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INTRODUCCION

La muerte celular,

Los animales multicelulares 2 menudo necesitan deshacerse de células que estdn en’

exceso durante la embriogénesis, la metamorfosis y el recambio de tejidos, asi como de
células que potencialmente podrian ser peligrosas. Para este fin, utilizan un delicado
mecanismo molecular, tan importante como el que controla la divisién celular, la
diferenciacion, y la migracion celular. La muerte celular permite al organismo tener un fuerte
control del nimero celular, del tamafio de los tejidos y lo utiliza también para protegerse de
células que amenazan la homeostasis. Cuando este proceso ocurre de forma predecible en
tiempo y lugar definido durante el desarrollo en ambas clases de organismos vertebrados e
invertebrados se ha llamado la Muerte Celular Programada (MCP). Ademas de su papel en
el desarrollo embrionario normal, la muerte celular puede ser importante en una gran
variedad de procesos normales y patolégicos, incluyendo las enfermedades de Alzheimer y

de Huntington (Chen y Zhao, 1998).

El término de apoptosis fue originalmente introducido como una forma de MCP
(Kerr et al., 1972). Aunque las definiciones originales de los términos MCP y apoptosis son
diferentes, anteriormente se les consideré6 como sinénimas. El proceso apoptético se refiere
a una descripcién bioquimica y morfolégica de la MCP. La célula que muere por apoptosis
se caracteriza inicialmente porque adquiere una forma redondeada y se separa de las células
contiguas. A nivel del niicleo, la cromatina se compacta formando “masas™, aparentemente
de mayor densidad que incrementan en nimero hasta que el nicleo esta totalmente picnético
(Clarke, 1990). La membrana celular presenta numerosas ondulaciones, que se internalizan
profundamente en el citoplasma. Eventualmente las células apoptéticas llegan a
fragmentarse en piezas rodeadas por membrana que se conocen como los “cuerpos

apoptdticos™, quienes son engullidos por células fagociticas vecinas (Steller, 1995). Durante




la muerte por apoptosis, el contenido celular no es vertido al espacio extracelular y no se
genera una respuesta de tipo inflamatoria. A niveles bioquimicos y citoquimicos, se ha visto
que la fragmentacion del DNA, en las células afectadas es una consecuencia de la activacion
o la sintesis de novo de endonucleasas, las cuales causan el rompimiento internucleosomal
del DNA. De alli que se observe por electroforesis en geles un patréon caracteristico en
"escalera". Esta frapmentacion internucleosomal del DNA, ha llegado a ser una marca clave
de la apoptosis, distinguiéndola de la necrosis. Sin embargo, recientemente se ha observado
que la apoptosis puede ocurrir en ausencia de actividad de endonucleasas y de fragmentacion

del DNA (Cohen et al., 1992, Schultze-Osthoff ef al., 1994).

De forma general se tienden a marcar los limites entre los procesos de apoptosis y
necrosis. Una gran diferencia entre ambos es que la apoptosis es un proceso activo, con el
control endégeno de muerte celular involucrando la expresion de un conjunto especifico de
genes, mientras la necrosis es un proceso pasivo e involucra lisis celular causada por agentes
externos (Kerr ef al., 1972). En condiciones naturales la via mas estudiada de muerte es la
apoptosis; solo en casos extremos de dafio celular se observa el proceso de necrosis. A pesar
de las diferencias establecidas entre éstos dos procesos, otros estudios han identificado la
existencia de estados intermedios, por lo que los limites entre ambos no son muy claros y

se ha tenido que considerar que no toda la MCP ocurre por apoptosis.
El control genético de la apoptosis.

En afios recientes se ha generado una gran cantidad de evidencias que favorecen la
idea de la apoptosis como un proceso activo, regulado a nivel genético. Debido a qué ;:1
control del proceso parece estar ampliamente conservado en la evoluciéon (Martin y Green,
1995) se ha obtenido mucha informacién en diferentes modelos animales sobre los

mecanismos genéticos que la controlan.




[.a muerte celular se ha dividido en cuatro fases: a) la fase de activacién, en donde se
determina si la célula va a morir o si seguird algin otro proceso como proliferar o
diferenciarse; b) la fase de ejecucién, que lleva a que la célula presente los cambios

caracteristicos descritos anteriormente; c) la fase de engullimiento en la que los fragmentos

de la célula en proceso de muerte son fagocitados y d) la fase de degradacion, en donde los °

fragmentos son degradados dentro de la célula que los fagocito (Steller, 1995).

Existen algunos genes cuya expresion se ha asociado a las diferentes etapas del
proceso apoptético. Los primeros genes directamente ligados a la apoptosis fueron
identificados en el nematodo Caenorhabditis elegans y comprenden una ruta de 11
miembros que se agrupan en cuatro categorias: a) genes relacionados con la activacién (ces/ y
ces2); b) genes involucrados en matar células (ced-3, ced-4 y ced-9); c) genes que controlan la
fagocitosis de células muertas por células vecinas (ced-/, ced-2, ced-5-8 y ced-10) y d) un
gen que funciona para degradar las células engullidas (nuc-1). De éstos ced-3 y ced-4 son
esenciales para ejecutar la muerte celular, mientras ced-9 protege a las células de la MCP.
Los productos de los genes ced-3 y ced-4 son celularmente auténomos, es decir, su
expresién causa muerte celular. Las mutaciones que inactivan cualquiera de éstos genes
impiden la muerte en células que de otra forma moririan normalmente durante el desarrollo
(Ellis y Horvitz, 1986). En los vertebrados, se han identificado tres.familias de genes que
juegan un papel central en la ruta apoptoética: la familia de las caspasas, la familia del proto-
oncogen Bcl-2 y la familia del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) y sus receptores (Nagata
y Golstein, 1995). El producto genético de ced-3, es una caspasa e induce apoptosis cuando
es transfectada en fibroblastos de rata (Miura ef al, 1993). A diferencia de ced-3, la
sobreexpresion de Bcl-2 6 Bcl-xI, 1os homoélogos en mamifero de ced-9, inhiben la muerte
celular tanto en células de vertebrados como en C. elegans (Garcia ef al., 1992, Vaux et al.,
1992) lo cual indica que éstas funciones genéticas estian altamente conservadas en el control
de la muerte celular. Otros genes similares a Bel-2, que inducen muerte celular cuando se

sobreexpresan son Bax y Bak.
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Una gran variedad de sefiales pueden modular la opcién de iniciar o reprimir la
activacion de la MCP. Incluso una misma sefial puede tener efectos opuestos dependiendo
del tipo celular blanco y de las condiciones ambientales e intracelulares (Zakeri et al., 1994).
La ruta que activa la respuesta apoptdtica no es la misma en todos los casos. Por ejemplo,
en células de mamiferos, el receptor de Fas participa en una ruta que lleva hacia la
apoptosis, en cambio, el supresor de tumores p53 y el producto del proto-oncogene c-myc

parecen inducir apoptosis a partir de distintas rutas intracelulares.

Las funciones de 1a muerte celular en el desarrollo embrionario.

A mediados del siglo antepasado, poco después del descubrimiento de que los
organismos estaban formados por células, se descubrié que la muerte celular se presenta
durante el desarrollo de los animales, tanto en vertebrados como en invertebrados
(Glucksmann, 1951). Algunos autores de principios del siglo XX encontrarén dificil de
aceptar la idea de que algunas células mueren normalmente durante la embriogénesis,

particularmente en las regiones que proliferan abundantemente.

En la mayoria de los tejidos estudiados se ha observado la presencia de muerte
celular en alguna etapa de su desarrollo (Glucksmann, 1951; Ilies, 1969). En embriones de
vertebrados, la MCP ocurre en muchos érganos y tejidos en desarrollo, incluyendo el
corazon, el rifién, los ojos, la cresta neural, la cola, las somitas, los arcos branquiales y en la
extremidad. La muerte celular en la extremidad representa uno de los ejemplos clasicos en
donde ocurre MCP y constituye también, uno de los sistemas mejor caracterizados para
estudiar las bases moleculares de la morfogénesis en vertebrados. A ﬁz;nir de los estudios
desarrollados en la extremidad, esta claro que muchos de los mecanismos que regulan su
patrén de desarrollo son semejantes a los que se presentan durante la, formaciéon de otros

organos y estructuras embrionarias.
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La MCP parece tener varias funciones durante el desarrollo embrionario. Algunos

autores han clasificado dichas funciones de la siguiente manera:

1)

2)

3)

4

5

Moldeo de estructuras o formas. La MCP es importante para dar forma a
diferentes 6rganos y estructuras en €l desarrollo tal como ocurre durante la
individualizacién de los digitos; la fusion de placas que dan lugar a
estructuras como el esterndn (Saunders, 1966) y el paladar (Glucksmann,
1951); el proceso de cavitacion para la formacién de la oquedad
preamnidtica en los embriones de ratén (Coucouvanis y Martin, 1995).
Eliminacion de estructuras transitorias. En el desarrollo de algunos
organismos existen estructuras transitorias que no son necesarias en una
etapa. por lo que son eliminadas conforme avanza el desarrollo. Por
ejemplo, la regresion de la cola y las branquias en la metamorfosis en los
anfibios (Tata, 1994) 6 la regresidén de los tibulos mesonéfricos en los
mamiferos (Gilbert, 1998).

Control del nimero de células. Existen Organos en los cuales se produce
una gran cantidad de células y posteriormente se reduce el nimero por
muerte celular. En el caso del sistema nervioso, aproximadamente el 50%
de las células que se producen son eliminadas (Barde, 1989; Oppenheim,
1991).

Eliminacion de células anormales, mal ubicadas, no funcionales o daiiinas.
Es importante eliminar células que podrian resultar potencialmente
peligrosas para el organismo; esto se produce durante el desarrollo del
sistema inmune, en donde se eliminan las células que potencialmente
podrian generar reacciones auto-inmunes (Golstein, 1989).

Produccidon de células diferenciadas sin organelos. Existen algunos tipos
celulares en los que las céluas mueren en la diferenciacién terminal, como
es el caso de los queratinocitos. En ellos la presencia de Bcl-2 inhibe su

diferenciacion terminal in vitro (Nataraj ef al., 1994).

ki




Se desconocen los mecanismos que seleccionan que células son eliminadas por MCP
y cuales sobreviven durante el desarrollo embrionario. Existe una gran variedad de factores
que participan en la activacion de la MCP (Steller, 1995). Cuando a las células animales
incluyendo a las células embrionarias se les aplican inhibidores de protein-cinasas,
calcio/fosfolipido dependientes (estaurosporina) e inhibidores de la sintesis de proteinas
(cicloheximida) simultineamente, se expresa constitutivamente la maquinaria requerida para
que se lleve a cabo la muerte celular (Ishizaki et al., 1995; Weil et al., 1996), por lo que en un
principio, la muerte parece ser el destino automatico de las células. Estos datos sugieren que
las células vivas requieren de factores de sobrevivencia que se contrapongan a la maquinaria
de muerte, que se encuentra en estado latente. Trabajos recientes indican que la MCP es
regulada en la fase de activacion del proceso por seiiales que provienen de otras células. Los
tipos de sefales propuestas son: a) sefiales activadoras que inician el programa de muerte,
como seria el caso del factor de necrosis tumoral (TNF) (Wong et al, 1989); b) sefiales
supresoras de la MCP, como el factor de crecimiento neural (NGF), que lo secretan las
células blanco en cantidades limitantes y s6lo las neuronas simpatéticas que hacen contacto
con sus células blanco pueden sobrevivir (Levi-Montecini, 1987).

Aun se desconocen la mayoria de las sefiales que regulan la muerte durante el
desarrollo de los diferentes tejidos embrionarios. Sin embargo, se propone que la muerte o la
sobrevivencia de una célula va a depender probablemente de la concentracién y la

combinacién de las sefiales que activan y/o reprimen la muerte celular (Jacobson et al, 1997).

El desarrollo de las extremidades.

La extremidad embrionaria del vertebrado se desarrolla en los lugares apropiados a
partir de pares de yemas que aparecen en la superficie lateral a lo largo del eje antero-
pusterior del cuerpo. En los primeros estadios, es una estructura sencilla que consiste de un

conjunto de células mesodérmicas indiferenciadas cubiertas por una bolsa ectodérmica. Las
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sorprendente encontrar que una sola proteina podia sustituir su funcién. Cuando se elimina
la CEA en estados tempranos de desarrollo y se aplican esferas impregnadas en FGF2,
FGF4, FGF6, FGF7 6 FGF10 al mesénquima de la yema de la extremidad, las extremidades
que subsecuentemente se forman son esencialmente normales (Niswander et al,, 1993,

Fallon ef al., 1994).

