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RESUMEN 

u muene cel1.1lar progra,.,,.da (MCP) •• 1.1n proceao fiaiológico con una importancia equivalente a 
los proceaos de prOliferación y dlferenc:illeidn ce11.1rar, y al igl.lal que eatos procaaos ea reg1.1lado 
POr factora• extracef1.1lares • intraoelularea: recienta,_.• •• han identificado genes eapeclficoa 
que CIOdlfican para proteínas q1.1e la reg1.1lan positiva y negativamente. La co"ecta reg1.1lación de la 
MCP - impcnante para la mo~neals durante al eleaa"°"º· aaf como para el mantenimiento de 
la tlomeoataai• en el adulto y et "1'.lnclonamiento del alatema Inmune. El preaente trabajo •• un 
esfuerzo para entend9r el mec:aniamo y ragulaci6n de la MCP en ~lula• embl'iOnariaa 
PIUr!Dotenclalea <ES) de ratón. se eatablecieron 2 modelos de eat1.1dio, uno utiliZando ~11.11aa 
lndlfilrenciadaa que m1.1eren por auaencia de 2 rnercaptoetanol (2ME) y otro utilizando cuerpo• 
embrtonarioa Que m1.1eren por preHncia ele licido ,..tlnoieo (AR). En ambo• modelos •• demoatró 
que la m1.1erte •• apoptótica y •• analizó el papel Clel eatr•• cxidativc en la progreaión d• la 
muerte. A P•••r de q1.1e el 2ME •• un agente l'9Cluc;tor y en au auaancia hay un incremento en la 
concentraeión ele eapecie• reactivas de ox~no (ERO). su efecto ~rotector parece no deb•ra• 
~mente a la 1'9dl.ICCi6n generalizada ele ERO. p1.1ea ne fue auatitu1do por otroa antioxidante• y 
la c:llarnlnución de la concentraci6n ele oxigeno en la atmosfera no aten1.1ó la ci~tica de muerte en 
ausencia ele 2ME. N1.1eatrca reaultadca augleren q1.1e el efecto protector del 2ME Involucra la 
'9duoción ele un blanco especifico, tal vez relaeionado con el metaboliamo de fierro. ya que la 
p,..~ncia de tranaferrlna reaultó capaz de eatimular la aObrevlvencla en auaencla ele 2ME. El AR 
lnaujO apoptosia en Oltlutaa de cuerpo• embrionariOa, maa no en Oltlutaa indlferanciadaa. La 
~ de la muerte depende de la generación de eatr•• oxidativo, puea la aobrevlvencia 
aumentó en preaancla de tas enzima• antioxidante• auperóxldo diamutaaa y cataran. Aunque 
las Oltlutaa indiferenciada• no murieron en preaencia de AR, aon capacea de responder a ••t•, 
puea diferenciaron hacia neurona• cuando ademli• •• retiró et auero. Et 2ME tambi•n Induce la 
aObrevivencia d• c•ruraa diferenciada•. ya que au preaencia permltó detectar neuronas en 
reasi1.1ea1a a AR. Ea poalbte que et eatr•a oxidativo participe en la MCP dl.lrante et deaarrollo 
emDrlOnario. ya que en un aiatema in vitro de deaarrollo de toa mlambroa de embrionea de ratón, 
la MCP que ocu,,. en tos interdlgltoa diamlnuyó en preaencla de antlcxldantea. Ademlia, en 
diferente• regionea del embrión en donde ocu"9 MCP tambi•n •• cbaervó una mayor cantidad 
de ERO. En concluaión, proponemoa que et eatr•• oxidativo puede aar un componente comi;,n 
de la activación de la MCP durante el denrrollo y que et AR pcclria ser un inductor de MCP, 
qulzli induciendo ••tr•• oxidativo. Futuro• experimento• analizarlin eata hipóteaia. 



ABSTAACT 

~ cell death (PCD) is a phyaiologleal procesa aa fundamental as prolifaralion and 
d!MiNntiation, reg..,lated by both intracellular ancl aJCtracallutar factora: aavaral ganes hava baen 
ldentltlad lhat regulata poaltivaly ancl nagatively oall death. An adeqyata ragt.llation of PCD ia 
in.porant to enaura a corr9CI morphoganaaia pattam cturtng clavalopment, as -11 as for the 
tunctlon of lha immuna ayatam ancl horileoataaia malntalnmant in the act"lt. Tha p,._nt wortc la an 
effort to underatanct tha rnac:haniam anct ragulation of PCD in mouae ernbryonic atem oalla (ES). 
Two modela -r• aatabllahect, ona to at..,cty tha death proctucac:t by tha abaance of 2 
rnercaptoathanol (2ME) in "ncllflarentiatacl cella, anct Othar to atYc:ty retlnoic aciCI (RA)-lnctuoact 
cteath or embryoict boctiaa. Wa demonatrat•cl that in both moctela cella ClieCI by apoptoaia anct the 
role. of oxlctatlve atrasa waa evaluatect. Althouph 2ME la a radYcina agent anct ·Ita abaence leada 
to a risa In tha levara of reactiva oxy~n •P.9c .. a (ROS). Ita protecfiva role may not ba ralated to 
a general decraaaa of ROS, aince na1thar 1t waa aubatltutacl bli.=r antioxictanta, nora ractuction 
In tha atmoapharic rnolaeular oxygan moclifled tha oall death · in tha abMnce of 2ME. o..,r 
, .. ..,Ita auaaaat that 2ME acta by rec:tl.ICing a soaciflc target, pamapa relatad to iron metaboliam. 
becauM fianaferrlna waa abl• to promot• oall aurvival In tha abaance of 2ME. RA· inCluoad 
apoptoala onlit In ambryoict body cella, but not in undlffarantiatad cella. RA·~ claath waa 
rnedatect by ROS. ainca tha acldition of th• antloxlctant enzvmea catalaM and auparoxicte 
dlemuta .. praventecl cell death. Even though uncliffarentlatad calla -r• raaiatant to RA·incluoed 
cteath, they are raaponaive to it, ainca they "nctarwant neuronal Cllfferentiation in reaponaa to RA 
In the abaence of Hrum. 2ME alao P.romotaa aurvival of dlfferantialad cella, aince· ita praaance 
allowed nauron positiva cella identificatJon. ROS may ba a ganar.i aignal for PCD duri1: 

=:=::r~·t~C:~~::C: o't':i~~:l:.~t:'~~:J~':t':.=~:.·c:=;~:,:mw~it;~~. ~ 
oonelalecl wlth high revela of ERO. In concluaion, wa pr~- thal oxictativa atr•- mlght ba a 
OU11il'ncll1 componant of PCD d"ring development. anct that RA OOUICI be a poaitive raQu!ator of 
PCD, parhapa tranactucina ita ctaath aignal through oxictativa atrasa. F"rther experimenta are 
requiaract to taat thia hypotñaaia. 



PUBLICACION 1 

·.~ 

CAPITULO MUERTE CELULAR PROGRAMADA 

Autores: Suaana Castro Obregón y Lula Covarrubla• 

en BIOLOGÍA CELULAR (libro de texto) 

Compiladorea: L.F . .Jimenez y H. Merchant 

,'.: ~:-· ··--



INTAODUCCION 

1. Gener•llc:l•de• 
1.1 U. t»lul•• muetWn a. tnaMTll programada duT11m. el 0.N"ollc: I• MCP. 
Durante el desarrollO ele los organismos H eliminan ciertas ~lulas. ye sea por habar•• producido 
en exceso. o porque formen perte de estructuras transitorias durante el proceso de la forTneeión 
ele le arquitectura del orgariiamo edulto. Diche eliminación ocurre por un pr~eso que involucra 
muerte celular, donde le eliminación de loa reatos celulares H realiza por fa~itosis. Eate tipo de 
muerte ceh.1lar participe en diveraoa procesos. tales corno: la eliminación del so•/• de la• neuronas 
que aa producen durante el deaerrollo del aiaterna nervioso de vertebrados; la degeneración de 
estructuras remanentes de la evolución (e.g. COia en loa emniotea) o que no aon necesarias en 
uno de los ••xos (e.g. conducto Mullerieno en machos y de Wo" en hembrea): en I• formación de 
eatrucluraa como loa dlgitoa del miembro: durante la metemorfosla de invertebrados. donde toda• 
... ~lula• larvaraea mueren pere qua loa .discos irnageles proliferen y diferencien organizando al 
orgenlamo reproductor; etc. 

La reproctucibllidad en tiempo y en espacio con la qua •• lleva a cabo el proceso de 
muetla oelular durante el desarrollo. ha dedo luger • . la denominación de "Muerta Celuler 
Programaa.• (MCP)'. Este muerta naturel de lea ~lulas eatli diael\eda de tal forma que el 
oontenldo intraoalular no •• vierte al exterior, oomo ocurre en le muerta accidente! de elgunaa 
Olilulas ante condiciones nocivas extremes (e.g. necrosis), ceu .. ndo del'lo al tejido adyecente y, 
en el organismo adulto, inflamaci6n'. 

- i:a MCP tambl•n ocurre en el orgeniamo edulto durante el control de la rna- celular de 
•lgunoa órgenoa oomo el hlgedo, en el recembio continuo ele algunos epitelio•. y en el 
tuncionamiento del aiateme inmune. La reproducibilidad y preciai6n del proceso de muerte en eat• 
caso aa .. n exclusiv•mente Cleterminedos por fectorea embientalea, por IO que una denominación 
m6s •corde •• la de "Muerte Fiaio16c:tiea". Sin embargo. la aimilitucl entre el proceso de muerte en 
el ernbr!On y el qua ocurre en el edulto, he llevedo • usar loa t•rrnlnoa ele MCP y muerte fiaiológice 
de maner• Indistinta. 

El control de la muerte celular •• fundamental. no aólo por lea repercusiones d.-sticas al no 
- reellza •decuadamenta durante el desarrollo, sino tambien porque la felta o exceso de muerte 
09lular puede conducir • tranatomoa en el orc:aenlsmo ectulto. Asl por ejemplO. elteracionea qua 
. Induzcan muerta celular fuera de tiempo o de fuger producen enfarrnedadaa degeneretivea. como 
18 entarrnea.d da Alzheimer o el mel de Perkinaon, embaa ••ociad•• • muerte neuronal, mientras 
que una inhibición de I• epoptoaia puede ser crltice en el surgimiento del c6nce,.. 

1.tl '•t:tore• externo• •fect•n I• •obNvlvent:I•. 

:. 

Doa mecenismoa podríen déaencedener naturalmente el proceso ele MCP. En uno de alloa una 
sef'lal axtracelular ectiverl• el proceso de muerte. mientres que an otro, las set'lelas extrecelularas 
(l.e. fectores da aobrevivencaa) podrían estar impidiendo la muerte de le célule. Aunque como 
-remos m•• adelante embo• mecaniamoa existen an organismos superior••· •• ha propu••to · ~-
que la mayorí• da lea c•lulea es .. n "listas• para morir y que requieren. por t•nto, de la presencie 
contlnue de fectorea extreceluleres pe re promover au aobrevivianei•"'. 

Esta hipótesis est6 ele ecuardo con la necesidad ele fectores extracelulares provenientes 
por ejemplo, del suero fatel bovino, pare mentaner en cultivo le m•r.orle de las c:élulea enimeles. 
Aden'llia, ai el factor de sobrevivencia resultere limitanta. _explicar• la muerte neuronel mesive 
durante el a. .. rrollo del sistema nervioso. durente el cual sobrevivan sólo equeH•• cuyos 
axones alC8nzaron su c•lula blenco, proveedora de las sal'lelas neceserias pare mantener vivas 
• las neuronas: al fector da crecimiento nervioso (NGF) participa en este proceso•. Igualmente. al 
t8mal'lo de un órgeno podría depender de fectoras de sobravivancia limitantes, •• clecir, que s61o 
un número limitado de c:élules tenga acceso a ellos: si el na:imero de células eurnenta esta valor, el 
exceso de c•luiaa autom6ticamante muera. Oa hecho, •• ha observado qua si •• induoa 
8ftllicielmente la proliferaci6n de hapatocitoa. el hígedo aumenta su tamaflo, mientres que basta 
19tirer le droge para qua ••t• regrese • su tamaflo original, da acuerdo con la presencie da un 
f•ctor da sobrevivenci• limitanta para soportar el tamal'ío normal del órgano. Puesto qua existan 
f•ctoras de sobrevivencie peri tipos celuleras específicos. la muerte tambian podría ser un 
mecanismo para corregir errores durenta al desaroiio. al eliminar de esta manera a las c•luies que 
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migraron "'•ci• una región equivocad•. pu•s no recibirían los factores de sobreviencie que 
necesiten. 

En consecuencie. se puede considerar que. al menos en organismos superiores. las 
c61ules necesiten de sel'leles de otras células para sobrevivir, de le misma manere que una c61ule 
necesita sel'lales de otres c*lulas pera proliferer o diferenciar. 

1.~ q1,.,..nl•• tipo• celul•r•• mue,.n medlenl• un rnl•rno m•c•nl•mo: I• •P!IPIO•I•. 
A~ue ho están eun totalmente esclarecidos los mecanismos que controlen le MCP. se tienen 
identificad•• carecteristices muy peniculares del proceso como tal. que permiten identificar cuendo 
una c61ula está muriendo por MCP. Apoptosis (del grieljlO arcaico apo·TEO·sis, Que se refiere a 
la "caida netural de las ,,ojea en otol'lo") •• un t•rmino mecanístic:o de la MCP, que egrupe 
ca ... cterísticas mor'lológic:as y biOQuímicas particulares. que permiten distinguirla de la muerte 
necrótic:ll. Los primeros cambios morfológicos incluyen le ~rdida de los contactos celulares y 
estructures membranales especializadas (e.g. microvellosidades), así oomo la formación de 
protuberencias, tal vez medieda por polimerización de actina. Asociado a estos cambios, se da 
une disminución de la turgencia, aperentemente debido a la p•rdida de fluido Intracelular e iones. 
Tambi•n "'ªY una transloceción d• fosfatidil serina d• la capa interna de 1a membrana plasmática 
hacia le capa externa, como consecuencie de un incremento de la flipasa. Por otro lado, la 
cromatina •• condensa. se fosforila y desensambla la lámina; posteriormente se fragmenta el 
nl)cleo, mientras que el retículo endoplásmico se dilata y forTna vesículas que se fusionan con la 
membrana plasmática. Finalmente la célula se rompe en varias vesículas (llamados cuerpos 
apoptótlcos) que contienen organelos intactos y fragmentos nucleares, los cuales son 
fa~c:IOs. A nivel bioquímico ocurre una degradación paulatina del ONA característica, que inieia 
con fragmentos de más SO kb y eventualmente genera multímeros de nucleosomas, oorno 
consecuencia de la actividad de una endonucleasa que se activa específicamente durante la 
mue11e•. Además •• detecta actividad de transglutaminasa· y una degradación específica de la 
enzima pofi(AOP-ribosa) pofimerasa (PAFIP), que participa en la reparación del ONA"'. 

Es importante notar, sin embargo, que no todos los tipos celulares presentan todas las 
caracterlsticas enteriores. Por ejemplo, nay casos en los que no ney degredeción 
intemueleosomel del ONA, pero inveriablemente los organelos se mantienen intactos denlro de los 
cuerpos apoptóticos que son fagocitados por las c•lulas vecinas. ye que es condición esencial 
para que no se cause dal'lo al tejrdo. · 

1.4 Le MCP •• •utdnoma y I•• célula• d••lin•d•• • morir •on potencl•lrnenl• 
funclon•I••· 

A fineles de la d•cade de los ·so, la MCP se había estudiedo fundamentealmente in vivo 
y, puesto que en este contexto es dificil disociar la muerte celular del proceso de fagocitosis, llegó 
•considerarse que las c•lules fagocíticas eran las desencadenantes de la muerte, es decir, astes 
c61ules •asesinaban" a sus veciMas. Esta impresión na resultado equivocada, ya que cuando se 
evita la tegocitosis, aún ocurre la muerte celular (ver más •delante). Así et'ltonces. la ectivided 
fegocltca resulta ser -un. eveMto tardío, encargado solo de eliminar los cuerpos apoptóticos 
resultantes d• la muerte celular. Lo anterior tembr•n implica que la célula que va morir cuenta con 
todos los elementos para su propia destrucción, razón por la que suele decirse que la MCP 
ocurre por ·suicidio". No obstante, es importente seflalar que la MCP siempre es desencadenada 
por le ausencia o presencia de una sel'lal externaw. 

¿Es la MCP un mecanismo pera eliminar c•lulas con carencies funcionales? Esta es uMa 
pregunte fundamentel de respoMder, especialmente en la muerte que ocurre durante el desarrollo, 
p...es podría ser que la muerte celular ocurriera oomo parte de un proceso de •selección naturel" 
dentro del orgeMismo. Los primeros indicios que ayudaron • responder esa pregunta provinieroM 
de estudios en el nemlitodo C1111norhabelitis 11t11gans en donde. gracias a c¡u• se conoce le 
99nealogia de cada c•lula, fue posible deterTninar si una ulula destinada a morir es capaz de 
sustituir a su nermana fuMcioMal. Por ejemplo. si con un rayo laser se destruye específicamente la 
neurona encargada del funcioMamiento de la faringe en nematodos jóvenes (M4) en una mutante 
en la cual la mayoría d• las c•lulas destinadas a morir sot:>reviven, •sta se puede substituir al 
menos la mitad de la vida del organismo por su c:91ula hermana. originelmente destineda a morir·•. 
Por lo tanto, las células c¡ue se mueren de manera programada durante el desarrollo son capaces 
de diferenciar y. consecuentemente. son potencialmente funcionales. 

1.11 Gen•• específico• codifican par• tos componentes de 111 rn11quln11ri11 d• rnu•rt• 



___ Ahora•• ampliamente acer:itado Que la MCP •• un r:iroceso tan fundamental durante el 
desarrollo embrionario como la proliferación y la diferenciaci6ri celular. y •• considera equivalente 
a un programa genético de diferenciación. formando r:iane de un repenorio d• r:iosibles resr:iuestas 
celulár9ti a un estim1.110 externo. En algunos casos •• ,,_ .. ria la síntesis de proteinas ~a~a 
deeencadenar el proceso de MCP. como en las neuronas Que reQuieren de NGF para sobrevivir, 
puea bloQueadores de la transcripción o la traducción tienen un efecto protector cuando son 
cultivadas en ausencia de NGFª. La activación génica (mu Que la inhibición) es nec:e .. ria 
~ durante la metamorfosis de Manduca Nltla. en la que gene• especifico• - inducen por 
eodlsona durante la muene de los músculo• intersegmentates•. Entonces. en aimilltucl con la 
acttvacl6n de varios procesos del c:leMrollo. •• considera que la activación de la muerte celular 
puede Involucrar la transcripción de genes especlficos. 

C. •l•gan• ha sido un sistema que ha permitido la identificación de algunos de los genes 
neceMlrios, ya sea para promover o para impedir la muerte celular. De acuerdo al evento que •• 
bloQueado por mutaciones especificas en este organismo. ae han definido cuatro fa- dentro del 
proceso de muene: la determinación de morir, la ejee1 ición de la muene. el aer engullidas por las 
06lulaa vecinas. y finalmente la degradación de los cuerpos apoptóticos dentro de laa células 
_fagocltlcas (Figura 1 ). 

ac:ti'\.'Kión ejecución •nP-llimiento ~ión 
Figura 1. EaQuema de las fa .. s del proceao de MCP. 

AurÍque •• han identificado varioias genes en C. ••~n• para laa fas•• de ejeeución. 
angulllmiento y degradación, la naturaleza de laa protelnaa coCiificadas por loa involucrados en las 
"""'8a dos tases •• desconoce. Por otro lado. mientras que los gen- encarglldoe de la 
ajecuclon. enguliimiento y degradación de la• células afectan casi todóa loe tipoa celulares. los 
genes de determinación afectan poblaciones particulares de células"'. Un ejemplo de ello •• al 
gene denominado C••·2. que codifica para un factor de tran8Cripción Que participa en la muene a. las neuronas motoras aerotoninérgicas (NSM). ya que m1.1tantes que pierden la función de 
.. ,. gene tienen doa NSM extra en la faringe"'. 

La ejecución del programa de muerte ha sido la más estudiada y se han ic:lentificado tres 
aenea eaenciales: C•d·3 y Ced-4. en CUJi.a ausencia le muerte •• evita, y C.d-tíl que protege de 
la muerte provocada por el prOducto de Ced-3 y Ced-4. C•d·ll. que fue Originalmente propuesto 
como un gen asociado al proceso de fagocitosis. pudiera aer otro componente de la tase de 
ejecución. ya que mutantes en este gen tienen el mismo fenotipo q"'9 mutantes ~bites en C•d·3 
y rescatan el fenotipo de mutantes débiles en C•O-tíl. 

2. Laa prot•a-a an la MCP. " 
:t. f Clet•ln•prote•-• que t:Ort•n en ••~rtlt:O •on fundement•I•• par• I• e}et:Ut:ldn de I• 
m,,_,,.: le• t:••P•-•· e 

El producto del gen Ced·3 (CED·3).,._ preaenta similitudes funcionalea y .. tructurales con 
la enzima interconvertfdora de interleucina-1b (ICE), una ciatein-proteaN de mamltero que oorta a 
su -trato en residuos de asp6rtico para generar la forma madura de interleucina-1b (IL·1b)-. De 
acuerdo al papel-previsto de laa mutantes en C•d·3 y la Similitud de su prOducto con ICE. tanto 
la sobreproducción de CE0·3 como la de ICE de humano pueden· causar apoptosis en 
flbroblastos de ratón". La-relevancia en vertebrados de este resultado•• re .. lta por el-hecho de 
que inhlbidores especifico• de ICE son capaces de evitar la muerte de células destinadas a moñr 
o de aQuellas que han sido sujetas a condicionas en que su sobrevivencia es limitada; por 

·e:-'-·- --ejernolo. la muerte· de neuronas de pollo desprovistas de NGF puede evitarse cuando el gene 
CnnA (cytokine resr:ionse modifier A) del virus de la viruela de la vaca, un inhibidor específico de 
ICE. se expresa en ellasn·. Es decir, Que tanto en organismos invertebrados oomo en 
vertebrados. proteasas con similitud a ICE son fundamentales para que la MCP ocurra. 
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~ ::;ro:eir-.a ICE se s1n1eti:za C:O?"nO :zimo;ieno. et euat se proeesa por pre:eo!isis ::;ara 
prod1.1eir .,,., orooo..,..unio. u,...,a su::>ul"l1::a:: tar;a (e20) y e:ra e,c..:a (pi O). eo,...,formanoe ta .proteína 
activa el ne:erote~ramero (::;20.:;::>iOJ. (F1¡;. 3) El cone p:oteo11:1eo oeurre a:yacente a residuos de 
-p&nieo. ;>or le :;ue se na su¡;erioo ciue ICE puede madurar por autoc:auílisis•··. Oe manera 
a,,.l~a. CEO-:: se a1.nopre>cesa para _generar una eistein-proteasa activa• ... 

Si bien 1a ;::>roteil"la CE0-3 en C. ele¡;an• es l"leeesaria para ia ma;•e>ria de ta mue:"le c:.ia 
ocurre d;.:,an:e su Oesarrcllo. en mamifarc:>s ICE no es suficien:a • inelusiva no es la más 
lmponan:a. ya cu• e1 ratOl"l mu:ante -::on ICE l"lutc:> se desarrolla normalmel"lte y tas células de 
estos an1r:-.ates sori susc:e::;tibles de mQl'ir ;>or a;>o;>:csis in vitre. a excepción de Ja muene 
mediada por Fas (••er más adelante)'º• ... Por tan1c. otras prc:iteasaa retacionaoas c:cn ICE 
debieran es:ar i,...,voi:.icradas en la activaeiOn da la muane. Nea:::2 (cuvo !'lomo1ogo .,., numano es 
conocido oomo 1e . ..,· 1), por ejemplo. es un !'lomo10;0 capaz de indÚcir apoptosis at ser soere· 
axpresaoc en ~1::>robtastos de ratOn. A difarel"leia da /ce. el patron de expresiOn da NeaC:2 durante 
al desarro11e si c:o~retaeiona COl'I zonas donde ocurre MCP. c:omo en al sistema nerviose central y 
al rif'lon•. u:-. agpec10 i:-.:a:esar.:e de Ja regulaeiOn da Neo·:::211er.-1 es ciue, por prccesamiento 
ditel'9ncia1 Oel j:¡NAm. se generan dCs transcritos, uno 1ar¡;o denominado leh·1L. :::u• induee 
apoptosis. y u:"lo cono l!al"naclo Je!'l•1S. diferente en tama~o y secueneia en 1a re¡¡ión carbexilo 
adyacente a ta sec1.1eneia ea1alitiea QAC¡::¡c;, c:iue pro:e;e de muen• inducida por auseneia de 
suero-. Se nal"I planteado dos posibles meeanismea para expliear el papel d• tCH-iS: por u:i 
lado, p1.1diara eom;::>etir per tea miamos blal"lcoa Que ICl-l·'l l. u otrc:ia nomologos. ;:;ero siendo 
Incapaz de eo!':ar"lcs y, por otre> tado. p1.1diera inaetivar directamente a las ;:;reteasas tipo ICE 
un~ndose a eiias~·. Pareoa más proeable el ae;unoe meeanismo propues:o, ya ciu• se na 
observado c¡ua un:i de tes t•al"lseritos del ~ene le• <•• !'lan descrito al mel"lcs ci:ic:c diferel"ltas) 
codifica ;:;ara 1.1:-.a iso1QnT.a oenomi:iada ICE•. eapaz da el"lsamblars• eon la subunidad p20 de 
ICEa. y ;er-.erar u,.. ;:;reducto cataliticamente lnaetive .... 

El"I ta aeiuatidad •• 1-.an descrito varios ;enes l'lorriOlo;oa a lee. loa c1.1atea conservan u:-.a 
real6n per::ame•i::a eatalitica y son eapaees de indueir apoptosia cuando se sobra-expresan en 
oll1.11aa en euttivc: coiec:tivamenta na:i sido denomi:iadaa "caspasas". 0• estos, et ga:"I 
de,_,..lna:::lo Cpp32"". o Y..-r.a-· pudiera ser ul"lo de lea más 1racuan~ame!">te implicados al"l ta 

CllCiOl"I de la muer:eEl"I ta tabla i se e:ilista:i otros da los ;enes descritc-s. Macian:lo u:i análisis 
~tico de es:a familia Cie cis1ein-pre1aaaas •• nan subdividiOo e:i tres ;rupos: la sub1amilia 
•3. la su!:familia ICE y :a sub1amilia NE00·2 (figura 2). Todca los miemb•ca de tas 

S1Jbfamilias earacteri.Zl!dOs naata al'lo•a se expresan en u:i amolio ral"lgC Cie tejidos y en di1erentea 
etapas de cesa.rcllou~. E!"ltre las evideneias c:iue il"ldiean c¡1.1e estas ;:;rc:easaa tienen .,,., ;:;a;:el e:i 
la MCP Ciura:-,:e el desarn:>llo emt:-rio,..,ario estan: diversos inl"libidores de caa;:;asas e•·i:an la 
•i:>o;:>tosis ce ,-.e:,.:re:-,as motoras eua:"ldO se al'lade:i a U:"I eut:ivo ;:;:imario cea;:;rovir10 de factores 
trOficos. y e-e ál a::,.,.,:nis:ra• estos i:il'libidores in o•·o a eml:>rion•s Cie ;:.oi:o. tambiél"\ se inl"libe la 
muerte r.a::.rai ce tates :"IS1.1ro:-.&a motoras. así ocmo la MCF> c:::ue ocu~• en 1as regiones 
interdi¡iita1e1 =~'."'&~.!e Ja ~or~aci:~ de le-• miem=rcs•r.•. 

