BCL2 sirve
como prooxidante, induciendo asi 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 glutatién. Se ha demostrado que Bcl-2
puede proteger a las células de la muerte celular al promover que el
potencial redox de las células pase a un estado mds reducido; asi se
observé que lineas celulares que sobreexpresan Bcl2 tienen niveles mds
altos de glutation que las lineas control (Ellerby y col, 1996). Por otra parte,
al eliminar los grupos tioles de las células que sobreexpresan Bcl2 se
revierte la resistencia al dafio causado por la radiacién (Mirkovic y col.,
1997). No obstante la informacién anterior, se desconoce como es que
BCL2 actda. |y



Fases de Fagocitosis y Degradacién

En el proceso de fagocitosis se han identificado en C. elegans seis
genes involucrados en la fagocitosis (Cedl, Ced2, Ceds, Cedb, Ced7'y
Ced|0). De estos seis genes tnicamente se ha hecho el andlisis molecular
de tres: Ceds, Cedby Ced]. Ceds codifica para una proteina similar a la
proteina DOCKI80 de humano y a la proteina MBC de Drosophila
melanogaster (Wu y Horvitz, 1998) . Ambas prateinas se han implicado en
la extensién de la superficie celular. Las mutantes en Ced5 se encuentran
afectadas en la fagocitosis de los cuerpos apoptsticos y en la migracién de
las células germinales a las génadas. Los resultados de Wu y Horvitz
(1998) sugieren que CED5 actia en la extension de la superficie para
fagocitar al los cuerpos apoptéticos. Por otro lado CED6 actda en las
células fagociticas como molécula adaptadora, en la via de transduccién de
sefidles que regula especificamente el reconocimiento y la fagocitosis de los
cuerpos apoptoticos (Liv y Hengartner, 1998). Ced7 tiene secuencia similar
al transportador ABCI en mamiferos (Luciani y Chimini, 1998). Luciani vy
Chimini (1998) demostrtaron que ABCI se expresa en los macréfagos, en
los sitios donde hay apoptosis. Al bloquear la actividad de ABC!, se inhibe
la fagocitosis de las células apoptéticas. CED7 se encuentra en la
membrana celular y al parecer actda translocando moléculas que son
capaces de mediar la adhesién entre las dos células (Wu y Horvitz, 1998 a).

Unicamente se ha descrito un gen involucrado en la degradacién de
los cuerpos apoptoticos fagocitados a este gen se la denomino nuc!
(nucleasa 1). En mutantes en nucl en Celegans, el DNA condensado se
mantiene en los cuerpos apoptéticos de manera idefinida en las células
fagociticas. Aparentemente nuc codifica o controla la actividad de una
nucleasa que ademds de actuar en la apoptosis actia en otros procesos,
debido a que las mutantes en nucl son incapaces de digerir las bacterias
en su intestino (Metzstein y col., 1998).




El estrés oxidativo y la muerte celular

Cada vez es mayor la evidencia de que las EOR pueden actuar como
seqgundos mensajeros en diferentes procesos celulares; por ejemplo pueden
activar a factores transcripcionales como AP-1'y NF-KB e inducir la
expresion 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;

) El agregar EORs o promover la produccién de éstas o al eliminar
de antioxidantes celulares, trae como resuftado la apoptosis (Kane y col.
1993). Las dosis bajas de peréxido de hidrégeno (10 a 100 pM), o la adicién
de peréxidos lipidicos son estimulos capaces de inducir la muerte celular
programada (Lennon y col,, 1991). Por el contrario, dosis mayores de
peréxido de hidrégeno provocan la necrosis. También, el incrementar la
presién parcial de oxigeno en cultivo de neuronas induce muerte por
apoptosis (Enokido y Hatanaka, 1993).

Se ha demostrado recientemente que los niveles de glutation
intracelular son muy importantes para que se lleve a cabo de manera
correcta el programa de muerte. Asi, por ejemplo, se ha observado que la
baja de los niveles de glutatién correlaciona con la apoptosis observada en
células linfoides (Fernandez y Cotter, 1994 y Bankj y col,, 1996). La reduccién
del glutation induce la muerte de neuronas dopaminérgicas in vitro y
potencia la toxicidad de agentes quimicos i vivo (Jenner y Olanow, [996). La
sobrevivencia de linfocitos en cultivo se prolonga cuando se eleva la
concentracion de glutation, al agregar N-acetilcisteina al cultivo (Herzenberg
y col.,, 1997). ‘

2) La activacién del programa de muerte celular por diversos
estimulos como exposicion a rayos UV, radiacién ionizante, agentes
quimicos como estaurosporing, la falta de soporte tréfico, y la activacién de
los receptores de TNF y Fas, entre otros, provocan un aumento en la
concentracién de peréxido de hidrégeno 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 observé
en cultivos de neuronas donde al quitar el factor de crecimiento neuronal
(NGF) se provocé la muerte por apoptosis. Este efecto se retrasa dl
inyectar la superéxido dismutasa (S0D) o sobreexpresarla desde un vector.
Al retirar el NGF se presenté un pico de especies reactivas. Cuando la
SOD se inyecté 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 produccién de EOR funciona como una sefial
temprana mediadora del proceso de apoptosis (Greenlund y col. 1995). Un
ejemplo in vivo, en donde se ve la participacion de las EOR, es ef que se
observa durante la metamorfosis de Rana rugosa. La regresién de la cola
es un evento que involucra la apoptosis de varios tipos celulares y en donde
se observé que la actividad de SODCuZn citosélica aumenta, mientras que
la de catalasa disminuye, fenémeno que provoca un aumento drdstico de
H202. Cuando este Ultimo se afiade exdgenamente la regresion es mucho
mds rapida (Hanada y col. 1997).

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

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

Las extremidades de ratén, 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 diferenciacién, la
muerte y la formacién de patrones en las extremidades. En la induccion de
la formacion de las extremidades participan varids sefiales, como el dcido
retindico (Stratford y col, 1996) y diferentes miembros de la familia de los
factores de crecimiento fibrobldsticos (FGF) entre otros(Crosley y Martin,

!995). 17




La morfogénesis de las extremidades del ratén, es un modelo que
presenta caracteristicas 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 manipulacién
experimental (Zwilling, 1972). En segundo lugar, presentan una
regionalizacién conspicua, ademds de que se conocen gran parte de los
patrones de expresién de diferentes genes tanto en espacio como en el
tiempo, lo que permite correlacionar los procesos celulares con la expresion
de genes especificos (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) mostré la primera
evidencia a favor de que las EOR participan de manera natural en la fase
de activacién en el programa de muerte celular. Se probé el efecto de
diferentes antioxidantes (fenol, dimetilsulféxido ) y se observé que éstos
tratamientos evitaron tanto la muerte celular como la regresién del
interdigito. Ademds al tefiir extremidades de ratén con colorantes sensibles
a cambios redox como el 5-6-carboxi-2' 7 -diclorodihidro-fluorecein
diacetato (DCDHF-DA), se observé 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 observd que pocas eran las células que presentaban
doble tincién, lo cual sugiere que la generacién de especies reactivas y la
apoptosis ocurren en etapas del desarrollo diferentes (fig. 9).
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Figura 9. Sobrelapamiento de la tincion para
detectar la muerte celvlar con anaranjado de
acridina (rojo) y deteccién 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 tiferon con colorantes sensibles al estado redox
diferentes estructuras donde se conoce que ocurre normalmente muerte
celular. Asi, se observé que en la linea de fusion del esternén, a lo largo de
la linea de fusién del paladar, en la vesicula ética y en el ojo en desarrollo,
hay una tincién EOR en las mismas regiones de muerte. Estos resultados
sugieren que la participacién de las EOR en el proceso de muerte celular
es un fenémeno general durante el desarrollo embrionario del ratén (Salas-
Vidal 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 cémo es que
las células adyacentes a estas regiones discretas evitan el aumento en las
EOR, en el laboratorio se realizé un trabgjo preliminar donde se mostraba
la posible participacién de enzimas encargadas de eliminar las EOR tdles
como las peroxidasas. Por otra parte la expresion de BCL2 en los
miembros podria sugerir que éste juega un papel relacionado para evitar el
estrés oxidativo, ya que se expresa en las zonas de los digitos y no se
expresa en los interdigitos (Veis Novack y Korsmeyer, 1994). Aunque se ha
propuesto que BCL2 puede actuar como antioxidante, no se ha demostrado
como ¢es que lleva a cabo esta funcidn. Se selecciond este modelo para
estudiar si los digitos poseen alguna enzima relacionada con la eliminacion
de las EOR. evitando asi la muerte celular, asi como si ésta enzima tiene
alguna correlacién con la expresién de BCL2. 9



0 GENERAL DEL PROYEC

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

APOPTOs]S 8

EOR

ACTIVIDAD DE
ENZIMAS
ANTIOXIDANTES
Figura 10. Esquema que lustra la hipétesis 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 oxigeno para el control de la muerte celular
programada.
OBJETIVOs PARTICULARES
a) Determinar la actividad enzimdtica in situ de las peroxidasas durante el
desarrollo del miembro.
b) Identificar la peroxidasa responsable de la actividad enzimdtica
utilizando:

- Inhibidores especificos de peroxidasas

- RT-PCR.