De los diccisiete FGFs conocidos, cuatro (Fg/f2,FFuf4,Fgf8 y FgfY) se¢ expresan en la
CEA en raton y en el pollo. Otros dos se expresan ¢n ¢l mesénquima que reside debajo de 1a
CEA (Fgf2 yFgf 10) (Martin, 1998). Se cree que todos los FGFs contribuyen a la funciéon de
la CEA ya sea directa o indirectamente. Los FGF constituyen una familia de moléculas de
seflalizacion que promueven ¢l crecimiento, la diferenciacion, la sobrevivencia y la motilidad
de células de diversos origenes. Todos los miembros de esta familia codifican polipéptidos
de 155 a 268 aminoacidos y muestran una region conservada de 120 aminoacidos que les
confiere una estructura terciaria coman que les permite unir heparina o proteoglicanos de
heparan sulfato. Sin embargo, difieren en las regiones amino y carboxilo terminal. Muchas de
éstas proteinas son ligandos secretables, que al ser liberados por las células que los
sintetizan se unen a diferentes proteoglicanos (sindecanos, glipicanos y perlecanos) que se
encuentran en la superficie celular y en la matriz extracefular. Esta union restringe su
capacidad para difundir lejos de las células que los producen y también facilita la
transduccion de selales por oligomerizarlos y presentarlos a receptores de alta afinidad. Los
receptores son proteinas transmembranales del tipo tirosina cinasas, que forman parte de la
via de ransduccion de sefiales dependiente de RAS. Son cuatro los genes en mamiferos que
codifican para la familia de receptores a FGF, cada uno es capaz de producir una variedad de
isoformas a través de procesamiento alternativo; también se han identificado receptores de
baja afinidad. Por otra parte existe evidencia de que muchos ligandos son capaces de

interactuar con mas de un receptor a FGF (Martin, 1998).
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Aunque todos los genes expresados en la CEA podrian contribuir a su funcién,
estudios recientes muestran que embriones homocigos nulos de Fgf2 y Féﬂ? tienen
extremidades normales. Estos resultados indican que ninguno de los genes anteriores es
requerido para la formacién normal de la extremidad, pero no excluye la posibilidad de que
ambos realicen funciones que son redundantes con aquellas de otros genes de Fgf expresados
en la yema de la extremidad (Martin, 1998). Los embriones homécigos nulos para Fgf4 y
Fgf8 mueren antes de que se formen las extremidades, por lo que no se habia podido
determinar un requerimiento de éstos genes. Sin embargo, el problema de letalidad temprana
de los embriones mutantes de Fgf¥ y Fgf8 se ha solucionado con la creacion de mutantes
tejido—especificos. Los mutantes tejido—especificos de Fgf# presentan extremidades
normales, se observa también que el ARN mensajero de este gen se restringe a la parte
posterior de la CEA, datos que apuntan a que probablemente Fgf¥ no esté participando en
el desarrollo de la extremidad (Moon ef al., 2000). En cambio, los mutantes
tejido—especificos para Fgf8 presentan anormalidades como la pérdida de los digitos en las
extremidades delanteras y traseras. Por otra parte, el ARN mensajero de Fgf8 es muy
abundante desde que la CEA es morfolégicamente distinguible hasta su regresion. Estas
evidencias indican que la funcién de Fg/8 en la CEA es necesaria y quiza la mas importante

para el desarrolio normal de la extremidad (Martin, 1998).
b) El ectodermo y la polaridad dorso-ventral.

Los experimentos en que se rota 180° el ectodermo que no constituye la CEA
provocan que se revierta la polaridad dorso-ventral. Esto llevé a postular la existencia de
sefiales provenientes del ectodermo que regulan el desarrollo de este eje. Posteriormente se
observo que el ectodermo secreta el factor codificado por el gen Wnr-7a quien se expresa en
el ectodermo dorsal y controla la expresion mesenquimal dorsal del factor, LMX-1. Por otra

parte se requiere la expresion del gen Engrailed (£n-7) en el ectodermo ventral para la
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especificacion de destinos ventrales en la extremidad (Cygan ef al., 1997, Logan et al., 1997,
Loomis et al., 1998).

c) La Zona de Actividad Polarizante (ZAP) y la polaridad antero-posterior.

Las extremidades del vertebrado a lo largo del eje antero-posterior no son iguales. Las
diferentes longitudes, formas y funciones de los digitos son claros ejemplos de las
implicaciones de la organizacién antero-posterior. Cuando una ZAP se injerta en la region
lateral anterior de una extremidad hospedera se presentan duplicaciones tipo imagen en el
espejo. Esto indica que la ZAP genera seflales que regulan el patron de la extremidad a lo
largo del eje antero-posterior. La actividad de la ZAP fue inicialmente interpretada en
términos de un gradiente de morfégeno que difunde a través de la extremidad para determinar
el patron en una forma dependiente de la concentracion. En 1993, se mostrd que la actividad
polarizante de la ZAP es mediada por Sonic hedgehog (Shh) (Riddle et al, 1993, Chang et al.,
1994, Lopez- Martinez ef al., 1995). Este gen codifica para un factor secretable homoélogo al
producto del gen hedgehog (hh) que asigna la polaridad a los segmentos en el embrién de
Drosophila. En el embrion de pollo, la expresion de Shh se detecta poco después de que se
ha inducido la yema de la extremidad y colocalizando con la ZAP. En el ratén y otros
vertebrados se observa un patrén semejante (Echelard er al., 1993, Krauss et al., 1993,
Roelink et al., 1994). Se habia observado previamente que el acido retinoico (AR) era capaz
de inducir duplicaciones similares a las producidas por la transplantacién de una ZAP al
margen anterior de la extremidad (Tickle et al., 1982), sin embargo, este efecto parece ser

mediado por Shh.

La actividad de Shh se requiere para que prosiga el crecimiento y para que se formen
correctamente las estructuras intermedias y distales de la extremidad. Los ratones que son

nulos para Shh tienen extremidades reducidas y el esqueleto 6seo se encuentra severamente




perturbado, las estructuras intermedias estin completamente fusionadas y el autépodo se

halla casi completamente ausente (Chiang et al., 1996, Kraus et al., 2001).

No se conoce en detalle como es que Shh funciona en la ZAP y su papel como un
morfégeno sigue siendo cuestionado. Aunque el producto genético de Shh es capaz de
realizar la actividad de la ZAP es poco probable que sea el determinante de la informacién
posicional de las células en la yema de la extremidad. Existen evidencias que indican que
SHH no difunde a larga distancia in vivo y su forma unida a la membrana es responsable de
las respuestas dependientes de la concentracidn, lo cual sugiere que al menos parte de las
actividades organizadoras de Shh son mediadas por sefales secundarias (Yang et al., 1997).
El ARN mensajero de Bmp-2 se expresa en un patrén que sobrelapa el dominio de expresién
de Shh. Las células que expresan Bmp-2 pueden inducir duplicaciones en las regiones
medias. Esto sugiere que BMP-2 podria, al menos en parte, mediar la sefializacién de Shh en

la extremidad (Cohn y Bright 1999).

La expresion especifica de Shh en la ZAP esta controlada por algunas moléculas.
Una de ellas, el producto de Hoxb8 (un miembro del grupo de los genes Hox), se piensa es el
primer gen que responde a AR y que posteriormente induce la expresién de Shh. Otras
sefiales provienen de la CEA; los FGFs y el el producto del gen Wnt-7a que secreta el

ectodermo parecen también delimitar la expresion de Shh.

Figura 1. Centros de seilalizacion en el desarrollo de la extremidad. La figura A
representa la polaridad dorso-ventral y las moléculas de seilalizacién que secreta el
ectodermo para el establecimiento de este eje. En la figura B se observan los otros
dos centros de seilalizacion: la ZAP que secreta Shh y la CEA en la que sefializan los
FGFs (ver en el texto las siglas). Tomado de Schwabe ez al., 1998.




El crecimiento de la extremidad.

Existen interacciones reguladoras entre los diferentes centros de sefializacién y sus ‘
productos trabajan cooperativamente para coordinar y establecer el crecimiento de la
extremidad y su patron a lo largo de los tres ejes. Estas sefiales actian sobre la poblacion de
células de la ZP, las cuales proliferan produciendo el crecimiento de la extremidad; algunas
de las células que quedan detras o proximales a la ZP no se exponen por mucho tiempo a las
sefiales producidas por la CEA y detienen su proliferacion. Al crecer la yema de la
extremidad, las células mesenquimales se agregan en la parte proximal de la yema para
formar los elementos cartilaginosos del futuro esqueleto definitivo, mientras que las células
en la parte distal que se encuentran directamente bajo la influencia de la CEA permanecen
indiferenciadas (Martin, 1998). Este proceso resulta en una diferenciacion secuencial a lo
largo del eje proximo-distal de los elementos de la extremidad. El estilopodo (hamero/ fémur)
se forma primero, después el zeugépodo (radio-ulna/ tibia-fibula) y al ultimo el autépodo

(carpos/ tarsos y falanges) (Chen y Zhao, 1998).

El modelo anterior propone que el tiempo de salida de las células de la ZP determina
el destino celular. El tiempo invertido en la ZP puede ser medido en términos del nimero de
divisiones que una célula ha sufrido o quiza en relacién a un reloj molecular basado en la
cantidad final de sefales derivadas de la CEA. Mientras las células estin en la ZP reciben las
sefiales que confieren informacion posicional antero-posterior y dorso-ventral, lo cual ayuda
a determinar precisamente que estructuras se forman (Martin, 1998). Sin embargo, otros
estudios sugieren que el programa genético completo de distalizacion no se requiere para el
desarrollo proximal, ya que la yema de la extremidad esta claramente dividida en territorios
proximales y distales bien definidos. )

Mercader y colaboradores de forma reciente propusieron un modelo de como se

podria estar generando el patrén de la extremidad de pollo a lo largo del eje proximo-distal.
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Este proceso involucra al FGF8, al AR y a un par de genes que poseen caja homeo
denominados Meis] y 2. El modelo propone que antes de que ocurra la induccion cie la yema
de la extremidad, la placa lateral del mesodermo sintetiza activamente AR e induce la
activacion de los genes Meis] y Meis2, encargados de conferir fenotipos proximales.
Posteriormente, una vez que ya ha ocurrido la induccion de la yema de la extremidad, la
activaciéon de FGF8 en la CEA estimula la proliferacion celular en la yema de la extremidad y
reprime la activaciéon del AR ya sea via su seflalizacién o su sintesis. Esto lleva a la
inhibicion de la expresién de los genes Meis! y Meis2. La regién més proximal de la yema de
la extremidad deberd mantener altos los niveles de AR, para mantener la expresién de ambos
genes. Conforme la extremidad crece las células se alejan de la fuente de sintesis del AR y se
reprime la expresién de los genes Meis, lo que permite que las células adquieran fenotipos
distales. Cuando se da la transicién de zeug6podo a autépodo ya no se requiere de la
sefializacion de AR, pero el autépodo es sensible a las acciones de AR puesto que las células
son eliminadas en las regiones en que se aplica. Si bien no se propone directamente, el
modelo de Mercader esta de acuerdo con la idea del desarrollo de la extremidad en dominios

proximales y distales separados.




ANTECEDENTES

La muerte celular en el desarrollo de las extremidades.

El proceso morfogenético de la extremidad en el cual estamos interesados en este
trabajo es la muerte celular. El papel preciso de la MCP observada en diferentes estados del
desarrollo de la extremidad permanece sin definirse (Hinchliffe y Johnson, 1980; Jacobson
et al., 1997). En los primordios de las alas del pollo, inicialmente hay muerte celular masiva.
Aparece en el mesodermo superficial del extremo anterior de la extremidad y la pared lateral
del cuerpo (Hamburguer y Hamilton 1951); ésta region ha sido denominada Zona Necrética
Anterior (ZNA). Posteriormente en otro estadio otras dos regiones empiezan a exhibir
muerte celular mesenquimal masiva, la Zona Necroética Posterior (ZNP) y el Parche Opaco
(PO). La ZNP se localiza en la unién posterior y 1a pared del cuerpo. El PO esta localizado
entre las dos condensaciones condrogénicas y funciona para separar la ulna del radio o la
fibula y la tibia. En estadios posteriores, se observa muerte celular en el mesénquima entre
los digitos en formacion. Estas areas de muerte celular se conocen como Zonas Necréticas
Interdigitales (ZNI) y son responsables de separar los digitos condrogénicos del autépodo
del ala o de la pata. Las ZNI se encuentran en todos los amniotas, son extensas en las

regiones interdigitales en especies con digitos libres mientras que son reducidas en las

regiones interdigitales con membrana en algunas especies como los patos (Hurle y Colvee,
1982).

15

ErEyerem Y



P4

PRINCIPALES REGIONES

DE MUERTE CELULAR DE LA Zonas Necrricas
ENTREMIDAD DE POLLO taterdightates < D
Zona Necrétiea Zona Necrtica (o) o
Anterbor Porterior )
~
;) —A— Pl —
~
~.~—-/ /'

Zamna Necrdtica
Enterior o Parche
Opacu

Figura 2. Zonas Necréticas presentes en la extremidad en desarrollo del
pollo (tomada de Gilbert, 1998).