~1ste1n• <>rO•••••• 1m .. 11ca .. as en apoi;nosas. 
P'ro1.eaaa 1 1110 ACtlVO :»usnato ........ 1 ..... ,...TC•ll•"l e. ;:.ro-11- ·-,~TO•,. ·"""JI ... 
... .., ;:i ~~ ..... ,........,I""\,... re AUe. r""1Cr'Vl1.Z) 
-~·, N=L.J .;¡¡ ,..._,.. no Qe,ermir.aco 
•r-r-.::a,.._, T Jlirt.TJ'.l.a..·,....~.._.,,..~ ,..._,.. ,,... 
~·-r"' ... ""-"' t-ro-11...o:. ere>· ,,... 
.. -~-.. ,..._,.... ,..., ....... f"'\.,... 

"'"'rel' 11 ,..,_~ r.:. :::ie~e'."'~.iroa;o . -= L-l"'"-'Wr-;i.a 1 ,..."'"",..·~ 
""""'-"' r L.11..,..:. 1 '-'"''-'-'l.OI 1 ~""P-.~ ...., ........ i '-'"''-'-'-= 1 ,....,....,...,.. 

1 a:.a ,....rc~easas 11·:vo1ucra:as en rir'h_.,... ~!.le contienen un sr:.:; c.ata11t1c:o com:.:n. 
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Figura 2. Arbol evolutivo de las sub1amilias ele las caspasas. 

2.2 '--• caepaaea pueden formar caacadas proteolltlca• de regulacl6n. 
SI en realidad las caspaaas eat6n involucradas en la ejeeución de la muerte celular, es de 
esperarse que 6ataa se activen en respuesta a un estimulo apopt6tico. Y NoAA. ICE·LAP3 y 
MCH2. ae activan por diversos eatlmuloa apoptóticcs tales como la actlvaci6n de Fas, et 
tratamiento con stauroaporlna (un inl'libictor de protelnas cinaus de amplio espectro), o en 
respuesta al factor ele necrosis tumoral (TNF·alfa) ·• 

Ea posible imaginarse que la ejecuci6n de la muerte se neva a cabo a trav6s de una 
cascada de proteóiisis, ya que las caspas•• son tambi6n activadas por digestl6n proteolftica en 
un altio adY•cente ,f un asp•rtico. De hecho, CPP321V AMA es proce-da y activada 
directamente por ICE , y puesto Que CPP32/VAMA no ea capaz de procesar a ICE, existe una 
caacada jer6rquie:a en la cual ICE activa a CPP32/YAMA (FtQUra 3). Tal casc9da - observa 
durante la muerte inducida por Fas. donde la actividad de proteaaas de la aublamllia ICE es 
transitoria, mientras Que la actividad de proteasas de la a1.1bfamllia CPP32/Y AMA ae acumula 
gradualmente en el citosol. De acuerde con lo anterior, inl'libidorn eapeclflcoa para ICE bloquean 
la muerte inducida tanto por ICE como por CPP32, pero inl'libidores e.!f9clticos de CPP32 sólo 
bloquean la muerte provocada por CPP32, m6a no la inducida por ICE • 

Subfamilia 
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Subfamilia 
CED3 ( 

[ 
=--~ CPP_!.::YA~1A 

activacion ' 

==---~ 
JCE·LAP.!- J 



Figura 3. Cascada de activación da las proteaaas: ICE activa a CPP32. 

Otro caso Que sustenta la acc:lón de una cascada de proteólisis durante la MCP. es la 
apoptoaia inducida en las células blanco por las células T citotóxicas. mediante la exposición a 
perfOrina y .Granzima B. CPP32/VAMA se procesa y activa por Granzima B. por lo Qu• es un 
fuerte candidato para ser uno de sus sustratos fisiológicos-. 

:l.~ V•rlo• •u•tr•foa de I•• t:••,,a••• t:oo,,.r•n dur•nt• •I •popt6tlt:o . 
.Aún •• sabe muy poco respecto a los sustratos de las caapasas. Sin embargo, se hipotetiza 
Que los eones proteolíticos de s1.1stratos específicos contrib1.1yen al proceso de apoptosis de 
diferentes maneras, tal vez produciendo cambios en proteínas estr1.1ct1.1ralea, la activación de 
otras mOléculas efectoras como n1.1cleasas, o la eliminación de algún inhibidor de la maquinaria de 
muerte. S1.1poniendo Que el s1.1strato relevante •• exprese de manera tejido·específica, •• de 
esperarse Que alg1.1nos de los efectos sean específicos para cienos tipcs ce11.11ares. sin embargo, 
puesto Q1.1• la m1.1ene tiende a ser similar morfológica y bioqulmicamente entre loa diferentes tipos 
cel1.1larea, podría predecirse Q1.1• la mayoría de los sustratos son 1.1bícuca y conservados d1.1rante 
laevol1.1Ción ...... 

PARP es 1.1na proteína cuya .;,nica actividad identificada as la de participar en la reparación 
del DNA. S• ha determinado Que en las fase tempranas de la apoptosis, ·PARP •• cona en los 
fragmentos de 85 Kd y 25 l<d. AunQue aún no est• muy claro cual•• son IH consecuencias de la 
digestión de PARP. podría ser que la ~rdida de su capacidad reparadora del ONA cQntribuyera a 
la apoptosis. De hecho, células HeLa en laa cual•• experimentalmente •• impide el 
funcionamiento de PARP por medio da la expresión de una variante dominante negativa (i.e. una 
forma m1.11ante que interact.:ia con la protelna silvestre y la inactiva), se vuelven mas sensibles a 
agentes inductores de muene, y algunas líneas incluso sufren apoptoais espont•neamente-. 
~o obstante, el ratón mutante nulo en Parp, aún cuando •• vuelve más sensible al estr•s 
ambiental, se desarrolla normalmente-. indicando que PARP nQ •• desencadenante en la 
ejecución de la MCP d1.1rant• el desarrollo. 

Sin CQnSiderar cu•I p1.1diera ser la f1.1nción de PARP. ea interesante que CPP32/VAMA es 
capaz de cortar a esta proteína en loa fragmentos caracterlsticos de es Kd y 25 Kd, a favor de 
que esta proteaaa act.:ia en la fase final de la cascada de proteólisia durante la ejecución de la 
rnyerte"'. Puesto Q1.1• CE03, ICE·LAP3, y MCH2 son tambi•n capacea de cortar a PARP, los 
miembros de la a1.1bfamilia CED3 pudieran ser elementos redundantes en esta fase de control. 

La s:iroteóliais podrla explicar alg1.1nas de las alteraciones en el n.:ic1eo típicas de la 
apoptosia. Por ejemplo, la degradación efe las 1•minaa podrla producir los cambios observados 
en la cromatina, debido a la perdida de puntos de contacto con la matriz nuclear. En afecto, la 
'*'*- 81 se degrada d1.1rante la apoptósisª' y, como es de esperarse. inhibidores de la familia 
ICE evitan tal degradación, aunque la J?rOteasa implicada no •• capaz de procesar a PARP. 
Reaulta Interesante que cuando se inhibe a la proteasa que degrada la 1•mina, tambi•n se 
detienen la condensación de la cromatina y la fragmentación del n.:icleo que, como se mencionó 
anteriormente, son caracteristicas tipicas de la apoptóaia ... Por otro lado. se encontró que una 
Pl'Ol .... de 24 kOa induce la degradación internucleosomal del ONA cuando se al'lade a n.:icieos, 
y por tanto debe activar a una endonucleasaª'. 

Por a1.1 parte, la degradación proteolltica por parte de ICE de actina y proteínas asociadas 
a ella OCllTIO la fOdrina ... • ... , podría explicar algunos de los cambios en la membrana plaam•tica 
característicos de la apoptosis, como la formación de protuberancias y la fragmentación de las 
~lulas, eventos que dependen de la polimerización de actina. Los sustratos identificados se 
esquematizan en la figura 4. 
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Figura 4. E9quama lru.grac:lor de loa auatratoa deserltoa para la• ca•pa-a. La• tlechaa 
-.ctan a la caapa- con au auatrato. ICE y TXllCH2 aon auatratoa para •11- mi.maa. La• 
ftechaa qua tienen au origen en la ~ de caapaaaa ndican qua •• daaconoca la ldantlc:lad 
a.pacifica da la caspa- involucrada. 04-GDI (lnhlbldor da la diaociación da guanina)*; SREBP 
<ototalna qua H una al alamanto ragulatorio da aatarolea) *'; U1 anRNP(ribOnUC!aOPrOCelna U1 de 
70lcDa)-: m6a detall•• an al texto. 

2.• •1 prot•o•om• p•nlt:IP9 en I• NICP. 

('"°'· 

Exlatan doa ~n1amoa generala• para la dagradeclón da protalnaa dentro da la Cltlula 
aucarionta. El primero - al •••tema liaoaomal. qua princlpalmanta degrada laa protalnaa ~· 
por andocitoa•• rnadiada por ,_ptor y por plnocltoaia, _por IO cuill dlfleilmenta parllc:lpllirla en 
procaaoa ragulatorioa ya Ha cttopl6amieoa o nuciaaraa. El -gundO rnaC9nlamo •• la protaólial• 
por un OOITiplajO multicatalltioo denominado protaoeorna 288 qua raqulara la ublqultinacl6n, 
procaao dependienta da ATP, da ·1aa protalnaa intraoalula,_ qua digiare.-tr ubiqultinaclón 
conalata en la uniOn da la ubiquitina, un ~ll~ptldo da 78 amiriOM:ldos, a una llalna 
pretarancialrnanta dentro de la aacuancia PEST. Eata r.aoci6n •• mac:ti9da por traa anzlmaa: E1. 
qua cataliza la activación da la ublqultlna proc:tuclando un lntermadlaño da alta anargla; E2, qua --
tranaflara la ublqultina activada da E1 a la· ubiqultlna-protalna-llgeaa E3; y la ligeaa E3, qua \.-." 
-taliZa la formación de un enlace laopaptldlco (anlaca covalanta entre al carboxllO '9mWllll da la 
Glicina da la ubiqultina con al amino a terminal da la llalna) entra la ubiquitlna y la protalna blanco. 
Ca llalna da la ubiqultina •• a au vez ublQultllada, generando un oomplejo m. ublQulti~ 
aaoc:ladaa a la prota1na. A pa-r da qua daada nace muCho tiempo H conoce qua al pr049090ma 
dearada 1- protalnaa mal aatructuradaa o mutantaa, tambl6n puada degradar protalnaa an buen 
aaúido y participar en procaaoa r~latorioa, oomo la pra .. n1!.f1ón da antlganoa, la prograalón 
dal ciclo celular, la regulación tranacnpcional y la tumorog6naala . • Raciantamanta •• daaariollaron 
lnhlbldoraa ••Pacifico• para al proteoaoma qua nan permitido di-mir al papal da ••t• complejo 
an dlatintaa funciona• celular••· ain la lntar1arancia de otra• prot•a-• como la calpalna. 
Relevante al estudio da la MCP. •• al descubrimiento de qua la actividad del protaoaoma •• 
nac.aaria para la prograaión de la apoptosis tanto en neurona• daprivadaa da NG,:-, como en 
tirnocltoa inducidos a muerta por diverso• astlmuloa, ocmo la radiación y la praaancia da 
alucocortlcoida• o ••tares da fort:>ol'. En ambo• aiatemaa se obaarva qua la presencia da 
lñnibidoras especifico• del protaoaoma. oomo la lactacistina, inniba tanto la digaatión da PARP 
como la activación da caspa-•. Esto• resultado• permiten especular Qua al protaosoma podría 
participar en la regulación d• la muerta, tal vez degradando a un inhibidor da la apoptosia oamo 

7 



BCL-2. o bien activando a caspasas mediante la degradación de un inhibidor, de manera anlllo;a 
a la regulación descrita para NFkB ... 

~. La familia de Cl!D·9/8CL•2 
~. 'f ~1-a ,.11ul• n•11•t1ve,,,..nt• I• •let:ut:ldn d• I• muerte en •l•t•m•• d/veTeoe. 
Como H mencionó enteriormente en C. el•¡;•,,•· Ceo-gantagoniza la función de Ced·3Y Ced•4. 
bloqueande la muel'!e celular. El rllpido avance en el entendimiento d• algunea d• los posibles 
mecanismes de aceión de C•d·9 •• na debido a la similitud en •u secuencia ccn uri proto
ol'ICC>g4tn denominado Scl·2, el cual, a diferencia de los encogen•• previamente descrito•. tiene la 
oartieularidad de promovar la aobravivencia de las ~lulas (i.e. las haca independientes de 
factores de sobrevivencia), manteni•ndolaa Quiescentes en lugar de estimular la ¡:irolifaración. Sel· a•• probablemente un gen humano homólogo a Ced·"· ya que la expresión de Bcl·ll humano en c. •leo•,,• diaminuye la MCP•. y viceversa, la aobr•·exprealón de Ceo·" act.:ia negativa,,,.nte 
·sobrera muel'le de c•lulaa de mamífero. Eatoa datoa además sugieren que las molkulu con la• 
Cl.lales interactúan para impedir la muer1e eatán conaervadas evolutivamente. 

En les últimea al"loa ha habido gran cantidad de repor1es demoatrando la capacidad de 
BCL-2 de inhibir la mu•"• en diversoa tipos celular•• y en respueata a una variedad de 
-trmulos. con pequel"laa excepciones (Tabla 2 >ª. La capacidad que tiene BCL-2 para 
Interrumpir la muer1e inducida por agentes tan diversos y las caracterraticas morfolóaieas ele la 
~ptoais, están da acuerdo con la existencia de un mecanismo similar de MCP. BCC:-2 parece 
DIOquear la muerte en un punto temprano del proceao. ya que en todos loa caso• aJCaminadoa 
ninguna de las características morfológica• de apoptos1s •• han observado (sin embargo, •• 
lmpor1ante ael"lalar que el efecto de BCL-2 no ea 100% eficiente). 

• preven1 ea y no preven1 es por 

~.a •01-a •• encuentT• pTopond•T•ntemente en I• mltocondTle. 
BCL·2 se encuentra principalmente como proteína integral en la membrana externa de la 

mltocondria. aunQue tambi•n se ha observado en la membrana nuclear y al retículo enc:toplásmico. 
Por microscopia electrónica se ha determinado que BCL-2 eatll localizada en parchea, tanto en la 
membrana nuclear como en el retículo endoplllamico. semejando la imagen proyectada por loa 
poroa nucleares•,•. BCL.·2 tiene un dominio hidrofóbico de 19 amineácidos en au eJCtremo 
COOH-terminal, Qua sirve como anclaje a la membrana. La relevancia de la localización 
mitocondrial de BCL-2 en su actividad anti·apoptótica se pone de manifiesto cuando •• delata la 
región transmembranal (TM) de BCL.·2. lo que provoca Que la proteína mutante se localice en el 
citoplasma y disminuya su eficiencia para prevenir la apop:osis. Además, si se sustituye la 
región TM de BCL.-2 por la región de localización especifica para retículo endoplásmico del 
c:itocromo b5. pierde la capacidad de evitar la mue!'le provocada por la ausencia d• suero en 
c»lulas de riñón de perro. pero acorde a 10 esperado. si se substituye por la región TM de la 
proteína mitocondrial .ActA. BCL.·2 recupera su actividad. Sin embargo. en algunos tipos de 
induccion de muel'le es suficiente la localización de BCL·.2 en el retículo endoplásmico. =mo en la 
mue,,e inducida por la sobre-expresión de Myc en ausencia de suero de células R.AT-1~'. Estos 
resultados ccnfirman :::.ie la región TM es necesaria sólo para la Iocalizaci6n de BCL.·.2. y no para 
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•u-funciól'.' anti-apoptóti~. Adem•• suljliere que las mo!Kulas con las cuales BCL-2. il'.'t~ractúa 
para mediar su función tienen que estar a su vez compar1amentalizadas"'. Durante el 1n1cio de la 
apopioais hay una liberación del citocromo c (que normalmente se encuentra en la mitocondria) al 
citoplaama. asociada a la activación de las caspasas. La fresencia de BCL·2 evita dicho 
movimiento, pero si experimentalmente se af'lac:le c1tocromo c a citosol, BCL-2 ya no puede evitar 
la muerte. Por lo tanto, se postula que el rnecaniSmo de aoeión de BCL-2 involucra la reljlulación 
del movimiento de citocromo c, tal vez blQCluenado loa poros a trav•s de loa cuales ••te •• 
tranapo11a ... Acorde a la'eatructura tridimensional determinada para la proteína homóloga BCL·X. 
(ver fn*a adelante), miembros ele la família de Bcl-2 tienen la capcidad de formar canales en las 
membranas similares a loa que forma •• toxina ele dift.rica, los cu•••• pueden permitir •• paso de 
iones o servir como tranapo11adorea de proteínas como pudiera ser el citocromo c•. 

El patrón de expresión de Scl·2 durante el desarrollo del ratón, específicamente en el 
alatema nervioso• y en las extremidades, está de acuerdo con la noción de que BCL-2 tiene un 
papel impor1ante en la regulación de la MCP- Por otro lado. en el adulto •• restringe su expresión 
a tejidos que requieren tiempos larljlOS de aobreviviencia, como las ~lulas troncales del sistema 
hematopoyático. las neuronas posmitóticaa y las ele zonas proliferativas•·. Por tanto, una 
ganancia o párdida en la función de BCL-2 debiera manifestar alteraciones impor1antea en 
ratones transljlánicoa. Efectivamente, la sobre-expresión ele Sct-2 en el sistema linfoide extiende 
la sobrevivencia normal de cálulaa B .. y produce linfomaa .. , mientras que la expresión dirigida a 
precursores neuronales aumenta en un 30•1. el número de neuronas ljleneradO en el ratón adulto, 
tanto en el sistema nervioso central como en el perif•rico-. Sin embarljlO. oontrariO a lo esperado, 
el rat6n tranaljlánico hornoei;oto en un IJc:l-2 no funcional completa el desarrollo embrionllriO, 
presentando. apoptosia masiva sólo en el timo y el bazo. a pesar de que el inicio de la 
hematopoyeaia •• normal ... 

~-~- 111/ermbro• de I• f•mlll• de 8cl-:I •ctu•n t•nto n•11•t1vement• como poeltlv•mente. 
Una explicación a esta aparente irrelevancia ele Sct-2 durante el desarrollo embrionario •• que en 

eata etapa •• exprasen lil•nes homólot::I09 que est•n sustituyendo su función, o bien, puesto 
que Bcl-2 •• aisló originalmentec:le ~fulaa del sistema Inmune, que existan variantes para 
diferentes tipos celulares. Ce !'lecho, existen varios genes oon similitud -tructural que han 
permitido establecer una familia de proteínas relacionadas. Uno de ellos •• Scl-x, que - identificó 
en ~lo mientras •• buscaba el homólOlilO al 8c:l·2 de mamífero. Sc/-x presenta 74•1. de identidad 
oon IJc:t-2 y mediante el procesamiento diferencial de su RNAm produce dos transcritos, _uno 
llamado Scl·XL.• que tambián prot•lil• de apoptoais en ausencia ele factores de crecimiento, y otro 
Clenominado Scl-x5. que promueve la apoptoais y contrarresta loa efctoa inhibitorios mediadOs 
por Sct-2y Bcl-xL."'". 

A diferencia de Sc/-2, Bcl·JtL. •• expresa de manera abundante en el sistema nervioso 
central del adulto. El RNAm de Sc/·2 •• induce de 6 a 12 horas deapuáa de un estimulo 
mltoljlánioo en linfocitos. mientras que el RNAm de Sc:l·XL. se activa más temprano. durante las 
primeras 6 horas de la inducción.... La disrupción ljlánic:a de Bcl·JtL. en ratones transljlánicos 
confirmó que Sc/~xL. y Sc/·2 tienen papelea cualitativamente diferentes en el desarrollo, ya que en 
ausancia de BCL·XL el desarrollo•• detiene en el estadio E13 con abundante mue11e celular en 
loa sistemas nervioso y hematopoyático-. 

MCL-1 y A1 son proteínas con similitud estructural a BCL-2. cuya expresión aumenta 
cuando•• induce la diferenciación de cálulas mieloic:les. La protelna MCL-1 •• considerablemente 
~ grande que BCL-2. pero en el extremo carboxilo tiene un trecho de 139 aminoacidos ccin un 
35% de identidad (59"'1• de similitud) ccin BCL·2. mientras que en el extremo amino-terminal 
contiene secuencias PEST. suljliriendo que puede ser blanco de degradación, provocando Que su 
vida media sea muy corta. Parece tambián que MCL-1 se localiza en las membranas 
intracelulares de manera similar a BCL·2. y•• capaz de retrasar la muer1e inducida por activación 
de Myc (ver m•• adelante). Por su pa11e. A1 codifica para una proteína que tiene una identidad 
oon BCL·2 del 40% en una reljlión de 80 amino•cidos hacia el extremo carboxilo, pero que 
dlflcilmente se anclaría a la membrana, puás tiene un residuo carljlado en la región que 
corresponderia a la porción hidrofóbica de anclaje' ... 

En la busqueda de proteinas que interactúen con BCL-2 se h_an aislado otros miembros 
de la familia. La proteína BAX coprecipita con anticuerpos contra BCL-2 y al igual que BCL-X5. 
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promueve muel'le celular interfiriendo con la actividad de BCL·2. BAX tiene 21 •4 ele identidad 
(43% de similitud) con BCL·2 y. aunc:iue también se producen varios transcrito~ estos parecen 
generar productos que comparten la habilidad de impedir el efecto de BCL·2 • Ratones con 
mutantes nulas en B•x presentan displasia de timoeitos y células e. aaf como un exceso de 
o6tulaa de la granulosa en loa folículos de los ovarios. lo cual demuestra que •• necesaria su 
P,.Hneia para la MCP de esas células. Sin embargo. los machos son estériles debido a que la 
espermatogenesia •• detiene, acumulándose células germinales premeiótieas, las cuales muer9n 
en el adulto. En comparación a la MCP c:iue ocurre durante la espermatogéneaia en el ratón 
•11-atre, en el ratón mutante •• pre1enta mayor MCP. lo c:iue sugiere que BAX podrla tener un 
efecto anti·apoptótieo en cieno contexto celular-. 

De manera similar a BAX. BAO tiene la capacidad de unirse a BCL-2, aunque su afinidad 
por BCL-XL es mayor. La actividad de BCL·Xs. BAX y BAO establee• c:iu• no todos los 
miembros de la familia actúan evitando la muerte. sino c:iue algunos pueden regular la apoptosis 
por un antagonismo funcional, oomo se describirá más adefante. Por medio de alineamientos 
m(lltiples de los miembros ele la familia de BCL·2 se han identificado cuatro regiones 
conaervadas. denominadas regiones de homología a BCL-2 1. 2, 3 y 4 (BH1. BH2, BH3 y-SH4). 
Esto l'la permitido la utilización ele oligonueteótidoa degenerados complementarios a las regiones 
conservadas para amplificar secuencias relacionadas por medio de la reacción de polirnerasa en 
cadena (PCFI). O• esta manera •• aislaron Sc/·w y S•k (Bcl·2 antagonistlkiller); el primero 
mueatra un atto grado de similitud a Sc/·2 y también promueve la sobreviveneia•. mientra• que el 
aegundO funciona como un inductor de la muene ........ Todos los miembros anti·apoptóticos de la 
familia contienen el dominio BH4, que se encuentra típicamente en el extremo amino terminal; en 
cambio, los miembros de ta familia ¡:>ro·apoptótieos, a excepción de Bel- x 1 , careoen de este 
dominio. 

~.• Lo• 1nl•1nbro• d• I• fa1nlll• d• Bcl·:I lnt•r•ctúan •nt,. •f. 
Loa experimentos de mutagenesis en los dominios BH1, BH2. BH3 y BH4 indican c:iue estos •• 
requieren para la interacción entre di1tintos miembros de la familia de BCL·2 u otras proteínas, y 
tiene efectos funcionales importantea. Por ejemplo. BH1 y BH2 son fundamentales para ta 
mayorla de tas interacciones entre 101 miembros de esta familia; la región BH3 de BAX. por otro 
lade, ••suficiente para inducir la muene, mientras que la región BH4 de BCl.·2 es indispensable 
para proteger, ai:in cuando no se rec:iuiere para dimerizar con BAX o BCL·2.... A peaar de la 
~ía en la -euencia ele los dominios BH1 y BH2. éstos confieren una especificidad de 
lnteraoc1ón, ya que no todas las combinaciones de heterodimeros entre las moléculas identificadas 
•• posible. Por medio de diferentes eatrategias experimentales se ha estudiado la interacción de 
los diferentes miembros de la familia BCl.·2. Que •• resumen en la Tabla 3. 

BAO es el i:inieo miembro de la familia Que no homodimeriza. lo que sugiere que su función 
es competir por los protectores de muene BCl.·2 y BCl.·XL. quizá aumentando las 
concentraciones de BAX y BAK. Ce l'leeho, experimento• ;,, vitro han demostrado que BAO 
interactúa con el heterodímero BCL·XL/BAX, desplazando a BAX y permaneciendo ••ociada a 
BCL·XL -~. En e•te contexto, BAO funcionaria como un inductor ele muerte al liberar a las 
protefnaa BAX y BAK. c:iue l'lomodimerizan y matan. AunQue ai:in no se sabe si los protectores 
BCL·2 y BCL·XL acti:ian mediante la interacción con blancos bioquímicos particulares o por 
bloquear la aoción de BAX y BAK. la cinética de dimerizacié>n de BAO sugiere Que BAX y BAK 
•on las proteínas efectoras y que BCL·2 y BCL.·XL protegen al impedir su acción. Experimentos 
de mutegénesis apoyan también elta noción. ya que mutante• de BCL·2 Que pierden la 
capacidad de interactuar con BAX, pero que siguen teniendo la capacidad de nomoc:timerizar, 
tamb~n pierden la habilidad de bloquear la muerte•~. En el futuro será fundamental entender cual, 
si BCl.·2 o BAX. es la proteína efectora de tal forma que el heterodímero aeeueatre a 1a 
responsable de interactuar con la maQuinaria de muerte. Sin embargo, también es posible Que el 
heterocllmero sea el complejo efector. 

Interaccione• de I• F•mlli• BCL•2 
ae • • A MC B N 
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- En r"umen, H puede decir que el destino de cada ~lu .. depender~ de .. proporción que 
tenaa de la• diferentes proteína• mencionadas, de rnanttl'll que una c6lui. moni. cuando la 
carildad de _proteína• ~ matan exceda .. cantidad de protefnaa protectoraa. Esta proporción 
~ra modificarse ¡.jftalea extemaa oorno factores de aiaclmielllO o de eobrevivlencla.' dal'lo 
91 DHA. etc. En la 5 ae esquematiza un ejemplo de la clin6mlc:a de lnteracc:IOftea entre loa 
miembros de la faml l!ICL·2. · · 

SEJl:AL - r'· 
~ 

~ 
Figura 5. Esquema de ... interacc1ona:~f,;.~~~-;~¡;se loa miembros de la familia de BCL·2. 

~-• Pror.Fn•• di_,.... lnt•r•cttJan con I• famlll• de •el-JI. 
Conaiderando la importancia de la '9gi6n BH3 de BAX para inducir apoptoaia, otraa 

protarnaa con este dominio DOdrían tener la misma actiVidad. NBk ae aaocla a varias protefnaa de 
muerte, como 19kDa E1B, BCL·2 y BCL·XL. ai;,n cuando no tiene laa reglones BH1 y BH2. 
Puesto que NBk a61o comparte homolojl!fa con el dominio BH3 y llena la habilidad de inducir 
muerte celular, •• posible que en eaa reS'-6n reaida la actividad gue provoca la muerte•. 