- Hibridaciones en el miembro completo.
) Expresar Bcl-2 en el interdigito en ratones transgénicos, con la finalidad
de evaluar el efecto en la muerte al expresar Bel-2 en el interdigito y
estudiar si la expresion de Bcl-2 es capaz de promover la actividad de
enzimas dntioxidantes en el interdigito. 20




IALE ETODO

Animales

Se utilizaron ratones de la cepa CDI, se mantuvieron en un cuarto con
fotoperiodo con 10 h de luz y 4 de obscuridad, recibiendo agua y alimento
ad libitum. Para las cruzas se puso a una hembra y un macho por caja
durante la noche, al siguiente dia en la mafiana se revisaron las hembras y
se seleccionaron aquellas que presentaran el tapén vaginal caracteristico;
ese dia se tomd como el dia 0.5 post coito (dpc).

Diseccion de extremidades de_embriones de ratén

Las ratonas prefiadas fueron sacrificadas por dislocacién cervical a
los dpc requeridos. Los Uteros de las hembras fueron disectados, y los
embriones fueron puestos en medio LI5 (Microlab. México) o bien en
solucion sdlina de fosfatos (PBS). Las extremidades fueron removidas de
los embriones bajo un microscopio estereoscopico y clasificados en base a
su morfologia de acuerdo a la tabla.de desarrolio de Wanek (1989).

Cultivo in vitro de_extremidades de embridon de ratén.

Se utilizé el protocolo de cultivo in vitro modificado de Taketo y Koide
(1981} para el cultivo organotipico de extremidades de ratén.

Las extremidades embrionarias seleccionadas fueron cultivadas sobre
filtros Durapore (Millipore) con un didmetro de poro de 0.45 pm flotando
sobre medioc McCoy 5a modificado (Microlab) sin suero, suplementado con
GPs (GIBCO, U.S.A). Dependiendo del procedimento experimentdl, a este
medio se le agregé de la solucién madre de mercapto succinato | M (daido
mercapto succinico SIGMA, U. 5. A) para obtener las concentraciones
deseadas (0.1 mM, | mM, 10 mM, 50 mM, 100mM, 150mM y 200mM). La
solucién madre de mercapto succinato | M fue agregada previamente a los
cultivos, los cuales se mantuvieron por diferentes intervalos de tiempo, 30
min.,, 6 horas y 24 horas en incubadoras con humedad saturada, CO, al 5%

y aire al 95% a una temperatura de 37°C. 21



Andlisis de la muerte celular programada

Se utilizé la tincién con el fluorégeno anaranjado de acridina (AA,
SIGMA) para detectar las células en proceso de muerte por la técnica
descrita previamente por Abrahams y col (1993). Las extremidades a
andlizar {fueron lavadas en PBS y posteriormente tefiidas en una solucién de
AA a una concentracion de 5 pg/ml en PBS durante 30 minutos a 37°C. Se
observaron en microscopia de fluorescencia con un filtro para rodamina,
para detectar regiones de muerte; para estudios mds detallados las
muestras fueron analizadas con microscopia confocal (ver mds abajo).

Deteccién de actividad de peroxidasa jn sitv

Para la deteccion de la actividad de peroxidasa in situ las
extremidades de embridn de raton de diferentes dpc fueron incubados con
DCDHF-DA (5-6-carboxi-2',7'-diclorodihidro-fluoresceina diacetato) el cual
da un producto fluorogénico, el DCF (dicloro fluoresceina), al reaccionar con
el peroxido de hidrégeno en una reaccién mediada por la actividad de
peroxidasas (Black y Brandt, 1974)(figura 1I).
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Figura 1l. Activacion y oxidacion det diacetilciclorofluoresceina a didorofluoresceina (DCF),
Modificado de Black y Brandt 1574.

Este fluordgeno se utilizo a uno concentracién final de lpg/ ml en PBS.
También se agrego perdxido de hidrégeno a una concentracién final de
40mM. Se incubé durante 45 minutos en las mismas condiciones que en el
cultivo de tejidos.
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Microscopia confocal

Las extremidades del ratén tefiidas con los colorantes fluorogénicos,
fueron observados en un sistema de microscopia confocal por barrido con
rayo ldser, marca Biorad, modelo MRC-600, equipado con un laser de
cripton/argén, acoplado a microscopio Axioscope (Zeiss), con objetivos
plan-neofluar 5X. Los tejidos tefiidos con AA o con DCDHF-DA fueron
excitados con luz azul (488 nm). Se utilizd el filtro de alta sensibilidad rojo
(RHS) para la deteccién de la sefiat de AA y un filtro de dlta sensibilidad al
azul (BHS) y para la deteccién de DCF. Se obtuvieron series de imdgenes
de cortes épticos a intervalos de 15pm en el eje Z

Estrategia para la construccisn RARR2-bcl-2-IRES-BFP

Para expresar Bcl2 en los interdigitos se utilizé el promotor del
receptor de dcido retindico § 2 (RARR2). Para identificar la regién donde se
expresa Bcl2 se escogié la proteina azul fluorecente (BFP). Para que la BFP
se exprese bajo el mismo promotor se utiliza al IRES (internal ribosome
entry site). Esta secuencia es reconocida por los ribosomas y permite que
continde la transcripcién del ADN bajo el mismo promotor vy
posteriormente cuando el ARN mensajero se traduce se producen dos
proteinas en este caso BCL2 y la BFP; asi al identificar la fluorescencia de
la BFP sabremos dénde se estd expresando Bcl2

Para redlizar la construccién RAR-R2-Bcl2-IRES-BFP se utilizé un
fragmento flanqueado por Xbal que contiene 3.8Kb de la regién 5 del
mensdjero de RAR-B2, este se subclons en el sitio Xbal del pldsmido pks-
Bcl2 (col-2) quedando el fragmento de 3.8 Kb en la regién 5° de Bcl2,
Posteriormente, se obtuvo con Not! y Cla! el fragmento de 4.8Kb que
contiene el promotor RARRB2 y Bcl2 Del plasmido pKS-IRES-BFP se obtuvo
un fragmento Clal-Not! de |4 Kb, que comprende al IRES a la BFP y el
poliA; ambos fragmentos se subclonaron en el sitio Notl en pKs.
Posteriormente, se digirié el plasmido pKs RARR2-bcl2-IRES-BFP-pA con
Noti para obtener un fragmento final de 6.2 kb.
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Figura 12. Estrategia de
clonacién para obterer la
construccién RAR-B2-bcf2-
IRES-BFP-pA.

Purificacién de fragmentos de dcido deoxirribonucleico (DNAY).

Con la enzima apropiada se digirié durante | hora a 37°C el DNA de
interés. En un gel de agarosa de bajo punto de fusién en TAE IX, se
separaron los fragmentos de DNA; se utilizaron concentraciénes de
agarosa que permitiera la resolucién adecuada:
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Para un Concentracion de agarosa

fragmento de :
30-1 Kb 05 7%
12 - 0.8 Kb 07 %
10 - 05 Kb 0%
Para un Concentracion de agarosa
fragmento de :
7-04Kb 2%
3- 02Kkb 15 %

Observando bajo la luz UV se corté la banda de interés y se siguié el
siguiente protocolo:

Se agregaron 100 pl de agua estéril a la banda cortada, durante 15
min. se incubé a 65°C. Una vez disuelta la agarosa se agregé un voldmen
igual de fenol y se agité vigorosamente durante 30 segundos. Después de
centrifugar durante 15 min a 12000 rpm se transfirié la fase acuosa a un
tubo nuevo y se agregd un volimen de fenol:cloroformo Il v/v y se repitié
agregando un volimen de cloroformo. Al sobrenadante se le agregé medio
voldmen de acetato de amonio 75 My 3 volimenes de etanol al 100%.
Después de 2 h a -20°C se centrifugd durante 30 min a 12000 rpm a 4°C.
La pastilla se lavd 2 veces con etanol al 70%. Una vez seca la pastilla se
resuspendié en agua bidestilada y estéril.