Los experimentos clasicos de Saunders y colaboradores demostraron que la muerte
celular en la ZNP es indispensable para formar la extremidad del pollo, ya que no se forma
un ala normal si se retira este tejido antes de que se produzca la muerte celular; tampoco se
desarrolla un ala normal si se impide la muerte celular por la insercién de una pequeifia pieza
de mesodermo central. Se ha propuesto que la Muerte Celular Interdigital (MCI) es
indispensable para el modelamiento de tejidos y para la separacion de los digitos en los
amniotas (Gilbert, 1997, van der Hoeven et al., 1994); la formacion de los digitos libres
también se acompaiia de muerte celular masiva en los reptiles (Fallon y Cameron, 1977), las
aves (Hinchliffe y Ede, 1973) y los mamiferos (Ballard y Holt, 1968; Zakeri et al., 1994).
Ademas la MCI es menos abundante en especies como el pato que presenta los digitos
unidos por una membrana (Hurle y Colvee, 1982; Pautou, 1973). Sin embargo, Salas-Vidal y
colaboradores (2001) reportan que al tiempo en que ocurre la MCI se produce un
crecimiento de los digitos de forma prominente. La contribuciéon que hace el crecimiento de
los digitos a su separacién es mayor que la que realiza la MCI. Esta ultima observacién pone
en duda el papel que durante tanto tiempo se le ha atribuido a la MCI, por lo que para
determinar su importancia se requieren experimentos adicionales. Otros estudios también se

requieren para encontrar los mecanismos moleculares que delinean la MCI.
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En la yema o primordio de la extremidad del ratén, la MCP puede detectarse en la

ZNA en el dia 10.5 posterior al coito (dpc) y es mas obvia en la etapa de 11.5 dpc (Lee er
al., 1994). Durante esta ultima etapa también puede observarse muerte celular en la ZNP.
Sin embargo, en el ratén, la muerte celular que ocurre en ambas regiones nunca llega a ser tan
intensa como en el pollo. La MCI masiva aparece en el estadio 13.5 dpc y alcanza un pico a
los 14.5dpc con la separacion de los digitos. En ambos organismos, la muerte celular en la
extremidad presenta caracteristicas apoptoéticas, tales como la presencia de condensacién
nuclear y fragmentacion internucleosomal del DNA en la células muertas, aunque se
requieren de mds estudios que verifiquen que la MCI es efectivamente un proceso

apoptoético. El nombre de zonas necréticas se ha conservado por razones histéricas.

El haber observado ratones mutantes con sindactilia y extremidades con interdigitos
presentes, en las cuales la muerte celular parece no haber ocurrido, llevaron a suponer la
existencia de un control genético de la muerte celular en la extremidades en desarrollo. Esto
se ha demostrado al analizar mutantes espontaneos del pollo y del ratén con anormalidades
en las extremidades. Por ejemplo, el mutante del pollo 7alpid se caracteriza por poseer
extremidades con 8 digitos 6 mas (polidactilia). En éstos mutantes no se presentan ni la
ZNA ni la ZNP. En contraste, existe muerte celular precoz y anormalmente extensa, en la
ZNA del mutante denominado Wingless, lo que lleva a la ausencia de los digitos (Hinchliffe
y Ede, 1973). En el raton mutante Hammertoe, la apoptosis interdigital se encuentra
suprimida entre los digitos 2 y 5 lo que produce sindactilia de tejido suave en las
extremidades delanteras y traseras (Zakeri ef al, 1994). Aunque muchas de las mutaciones
especificas responsables del fendmeno de la sindactilia estan por ser determinadas,
recientemente se ha revelado que el ratén con sindactilia exsra-foes tiene una mutacién en el

gen Gli3 que codifica para un factor transcripcional.
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Cuando se administran ciertos factores exodgenos a embriones de pollo o de ratén se
puede inducir sindactilia o polidactilia. Los efectos correlacionan con la ausencia de muerte
celular en las regiones interdigitales y/6 el mesénquima preaxial, aunque los mecanismos que

lo delinean son completamente desconocidos. La 5- Bromodeoxiuridina (Brd-U), un andlogo

de la timidina, suprime la MCI y causa sindactilia en las extremidades del pollo. La’

supresion de la MCI por drogas exdgenas se acompafia algunas veces de la presencia de

cartilagos ectopicos interdigitales (Chen y Zhao, 1998).

El desarrollo de la extremidad se puede describir de acuerdo a los cambios en su
morfologia. Una definicion de los diferentes estadios de acuerdo a la morfologia fue
propuesta por Wanek (et al., 1989). Salas-Vidal y colaboradores (2001) analizaron la MCI
en el ratén en los estadios definidos por Wanek y colaboradores; esto se muestra en la
Figura 3. Para los propésitos de este estudio sblo se hard referencia a los cambios
morfolégicos y la progresién de la MCI en algunos estadios. En el estadio 7 (§87), el
contorno de la extremidad de ser homogéneo cambia a una forma irregular, los interdigitos
empieza a observarse entre los digitos 2-3 y 3-4. En el estadio 8 (S8) se pueden distinguir
las indentaciones entre los 5 digitos y las regiones interdigitales son prominentes. Esta
morfologia es similar a la que se observa en 12 extremidad en el estadio 9(S9), y presenta un
aplanamiento en la parte ventral y un ligero curvamiento en la parte dorsal. En este estadio
inicia la MCI de forma ligera en el mesénquima mas distal, delineando el ectodermo apical
inmediato de las regiones interdigitales. Para ¢l estadio 10 (810) la MCI se expande y
alcanza un pico de intensidad. Los siguientes estadios tales como S11 y S12 marcan la
disminucién y final de la MCI. Las indentaciones se hacen mas prominentes debido a la
desaparicién de las membranas interdigitales. Un éspécto importante derivado de este

estudio es que la MCI se produce en un gradiente distal-proximal.
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Figura 3. Diferentes estadios de desarrollo de la extremidad y progresién
de la MCI. La clasificacion en estadios que se presenta fue desarrollada
por Wanek y modificada por Salas-Vidal. Los nuimeros se refieren al
estadio. Las siglas E.D./V, ED/D, E.T./V hacen referencia a las
extremidades delanteras vista ventral, extremidades delanteras vista dorsal
y extremidades traseras vista ventral. Di y Pr son las abreviaturas para
distal y proximal; A se refiere a la polaridad anterior y P a la region
posterior de la extremidad.
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La regulacion de la MCP por el epitelio,

Un experimento clasico realizado por Saunders y colaboradores en 1962, demuestra

que la muerte celular que se produce inicialmente (la de la ZNA) puede ser suprimida si el

mesénquima de la futura yema de la extremidad se transplanta a la superficie dorsal de una
extremidad hospedera. Lo anterior sugiri6 que el programa de muerte celular puede
reprimirse al cambiar las condiciones ambientales de las células destinadas a morir. Por otra
parte, la eliminacién de una pequeiia pieza de la CEA que delinea las regiones interdigitales
inhibe la apoptosis en las células mesenquimales adyacentes e induce la formacién de
cartilago ectépico en las regiones interdigitales (Hurle y Gaian, 1986, 1987). Estas
observaciones han llevado a pensar que éstas interacciones de tejido son cruciales para que
ocurra la apoptosis del mesénquima.

Antes de que ocurra la MCI, las células distales y del mesénquima interdigital en
condiciones de cultivo en las que se eliminan los digitos adyacentes, son homogéneamente
condrogénicas (Cottril ez al., 1987, Hurle ez al., 1991; Lee et al., 1993, 1994). Por ello se ha
propuesto que todo el autépodo tiene potencial para formar digitos y que el fenotipo
automitico de las células mesenquimales es condrogénico. Los mecanismos exactos que
dirigen la diferenciacion de los tipos celulares presentes en la yema de la extremidad todavia
no se conocen. Sin embargo, recientemente se ha propuesto un modelo para explicar como
las células salen de la ZP y llegan al autépodo donde pueden adquirir dos identidades
opuestas, formar los elementos 6seos ¢ tejido interdigital que puede eventualmente ser
eliminado por la MCP. Desde esta perspectiva, el ectodermo que delinea al mesénquima
parece proporcionar sefiales que cambian el programa del mesénquima de condrogénesis a

muerte celular (Hurle et al., 1991; Gafan et al., 1994).

Algunas evidencias indican que los miembros de la superfamilia de factores

secretables, los TGF-B (Factor de Crecimiento Transformante [3), junto con sus receptores,
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moduladores extracelulares y transductores intracelulares controlan la localizacién celular
hacia el digito ¢ interdigito. Las proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs, por sus siglas
en inglés), que también son miembros de la familia de TGF-PB, parecen tener papeles duales
como inductores de la MCP y promotores del crecimiento del cartilago. En la extremidad, a
lo largo del desarrollo del autépodo tres miembros de la familia de los BMPs: Bmp2, Bmp+4
y Bmp7, exhiben dominios precisos de expresién que son las regiones interdigitales, el
mesodermo de la ZP y la CEA (Hogan, 1996; Lyons ef al., 1990; Francis ef al., 1994; Helder
et al., 1995). La implantacion de esferas de absorcién impregnadas con BMP-2, BMP-4 6
BMP-7 en las regiones interdigitales aceleran la MCI e inducen una regresién prematura.
Cuando las esferas con éstos factores se implantan en la punta de los digitos en crecimiento
se produce la formacion de dreas ectépicas de apoptosis (Gaiian et al., 1996, Macias et al.,
1997), y cuando son implantadas en zonas cercanas a los digitos se incrementa el tamafio de
los cartilagos. Esto ultimo indica que éstas proteinas son también promotoras del
crecimiento del cartilago. Otros experimentos que apoyan el papel dual de los BMPs han
usado la activacion constitutiva de los receptores a BMP (Zou ef al., 1997), el bloqueo de la
actividad de los BMPs por receptores dominantes negativos (Kawakami er al., 1996,
Yokouchi er al., 1996, Zou y Niswander, 1996), 6 por la presencia de antagonistas

extracelulares como Noggin (Capdevila y Johnson, 1998, Pizette y Niswander, 1999).

Si a yemas de extremidades en cultivo se adicionan los FGFs en ciertas regiones
como la ZNP se rescatan las células destinadas a morir. Cuando se elimina la CEA, la
administracion local del FGF, particularmente el FGF7 y/6 el FGF10 ademas de substituir
la funcién de la CEA en la induccion de la yema de la extremidad, inhiben la muerte celular
en el mesodermo distal de la extremidad (Fallon e? al., 1994). Se propone que la MCI inicia
con la degeneracion de la CEA (Niswander y Martin, 1992; Suzuki ef al., 1992; Crossley y
Martin, 1995; Savage y Fallon, 1995, Macias et al, 1996). La aplicacién de esferas
impregnadas con FGF2 y/6 FGF4 en las regiones interdigitales de pollo inhibe la muerte

celular a las 12 horas de su implantacion, e induce la formacién de extremidades con
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membrana en los interdigitos (Macias ef al., 1996). Sin embargo, esta no se acompafia de la
formacién de cartilago ectépico, lo que sugiere la existencia de rutas separadas que llevan a
éstos dos destinos que podrian ser regulados de forma coordinada 6 desacoplada. La

capacidad probada de los FGFs para estimular la proliferacién celular interdigital apoya la

hipotesis de que quiza estarian regulando este proceso tan importante. Por otra parte el

efecto inductor de muerte mediado por los BMPs se inhibe cuando se implantan esferas
impregnadas en los FGFs que se expresan en la CEA (Gafian et al., 1996; Buckland et al.,
1998). Sin embargo, la aplicacién simultanea de los FGFs y los BMPs en la regién
interdigital de la extremidad del pato, en periodos mayores a las 24 horas, incrementan la
MCI comparado a la administracién de s6lo los BMPs. Los mutantes que tienen alterada la
ruta de sefializacién de los FGFs presentan sindactilia (un fenotipo caracteristico de
defectos en la MCI). Estas Gltimas observaciones sugieren que los FGFs pueden a intervalos
de tiempo diferentes, ser factores de sobrevivencia 6 sefiales requeridas para la muerte

celular (Montero et al, 2001).

El dcido Retinoico (AR) y su participacién en la muerte celular.

La vitamina A juega un papel importante en la regulacion del desarrollo embrionario
de vertebrados a través de su metabolito activo, el AR. El AR esta involucrado en muchos
aspectos de la especificacion de tejidos y diferenciacion celular durante el desarrollo
embrionario. Es responsable de determinar el patrén temprano axial de la extremidad y el
patrén antero-posterior via la activacién de sefiales como Shh (Tickle et al., 1982, 1985,
Eichele, 1989; Helms et al., 1996; Lu et al., 1997; Stratford et al., 1999); ademas participa en
el desarrollo de los elementos esqueléticos al interactuar con diferentes receptores (Kastner
et al., 1997). El AR regula el desarrollo al activar la transcripcion de genes en muchas
localizaciones dentro del embrién. Una célula particular puede responder al AR si: 1)
expresa receptores a éste y 2) la concentracién de AR se encuentra en un intervalo que es

apropiado para su respuesta.
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El ligando activo se sintetiza in vivo por un complejo sistema metabdlico que
requiere de varias enzimas. El paso limitante en la sintesis del AR es la oxidacion de retinol a
retinal en el que participan dos clases de enzimas. La primera comprende algunos miembros
de la familia de las alcohol-deshidrogenasas de cadena media (ADH), tnicamente los genes
ADHI y ADHIV del ratéon son buenos candidatos para la oxidacién de retinol a retinal. El
paso siguiente en la sintesis de AR, es la oxidacién de retinal a AR, que puede ser mediado
por dos tipos de enzimas: las aldehido deshidrogenasas y las xantina oxidasas (Ang »
Duester, 1999; Zhao et al., 1996; Niederreither et al., 1997; Lee ef al., 1991). La expresion
de los genes activados por AR responde a sus niveles, por lo que la efectividad de éste como
regulador del desarrollo involucra el control preciso de su distribucién y concentracién. La
concentracién del AR, es modulada por proteinas especificas en los tejidos. Se han
identificado cuatro proteinas de union citoplasmica especificas para el retinol y para el AR:
las Proteinas de Unién a Retinol Celular (CRBP), tipo 1y II, y las Proteinas de Unién a
AR (CRABP) tipo 1 y II.