Hay otra• r;;!roteínaa que tambHin interacti:.an cion BCL·2, que no tienen aecuenciaa 
,.laclonadaa a ella. Tal ea el caao de BAG, una protefna que cuando •e aobre-expre- P.rotege 
de muerte y H une a BCL·2. Dentro de au eatructura. resulta intere .. nte una reai6n que 
preHnta ee% de Identidad oon proteína• tipo ubiqultlna, incluyendo la lialna a la cual ae une 
covalentemente otra u~uitina, lo que sugiere que podría aar degradada por el proteoaoma 
(deacrlto anteriormente) • Ea posible imaginara• que la intel'llcción con BCL·2 la eatabilice. lo 
Cual a au vez permite eapecular que BCL·2 podría funcionar estabilizando proteínas cuya 
función ••a evitar la muerte. -Una hipótesis m'• especulativa ai;,n podría aer que la región 
homóloga a ubiquitina sirva para acarear al neterodimero BAGIBCL·2 a un complejo de proteasaa 
involucrado con la regulación de. la muerte. del tipo discutido en la sección del proteosoma. 
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De las proteínas descritas que se asocian a BCL·2, las m•• interesantes son A·RAS y 
RAF-1, ya Que permiten establecer una conexión entre las sel'lales ellCtracelulares mediadas por 
factores de crecimiento o citocinas 't la maquinaria de muerte. La interacción de R·RAS con BCL.·2 
ocu"e tanto in vitro como in vivo-. y se l"la observado Que la expresión de R·Ras antagoniza la 
habilidad de BCL·2 de bloquear la apoptosia-. Sin embargo. la versión on~nea H·RAS 
protege de muerte, lo cual tambHtn resulta interesante por la capacidad de H·RAS de re¡ular 
varl- vias de transducción de sel'lales. 

AunQue aún no est• Claro el mecanismo de acción de BCL.·2, parece fundamental su 
Interacción con AAF·1. Esta interacción es relevante para tranalocar a RAF·1 a la mitocondria, ya 
que al a RAF·1 se la ar'lade una secuencia de ser\al de anclaje a la mitooondria ac:tQuiere la 
habilidad de evitar la muerte en ausencia de BCL-2. lo Que no sucede si se le pone una sel'lal de 
locallzación a la membrana plasm'1ica o si se mantiene en el citoplasma. Por lo tanto RAF·1 
DOdrla tener sustratos tosforilables localizados en la mitooondria, involucrados en el control de la 
MCP-. 

:J.• Miembro• d• I• famllla 8CL·2 •• modifican po•traducclonalm•nt•. 
La fosforilación es una de las principales modificaciones postraduccionales Que regulan la 
actividad de las proteínas. En el caso particular de BCL-2, aún es un poco controversia! el efecto 
que tiene la fosforilación. pues tiene un efecto tanto en su activación- como en su inactivación-'. 
Sin embar¡o. estudios de mutagéneais donde •• elimina la re¡ión fosforilable de BCL.·2. 
muestran que la tosforilación tiene un efecto inl"libitorio, ya Que su tranafección en timOCitoa 
estimula la sobrevivencia celular. mientras Que la proteína BCL.·2 silvestre no es capaz de 
hacerlo, pues se fosforita en el interior de la c•lula. Se desconocen aún las cinasas y toafatasas 
Implicadas en esta re¡ulación-'. 

BAO •• otra proteína cuya actividad se regula por fosforilación. En ausencia del factor de 
sobrevlvencia IL·3 BAC> se desfoaforila. 10 que le permite asociarse a BCL·X, en la mitocondria y 
promover la muerte. Cuando BAO está fosforilada se encuentra en el citoplasma asociada a la 
protelna 14·3·3. Que se une a proteínas fosforiladaa en serinas, y pierde la capacidad de 
intractuar con BCL·X,. RAF-i no es la enzima responsable de inactivar a BAO. ya Que la fosforila 
en sitios diferentes a loa observados if'I vivo; sin embargo, RAF·1 pudiera fosforilar y activar en 
la mltocondria a la cinssa responsable. 

La proteólisis podría ser otro mecanismo postraduccional para regular la actividad de los 
miembros de la familia de BCL.•2. Durante la progresión del SICA. los timocitos CC4 mueren por 
apoptoaia como consecuencia de la actividad efe la proteasa de HIV. pues degrada a BCL·2 
generando dos fragmentos Inactivos. Resulta interesante que el sitio de corte se realiza 
adyacente a la fenilalanina 112, pues este residuo está conservado a lo largo de la evolución en 
todos los tiomólogos de BCL·2, incluyendo CEC·9. Esto sugiere que la proteólisia podría ser un 
mecanismo de activación de la apo¡:.tosis considerando, además, que BAX no tiene conservado 
ese residuo ni es cortada por la ¡:.roteasa de 1-11v-•. 
3.7 La famlll• d• BCL·2 p•r•t:• actuar •"lb• d• I•• c••P•••• en 1• ca•t:•d• de muerte. 
Ya Que en C. el•g•n• basta la presencia de CEC·&l para que las proteínas CEC·3 y CE0·4 no 
provoquen la muerte, es posible que C•d·9 se encuentre arriba que los genes Cea-3 y Cea-4 
en la cascada genética. Por otro lado, la sobre-expresión de C•r:t·3 provoca la MCP sin 
necesidad de Que Cer:t-4 est• presente, mientras Que la MCP inducida por la sobre-expresión de 
Ced-4 depende de la función de Ced·3: estos resultados sugieren Que Cea-~ actúa arriba de 
C•r:l-3 en la cascada, o bien Que actúan en paralelo, pero Que CEC·3 posee mayor !"labilidad 
~ra matar. Puesto Que CEC-4 parece facilitar ta inl"libición de CE0·3 por CEO-e. •• posible Que 
CEC>·9 actúe negativamente sobre CE0·4-·. Cadas las analogías entre los ¡enes de C. 
•'•t1.ans_y los genes de mamífero, se esperaría Que BCL·2 actuara sobre la regulaclon de la 
familia ICE; esta idea estaría de acuerdo con el l"lecl'lo de que las proteínas de la familia BCL·2 no 
tienen 1.1na actividad enzimática asociada. Una evidencia a favor ::te esta tiipótesis es que la 
sobre-expresión tanto de Bcl·2 como de Bcl·xL. en células tratatadas con staurosporina (inl"libidor 
de protein-cinasas que activan la MCP) evita ta activación de CPP32/YAMA y ICE--ft. Otra 
evidencia m•s contundente c;ue la anterior es Que. en un sistema in vitro consistente de núcleos 
de ~lulas Hela y extractos de Xenopus leavis Que tienen una actividad tipo ICE, BCL.·2 es 
capaz de detener el proceso apoptótico siempre y cuando se al'lada antes de la activación de la 
caspasa. Después de este punto. sólo los inh1oidores de ICE pueden bloquear el proceso 



apotótico. L• diferencia en la cinética de inhibición de ICE por BCL·2 o sus inhibidores en estos 
experimentos indic.n que BCL·2 no •ctúa direetamente sobre ice-·. en la figura 9 se 

. e.quematiz• la cascada de muerte que se propone en I• •ctuelidad. 

•· Otroe regul•doree poeltlvoe y ne11•tlvoe de le MCP 
4. f ~ lnt•ractú• con ml•mbro• de I•• f•lfllll• l!lcl-2 y I• t•mlll• w I•• c••pa-•. 
El 89"9 C•d-4 de C. •l•t1an•. que como C•d·3 actúa positivamente sobre .. MCP, oodific. para 
u,,. proteín• cuy• tuncion se desconoce, aunque dos regiones de I• proteín• preaent•n cierta 
eimllllud con dominios de unión a calcio-: ademlls, en similitud con la función du•I de otr•• 
proteínas de la maquinmria de muerte, también existe un ... producto más .. rgc> •I descrito 
Oriainmlmente (CED4L), gener•do por procesamiento diferencial del RNAm, que inhibe .. muerte 
~- Aún no •• han encontrado ~enes homólogos- en otras especies pero estos deben 
existir, ya que la sobre-expresión de C•d·4 en eéllJlas de mamífero e.usa •poptoaia inhibible 
por la proteína BCL·X y por inhibidorea da caapasaa. La proteín• CE0·4 inte,.ctúa con I•• 
proteínas CE0·9 o BeL·X. por medio de los miamos dominios que les permiten inter•ctuar con 
BAX u otros miembros de la t•milia, así como con I•• proteínas CE0·3, ICE o FLICE. La 
lnt-cción de CE0·4 con miembros de la t•mili• de las caspasaa y con miembros de i. f•müill de 
BCL·2 ocurre da mane,. independiente y simultánea. de tal form. que •ctú• como un eslabón 
que tíaic.mente une • I•• dos grandes f•miliaa de proteínas.· Centro de células de mamlfero 
am~n •• h• encontrado una ••ociación entre I•• proteínas BCL·X. y ICE, indic.ndo que debe 
haber una proteína conectora equivalente a CE0·4-ª. 

Las inte,.ccionea moleculares descritas anteriormente ocurren en la mttocondrla, pues la 
proteína CE0·4 ·ae observa difusa en el citoplasma si no h•y CE0-9, mientras que en su 
presencia se localiza en parches en la memb,.na mitooondrial ... Considerando estos datos se 
establece el siguiente paradigma: por un lado CEO·&llBCL·2 se encuentra en la mltocondria_y •• 
unen a CE0-4 y, puesto gue la unión de CE0·9 a CE0-4 no impide la inte,.cción con CE0·3. 
ceo-. podría arraatr•r a CE0·3 a la mitocondria. Es posible también que la unión de CE0·4 a 
laa caspas•• induzca su activación, a menos de que CE0·9 esté simultáneamente unida al 
complejo .. '. . 

4.2 El •dominio d• muen•• (DM) •• c•r•ct•rfatlco de •l11u•n• protefn•• •ctlvadora• d• 
laMCP. 
R•aper (Rpt'J, he•d involution detective (1-fid) y Grim son genes que, mediante anlllliaia geMtico, 
han mostrado ser necesarios y suficientes para inducir la 'MCP durante el de-rrollo embrionario 
de Dro•ophil• melanoga•t•r. Loa genes 1-fid y Grim eodific.n para proteínas cuya aecuencia no 
tiene slmilitud con las reportadas a la fecha y se desconoce su mecaniamo de acción. RPR, por 
Ob'O lado, no forma parte da la maquinaria de muerta. ya que células carentes da Rpr aún son 
capmcea de morir por apoptoais en respuesta a dosis altas de rayos X. Our•nte la 
embriogánesia, el patrón de expresión de los tres genes coincide con zon•a de muerte celular; en 
pmrticular, Rpr y Grim •• expresan en las célules destinadas a morir horas •ntes da que se 
obaerve algún rasgo de apoptosis, y basta su presanci• en embriones tr•nagénicoa para inducir 
muerte extensivamente, siendo GRIM capaz de inducir la MCP en la et•P• de de-rrollo más 
temprana. Considerando estos datos. y puesto que la carencia de Rpr o Grim evita la muerte de 
diferentes tipos celulares y en diferentes etapas del de-rrollo, •• postul• que funcionen en la 
inlc:imción del programa de muerte, en un punto convergente de diferentes vías de ectivación-. En 
concordanci• RPR, HIO y GRIM participan mllls •rriba en la c.scada queJ•• caapaaas, ya que la 
muerte inducida por estas proteínas se protege por inhibidorea de ciatein·proteaaas, oorno 
p35-·""'· Estos tres !il•nea se encuentran localizados en una misma región en el cromosoma, se 
transcriben en una misma dirección y comparten similitud en los primeros 14 residuos del extremo 
amino, siendo más parecidos Rpry Grim entre si" .... 

Rpr codifica para una protelna citoplásmica, para la cual no se han encontraoo homólogos. 
aunque tiene cierto parecido con un dominio, consistente da aproximadamente 70 aminolllcidos, 
conocido como el "dominio de muerte" {CM). El CM se encuentra en proteínas de mamífero. 
muchas de I•• ·cuales también participan en la activación de la muerte. tales corno los receptores 
membranalea TNFR-1, Fas/Apo, C040 y el de baja afinidad para NGF {p75NGFR). TNFR-1. 
Faa/Apo,.y CC40 comparten la cualidad de inducir apoptosis cuando son activados por la unión 
de sus ligandos o anticuerpos agonistas. mientras que p75NGFR transduce la seflal cuando su 
ligando no está unido''". El CM de estas proteínas media la oligomerizaci6n de los receptores y 
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ea •-ncial para la inducción de la muena, ya que mutaciones en esta región abolen ambas 
actividades. Oa manera anllloga, la activación de RPR involucra una oligomeri::ación". 

Poco •• sabe aún da la cascada de transducción activada por loa receptores 
mencionados. pero •• han caracterizado alpunaa proteínas citoplllamicas que interactúan con 
ellos en respuesta a la unión del ligando. Es interesante Que estas proteínas tamb~n posean un 
DM. y qua ••• precisamente por medio del Cl.lal •• unan a loa receptoras. Las proteínas 
FADDIMORT1. RIP, TRAOO y FAF·1 •• asocian • loa receptor•• TNFR-1 y Fas/Apo y son 
capacea da inducir muena cuando son aobra-expresadaa•. ¿Cómo la interacción de loa CM 
conlleva a la activación bioquímica de la apoptoais? •• un pregunta cuya respuestacomienza a 
aelara,... La primara enzima descrita hasta al momento Qua contiene un OM es la cinaaa CAP, 
que tambi•n activa la muana celular y la reducción da su expresión confiere resistencia a las 
~lulas que son sensibles a intarferón-gama"'"'. 

4.:r Proteln•• adaptador•• conectan • I•• proteln•• que contienen DM con /aa c••P••••· 
Puesto que la sel'lal para morir o vivir proviene del extenor de la célula, deben existir proteínas 
adaptadoras que conecten las vías de transducción con laa caspasas. el componente efector 
mlis importante de la maquinaria da muene. Por esta razón resulta imponante el descubrimiento de 
la proteína RAIOO. ya que contiene en au extremo cal'boxilo un OM que le permita unirse al OM 
de la proteína RIP (mencionada anterionmenta), y en au extremo amino una secuencia homóloga 
al_prodominio da ICH·1 y CE0·3. Esta región le permite asociarse a1 mismo dominio de ICH·1 y a 
CE0·3, sirviendo como un adaptador directo entre las proteaaas de muena y el complejo de 
proteínas con DM que se asocian en respuesta a la unión de TNF y el ligando de Fas' .... 

Una conexión directa entre las proteínas con OM y las caspasas la establece la proteína 
MACHIFLICE, ya que ademlla d• unirse directamente a FAOO/MORT1. tiene en su extremo 
c:arboxilo una región l"lomóloga al dominio catalítico de laa caspasas. En similitud con las caapasa, 
MACHIFLICE tambi•n requiera ser procesada para activarse. degrada a PARP y •• inl"libida por 
lnhibidoras específicos para caspasas. Por otro lado, en al extremo amino presenta regiones de 
homología con FAOOIMORT1. distintas al CM, por medio de las cuales se una a FAOO/MORT1 
en respuesta a la activación da Fas y TNFR-1. Oa manara interesante. MACH/FLICE •• produce 
en varias isofomnaa, tal vez mediante procesamiento diferencial del RNA.m. Algunas de las 
laoforrnas (MACHl3) carecen del sitio catalítico, interactúan con la isoformaa completas (MACHa) 
y evitan la proi:;resión de la muerta. Estas isoformas podrían constituir un mecanismo para auto· 
protegerse da Ta citotoxicidad mediada por TNF y FasL. y puesto Que las diferentes isofomnas •• 
expresan en diferentes tejidos y a diferentes niveles, pudieran contribuir a la respuesta tejido· 
específica a estos ligando•"". 

4.4 IAP y DAD· 1 aon do• grupo• de protei•• que Inhiben la apopto•I• 
Laa proteínas denominadas IAP"s (proteínas inl"libidoras de apoptosis) son proteínas 
originalmente identificadas en el baculovirus Qua bloQuean la muene provocada por diferentes 
estímulos apotóticos. de manera que los miembros de esta familia podrían actuar en un punto 
común entre las diferentes viaa de activación da la muane. En Orcsophila •• han identificado dos 
genes, denominados OIAP7 y OIAP2. cuya actividad protectora •• demostró al expresarlas en 
moscas tranag6nicas, donde evitaron tanto la MCP, como la muane provocada por la sobr•· 
expreal~n da ganas qua matan. como Rpr o Hid. En mamíferos •• han identificado dos ganes de 
humano qua codifican para proteínas semejantes a IAP, denominados hllpº' y Niap, capaces de 
proteger de la muerta indueida por varios estímulos, así como por la sobra-expresión de Ice 
cuando son transfectadas a células en cultivo. Oe aatoa ganes Niap •• nnlis interesante pues •• 
la causa genética da la Atrofia del Múseulo Espinal. enfermedad en la cual se mueran por 
apoptosis neuronas motoras. y se eneuentra asociada a un gen recesivo por 10 eual se 
consideraba Q1.1• un factor inl"libitorio debiera ser responsable de la enfermedad"••. 

Loa miembros de la familia IAP tienen en la región N·terminal dos repeticiones, 
denominadas regiones BIR. separadas por sacueneias da tam•"o variable y con poca similitud. 
por lo Qua se supuso que la aetividad protectora de astas proteínas podría residir en estas 
regiones. Efectivamente, el extremo N·terminal de OIAP1 es suficiente para proteger de la muene 
provocada por múltiples estímulos'". 

El gen Oat:J.1 es la eausa genética da la inmonalización de una linea celular de hamster. 
qua tiene una mutacion termosensible Qua provoca la apoptosis euando se cultiva a la 
temperatura restrictiva. L.a proteína OA0·1 es l"lidrofóbica y se expresa de manera ubicua. 
También se encuentra muy conservada en la evolución. ya c:¡ue se han identificado homólogos en 
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otros mamíferos (e.g. humano), sapos, nem•todoa e incluso plantas, con altos porcenta¡·•• de 
identlded <m•• del 90% entre vertebrados y del go•;. con plantas). Adem•s. son funciona mente 
equivalentes. ya Que la expresión de Oad-1 de humano en C. e/egan• previene la MCP con la 
miema eficiencia Que el gene endógeno (ce·O•d· 1). Recíprocamente, el gene Cfl·O•d· 1 rescata a 
la Unea mutante de hamater de manera equivalente que loa genes de vertebrados. El mecanismo 
bioqulmico por el cual CAD· 1 actúa •• desconocido, pero dado su carácter hidrotóbico, debe 
ejeroer •u afect.o en un ~ompa!'lirniento membrana!. No p~rece tener un •f•C<to en la expresión de 
IJcl.ll y ~• bien podria participar en un punto poatenor en la cascada é:le muerte, ya Que la 
.obre-expresión de Bc/·2 no rescata a la mutante termoaenaible d• tiamater. Puesto que todas 
laa proteínas CA0·1 descritas tienen dos aap•rticos conservados. se postula que OA0·1 podrla 
aer suatrato de las caspaaaa y que, por ser un factor de sobrevivenicia, su digestión 
de8ancadenaria la muerte celular"". · 

'-• &.o• vlru• contienen gene• control•dore• de la MCP. 
Normalmente, las células del sistema inmune detectan y matan a células infectadas, de manera 
que resulta conveniente para la propagación de un virus, por ejamplo, poder bloquear la 
apoptoaia. Por lo tanto, no ea de sorprender que algunos virus tengan en su genoma 
~rtea de BCL·2 que les permitan mantener vivas a las células. puesto que son las 
f~ para producir su progenie. Tal•• el caso de la proteína E1B de 11ilk0a de adenovirua, 
cuya expresión •• requiere para inhibir la apoptoala durante la inf9CCi6n viral; esta protelna •• 
capaz de inhibir la muerte inducida por TNF y FaaL, interactúa con BAK .. , y se ha ob .. rvado Que 
blóquea la activación de CPP32/VAMA. Loa virus llamados Eipatein Barr Y. el de la fiebre africana 
de puerco (ASFV) tienen genes homólogos a Bct-2, denominado• BHAF·1 y LMWS·HL. 
respectivamente. De estos.•• ha demostraClo Que BHRF·1 ••capaz de prevenir la muerte•. 

Loa virus albergan otros tipos de proteínas que tambi6n tienen la capacidad de bloquear 
la muerte, oomo las proteínas de Baculovirua p35 • IAPº• (mencionadas anteriormente). La 
protelna p35 •• de particular relevancia, ya que •• capaz de bloquear .la muerte en mamíferos, 
Insectos y nem•todoa <•·'1· rescata las mutantes Ced·tl de c. •legan...,, sugiriendo que las 
mol6culaa blanco con las Que interactúa eat•n conservadas evolutivamente. 0• hecho, actúa 
CIClrTIO un inhibidor competitvo de miembros de la familia de las caapa-•, que como •• revisó 
anteriormente, efectivamente están conservadas evolutivamente. La proteína p35 •• digiere por 
las clatein proteaaaa en 2 partea, una de las cuales •• mantiene unida formando un complejo 
ICE/p35 estable, ..... , y de esta manera evita que la caapaaa pueda de¡; radar otro sustrato. 

El virus HIV que provoca el SIDA ha adquirido una estrategia única para multiplicarse. 
utillzando la apoptoaia. Induce la muerte de c61ulaa T mediante la proteaaa Que digiere a BCL·2 
(deacrtta anteriormente), con lo cual provoca el engullimlento de cuerpos apoptóticos por parte de 
monocitoa y macrófagos, loa cuales •• convierten en células infectadas crónicamente por el ONA 
viral. Loa monocitoa y macrófagos infectados sirven corno reservorioa y transportadores del 
genoma del HIV a órganos distantes del paciente•. 

S ... ftal•• que convergen en la maquinaria de muerte. . 
5. 1 L.o• factor•• d• •obrevlvencl• ua.t vi•• de tran•dur:r:l6n La fase de activacion de la 
MCP ea un proceso que, en similitud con loa mecanismos de activación de la diferenciación y la 
proliferación. •• muy variado y especifico para cada tipo celular. Esto •• evidente, no sólo por la 
cal9nCia de mutantes en esta fase en C. e/egan• Que afecten la muerte celular en general, sino 
por. la variedad de factores descritos, principalmente en mamlferoa, capacea de provocar o 
prevenir la MCP. Estos factores incluyen componentes de la matriz extracelular, contactos 
celulares y factores difuaiblea proteicos o. no proteicos, cada uno de loa cuales tranaduc• aef'lalea 
al interior de la célula por rutas muy particulares mediadas por aua receptores. No obstante. 
independientemente de la diversidad de estos activadores (o inhibidorea) y las aef'lales 
Intracelulares generadas, enoa tienen que actuar ya sea sobre la maquinaria ejecutora del procoao 
apotótico como tal o sobre sus reguldores directos. Así entonces, con base en lo descrito en las 

· secciones anteriores. es factible que las sef'lales de activación recaigan en miembros de la familia 
de ICEICE0·3. componente fundamental de la maquinaria ejecutora, o en miembros de la familia 
de": ,8CL·21CEC·9, regulador predominante de la maquinaria de muerte. La mayoría de la 
Información sobre las vías de activación de la maquinaria de muerte. así como del posible 
mecanismo bioquímico por el cual actúa. se ha obtenido con modelos casaeos en células del 
adulto, principalmente del sistema inmune; por lo tanto, la mayoría de la información Que se 
expone a continuación no necesariamente ocurre también durante el desarrollo. · 
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Muchos factores de aobrevivencia activan receptores c:iue tienen actividad de tirosin· 
cinaaa. le>s cuales inician una cascada da transducción da la ael"lal que involucra fosforilaciones 
auceaivaa. En esta cascada (GRB2·SOS·RAS·RAF"MAPK's) por to mene>s RAF-1 parece ser 
imponente pues interactúa directamente con BCL.·2, como se mencionó anteriormente. 
Alternativamente • esta vía •• ha demostrado qua el receptor a IGF·1. c:on actividad de tirosin 
clnaaa. tranaduce su ael'lal da aobravivancia a través da una cascada que involucra a la cinasa 
Pla y a la cinasa dane>minada Akt; la expresión de Alct exógana incrementa la aobrevivancia, 
mientras Que la presencia de una mutante dominante negativa (que no tiene actividad de cinasa) 
inhibe la sobravivencla promovida por IGF-1• ... 

Otros factores Qua inciden sobre la MCP tranaducen sel'lalea por otras rutas Qua 
Involucran por ejemplo segundos mensajeros clásicos como calcio, IP3, y AMPc o cinaaaa 
multifuncionalaa como la PKC. Los ésteres d• forbol, por otro lado, Qua participan en la activación 
de la PKC. han demostrado tener un afecto protector sobra la mu•,,•· lo cual haca congruente 
que la PKCo aaa un sustrato da las caspaaas.... Globalmente, rutas de transducción en 
respuesta a ••l'l•l•s extracelularea Qua recaen en la activación de los elementos básicos del 
complejo tranacripcional AP-1 (constituido por FOS y JUN), terceros mensajeros comunes dentro 
de la rutas da transducción que utiliza ésteres de forbol o calcio, pueden ser utilizadas para la 
activación da la MCP, ya Que la transcripción da estos factores •• eleva frecuentemente durante 
la MCP. A continuación se describen loa transductores más comúnmente usados para regular la 
MCP. 

•~ Lo• facto,..• /nductore• d• muerte TNF y ligando d• Fa• utlll-n una vfa da 
,,..,,.ducc/6n particular. 
Los receptores de membrana TNFR-1 y Faa/Apo tranaducen la sel'lal de mu•"• en respuesta a 
la unlOn de sus ligando• TNF·alfa y el ligando de Fas (FaaL), respectivamente. Estos ligando• 
aon multiméricoa • inducen la acilomaración da sus receptores. Ambas son proteínas identificadas 
en el sistema inmune, siendo TNF·alfa producido ¡:irincipalmente por macrófagoa activados y 
FaaL por células T citotóxicaa. pero loa receptores a TNF son s:irácticamente ubicuos y los de Fas 
- expresan en gran variedad da células (Fas •• ha detectado incluso en células neoplásicas, y 
ratonas mutante• en este ;en o su ligando s:iraaantan desórdenes llnfoprolifarativos y 
autoinmunea). Como •• mencionó anteriormente, estos racas:itoras contienen al OM lo Qua lea 
permita asociarse oon otras s:irotaínaa Qua tienen asta dominio como FAOO/MORT1 y TRAOO 
pero, a partir da esta punto, •• desconoce con s:iracisión cómo esta complejo as capaz da activar 
la maQuinaria da mue,,a. Oos mecanismos pudieran estar involucrados en esta fase: uno estaría 
a90Ciado a la producción da caramida, característica de estos receptores y que se discute en la 
siguiente sección, y otro seria a través da proteínas como RAIOO y MACH/FL.ICE qua. como aa 
mencionó anteriormente, harían la conacción con la maquinaria de muerta. Pudiera también 
participar la fosfatasa denominada FAP·1 la cual aa asocia al extremo amino-terminal del dominio 
cltol)l6amico da Faa/Apo a inhibe la muerta celular<•; s:iueato qua se ha observado qua la actividad 
de BCL-2 •• altera por foaforilación"°º'. •• posible imaginar que las proteínas con OM incidan 
sobra la maQuinaria da muerta por medio de asta tis:>o da r.ne>dificacionas. 