Preparacion de células competentes para electroporar

En 10 ml de medio LB se puso a crecer la cepa de interés durante 10
horas. Después con los 10 ml de precultivo se inoculé un litro de LB y se
incubd aproximadamente de 3 a 4 horas a 200 rpm a 37°C hasta obtener
una lectura de 0.9- 0.97 O.D. a 595. Se mantuvieron en hielo durante 30
min. Se centrifugd 3 veces durante 10 min a 4°C. Las pastillas se
resuspendieron en glicerol frio al 10% las 2 primeras ocasiones y la tercera
se resuspendié en 2 ml de medio GYT frio mds 2 mi de glicerol al 10 %.
Se hicieron dlicustas de 50 pl y se quardaron a -70°C,
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Electroporacién de células competentes

Una vez obtenido el DNA con la construccién de interés se
electroporaron células DH5a y se siguié el protocolo siguiente:

A las células competentes descongeladas se agregaron de 50 a 100
ng de DNA manteniendo el volimen a 5 pl maximo, al mismo tiempo se
prepararon los tubos con medio SUB. Las células se pasaron a una cubeta
(Gene pulser/E.coli Pulser Cuvette, Bio-Rad) y se dio un pulso en el
electroporador (Gene pulser I, Bio-Rad) con las siguientes condiciones
25mF, 200W, 2.5Kv y se agreg inmediatamente el medio SOB . Se incubd
durante | hora a 37 °C y posteriormente se plateé en medio LB sélide con
antibiético.

Después de aproximadamente [8 h a 37°C se seleccionaron colonias
y se purifico DNA para detectar aquelias colonias que tuvieran ia
construccién incorporada.

Purificacién de DNA a Baja Escala (Mini prep)

Se cultivaron cada una de las colonias de interés de 6 a 8 h a 37°C
en 2 ml de medio LB con antibiético. Se tomo 1.5 ml del cultivo de cada uno
de los cultivos y se centrifugd 30 segundos a 12000 rpm. A la pastilla se le
anadieron [00p! de solucién Pl fria mas RNAsa y se agité hasta que se
resuspendié la pastilla. A esto se afiaderon 200pl de la solucién P2 y se
mezclé. Al final se agregaron 150 pl de la solucion P3 fria y se dejo en hielo
durante 5 min. Se centrifugd durante 5 min a 12000 rpm a 4°C y se tomé el
sobrenadante. Se hicieron 2 extracciones fenol:cloroformo (kI v/v) y una
extraccion con cloroformo. Se tomé la fase acuosa y se anadieron 2
volimenes de etanol absoluto frio. Se dejo precipitar durante | h a -20°C.
Para obtener la pastilla de DNA se centrifugd durante 15 min a 4°C a
12000 rpm. Se lavd dos veces Con etanol al 70%. Una vez seco se
resuspendié en agua bidestilada estéril.

Para seleccionar la colonia que posee la construccién de interés se
trato el DNA durante | h a 37°C con la enzima que permitié observar un
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patrén caracteristico de la construccién en particular. Una vez hecha la
digestién se analizo en un gel de agarosa en TAE | X.

Purificacion pldsmido gran escala

En 3 mi de medio LB con antibidtico se inoculé con una colonia y se
dejé en agitacion durante aproximadamente 18 h. Este precultivo se pasé a
un matraz con 50 ml de medio LB y se dejé por 8 h mds en agitacion.

El cultivo se centrifugé a 5000 rpm 6 min a 4°C. La pastilla se
resuspendié en 5 ml de la solucién Pl frio con 200p de RNAsa (10 mg /m).
Una vez disuelta la pastilla se afiadieron 5 ml de solucién P2, se mezcld
suavemente y se dejé incubar 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron
5 mi de solucién P3 fria mezclando suavemente y se incubé durante 20 min
en hielo. Se centrifugé a 15000 rpm durante 30 min a 4°C. Se tomé el
sobrenadante filtrando por una gasa. Durante [0 min a temperatura
ambiente se dejo precipitar con 0.6 volimenes de isopropanol. Finalmente
se resuspendié en 0.5 ml de agua bidestilada estéril. El sobrenadante se
extrajo con fenol, fenol:cloroformo (Il v/v) y cloroformo. Al sobrenadante se
afadieron 0.2 voldmenes de NaCl 5 M y 0.33 volimenes de PEG 30 % y se
dejo incubar por 2 h a - 20°C. Para obtener una pastilia se centrifugé
durante 20 min a 9000 rpm a 4°C, se resuspendié en 500 pl de agua
bidestilada y estéril y se extrajo el restante del PEG con un voldmen de
cloroformo.

Para precipitar el DNA se agregb al sobrenadante | ml de etanol un
décimo del volumen de acetato de sodio 3 M y se incubé por 12 h a -20°C .
Se centrifugé a 7000 rpm durante 10 min. a 4°C para obtener una pastilla
compacta. La pastilla se lavé 2 veces con etanol al 70 %. Una vez seca se
resuspendié en agua bidestilada estéril.

Purificacion de dcido ribonucleico (RNA)
Se tomaron 100 mg del tejido para obtener RNA total y se congels
con nitrégeno fiquido; una vez congelado se pulverizé con ayuda de un
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mortero. Posteriormente se resuspendié el tejido en un voldmen 10 veces
mayor de solucién desnaturalizante y se homogenizé suavemente. Se incubd
a temperatura ambiente durante 5 min y se agregaron 0.2 ml de
cloroformo por cada mililitro de solucién desnaturalizante empleada y se
agitd vigorosamente durante (5 segundos. Se volvié a incubar durante 3 min
a temperatura ambiente. Se centrifugd por I5 min. a 12000 g a 4°C. Al
sobrenadante se le agregaron 500ul de isopropanol (por cada mi de
solucién desnaturdlizante utilizada). Después de incubar 5 minutos a
temperatura ambiente se centrifugé a 12000 g durante 10 min. a 4°C. La
pastilla de RNA se lavd con etanol al 75% para eliminar todo las sales
restantes. Y finalmente la pastilla de RNA una vez seca se resuspendid

en agua con DEPC,

Gel para RNA

Se prepard un gel al 1% de agarosa en solucion MOPS | X, una vez
fria la agarosa se agregé formaldehido para tener una concentracién final
al 5% .

Tratamiento de las muestras de RNA

A 3 pl de RNA se le agregaron 12 pl de la solucién de cargado y se
incubé por 10 minutos a 65°C; inmediatamente se pasaron a 4’C. Antes de
cargar se agregaron 2 ml de la solucién de azul de bromofenol y xilencianol.

Preparacion de cDNA a partir de RNA

Se cdlentd | pg de cada una de las muestras a 65°C durante 5
minutos y se afadieron 29 pl de buffer de la reverso transcriptasa
(solucién A). Se incubd a 37 °C por una hora.

Amplificacién de transcritos por PCR ( Polymerase Chain Reaction)

A 3 pl de cDNA se le agregé 5 pl de Buffer de polimerasa (10X), 2l
de dNTP, | pl de Taq polimerasa y 3 picomoles de cada uno de los
oligonucledtidos. 28




Oligonuclestidos para la glutation peroxidasa | de ratén.

5 ACA CCG CTT ACT TTC TCC TCT 3

3 TCC TCT TAC CGT TCT TAC TTC 5°

Se obtiene un fragmento de I35 pares de bases. Alguno de los sitios
dnicos se muestran en la figura I3,

y2Hae I
4l Stu | 79 HinFl
29 Pw il 75 EcoRl! 107 Mse | 62 Sty !

Figura I3. Mapa del fragmento esperado de la GPX! |, se muestran los sitios de
restriccién dnicos, en rojo se muestra ia emzima que se utilizé para digerir el fragmento.

Oligonucléotidos para detectar especificamente la glutatién peroxidasa 3 de
raton.

5 CATTIGGCTTGG TCATIC TGG 3

3 CTT GCC CCT CTT TCTCGT CTTs

Se obtiene con estos oligos un producto de 169 pares de bases. La figura
13 muestra los sitios Unicos de corte.

50 Nlalv
4y Tihlit |l %5 Taq! 127 Alu |

Figura l4. Fragmento esperado de la amplificacion de la GPX3, se mwestran los sitios

dnicos y en rojo el sitio que se utilizé para cortar el fragmento obtenido.