Se han descrito un gran nimero de rutas del catabolismo de AR que pueden ser
tejido-especificas 6 especie-especificas. Estas rutas incluyen la oxidacidn, la isomerizacién »
la formacién de glucoronoides y conjugados de taurina. Se ha propuesto que la enzima
CYP26, miembro de la familia del citocromo P450, es un componente central del

catabolismo del AR en €l embrion puesto que media especificamente su oxidacién.

La mayoria de los estudios sobre el AR se han enfocado en la busqueda de los sitios
de su actividad. Para ello se ha requerido la realizacion de estudios cromatograficos (HPLC)
y de localizacién de receptores o de las enzimas encargadas de su sintesis, siendo éstos
dltimos los que mds datos han aportado. La principal ADH generadora de AR que se
observa en cualquier tejido productor de AR es la retinaldehido deshidrogenasa tipo 2

(RALDH-2). Esta enzima se expresa después de la gastrulacién en el mesénquima
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embrionario del pollo y del ratén, con un limite anterior delimitado a la primer somita, y
posteriormente disminuye su expresion hasta que desaparece de la parte craneal anterior del
embrién y del tejido neural (Maden, 1999). La localizacién general de esta enzima puede
usarse como un indicador primario de la sintesis de AR. Los ratones mutantes nulos para
Raldh2 carecen de AR y muestran muchas de las anormalidades de los embriones deficientes

en vitamina A.

El mecanismo dev control de la muerte celular mediada por los retinoides, en
particular el AR, ocurre por la interaccién de éste con sus receptores. Los receptores
pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares a esteroides (factores de transcripcién
activados por ligando), se dividen en dos tipos: 1) los receptores a AR (RAR, o, By V), ¥y
2) los receptores a retinoides X (RXR, &, By V), (Evans, 1988; Green y Chambon, 1988).
In vivo, los receptores a AR son distintas combinaciones de heterodimeros RAR/RXR.
Estos se unen a secuencias reguladoras en el DNA que definen clementos de respuesta de
sus genes blanco (RARES). Los receptores RXR pueden también formar homodimeros y

unir de forma preferente al 9-cis-acido retinoico.

Los tres subtipos (o, By ¥) que existen para ambas familias de receptores se
expresan en regiones distintivas y sobrelapadas durante el desarrollo de la extremidad. Entre
el estadio 9.5 y 11.5 dpc, RARa. y RARY se expresan a lo largo de todo el mesénquima
(Dollé€ et al., 1989; Ruberte ef al., 1990). Posteriormente RAR«a desaparece de las regiones
cartilaginosas y la expresion de RARY se mantiene en éstas areas. La expresién del ARN
mensajero de RAR llega a restringirse a la regién interdigital y sobrelapa con la expresion
del receptor RAR( en esta etapa (12.5 dpc). El receptor RARP también se expresa en la
ZNA, ZNP y PO justo antes y durante todo el proceso de MCP. Por esta razén, los efectos
del AR en la muerte celular se asocian principalmente a la interaccién del AR con este
receptor (Dollé er al., 1989, Mendelsohn er al., 1992). Ademads, después de un tratamiento

con AR, la expresion de RARP incrementa dramiticamente en la yema de la extremidad,
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incluyendo la CEA y el PO (Noji e al.,, 1991; Harnish ef al., 1992; Shen et al., 1992;
Mendelsohn er al., 1992; Konchhar ef al., 1993). Sin embargo, los resultados que han
aportado los analisis de ratones r-nutantes no coinciden con esta percepcion. Una pequefia
fraccién de mutantes para los receptores RXRa™, RARa” y RARY” presentan membranas
interdigitales (Kastner er al., 1997; Lohnes et al., 1994; Lufkin ef al., 1993). La penetrancia
y expresividad de este fenotipo se incrementa marcadamente en ratones heterdcigos
compuestos RXRa”/RARa™ y RXRa"/RARY" lo cual indica que probablemente los
heterodimeros RXRo/RARoy RXRo/RARY estan involucrados en la muerte del tejido
interdigital (Kastner er al., 1997). En contraste, los ratones RARB™ tienen extremidades
normales (Ghyselinck ef al., 1997) y la expresividad de las regiones interdigitales es idéntica
en los mutantes RXRa™ y RXRa"/RARP™. Ya que las extremidades de los ratones
mutantes RARo"/RARB”™ y RARPB" son también normales (Ghyselinck et al., 1997) se
piensa que RARP” no es necesario para la separacién digital (Dupe er al., 1999).
Considerando los anilisis anteriores resulta necesario determinar mediante diversos estudios

experimentales cual receptor a AR es aquel que media las acciones de este relacionadas con

la muerte celular durante el desarrollo, en particular para el proceso de MCI.

La administracion de AR a animales preflados ocasiona una variedad de
anormalidades entre las que se incluyen algunas del tubo neural (Kochhar ef al., 1984; Alles
y Sulik 1989, Granstrom et al, 1990) y de las extremidades, que es en parte por inducir
excesiva muerte. El incremento en la muerte celuiar causado por AR en la extremidad se
observa en la CEA y la ZNI (Sullik y Dehart, 1988; Alles y Sulik, 1989; Lussier et al., 1993;
Lee et al., 1994). La implantacion de esferas impregnadas con AR en las regiones
interdigitales de la extremidad de pollo inducen MCP prematura (Rodriguez-Ledn et al.,
1999). El AR puede revertir parcialmente la supresiéon de la muerte celular en extremidades
del mutante Hammertoe. En la extremidad de pollo, las esferas impregnadas en el AR e
implantadas en la region interdigital modifican la expresion de los genes que se expresan en

ésta region, tales como Bmp+4y Bmp7. Por ello, se ha propuesto que el AR ejerce su efecto
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via la activacion de éstos genes, los cuales a su vez, serian capaces de activar mas genes con
funciones apoptéticas tales como Msx/ y Msx2 cuya expresion también se localiza en las
regiones interdigitales (Rodriguez-Leon et al., 1999). No obstante, es necesario indicar que
las células que expresan los genes antes mencionados no corresponden con las células que se
mueren. Ademads el inicio su expresion se presenta en la regién interdigital proximal y la

MCI inicia en las regién distal.

Cuando se implantan esferas con el inhibidor del receptor a AR en las regiones
interdigitales se detiene el proceso de regresiéon. Algo semejante ocurre cuando se inhibe la
sintesis de AR por el uso de diversos farmacos. Lo anterior y la presencia de membranas
interdigitales en ratones que carecen de algunos receptores para AR, han llevado a suponer,
que se requiere la presencia de AR enddgeno para que se produzca la eliminacién de las

regiones interdigitales por MCI (Rodriguez-Ledn et al., 1999).
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JUSTIFICACION

Es de extrema importancia estudiar el desarrollo de la extremidad de mamiferos, ya
que las cascadas moleculares que han sido propuestas para la formacién de elementos de la
extremidad del pollo difieren en parte, entre el pollo y el ratén. Por otra lado, muchos de los
mecanismos operantes en ratéon podrian también estar funcionando en el humano. Se han
propuesto algunas moléculas que podrian ser participes en el proceso de MCI, sin embargo.
no se sabe en detalle cdmo se produce su activacién, como realizan sus acciones, y si todos
los elementos hasta el momento reportados son los Gnicos necesarios para que se lleve a

cabo el proceso.

Los antecedentes que hasta el momento se presentaron hablan de la posible

existencia de funciones antagénicas entre el AR y el FGF8, uno como factor inductor de

muerte y el otro promoviendo la sobrevivencia. Este antagonismo no sélo se observa en el

desarrollo de la extremidad. Durante el desarrollo del sistema nervioso la accién del AR y del
FGF8 se encuentran restringida una con respecto a la otra, es decir, son excluyentes. Aqui la
expresion de Fgf8 se limita al cerebro medio posterior, en la regién conocida como istmo
W romboencefilico y la actividad del AR se ubica en las regiones mds posteriores,
particularmente en los rombémeros (Abu-Abed er al., 2000). Lo anterior hace suponer que
ambas seiiales podrian coincidir en un mismo proceso, y el modelo de Mercader, provee un

ejemplo de ello, donde la conexién entre ambas moléculas la realizan los genes Meis! y
Meis2,
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HIPOTESIS

Se propone que- €l FGF8 y el AR presentan un: mecanismo de sefializacién
antagénico en las regiones interdigitales de la extremidad en desarrollo. La ausencia de la
expresion de Fgf8 y el incremento en la sintesis y por tanto de los niveles de AR enddgeno,
llevan a la activacion de una ruta de sefializacion que incluye a genes como los Meisl y

Meis2 encargados de ejecutar la MCL. i
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OBJETIVOS

Objetiveo General

Demostrar la existencia de funciones antagdnicas entre el factor FGF8 y AR en el control de
la activacién o del inicio de la MCI. El producto del gen Fgf8 actuaria como un factor de
sobrevivencia y el AR como un promotor de muerte. Evaluar la participacion de los genes

Meisl y Meis2 dentro de este proceso.
Objetivos Particulares

a) Probar la participacion del FGF8 como un factor de sobrevivencia en las regiones
interdigitales de la extremidad en desarrollo del raton.

b) Demostrar que la ausencia de FGF8 inicia el proceso de activacién de la MCI.

c) Mostrar que la funcién del AR es promover la muerte en las extremidades en
desarrollo y que su actividad se encuentra regulada por FGF8.

d) Determinar si la regulacién de AR por FGF8 es por controlar los niveles de AR en la
extremidad, a través de la inhibicion de la expresion de la principal enzima
sintetizadora del mismo, la retinaldehido- deshidrogenasa 2 (Raldh2).

e) Determinar la participacién de los genes Meis! y Meis2 como parte del proceso de

activacién de la MCI.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones (Mus musculus) de la cepa CD-1. Los ratones se mantuvieron
en un cuarto con foto-periodo controlado de 10 horas de luz y 14 horas de oscuridad, y
recibieron comida y agua ad libitum.
Para realizar las cruzas se colocd un ratén hembra con un ratén macho por caja toda la
noche. A la mafiana siguiente se revisaron las hembras y las que presentaron un tap6n de
coito fueron separadas en cajas etiquetadas para tener el control de la fecha de cruza. El dia

en que se encontrd un tapon de coito fue tomado como el dia 0.5 postcoito (dpc).

Diseccion de las extremidades

Las hembras prefiadas fueron sacrificadas por dislocacién cervical a los dias 12.5dpc,
13.5dpc y 14.5dpc. Los tuteros de las hembras fueron disecados y los embriones junto con

sus membranas extraembrionarias fueron puestos en una solucién salina de fosfatos (PBS,

} ver apéndice).
Sierhpre se utilizaron las extremidades traseras. Estas fueron removidas de los
embriones bajo un microscopio estereoscépico (Nikon), con el uso de tijeras de diseccién,
\ cortando en la parte mas proximal de la extremidad, y fueron disectadas en medio L15
4 (Microlab- México). Posteriormente las extremidades se clasificaron de acuerdo al sistema

de desarrollo establecido por Wanek (1989) y modificado por Salas-Vidal y colaboradores
(2001).

Preparacion de las esferas
FGF8

1. Se tomo un volumen aproximado de 50pul de esferas de acrilico (Sigma) en solucién,

activadas con orexina. Se colocaron en un tubo de 1.5m! (Eppendorf).

J 2. Se adicion6 1ml de solucidn salina (PBS) estéril.

Se centrifugaron por 5 segundos a fin de concentrar las esferas en el fondo del tubo.
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9.

10.
11.

Se retiré el PBS y se adicion6é un volumen igual de PBS limpio.

Se repitié este procedimiento 2 veces mas.

Se preparé una camara himeda (una caja Petri) con una cama de papel absorbente.
Se colocd sobre la cama humedecida un trozo de papel ahulado (parafilm).

Sobre este se colocaron 2 grupos (uno control y el otro experimental) de
aproximadamente 20 esferas, las cuales se tomaron con una pinza de diseccion estéril.
Se adiciono al grupo experimental 5pt1 de FGF8 a una concentracion de Img/ml.

Al grupo control se adicion6 51 de solucién salina estéril (PBS).

Se incubaron ambos grupos por una hora a temperatura ambiente

SUAS5402 (Inhibidor de la seiializacion de los FGFs).

1.

w

© N R

10.

Se tomaron aproximadamente 40 resinas de intercambio iénico AG1-X2 (BioRad) con
una pinza de diseccion estéril. Se colocaron dentro de un tubo de 1.5ml (Eppendorf).

Se adiciond 1ml de DMSO (Dimetil-sulféxido).

Se permitiod reposar las esferas por 5 minutos a fin de que se impregnaran en ésta
solucion.

Se centrifugd por 5 segundos acumulandose las esferas en el fondo del tubo.

Se elimind la solucién anterior y se adicioné 1ml de DMSO limpio.