En particular. al afecto da TNF sobra una célula ea muy interesante, pues ganara en al 
interior un balance entra la vida y la muerta. TNF induce la activación de un factor da transcripción 
denominado factor nuclear kappa B (NF·kB). el cual activa la transcripción de ganes involucrados 
en la respuesta a la inflamación. la infección y el estrés. L.a aparición de esta factor de 
transcripción en respuesta a TNF Jo propuso oomo un mediador de la muerta, paro el ratón 
mutante deficiente da Nf-lcB muere antas del nacimiento, al parecer debido a una muerte masiva 
de c6h.1taa del hígado, lo cual implica Qua NF·kB induce Ja síntesis de proteínas que protegen a 
las células del hígado embrionario d• morir. Además. si se impide la activación da NF-k-S en 
diferentes tipos celulares (fibroblastos y macrófagoa tumorales y no tumorales). las células se 
vuelvan sensibles a morir anta el TNF. Por Jo tanto, NF·kB puede funcionar oomo un bloqueador 
;arieral da Ja apoptosis, estableciendo una retroalimentación negativa con Ja vía apoptótica 
encendida por TNF. Puesto qua NF·kB se activa también en respuesta a diferentes agentes 
apos:>tóticos. como las drogas qua se utilizan en la quimioterapia contra el cáncer. la ineficiencia en 
la ress:iuesta al tratamiento puede deberse a Ja protección de Ja muerte mediada por NF·kB: por lo 
tanto, se podría mejorar el tratamiento incluyendo agentes que bloqueen a NF·kB=•._ 

S.~ L• cer•mida p•rticip• como segundo mens•jero dur•nte I• c•sc•d• de muerte. 
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La ceramida es un segundo mensajero común en muetlas respuestas celulares que incluyen la 
diferenciación. la prolif"eración v la muane celular. La relevancia de la ceramicla en la MCP se 
demuestra al administrar a cultivos celulares variantes activas de la ceramida ·permeables a las 
c61ulas, las cuales inducen loa cambios típicos da apoptosia oomo la fragmentación nuclear y la 
~dación intemuclaosomal del DNA; la utilización de an61ogoa inactivos u otros llpidos Que 
furiClonan como se¡undos mensajeros (a.g. diacilglicarol, 6cido fosfatidico o licido araquidónico) no 
Inducen la muerte' . Ea posible que el DM est• Involucrado en la generación de oeramida. puesto 
Que - un mensajero aecundario común en la activación de la muena por TNFR-1, Fas/Apo y 
APR, aunque la ceramida ea tambi•n generada durante la apoptoais inducida por radiación. 

La producción de ceramida •• lleva a cabO a partir da la hidrólisis de la eafingomielina, un 
fosfollpidO preferentemente concentrado en la membrana plasm6tica, catalizada por Isa 
esfi=ielinasas -gundos o minutos deapu•a de la eatimulación. La posterior regeneración de 
la mielina •• realiza al transferir el grupo colina de la fosfatidilcolina a la propia oeramida, 
~ ndo así el ciclo de la eafingomielina. Da aquí •• desprende que para generar ceramida, 
las -f\ales inductoras de apoptosis deben estimular la activación da las esfingomielinasas. Hay 
dos formas da esfingomielinaaa, distinguibles por el pH óptimo al cual actúan; una ea 6cida y se 
encuentra tanto en llsosomaa como en la membrana plaam6tica, mientras que la otra •• neutra, 
dependienta de magnesio y •• encuentra en el citoplasma y en la capa externa de la membrana 
plasm6tica. Aunque ambas enzimas son activadas por TNF-alta y FaaL, sólo la aaflngomielinasa 
*=ida participa an la activación de la apoptosia, ya que ~lulas da ratones mutantes nulos en ••ta. paro qua producen cantidades normales de la forma neutra. ya no mueren por apoptosia 
Inducida por radiación. Sin embargo. puesto que loa ratones mutantes aa desarrollan y nacen 
~nte, la activación de la muane durante al desarrollo parece no -r unicamante mediada 
por asta vía de sal"lalización'". 

La ceramida puediera tranaducir. la ael'\al a la maquinaria de muerta, a trav•a da enzimas 
Que son activadas por este lipido, oomo la protelna serin(traonin)-cina .. membrana! (llamada 
CAPK) y la fosfoproteína foafataaa citoaólica (conocida oomo CAPP). La primera es capaz de 
fosforllar a RAF·1. lo cual Implica una conexión con la cascada de foaforilación regulada por 
receptor•• con actividad de tiroain cinasaa. mientras que da la segunda •• desconocen sus 
auatratoa. De acuerdo a su papel an la MCP, la actividad da CAPK •• estimula. y la proteína 
CAPP •• trasloca a la membrana plaamlitica, en respuesta a TNF-alta. CAPP pudiera aar mlis 
significativa en el proceso de MCP, ya que la apoptosis inducida por ceramida •• bloquea en 
pra-ncia da 6cido okadaico, un inhibidor .muy potente de esta enzirna'00 Por otro lado. es 
Importante tomar an cuanta Que. ya qua la oeramida ea capaz de generar eatr•• oxldatlvo, este 
mecanismo podría tambi•n participar durante la activación de la muene (var siguiente Hcción) 

Independientemente del mecanismo Que utilice la ceramida para activar la maquinaria de 
muerte, parece tener un papel dual, uno antes y otro despu•s da las caapaaaa. estableciendo 
un ciclo ratroalimantador con astas enzimas en lugar de actuar simplemente en forma .. cuencial. 
/llJ analizar la muerte inducida por RPR en ~lulas da insecto, la generación da oeramida aa evita 
an preaancia de un inhibidor de estas proteasaa, mientras Qua la muerte inducida por la adición 
directa da cer~mida ~•.cultivo no•• prevenible por el mismo inhibidor' ... Ya que•• ha demostrado 
Que la oeramoda activa a las caapaaas, especlticamente CPP32/V AMA. ea posible que la 
=~~tive a las caspaaas y qua la acción de •stas. a su vez. estimule la generación de 

•.4 lll eatr~• oxld•tlvo •c:tú• c:omo un •c:tlv•dor de I• muerte c:elul•r. 
El astr6a oxidativo se define como el estado en el cual loa nivelas da especies reactivas da 
oxigeno (ERO) son superioras a la capacidad reductora de la c•lula. El oxigeno molecular acepta 
aleetronea f6cilmente de otras mol6culaa para formar las ERO y es esta peculiaridad la que lo 
hace tóxico a las c•luias. Por ejemplo, muchas reacciones intracelulares, entra ellas la respiración, 
reducen el oxigeno molecular a superóxido (02•) o bien a peróxido de hidrógeno (H202); estas 
mol6culaa son moderadamente reactivas con las moléculas biológicas, pero el peroxido es muy 
reactivo en presencia da metales como el fierro y el cobre (reacción de Fenton), generando el. 
radical hidroxilo (•OH). el cual•• altamente reactivo y tal vez directamente responsable de la 
mayorla dal dal'lo oxidativo provocado por. ERO observado en los sistemas biológicos. Por 10 
tanto, es imponante que la célula elimin·e tanto al superóxido como al peróxido.de hidró~eno. para 
lo cual cuenta c:on varios mecanismos. Uno de ellos es la superóxido dismutasa (500), enzima 
que dismuta el superóxido para generar peróxido de hidrógeno. el cual, a su vez. es convenido 
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en aCJua y oxígeno molecular por la catalaaa: las r:>•roxidaaaa catalizan una reacción análoga, en 
la cual el peróxido de hidrógeno ea reducido a a ua r:>Or un reductor (Fig. 6). 

AH l - H:~ -~-'-º'-·'-ª-'-"'--

H:0:-0: 

:ZH:O •O: 

A - 2H:O 

flgur9 e. Eac:auema de las reacciones catalizadaa por enzimas antioxidantes para desintoxicar a 
laa ctlulaa de auperóxido y peróxido de hidrógeno (AH2. reductor). 

Ea posible que el estr•• oxidativo forme parte importante del proceso de muerte, pues 
m&ICtloa agentes que inducen apoptosis son oxidantes o bien estimulan el metabolismo oxidativo 
celular; además, en diversos sistemas la muerte no sólo•• asocia a un incremento en toa niveles 
de ERO, sino que en ocasiones •• evita por la presencia de antioxidantes endógenos o 
ex6genoa•~. Por ejemplo, el TNF provoca un rápido incremento en ERO, y tanto este incremento 

. como la muerte oelula,..... •• pueden inhibir por la tiorrec:loxina, un tiol intracelular que actúa como 
. antioxidante y pepenador de radicales librea ..... por Ja N-acetylcisteina (NAC), un tiol antioxidante 
y precursor de glutatión reducido (GSH) ..... o por la sobre-expresión de la SOO mitocondrial .... 

BCL-2 pudiera r:>articipar en el control de Jos niveles de ERO puesto que su localización 
oorrelaeiona con sitios de proaucción de ERO, a saber las membranas de la mitOOOndria, retículo 
endOpláamico y núcleo. Las pror:>iedades antioxidantes de BCL-2 pueden fundamentarse en la 
capacidad de esta proteína para inhibir Ja muerte producida en condiciones donde •• genera 
.. ,,.. oxidativo como las radiaciones y el estrés calórico"'. Más específicamente. un aumento en 
la arnteaia de BCL·2 intracelular bloc:auea el incremento de ERO asociado a la muene; por 
eiemclo, la presencia de BCL-2 evita la peroxidacién de lípidos durante Ja muerte inducida por 
•-metasona-. así como el aumento de Jos niveles de peróxido de hidrógeno y p,•roxidación de 
Upldoa provocado al depletar el GSH intracelular en un cultivo de neuronas -., Es tambien 
congruente con la actividad antioxidante. el hecho de c:aue los ratones mutantes nulos en Bcl-2 se 
vuefven grisea con el aeg~ndo Ciclo del folículo piloso, indicando una falla en la regulaeión redox 
de la aínteais de melanina . 

Alternativamente se ha propuesto que BCL-2 podría actuar corno un pro-oxidante que al 
incr91nentar la concentración de ERO de una manera controlada, provocaría la activación de 
enzlmaa antioxidantes. Esta hir:>óteais esté basada en evidencias que muestran c:au•. en 
bacterfaa. la expresión de Scl-2 humano tiene un efecto inmediato pro-oxidante, c:aue como 
oon-cuencia activa el mecanismo bacteriano de defensa al estr•s o.xidativo, oomo la expresión 
de la catalaaa KatG, lo cual le confiere una resistencia ioo veces mayor a peróxido de hidrógeno. 
En concordancia, en una línea de Células B la expresión de SOO está asociada a Ja presencia 
ele BCL-2• .. •. · 

No obstante lo anterior, el estrés oxidativo no forma parte eaencial de la mac:auinaria de 
muerte, ya que Ja apoptosis ••lleva a cabo en condiciones anaerobias. donde la producción de 
ERO es mínima•-. Además. puesto c:aue la muerte inducida por hipoxia también tiene 
características ar:>or:>tóticas y es prctegida por BCL-2 y BCL·XL, el mecanismo de inhibición de la 
muerte de estas r:>roteínas no se limita a activar una vía antioxidante•-·. Por lo tanto, si dividimos 
el procese de muerte en dos partes. la de activación y Ja de ejecución, Jo más probable es que el 
eat,..a oxidativo r:>•rticipe en la fase de activación de la maquinaria de muerte, en lugar de fomiar 
parte del mecanismo que la ejecuta. 

Oebido a que las ERO son mol•culas reactivas y en general no especificas, es difícil 
ensamblarlas dentro de cascadas de transducción de sellalea. funcionando como segundos 
manaajeros. Sin embargo, debido a que se puede modificar Ja actividad de algunas proteínas 
alterando su estado oxidado o reducido. pudiera ser c:aue cienos blancos de las ERO sean parte 
importante de cascadas de transducción. Por ejemr:>Jo. la actividad de algunos factores de 
transcripción se regula por redox tanto a nivel de su transcripción, incrementado Ja cantidad del 
factor. como postraduccionaJmente, modificando su capacidad para unirse al DNA. En especifico, 
la activación de NF-kB depende de Ja presencia de peróxido de hidrógeno'~. mientras que para 
la inducción de la expresión de c-Fos en respuesta a TNF-alfa y bFGF se requiere de Ja 
producción de El=IO""'. Además. la afinidad del complejo AP-i por su sitio de reconocimiento en el 
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DNA también se regula por el estado redox: en su estado oxidado la capacidad de unión 
dlsminur,• de manera siginificativa. Este último proceso es mOdulado por la proteína FIEF-1 (redox 
f•ctor 1 , cuya actividad a su vez se regula de acuerdo a su estado oxidado o reducido, Jo que 
estli de acuerdo con Ja existencia de cascadas redox de regulación. de forma análoga a la 
'9QUlaclón por cascadas de foaforilación-defosforilaciónº-. 

La posibilidad de que el estrés oxidativo panicipe en vías de transducción de sel'lales 
•urnenta con el descubirm~nto de que ~•• protelnaa reguladas por EFIO no se restri2n a 
f•ctores de transcripción, sino que hay ejemplos de regulación por redox de la cinasa MAP , así 
como de proteínas •sociadaa a membrana oomo FIAS o loa receptores de glutamato tipo 
NMDA-. Además, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). que estimula la 
proliferacion de células vasculares de músculo liso, provoca en minutos un aumento de peróxido 
de hidrógeno. Si este aumento se impide por medio ele la adición de cata••- o NAC, se bloquea 
por completo la estimulación de las células. Puesto que la respuesta a PDGF inclu)'e foaforilación 
de protelnas en residuos de tiroaina, Ja activación de la cinasa MAP y slntesis de DNA, el l'lecho 
de que la simple abolición del incremento de peróxido de hidrógeno prevenga I• estimulación de 
las células, sugiere que éste puede actuar como un• mOlécula tr•nsductora de sel'lal 
fundamental ..... 

_ Por lo tanto, no ea de sorprender que el estrés oxidativo pued• ser parte de la cascada 
de trasducción de sel'l•les que activa Ja muene. De l'leeho, tal parece ser el caso en la muene de 
neur-s simpáticas provocada por la ausencia de NGF. En este sistema ocurre un aumento 
tranallorio de ERO antes de que aparezcan loa cambios morfOlógiooa típicos de apoptosia, y 
dicha muene se evita por la _presencia de SOD sólo cuando se aplica en una etapa temprana 
(l.e., anterior al pico de las ERO)"-·. _ 

Es posible que el estrés oxidativo también medie la muene celular durante el de-rrollo. 
En el blastocisto de ratón células con el potencial de formar el trotectodermo, que son las que 
torrna'*1 las estructuras extraembrionarias oomo la placenta, se mueren en el blastocelo (i.e. 
cavidad del blastocisto), medi•nte 1.1n mecanismo q1.1e al peróxido de hidrógeno, mientras que las 
c61ulas capaces de formar pene de la masa cel1.1Jar intema, que son las que darán l1.1gar al embrión 
oamo tal, no se mueren (el peróxido de hidróaeno parece originarse a partir de la oxidación de 
pollmnlnas). Esta MCP p1.1diera tener oomo finalidad evitar lá •contaminación• del embrión con 
C»lut.s con i:iotencial extraembrionario. (Ea posible que Ja inducción de estrés oxidativo a partir de 
la peroxidación de poJiaminas sea 1.1n mecanismo común'/ª'ª inducir Ja MCP en v•rioa momentos 
del de-rrollo, i:iues también se ha observado activida de ~liamin-oxidasaa en otras regiones 
de muene, oomo Ja región interdigital de loa miembros "). Además, utiliz•nc:lo reactivos 
fluoreaoentes q1.1e detectan ERO (dihidro dicloro fl1.1oresceina) y apoi:itosia (nara_nja de acridina) 
se ha observado q1.1e en diferents regiones del embrión de ratón donde ocurre MCP, como los 
lnterdlgitos, el eatemón, el J:)eladar, etc., también hay estrés oxidativo. Usando 1.1n sistema de 
cultivo In vitro de miembros de embrión de ratón, donc:le el proceso de desarrollo ocurre de forma 
normal, se dismin1.1ye Ja MCP en los interdlpitoa en presencia de antioxidantes--•. 

· En J:)ientas lea ERO están imJ:)hcadaa en Ja llamada respuesta hipersenaitiva de 
resistencia a i:i•tógenos, en la c1.1al ocurre muene de Jas·cél1.1las q1.1e rodean el sitio de infección, 
delimitando Ja zona de propagación del i:i•tóqeno. En 1.1na mutante de Ar•oidopsis thailiana. hay 
un descontrol de Ja muene celular en a1.1senc1a del patópeno y no se detiene la expansión de la 
muene una vez que se inició. El s1.1peróxido es necesano y auticiente para iniciar la formación de 
la lesión y se acum1.1la j1.1sto antes del inicio de la muene cel1.1la,...-.. Esto refleja que las plantas 
companen al "'!•nos i:iane del proceso de muene q1.1e sucede en cél1.1laa animales. 

•·•Movimientos de cele/o lntreceluler podrren penlclp•r •n la ecllvecldn de la muerte. 
El C9lcio ea 1.1n mensajero funclamental en muchos i:irocesos celulares; multitud de enzimas son 
sensibles • este ión y es q1.1izá éste et mecanismo usado más ami:iliamente i:iara desencadenar 
respuestas cet1.1lares especificas. La imi:ionancia del calcio en la MCP se ha derivado de estudios 
que involucran drogas que bloquean o estimulan ta movilización de calcio intracelular. La 
tapslgargina. que bloquea la ATPasa dei:iendiente de ca- de FIE encargada de disminuir el ca-
citoplasmico y retomarlo hacia las posas intracelulares en el FIE. e ionóforos de ca-- que facilitan 
la entrada de ca·· a través de la membrana plasmática, inducen la apoptosis en muchos tipos 
celulares. La muerte también se dispara en timocitos por la estimulación del receptor de células T. 
)"en neuron11s por la estimutación con glutamato de receptores tipo NMOA. y ambas respuestas 
involucran un incremento de ca·· sostenido'"" ... Además, uno de tos receptores conocidos a IP3 
se requiere para que ocurra la MCP de linfocitos causada i:ior dexametasona' ..... Es posible que 
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la salida de calcio del RE sea relevante en el proceso de muaMe. pues durante la apoptcsis 
provocada por el tratamiento con glucocorticoides. le scbre·expresión de una prcteína c¡ue une 
calcio en el RE (calbindina). retaróa la apoptcsis"'. Además. durante la apcptoaia inducida por 
ausencia del factor da sobrevivancia IL3 ocun-a un movimientc gradual da calcio. en el qua 
disminuya la ooncantraci6n an al RE y aumenta en la mitocondria; 1a presencia de Bcl-2 evita 
tanto el movimiento de calcic oomo la muerte. lo cual sugiera ~ua Bc:l-2 podría tambi•n pal1icipar 
an la distribución del calcio intracelular. Ccnaistantamanta, Bcl·2 •• localiza en loa principal•• •itio• de almacenamiento de calcio. como son al espacio entra las membranas interna y externa 
Clal núcleo, aaí como au continuidad con al lúman del RE'ª. Ne obstante lo anterior, aún no se ha 
delenninado oomo al movimiento de ca·· inside sobra la maquinaria da muerte. perc las 
anctonuclaasa• c;ue digieran el ONA da manara intamuelaosomal, la• cual•• rac¡uiaran ca-- para 
Hr activadas. podrían aer parta de los blancca de esta ión. Por otro lado. es interesante 
mencionar qua agentes prc-cxidantas inducen mcvilidad da caleic intracelular"..... lo que •• 
consistente con la demostración de qua la muene causada por incremento an peróxido an plantas 
NqUiere de un incremento an el calcio intracelular"-. 

•· u •poptoala y el elclo ealular. 
•· f Moltlt:ul•• Inductor•• d• prollfer•t:ldn t•mbltln Inducen •popto•l•.Oiferant•• líneas de 
raz-miento han generado la noción de qua hay una conexión entre la apoptoaia y el ciclo 
celular. Algunos cambios morfológicos observados durante la apoptoais c¡ue son reminiscantes a 
los que ocurran durante la mitosis, como la ~rdida da adnerancia por la c•lula, la condensación da 
la cromatina y la fosforilación y desanaamblaje de las láminas del núelao. son su~aativos del uso 
y control de una maquinaria molecular compar1ida. Mas revelador aún es la capacidad de distintos 
oncogenes qua generan proliferación descontrolada. de indueir apoptosis. Un caso típico •• el 
efecto provocado por la proteína E1A d• adanovirus la cual. además de ser la principal proteína 
del virus promotora de la proliferación celular, simultáneamente induce la apoptosis, por lo c¡ua, 
para la propagación exitosa del virus es necesaria la presencia da E1B19k0, capaz da bloquear 
la muane inducida por E1A. Las repionea de la proteína E1A necesarias para inducir la 
proliferación (e.g. loa dominios que median la interacción con la proteína d• retinoblastoma, pRB) 
son laa mismas qua se rac¡uieran para la promoción de la apoptosia, sugiriendo que los mismos 
blancos están involucrados en ambos procesos•-. 

La proteína celular E7 da papilomavirus, al antígeno T grande (AgT) del virus SV-40 y C· 
MYC. presenta la misma función dual da E1A, puaa todos son potentes inductores tanto da la 
proliferación como da la apoptosis. Por ejemplo, cuando •• activa t:·Myc en fibroblastos 
cultivados en bajo suero, al número total d• ~lulas no aumenta porciua tiay una mue11e 
sustancial por apoptosia. Las regiones de C·MYC necesarias para provocar la apor:;>tosis son las 
mismaa que sa rec¡uieren para Ja transformación, autoregulación e inhibición da la diferenciación, 
como el dominio que r:>ermite la heterodimerización con MAX="'. Por tanto. el mecanismos mOlacular 
por el cual C·MYC induce la ar:;>or:;>toaia está relacionado con al mecanismo molecular por el cual 
raaltza otras funciones•••. 

La inducción de la apoptosia por c·MYC •• ha observado tambi•n en animales 
completos. Animales transg•nicos cuyos linfocitos expresan c:·Myc constitutivo presentan 
elevados nivelas da a;::>optosis espontánea, y una mayor sensibilidad para la inducción da la 
muene en órganos linfoides. Consilente con la capacidad da c·MYC para activar la MCP. BCL·2 
inhibe la muena inducida por c-MYC. y la presencia de ambas proteínas ainergizan la 
oncogenicidad an ratonas trans;•nicos, indicando c:¡ua la mue11a celular es un imponanta 
oonatrel'\imiento durante la carcinoci*naais induc:ida per c-MYC an ausencia da BCL·2' ... 

•.:I L• lnduecldn d• I• mu•rt• •• ••ocia • •11•nto• d• prollf•r•clón 
De acuerdo con los afectos da los onc:o~enea mencionado• an la sección anterior, durante la 
muene provocada a c•1u1as an estado c:¡u1escenta de la próstata por deprivación de factores da 
aobravivancia. hay incorr:;>oreción d• · bromodeoxiuridina, indicando c:¡ue las c•lul•s iniciaron la 
síntesis da ONA y, asociado a este ;::>roceso. •• ectiva la expresión t:le c-Myc y c:·Fcs.'". Oe 
manara similar. durante la MCP de neuronas posmitóticas desr:;>rovistas de NGF hay ur-.a 
activación selectiva de cicline 01. c:¡ue promueva 1a entrada a la fase s=··. La ciclina A podríe tener 
una paMicir:;>ación más directa en la muerta. ya c:¡ue sa activa en la apoptosis inducida ;::>or c-MYC. 
y su expresión resulta suficiente para inducir la MCP;•"'. 
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También reguladores mitóticos parecen participar en la activación de la muerte, pues la 
·- activación de la cinasa p34cdc2 • tiempos inapropiados durante el ciclo celular provoca muerte 

con características apoptóticas. En concordancia. la muerte de diferentes tipos celulares inducida 
·-por c61ulas_T citotóxi'"8• o por Granzima B/Fragmentina 2 reQuiere de la activación prematura de 
·- pMcdc2, ya que la fragmentación del ONA y del núcleo no suceden si ••ta•• inactiva•-. En la 

..,,.... apOptoaia inducida por agentes genotóxicos están implicadas también ciclinas mitóticas y COKs 
(Clnaaaa dependientes de ciclina): por ejemplo, en ~lwlas HeLa tratadas con staurosporina, 
Cefefna, S-dimetilaminopurina o ácido Okadaico provocan la elevación de c:iclina A, además de las 
clnaaaa p34cdc2 y cdlc2, y en ~lulas HUSO tratadas con campotecina, un inhibidor de 
topolaomerasa I, ••activan ciclina 81 y p34cdc2, Sin embargo, la activación de p34cdc2 no es 
un requerimiento universal, pues no se activa durante la muerte inducida por falta de factores de 
80breviviencia en fibroblaatos y neuronas, • inc11.1so hay casos en los que •u activación está 
asociada a la protección de la muerte••. 

Por lo tanto, la activación de múhiplea moléculas reguladoras del ciclo celular durante la 
MCP apoya la interacción entre el proceso que controla la MCP y el q1.1e controla la proliferación. 
No obstante las correlaciones mencionadas. su relevancia no siempre ha sido demostrada; por 
ejemplo, la participación de c-FOS en la promoción de la MCP no está m1.1y clara, pues aún 
cuando •• detecta au activación en las ~11.11•• que van • morir por apoptosis en gran variedad 
de regiones del embrión y d1.1rante la muerte inducida g,2r diverso• ••tlmulos•-., ratones mutantes 
nuloe en c-foa preaentan un patrón normal de MCP • Considerando que los participes en la 
dlvlai6n celular como c-MYC y p34cdc2 inducen apoptoaia cuando aon activado• en condicione~ 
no prollferativaa (•.g. en a1.1sencia d• a1.1ero), •• ha planteado la hipótesis en la que la muerte se 
activa a partir de un conflicto de Mftales: la ~lula recibe instrucciones intracelulares para proliferar 
en un contexto no proliferativo. Sin embargo, do• hipótesis alternativas aon plausibles; en 1.1na, 
algunas mo!Kulaa que regulan el ciclo celular tendrían un papel dual interactuando con distintos 
blanco• dependiendo del proceso donde participen, y en otra, la ocurrencia de la MCP depende 
de la activación de la maquinaria del ciclo celular en, por ejemplo, condiciones no prollferativaa. 

&~ Lll prot•fn• aup,.aora ~ tumor•• pR• participa •n I• ,.,,ulacldn de NICP. 
Muchas proteína• onco~nicas virales. como E1A. E7, y AgT ae 1.1nen a pRB hipotoaforiledo 
(pRBhipo) e inhiben au actividad antiprolifarativa mediada por el secuestro del factor 
tranacripcional E2F, regulador poaitivo de la expresión de gene• de la fase S del ciclo celular; ea 
decir, la unión de loa oncogenea liberan a E2F de tal forma que ae promueve el progreso del cic:IO 
-"'lar cuando pRB eatá hipofosforiiado, como en la fase GO (Figura 7). Aaí entonces. el 
,,_,,iamo anterior •• el responsable de los efectos proliferativos de alg1.1noa oncogenes y 
pudiera ser el medio para activar la MCP en ciertas condiciones. Consistente con ••ta idea, la 
illobre-expreaión de E2F genera el mismo fenotipo que la presencia de E1 A, ea decir. la inducción 
tanto de proliferación como de apoptosia"•. En con .. cuencia, la preMncia de pRB activa (i.e. 
pRBhlpo) debería tener un papel protector de la m1.1erte. En efecto, la sobre-expresión de Ro en 
061ula• de la linea. P19 derivada de carcinoma embrionario y la linea · SAOS-2 derivada de 
oateosarcoma, evita la MCP cauaada por la aplicación de acido retinoico y por irradiación, 
respectivamente. Además, el ratón m1.1tante con Ro nulo muere a los 12·13 d1aa pc»t CIOÍtlJm y 
presenta, además de proliferación inapropiada, muerte masiva principalemente en el hl~do. en 
06lulaa hematopoyéticaa derivadas del hígado, y en el sistema nervioso tanto pertfénco oomo 
central, que aon los tejidos donde normalmente se expresa Ro de manera abundante ..... 