Oligenucléotidos especificos para detectar la glutation peroxidasa 4
5 GCA ATG AGG CAA AAC TGA 3
3 GGA CGG CAC GAT AGA GAT 5

Con estos oligos se obtiene un fragmento de 382 pares de bases,
que tiene los sitios de restriccion que se muestran en la figura 15,
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Figura 15. Diagrama del fragmento esperado de la GPX4, se muestran los sitios Unicos y
en rojo la enzima que se utilizo para digerir el fragmento obtenido.

Se utilizaron los sitios Hinfl, Taq | 'y Bgl Il (rojo fig I3, I4 y 15) para
digerir los productos de PCR de la GPXI, GPX3 y GPX4 respectivamente
con la finalidad de corroborar que aquéllos productos amplificados, ademds
de corresponder al tamafio esperado, tienen los sitios de restriccion
especificos para cada uno de los productos.

Se utlizaron 30 ciclos para cada peroxidasa con las siguientes
caracteristicas:

Para la glutation peroxidasa celular (GPXT)
Desnaturdlizacién a 94°C, 30 segundos
Apareamiento a 52°C, 30 segundos

Extension a 72°C, 45 segundos

Para la glutatién peroxidasa extracelular (GPX3)
Desnaturdlizacién a 94°C, 30 sequndos
Apareamiento a 55°C, 30 segundos

Extension a 72°C, 45 sequndos

Para la glutatién peroxidasa de fosfolipidos (GPXt)
Degnaturdlizacion a 94°C, 30 segundos
Aparearniento a 54°C, 30 segundos

Extension a 72°C, 45 segundos

Para el control (HPRT) se utilizaron las mismas condiciones utilizadas para
las diferentes peroxidasas.

Con las mismas condiciones se amplificé con Pvu polimerasa
obteniendo el producto de PCR con sitios romos. Este producto se
subclond en pKS en Eco RY. 30



Hibridacién in situ_de miembros enteros

La diseccién de los miembros se realizé como se describid
anteriormente y se fijaron inmediatamente en paraformaldehido al u%. Se
fijaron los miembros durante aproximadamente Il horas a 4°C. Se lavaron
dos veces durante 5 min a 4 °C con PBT. Después se deshidrataron con
metanol (25%, 50% y 75% ) en PBT durante 5 minutos a temperatura
ambiente, se redlizd un lavado de 5 minutos en metanol al 100% y se
quardaron a -20°C en metanol hasta que se realizé la hibridacién,
Preparacién de la sonda:

A temperatura ambiente se realizé la siguiente mezcla:
10 pf de agua destilada
4 ul de solucion de transcripcién 5 X
2 pl de DTT 0.l M
2 pl de la mezcla de nucledtidos
| pg de plasmido linedl
0.5 pl de RNasin (100 u/)
T3 RNA polimerasa (10 u/pl)

Se incubd durante 2 h a 37°C. Para precipitar se agregaron 100 pl de
TE, 10 yl de cloruro de litio *M y 300 pl de etanol absoluto, se dejé a -20°C
durante media hora. Se centrifugé por 10 min y se lavé la pastilla con etanol
al 70% y se dejo secar. Una vez seca la pastilla de disovié en TE para
obtener una concentracién final de 0.1 pg/ul.

Se tomaron 5 pl de cada una de las muestras para andlizarlas en gel.
El gel corrido se transfirio a una membrana de nitrocelulosa. La membrana
se lavé con S5C 2X y se fijo mediante cross linking. Posteriormente se lavé
en la solucién DIG | por 15 minutos. Después se bloqueo durante 30
minutos en agitacién con la solucién de bloques (Boehringer) al 0.5 %.
Durante 30 minutos se colocé en la solucidon con el anticuerpo anti DIG
(DIG 2). Se lavé dos veces el anticuerpo con DIG |y se colored con DIG 3
mas NBT y BCPL
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Hibridacion

Se rehidrataron con tratamientos de metanol en PBT (75%, 50% y
25%) durante 5 minutos, después se lavé dos veces con PBT por 5 minutos.
Se trataron con PBT-H202 6 % {(v/v) durante | hora. Se lavaron 3 veces con
PBT durante 5 minutos cada una. Se traté con proteinasa K durante 7
minutos, se lavé con glicina (2mg/ml) en PBT y con 2 lavados de PBT
durante 5 minutos. Se volvié a fijar con glutaraldehido/paraformaldehido
02%/4% y Tween al 0.01% durante 20 minutos. Se lavaron con PBT durante
5 minutos. Se incubaron a 70°C durante | hora en la solucién de
prehibridacion. Y se dejaron por [2 horas a 70°C en la solucién de
prehibridacién con 10yl de la sonda marcada.

Se lavaron 2 veces durante 30 minutos a 70°C con la solucién |.
Después se lavaron con una solucién |l {v/v) de la solucién | y la solucién 2
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron 4
veces con la solucién 2 por 5 minutos a temperatura ambiente y un lavado
de 5 minutos a temperatura ambiente con la solucién 3 y 2 lavados mas a
65°C con la solucion 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 6 3 horas se quité la solucién y se agregé el anticuerpo y se
dejé durante 14 h a 4°C. Se lavaron con TBST 3 veces durante 5 minutos y
cuatro veces mds durante | hora, finalmente se dejé durante It h en TBST.

Para revelar el anticuerpo se lavd 3 veces con NTMT durante 10
minutos. Se incubaron posteriormente durante 20 minutos en agitacion y
cubierto para evitar la luz con NBT (3.5ul/ml) y BCIP (35 pl/ml). Una vez
que se observa la sefidl (5 horas aproximadamente) se lavé dos veces con
PBT por 15 minutos, una vez con glicerol 50% en PBT y se quardaron en
glicerol 80% en PBT. Se tomaron las fotografias en un microscopio
estereoscopico con un objetivo de 5X.
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Medios vy soluciones

*Agua con dietilpriocarbonato (DEPC).
Agregar un ml de DEPC a un litro de agua destilada estéril. Esterilizar y
guardar a temperatura ambiente.

*Anticuerpo anti-DIG.

A 500 pl de TBST se agregaron 3 mg de polvo de embrién se dejé disolver
durante 30 min a 70°C en agitacién. Una vez transcurrido este tiempo se
enfrié en hielo y es agregaron 5pl de suero de borrego y ipl de anticuerpo
anti-DIG dejando disolver por | hora a 4°C. Se centrifugé 5 sequndos para
obtener el sobrenadante que se diluyé con 2 ml de TBST/suero I%.

«Butfer Tris-acetato (TAE) 50 X
242 gr. tris base

57.1 ml. dcide acético glacial

100 mi. EDTA 2H20 05 M pH 8
Aforar a | It con agua destilada

DIG |
Tris 100mM pH 75 y NaCl 150 mM

-DIG 2
Se disolvié | pl de anticuerpo anti-DIG en 5 mi de DIG |

DIG 3

Tris 100 mM pH 95
NaCl 100 mM
MgCl, 50 mM
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‘GPS
glutamina 2mM, penicilina G de Sodio 200U1/ml y estreptomicina
200mg/mi

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

LB
Bacto-Triptona 1%, Extracto de levadura 0.5% y NacCl 1% Se disvelve en agua
y esteriliza una vez frio se agrega carbecina a una concentracién final de

[0mg/m.

*Mercapto succinato |M
Acido mercaptosuccinico IM, pH 7 con NaOH 10N

*‘Mg2 M
IM MgCl2 y IM MgSOx

*MOPS 10X
2093 g MOPS, 2.05 g Acetato de sodio y 10 ml de EDTA 0.5 M

Agregar a 400 ml de agua DEPC una vez disvelto ajustar el pH a 7
con hidréxido de sodio IN. Aforar a 500 ml con agua DEPC.

‘NTMT
NaCl 100mM, Tris-HCl 100mM pH 9.5, MgCl2 50 mM, Tiween-20 0.1% y

levamisol 2mM.

Nucledtidos para preparar la sonda de RNA
GTP 10 mM, ATP 10 mM, CTP 10 mM, UTP 65 mM y UTP digoxigenina 3.5
mM
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P
Tris 50 mM y EDTA 10 mM pH 8

0P2
NaOH 02 My SDS | %. Esta solucién se prepard cada vez que se utilizd.

*P3

acetato de K 3 M . Se qjusto el pH con dcido acético a 55.

*Paraformaldehido al 4 %

Para 100 ml de paraformaldehido se utilizaron 4 g de
paraformaldehido. Se preparé en un matraz de 500 ml y se agregaron 86
ml de agua bidestilada se calenté hasta llegar a 70°C y se agregaron de 2
a 3 gotas de NaOH 5M hasta obtener una solucién transparente. Una vez
fria la solucién se le agregaron 10 ml de PBS-DEPC 10 X y se aforé con
agua a 100 m! findles los cudles se alicuotaron en dlicuotas de 5 ml y se
guardaron a -20°C.