Se repiti6 este procedimiento en 2 ocasiones mads.

En una camara himeda se coloc6 una porcion de papel ahulado (Parafilm).

Se tomaron con las pinzas estériles 2 grupos de 20 esferas cada uno (grupo control y
grupo experimental).

Se adicionaron 5ul de DMSO al grupo control y al grupo experimental S5pul de SUAS5402
a una concentraciéon de 100mM.

Las esferas control y tratadas se incubaron a temperatura ambiente por 1 hora dentro de

la camara con atmésfera hiimeda para impedir su desecacion.
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Implantacion de las esferas

Posterior a la diseccion de las extremidades traseras se realizé la implantacién de
esferas de absorcion o de intercambio i6nico sometidas a los tratamientos descritos. Se llevd
a cabo de la siguiente forma: la extremidad se colocé en un soporte de caucho con medio de
diseccién L15, con ayuda de una aguja de tungsteno, se realizé una incisién en el epitelio de
las regiones interdigitales. Es importante mencionar que nunca se dafié el epitelio distal de
las extremidades. Se tomé una esfera con una pinza de diseccion fina y se colocd sobre la

incision recién realizada, la esfera se introdujo en el interdigito usando una asa de cultivo

estéril.

En las 2 regiones interdigitales comprendidas entre los digitos II-III y HI-IV se
coloco una esfera. La extremidad trasera derecha siempre porto esferas control, mientras que

en la extremidad contralateral (trasera izquierda) se implantaron esferas con los tratamientos

antes mencionados.

Cultivo in vitro de las extremidades de embrién de ratén

El protocolo de cultivo in vitro de extremidades de ratén fue tomado y modificado
del protocolo originalmente descrito por Taketo y Koide (1981) para cultivar génadas
embrionarias. Este protocolo también fue estandarizado en el trabajo de Salas-Vidal, et al.,
1998. Después de la implantacion de las esferas, las extremidades fueron cultivadas in vitro
sobre filtros durapore (Millipore) con un diametro de poro de 0.22mm. El filtro flota sobre
2ml de medio Dulbelco Eagle Modificade Medium (D-MEM) sin suero y suplementado con
GPS (2mM de glutamina, 200U-ml de penicilina G de sodio y 200mg/ml de estreptomicina).
Dependiendo del procedimiento experimental, al medio se le adicionaron los reactivos

correspondientes, con las siguientes concentraciones finales:
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Reactivo Concentracion

Acido retinoico 10puM, 15uM y 20uM
SUAS5402 250puM
Citral 150uM
Nerol 150uM

La eleccién de las concentraciones a utilizar se basé en reportes previos asi como en datos
aportados por personal del laboratorio. Los cultivos de extremidades fueron mantenidos en
su mayoria por un periodo de 12 horas en incubadoras con humedad saturada, 5% de CO,,

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

Se utilizé la tincion con el fluorégeno anaranjado de acridina (Sigma) para detectar las
células en proceso de muerte. Las extremidades a analizar fueron lavadas en una solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) y posteriormente se tifieron con anaranjado de acridina a
una concentracion de Smg/ml en PBS por 30 minutos a 37°C. Posteriormente son observadas
con microscopia de fluorescencia convencional con un filtro de rodamina para detectar las

regiones de muerte.

Hibridaciones en tejido completo.

a)Las riboprucbas de ARN (sintesis de sonda) se prepararon mezclando las siguientes

cantidades en el respectivo orden:

1) Agua destilada 10.0pu1
2) Buffer de transcripcion 5x (Boehringer) 4.0 ul
3) 0.1 M DTT (Boehringer) 2.0 ul

4) Mezcla de nucledtidos(marcados con digoxigenina) (Boehringer)2.0 nl

5) Plasmido linearizado(1pg/nl) 1.0l
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6) Inhibidor de RNAsa (RNAsin, 100uw/pl) (Boehringer) 0.5l
7) RNA polimerasa SP6, T7 6 T3* 1.0 ui

8) Se incubd a 37°C durante 2 horas**

*Las RNA polimerasas usadas para la transcripcién de cada sonda fueron las siguientes:

Fgf8 T3 (Boehringer) Raldh2 T3 (Boehringer)
Meisl T7 (Boehringer)
Meis2 SP6 (Bochringer)

**En el caso en que se usé SP6 se incubd a una temperatura de 40°C a fin de obtener una

mejor actividad de 1a RNA polimerasa por el mismo periodo de tiempo

Descripcion de las sondas

Las sondas que se utilizaron para cada gen tenian las siguientes caracteristicas:

Fgf8 correspondié a un fragmento de 740pb clonado en los sitios lamba HindIII y EcoRI.
Meis1 se utilizé una sonda de aproximadamente 1000pb , clonada en Clal.

Meis2 corresponde a un fragmento de 1000pb clonado en los sitios HindIII.

Raldh-2 corresponde a un fragmento de 486pb clonado en los sitios EcoRI y BamHI.

b)Extraccion de las sondas

1) Se adiciond un volumen de agua DEPC 100ul
2) Se precipito con LiCl 4M 10u1
3) Se adiciond un volumen de etanol absoluto frio 3001

4) Se guardo a una temperatura de —20°C durante 30 minutos
5) Se centrifugd en una microcentrifuga por 10 minutos a maximas rpm
6) Se desecho el sobrenadante con cuidado de no perder la pastilla

7) Se lavo la pastilla con 100ul de etanol al 70%
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8) Se disolvio la pastilla en un volumen de agua DEPC 100ul1

9) Se tomaron 5 pl de la sonda disuelta en agua DEPC y se adicioné 1pl de colorante
(loading buffer)

10) Se analizé en un gel de agarosa al 1%, debi6 observarse la banda de RNA 5 veces mas

intensa que la banda de DNA

c) Deteccion de la incorporacién de digoxigenina en las ribopruebas

1) Se prepar6 una solucién de dilucién, agregando 1ul de tRNA de levadura en 500ul de
agua DEPC.

2) Secolocod una gota de cada serie de diluciones 2x de la sonda en la solucién de dilucién
sobre una membrana de nylon.

3) Seseco al aire la membrana.

4) Se lavé con Iml de solucion amortiguadora mimero 1 (ver apéndice) a temperatura
ambiente durante 1 minuto en una caja de Petri de 20mm con agitacién constante.

5) Seelimind la solucién amortiguadora nimero 1.

6) Se realizé un lavado con la solucién bloqueadora durante 30 minutos a temperatura
ambiente con agitacién constante.

7) Seeliminé la solucién bloqueadora.

8) Se diluyé 1ul de anticuerpo ANTI-DIG AP (Boehringer) en 5ml de solucién
‘amortiguadora nimero 1. Se adicioné 1ml sobre la membrana de nylon.

9) Se incubd con el anticuerpo durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacién
constante.

10) Se retir6 el anticuerpo y se lavd por 15 minutos con solucion amortiguadora niimero 1.

11) Se repitid este ultimo paso una vez mas.

12) Se elimind la solucion amortiguadora y se adiciond 1ml de NTMT, fue incubado durante
5 minutos con agitacién

13) Se retir6é el NTMT y se agregd 1ml de NTMT y el sustrato: 3.5ul de BCIP (Boehringer)
+ 3.5unl de NBT (Boehringer)
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14) Se incubo hasta obtener la sefal.
15) Una vez que se observé la sefial de incorporacidon de color morado a café obscuro se
detuvo la reaccion con agua. Se comparo el color obtenido con el patrén para determinar

si presentd una correcta incorporacion de digoxigenina.
d) Preparacion de tejidos pre-hibridacion in situ

Las extremidades de los embriones recién disectadas 6 después de que se realizé la
deteccion de muerte celular con anaranjado de acridina, se lavaron en PBS y se fijaron toda la
noche en paraformaldehido al 4% disuelto en PBS a una temperatura de 4°C. Al dia siguiente

se deshidrataron de la siguiente manera:

1) 5 minutos en PBT a 4°C

2) 5 minutos en PBT a 4°C

3) 5 minutos en 25% metanol/PBT
4) 5 minutos en 50% metanol/PBT
5) 5 minutos en 75% metanol/PBT
6) 5 minutos en 100% metanol

7) Se guardaron en metanol al 100% a uwna temperatura de —20°C hasta su procesamiento

€) Hibridacion in situ en tejido completo

Las hibridaciones in situ en tejido completo fueron realizadas de acuerdo a un
protocolo establecido de 4 dias (Ausubel er al., 1994). En cada paso cada solucién anterior
se retiré cuidadosamente y se dejé un poco de la misma para evitar el dafio y la desecacién
del tejido. La adicién de la siguiente solucidén se hizo por la paredes del tubo y de forma
lenta, siempre manejando el mismo volumen dentro de cada tubo. Durante los 4 dias los
tejidos se mantuvieron con agitacion suave dentro de tubos de 2ml herméticos. Salvo en los

casos en que se indica, los pasos del protocolo se realizaron a temperatura ambiente.
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Dia 1

17) Solucion de Prehibridacion

18) Solucion de prehibridacion

+ 10pl de la riboprueba especifica

diferentes soluciones de la siguiente manera:

5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
5 minutos
1 hora

5 minutos
5 minutos

5 minutos

Sminutos
5 minutos

5 minutos

20 minutos

5 minutos

1) 75% metanol/PBT

2) 50% metanol/PBT

3) 25% metanol/PBT

4) PBT

5) PBT

6) 6% H>O./PBT

7) PBT

8) PBT

9) PBT

10) 10pg/ml de proteinasa K en PBT3 minutos*
11) 2mg/ml de glicina en PBT
12)PBT

13)PBT

14) 8ul de glutaraldehido+ Spl de
Tween en 1 ml de Paraformaldehido
15)PBT

16)PBT

5 minutos

1 hora a 70°C

toda la noche a 70°C

Los tejidos o extremidades guardados en los tubos herméticos de 2ml con metanol absoluto a

una temperatura de —20°C se rehidrataron, se lavaron y se realizé la hibridacién con las
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* El tiempo de incubacién con la proteinasa K es muy importante y nunca rebasé los 5

minutos para no producir un daiio al epitelio.

Dia 2
Durante este dia se eliminé la sonda unida inespecificamente y se afiadié el anticuerpo-

antidigoxigenina acoplado a la fosfatasa alcalina.

1) Solucién 1 30 minutos a 70°C

2) Solucion 1 30 minutos a 70°C

3) Solucién 1:1 de la solucion 1y 2 10 minutos a 70°C

4) Solucién2 5 minutos

5) Solucion 2 5 minutos

6) Solucion2 5 minutos

7) Solucién 2 5 minutos

8) Solucién 3 5 minutos

9) Solucion 3 30 minutos a 65°C (en este momento se inici6 el

paso 14 al mismo tiempo que los siguientes)

10) Solucién 3 30 minutos a 65°C

\ 11)TBST 5 minutos
12) TBST 5 minutos 1
13) TBST 5 minutos

14) Se pre-bloqueé el tejido por incubarlo con suero de borrego al 10%/TBST durante 2 6 3
horas. Se debe inactivar previamente el suero a una temperatura de 70°C por 30
minutos.

15) Se pre-absorbi6 el anticuerpo con polvo de embrién de la siguiente manera:

A > Sepesaron 3 mg de polvo de embrién y se diluyeron en 0.5m!l de TBST
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Se incubaron en una temperatura de 70°C con agitacion fuerte y constante durante 30

‘7’

minutos.
Se coloco en hielo y se permitié enfriar por 5 minutos.
Se adicionaron 5ul de suero de borrego y 1l de anticuerpo anti-DIG (Boehringer)

Se agito suavemente por 1 hora a 4°C.

Y V Y VY

Se centrifugd a maxima rpm en una microcentrifuga por 5 minutos.

Se tomo el sobrenadante ¥ se diluyd hasta 2ml con suero de borrego1%/TBST.

Y

16) Se eliminé el suero de borrego 10%/TBST de los tubos.
17) Se adiciond en anticuerpo pre-absorbido.

18) Se incubd toda la noche a una temperatura de 4°C con agitacién suave.

Dia 3
Los tejidos se lavaron a fin de eliminar el exceso de anticuerpo por 3 periodos de 5 minutos
y por 4 periodos de 1 hora con TBST, finalmente se dejé lavando toda la noche con la

misma solucidn.

1) TSBT 5 minutos
2) TSBT 5 minutos

3) TSBT 5 minutos
4) TSBT 1 hora

5) TSBT 1 hora

6) TSBT 1 hora

7) TSBT 1 hora

8) TSBT . toda la noche
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Dia 4
Este dia correspondi6é con el revelado u obtencion de la sefial la cual corresponde a la

actividad de la fosfatasa alcalina.

NTMT 10 minutos

NTMT 10 minutos

NTMT 10 minutos

Se transfirieron los tejidos desde los tubos de 2ml a una caja estéril de 12 pozos

Se agregd 1ml de NTMT vy el sustrato: 3.5l de NBT+ 3.5ul de BCIP

Se incubd con agitacién suave y protegiéndolo de la luz hasta obtener la sefial 6ptima, la
cual se observé entre las 4 y 12 horas.

Posterior a la deteccion de seqial se retird el sustrato y se hicieron 3 lavados con PBT
por 15 minutos cada uno.