Lo anterior •• conaiatente con la hipótesis de que pFIBhipo protege de muerte al 
promover un estado quiescente en el c1.1al las células aon menos susceptibles a la apoptoais. Sin 
embargo, la simple detención del c:iClo celular mediante la adición de afidocolina, un inhibidor 
especifico de la CNA polimerasa alfa, no protege a las células SAOS-2 de morir por apoptosis 
inducida por irradiación•••, por lo tanto, pRB participa en ta prevención de la apoptoais por 1.1n 
,,_,,lamo que difiere del de solo evitar la replicación del CNA. Tal vez sea importante su 
Interacción con otros reguladores del ciclo celular como E2F. ciclina O, o MYC, o bien el estado de 
arresto en G1/GO no es competente para que la MCP oc1.1rra. La relevancia de pRB en la MCP 

.::.,· -- acentúa con las evidencias que m1.1estran un corte de esta proteína por 1.1na caspasa d1.1rante 
la progresión de la apoptosis inducida por sta1.1rosporina o por TNF. Aunq1.1e aún no está clara la 
conMc1.1eneía de dicl"lo procesamiento. es posible que pane del proceso de muerte involucre la 
supresión de la actividad protectora de pRBl"lipo'. 



~@:). ------11 (c1cuna~ 
-ICiOrl 

ectlv-i6"tra,..cnoci-

( p._. ) 
gI? --lliG30¡¡;2a-illl-•C:- MYC 

prog ... iOrl del CiCIOCelular 
o 

...... l'm! 

Figura 7. Esquema de la interaoci6n de algunas ~la• reguladora• del cido calular que tienen 
una Incidencia en el desencadenamiento de la apoptoaia. 

•·•u proteln• eupreeo,. d• tumore• p63 Induce MCP. 
p53 •• uno de loa primeros aupreaorea tumorales identiflcac::lo1 cuyo gene •• encuentra mutado 
en un porcentaje muy aho de loa tumores humanos (70•/e). De acuerc::lo con au papel en 
carci~na11, ratones mutante• con p$3 nulo •• deaarrollan normalmente s:>•ro tienen una alta 
incic::lencia de tumoraa en la ec::lac::I adulta. Cuanc::lo el DNA 1ufre dal"lo ya ••a por rac::liacionea o por 
aljlentea químicos, p53 •• activa y provoca que el ciclo celular 1e detenga. c::lánc::lole tiempo para 
que la maquinaria de reparaelón del DNA actúe. razón por la que se le ha denominado el guardián 
del genoma. Sin embargo, cuanc::lo el c::lal'lo al ONA e1 severo y rebasa la cas;>ac1c::lac::I de 
reparación, la cálula •• muere por apopto1i1 por un mecanismo que requiere ele s:>S3. La muerte 
cauaac::la por la activación inapropiada del ciclo oalular como la inducida por c·MYC. E1A y E2F. 
1'9quieren ele s;>53'•·•. En relación a lo anterior. •• intereaante que la muerte obaervac::la en el 
aiatema nervioso en c::leaarrollo ele un ambri6n con mutaciones nulas en ambos alelos de Rb (Rbº'· 
) •• evita cuando p53 eatá ausente (i.e. en un embrión Rb"' ·, p53"' "). Entonces. aunque p53 no 
par- tener una función durante el deaarrollo. ••t• ae puede activar en reapueata a una 
c:learegulación del ciclo celular. promovienc::lc la apcs;>toaia"". 

Ratones p5:T'º y con uno de loa alelos de Rb funcional (Rbº'") han aic::lo muy útiles para 
demostrar la ims;>ortanc•a de la muerte celular rnec::liac::la por p53 para evitar la formación de tumoraa. 
En ratones Rb°'" •• generan le1ione1 de~nerativaa a1ociada1 a mutaciones 1omática1 en el 
-gundo alelo de Rb pero en ausencia de p53 surgen tumores que crecen agresivamente. Por lo 
tanto, el crecimiento continuo de cálulaa que perdieron al punto de control d9terminac::lo por s:> R B 
parece depender d• la p•rdida de la respuesta apoptótica mediac::la por p53, lo cual explica por 
q~ ambas proteínas son un blanco 1imu1tl6neo en muchc1 ejemplos de progresión maligna. 

Aunque aún no eatl6 claro ai la deteneión del Ciclo oalular y la inducción de la apoptoais 
son manifestaciones d• la mia,.,,. actividad de p53. parece qua dependen en s;>arte da dominios 
c::liferentea de la proteína. Para detener la progreai6n c::lel ciclo celular, p53 activa la transcripción de 
algunos genes como p21CIP1NllAF1. un inhibic::lor de 1a1 COK que promueven la prograsi6n del 
Cido celular mediante la fosforilaci6n (y a 1u vez inactivaci6n) de pFIB (fig 7). Eata actividad 
pudiera participar en el control de la expre1i6n ele B•x puesto que su regi6n promotora tiene 
secuencias de unión a s;>S3 y se ha c::lemo11rado que pueda 1er transaclivado s;>or p53=•. La 
impo,,ancia de este mecanismo se ha c::leterminado in vivo en modelos de tumorog•nesis, pues la 
auaencia de BAX incrementa la formaci6n de tumores. aún en s;>resencia de s;>S3. Sin embargo 



.... no puede -r la única ruta de actlvaci6n de I• maquinaria de muerte por p53 y• que, Por un 
lado, no alempre •• ha observado que incrementen loa nivel••- del RNAm o de la prot•fn• de 
BAX durante la muen• mediada por p53, y pcr otro, la• atlulaa de ratonea mutante• nulOa en Ba1t 
expueataa • irradiación, mueren pcr •popto•i• dependiente de p53"'. En apoyo a IO anterior •• 
ha otlaerv•do que la •poptoaia Inducida ~r daf\o •I DNA dependiente de p53 - llev• a catlo 
en •~nci• de alnteai• de RNA o protelna-. . ~-

Altem•tiVamente, la •ctlvidad de represión tranacripcional de p53, pudiera Hr ~. 
llignlficatlv• en el mecanismo de Inducción de •poptoala mediado Por ••ta protelna, s:Jue• entre 
toa genaa reprimidos por p53 eat• Bcl•ll. De •cuerdo oor.i ••t• mecaniamo, tanto en dlu... de 
c6néii9r mamarlO ... como en ~lulas de leucemia murina - ha ot:IHrv•do que la aobfe-exprealón de 
~reduce la cantidad de RNAm_y de protelna de BCL·2 y, •de~•. ratones detic:ientila en p$~ 
preaentan mayor cantidad de BCL·2 y ~ cantidad de BAX en diterentea tej~-. Las 
protelnaa BCL·2 y E1B, por otro lado, tiene efectos nag•tlvoa sobre la •ctlvldad repr-a de 
p53 ya que au aobr•·•xpreal6n bloquea ••t• actividad y con~ntemente aumentan la 
expresión de loa aene• reprimido• por p53-. 

Al mornenlo; no hay un conHn•o aot>r• el mecaniamo por el c"'8I p53 induce apoptoaia o 
det911Ci6n del ciclo celular. Se han poatul•do dos modelOa (figura 8) par• explicar el~ 
por el cual p53 media la apoptoaia y au relación con su actividad antiprotiferatlva. En el prtmer 
modelO existe un conflicto de aeftalea. donde la apos>toala •• el resultado dlf9ClO de la 
~ción del punto de control en G1 por pana de p53 en una o6lula que aimull6neamente 

Nciti..ncto una Hftal proliferatlva; tal poclrl• .. r el caao de la muerte lnducide_por protelnaa 
oomo E1A, C·MYC o E2F. y concordarla con .. protecci6n mediada por pRBhlpo. En .. segundo . 
modelO, la detención del cido celular y la induoci6n de la apoptoala -rran eventos 
Independiente• y aepar•bl••· Eate modelO •• apoy• por loa r-ultadoa que Indican que la 
~rdlda de una vla no nace .. riarnente penurba • la otra: una mutacidn puntuel de p53 que 
retiene la habilidad de activar a p21 CIP11WAF1 • induce detención del ciclo celular, - Incapaz de 
aCllvar la apoptoala-. Con ba .. en IO descrito anterlonnenle, •• probable que ambos operen. 
dependiendo del tipo celular y de las circunstancia• de la atlula en cueati6n. 
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rae. Dos moc:teloa probable• de la acei6n da p53 en la MCP. 

•·• M,.mbroe 1111 I• '•mili• 1111 acl-2 lncl*" en •I cont'°l del ele/o celul•r. 
Conalc:leranc:lo la Influencia ele ~- reguladoras del Ciclo oelular sobre la MCP, reaulta 
Interesante saber al tamb .. n la• m°*"Iª:= controlan la muerte, como BCL·2 y BAX. tienen un 
9f9c:lo aob,. el control Clel ciclo celular. Ea · reclent" han demoatrado que la aobre-expraaión 
de llcl-2 reduce la proillfel'lldón y el Neamblo de tlmOciloe In vive, y retarda la entra~ al ciclo 
C9lular de til'noCllloa y fibroblaato• qulaacent .. cuando son •limuladoa con mltógenc:19 • Por el 
contrario, la sobre-expresión de ..X en ratones tran•9'nicoa provoca que al manoa el doble de 
llmocltoa •• encuentren en la tasa S, ,.apecto al número obaervado an ratone• allveatrea. Al 
comparar el tiempo que •• lardan loa limoclloa en Iniciar la aínteaia de DNA cuando laa Olllulu 
aon 9incronlzadu, la preHnc:ia de 9CL·2 produce un retra-. mientra• que la p,.aencia de BAX 
produce un adelanto respecto al tiempo que toma la entrada a la faae S an laa °'lula9 ailveatraa. 
Dicha disminución da la valoeidad ObHrvada en el ratón trana!Mnico qua aobre-expreaa 8':1·2 •• 
aaocia a un inci9mento en la cantidad de la proteína pa7klp'f, un inl'libidor de laa cina .. • que 
promueven la prograaión del ciclo celular. O. manera complementaria. la acelerac:ión ele la aínteaia 
de DNA provocada por BAX en ratones tranag•nieoa ae acompal'la por una diaminueión en la 
aantidad de p27klp1. Como c:onaecuenc:ia, loa nlvelea de BCL·218AX podrían influir en el 
momento que ocurre la activación de taa cinaaaa inhibida• por p27kip1. En el caao de las ~lulaa 
que expreaan BaJir, el facilitar la activación de laaCDKa permitiría un progreso mil• rllpic:lo ,,.cia el 
punto del ciclo celular en que " toma la deciaión de vivir o morir. La situación contraria .. aplicaría 
para el caao en que l'lay un exceao da BCL·2, cuando el punto de deciaión ae alcanza m•• 
tarde ... El afecto de BCL·2 y BAX aobr• el c:ic;;lo celular va en concordancia con la l'lipótesia da 



que el inicio de la MCP depende de eventos proliferativos oomo la entrada a la fase s. siendo 
proteetor retardar el ciclo y acelerador de la muerte estimular el inicio de la síntesis de ONA. 

7. Cont:lu•ione• y ,,.,..,,.t:tlv••· 
Actualmente no se- puede dl.ldar sobre la importancia que tiene la MCP durante el desarrollo 
emtNtonario y en la vida adulta ele un organismo. El requerimiento de factores extracelulars para 
que una c•lula en cultivo sobreviva, así como la multitud de factores de s.obrevivencia descritos a 
la fecha, establece la propensidad ele las ~lulas a activar su maquinaria ele muerte. Aún más, 
NSUlta llamativo que los componentes da esta maquinaria, necesarios para desencadenar la 
MCP, est•n siempre presentes en la mayorla da la ~lulas, de tal forma que la síntesis de 
proteínas no es un requerimiento para que la apoptosis ocurra. No obstante, y como •• describió 
a lo largo del capítulo, la transcripción de componentes de la maquinaria de muerte se encuentra 
'911Ulade, ya sea da ma"9ra tejido específica oomo en el caso da Net:lt:/2, o en respuesta a 
•límulos específicos como sucede con /~ en la ausencia de componentes de la matriz 
extracelular. Además, la e~resión de un número importante de genes de la maquinaria ele muerte, 
oomo los de las familias Cet:l·3/I~ (e.g. lch1, Net:ld2), Cet:l-9/Sc/2 (Bcl-x'), ••encuentra modulada 
p0r un proceso decisivo para su función: el empalme alternativo. Este empalme alternativo da 
lupr a_proteínas tan distintas que funeionan ya sea corno promotores, o como bloqueadores da 
la MCP. Así entonces, si bien •J11Perimenta1mente todas la c•lulas activan la apoptoais en 
ausencia de síntesis de proteínas, •• probable que la regulaciOn da la expresión da los genes 
que COdiflcan para los componente da la maquinaria sea determinante. 

La idantificaeión da los componentes moleculares de la maquinaria da muerte ha llevado a 
la Indudable conclusión d• que •sta se na originado en una etapa temprana da la evolución de 
loa organismos multicelularea y que sus blancos son aún mas antiguos, corno pudiera concJuirse 
de la Clara actividad da los miembros da los principales componentes de la maquinaria da muerte 
en levadura. No obstante, esta maquinaria ha aumentado en complejidad conforme el organismo 
M encuentra Más arriba en la escala evolutiva. Por ejemplo, en c. e/egans sólo •• ha 
lclentlftcado una caapaaa (CE03), mientras que en Orosophil• ,,,.,.nos;a•t•r •• han reportado 
PG!' lo menos dos. y en los mamlferos existe un arsenal da caspas•• capaces da transmitir la 
Mllal de muerte: un comportamiento Similar se observa en la evolución da los miembros da la 
famlla de C•t:l·ll/Sc/·2. Este incremento en diversidad puede asociarse a una actividad conjunta 
entre los miembros da una misma familia, ya sea formando hatero-complejos como es el caso da 
loa miembros da la familia da C•t:lll/Bcl-2, o participando en cascadas de regulaciOn cerno en el 
caso ele algunas caspasas. Alternativamente, algunos componentes pueden ser específicos de 
tejido. responasivos a sel'lales muy particulares o reduntadantes entre ellos. 

En contraste al mecanismo da ejecución da la MCP, el mecanismo da activación debiera 
diferir dependiendo del tipo celular y del activador extracalular, d• tal forma que las moi.culas 
responsables estarían conservadas sólo dentro de rutas de transducción comu"9s. En este 
Mntldo resulta interesante que para el gen C••·2 de C.e/egens, regulador negativo da la muerte 
da ... ~lulas SMN, exista una mo1•cula homóloga, HLF (hepatic leul<emia factor), con una función 
similar. Una versión mutante da HLF lo convierte en un activador transcripeional ~· potente que 
causa que las c•lulas se conviertan en malignas, y su presencia hace que c•lulas pre·B •• 
vuelvan resistentes a inductores clásicos de muerte como daprivación de IL·3 • irradiación, sin 
afectar la proliferaeión••·. Ambas evidencias están da acuerdo con un efecto negativo da HLF 
sobre la MCP. CES·2 y HLF per'!enecen a la subfamilia PAR (proline· and acid-riCh) de factores 
da transcripción que tienen el dominio bZIP (basic leucine-zipper) .. ', y puesto que comparten un 
allo grado de similitud tanto en el dominio básico da unión a ONA como en el cierre de leucin., es 
posible que tengan una especificidad por la unión a secuencias da ONA casi idl'nticas. Estas 
obMrvacionea permiten suponer que por lo menos algunos miembros de la familia de factores 
transcripcionales CES-2/PAR son reguladores ele la MCP conservados en la evolución, que 
actllan en rutas de transducción comunes o como punto de convergencia de varias rutas de 
transducción. 

A pesar de la cantidad de inforrnaeión que se na generado en torno a las mol•culas que 
participan en la MCP. aún no se puede establecer con certeza el mecanismo bioquímico por el 
cual ejercen su efec:to. La información actual coloca a las caspasa en el punto central del 
de .. ncadenamiento de Ja MCP, las cuales directa o indirectamente debieran tener blancos en 
distintos compartimentos de la célula. Si bien las c:aspasa más relevantes, oomo CPP32. se lian 
encontrado loc:alizadas en el citoplasma. el necno de que substratos que pudieran ser 
importantes para la MCP se encuentren en el núcleo sugiere que por lo menos algunas caspasas 



' j 

tienen acceso a aata compartimento; Granzima B pudiera aer un candidato puea ae ha logrado 
detec:tar en al nucl9o. No obstante lo anertor. un nuevo panorama ae eatlll eludcidando, doñOe el 
proce.o de MCP .. Inicia anta• de laa caapaua, y donde existen rutaa alternas de activac:ión 
de la MCP q\¡9 no Involucran a laa caapaaaa. las cualea regularmente con"9rgen para 
de9enc:adenar etlcienlemente el proceao de muette oelular. Eate panorama •• deap,.nde del 
erecto taráro de lnt'libidorea de amplio .. PCtrO de laa caapaeaa los cua ... bloQuean la MCP pero, 

·a ...,..ICill del efecto inhibitorio de BCL·2, to l'laoen una vez iniciada la muerta y de maNt"a 
inwveNlble. T..,....,, de acuerdo con .. t. panorama. loe miembros ele la familia de BCL-2/CED·• 
tienen blancoe di9tlntoa a las caapaaae, como pudieran Mr loe reguladores del ••tado redoX y la _.._..,._ . 

CASCADA DE M\1ERTE 

Mllal ele ao~'ivencia sellal de mullfte 

PAIU', lúnina. actina. etc 
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· En cot\ClueiOn, la MCP •• un proceso ~jo que rnel90e aer eatudiacto no a61o por au 
relevancia durante el funcionamiento normal de loa organismos, aino porque au dearegulación 
favorece el surgimiento de enfermedaáe9 como el °*"°8r o la• que involucran ~rat~ 
09lular. Entender tanto el mecanlarno por el cual OQlrre la MCP como au regulac:i6n. 111C1iemen1a~ 
nue9tra comprenal6n aobre la formadón y funeionamiento de loa organismos y permlti,. diHl'lar 
teraplaa mu efeellvaa que la• aetualea. 



11. JUSTIFICACl_ON 

·1. L8e dlul•• embrlonerl•• tronc•I•• (ES) de ret6n -n un buen modelo pare eatudler 
laMCP. 
Laa c61ulaa ES ae .obtienen • partir ele blestocistos, et•P• da deArrollo en la cual aólo h• 
habido un evento da diferencieción pera generar do• tipos celulares: les célules de le m•A 
oeluler Interna y las células del trofoectodermo. Las células da ta ma- celular interna aon 
Plt.ariDOtencielea, pues a partir de elle• •• forma'* et individuo como tal, mientra• que de les 
C61ulaa del trofoectodermo •• formarán taa eatructuraa extraembrionaria•. como la plecenta, etc. 

L•• linea• celular•• ES provienen en particuler de le meA celular interna y •• pueden 
mantener en cultivo por tiempo• largos en un eatedo indiferenciado. ai •• aiembran en preHncia 
de una monocapa de células alimentadoras. Si•• aiembran da ••t• forma•• dividen cada 12 
horas y crecen en forma de colonias. Eates c6tulas son ausceptibl•• a diversas manipulaciones 
a-Mtieaa, por ejemplo, •• posible transfecterlas pare sobre·expreaar genea. o bien •• pueden 
lñterrumpir ;enea por recombinación homóloga y oon esaa células tonnar ratones qui~ricoa. a 
partir de loa c1.1a1es •• obtienen ratones trena~nico,!¡ pues lea célula• ES forman parte de 
todos loa tejido• del ratón, incluyendo le linee germinal • 

Para ineluelr le diferenciación, laa célulea H cultiven en suapenaión en auHncia de la 
ml'n4101:11-~.0:11ce1aplDlea de células alimentadores, permitiendo la fonnación da agregados. Los agregados en 
auapenalón forman cuerpos embrionarios que recapitulan etapas tempranas del a.urrotlo 
~ aquellas que ocurren alrededor ele la Implantación, incluyendo la formación del 
endodermo en la auperficie ele la maA celular intema. la diferenciación ele epitelio cotumnar y la 
tarmacl6n da cavidaelea. Pueelen formar islas aanguln••• donde •• posible estudiar la 
hematopoleala; eventualmente•• forman derivados de mesodermo como músculo cardiaoo-. 
Para facilitar la observación de los fenotipos diferenciados, los egre;eelos ae siembran en cajas 
de cuttlvo donde •• pueden adherir a ta auperficie; bajo esta• conelicionea, las c61ulas proliferan 
y mlgr9r'I hacia afuera del agregado. diferenciando eapont6neamente • varios linajes celulares. 
aarno el muscular, neuronal, glandular, epitelial, etc. Se ha intentado dirigir et camino ele 
dllelencieción ele las células generando cuerpos embriOnarioa en preHncia de un inductor ele 
dllerencieción, como por ejemplo dirnetil sulfóxlelo para enriquecer la población ele células 
muaculares. Anteriormente observamoa Que la adición de ácido retinóico (AR) • cuerpos 
emt11ionarioa provoca la muerte de les células. Que como •• discutirá máa adelante, nos permitió 
eatuellar la regulación de la MCP (fi;. 1 ). 

La formación ele le cavieleel en tos cuerpea embrionarios ocurre por epoptosis. miama 
que •• inducida por una seftal ele muerte proeluciela por c61ulaa Clel encloelermo visera!, ele 
manera aimilar a to Que ocurre durante et e1eaarrollo embrionario' ... Ea ele resaltar que durante la 
etapa ele blaatocisto tembi6n •• ha observado MCP por microscopia electrónica y de luz-. IO 
que augiere que los cuerpos embrionarios formados a partir de célula• ES pueden reflejar 
procesos de muerte Que ocurren durante le blastulación. siendo estos últimos un objeto de 
-tudio más f6cil ele manipular. Se ha propuso Que la población celular Que muere en et 
blaatOCiato represente células que aún conservan el potencial de diferenciar haeia 
traloeclodermo, ele manera que su muerte lmpiele la posible formación ele estructures 
extrMmtlrionerioa en et interior del embrión; esto Implica que la MCP l)Oelrl• -r uno de los 
mecanllamoa que aHguran la homogeneidad del tejido-. La muerte de la• células ele la mau 
c.luler Interna parece estar mediada por peróxido ele hidrógeno localizado en el fluido Clel 
blastoceto, ya que •• evita suministrando cetalaaa-. Conaielerendo esta información junto ccn 
laa evidencias Que indican une influencia del estr6s oxieletivo en la pr0$Jresión ele la apoptosis 
en diferentes tipos celulares (ver introducción), •• planteó le l'lipót•••• ele Que el papel del 
eatr6s oxidetivo en la MCP podría ser un evento general. Por lo tanto, •• decidió estudiar el 
mecanismo por el cual el estr•• oxidativo podría ester actuando. E• pertinente mencionar que 
en el momento del inicio del proyecto no esteba claro si el estrés oxidetivo formaba parte ele la 
maQuinarie de muerte per se, o si bien participaba en etapea iniciales oomo un ectivedor del 
proceso. 

2. El AR podría ••r un Inductor de MCP. 
El AR pariicipa en diferentes estadios del desarrollo embrionario. actuando en la formación de 
loa miembros'n. y en el desarrollo craniofacial'"' y del sistema nervioso central'~·, siendo estos 





los procesos m•s estudiados. Los receptores de AR son una subclase de factores de 
transc:ripci6n i!"'ducible por ligando. del tipo de los receptores de asteroides. Tienen regiones de 
unión especifica al ONA, efe unión al AR. para dirneriZar con otra molécula de receptor, y 
posiblemente para interactuar con otros factores de transc:ripci6n. Hay dos familias de 
NiCeptores, los RARs y los RXRs, con tres subtipos denominados a, B-y g dentro de cada cla-. Es posible Que las diferentes respuestas observadas. est•n mecliadas por receptores 
98P9Clflcos. pues cada uno pre-nta un patr6n de expresi6n particular durante el de-rrollo. El 
cultivo de lineas celulares ha aldo una fuente considerable de informacl6n raferente el 
,,_,,¡smo de acci6n del AR, pues Induce la diferanciaci6n de varios tipos celulares. Por 
ejemplo, Cltlulas de carcinoma embrionario (EC) pueden diferenciar::-hacia endodermo parietal, 
endodermo viseral, o bien hacia Cltlulas neuronales, dependiendo de la linea celular, las 
OOI dlcio.,.s de cultivo y las doals de AR utilizadas. Por otro lado. la Unea oelular HL-SO 
c:lf-ncia hacia granuloCitos en p,...ncia de AR. En estos sistemas - han estudiado los tipos 
de receptores involucrados, proteínas acceaorlas Qua pueden cooperar con los receptores. así 
corno IOs ~nas regulados por AR-. 

El AR tamf>~n ea capaz de inducir apoptosis en Cltlulas en cultivo. oorno las lineas 
celulares HeLa- y de origen neurona•-·--. La MCP parece estar mediada tambl•n por los 
'909Ptores descritos, pues la induoei6n de la expresl6n de RARa en ettlulas Jurkat las haoa 
suaceptlbles a la muerte inducida por AR-. adem•s de Qua mutacioneS con afectos ,,,.--_ 
don*'antes negativos de RARa protegen de muerte, al mismo tiempo Qua evitan la activaci6n ' ' 
de la transglutaminasa en Cltlulas epiteliales de la traquea de rata•-. 

Diversas evidencias apoyan la hip6tesis de que el AR tamb~n i~ la MCP In vivo. 
Por un lado, tiene un efecto terat•nico cuando es administrado a madres prel'lades. Por 
ejemplo, durante el ~rrollo de las extremidades •• generan normalmente zonas de MCP. 
CIOnoddas oomo •zonas necr6ticas•, nece-rias para el proceso morl~tico. Una de las 
'9glones m•• estudiadaS •• la generada en la regi6n de los interdlgitos. se ha demostrado Qua 
la presencia de AR prod..- malformaciones en el embri6n debido a un incr9mento de la muerte 
en las zonas necróticas-. Es posible que el receptor RARB sea el transductor de la Hl'lal, 
puea ae expr•- justo en la reglón de los 1nterdlgitos: ade~•. el tratamiento con AR induce su 
exprasi6n ect6pica en diversas reai-s de la cara, la cual coincide con las regiones donde 
hubo un Incremento de muelte-. Por otro lado, el AR provoca la muerte de cultfvos prirnariOs 
de explantes de lnterdígltos-, aualriendo fuertemente que ese podría -r su papal biot6gico. 
Sin embargo, nade se -be ai:in deímecanismo por el cual el AR media la muerte, es decir, que 
auoede una vez Que el receptor •• activa, pues •• desconocen los genes regulados y si el 
efecto es activador o represor de la transcripci6n. 

En consecuencia, decidimos caracteriZar la muerte cauHda por AR en las ~lulas de 
cuerpos embrionarios y analizar la participación del estr•s oxidativo. 

:?8 



111. OBJETIVOS 

OBJ•TIVO G•NaRAL 
E8ludlar .. ~··cldn )' •I mecanismo de .. MCP durante .. d99arrollo. utilizando ... o6lula ES 
como rnodmlo, Y• que ••t• tipo de o611.11aa reproduoe In vltro eventoa que acunen durante el 
dee9rrollo temprmno del rat6n. 

OBJ•TIVOS PARTICULAR•• 
Eatablec9r doa modeloa: uno par• utudlar el rn.-niamo y otro pa,. eatudim' la NgUlaeiOn de la 
MCP. 

A) Pm,. eatuc:ll•r el rnecianlarno de • MCP: 
1.- e.t9blecer un aiaternm de muerte lnducld9 por eat,.• oxldativo pa,. almular .. ,,.,.,.. 
obeerv•da en el blaatoclato. utilizando ~ ... ES lndiferenclac:laa por ~m.r ••tma a ... 
c»lulaa de la rnaaa -•urar lntarnm y Hr unm poblacl6n ~· 
2.- Anlallzar al al •atr•• oxldatlvo incide aobr• la maquinaria de muerte alterando .. tranacrtpcl6n 
de 9lguno9 ganas lmplic9d0a en •muerte -•urar. 