PBS
KH2PO4 0.02%, Na2HPOs 0.115%, NaCl 0.8 % y KCl 0.02 % pH 7.5 en agua

estéril

PBT
PBS y Tween-20 0.1%.

*Proteinasa K
La proteinasa K se disolvié a una concentracién final de 10pg/ml en PBT.

.SOB
Se agrego al momento de usar al medio SOC I/100 de Mg 2M y 1/100 de
glucosa 2M. 35



QSOC
Extracto de levadura 0.5%, NaCl I0mM y KCl 25mM.

*Solucién |
Formamida 50%. SSC 5X pH 45y SDS 1%

*Solucion 2
NaCl 0.5M, Tris-HCl [0mM pH75 Tween-20 (0%

*Solucién 3
Formamida 50%, 55C 2X pH 45.

*Solucién A

6 yl de Buffer de transcriptasa reversa (5X)

3 pl de dNTP

3 pl de DTT (100 mM)

| 5pl de olige T primer (1.5 pg/ul)

0.5 pl de Reverso transcriptasa

ajustar con agua destilada estéril a un volimen final de 29 pl.

*Solucién coloreadora
Por cada ml de DIG 3 se agregaron 337 pl de NBT y 35 pl de BCPL.

*Solucién de cargado para RNA
600 ml formamida,i79 m! formaldehido, 100 m! MOPS 10X, 8.3 ml de
bromuro de etidio (I0mg/ml) y 113 ml de agua con DEPC

«Solucién desnaturalizante
tiocianato de quanidina 2 M, citrato de sodio 125 mM , R-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
36



ambiente. Al momento de usar agregar el R-mercaptoetancl por cada
millilitro de solucién desnaturalizante.

*Solucién de prehibridacién
Formamida 50%, SSC 5X pHs, RNA de levadura 50 pg/ml, sDS 1%
y heparina 50pg/ml

*SSC 20X
NaCl 175.3g y citrato de sodio 88.2g , se ajusté el pH a 7 con NaOH (JON)
y se aford a un litro con agua,

*TE
Tris 10 mM pH 75 y EDTA I mM pH 75

“TBST 10X

8 g NaCl, 0.2g KCl, 25 m! de Tris-HCI | M ph 75, 10 ml de Tween-20 en
100 m! de agua bidestilada estéril. Se autoclaves.

Para utilizar se diluyé a IX y se agregé levamisol a una concentracién final
de 2 mM.
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ESULTADO

Degarrollo de las extremidades de ratén

En el presente trabajo se utilizé la tabla de WaneK y col. (1989)
debido a que se basa exclusivamente en la morfologia de las extremidades
vivas sin ningdn tratamiento previo. En este esquema las etapas son
facilmente distinguibles, la tabla incluye desde los 9 dpc. hasta los 5 dias
postnatdles. En trabajo, redlizado previamente en el laboratorio (Sdlas-
Vidal, 1998), se mostré que la muerte interdigital comienza en los estadios 9
6 10 temprano por lo cudl se utilizaron miembros del estadio 9 para los
experimentos redlizados en el presente trabajo. Solamente se utilizaron
extremidades anteriores debido a que las posteriores difieren ligeramente
en el desarrollo, lo que podria causar variabilidad en los resultades.

En el presente proyecto se adapté un sistema de cultivo organotipico
(Taketo y Koide, 198l). Se redlizaron los experimentos in vitro ya que esto
permite controlar de manera estricta el que las extremidades que se
- utilizan sean de la misma etapa asi como las concentraciones de los
farmacos utilizados.

Deteccién de actividad enzimdtica in sitv

Se ha descrito previamente que con el fluorégeno 2'7'-
diclorofluoresceina diacetato es posible detectar tanto la actividad de
peroxidasa en presencid de peréxido de hidrégeno (Black y Brandt, 1974)
como perdxido de hidrégeno en presencia de fierro (LeBel y col, 1992). Se
utilizé esta técnica de tincién para detectar la actividad de peroxidasa en los
miembros del ratén . Con esta metodologia fue posible detectar en
diferentes estadios de desarrollo del miembro la actividad de peroxidasa

(fig 6).
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ACTIVIDAD DE PEROXIDASA
Y15TA DORSAL

A P
E9
ACTIVIDAD PEROXIDASA
VISTA YENTRAL
B Enr
Actividad Peroxidasa
Elc
C
= _,,, Bl Cowt
YENTRAL DORSAL
D Figura 16. Actividad de peroxidasa (azul)

en los miembros de ratén. A) Vista dorsal en
en los estadios 7, 8, 9 y 10. B) Vista ventral
estadios 7, 9, 10 y lI. C) Comparacién de la
actividad de peroxidasa del lado ventral con el
lade dorsal.en el estadio 10 D)Acercamientode
ta vista ventral (EI0) en la regién apical
remanente, donde se observo una disminucion

de la actividad (flecha)

El andlisis de los resultados obtenidos mostraron lo siguiente:
) 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 region mds distal, en los estadios 8 y
9 se limita a las regiones en donde se van a formar los digitos y en la
palma; para el estadio 10 se observa actividad de peroxidasa en todo el
miembro excepto en los interdigitos y en las regiones marginales de la
palma anterior y posterior; y en el estadio Il se conserva la actividad en los
digitos y en la palma.

2) En todos los estadios analizados se observa en la parte mds distal
de los digitos en mayor tincidn de la actividad de peroxidasa.Mientras que
al nivel de la tercera falange se observa menor tincién (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 digitos como en el dorso la
mano, mientras que en la vista dorsal aumenta en la regién del interdigito
en donde no hay actividad de peroxidasa hasta la tercera falange.

4) Hay una disminucién notable de la actividad de peroxidasa en la
regién 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 redlizado en el laboratorio (Salas-Viddl y col., 1998)
se demostrd, con anaranjado de acriding, que las zonas de muerte celular
en las extremidades de ratén se encuentran en los interdigitos y en las
regiones margindles anteriores y posteriores de la paima; ademds se
demostré, con colorantes redox-sensibles (MTT y DCF), que en las mismas
regiones existe un incremento de las EOR. Estos resultados se
sobrelaparon con la tincién de actividad de peroxidasa, y se observé que los
patrones de muerte y de estrés son complementarios a la actividad de
peroxidasa (fig. I7 Ay B). Es de llamar la atencién que en la regién del
ectodermo apical remanente donde se observé que disminuye la actividad de

40




peroxidasa hay un aumento en la concentracién de especies reactivas y de la
muerte celular(fig. I7 C 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,

Figura [7. Sobreposiciones de la actividad de peroxidasa en azul (fig. 16) (A) sobre
extremidades tefiidas con anaranjado de acridina detectando la muerte (rojo) o (B) tefiidas con
DCF para detectar las especies de oxigeno redctivas {verde). C) Aumento de la sobreposicion de la
actividad de peroxidasa y la muerte celular. D) Aumento de la sobreposicion de la actividad de
peroxidasa y la deteccion de especies de oxigeno reactivas. En A y C se muestran los elementos
esqueléticos @ manera de referencia.
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Identificacién de la enzima responsable de la actividad enzimdticas
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 intenté mediante geles de actividad, para
determinar si la actividad observada correspondia a una o a varias
peroxidasds, o a una catalasa. Sin embargo, con esta estrategia no fue
posible ninguna actividad enzimdtica. También se realizaron tinciones con
diaminobenzidina, que especificamente detecta la actividad de peroxidasa en
presencia de perdxido de hidrégeno y se observd el mismo patrén que con
el DCF-DA, estos resultados msotraron que la actividad observada
corresponde a una perocxidasd. Se probaron diferentes concentraciones de
perdxido de hidrégeno, ya que previamente se ha demostrado in vitro
(Silveira y Hadler, 1978) que éste factor es critico para la actividad de las
peroxidasas y de las catalasas. En concentraciones de peroxido de
hidrégeno de 1.5mM  hasta 35mM se encuentran activas dnicamente las
peroxidasas y conforme aumentan las concentraciones.a 10 mM se
enuentran activas tanto las peroxidasas como las catalasas. En
concentraciones de 4M las peroxidasas se inactivan y las catalasas se
activan (Silveira y Hadler, 1978). Debido a que no es posible determinar
presisamente la concentracién de perédxido de hidrégeno a la cudl esta
expuesto el miembro en los cultivos organotipicos se redlizaron curvas de
concentraciones de peroxido de hidrégeno desde 4mM hasta 400mM. En
este trabajo encontramos que al aumentar la concentracién de peréxido de
hidrogeno a 400mM, disminuye notablemente la tincién de la actividad
detectada (fig. I8). Estos resultados sugieren que la actividad que
observamos se debe a la actividad enzimdtica de una peroxidasa y que
responde a la cantidad de peréxido de hidrogeno segin lo reportado por
Silveira y Hadler (1978).
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Figura 18 Efecto de la
concentracién del perdxido de
hidrégeno en la actividad
detectada con DCF