Se lavé con glicerol 50%/ PBT por 15 minutos.

Se guardaron en glicerol 80%/ PBT a 4°C hasta el procesamiento de la imagen.
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RESULTADOS

Se realiz6 la caracterizacion de la expresion de Fgf8 para corroborar la desaparicién
de su expresion al tiempo en que la MCI se presenta. Se encontré que efectivamente, la
expresion del mensajero de Fgf8 desaparece de las regiones interdigitales alrededor del
estadio S9 que es cuando inicia la MCI en el epitelio mas distal del interdigito. Esto
concuerda con lo anteriormente reportado en el estudio de Salas-Vidal y colaboradores
{(2001) (resultados no mostrados).

El cultivo de la extremidad sobre filtros con medio definido ha sido reportado
previamente. No obstante, nunca se ha analizado si la MCP que se presenta bajo
condiciones fisiologicas, se reproduce in vitro. Debido a que el interés en este estudio es
analizar in vitro el cambio frente a diferentes tratamientos en la MCI y la expresion de
algunos genes involucrados en tal evento, fue necesario establecer las condiciones idéneas
bajo las cuales la MCI era reproducible o semejante al desarrollo ocurrido in vive. Por ello,
se observo el desarrollo de la MCI en la extremidad del ratén, a partir del estadio en que ésta
inicia (S89). bajo diferentes medios de cultivo a fin de encontrar el adecuado para nuestros
propésitos. Los medios clegidos se basaron en la disponibilidad de los mismos dentro del
laboratorio y fueron McCoy, D-MEM, D-MEM/F12. De éstos tres medios, el cultivo de
las extremidades en D-MEM conservé intacta la morfologia y un patrén temporal de MCI
semejante al observado in vivo. Por esta razén este medio fue el utilizado en todos los

cultivos.
El FGF8 como factor de sobrevivencia,
Con la finalidad de probar el papel del FGF8 como factor de sobrevivencia, se

implantaron esferas impregnadas en este factor en las dos regiones interdigitales principales

de las extremidades en el estadio S9, que se ha reportado corresponde con el inicio de la
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MCI. La inhibicién de la muerte por FGF8 se evalu6 a las 6, 8 y 12 horas, obteniéndose los
resultados mas claros después de una incubacién de 12 horas o posterior, sin lleg.ar a las 24
horas (Figura 1). Se encontré un pico de MCI alrededor de las 12 horas en las extremidades
control, mientras que en las extremidades que portan las esferas con FGF8 la MCI se
inhibid. Se observé también que si las esferas con FGF8 se implantan después de la etapa de
desarrollo (S9), es decir, posterior al inicio de la MCI, no hay inhibiciéon de la muerte celular,

o al menos no es tan evidente, lo cual indica que existe cierta ventana temporal critica de

desarrollo para detener este proceso.

A B

Figura 1. Funcién de sobrevivencia del FGF8. El FGF8 inhibe la MCI al promover la
sobrevivencia de las células de las regiones interdigitales. En el panel A se observa una
extremidad que porta las esferas control y por ello la MCI se reproduce de forma semejante a
la fisiol6gica, en cambio en el panel B la extremidad porta las esferas impregnadas con FGF8
y se inhibe el proceso de MCI.

La inhibicién de la expresiéon de Fgf8 al tiempo en que inicia la MCI se presenta solo
en las regiones interdigitales, mientras que dicha expresién se mantiene en el ectodermo mas
distal de los digitos donde no ocurre muerte celular. Por esta razdn, se supuso que quizi la
funcion de sobrevivencia del Fg/8 se mantenga durante todo el desarrollo de la extremidad.
Para probar esta funcion del FGF8, se utilizé6 un compuesto que inhibe la sefializaciéon de
varios FGFs, ya que antagoniza la funciéon de sus receptores. En el ratén se ha reportado

que existen cuatro tipos de receptores. El uso del compuesto, SU5402, se ha reportado que
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por lo menos inhibe la accion de tres de ellos: FGFR1, FGFR2 y FGFR3. Se analizaron dos
etapas de desarrollo (12.5 y 13.5dpc), que muestran una expresion diferencial de Fg/3. El
experimento se realizé afiadiendo el inhibidor en el medio de cultivo a una concentracién
final de 250uM, por un periodo de 12horas a los 12.5dpc (estados de desarrollo S7 y S8). Se
observé que después de 12 horas se produce una induccién de muerte celular, que se
presenta a todo lo largo de la parte distal del autépodo y penetra un poco en las regiones
proximales de la extremidad. También se observan alteraciones morfolégicas de la extremidad
bajo este tratamiento. Las extremidades cultivadas en presencia del inhibidor se hacen mas
extendidas, se achatan las puntas de los digitos y en general la extremidad presenta un
aspecto mas aplanado (Figura2). Por otro lado se usaron extremidades en la misma etapa de

desarrollo que recibieron el inhibidor impregnado en las esferas que se insertaron en las

regiones interdigitales. Bajo esta condicién también se observa una induccién de muerte
celular semejante a cuando el SU5402 se adiciona al medio de cultivo. En este caso, la muerte

celular no solo se observa en las regiones interdigitales, sino también en la punta de los

digitos lo que lleva a suponer que la actividad de este compuesto no es localizada.

B

A

4

Figura2. Efectos de SU5402 en el medio de cultivo. El panel A muestra la extremidad
control. El panel B es una extremidad cultivada en presencia de SU5402. Nétese que existe
una induccién de muerte celular en el contorno mas distal de la extremidad. También es
evidente un cambio en la morfologia, la extremidad se hace mas extendida. Ambas
extremidades fueron tomadas de embriones de 12.5dpc, el control corresponde a la
extremidad contralateral de la que recibié tratamiento.
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En la etapa de 13.5dpc (89 y S10), la expresion del Fg/3 se restringe a la pﬁnta de los
digitos. En esta etapa se implantaron en la punta de los digitos, esferas impregnadas en

SU5402 a una concentracion de 100mM, por un periodo de 12 horas. Posterior a este

intervalo, se detectd la induccién de muerte celular abundante en esta region; también se -

observé un incremento de la MCI respecto al control (Figura 3a y 3b). Durante estos
estadios de desarrollo la expresién de Fgf8 ya no se detecta en los interdigitos. Por ello, a
manera de control, se realizé la implantacién de esferas con inhibidor bajo las mismas
condiciones de concentracion y por el mismo tiempo en las regiones interdigitales. Se
esperaba que en esta situacion, debido a la falta de expresion de Fgf8 no se detectara muerte
celular, lo cual se corroboré. Sin embargo, también se observé que en estas extremidades se
produce una disminucién o bloqueo absoluto de la MCI (Figura3c y 3d). Si se realiza un
seguimiento de las extremidades bajo esta condicion pero por un periodo de 24 horas se
observa que la MCI se restablece y se observa también en las regiones digitales distales
(Figura3E y 3F).

Un aspecto importante derivado de los experimentos anteriores es que la muerte
celular que es inducida por el compuesto SUS5402 coincide con las regiones en las que se

localiza la expresion de Fgf3.
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Figura 3. Efcctos del SU5402 en cl desarrollo de la extremidad. En ¢l estadio de 13.5dpc 1a
implantacién de las esferas impregnadas con cl SU5402 ¢n la punta de los digitos induce muerte
cclular v la incre a cn las regi les. Pancles A v B. Las csferas impregnadas
en el SU5402 ¢ plantadas en las regi i digitalcs a las 8 horas inhiben 1a MCI, 1o que
sc observa en ¢l pancl D. Bajo csta misma condicion pero a las 24 horas se reinicia la MCl, esto
sc obscrva en ¢f pancl F.
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Participacién del AR en la MCI.

El modelo que se propone dentro de este estudio, supone que el FGF8 controla
negativamente la presencia del AR. Si lo anterior es correcto, elevar los niveles de AR en la
extremidad aumentaria la muerte celular. Para probar esto, se cultivaron extremidades de
12.5dpc, en presencia de 10, 15 y 20pM de AR en el medio (concentraciones que inducen la
muerte celular) por 12 horas. Transcurrido este tiempo se observé un aumento de la muerte
celular en el borde distal de la extremidad, la MCI es poca al igual que la muerte celular en las
regiones proximales del autépodo. La cantidad de células muriendo fue directamente

proporcional a la concentracion del AR aifiadido. Las extremidades asi tratadas presentan

cambios morfoldgicos, haciéndose un poco mas extendidas y aplanadas (Figura 4). Cabe
resaltar que la muerte celular que es inducida por AR es aparentemente semejante a la que se

produce en la misma etapa con el uso del SU5402 (Figura5).

; . Se analizé efec.to del AR a una concentracion de 20uM por 12 horas en extremidades
de 13.5dpc. En esta etapa la muerte celular fisiologica sélo se localiza en las regiones
interdigitales. Con el tratamiento, la muerte celular se expande hacia otras dareas de la

\’ extremidad, como las regiones distales 6 las puntas de los digitos. También se observan

algunas perturbaciones morfoldgicas, como por ejemplo, los bordes de la extremidad se

extienden y los dedos se achatan. La muerte celular que se observa en las puntas de los
digitos es semejante a la que ocurre cuando se implantan esferas con el inhibidor en la punta

de los digitos (ver figura 3b).
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Figura 4. La muerte cclular inducida por ¢l AR cn extremidades de 12.5 dpc y de
13.5dpc. En cl pancl B sc observa la muerte celular inducida por ¢l AR en extremidades
de 12.5dpc. La muerte celular en esta ctapa sc presenta a lo largo del borde distat de 1a
extremidad y penctra y un poco en las regiones interdigitales. En ¢l pancl A sc observa
{a extremidad control. El panel C den 8 una idad control de 13.5dpc y cf
panel D a una extremidad tratada con AR de csta misma ctapa. La muerte celular al igual
que cn la ctapa anierior s¢ presenta a todo lo largo del borde distal, incluyendo las puntas
de los digitos, sin embargo ¢l incremento de muerte cclular cn las regiones interdigitales
cs mcnor quc cn la ctapa de 12.5dpe.




Figura 5. Comparacién de patroncs de la muerte celular inducida por et AR y
por ¢l SU5402. En cl pancl A se observa la mueric celular inducida por ¢l AR a
los 13.5dpc, cn ¢l pancl B sc obscrva 1a muertc celular inducida por ¢l SU5402
cn la misma ctapa de desarrollo. En el panel C sc observa 1a muerte celular
inducida por ¢! AR pero a los 12.5dpc, mientras tanto cn ¢l panel D sc obscrva
cn esta misma ctapa de desarrollo la muerte celular que induce el SU5402.
Nétese que ecn ambas ctapas 1a muerte celular inducida por ambos >S €S
muy scmcjanic.
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La regulacién del mensajero de F} or AR.

La muerte celular inducida por AR en las regiones interdigitales y en la punta de los

digitos en los tratamientos con AR, pudiera ser producto de la regulacién negativa del -

mensajero de Fgf8 por el AR. Por ello se determiné si la induccién de la muerte celular por
20uM de AR a las 8 y 12 horas eliminaban la expresion de Fgf3. En condiciones fisiolégicas
en esta etapa, el mensajero de Fgf8 se encuentra restringido a la punta de los digitos. Las
extremidades tratadas con el AR muestran una desaparicion de la expresién de este gen
respecto a las control (Figura 6). Cabe resaltar la correlacién observada entre el incremento

de la muerte celular en la punta de los digitos y la desaparicién de la expresion del Fgf3.

El FGF8 reprime la expresién de Raldh-2.

Una de las enzimas encargada de la sintesis de AR y que frecuentemente se utiliza
para monitorear la presencia de este compuesto es la retinaldehido-deshidrogensa 2
(RALDH-2). Si FGF8 controla la disponibilidad de AR en la extremidad en desarrollo,
pudiera regular de alguna manera la actividad de esta enzima. Por ello se determiné si ocurria
algin cambio en la expresion de su mensajero, bajo las mismas condiciones de inhibicién de
la MCI por el FGF8 previamente establecidas. En ésta condicién hay un cambio en la
expresion de Raldh-2, pero no es tan evidente, debido a que la extremidad control se
desarrolla mds rapido que la tratada con FGF8, por lo que resulta imposible hacer un analisis
comparativo. Debido a esto, se decidié probar otra condicion. Se colocd una esfera control
en un interdigito y en el otro de la misma extremidad una esfera impregnada en FGF8
(1mg/ml). Con el tratamiento anterior, la expresion de Raldh-2 se ve disminuida o ausente en
la regién interdigital de las extremidades con la esfera con el FGF8 (Figura7A y 7B ), es

decir, el FGF8 regula negativamente la expresion de la Raldh-2 en los interdigitos.
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Figura 6. El AR regula negativ ion del Fg/8. La expresién del
Fgr8 quc en lu ctapa de desarrollo de 13 Sdpc (59-S10), se restringe a la punta
de los digi de las idad, que fucron tratadas con et AR. El

panei Al una d L ¢l pancl B mucstra una
cxr.rcmndad tratada con cl AR.

A

Esfora con Esfera Esfera Esfera con
FGFB control control FGF8

Figura7. E! FGF8 apaga la expresion de Raldh-2. En ¢t pancl A sc obscrva
1a inhibicién de la MCI por ¢l FGF8, ¢l pancl B comresponde a la misma
extremidad en donde s¢ observa la inhibicion de la expresién de Raldh-2 por
¢l FGF8 respecio al interdigito que porta la esfera control




Los genes Meis]l v Meis 2 en la MCI.