8) Pa,. .. tuc:tiar la ragulmci6n de • MCP: · 
1.- ca,.ctariZar la muane provoc.Cla por AR en otlu•• ES lncluc:ic:la• a dlfarenclarae .medlmlla la 
formecl6n de -rpoa embriOnariOa. 
2. Eatuc:ll•r el papel del .., .. oxic:latlvo en la muan• -•ular lncluclda por AR. 
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111. MATERIAL Y METODOS 

1. TraneorlP-Cl6n Aeveraa ~lada a la Reaccl6n de Pollmerlzacl6n en Clldena. 
~· P.utlllcaci6n O. RNA eümi~ ~re•I ONA. . 
&Olwcionea. 
1. Urea eMIUC13M. 
2. Sol. D: para 50ml 

· TIOCianato de Guanidina 4M 23.&32g 
Citrato de Sodio 25mM pH7 1 .25ml de atoek 1M 
Sarcocll o.s•..- 2.5ml de atock 10% 
HzO 21!1m1 
• Al momento ele usar agregar 3& µJ 2ME/ 5 mi. 

3. Etanol 95•,4 
4. Aoetato de Sodio 2M pH4 
5. FeftOI -turado con H20 
e. Clorolonno:lsoamllico 24:1 
7. 1'4'1)ropanol 
a. DNA8aa libre de RNAaa a. Etanol 70•4 

Pl'a =r lfrniento. 
- U..r láé ~lula• en aol. urea/UCI agltanc:IO vigoroaamante (2x1o9 celu...,ml aot). 
- Precipitar a -70 oc mlnimo 4 horaa. 
- Centrtfuaar 10 min a 4 oC. inmediatamente deHChar el aobrenadante (donde eadl el DNA y e 
9-"::!~ICI precipita preferenclalmente el RNA). Con un papel abaorvente eliminar el exceso de 

:'R .. uapender la paatilla en SOOml ele aol. o. 
- Agr9pr 160ml (1/3 vol.) de etanol es•/• e incubar en hielo 5'. 
- Centrtfuaar 15 min a 4 oC, tirar el aotirenadante. (Eata prec:ipitaci6n r~ida elimina ONA. ya que 
f'!gulere cJe m6a tiempo Que el RNA para precipitar). 
- Aeauapender en 500ml de aol. D y agregar &oml (1/10 vol.) de NaAc 2M pH 4; vortax. 
- Extraer con SOOml (1 vol) fenol -turado con aaua + 100ml (1/5 vol) clorotorrno:i-mílico. 
- Dejar 15 min en hielo para que •• formen la• ao. faaaa. 
- Centrifugar 20 min an trio. 
- Paaar faH acuoaa a tubo nuevo y precipitar con SOOml (1 vol.) de iaopropanol. 
- Incubar 30 min ·a ·200C. (Tlempoe m6a largo• aumentan la contaminación con DNA). 
• Centrifugar 20 min a 4oc. 
- Reau.pender la paatilla en 25ml agua. 

- Aftadlr 1ml de CNA•a libre de RNAaa e incubar 15' a 37 oc. (No e• necesario aQl9Dal' 
amorllguac:lor para ONAaa, incluso han viato que baja el rendimiento ele ANA por actlvldad 
remanente de RNAaa en pre .. ncia de Ma2) 
- ADf9G&r 225ml (10 vol) aol. D (Ea aütlciente para eliminar oompletamante la actividad de 
DNAaa, no ea nece•ario volver a exptraer). 
- Prec!Pitar con 250ml (1 vol) de iaopropanol de 30 mina 1 hora a .2()0C. 
- Centrifugar 1 O min en frlo; lavar la paatilla conetanol 70•4 trio. 
• R-uepender en 25ml agua y cuantificar en el eapectro 10D~&0-40mg. 

B) Tr•n•cripción Reversa 
Para 50ml da reacción: 

ll mi RN.A (10mg) 
- 1 mi oligodT ( 1 pgtµ.I) 

·· - calentar s· a esoe. mientra• mezclar: 
10 mi buffer RT SX 

2 mi dNTP's SmM (200mM final) 
2 mi DTT0.1M (10mMfinal) 

30 

1 -.._,.• 



ym1H2 o 
0.5ml tranacriptaaa reversa (BRL 200u!J,1.I) 

• Incubar 80 min a 37 oC 

CJPCR 
P-IOrnl de ,.accl6n: 

xmlH20 
5mldecDNA 
5 mi buffer taq 10X 
2 mi dNTP'a 5mM 
y mi oligoa (30 pmol de cada uno) 

• calentar 3' a 95oc y agregar 
0.5ml enzima taq (SO.hringer) 

Condicione• de amplificación: 
1 cicle: H oC 5 min 
30 ciclos: 95 oc 30 aeg 

57oc 1 min 
72 oc 30aeg 

1 ciclo: 72 oc 5 min 

DJ O•l a~l'ON 3" 
• Disolver 1.5g de agaroaa en 50ml TBE 0.5X 
• Agr9pr bromuro de etidio a una concentración final de 30 µa/mi antM de vaciar. 
• co,,.r en TBE 0.5X conteniendo bromuro de etldio 30 mglinT a 290 V. 

El Set:wlnci• a• toa ollgonur::t.Otiaoa utllizaOO.. 
""'"T (fragmento cONA 344 pb): 
ollgo H1: 5' CCT GCT GGA TTA CAT TAA AGC ACT 3' (335) 
ollao HZ! 5' GCT AAG GGC ATA TCC AAC MC """'e 3' (381) 
bol-2 Chomento cDNA 340 _i:!b) 
ollao 6': 5' CAT CTT CTC CTT CCA GCC TG 3' (1982) 
oligo 3':5' GTT GAC GCT CTC CAC ACA CA 3' (2281) 
baic (fragmento cONA 300 pb) 
oligo 5': ~· GAA CAG ATC ATG AAG ACA GG 3' (59) 
ollgo 3': 5' GCA AAG TAG AAG AGG OCA AC 3' (332) 
pA (fragmento CONA 573) 
ollgo 5': 5' ACG TGC CC"r GTG CAG TTG TG 3' (409) 
ollflo 3':5' ATA CTC TCC ATC AAG TGG TT 3' (953) 
bc:l-x (fragmento cDNA bcl·•L 800: bcl·xs 800) 
ollgo 5': 5' TTG GAC AAT GGA CTG GTT GA 3' 
ollao 3':5' GTA GAG TGG ATG GTC AGT G 3' 
IC• (fragmento CONA 492) 
ollgo 5': s· GTT GGA GCT CAA GTT GAC CT 3' (581) 
Ollgo 3' :5' GAC AGG ATG TCT CAA AGA CA 3' (105") 
Ntldd a (fragmento cDNA 400) 
oligo 5': 5' GCG GAA TTC CAG GTC TTT CTC 3' 
Oligo 3': 5' TGG AAC TCA ACC TGC TGC CA 3' 
Ntli:a (fragmento cDNA •&le) 
oligo 5': 5' ACC ATG GAC GAT CTG TTT ce 3' (58) 
oli;o 3': 5' ACT GTC A.CC TGG AAG CAG AG 3' (535) 
~-(fragmento cONA 376 s:>b: gen6mico •93) 
oligo 5': 5' TGG GCC TAG ATG ATG CCG CA 3' (1908) 
oligo 3':5'AAT CGG AGG AGG GAG CTG AC 3' (2•00) 
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Loe rúneros entre par•ntaaia indican el aitio de inicio del oligonucl•6ticlo en la -ncia de 
cDNA depoaitada en al GenaBank. 

a. Tranaf-cl6n de C4'1ula• ES por Llpofeccl6n. 
Medios y Sotucionea. ª! ~ linearizado b M15 
e Tnoalna 0.25•/. 
d PBS -
e Etanol 70•/e 
f) DOTAP (B6ehrin~r) 
a) OPTIMEM (DUl:BECO> 
fl) G418 (análogo de neomlcina) 100X: 

- diaolver 18 '"SI da ingrediente activo (cada"- indica la hocl6n activa por mg) en 
·1ml de PBS. 

- Esterilizar por filtración. 
- Almacenar a 4 oc. 

Pre e 1 cif1'iento. 
A) Preparar conjugado DOTAP:DNA 

- 30ml CfOTAP 
-5mgDNA 
- aforar a 200 mi con OPTIMEM 
- Incubar 15 min a temperatura ambienta. 

- Colectar laa ~lulaa tripainizando, como si u fueran a aubcultlvar. 
- Centrifugar alicuotaa da 1o5 ~lulaa_por tubo. 
- Reauapender en 800 mi de OPTIMEM 
- Agregar loa 200 _mi y paaar a un tubo Eppendol'f. 
- Incubar 4 horaa en agltaci6n a 37 oC. 
- Cambiar el medio y poner M15 ~raque aa recuperen. 
- A laa 24 horas agregar M15 oon G418 0.18 mgtml final. 

S..cci6n a. I•• cotoni•• IWCOmbinant•• (di• 3-10 u 11 J 
- Laa ~lulaa con G418 ••tardan entre 4 y 5 dfaa en,,_.,.. .Cambler el medio OOllfOmle •• 
~aya acidificando haata que deaaparaacan loa reatos celular- y - vean ooloniaa real9tent• a 
Ci418 a aimpla vista. 

Ellpant:i6n 0.1•• cotoni•• (di• 11·12). 
- Lllv•r laa cajitas dos vacas con PBS: dejar PBS cubriendo laa ~lulaa. 
- Poner gotitas de tris:>aina en la tapa da una caja de 10 cm de ~metro en un arNglo como CllJa• 
de 24 pozos: · 
- BaJo el microscopio tomar cada COionia con una pipeta puesta a un volumen mmamo de 10 mi; 
en ocaclonea •• neceaario deapegar ~ la OOlonla ·de loe bordea. T.._,.rtr la 
colonia a la gotita de tripaina. 
- Incubar 10 min ·15 mina 37 oc. 
- Quitar et medio STO da una caja de 24 pozoa con ~lulaa atirnantadoraa y poner M15. 
• ~regar 20ml de M15 d• cada s:>OZO a cada aotlta y diagr~r la colonia pipeteando. 
- Tranaterir la suspención de ES a la caja de 2"4 pozos oon e.lulas aliment8dora8. . 



3 •. u.,.. de vectoree trenafectedoa: Pol2neo y PQKBcl-2N-

Ot<pni 
A;:iel 
Oreu 
JChol 
TeQI 
O.r 
r-11na111 
ECIOlllV 
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•· Concentrec:lonea uaad•• pare reectlvoa y enzlmee con efec:toa entloxldentee: 
OMS0:0.1; 0.5; o.75; 1; 1.5% , · · · · 
Tlroeina: 1 O: 25; 50; 100; 200 i.aM 
C.ta .. u: 1; 5; 25; 50; 100 µgtml 
NAC: 1;5;10;50;100;200;400 .,a,M 
tenol: 0.03; 0.015; 0.01125; 0.0075; 0.005% 
GSH 10; 50; 100; 200 µ.M 
Cya: 1; 5; 10; 50; 100 µ.M 

a. Cuhlvo en Hlpoxle 
• Sembrar 4 c:a;.. de 3 on da cMmatro a una denalded de 1o5 Clilulas/ml de c6h.llas 
111dif919nc:ladea en medio M15, durante 12 horaa. 
• AaPfrar el medio y laver 2 veces con PBS. 
• ~rmedio M15-a 2 c:ajaa y medio M15 aln2ME a la• otraa2 c:ejaa. 
- lncutNirdurente 48 l'loraa: una c:aja con M15 y una caja con M15 ain 2ME en la lncublldor8 can 
5%C02.21•/e 02. a 37 oc; unac:aja c:on M15yuna caja con M15 ain2MEen una~mera con 
atmóefera c:ontrolada de 95% N2. 5•4 C02, y 21 %, 8%, 2% 6 0% de 02. • 37 oc. 
• Cuantificar le aobrevivenc:ia como H deac:ribe en la publlc:eclón 2. 

e. Programe PROPSl!ARCH pera buecar protelnaa homdlogee tunclonalee. 
El prc19rama PROPSEARCH analiza la c:omDOalciOn de amln~c:laoe de laa protefnaa, ~ 
el OrcMn de loa reaiduoa en la eec:uenc:ia. Conaldera propiedades del- tipo de peso mclsc llar, 
OOl ltel lido de aminacidos volumlnoaoa, de amino41Cid09 pequeftoa. el promedio de la 
hldtofoblaidad, de la carga, etc:. y el c:ontendlO de dObletaa de aml~Ciao. Miec:Qonaclos. SOn 
evatueda1 144 propiedades Individualmente y ae utilizan como un vec:tor de bllaqueda. Loa 
peaoa para ceda propiedad l'lan alelo probado• uaando un elgortlmo g8Mtico en un grupo O. 
famllaa de protefnaa c:uya eatruc:tura ae conoc.. La• aecuenc:laa en la baae de datoe ae 
tranafonnan temb~n a vec:toraa y H c:aleula la diataneia euelldlana entre el vec:tor de bllaqueda 
y ... secuencia• de la b••• de aatoe. . 

7. An611•1• de RNAm por Northern. 

A) Gel par• RNA. 
SOluc:iOnea. 
1. Buffer MOPS 1 OX 
Para 1 rnro: 

41 .ee gr MOPS 
4.1 grNeAc 
20 mi EOTA 0.5M 

- AJuatar el pH con NaOH 
2. Buffer de c:argada. 
. 100µ1 H20 

750 w formamida 
150µ1MOPS10X 
240 µI formaldel'lido 37•4 
100 µI glicerol · 
80 µI azul bromofenol 10% 

3. Gel de agaroaa. 
P-100mT: 

1 gragarosa 
10 mi MOPS 10X 
85mlH20 

- tundir 1a ªP"ºªª 5 m formaldenido 37~• 
4. Amortigu•dor de corrida: MOPS 1 X 

Procedimiento. 

.:- .. ' 
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• Cargar 1 • 3 µg de RNA poli.A o bien de 10 • 30 µg de RNA total; aDf99ar 5 vol de 
amon¡guador de cargada_ 
. c ... ntar la m1.1eatra 5 min a es oC ant .. de cargar • 
• eon.r el gel a 5 volt/cm (d1.1rante 2 • 3 horas). 

11) T,.,_fer•ncia Alealin•. 
SOiucione•. 
1. NaOH 0.05N 
2. SSPE2X. 
Stock concentrado 20X: 

3.8M NaCI 
0.2 M fosfato cte sodio 
0.02 M EOTA pH 7.7 

Pre e 1 ~·miento. 
• Armar el aparato de transferencia poniendo 1.1n recipiente con NaOH o.os N, OCllocar 1.1n banco 
plano dentro del recipiente sobre al c1.1al ae pone 1.1n filtro Wattman del ancho exacto del gal, con 
al largo al.lficiante para q.,.. loa extremos ae a1.1meljan en la aoaa. S. ooloca al aal (con al lado 
plano hacia arriba) aobra al fltro, •• moja en ag1.1a 1.1n filtro H~nd N"+ (Ameraham, 
Buleinhamanlm. RU)del tamafto exacto c:lel gal, y ae le pone encima. Se CIOloc:an 3 hojas de 
~I Wattman 3 tambi•n c:lel tamaf'lo exacto c:lel gal, previamente h1.1madacidaa en aoaa. 
FllOdear con parafilm al araa del gal. Se pone 1.1na torre de papel abaorvante da 4 cm da alll.lra 
con 1.1n ligero peso encima para que la adaorei6n ••a hom~nea. 
• Transferir d1.1rante 4 horas. 
• Desmontar y marcar con ._,¡z loa pozos del gal en al filtro. 
• Lavar bravamente la membrana con SSPE 2X en agitación. 
• Dejar -car y g1.1ardar protegido del polvo o proceder con la hibrldaei6n. 

eJ H/brlo.ci6n. 
SoluCllor'laa. 
1. SSPE20X 
2. Denhardt 1 OOX 

BSA 2'• 
Ficon 2'• (tipo 400 Pharmacle) 
Polivinil pirrolidona 2•/• 

3. sos 10º/• 
4. ONA de esperma de SalmOn 1 m;tml aonicado. 
5. Soll.ICión de hibridación. 
Para 25 mi [final] 

15 mi formamida so•4 
e.25 mi SSPE 20X 5X 
1 .25 mi Oantiardt 1 OOX 5X 1 .25 mi sos 1 o•;. o.s•4 

,.,~niento. · 
• Deap~a da calentar 5 min el ONA de esperma ele -lm6n, poner en hielo; agiwgarto a la 
aol1.1Ci6n de hibridación y pra·hlbrldar mínimo 1 hora a 42 oc. poniendo al filtro con al lado del 
ANA hacia la 11.1z del t1.1bo de hibridación. Agregar la sonda (>1o8 dpmtµg) previamente hervida 
5 min • hibridar mínimo 12 horas. 

• Lavar con SSPE 2X, SOS o. 1 •/e a 42ºC des vece• a temperat1.1ra ambiente 5 min y 1.1na vez 
a 42 oC durante 20 min, con la solución precalentada a 420C. 

• Exponer y revelar. 

a. Gel de retardamiento para determinar cambio• de afinidad de IRP. 
AJ P,.paración de estractos citopliásmicos. 
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Soluciones. 
1. Solución amoitiguadora de lisis. 
Para1om1. 

1 mi HEPES 100 mM (1 g.'50 mi) pH 7.5 
30 µI MgCl2 1 M 
4~ (298 mg) KCI 1 M 
50. alic9rol 
1 µTDTT 100 mM 
20µ1NP40 
8.4mlH20 

2. Sol1.1Ci6n BioRad para Bradford. 

Piocedlmiento. 

(final] 
10mM 

3mM 
40mM 

5% 
1 mM 

0.2% 

- Usar 2.5x107 células en 200 µI de bLlffer de lisia a 4oc, en un tl.lbo eppandorf oon 
~naiZador. 
- Diluir 3X oon aoll.ICi6n amortig1.1adora de lisis para dar una concentración tlnel de proternaa de 
0.5no'ml. 
- Elirñlnar loa n.:ictaoa centrifugando a 10,000 g durante 1 mln (11 ,000 rpm en microfUga). ,,.-.. 
Convaral6n da •g• a •rpm•: r • 7.3 cm rotor mierofuóa eppendorf. '-- · 

rpm•J R 

B) Slnte•i• del RNA /RE. 
· seeu.ncia de loa oligonucle6tidoa clonados para al templado: 

IRE1: 5' GAT CCT GCT TCA ACA GTG CTT GAA CG 3' 
IRE2: 5' GAT CCG TTC AAG CAC TGT TGA AGC AG 3' 

Para 10 J,ll de raacci6n: 
1 µIH20 
1 µI plRE/Smal (1 µg) 
1 µI NTP's 25 mM 
1 µI buffer 1 OX 
5·µ1 CTP32 (50 µCi; 3000 Ci/mmol) 
1 µI polimeraaa T7 

- Incubar 1 hora a 40 oc. 
- Contar incorporaci6n: 1 µI reaccl6n + 9 J,ll H20. Guardar 5 µt en un tubo limpio y pr9Clpltar loa 
Otro9 5 J,ll con isopropanol. 
-~r 15 m1n a múima velOCIClad. 
- Raauapandar en 5 µI agua y contar respecto a la fraoci6n no precipitada. En promedio •• 
obtuvo una actividad especifica da 1.7x10Scpm1µg, con una incorporaci6n del 1294. 

CJ Purfflcat:i6n 0.1 fragmento /RE. 
- Agregar 1 O µI da UREA 1 O MI azul de bromofanol a la reacci6n de sintaais. 
- Correr un gal de acrilamida al 20•/.t UREA e M. 
- Correr a 400 voltz una hora aprox. 
- Col1ar la banda por "sombra da luz uv". 
- Eluir en agua 12 horas a 37oc. 
- Precipitar con butano!. 

36 

C· 



- A-uapender en 100 µI H2() libre de RNAaaa. 
- extr.er con fenot; fenoVcloroformo; cloroformo. 
- PMClpitar con etanol. . 
- ....Uapender en H2() libre de RNAaaa a una concentraci6n 1 nmoVµJ (H.4 nglJll). 

DJ ~yo '* 1.1r1i6n: gel de rer.rdamiento. 
SOlualoiiea. 
1. ~c&uador de liaia. 
2. 1 r de RNAaaa (i.e. RNAsln) 
3. Heparina 50 m~ml · 
4. ~ador de corrida: glicerol 10%, azul de bromofenol. 
5. Aclrtlan'iicla 30~~: 
Pa.200ml 

se gr acrilarnida 
2 gr metil bi-crilamida 
120ml H20 

---..., - diaolver a 37oc. 
-· • atorar a 200 mi. 

• flltrar 0.45 µ 
-~menora 7. 
8. llutfer tria borato• 1ox (Tria Borato• 9 M; EDTA 0.2 M pH 8) 
7.MaCl21M. 
8. l!IUlfer de corrida. 
Para200ml. 

20mlT9E10X 
200 µJ MgCl2 1 M 
180ml H20 

Prcc1i:lnniento. 
• Preparar gel acrilamida e•/e (20 mi): 

4 ml acrilamida 30~• 
2m1TBEiox 
20 µ.I MgCl2 1 M (1 mM final) 
14 mi H20 
10µ1 TEMED 
100 µI perauHato de amoniO 

• Incubar 30 min a temperatura ambiente la r-cci6n de 20 µ.!: 
i o ¡¿I extracto citop .. amico (2.5 - 25 µ; protelna) 
1 .5 µJ RNA IRE (1 .5 fmol) 
1 µI inhibldor RNAaaa 
7 .$ µI amo,,iguador de llaia · 

- Agregar 2 µ.I de heparina e lnculbar 1 o mln a temperatura ambiente. 
• ~r 2 µ.I de bl.lffer de cargada y correr el gel a 150 VOltz durante 90 mln an el cua,,o frlo. 
·secar el gel en ¡:¡apel OE81 y exponer. . 
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V. RESULTADOS 

A) Eatudlo del mec•nlamo de MCP. 
Para oont•r con un modelo a:iar• estudi•r la MCP en las célul•• ES. se •nalizó el posible efecto 

·· en la aobrevlvencia del •gente reductor. 2-mercaploelanol (2ME). El 2ME ea un aditivo común 
9n el medio de cultivo UliliZ•do P•r• esl•• célul••. debido • que h•bia evidencl•• sugiriendo 
que el ealréa oxidalivo podría Jugar un papel import•nle en la MCP. Para esto. •• cultivaron ••• 
ollu ... en Pi'esencia o ausenc•• de 2ME y ae cu•nlificó la proporción de células vivas mediante 
el an61iaia de I• exclusión de •zul de lripano. Como •• puede ver en la fig. 2. en auaencia de 
2ME lea célul•• mueren en un lapso ele 48-72 h y no •• forman colonias. a peaar de la 
presencia de 15•/. suero (fig. 3A y 38). . 

Eatoa resultados sugieran qua las células ES no necasit•n factoras de aobravlvancia 
preMntas en al suero. sino que •• suficiente el efecto protector del 2ME. Para probar asto, •• 
cultivaron laa células en al medio definido F12 en presenci• o ausencia da 2ME y/o auero. En 
las figuras 2 y 3C·E •• muestra qua la presencia da 2ME permitió la formeeióri da COionias. 
mientras que la presencia da suero no. 

Puesto que la privación da 2ME del medio de cultivo provocó la muerta oalular, la 
hipótesis ele trabajo fue considerar a las células ES en estrés oxidativo conati1u1ivo, lo cual 
podrla mantener activa la maquinaria da muerta. Esta cualidad nos permitirla estudiar cómo al ,,.-.. 
-tréa oxidalivo podría a:iarticipar en el proceso de muerta. 

t. La au-ncla da 2ME provoca muerta epopt6tlc• en la• clilul•• ES • 
...,_ confirmar qua afae11vamen1e la muerta observada al ,.tirar el 2ME ea apoptótlca, •• 
bullcaron caracrarísticaa típicas ele aa1el.rocaso de muerta, como la fragmani.ción del núcleo y 
le dagradaeión intamucleosomal del ON . Se til'\ieron las células con OAPI y se observó bajo el 
rnicróilc:opio d• fluorescencia qua loa núcleos •• encontraban fragmentadOS como ocurre durante 
la epop1oaia (dato no mostrado). Se •nalizó al estado del 'ONA ganómieo por rnediO de 
electroforesis y las células cultivadas en ausencia de 2ME pre .. ntaron al patrón de bandeo en 
eacalara característico de la apoploaia (fig. 2, publicación 2). En conclusión, la muerte de lea 
otlulaa ES qua •• deaancadan• con al simple evento de remover al 2ME •• apoptótlc:e. 

En algunos lipoa celulares I• MCP requiera da la activación da ganas e~íficoa, por lo 
qua la muerte se evita en praaanci• de inhibidorea de transcripción o traducción. Para saber ai la 
muatta observada en nuestro aiatem• tambllin depende da la activación da genes, •• 
agregaron diferentes dosis da Actinomicina 01 o Ciclohaximida a los cultivos. Sin embargo, no 
fUit poalbla concluir ai le progresión de la muerta depende de la alnteaia da FINAm o protelnaa, 
Y• que laa células mueren por apoptoaia (se observó degr•dación intarnuclaoaomal del ONA) a 
ooncantraciones de estos compuestos de incluso in¡>'ml incluso en presanci• da 2ME (fig. 4). 
Cebe mencionar que comunmente •• utilizan dosis en al rango de tnwmi de embaa drogas, 
provocando la detención del ciclo celular en otros tipos celulares. 

2. La axpreal6n da Bcl·:I no previno la muerte por ausencia de 2ME. 
Puesto qua h•bia reportas sugiriendo que el mecanismo bioqulmico por el cual I• protafne BCL· 
2 evita la muerta •• mediante la •ctivación da une vi• antioxidante, resultó interesante estudiar 
al nivel de expresión de Bcl·2 en las células ES. ya qua ai éstas •• encontraran ,.almanta en 
un -tado pro-oxidante como lo sugería al requerimiento da 2ME para sobrevivir, BCL-2 podría 

_ aster ausente. Sa analizó I• expresión de BCl·2 por medio de FIT-PCFI y acorde a lo esperado, 
no .. detectó FINAm en auaenci• o presencia da 2ME (fig. 5), si bien podría haber expresión 
de otros miembros d• la familia, como•• muestra más adelante. 

- Si efectivamente BCL·2 activa una vía antioxidante, era· de esperarse que al sobre· 
expresar Bct-2 las células se volvieran independientes del 2ME. Para probar esto, se 
construyó un vector para transfectar Bct-2 bajo el control del promotor PGK (phospl'loglyc~rate 
kinaae•1). un promotor fuerte y constitutivo en las Célulaa·:ES. Debido a que la efic:ienc:1a de 
tranafacción fue menor del 10%, fue necesario seleccionar colonias recombinantea estables, 
pare lo cual se introdujo en el vector un cassette que confiere resistencia a neomieina (mapa en 
material y métodos). Se expandieron 36 clonas independientes y se cuantificó la sobreviviencia 
en ausencia de 2ME. Se obtuvo sólo una clona que obtuvo una protección poco significativa; 
••probó la habilidad protectora en ausencia de suero (donde se sabe que BCL-2 si protege) 
y se observó una protección mayor (fig. 6). Se confirmó por RT·PCR que el transgene Bct-2 se 
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Figure 3. La presencia da 2ME •• lndispanaable par• aobrevlvlr y suficiente s::ara la fcrmaci6f'I de 
colonl••· A, ce lulas cultivacas &~ :T·•:='io r .. '.i 5 c:::ue cr:>ntier"le 1uero y cr .. ~E: a. cE-h . .:las c~a•vaca.1 e~ medio 
,~,$ sin 2ME: C. cétu!as eu:-::iva:as al"l El ~.Edio c=e1inido Fi2: O. eet ... ·1&.s c...:~!1v.s=a~ e!"l ~edio Fi2 
suplemef"'ltado con 2P.'6E: e. c:•lulas ci..;!!i\·acas e~ medio Fi2 su"1emen1aco cc:-i suero . ..:..:-;-.~11~1cac1:.n 20x. 
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frlgura •· Las c"ulae ES no expreaan nivel•• detectal>lee d• •el-JI y 
p~ paro tranacrlllen atto• nlvetaa de ••r. dlcl'lo patr6n no cambia 
durante la muer!• causada por ausencia de 2ME. FIT·PCR de células 
cultivada• en pre•e,,cia C•) o auseMcia C·l oe 2ME durante .ce hora•. Se !'lizo 
un ~CA del FINA de cada muestra para comprobar Que no l'lay 
contami,,acíaon da ONA ;enomico. E. ••carera d• ioo ;it>; N, control 
ne;atlvo; P, ONAc d• cerebro como control po•i1ivo. M, pSR322/Hinfl. 
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expresaba en la mayoría de las clonas (fi;. 7). pero puesto que por Nol"!Mm no fue posible 
detectar el transcrito (dato no mostrado). los niveles de expresión parecen ser muy bajos. Es 
posible, entonces, que el.incremento parcial en la sobrevivencia presentado se deba a una 
varteción de la clona particular y no necesariamente a consecuencia de la producción de BCL-2. 
En un intento por seleccionar aquellas clonas que tuvieran niveles de expresión de Bcl-2 más 
alloe, en lugar de aeleocionar las Clonas resistentes a neomicina. •• aeleceionó creciendo a las 

,_otlulaa en difei'entes concentraciones de 2ME. En ningún caso fue posible obtener alguna Clona 
independiente de 2ME. Se intentó rescatar a las ~lulas creciándolas 2 diaa sin -leoción y 
~ retirando el 2ME. pero todas láa c:álulaa ae murieron con la mlama cinética que c61ulas 
trariafectadaa con el vector sin Bcl-2. 