4OmM

La familia de las peroxidasas se divide principalmente en tres:
) 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 glutatién peroxidasas :
la glutation peroxidasa especifica de heridas
las glutaton peroxidasas que tienen una cisteina modificada como selenio-
aisteina (Cis-Se)
la glutatién peroxidasa celular (GPXI),
la glutation peroxidasa especifica del endotelio intestinal (GPX2),
la glutation peroxidasa extracelular o plasmatica (GPX3) y
la glutation peroxidasa de hidroperdxidos fosfolipidicos (GPXx). |
El mercaptosuccinato compite con el glutation durante el ciclo
enzimdtico al reaccionar con la selenio-cisteina presente en el sitio activo,
dando como resultado la produccion de tioselenato el cual inhibe a la
glutatién peroxidasa (Chaudiere y col, 1984). Esta caracteristica permitié
utilizar al mercaptosuccinato para determinar si la actividad que observamos
pertenecia a la subfamilia de las glutation peroxidasas.
Se hicieron curvas de concentracidn de mercaptosuccinato desde |
mM hasta 200 mM, concentraciones que se ha demostrado que tienen un
efecto i vitro en cultivos de fibroblastos (Toussaint y col,, 1993).
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Se determiné 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 cultive la actividad disminuye de manera
dependiente al aumento de la concentracién de mercaptosuccinato. Asi, a
| MM no se observé diferencia con respecto al control; a 10 mM se observé
que la tincién de actividad de peroxidasa disminuye en gradiente de la parte
posterior a la anterior; a una concentracién mas alta (50 mM), auments la
inhibicién de la actividad de peroxidasa y se siguié observando que la
inhibicién es mayor en la regién posterior que en la anterior y aumenté en la
region de las falanges. A 100 mM y 200 mM se observé que la actividad de
la peroxidasa estad inhibida. Es importante mencionar que la tincion de la
actividad de peroxidasa se realizé en presencia de mercaptosuccinato y que
si se retiraba, la actividad de peroxidasa se restablecia por completo, esto
sugiere que el mercaptosuccinato no tuvo un efecto téxico.

MS 100mM S 2 30mM

Figura (9. Inhibicién de la actividad de peroxidasa con el
después de 30 min en cultive con mercaptosuctinato.

CONTRDM

A las 6 horas de cultivo se observd que adn en la concentracién mds
baja utilizada de mercaptosuccinato (0. 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. 208B). En cultivos de 24 horas con
mercaptosuccinato 10 mM se observé un aumento en la muerte celular en la
regién distal de los digitos (fig. 20C). 4y



Mercapto Mercapto
succinato Succinalo
01 mM 10 mM

Figura 20. Inhibicién de la actmvidad
de peroxidasa con mercaptosuccinato
A) Se presenta la inhibicién total de
la actividad de peroxidasa a las 6
W horas de cultivo con las

4 concentraciones utilizadas. B) Tincién
2 con anaranjado de acridina después
de 6 horas de cultivo con el inhibidor
C) Timcién con anaranjado de acridina
después de 24 h de cultivo donde se
™ muestra que la mayor concentracion
"4 aumenta considerablemente la muerte
en los digitos.

Estos resultados sugieren que la actividad que se detecta con 27'-
diclorofluoreceina diacetato corresponde a la actividad de una o varias
glutatién peroxidasas con seleniocisteina. Se utilizo la metodologia de RT-
PCR con la finalidad de determinar cudl de la o las glutation peroxidasas es
responsable de la actividad. Se disefiaron oligonuclestidos especificos para
cada una de las glutation peroxidasas, para la GPXI, la GPX3 y la GPXx.
No se hicieron oligonuciedtidos para la GPX2 porque se ha descrito que
esta peroxidasa se expresa dnicamente en las células epiteliales del
intestino (Esworthy y col. 1998).

Determinacién de la identidad de la glutatién peroxidasa por RT-PCR

Se purificé RNA totdl de miembros de 13 apc delanteros que
corresponde a los estadios de 9, 10 y Il de desarrollo. Como control de la
Gpxl, Gpx3y Gpxtt se purificd RNA total de higado adulto, de testiculo
adulto y de rifidn adulto. A partir del RNA total se sintetizé la cadena
complementaria de ADN (cDNA) que se utilizé como templado para hacer
una reaccién de transcripcion reversa. La obtencion de un preducto al
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utilizar una combinacion de oligonucléotidos especificos para cada una de
las peroxidasas permitié identificar cual o cuales de las peroxidasas se
encontraban presentes en los miembros.

Con los oligonucledtidos especificos para detectar la Gpxl de ratén se
obtwé un fragmento del tamafio esperado de 185 pares de bases tanto de
la muestra de los miembros como de la muestra de higado (fig. 2) y en la
de embrién completo de 13 apc ( no se muestra). El fragmento de 185
pares de bases proveniente de la muestra de los miembros se digirié con
Hinf [ ya que dl digerir con esta enzima se esperaria obtener dos
fragmentos, uno de 79 pares de bases y otro de 106 pares de bases (fig.
24). Los resultados de las digestion con Hinf | correspondieron a lo
esperado, por lo tanto los datos sugieren que los miembros de ratén
expresan la Gpx a los 13 dpc.

GPX 1

MIEMERO HIGADD
MW V1 ona e &  CONA  wedT Mo DNA Figura 2l. Gel de agarosa donde se

muestra la amplificacién del producto de ia
GPXi tanto en el miembro come en el control.

§17

35'1 .

Con los oligonudiéotidos especificos para detectar la Gpx3 se detectd
un fragmento del tamafio esperado, 169 pares de basés, tanto en la
muestra de los miembros de I3 dpc como en la muestra de rifién (fig. 22),
testiculo y embrién ( no se muestra). Posteriormente el fragmento obtenido
de 169 pares de bases se digirié con la enzima Taql obteniendo dos
fragmentos uno de 95 pares de bases y el segundo de 7t pares de bases
($ig 24). Este patrén 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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GPX 3

MW VI MIEMERO RINON Figura 22. Gel con los resultados del RT-PCR
_ ‘,W_ e para la GPX3. Tanto en el control como en el

. , miembro se observa una banda de
™ [ aproximadamente 169 pb, que corresponden al
e R tamafio esperado.

En la amplificacion realizada con los oligos especificos para la Gpx 4
fue posible detectar un fragmento esperado de 38! pares de bases en las
muestras de miembros de 13 dpc y rifién de ratén adulto (fig. 23), asi como
de embrién y de higado de ratén adulto(no se muestra). En el control se
observé una banda de mayor tamafio que corresponde a lo reportado para
la Gpxt la Gpxit se puede sintetizar en dos formas: como una proteina de
194 aminodcidos que se localiza en la mitocondria y como otra proteina de
70 aminodcidos que se localiza en el citoplasma (Knopp y col, 1999). El
patrén de digestién con Bglll mostré dos bandas esperadas de 198 y I8k
pares de bases(fig. 24). Estos resultades sugieren que en los miembros de
I3 dpc también se expresan al menos una de las Gpxit

GPx u
MIEMBRO  RIFON Figura 23. Fotografia del gel de agarosa
MW A e soe e e mm=—=  donde se muestran los resultados del

RT-PCR especifico para la GPXu.

BITY -
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Los resultados de la amplificacion y de las digestiones muestran que
las tres glutation peroxidasas probadas se expresan en los miembros
delanteros a los 13 dpc (figs. 21, 22, 23 y 24).

GPX! GPX3 GPX4 Figura 24. Resuttados de las digestiones de los
! et P o+’ fragmentos de DNA correspondientes a las

Fiafl cONA  Hin F1 o cDNA - Bgl 11 opia

GPX |, GPX3 y GPXy. Las tres digestiones
muestran el patrén esperado para cada una
de las peroxidasas.