Los estudios de Mercader y colaboradores indican que los genes Meis! y Meis2 son
blancos del AR. Para determinar si éstos genes podrian estar participando en la regulacién de
la activacion de la MCI, se caracterizé su expresion, alrededor de los estadios en que ocurre
la MCI. Las etapas correspondieron a 12.5dpc (representado en su mayoria por S7 y S8),
13.5dpc (S9 y S10) y 14.5dpc (S11 y S12). Los patrones de expresion obtenidos fueron los
siguientes: Meis/ no se expresa en la etapa 12.5dpc (Figura 8a); la expresion de su ARN
mensajero se detecta hasta la etapa de 13.5dpc en las regiones laterales de los digitos y un
poco de su expresion se observa en el interdigito (Figura 8b). En la etapa de 14.5dpc todavia
hay expresidn, pero restringida a las regiones laterales de los digitos (Figura 8c). En las
etapas en que se detectd la expresion de Meis/ ésta se extiende a lo largo de los digitos y

nunca alcanza el ectodermo mas distal o punta del digito.

La expresion de Meis2 es muy semejante a la de Meisl. En el estadio S7 no hay
expresion de Meis2 (Figura9a). Las extremidades en S8, que muestran una morfologia con
digito e interdigito bien diferenciado, tienen expresién de Meis2 en la region interdigital, lo
cual no se observa.para Meis!. En la etapa de 13.5dpc, la expresiéon de Meis2 es muy fuerte
en el interdigito, a diferencia de Meis!, e incluye el epitelio mas distal. En esta misma etapa,
la expresion de Meis2 contrasta con Meisl, ya que su expresion no se extiende a las regiones
laterales del digito (Figura9b). Finalmente, en la etapa de desarrollo de 14.5dpc (Figura9¢), la
expresion se reduce y se observa Gnicamente en las regiones laterales de los digitos y en la
pequeiia region interdigital que atin se encuentra presente. En esta etapa contrasta la fuerte
expresion de Meis2 en las regiones descritas mientras que la expresién de Meis! parece haber

disminuido en intensidad.
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Figura 8, Expresién de Meis! alrededor de Ias ctapas en que se¢ presenta la MCIL En el

pancl A sc observa que no hay expresion de Meis! en ia ctapa de 12.5dpc. En el panel B

sc observa que 1a expresion de Meis! sc encucntra cn las regiones laterales de los digitos

en la ctapa de 13.5dpc. En ¢l pancl C, que sponde a una idad de 14.5dpc, la
ién de Mcis/ sc ge a las I lcs de los digitos.

Figura 9. La cxpresién de Meis2 en 1a extremidad alrededor de 1as ctapas en que ocum
1a MCI. En extremidades de 12.5dpe no se observa i6n de Meis2, rcp en

cl pancl A. Eun los 13.5dpc la expresion de Meis2 sc observa en las regiones
que corresponde con el pancl B. La expresion de Meis2 sc restringe a las

gi i les de los digitos en la etapa de desarrollo de 14.5dpe 1o cual sc observa en
cl panel C..




Los genes candidatos que se proponen participan en la MCI tienen una distribucién
interdigital alrededor de las etapas en que ocurre este proceso. Con la caracterizacion
realizada se encontré que Meis2 tenia una fuerte expresion y bien definida en la regién

interdigital a los 13.5dpc, etapa de desarrollo que coincide con la MCI. Considerando esto,

se decidié trabajar Unicamente con este gen para su andlisis posterior en diferentes

condiciones experimentales.

Los genes Meis son regulados positivamente por AR, es decir, se induce su
expresion en células en cultivo y en tejidos completos de forma ectépica. Considerando esto
se evalto la posible induccion de la expresion de Meis2 por AR en una etapa previa a la
MCI. Puesto que las acciones del AR relacionadas con la muerte celular podrian ser
mediadas por Meis2, se sometieron extremidades de 12.5dpc (S7 y S8) a una concentracién
de 20uM de AR por un periodo de 12 horas al término del cual se observé abundante
muerte celular similar a la descrita anteriormente en esta etapa; sin embargo, no se detect6
una induccidn de la expresiéon de Meis2 en alguna regién de la extremidad (resultados no

mostrados).

Debido a que no se observd la expresion de Meis2 en una etapa de desarrollo en la
que bajo condiciones fisiologicas no ha ocuwrrido la MCI, se buscaron cambios en su
expresion en otra ventana temporal, la cual corresponde con el inicio y transcurso de la
MCI. Se cultivaron extremidades de 13.5dpc, en presencia de AR (a la misma concentracién
y tiempo previamente utilizados). La expresion de Meis2 se extendio mds zlla de las regiones
interdigitales, hacia toda la regién dorsal y ventral de la extremidad, incluyendo las areas en

las que se produce un incremento de la muerte celular por la actividad del AR (FiguralO).

Tratando de complementar la observacién anterior, se pens6 que si la expresion de
Meis2 depende de la actividad del AR enddgeno en la extremidad, la inhibicion de la
actividad de este debiera disminuir o apagar la expresion de Meis2. Se conocen diferentes

farmacos que bloquean la sintesis de AR, afectando la actividad de las enzimas que median
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su sintesis como las alcohol deshidrogenasas (ADH) y las aldehido deshidrogenasas
(ALDH). El citral, es un aldehido que inhibe ambos tipos de enzimas, y el nerol es un
compuesto control del citral, ya que tiene la misma estructura pero el grupo aldehido fue
modificado por un grupo alcohol y su actividad inhibidora a concentraciones equimolares
con respecto al citral es practicamente despreciable (Schuh ef al., 1993). En las extremidades
cultivadas en presencia de 100uM de citral, la MCI se inhibe, respecto a las extremidades
cultivadas con la misma concentracion de nerol (Figuras 11A y B). Estas extremidades
recibieron un tratamiento similar a los experimentos anteriores, es decir, se determiné si
bajo esta condicién ocurria un cambio en la expresion del mensajero de Meis2. En las
extremidades en las que se inhibe la MCI se disminuye la expresion de Meis2, lo cual indica
que los niveles de AR regulan positivamente la expresién de este gen en la regién interdigital

(Figura 11 Cy D).

Finalmente se analizé si FGF8 pudiera estar regulando la expresion de AMeis2 y
poder mencionar su participacién en la MCI de forma mas sélida Se determiné si bajo las
condiciones de inhibicién de la MCI por FGF8 se presentaba un cambio en la expresion de
Meis2. Bajo este tratamiento se observa una inhibicion de la expresion de AMeis2 en el
ectodermo mads distal de la region interdigital, respecto a la extremidad control. La expresion
de Meis2 en el resto del interdigito no cambia en las extremidades que recibieron tratamiento

con FGF8 (Figura 12).
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Figura 10. Cambio en la expresién de Meis2 por el AR en extremidades de
13.5dpc.En las extremidades cultivadas en presencia del AR se expande la
expresion del mensajero de Meis2, de tener 8610 una localizacion interdigital
como se observa en ¢l panc} A sc extiendo en el cpitclio dorsal y ventral de la
extremidad como se obscrva en ¢l pancl B, Ambas son vistas dorsalcs.
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Figura 11. Cambio en 1a expresion de Meis2 c inhibiciéon de 1a MCI por el citral.
En el pancl B sc obscrva la inhibicion de 1a MCI por el citral en extremidades de
13.5dpc, en el panel A sc 1a l. En c! pancl C sc
observa Ia expresion de Meis2 a los 13.5dpce, en el pancl D se observa como se N
apaga la expresion de Meis2 por ¢l efecto del citral.




Figura 12, El FGF8 apaga la expresion de AMeis2 en ¢l cctodermo spical. Las esferas
impregnadas con cl FGF8 impl. das cn las regi interdigital gul gati
1a expresion de Meis2 en las regi del epitelio distal (flech En el pancl A se observa

una extremidad que porta esferas control.




DISCUSION

La extremidad embrionaria del ratén es un buen modelo para estudiar de forma
experimental muchos de los eventos morfogenéticos que ocurren en los vertebrados; ademds
muchos de los mecanismos que en el ratén operan se asume que podrian estar operando en
el humano, debido a su cercana relaciéon evolutiva. El evento morfogenético de nuestro
interés es la MCP, especificamente la MCI de la extremidad. A pesar de que se ha generado
una gran cantidad de informacion acerca de este proceso e involucrado a numerosas
moléculas, no se ha establecido co6mo es que este proceso ocurre y cOmo es que se encuentra

tan bien regulado espacio-temporalmente.

La funcion del gen Fgf8 en la CEA es promover el crecimiento de la extremidad a lo
largo del eje proximo-distal, se piensa quizd actia como un factor de proliferacién. La
existencia de extremidades truncadas en mutantes condicionales para este gen corroboran

esta idea. Sin embargo, los patrones de expresion para el Fg/8 reportados aqui y en el trabajo

de Salas-Vidal y colaboradores, muestran que su desaparicidon coincide de forma temporal
con el inicio de la MCI. Esto nos llevé a pensar que quizd el Fgf8 no sé6lo induzca la
proliferacion. Existen antecedentes en donde los FGFs actian como factores de
\ sobrevivencia inhibiendo la apoptosis interdigital cuando se colocan esferas impregnadas con
factores en esta region, en particular el FGF2 y FGF4. Por otra parte se ha reportado la
activacion de la cascada apoptética en células que carecen de factores de crecimiento, tal
como ocurre en células del sistema nervioso. Por tanto, la posibilidad de que el FGF8
pudiera estar actuando como un factor de sobreviencia en el tejido mesenquimal que sufrird

apoptosis no es una idea sin fundamentos.

La inhibicion de la MCI al implantar esferas con FGFs ya se habia reportado en la

) extremidad de pollo, con otros FGFs, particulamente el FGF2 y el FGF4. So6lo’un reporte

menciona el uso del FGF8 (Montero ef al., 2001). Sin embargo, en este reporte se concluye
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que la actividad del FGF8 puede ser substituida por cualquier otro FGF. Nosotros
consideramos que es de gran importancia mostrar que en particular el FGF8 presenta esta
funcién de sobrevivencia alrededor de la etapas en que ocurre la MCI, ya que este gen se
expresa durante el desarrollo de la extremidad. El haber encontrado que existe una
disminucion de la MCI en una etapa de desarrollo critica (previo a $9) nos sugiere que el
FGF8 durante esta ventana temporal pudiera ser una seifial liberada por la CEA requerida
para la sobrevivencia del mesénquima subyacente. La funcién del FGF8 como un factor de
sobrevivencia en la extremidad in vivo, se confirma con los experimentos siguientes: 1) El
uso del inhibidor de algunos de los receptores a los FGFs (SU5402) que induce abundante
muerte celular en la extremidad. De forma notoria la primeras células en morir se localizan en
el epitelio mas distal de la extremidad, lo cual correlaciona con los gradientes de MCI
reportados en extremidades in vivo en el trabajo de Salas-Vidal; 2) La induccién de la muerte
celular en la punta de los digitos con el uso del SU5402 en la etapa en que éstas regiones
solo expresan el Fgf8; y 3) La expresion del Fgf8 se regula negativamente en las células que
mueren por accién del AR. Los datos anteriores concuerdan con un papel del FGF8 en la

sobrevivencia del mesénquima distal.

Dos resultados obtenidos dentro de este estudio parecieran no apoyar la conclusién
anterior. Uno es el incremento de la MCI observado cuando se coloca una esfera impregnada
con el inhibidor a los receptores a los FGF en la punta de los digitos siendo que el Fgf8 ya
no esta presente en las regiones interdigitales. El otro, es la inhibicién de la MCI que se
produce cuando se implantan esferas con este mismo inhibidor en las regiones interdigitales
en esta misma etapa de desarrollo. Sin embargo, consideramos que ambas acciones no son
mediadas por el FGF8, ya que in vivo en esta etapa de desarrollo, la expresiéon de su ARN
mensajero no correlaciona con los lugares en donde se observan éstos efectos. Suponemos
que posiblemente cstas acciones si estén relacionadas a la actividad de algan FGF pero no es
la del FGF8.

51




Este estudio propone la existencia de un antagonismo directo entre dos moléculas
mediando la activacion de la MCI, el FGF8 y el AR. Los reportes analizados pl:evios a su
realizacién sugerian las funciones contrapuestas ejercidas por éstas 2 moléculas principales,
pero nunca se habian involucrado_en la MCI. Por ejemplo, se habla de la induccién de la
muerte celular por el AR pero de forma teratogénica. Sélo el estudio de Rodriguez-Leén y
colaboradores propone que existe una actividad del AR endégeno y que éste participa en la
MCI en la extremidad de pollo. La funcion de sobrevivencia de los FGFs se observa al
colocar en las regiones interdigitales de la extremidad de pollo esferas impregnadas en
cualquiera de éstos factores. Con el tratamiento anterior se logra inhibir la MCI, sin
embargo, no se propone sean reguladores de este proceso de forma fisiolégica. La
sefializacion contrapuesta entre éstas 2 moléculas también se observa en el desarrollo del
sistema nervioso, donde los limites de expresién de Fgf8 son excluyentes de la actividad del
AR. El unico antagonismo directo entre el AR y el FGF8 se analiza dentro del modelo de
Mercader y la respuesta a ambas sefilales es medida en términos de la expresion de los genes
Meis] y Meis2. Nuestro modelo supone que los genes Meis podrian ser regulados
positivamente en respuesta a AR y una disminucién de la expresién de éstos genes se
observaria frente al FGF8. Debido a que en nuestro estudio observamos la expresion de
Meisl y Meis2 en las regiones interdigitales, pensamos al igual que Mercader que su

expresion pudiera depender de éstos 2 factores.