En coneluaión, no fue posible Obtener clonas que expresaran altos nivlea de Bcl-2 y 
fueran en consecuencia independientes de 2ME. Recientemente ae ha descrito que BCL-2 
puede -r pro-oxidante • incluso pro-apoptótico en ciertas condiciones-·. Más adelante se 
i:fi8cute la posibilidad ele que altos niveles de BCL-2 resulten tóxicos para las cáluiaa ES. 

3. e1 patr6n de expreal6n de alg&lnoa genea de muerte no cambia durante la MCP de ·-··-Puesto que dentro de la hipótesis de trabajo habíamos propuesto que las cálulaa ES tienen la 
maauriana de muerte activa. y considerando la ausencia de BCL-2. era de esperarse que las 
~ expresaran B•x. la unica proteína descrita en ese momento capaz de provocar la 
muerte al ser sobre-expresada. Acorde a lo esperado, por RT-PCR (fig. 5) y Northem (dato no 
moetrado) M encontró transcripción abundante de Sax. 

Sin embar;o. posteriormente •• describieron nuevos genes de muel1e y aur;ió la 
ooelbllldad de que expresaran algún homólogo de Bcl-2. Se diael'laron oligoa para analizar por 
AT-PCR el patrón de expresión de Bcl-JrL y Bcl-X1, aar como de loa genes de las proteaaaa 
ICE y Ntldd2. En la fi;. 8 se puede ver que las cálulaa ES expresan bcl·XL• quien ti- una 
funci6n biológica equivalente a Bcl-2. pero no expresan Bcl-x1 , quien acti:ia de ,,_,.,. análoga 
a IJaJr. SI bien oodrla parecer que.estos datos debilitan la h!póteaía da que las eálulaa ES 
tenaan encendida la ma1:1uinaria de muerte, pues la carencia de BCL-2 puede ser sustituida por 
BCL·•L· y BCL·xL y BAX l'leteroclirnertzan. existe la posibilidad de que loa niveles de BAX 
... n demasiado altos CO'!'O para que au función sea contrarrestada por BCL-XL. No ae detectó 
expresión de ICE pero aí de Net:lt:/2, aunque no •• puede coneluir que la proteaaa está activa 
puea ahora •• sabe que •• regula a nivel postraduccional. Aunque pcdrla haber una diferencia 
en loa niveles de transcripción de Bcl·XL, en los demás genes no parece haber regulación por la 
pr-ncia o ausencia de 2ME. 

Como •• mencionó en la introducción, la expresión de p53 está asociada a Ja pro;reaión 
de la muerte en diversos sistemas; además, diferentes condiciones 1:1ue inducen au actividad 
son pro-oxidantes, como las radiaciones o las dro;as que dallan el ONA. lo Que nos permitió 
suponer que la activación de p53 podría estar mediada por eatrás oxidativo y participar en la 
MCP de nuestro sistema. Por lo tanto. se analizó ai la expresión de p53 •• activa durante la 
muerte inducida por ausencia de 2ME. En la fig. 5 se demuestra que las cálulaa ES no expresan 
p53 ni se induce en ausencia de 2ME. descartando la participación de p53 en este tipo de 
muerte. 

Considerando el cambio sutil en los niveles de BCL·XL durante la muerte, consideramos 
que un posible mecanismo por el cual el eatrás oxidativo desencadena la muerte podría ser 
mediante la regulación tranacripcional de algunos genes de muerte, pues se ha observado que 
la afinidad por el ONA de algunos factores de transcripción, como FOS y NFkb, ae moclula de 
acuerdo al estado redox de la proteína. Incluso la transcripción de los miamos factores se induce 
por •atrás oxidativo•-•. Puesto que ambos ;enes •• expresan en condiciones de muerte en 
diferentes tipos celulares, resultaba sugerente que fueran ellos los blancos sensores del 
incremento en ROS y en consecuencia modularan la transcripción de ;enes de la maquinaria de 
muerte, tales como las familias Bct-2y ICE. 

Para analizar esta hipótesis, se comparó por RT·PCFI el patrón de expresión de Fos y 
NFltb en presencia o ausencia de .2ME. En ningún caso se encontró al;una diferencia en los 
niveles de expresion e incluso el FINAm de Fos fue apenas detectacle (fig. 8). Para confirmar o 
cteacartar definitivamente una posit:lle regulación transcrípcionai de los genes de muene por 
eatr•a oxidativo. se analizó por RT·PCR la expresión de los genes Bax, Bcl-x, Neaa2 y ICE 
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en fibroblastos inducidos a estr•• oxidativo mediante la adic:i6n de 200mM de peróxido ele 
hidrógeno: bajo estas condiciones los fibroblastos mueren. De manera sorpresiva, resultó haber 
una activación del ¡¡¡ene protector Bcl·XL y una represión de la transcripción de ICE. molécula 
promotora de muerte, en presencia del peróxido de hidrógeno (fi;. 9 ). Una posible explieaci6n 
•• que lo observado sea un reflejo de la activación de ta maquinaria de defen- de la célula, 
pues •• ha propuesto que Bcl·2 protege Qenerando un estado pro-oxidante moderado, que a 
au vez activa una respuesta de det•n- (discutido ~·adelante). 

En resuman, aunque no M detectó cambio en loa niveles de tranacripcl6n de los ganas 
anallZados en respuesta a la auMncia de 2ME. resulta intere-nta la posible r90Ulación 
tranacrtpcional de Bcl·•L y ICE por estr6s oxidativo en fibroblastoa. Por otro lado, qi.lecla la 
poalbllidad de qua exista una regulación redox a nivel poatraduccional. 

•· •• poalble que el mecanlamo de proteccl6n de 2ME no Involucra la prevencl6n de 
aada oxldatlvo general. · 
Para analiZar si el efecto protector del 2ME •• deba a su caracter reductor, •• realiZaron los 
experimentos Que se describen a continuación. 

•) Ot~ •ntioxid•mes no •1.1•tit1.1yen el P•,,.t prot•ctor d•I 2ME. 
Para aaber ai el efecto del 2ME en la aobreviviencia celular •• debe a su caracter reductor. •• 
Intentó remptazarlo por diferentes agentes reductores. tanto biológicos oomo no biológicos, 
parrnaablaa o impermeables a laa celulaa. Para los 7 antioxidantes analizados •• hizo una 
curva de concentraciones considerando los equivalentes reductores de las mol6cula 
comparables y •• cuantificó la sobreviviencia por exclusión de tripano a laa 24 h, 48 h y 72 h. 
NlngLin antioxidante utilizado fue capaz de sustituir el efecto protector del 2ME. en la tabla 1 •• 
presentan los resultados representativos de cada antioxidante a laa 72 h. 

no 
a a • orcen a e e ao rev venc a a •• ora• • cu vo en pra-ncla 

de loa antioxidante• Indicado•. •, m*'<i!Tlll dosis utilizada: ••• mlnima doaia que 
resultó tóxica. Se presenta el promedio de dos experimentos independientes. 

Al~oa antioxidantes no aólo no protegieron, sino que aceleraron la muerte de las 
o61ulaa (DIT y NAC). El caao de NAC resulta interesante, pues •• ha observado que esta 
mol6cula tiene un efecto inhibitorio sobre la proliferación, provocando que la o61ula •• detenga 
en la faM G1 del ciclo celular. Por lo tanto, es posible que la muerte •• deba a un efecto sobre 
el ciclo celular, m6s Que a una actividad reductora. 

b) En •u••nci• de 2ME h•y m•yor cantid•d de r•dicate• libres. . 
El hecho de no encontrar un antioxidante capaz de sustituir al 2ME puede deberse a Que no •• 
haya utilizado alguno c:¡ue tenga el mismo acceso a la ~lula o Que reaccione con et mismo tipo 
de ERO. Para confirmar c:¡ue la presencia de 2ME disminuye el estrés oxidativo en las c61ulas. 
•• cuantificó la cantidad de ERO en presencia o ausencia de 2ME. utilizando el reactivo 
diacetato de dihidro-diclorofluoresceina (01-t·OCF·CA). Este compuesto es permeable y dentro 
de la o61ula esterasas separan el diacetato. liberando al 01-t·OCF: éste al reaccionar con ERO 
M oxida generando al DCF, mismo c:¡ue fluoresc• al ser excitado. Como se puede ver en la fig. 
3A de la publicación 2. efectivamente en ausencia de 2ME hay una concentración mayor de 
ERO. 
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e) El cultivo •n hipoxia a l•s ctllul•• ES no disminu,-. ,. "-~ndenci• d•I 2ME. 
Aeaultaba desconcertante encontrar que en •usenci• de 2ME loa nivel•• de ERO fueran 
mayorea, y que ningún antioxidante probado hl.lbiera prevenido la muerte. Para .. ber •i 
eteettvamente la muene provocada POr la aUMnc:la de 2ME ••ta mecliada P,Or ERO, •• 
eultlvaron la• c61ulaa bajo una atmósfera controlada para manipular la concentrac:iOn de 02. En 
eolaboraci{ln OOl'I' Edith lgareda del laboratorio del Dr. Tonathiu Ramírez (IBT, UNAM), •• 
OQmPar6 lli Clin6'ica de muene de cultivos realizadoe • diferentes concentraciones de 02. en 
presencia o ausencia de 2ME. Como •• puede ver en la tabla 2, la proporción de mue"9 no 
dlarnlmuyó conforme fue bajando la concentración de Oa . 

'7lo ... v.-nc a - noru 
1""21 con-.. ••n--.. ,. . ~, . ... .. ,-,. ..,. • , . 

'"l• • !o ·-;¡¡¡:.- - "'ª no •urnen11 • '' porc•n1a1e - • obrevlvencla. 
La• c61ulaa fueron cultivada• en las concentraciones de oxígeno indicadas y 48 
horaa deapu•• .. cuan~ la aobrevivencla. Se presentan los dato• de un 
experimento representativo. 

En conclusión, _parece que el ••tr•• oxiclattvo general no •• la causa de la muerte obaervada al 
M1lrar el 2ME. en cambio, pudiera .. r que el blanco r9Clucido por el 2ME tu••• una mol*:ula 
eapecffica, tal vez no relacionada a ERO. Eata hipótesi• tambi4tn explicaría porque ningún otro 
antioxidante pudo auatltulr al 2ME. 

•· ., G8H no par11olpa en la aobrevlvencla, alno eallmula la prollferaolón. 
De entre loa efecto• descritos del 2ME en la c61ula, :.:su1t6 intere .. nte el incremento que 
provoca en la bioaíntaaia de glutatión raCll.ICido CGS.t:U: , ya que facilita la importación de 
ciatefna al cltoPlaama, la cual.•• un precursor de GSH (figura 10). 

ciatina 

OTC 

Cl·Cllwtamil cialain 
aintetaaa 

Figura 10. l!aquema del snecanlamo d• Inducción d• la bloaínt••I• de GSH 
por el 2ME. El ácido etaerinieo (AE) Clepleta el GSH, mientras que el licido 2·oxo· 
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4-tiazolidino carboxllic:o (OTC) induc:e su biosíntesis por ser an•logo de c:isteína. 

Consideramos, entonces, la posibilidad de que el 2ME -timulara la sobrevivienc:ia de 
,.. Cltlulas ES al incrementar la c:onoentración de GSH intracelular. Esto resultaba interesante 
~ M habia demostrado que la preHnc:ia de BCL-2 c:o"elaeiona c:on un aumento de GSH, e 
lnclueo que si - depleta éste las células mueren-. 

·· •·- Para -ber si la sobrevivencia de las células ES H relaciona con un aumento en la 
.· conoet 1bación de GSH, se manipularon loa niveles de GSH intraoelular. Por un lado, se 
cutllvaron las células an presencia de diferentes c:oncantracionas de •c:1c1o atacrínico (AE), que 
deol9ta al GSH tanto Citopl•amico c:omo mitocondrial. Como H puede ver en la figura 11, si bien 
hubo una diaminueión an la cantidad de células a lo largo del cultivo, el porcenfaja de células 
vlv- no cambió a concantracionas d• 2001o4M o menores. Concentraciones mayores resultaron 
tóxicas. Estos raaultáidos Indican que al GSH puede tener un efecto prolifarat1vo, como •• ha 
ob .. rvado en otros sistamas22, paro su presencia no es Indispensable para la aobraviviancia 
de laa células ES. Ce manera complementarla, •• pretendió sustituir al 2ME por an•logos de 
cisterna c:omo el •cido 2-oxo-4-thiazolidine-carboxílico (OTC), ya Que la adición directa de GSH 
no tiene efecto debido a au faha de permeabilidad (tabla 1 ). Se cultivaron las células en 
~ncia de OTC y en auHncia de 2ME, paro no ae incrementó el porcentaje de 
aobreYivienc:ia (fiCI 12). La adición de c:isteína tampoco -timuló la sobrevlvancla oelular (tabla 
1). E8tos resultacfos apoyan la hipótesis de que al efecto an la aobrevlvencla promovido por el 

.2ME no ••t• relacionado con la biosíntesia de GSH. Sin embargo, hay un afecto claro an la 
proliferación, dado Que al número de c:élulaa disminuyó al deplatar el GSH. 

En conclusión, parece que al 2ME afecta dos procesos celulares: la proJifaraeión 
madienta el incremento de GSH, y la sobraviviancia, mediante la reduoc:ión da un blanco 
dnconoeido. 

e. l!I fierro pudiera tener un efecto en la eobrevlvencla celular. 
Con el objeto de buscar la molécula blanco responsable del efecto en la aobreviviancia, •• hizo 
una revisión sobra las proteínas regulables por 2ME. La m•• lntareaanta raauhó Hr la 
"proteína reguladora da fia"o" (IRP-1 ), ya que al metabolismo del fierro ast• astrachamante 
'91acionado con el estrés oxidatlvo, pues adem•• de que el Fe+2 participa diractamanta en la 
generaeión de radicales hidroxilo al reaccionar con el peróxido (por la r-0Ci6n da Fenton), las 
proteínas IRP-1 a IRP-2, moJéculas aensoras da loa nivelas ele Fe intraoelular, responden 
tambi.n al estrés oxidativo. Adem••. resultaba posible qua las mOléculas ejecutoras de muerte 
fueran sensibles a los niveles de fierro y no directamente a ERO. puaa •• acababa da 
demoetrar que la progresión de la apoptosia y su prevención por BCL-2 •• lleva a cabo aún 
en condicionas de hipoxia-·. 

Como una aproximación para sondear la posibilidad de qua el fiarro pudiera unirse a 
mol6culas da muerta •• predijo la estructura secundaria da BCL2 y BAX (an c:olaboración con 
Gabriel del Río (IBT, UNAM)), ya qua aún no ••·conoce su estructura. Sa compar6 la 
estructura de diversas proteínas unidoras de fierro para identificar una firma de unión a fierro (an 
oolaboarclon con Nina Pastor (Mount Sinai Unlverslty)) y •• encontró oomo consenso que las 
hlstldlnas y cisternas que c:oordinan el fierro •• encuentran siempre en una cara da a-hélices 
antl~tlcas. Ce la predicción de estructura secundaria •• obHrvó que las hiatidinas y cisternas 
preMntes en BAX y BCL·2 •• encuentran en una •·hélice anfip•tica, lo cual abre la posibilidad 
de que unan fierro al momento de dimarizar. Por otro lado, •• hizo una comparación da BAX y 
BCL-2 con el reato da las proteínas depositadas en el "Protein Data Bank" para buscar alguna 
Hmejanza con proteínas que unen fierro (en colaboración con Gabriel del Río). Se utilizó el 
p~ PROPSEARCH, que compara a las proteínas con base en •1.1 composición da 
am1no6Cidos en luciar del orden de los mismos, así como 144 parámetros adicionales, entre ellos 
el peso molecular. el uso de parejas de aminoácidos, la presencia da aminoácidos vo11.1minosos 
o peque"ºª· el grado de hidrofobocidad. etc. y encuentra semejanzas funcionales o estruc:turales 

... entre las proteínas. aún cuando tienen un porcentaje de identidad manor al 25°/o. casos en los 
que normalmente no •• pueden encontrar por medio da alineamientos d• secuencias' ...... 
Encontramos que Bcl-2 presenta similitud con varias proteínas que unen fierro, como la cadena 
pequel'la de la Hidrogenasa de Ni/Fe Reac:tiva a 01.1inona (94% c:onfiabiiidad), y algunos 
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l'lgur• n. l!I OSH no pa,,lclpa en la aobrevlvencla, alno eatlmula I• prollferecl6n. ~ La• 
c61u1aa fueron c1.11tlvadaa con diferente• COl'ICal'ltraclona de AE praael'lcia da 2ME: la 
aobrevhlal'lcia •• c1.1an1ificd a la• 'ª l'loraa (A): el ni:.mero da u11.11aa •• la a1.1ma de viva• y 
m&.1artaa (9). Se preaal'lta el promedio de 2 experimel'ltoa il'ldepandientea. 
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l'lgura 12. La eatlm11lacl6n de la aíl'lteala de QSH mediante la adlcl6n de OTC no ea 
auficlente para prevenir le mue ne. La• c6l1.1laa ae c1.1llivaron con i 001.1M de OTC y 'ª 
hora• daapu6s ae c1.1antific6 la aobrevivel'lcia ( A) o el ni:.mero total de c61ulas vivas y m1.1ertaa 
(~. Se presel"lta el promedio de 2 experimentos independiente•. 



CiloClomos (87º/• de confiabilidad). En consecuencia. decidimos estudiar si manipulando los 
nhleles intracelulares de fierro era posible alterar la sobrevivencia celular. 

U expresi6n de proteínas claves en el metabolismo del fierro en vertebrados est• 
oontrolada por los propios nivelas e1a fierro. mediante interaccionas especificas de 
RNAm/'proteina en el citoplasma. Los respectivos RNAms contienen estructuras particulares de 
"tallo y haza• denominadas Elementos de Re;ulaci6n por Fierro (IRE). Que son reconocidos por 
lea protainas IRP; dicha interacc:ión controla ya sea la tasa de traduceión o la estabilidad del 
~ro. Si el IRE .. encuentra en el extremo s·. como en el RNAm de la Ferritina. la uni6n de 
IRP impide la traducei6n y en consecuencia disminuye la produoc:i6n de la proteina. La Ferritina 
forma jaulas multi~ricall en el Citoplasma donde Quela el r .. rro, de manera Que si baja su 
CIClllOeloV&ción aumenta la cantidad da r .. rro libra. Si et IRE •• encuentra en el eittremo 3'. en 
cuyo caso hay varias repeticiones del elemento, aumenta la estabilidad del RNAm y se produce 
m6a protelna. Tal es el caso del receptor de la tranaterrina, que partieipa en la endocitosis de 
fierro acoplado a transferrina, por lo que un aumento en la cantidad del receptor de la transferrina 
lmpliQa un incremento en la entrada de f"ierro a la célula. Es decir, que cuando IRP se una a los 
RNAm hay un incremento nato en la cantidad da fierro libre en el citoplasma. La afinidad de IRP 
por el RNA.m disminuye cuando tiene fierro unido. lo qua evita que aumente la concentración de 
flen'O libre indefinidamente. Oe hacho. la afinidad de IRP por el ANA •• tan sensible a loa 
n!Yelea de fierro. que algunos autores utilizan los cambios de afinidad ccmo medida indirecta de 
la cantidad de fierro en el citoplasma (ver esquema ti;. 13). .- , 

Para saber si el efecto del 2ME pudiera estar relacionadO oon un incremento en el fierro 
~lar,·ae apreg6 transfemna (Tf) a loa cultivos celulares en au .. ncia de 2ME. Como se 
mueatra en la t1g. 1.&, la presencia de 5 rnM de Tt •• capaz ele sustituir el efecto de 
aobrevlvencia daT 2ME, promoviendo un 80% da sobrevivencia a las 48 horas. Para descartar 
la poalbilidad de que el efecto se deba a una actividad quelante en vez de a un incremento en 
la entrada de fierro a la célula, se compar6 el efecto en la sobrevivancia de Tf cargada de fierro 
(holo-Tf) respecto a Tf libre de fierro (apo·Tf) y se confirm6 que la sobrevivencia est• asociada 
a la presencia da fierro. Al CCMT1parar el número total de células presentes al final del cultivo en 
pre .. ncla de Tf respecto a 2ME. se observó una disminuci6n en la proliferación en pr-encia 
de Tt. lo cual sugiere Qua el efecto de 2ME en la sobrevivancia, tal vez med•do a trav•• de 
alterar el fierro intracelular, •• independiente de su papel proliferativo. En la figura 1 5 •• ;rafican 
oon fines comparativos loa porcentajes de sobrevivencia y al número de c•lulas totales 
obtenidas en presencia da Tf o bien dapletando el GSH (con AE) en presencia de 2ME. Puesto 
que ambos par•m•troa resultaron semejantes. parece Qua la pre .. ncia de Tt tiene un etrecto 
equivalente al mediado por 2ME. independiente de GSH. L.a adición directa de Fe•2 o Fe•3 no 
tuvo un efecto protector. apoyando la hip6tesis da que el fierro intracelular es el que participa en 
la sobrevivencia, ya Que el Fa per •• no entra a la célula, sino que requiere ser transportado. 
siendo el receptor de la Tf el principal impcrtador de Fa (ti;. 16). La toxicidad del fierro 
obHrvada en ausencia de 2ME pueda deberse a la generación d• estr•s oxidativo provocado 
por la reacción de Fenton en el medio de cultivo. que el 2ME neutraliza. 

Si en realidad las c•lulas reQuieren de una incorporación de fierro para vivir, la adición de '- · 
quelantea de fierro intracelular, debería resultar letal. Para probar esta hipótesis .. cultivaron las 
06\ulas en presencia da diferentes cantidades da Oeateral, un quelante permeable especifico 
para Fe•3. En la ti;. 17A se observa un incremento en la muerte celular conforme aumenta la 
conoentraci6n da Oesteral. Como era da esperarse, la adición del Quelante en presencia de Tt 
bloquea el efecto protector da esta última. Resulta interesante resaltar Que al fie"o libre 
Intracelular es el importante para la sobrevivencia, ya qua la adici6n del Quelante impermeable 
Fenozina no resulta tóxico para las células. utilizado a concentraciones comparables con el 
Deaferal (ti; 17B). 

Para saber si el efecto en la sobrevivencia as exclusivo del fierro. se comparó la 
respuesta a Neocuproina. un Quelante especifico para Cu•2, y Phenantroliona. un Quelante de 
Fe+2 y Cu•2; . En la ti;. i 8 •• muestra la toxicidad de ambos quelantes. puesto Que los dos 
son permeables. estos resultados sugieren Qua la participación de estos metales en la 
sobreviviencia es intracelular. 

Con el objetivo de comprobar Que la presencia de 2ME favorece un incremento de fierro 
libre intracelular. se intentó cuanti1icar directamente la concentración de Fe en el citoplasma por 
un m•todo espectrofotométrico. pero la sensibilidad de tal metodología no fue suficiente para 
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F'lgur• 1C. La adlc:ldn de Tranaferrlna cargada de fierro eatlmula la aobrevlvenc:la. Laa 
c:•lulaa t1.1eron c:ul1ivadaa en praaenc:ia de ditarentea c:onceritrac:lonea de 'Tf car;ada de fierro 
(HolO-Tf) o libra de fierro (A;:>o·Tf) duran1a 'ªo 72 horaa. Deap1.16a de••• 1iempo···· c1.1an11tic6 la 
aobrevlvencia y el núrnaro 101a1 de c•1u1aa vivaa y m1.1a,,••· Se preaen1a el promedio de un 
eapeiimemo rapreaan1a1ivo l'lacl'lo ;:>or 1ri;:>licado; ••• barrea de error ra;:>reaen1an la daaviac:ión 
eatandar. 
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F'lgura 15. El 2ME parece ind1.1c:lr la proliferac:l6ri a trav•s del GSH. y la sobrevlvericla 
modulando el nivel de Fierro libre lnlrac:elular . Laa c:61ulaa fueron cut1ivadas duran1e 72 hora• 
en presencia o auaencia de :2ME. Tf. c•tutaa c:1.11tivades en ausencia ce 2ME con 5rnM 'Tf. 
AE•tlME, c•t1.1laa cu11ivadas en ;:>resenc:ia de 2ME con 200µM de AE. Se ;:>reaen1a et ;:>romedio da 
un experimento represen1ativo ~.ect"\o pcr triplicado. Las barra• de errcr re~resen-:.an la deaviaci6n 
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detec:lar el foerro presente en 2x107 ~11.llas. Se buscó, entonces. identificar un cambio en la 
afinidad da IRP·1 por el RNA por medio de geles da retardamiento, para lo cual se comprobó 
que las c•1u1as ES expresan IRP·1 por experimentos tipo Northem (fi;. 19). Para obtener el 
templado da IRE para la transcripción ;,, vitro, se diael'laron 2 01i;onucle6tidos complementarios 
que contienen la secuencia consenso de IRE flanqueados por un sitio de restricción (ver material 
y ~todos). Se montaron las condiciones para detectar cambios en el retardamiento 
dependiendo da la cantidad de proteína presente, utilizando extractos citQPláamicos de 
dlf-ntes líneas celulares (ES. STO y L929) (fi;. 20A). Acorde a lo esperado. en presencia da · 
2ME hubo menor retardamiento del IRE respeC1o a lo observado en ausencia da 2ME. indicando 
una mayor·cantidad da Fe libre en presencia de 2ME. Sin embargo, la adieión da Tf, que 
lncr9menta la sobrevivencia. mostró un retardamiento comparable al observado en ausenCia de 
2ME. Eatóa resultados sugieren Que la tranaferrina pudiera incorporar menor cantidad da fierro 
que el generado por la presencia da 2ME. pero suficiente para promover la sobravivencia. Sin 
embargo. existe la posibilidad da que al mecanismo por el cual la Tf protege da muerte no est• 
dir-=tament• relacionado al mecanismo por el cual el 2ME ejerce au efecto. Para descartar et 
papel de GSH en al cambio de afinidad de IRP presentado. se incluyó an al análisis un extracto 
obtenido da ~lulas cultivadas en presencia de AE (fig 208). 

En conclusión, pudiera ser que las ~lulas ES- requieren da un umbral de Fe i~lular 
para sobrevivir. debajo del cual se activa la MCP. 

B) IEetudlo de la regulacldn de MCP. 