Aunque se determiné que las tres glutation peroxidasas se expresan
en los miembros no se conoce el patrén de expresion de estas enzimas. Asi
como un primer acercamiento y con la finalidud de conocer el patrén de
expresion de la Gpxtt se realizé una hibridacién de miembro completo.

Hibridacién en embrién entero

Con el fragmento de PCR de la Gpx 4 se preparé una sonda
antisentido para detectar en el miembro completo la expresion de la Gpox 4
y como control una sonda sentido  (fig. 25).
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ANTISENTIDO SENTIDO

Figura 25, Patrones de la hibridacion

E9.S para GPX4 en extremidades de 13y
14 dpc (E 95,105y 1l y 12
respectivamente).

E 105

E Nl

E 2

Los resultados de esta hibridacién con la sonda antisentido mostraron
que:

) La GPXt se expresa en diferentes estadios del desarrollo (los
estadios 9.5, 10, {1y [2).

2) La expresién de la GPX4 se observd solo en los digitos y no se
observé en los interdigitos

. 3) Se observa un gradiente préximo distal en todos los diferentes

estadios de desarrollo.

4) Hay una disminucién en la expresion en la region donde se van a
desarrollar las falanges.

Estos resultados se sobrelaparon con los patrones de muerte celular
y con la tincién de la actividad de peroxidasa. Con estos andlisis se mostrd
que: La expresion del RNAm de la GPX4 y la tincién para muerte son
excluyentes, asi en la regién en donde se expresa la peroxidasa se observa
que no hay muerte celular (fig. 26) 49



Figura 26. Sobrelapamiento de la expresion del PNAm de la glutatién peroxidasa
(morado) y la tintién con anaranjado de acridina detectando apoptosis (rojo), en azul claro se
muestran los elementos esqueléticos como referencia.

La expresion del RNAm de la Gpxt y la actividad de peroxidasa
coinciden en la region proximdl, mientras que en la regién distal donde se
observa mayor tincién para la actividad existe menor expresion del RNAm
de la Gpxt. En la figura 27 se muestra en azul Unicamente aquellas
regiones donde no sobrelapa la actividad con la expresion del RNAm de la

Gpxt

Figura 27. Sobrelapamiento de la actividad de glutatién peroxidasa y la expresién
de lo GPX4 . La regién mas distal donde no se observa un sobrelapamiento de

la actividad y la expresién se muestra con azul.

Expresién de Bcl-2 en los interdigitos
Mendelsohn y col. (199) reportaron en ratones transgénicos la
expresion de RAR-B2, al utilizar la construccién de fusion del promotor de
RAR-B2 unido a lacZ Durante el desarrollo en los animales transgénicos se
mostré un patron reproducible de actividad de B-gal, el cual coincide en su
50




mayoria con los sitios donde se expresa RAR-B2 por hibridacién in situ
(Ruberte y col,, 1991; Dollé y col. 1989). La expresién de RARR?2 se presenta
en los miembros; asi a los 9.5 y 10.5 dpc cuando el primordio del miembro
se encuentra compuesto principalmente de células mesenquimdticas no
diferenciadas cubiertas por el ectodermo, la expresién de lacZ se encuentra
confinada a la zona proximo dorsal tanto en el mesénquima como en el
ectodermo. A los 1.5 dpc, la actividad de 5-gal baja en la regién proximal de
los miembros pero permanece en el ectodermo apical. Desde los 125 dpc, la
tincién de lacZ se hace visible en la regién interdigital y continua hasta los
4.5 dias en la zona de los interdigitos. Por este patrén, nos interesé utilizar
este promotor para expresar Bcl2 en los interdigitos.

El objetivo de este trabajo era determinar si BCL2 podria evitar la
muerte celular normal que ocurre en los interdigitos. Posteriormente se
queria estudiar si BCL2 lleva a cabo esto mediate la activacién de alguna de
las glutatién peroxidasas. Dado que la tincién para muerte y la expresion de
lacZ a partir del promotor de RAR-B2 son complementarias (ver fig. 28),
(es decir en las regiones del interdigito en donde no hay muerte se observa
que existe la expresion a partir de RAR-R2) la construccién redlizada no fue
utilizada para producir, grimales transgénicos ¢

Figura 28. Sobrelapamientos de la expresién de RARB-2 (verde) y la muerte celular (rojo).
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DISCUSION

Las glutatién peroxidasas y el control de la muerte celular

La muerte celular es un evento comUn durante el desarrollo de
diferentes tejidos embrionarios y postnatales (Glucksmann, [951); esta
muerte puede iniciarse por una gran variedad de sefidles de activacion y
puede también depender del estado metabélico particular de la célula.

Trabajo previo mostré 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 ratén en los interdigitos del miembro,
en la linea de fusién del paladar, en la vesicula ética, en la linea media de
fusién del esternén y en el ojo en desarrollo (Salas-Vidal y col. 1998). Sin
embargo, no se habia 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 i vive de que las células en los digitos expresan al menos tres
enzimas encargadas de eliminar las EOR, posiblemente evitando la muerte
en ésta region.

En este trabajo se mostré que los digitos, a diferencia de los
interdigitos, presentan la tincién con el fluordgeno diclorofluoresceina (DCF)
al agregar H202. La peroxidasa es capaz de utilizar al 2'-7'-
diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA) como sustrato y en presencia de
peréxido de hidrégeno, producir al DCF el cual es fluorecente, detectandose
de esta manera la actividad de peroxidasa (Black y Brandt, 1974). Sin
embargo, también estd descrito que el DCF-DA es cdpaz de detectar al
peréxido de hidrégeno en presencia de de fierro (LeBel y col, 1992). Para
determinar que la tincién con DCF-DA correspondia a la actividad de
peroxidasa y no a la deteccién del peréxido de hidrégeno en presencia de
fierro se redlizaron cultivos organotipicos con diferentes concentraciones de
perdxido de hidrégeno. Anteriormente Silveira y Hadler (1978) en
experimentos in vitro mostrarén que la actividad de la peroxidasa es
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dependiente de la concentracién de H202. Con los cultivos organotipicos no
es posible determinar con exactitud la cantidad real de peréxido de
hidrégeno que puede entrar al miembro, por lo cual se realizé una curva de
concentraciones de peréxido de hidrégeno. Se observé que la mayor
concentracién de perdxido de hidrégeno es capaz de inactivar a la
peroxidasa. Estos resultados mostrarén que la actividad que observamos
con el DCF-DA corresponden a la actividad enzimdtica de una peroxidasa y
que responde a la cantidad de peréxido de hidrogeno segin lo reportado
por Silveira y Hadler (1978).

El patrén de actividad de peroxidasa resulta interesante, ya que se
observa en los digitos y en la palma, mientras que en los interdigitos y la
regién mds distal del ectodermo apical remanente no se observé actividad
de glutation peroxidasa. Las regiones donde se observd la actividad de
peroxidasa coinciden con las zonds en donde no se observé 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 asi la muerte celular en los digitos.

Para determinar si la actividad enzimdtica observada correspondia a
alguna peroxidasa de la subfamilia de las glutatién peroxidasas se hicieron
cultivos organotipicos en presencia de mercaptosuccinato, inhibidor
especifico de las glutation peroxidasas (Chaudiere y col, 1984). Los ensayos
realizados con este inhibidor mostraron que en 30 minutos era posible
inactivar totalmente la actividad de la peroxidasa. Transcurridos estos
treinta minutos, al lavar el mercaptosuccinato, fue posible detectar
nuevamente la actividad de peroxidasa, lo que mostré que el efecto del
inhibidor es sobre la actividad de una o varias glutatién peroxidas y que
tiene un efecto revesible. Estos resultados mostraron que el
mercaptosuccinato actda en estos cultivos como inhibidor de una o varias
glutation peroxidasas y que la actividad de peroxidasa detectada con el DCF
pertenece a la subfamilia de las glutation peroxidasa con selenio-Cisteinas

Existe la posiblilidad de que el mercaptosuccinato, al tener un grupo
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tiol (como el glutatién), pueda actuar como antioxidante no-enzimdatico. Al
actuar de esta manera serfa capaz de disminuir la concentracién 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 redlizaron cultivos mds prolongados (24h) con mercaptosuccinato.
Se observé un aumento en la muerte celular en los digitos a las
concentraciones mds bajas. Esto sugiere que las peroxidasa juegan un papel
importante en evitar un aumento en la concentracién de EOR, evitando asi
que se inicie el programa de muerte. Sin embargo, solo se observé este
efecto en la muerte celular en los cultivos mds prolongados. Esto podria
deberse a que en lapsos cortos no aumente la concentracién 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 mercaptosuccinate permitieron
evaluar la importancia de la actividad de la peroxidasa en el proceso de
muerte celular programada. Otra conclusién de estos experimentos es que
la actividad observada pertenece a una o varias peroxidasas de la subfamilia
de las glutation peroxidasas que poseen en el sitio activo selenio. Esta
familia estd compuesta de una peroxidasa citosslica (GPXI) (Chambers y
col,, 1986), una especifica del epitelio intestinal (GPX2)(Esworthy y col,