Se ha reportado que una expresion ectopica de Meis2 se produce por el AR en
células en cultivo. Esto lo hacia un candidato excelente para formar parte de la ruta de la
MCI. La participaciéon de Meis2 en la activacion de la MCI, requeria una induccién de su
expresion en extremidades en las que se detectara muerte celular inducida por el AR. Una de
las etapas de desarrollo en la que observamos abundante muerte celular por la presencia del
AR es 12.5dpc (S7 y S8), etapa en la que no observo expresion de Meis2. Contrario a lo
esperado, en la etapa de 12.5dpc las extremidades tratadas por 12 horas con el AR no

muestran indicios de la expresién de Meis2 en ninguna region. Este resultado nos llevé a




pensar que en nuestro modelo un mecanismo independiente de los genes Meis estaria
operando. La otra posibilidad es que los genes Meis si participen, pero de forma indirecta, es
decir, que se requieran en el proceso inicial de activaciéon pero para completar el proceso de

la MCI los genes Meis activarian genes adicionales.

Para determinar si la expresion de Meis2 en la etapa de 13.5dpc dependia de la accién
del AR se estudi6 su expresion en extremidades en que se disminuyé la sintesis de AR. El
citral impide la producciéon del AR al inhibir tanto a las alcohol y las aldehido
deshidrogenasas; presenta la ventaja de poseer ademds un compuesto control, el nerol, que a
bajas concentraciones no tiene efectos sobre la sintesis del AR. Las extremidades tratadas
por 12 horas con 100uM de citral inhiben la MCI debido a la ausencia de AR (hecho que
lleva a postular un requerimiento del AR enddgeno en la MCI). Bajo este tratamiento
también se inhibe la expresién de Meis2, en toda la extremidad, incluyendo las regiones
interdigitales. Este resultado indicaba que posiblemente si existia una regulacién de la
expresion de Meis2 por el AR. Esto, por tanto, contrastaba con nuestra conclusién previa de
que dado que no encontramos expresion de Meis2 este gen no parecia ser critico en el

proceso.

En pruebas iniciales notamos que el desarrollo in vitro de las extremidades en la
etapa de 12.5dpc no procedia de forma semejante al desarrollo in vivoe. En cambio, las
extremidades de 13.5dpc se desarrollaban normalmente y presentan los eventos
morfogenéticos, como la MCl y la individualizacién de los digitos en los tiempos y formas
esperados. Si en realidad la expresion de Meis2 respondia al AR endégeno como nos lo
sugeria el experimento anterior, las extremidades tratadas con el AR en esta etapa mostrarian
un incremento en la expresion de este gen. Esta ultima hipétesis resulté correcta. No se
produjo una sobreexpresion de Meis2 en los sitios en que de forma natural se expresa
(interdigitos), pero si hubo una induccién de la expresion en sitios donde normalmente no se

encuentra. En éstas regiones, como las puntas de los digitos, se indujo la muerte celular por
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accion del AR. Esto ultimo sugiere que Meis2 es un gen que posiblemente participa en la
MCI.

Si el gen Meis2 es un integrante de nuestro modelo deberia regularse negativamente
por FGF8. Al poner este factor en esferas en las regiones interdigitales, tratamiento que
inhibe la muerte celular, se observd que la expresion de Meis2 se reduce pero no de forma
tan marcada como se esperaba. Su expresién desaparece en la regién ectodérmica distal de
los interdigitos. Al realizar un analisis se observé que los patrones de expresién de Meis2
son excluyentes con los de Fg/8 alrededor de las etapas en que ocurre la MCI, es decir, en
las dreas y tiempos en que se expresa Meis2 no se expresa Fgf8. Ademas ya que se observd
una regulacién negativa de la expresion de Meis2 frente a Fgf8, podemos proponer que quizd
exista un circuito regulatorio entre ambos genes. Hasta el momento no podemos asegurar la
participacion de Meis2 como activador del proceso de MCI. Si realmente participa lo haria
de forma indirecta. Por lo tanto serd necesario determinar los efectos en la MCI haciendo

estudios de ganancia 6 pérdida de funcién de este gen.

FGF8 podria ejercer su efecto de sobrevivencia indirectamente al regular Ia sintesis o
la acciéon de AR, postulacion que estd de acuerdo con el modelo de Meicader y
colaboradores (2001). La expresiéon del ARN mensajero de la enzima Raldh2 y del receptor
Rarf se utilizan frecuentemente como reporteros para monitorear la presencia y actividad
del AR. En la extremidad en desarrollo del ratédn, la expresion de Raldh-2 se detecta desde
estadios tempranos, alcanzando un pico de expresion en el dia 13.5dpc en las regiones
interdigitales. A partir de éste patron de expresion se puede inferir la presencia de AR en los
interdigitos. El patron de expresion de ésta enzima en la extremidad es excluyente con el
patrén de expresion de Fgf3. El tratamiento con FGF8 inhibe su expresién por lo que se
puede decir que FGF8 controla los niveles de AR en la extremidad al controlar la expresién

de una de las principales enzimas encargadas de su sintesis.
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Con los datos generados hasta el momento por este estudio se propone el siguiente

mecanismo:

El FGF8 y el AR son reguladores de la MCI fisiologica. EL. FGF8 actia como un
factor requerido para el crecimiento y la sobrevivencia de la extremidad en desarrollo.
Durante todo el desarrollo de la extremidad, el AR se encuentra presente en niveles bajos,
con actividad suficiente para inducir diferenciacion de ciertas células y conferir fenotipos
proximales. Para que se pueda establecer todo el patrén de desarrollo de la extremidad se
requieren diferentes concentraciones del AR. Los niveles del AR en la parte distal de la
extremidad son controlados por el FGF8, que inhibe la expresién de la Raldh-2 y por tanto
la sintesis del AR. Al tiempo en que se inicia la MCI se produce una regulacién negativa de
la expresion del Fgf8 en las regiones interdigitales, por un mecanismo desconocido pero
suponemos involucra la activacién de un represor de FGF8 por el AR. La ausencia de la
actividad del FGF8 permite la expresion de Raldh-2 en las dreas interdigitales distales lo cual
lleva a incrementar los niveles de AR en en éstas regiones. Cuando €]l AR se encuentra en un
cierto nivel, es capaz de inducir la activacién de otros genes blanco, entre los que podrian
estar Meisl, Meis2, Bmp4, Bmp7, Msxl y/6 Msx2. Finalmente estos genes activarian la

maquinaria encargada de efectuar la MCI.

En la extremidad de pollo, existen muchos genes que se localiza en las regiones
interdigitales alrededor del tiempo en que ocurre la MCI y parecen ser regulados por el AR.
Cuando los productos de éstos genes se administran junto con el AR inducen muerte celular.
Por éstas razones, se ha propuesto que forman parte de una cascada para activar el
programa de la MCI. Entre éstos tenemos a los miembros de la familia de los Bmps (Bmp4
y Bmp7) y de la familia de los msx (Msx] y Msx2). Se ha propuesto que la ruta de
activacion de la MCl inicia con la induccion de la expresiéon de Bmp4 6 7 por el AR y éstos
genes a su vez activan a los genes Msx. Sin embargo, el andlisis detallado de su expresion asi

como evidencia reciente de colaboradores de este laboratorio indican que quiza éstos genes
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no sean los efectores directos de la MCI. Esto se debe a que la expresién de los mismos no
coincide con las células del mesénquima que se empiezan a morir. Se ha observado también
que Bmp7 requiere del AR para producir sus efectos inductores de muerte (Covarrubias,

resultados no publicados). Por ello resultaria necesario establecer un mecanismo mas

detallado de la forma en que éstas moléculas interacttan, asi como la identificacién de los -

factores iniciadores de la MCI.

( Sensores de la
actividad del AR
Células
dela
CEA
Mantener el desarrollo de
la extremidad al conferir
sobrevivencia a las células
mesenquimales
\
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Esquema 1. Modelo en el que se integran las moléculas que participan en la ruta de

activaciéon de la MCI. Ver ¢l texto para la explicacién.
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CONCLUSIONES

La funcién del FGF8 a lo largo de todo el desarrollo de la extremidad, pero
particularmente en las etapas en que se presenta la MCI, es favorecer la sobrevivencia de
las células mesenquimales que se encuentran en las regiones interdigitales y en las puntas

de los digitos.

El AR es una molécula que tiene una participacién importante en el inicio y regulacién

de la MCI de forma fisiologica.

El FGF8 y el AR presentan funciones antagénicas en la induccién de la MCI en la
extremidad embrionaria de ratén. El antagonismo de ambas sefiales se hace evidente por
el hecho de que regula de forma negativa la expresion del mensajero del Fg/8 en la
regiones apicales de las extremidades de 13.5dpc.

El FGF8 regula negativamente la expresion de Raldh-2 en las regiones interdigitales, por

lo cual quiza se este inhibiendo la actividad del AR en éstas 4reas

La expresion de Meis2 se encuentra regulada por el AR alrededor de las etapas en que se
presenta la MCI en la extremidad en desarrollo. Existe también una regulacién negativa
de este por el FGF8 en el ectodermo mas distal de las regiones interdigitales. Sin
embargo, hasta el momento, su participacién en la activacién de la MCI no puede

afirmarse.
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PERSPECTIVAS

responden tanto al AR como al FGF8 y que inician la MCI cuando se expresan. Existen

algunos candidatos a considerar, los cuales podrian evaluarse.

En este estudio s6lo se analizé el efecto de sobrevivencia ejercido por el FGF8, sin embargo,

es necesario determinar cuales son los receptores mediante los cuales el FGF8 realiza esta

funcién.

Los reportes que hasta el momento se han publicado no concluyen que receptor media las
acciones del AR en la muerte celular. La disminucién en los niveles de la enzima que
sintetiza el AR puede ser acompaiiada por la disminucidén en la expresion de ciertos de

receptores. Resta entonces determinar cual receptor al AR es el que responde ante esta

l6gica.
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APENDICE

Agua DEPC
DEPC(Dietil- pirocarbonato) al 0.1% en agua bidestilada

SSC 20x pH= 5 (100ml)

NaCl 17.53grs
Citrato de Na 8.82prs
Agua DEPC 100ml

Ajustar pH con acido citrico

SDS 10% (100ml)

SDS 10grs
Agua DEPC 100ml
Tris-HCI 1M (100m1) pH=7.5
Tris acido 15.76grs
Agua DEPC 100ml
Tris Base 1M pH=9.5 (100ml)
Tris base 18.12grs
Agua DEPC 100ml
MgCl, 1M(100ml)
MgCl, 9.5grs
Agua DEPC 100ml

\ NaCl 5M (100ml)
NaCi 29.2grs
Agua DEPC 100ml

PBS 10x pH=7.4 (100m1})

NaCl 8grs

KCl 200grs

Na,HPO, 14grs

] KH2PO, 240mg
} Agua 100ml
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Solucién amortiguadora numero 1 (160ml)

NaCl 5M 30ml
Tris-HC] IM 10ml
Agua bidestilada 60ml

Solucién blogueadora
Reactivo bloqueador (Boehringer) al 0.5% en Solucién amortiguadora niimero 1

NTMT (100ml)

NacCl 5M 2ml
Tris-HCI 1M 10ml
MgCl2 Sml
0.1%Tween 20 1ml
2mM levimasole 48mg
Agua DEPC 82.9ml

SOLUCIONES PARA HIBRIDACION

PBT (100ml)

01.% Tween 20 100u1
PBS 10x 10ml
Agua DEPC 89ml
Solucién 1 (100ml)

Formamida 100% 50mi
SSC 20x 25mt
1% SDS 1ml
Agua DEPC 14ml
Solucién 2 (100m1)

NaCl 5M 10ml1
Tris-HCI pH=7.5 IM 1ml
0.1% Tween 20 0.1ml
Agua DEPC 88.9 ml
Solucién 1:1 (100ml)

Solucidn 1 50ml
Soluciéon2 50ml
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Solucién 3 (100ml)

Formamida 100% 50mi
SSC 20x 10ml
Agua DEPC 40ml
TBST 10x (100ml)

NaCl 8grs
KCl 0.2grs
Tris-HCl pH=7.5 1M 25ml
Tween 20 10ml
Agua DEPC 65ml

En el dia de su uso se diluye a 1x y se agrega 0.48mg de polvo de levimasole por 1 ml de

TBST.

Soluciéon de prehibridacién (100ml)

Formamida 100% 50ml
SSC 20x 25ml
RNAt yeast 10pg/pl 0.5ml
SDS 10% 10ml
Heparinal Opg/ul 0.5ml
Agua DEPC 14ml
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