1998), una plasmatica (GPX3) (Schwaab y col,, 1995) y una de

hidroperdéxidos fosfolipidicos (GPX4) (Knopp y col,, 1999). Con la findlidad de

determinar cudl o cudles eran las glutatién peroxidasas responsables de la

actividad presente en los digitos se realizé un RT-PCR  especifico para la

GPXI, GPX3 y GPXt. No se estudié a la GPX2 debido a que se ha descrito

que ésta se expresa Unicamente en las células del epitelio del intestino y de

manera esporddica en el tejido de las gldndulas mamarias (Chu y col. 1999).

| os resultados mostraron que las tres peroxidasas probadas se

encuentran en el miembro a los 13 dpc, que corresponde a los estadios 9, 10
oS4



y Il. Se escojié a la GPX4 para realizar una hibridacién in sitv en el
miembro completo en los diferentes estadios del desarrollo (de 9 a 12).

Los resultados mostraron que la GPX4 se expresa en los digitos y no
se expresa en los interdigitos. Esto es interesante, pues sugiere una
regulacién de la expresion de la GPXy, restringiendo la expresion
Unicamente a los digitos. Esta expresién corresponde parcialmente a los
sitios donde se observé la actividad de peroxidasa. Mientras que en las
regiones distales de los digitos del miembro, donde se observa una mayor
actividad de glutation peroxidasa, no se detectd la expresién de la Gpx4.

Una posibilidad es que diguna de las otras dos glutation peroxidasas
detectadas por RT-PCR, la Gpx/ y/o la Gpx3, sean las responsables de
esta actividad en la regién mas distal del miembro. De manera alternativa,
también podria corresponder a otra actividad de alguna glutatién peroxidasa
no probada en este estudio como la Gpx2 o inclusive a alquna otra glutatisn
peroxidasa no descrita aon,

Es de llamar la atencién que la glutation peroxidasa de hidroperéxidos
fosfolipidicos se encuentre en los digitos, ya que se ha propuesto que los
lipidos son mejores candidatos a ser segundos mensdjeros, porque pueden
mediar sefdles especificas en receptores de la superficie de la célula
(Jacobson 1996). Esto sugiere un papel de los dcidos grasos, que generan
radicdles libres, en la muerte celular que ocurre en los interdigitos. En los
digitos se encuentra la maquinaria necesaria (GPXt) para eliminar a estas
especies reactivas evitando asi que se genere alguna sefal capaces de
activar al programa de muerte celular.

Bdl-2 v la actividad de las glutatién peroxidasas

Con diferentes modelos in vitro e in vivo se ha demostrado que la
sobreexpresion de BCL2 puede incrementar la sobrevivencia en ciertas
condiciones donde se promueve la muerte celular. Sin embargo la
sobreexpresién de BCL2, no protege de la muerte para todos los estimulos
que se han observado capaces de provocar muerte por apoptosis; por
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ejemplo BCL2 es capaz de proteger la muerte en lineas celulares
hematopoyéticas al retirar la interleucina 3 y la interleucina-4, pero no es
capaz de proteger cuando se retira la interleucina-2 o la interleucina-6
(Nufiez y col,, 1990; Yaux y col, 1988).

Aunque se desconoce el mecanismo bioquimico por el cual BCL2 actia,
se ha propuesto que funciona en una via antioxidante. La expresion de BCL2
en lineas celulares hematopoyéticas impide la muerte celular en respuesta dl
estrés oxidativo causado por peréxido de hidrogeno y menadiona
(Hockenbery y col, 1993). En este sistema Bcl-2 no actia evitando la
generacién de especies reactivas sino que impide el dafio a constituyentes
celulares, incluyendo la peroxidacion de lipidos. La expresion de BCL2 evita
la muerte celular cuande se reduce el glutation en cultivos de la linea celular
de hipocampo (Kane y col, 1993). Las células que expresan BCL2 tienen
menor cantidad de peréxidos y de peroxidacién de lipidos después de la
eliminacién de glutation.

Steinman (1995) propuso que BCL2 es en redlidad una molécula pro-
oxidante que genera estados parcidles o tempordles de estrés oxidativo,
que no son suficientes para activar la apoptosis, pero si para inducir una
respuesta antioxidante. También se ha demostrado que la concentracién del
peroxido de hidrégeno es critica para la actividad tanto de las peroxidasas
como para la actividad de las catdlasas.(Silveira y Hadler, 1978). Por otra
parte se ha demostrado que BCL2 se expresa en los digitos y no en los
interdigitos; ésta expresion coincide con la actividad de glutatién peroxidasa
y con la expresién al menos de la Gpxtt como se mostré en el presente
trabajo. Este conjunto de evidencias sugiere que BCL2 podria regular la
actividad de las glutation peroxidasas presentes en el miembro (GPXI,
GPX3 y GPX4) evitando que aumente la concentracién de perdxido de
hidrégeno y asi evitando la muerte celular en los digitos.
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CONCLUSIONES

|.- El conjunto de resultados presentados, apoyan la hipétesis 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 raton.

2.- En los miembros en desarrollo se expresan al menoes tres enzimas
encargadas de eliminar al peréxido de hidrégeno. La glutation peroxidasa
celular, la glutatién peroxidasa extracelular y la glutation peroxidasa de
hidroperéxidos de fosfolipidos.

3.- Los resultados mostraron que la actividad que se observé en los digitos
corresponde a la actividad de glutation peroxidasa. Los andlisis de los
modelos de sobreposicion de imagenes, mostraron que en las regiones
donde hay actividad de glutation peroxidasa no se detectan EOR ni muerte
celular, Al inhibir la actividad de peroxidasa aumenta la muerte celular en los
digitos. Lo que sugiere que las glutatién peroxidasas presentes en los
digitos, participan naturalmente en la maquinaria que evita la muerte celular.
t.- El promotor del RAR-R2, no es un buen candidato para dirigir la
expresion de Bcl2 en las regiones del interdigito donde ocurre la muerte
celular.

PERSPECTIVAS

Debido a que el patron de expresion de la Gpx4 no coincide
totalmente con el patrén de actividad, es interesante andlizar el patrén de
expresion de las Gpxl'y Gpx3, mediante hibridaciénes in sitv. También es
interesante observar la localizacién de cada una de las proteinas en los
miembros en desarrollo, utilizando anticuerpos especificos para cada una de
las glutation peroxidasas.

Et presente trabajo muestra la importancia del metabolismo de las
EOR en el control de la muerte celular. Sin embargo, solo se estudié a las
glutatién peroxidasas. El estudio de otrds enzimas encargadas de eliminar a
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las EOR como las SOD y la catalasa permitiria tener un esquema mds
completo que explique el sistema de defensa celular encontra de las EOR.
También resulta muy interesante estudiar a las enzimas capaces de generar
EOR, (por ejemplo la NADPH oxidasa). Esto permitiria determinar sf existe
una regulacién de la expresién y/o actividad de estas enzimas, que ocasione
el que las EOR se generan dnicamente en los interdigitos, donde hay muerte
celular. Asi, en experimentos preliminares, con el inhibidor de la NADPH
oxidasa, se observé una disminucion en la muerte que ocurre normalmente
en los interdigitos.

Para estudiar la posible regulacién de BCL2 sobre las glutation
peroxidasas, se planea expresar Bcl2 en los interdigitos. No se ha descrito
algdn promotor que permita la expresién en las células del interdigito que
mueren por apotosis. Por lo cual una posibilidad para expresar a Bciz en el
interdigito es con un vector retroviral. Este vector estd actualmente
caracterizdndose. Una vez caracterizado se planea utilizarlo para hacer
infecciones i dtero a los Il dpc. A los [3dpc se podria observar el efecto en
la muerte celular y la actividad de glutatién peroxidasa. |

Resulta interesante estudiar, si la sobreexpresion de las glutation
peroxidasds es suficiente para evitar la muerte celular que ocurre de
manera normdl. Asi, se podria utilizar lun vector retroviral como se describe
anteriormente para BCL2, o de manera alternativa hacer ratones
transgénicos que sobreexpresen a la glutation peroxidasa constitutivamente.
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