1. IEI A" Induce apoptoala y estr'6a oxld8tlvo en c•lulaa de cuerpos embrionarios. 
Durante loa estudios de maestría observamos que la adición de AR • cuerpos embrionarios 
provoca la muerta de las ~lulas. Este reaultadO nos pareció interesante, pues podría 
rep-ntar uno de loa papelea biológicos del AR, ya qua además de haber MCP en el 
blaatociato, en ratonas trana~nicoa con B·;alactoaidasa bajo al control de un promotor m~ 
can el elemento de respuesta a RARB, .. observó expresión en la masa celular intema .. 
Esto abre la posibilidad de qua el AR participe en la MCP de este etapa de deaerrollo. 
COnaldarando, además, loa reportas qua sugieran que la muerta en el blastoc1ato está mediada 
por eatr•• oxidativo, decidimos estudiar si Ta muerte Inducida por AR an cuerpos embriOnarioa 

- ea fialol~ica y analizar la participación da ERO an esta tipo de muerta. 
Para demostrar que la muerte provocada . por la presencia de AR ea apoptótica, se 

tll'leron los núcleos con OAPI para observar la fragmentación nuclear y •• analiZé al estado del 
DNA 9'nómico mediante alectroforesia para ob-rvar la fra~ntación intemucleoaOmal 
ceractaríatica (figura 1 publicación 2). Se determinó la concantracíOn de ERO en presencia o 
ausencia de AR, con el fin da determinar si la muel'la inc:lucida por AR correl.ciona oon un 
Incremento an estr•• oxidativo (figur 3 publicación 2). Demostramos que el estr•• oxidativo •• 
necesario para la progresión de la muerte inducida por AR. ya Que la adición de SOO o catalasa 
al medio de cultivo aumentó al número de colonias formadas en presencia de AR. indicativo de 
un Incremento en la aobreviviencia celular (figura 1 publicación 2). Para saber si al AR induoe 
apoptoaia en las ~lulas ES indiferenciadas. •• agregó directamente a cálulaa sembradas en 
pre .. ncia o ausencia de la monocapa de ~lulas alimentadoras y en ningún caso se observó 

. .....,_~. En asta condición aa cuantificaron loa nivel•• de ERO para corroborar que el aatr•s 
:- ·Oiddatlvo ••diera sólo en condiciones de muerta (figura 3 publicación 2). El hecho de que las 

o61ulaa lnc:tifaranciadaa no mueran en presencia da AR •• puada deber a que el afecto del AR 
dependa de la adquisición de la capacidad de responder durante el proceso da formación del 
cuerpo embrionario, o bien a un cambio en la respuesta a AR mediado tal vez por las 
lnteraoclonaa celulares. O.mostramos que las cálulaa indiferenciadas son sensibles a AR, ya 
que si se cultivan en ausencia da auaro diferencian hacia la línea neuronal generando largos 
axones, evidenciados mediante inmunocitoquímica contra naurofilamentoa. El 2ME ind~ la 
aobrevivencia tanto de cálulaa indiferenciadas como de neuronas. ya qua en su ausencia no 
fue posible obtener células neuronales (figura 5 publicación 2). 
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Figura 20. E1"1 au•encia de :iME I• •fir'lidad de IRP por el RNA aumenta, •u9lriendo una c:llamlnuci6n en la 
cH•ponibllid•d de ~ierro libre citopt6am1cc,:.,. esta:"'i::ari%ació!"'I :lal ;et de re•ardamien10 ~ara •~alizar la unió!'\ 
de IR~ al lll'IE. Se e>uritiearon ext••eHa e'~:;::o1a1,..,;::::s de e~1.,:•s ES ;· dos line•s de tibroclas:c• (STO y L92i) 
con finea ccm¡:.ara1i·vca: •• ;i~•sar-.ta!"I :as e:.n:1:i::~·•• =-~o:i~•• r;ara de'tec1ar cambies en la i:-.1enaidad de la 
banda retardada d•~•ndiei-iid:: de 1a ea~.-:i:a::' :'e =~c1e i~a ~ .. •s•r:':e en et ensayo C:e u~ien. 9. Com¡:;araciOn 
de·la afinidad de 11=.P .,...tre e>Ct!'ae~::s c1-:c::a!-!""""1ecs e~te~.i::.s =• ee1u1as cultivadas -'S horas en ;:irese1"'1eia (•)o 
ausencia(·) de ct,-.e: •r'I ;irE-!E"~·=:ia ::e! -t.', I~ CT41:: =1e~ e:~ 200 ;.;r.-. de á.cido etacrinl;o (AE) y 2r.-.e. B5A. 
50 µ¡¡ de •lt:>úl'r.i"ª c::vina. 



VI. DISCUSION 

1. L. exprealón •bund•nte d• 8el·2 puede -r letal en I•• c:élul•• ES. 
A pe .. r da que rec:ientemante •• h•n láentific:edo diferente• g•nes ·· que P•rticip•n en 18 
reauleci6n positiv• o nsgativ• de la MCP, •ún no •• eatablece el mecanismo por el cual actúan, 
ni Ta f9SIU .. Ción de au activid•d. En el ceso da lo• miembros da la familia de Bcl-2, estudio• 
'90ienle• indican que la miam• ~ .. puede t-r un efecto protector o inductor da la muerte, 
dependiendo del contexto celular. En muehos· rep0rtea H he Observ•do que BAX promueve la 
muerte; sin embargo, su aobre-expreal6n aatimul• ,. aobravlveneia da n•uron•• depriv•d•s da 
neutotrofinaa-. Ac:lam6a. el rat6ri mutenta nulo en Bax c:reci6 hasta 18 etepa •dulta, pero con 
un fenotipo sorprendente: aunque algunos linajes oomo loa -c:1a timocitoa y de c:élul•• B 
.,,._ntaron mayor número da ~lula• (como - e9paraba). en otraa regiones. c:omo el testículo, 
hubo muerta celu .. r abundante. Lo• mactioa bax·I· ,..ultaron estéril ... éon el epldídimo y Jaa 
vraa deferente• vaciaa, indlcetivo de una taita de Pf(lducci6n de espermatozoide• maduroa. 
Eato miere que BAX se requiera para bloquear .. apoptoala durante .. eaparmatogénaais y 
que puede provocar tanto hiparpl•aia corno liipoplaaia, dependiendo del linaje celular. El 
~pct de actividad da BAX podría depender da la proporción ele loa miembros da la familia da 
BCL·2 en cada tipo calul•r"". Por au parte, BAK, a paaar da que tembién ceu .. MCP cuando 
- aobra-expras•. parece tener un efecto protector en una línea celular transform•da con el 
vlru• Elpatein Barr. _ 

Relevante para nuestros reaultadoa ea 18 obHrv•ci6n da que BCL·2 tembién euede 
tener una función dual, pues en vez da proteger, potenci• la muerte induc:ida por eneidins .... Ea 
posible. entonces. qua la auaencia da clonas da ~lula• ES tr•nafactsdas con PGKBcl-2 que 
presenteran niveles alto• da expreaión por raaulter letal para la• ES. Hay autores que augiaran 
que BCL2 protege de muena induciendo aatrés oxidativo moderado, el c:ual a au vez activa la 
~ de defen .. endógena da 18 ·célula. La expreaión da Bcl-2 en bacteria• induce la 
expresión de la c:at•laaa KatG y •• observa una ta .. de mutación rn6a. elev•d•. c:eracterlatica 
de estréa oxidativo. En célula• eucarlotaa también •• han obaervado al menea dos 
~ntea crltic:oa del mecanismo pro-oxid•nta: ,. Inducción da antioxidante• endógenos y 
daftO al DNA. Por ejemplo, la praaencia de BCL·2 produce, en c:élulaa B murinaa, un aumento 
del 73% en la actividad de SOD. mientra• que en célula• neuronales murinaa, •• duplica la 
co11oentrac:i6n da GSH reapacto a célula• no tranafec:tedaa, cuando aon cultivad•• en oonclicion•• ••robiaa norTnalea, sin ningún tipo de aatréa. Este incremento de antioxidante• 
and6genoa permite a laa célula• resiatir un• aubaecuente ·~~ición • aatréa oxidativo 
poteriClalmante l•t•I. El dal'\o •I ONA •• h• obaerv•do en un hibri •. donde I• tr•gmentec:ión 
del DNA incrementa del o•A •I o.e•A en célul•• tranafectedaa con Bc/·2. Eate d•l'lo •I ONA 
podrí• .. r c:onHcuenci• c:i. un incremento moderado en ERO generado por BCL-219. Pueato 
que obaervamoa que I•• Célula• ES contienen nivel•• •ltoa de ERO, podrlan aer rn6a -nslble• • un afecto pro-oxid•nte por P•rt• de BCL-2 y morir en praaencl• de un axceao de 
BCL·2. 

Como •• diacutió en la introducción, la relación eatequiométrica entre loa miembros de la 
terrllla de BCL-2 también parece aer importante par• determinar ai una protelna -r• pro
epopldtlca o anti-apoptótica. da manara que •• poaible qua ••• célul•• ES •• encuentran en un 
eetlido qua no aoporta nivel•• alto• da BCL-2. Para prob•r aata hipótaaia -rl• necaaario 
modular loa nivel•• da BCL-2 y d9 BAX, para lo cu81 ae planea utiliZ•r conatrucc:ionaa 
lnduclblea, u .. ndo el operador da tatraciclins. 

2. 11!1 ••tré• oxld•tlvo como tr•naductor de -ftal. 
La MCP •• importante par• la morfoaenaaia dur•nte el d9S8rrollo, aal como para el 
mentenimiento de la homeoat•aia en al adulio y al funcionamiento del siatema inmune. 

Sin embargo. aún no •• entienc:i. el mecaniamo por el cual •• ragul• I• activación de la 
maquinari• de muerte, cu•les aon los componente• de Ja misma. ni el mecenismo por el cual 
actúan ... molécula• haat• atiora id9ntificad•s. En el presente trabajo ae ast•blecieron mOdelos 
de eatuc::tio c:on al objetivo de •Portar información ral•tiva al mecanismo de •ctivación de la 
~ri• d9 MCP. En particular estudi•mos eJ·¡papel del eatréa oxid•tivo, ya Que en 
diferente• aistemaa se había obaervado un• corra .. ción entre la generaci6n de ERO y la 
prograaión de I• muerte. Sin emb•rgo. al momento del inicio de este proyecto no est•ba Claro a 
qua nivel actuaba el estrés oxidativo. pues podi• ser una seflal activador• de la maQuinarl• de 



muerte, pane sustancial del mecanismo, o bien simplemente consecuencia de la miSma. De 
acuerdo a nuestros resultados, el estr•s oxidativo parece funcionar CC>n\O sef'lal para iniciar la 
vra de muen• en c•1u1as embrionarias. ya que la muerte inducida por AR genera un incremento 
de ERO, y la presencia de antioxidantes como la SOD o la catalasa protegen de mu•"•· Estos 
rea1.11taclos son congruentes con otros repo,,•s en los que la presencia de antioxidantes tambi•n 
evitan la muerte. aunque cabe -f'lalar que no se habla observado tal efecto en cél.ulas de 
ori~n embrionario: esto nos permite suponer Ql.19 mecanismos comunes de activación de la 
MCP ocurren tanto en el desarrollo como en la etapa adulta. Recientemente •• demostró que la 
apoptosis se puede llevar a cabo en condiciones de hipoxia2•. Puesto que•• considera ciu• la 
maquinaria ejecutora de la muene debe estar conservada en todos los sistemas de estudio, y a 
que diferentes tipos celulares se m1.1eren con las mismas caracterlsticas <•·Q· por apoptosis), el 
hecho ele que la apoptosis se lleve a cebo en ausencia de ERO desea,,. la posibilidad de ciu• 
estos sean pane esencial de la maquinaria. Considerando Ql.19 la muen• inducida por AR se 
previene si se evita la generación de ERO, su posible función se restringe a actuar como 
acttvador- de la maquinaria el• muerte. 

Puesto que los resultados presentados fueron obtenidos en un sistema in vitro, 
quisimos avariguar si el estr•s oxidativo pa,,icipa tambi6n en la MCP que ocurre durante la 
morfog6nesis Clel ratón. En colabOración con varios miembros del laboratorio se cultivaron 
miembros de embrión de ratón Obtenidos justo cuando la regresión de los interdigitos comienza, 
para analizar el papel del estr•s oxidativo en la regresión de los interdígitos. En este sistema de 
Cl.lltlvo el desarrollo de los dígitos progresa normalmente, aunque un poco m6s lento res~cto al 
de-rrollo in vive. Acorde a lo esperado, la adición de antioxidantes oomo fenol r OMSO a los 
cultivos disminuyó la MCP de los intercllgitos. Es de resaltar que las c•1u1as de interdigito que 
no mueren debido a la presencia de los antioxidantes parecen conservar su potencial 
dlferenciativo. ya Que son positivas con azul alciano y aglutinina de cacahuate fluoresceinada. 
rnarcaclores de condrog•nesis. Para saber que tan general es el papel del estr•s oxidativo en el 
deeanollo, se til'leron embriones tanto con anaranjado de acridina (AA), un indicador de 
apoptosis. como con detectores de ERO (DM·DCF y MTT). Al observar en diferentes regiones 
embrionarias, se encontró que en la ma)1oría de las zonas donde ocurre MCP existe 
slm1.1116neamente una mayor cantidad ele ERO. como en los interdígitos, la región de fusión del 
paladar o del esternón, la veslcula ótica, etc. Por lo tanto, proponemos que el estr•s oxidatlvo 
pyede ser una sel'lal Que activa a la maquinaria de muerte en la mayorla de la MCP que ocurre 
d1.1rante el desarrollo (Publicación 3). 

S. M-anlemo del accl6n del 2MB. 
Por diferentes estrategias abordamos la hipótesis de ciue las c•lulas ES se encuentran en 
estr4's oxidativo constitutivo, lo cual las convierte en dependientes de 2ME. Si bien 
encontramos que en ausencia de 2ME la concentración de EFIO aumenta, parece que el 
~mo por el cual el 2ME protege de muerte no es únicamente previniendo un estr4's 
oxidativo general, ya que ningún antioxidante utilizado (biológicos y no biológicos, permeables 
• Impermeables a la c•lula) fue capaz de sustituirlo. Adem6s. cuando disminuimos la 
~ntración de oxígeno mOlecular en la atmósfera, la Cin4'tica de muerte no cambió. Si bien, 
cabe la posibilidad de que en una atmósfera con 2•/• de oxígeno se produzca una 
~ntración suficiente de ERO para activar la maquinaria de m1.1erte. Habría sido necesario 
determinar los niveles de ERO en las diferentes atmósferas utilizadas, pero la dificultad 
rnetoclol6Qica no lo permitió, ya que para hacer tales determinaciones era necesario r.iirar los 
cultivos éJe la cámara de atmósfera controlada, y la exposición a 21•/• de oxigeno atmosf•rico 
cambiaría el estado redox de las c4'1ulas. 

Si bien no pudimos determinar el mecanismo por el cual el 2ME estimula la 
aobrevlvencia, su papel como inductor de la proliferación mediante la estimulación de la 
biosíntesis de GSH ¡:iarece claro. Sin embargo, seria necesario cuantificar directamente los 
niveles de GSH en presencia o ausencia de 2ME. i:iara confirmar los resultados s:iresentados. 

•· BI fierro podría mod1.1tar ta actividad de la maquinaria de muer1e. 
Diversos esfuerzos se nan realizado para entender el mecanismo por el cual BCL·2 ¡:irotege de 
m1.1erte. El descubrimiento de que en ausencia de oxigeno la a¡:>optosis se lleva a cabo y que 
sigua siendo bloqueada por BCL·2 y BCL·XL. descarta la activación de una vía antioxidante 
corno mecanismo de acción de estas proteínas. En c.mbio, los resultados obtenidos en el 



preMnte trabajo sugiriendo qua cieno umbral de fierro intracelular puede promover la 
- aobrevivencia celular, permiten considerar la participación del fierro oorno moc:tulaCIOr de. la 

actividad de la ma~uinana de muane. 
Una posibilidad ea que el fierro se una directamente a miembros de la familia de BCL·2 

modulando su actividad. Loa análisis de estructura Hcundaria no descartan esta posibilidad. 
Adem6a, utilizando el programa PROPSEARCH, BCL·2 resultó Hmejante a varias proteínas 
que unen fierro, entre ella• el citocromo c. Esta semejanza •• intrigante, pues recientemente •• 
demostró que durante la apoptoaia M libera el citocromo c de la mitocondria al citoplasma, lo cual 
activa a las caspa•••· La presencia de BCL·2 impide la tranalocación del Citoc:rorno c. lo que 
~re que su mecanismo de aceión involucra la regulación de la liberación del cltocrorno e<-. 
Rtié:lentemente se resolvió-la estructura terciaria da BCL·XL y aua ~lioaa alfa presentan un 
a"9glo reminiacenta del dominiO de tranalocación membranal de algunas toxinas bacterianas. 
como la toxina de' la difteria..... qua fOl'l'Tlll poros en la membrana. Por lo tanto. •• propone que 
BCL·2 y BCL·XL pueden ••r parte de un poro qua regule la salida del citocromo c. Tal vez la 
preMnCia de fierro en el citoplasma favorezca la retención del citocromo dentro de la mitocondria. 

Aún •• desconoce el mecanismo da acción del citocromo c en el citoplasma mediante el 
cual promueve la activación de las caapaaaa, pero considerando que •• una hamo-proteína, el 
fleno podría estar participando en la activación de la maquinaria. En este Mntido parecería 

· contradictorio que •• requiera de fierro intracelular para sobrevivir, pero el fierro libre podría t-r 
un acc:ieao a blancos· diferente• que el fierro unido al citocromo c. Resulta difícil ima;lnarae un 
~ que involucre un intercambio de f",.rro en el citocromo c. ya que •• la únlCll hemo-
protefna que une covalentemente al e1rupo nemo. _ 

Finalmente, puede ser qua el fierro regule la actividad de alguna proterna aún no 
ldenllficada involucrada en la regulación da la maquinaria de muerte, tal corno el h~ en 
mamrtero de Ced-4, que aunque aún no •• ha encontrado, puede existir (ver introducción). 

Si ea verdad que el fierro intracelular participa en la regulación de la maquinaria de 
muerte, •• debe observar au efecto en diversos sistemas de estudio. Por lo tanto, seria 
inte-nte analiZar si el efecto de la tranaferrina en la aobrevivencia •• una pertlcularidad de 
laa ~lulas ES o bien ae observa por ejemplo en el modelo ampliamente utilizado de muerte 
provocada por atauroaporina (un inhlbidor de cinana de amplio espectro) en fibroblaatoa. Si 
resultara ser un evento general, valdría la pena estudiar la capacided de BCL-2 de unir fierro 
directamente. así como el efecto que tienen diferentes niveles de BCL·2 y BAX sobre loa 
niveles de fierro intracelular, tal vez analizando el cambio en la afinided de IRP por el RNA. Sin 
embargo, dada la complejided de la interpretación de loa resultados. las múltiples opciones 
poaiblea. así como las limitaciones de loa estudios in vitro, consideramos dedicar el esfuerzo a 
estudiar otras propuestas planteadas más adelante. 

a. RI AA podría aer un Inductor de MCP durante el deaerrollo. 
En el presente trabajo demostramos que el AR induce la MCP de ~lulas de cuerpos 
embrionarios. mediante la generación de ERO. Este efecto del AR puede ser de relevancia 
biolcllCllca durante el de-rrollo, ya que las regiones donde observamos MCP concomitante oon ••tr•• oxidativo son sitios potencial•• de producción de AR, pues expreaan una alcohol 
deahidrogenaaa que participa en la bioalntaaia de AR. En el caao particular del blaatociato. que 
ea la etapa de deaarrollo de donde provienen las ES, ocurre una activación de un promotor 
m"*"° oon elemento• de respuesta al receptor de AR (RAFIE), lo cual •• una evidencia 
indirecta de la presencia de AR en esa etapa de denrrollo. En conclusión proponemos que el 
AR podría ser una mol•cula reguladora del inicio da la MCP durante el deaarrollo, y que podría 
incidir sobre la maquinaria de muane mediante la generación de ERO. Para probar esta 
hipótesis resulta neceaario impedir la síntesis de AR mediante inhibidorea de la aloohol 
deahldrogenaaa y observar ai eao evita la MCP yto la generación da ERO. Aoorde con la 
hipótesis. en experimento• preliminares Enrique Salas observó una disminución de la muerte en 
loa lnterdígitos al cultivar miembros de embrión en presencia del inhibidor citral. 

Durante la formación de las extremidad•• da loa vertebrados •• produce AR en la cresta 
apical. Se ha propuesto que el AR as la mol•c:ula inductora de la MCP durante la regresión de 

-: loa interdigitoa ya que incrementa las zonas necróticas y el receptor FIAFll31 se expresa 
exclusivamente en esa región. Por otro lado. en estudios in vitro se ha demostrado c¡ue el 
receptor alfa ea indispensable para la muene (ver justificación). Seria interesante estudiar el 
tipo de receptor utilizado en la muene observada en las células de los cuerpos embrionarios e 
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~ar la vía que genera el incremento en ERO, aai como el mecanismo por el cual el estrés 
oxldatlVo activa la apoi:itoais. Sin embargo. para hacer ••• tipo de estudios seria conveniente 
aontar con una i:>oblación de células florno;énea. pues durante la formación de cuerpos 
embrionarios •• generan varios tipos celulares. Por Jo tanto, resulta necesario encontrar 
condlcio...,.a en las cuales el AR induzca la muerte celular sin neceaidad de formar cuerpos 
embftonarios. 

Parece que las protelnaa .llamadas factorn morfogenéticcs de hueso (BMP) participan 
en la muerte de diferentes tipos celulares durante el desarrollo, ya que el patrón de expresión de 
loa 9'1"•• Bmp·2 y Bmp-4 aobrelapa con las zonas necróticaa, durante la regresión de los 
lnteidígitos del poílo. Además. la sobre-expresión de una mutante dominante negativa del 
f9Cl9P10I' BMP en loa miembros inhibe la MCP, provocando que permanezca una membrana 
.,..... los dipitos. Concordantemente. la adición directa de BMP-2 o BMP-4 a célula• 
"'99enqulm6ticaa provenientes de los lnterdlgitos provoca la muerte celular"""'. Por otro lado, 
llMP-4 también induce la MCP que ocurre durante la migración discreta de las células de la 
crM1a neural. El patrón de las estructuras esqueléticas y musculares de la región branquial de la 
cabeza eat6 determinado por la cresta neural, cuyas células migran a partir de los romtlómeros 
parea (1•2. 4 y ts). mientras que de loa rombómeros nones (3 y 5) no aurgen células. Esto •• 
~a que las células que migrarlan mueren. debido a la expreaión de Bmp-4, la cual induce a 
au V9Z la expresión de Max-2, un posible factor de tranacrlpción que contiene una ~ 
home6tica. La expresión de Bmp-4 y consiguiente MCP en loa rombómeros 3 y 5 depende de 
la .,,...ncia de los rombómeroa pares: la actición de BMP-4 a explantea de los rombórneros 3 y 
5, qua aislados producen cresta neural, induce la activación de msx-2 y la apoptosia de la 
población de la cresta neural ..... Por 10 tanto, •• propone que BMP·4 Induce la apoptoais 
mediante la activación de Max-2. Puesto que la expresión de Bmp·4 depende de la presencia 
de loa rombómeros pares. estoa deben producir a1g.:in factor inductor, cuya naturaleza •• 
c:leaoonoce. En otros aistemaa también •• ha observado la activación de M•x-2 por BMP-4° .. ~. 
por lo que •• posible que MSX-2 también -l'lalice la muerte de las células de los interdlgitos. 
COnalderando que la muerte inducida por AR depende de la formación de cuerpos embrionarios. 
•• posible que participen eventos de inducción corno el descrito en loa rombómeros. En este 
caso. la muene observada serla el resultado de una combinación de la sel'lal generada por AR, 
~ la generada por la producción de BMP-4. Valdría la pena analizar la expresión de Bmp-4 y 
Max·Jl cturante la formaeión de cuerpos embrionarios en presencia y ausencia de AR. Si este 
fuera el caso. la formación de cuerpos embrionarios se podría sustituir por la adición directa de 
llMP·4 o MSX·2 a cltlulas ES indiferenciadas. con lo cual contaríamos con un sistema 
homogéneo Que s:>ermitiría abordar las preguntas planeadas anteriormente. Sin embargo, cabe 
la poélbilidad de que el AR induzca la muen• mediante la activación de Smp·2 y/o BTfJ·4, ya 
que la adición de AR en la gema del miembro provoca la expresión ectópica de Bmp·/i!' . 

e. Lee o•lulaa ES tienen un ciclo celular atípico que podría predlaponerl•• a la muerte. 
Diversos datos sugieren que las células ES tienen un ciclo celular atípico, pues carecen de pFIB 
y p53 funcionales, que son los supresores tumorales ~• importantes. En el caso de pFIB. •• 
prOduoe la proteína pero éata •• encuentra constitutivamente liii:>erfosforilada (inactiva)" ..... 
i'nlentrall que normalmente el estado de fosforilación de pFIB oscila, permitiendo la alternancia 
entre la detención en la fase G1 y la entrada a la fase de Síntesis de ONA. En el caso de p53, 
almplernente no hay transcripción del gen. aunQue •• posible inducir su expresi6n medial'lte la 
expoalciól'I de las c•lulas a luz ultravioleta••••. Puesto que p53 también funciona como un _punto 
de control de la transición de G1 a s. la ausencia de_pFIB y p53 sugiere c:¡ue las células ES no 
pueden interrumpir su ciclo celular el'l la fase G1/S. Esta noción se apoya por la observación de 
que las células ES fueron capaces de proliferar y formar colonias en ausencia de suero, pues 
augiere que la progresión de la proliferación •• independiente de mitógenos que se encuel'ltran 
normalmente en ef suero, ya Que estos inciden sobre la maquinaria de G i . 

Considerando 10 anterior. es posible que las células ES "º sean capaces de dejar de 
proliferar pues carecen de la maquinaria para detenerse al menos en la fase G1 del ciclo celular; 
en consecuencia. factores externos c:¡ue las obliguen a ello podrían provocar la muerte celular. 
En concordancia con esta hipótesis. las células resultaron ser sensibles a concentraciones muy 
bajas (ng/ml) de inhibidorea de la transcripción y la traducci6n (e.9. actinomicina O y 
cieloheximida). a diferencia del común de las células (i.e. neuronas. fibroblastos. endotelios) que 
responden a dosis de µg.'ml deteniendose en la fase G1. Además. podría también ser la razón 
por la c:¡ue el antioxidante NAC aceleró la muel'le celular en lugar de disminuir1a cuando fue 



utilizado en lugar de el 2ME, ya que .. ha obHrvadO que tarn~n promueve la detención en la 
fUe G1 del CICio ceiuiar-.-

En Dn»ophila y en X•~ •• ha dncrito que la• prtmeraa Clivlalone• a partir de la 
..,._•c"dn aon aáncr6nic:aa, oon un CllClo oalMlar denóminac:lo ernbftonario, Cluranle el cual laa 
~transitan de la fa .. S •la fa .. M, aln detenerse en la• fa ... lnl9ffft•dla• G1 y G2. 
Cereoen de loa puntos de control de ••ta• fa ... y no .. alno haata la etapa de tranalc:i6ri de la 
~·••tula que •• emoiezan • tranacrlbir laa protefnaa dal CliclO_ oaUer ruponaable• de la 
ti'Wicidn Por la faae G2 y posteriormente de la f ... G1, cuando ya el Ciclo Cl9lular .. Cla11omina 
aomltlloo <••to OCUrN • partir da laa 14 Cllvialonea en "'-opll7//t y de laa 20 dMaionn en 
X~. Eata etapa da ClaaanollO embrionarto .. muy lmportAnte en .. toa ~. puea 
ooinolde 0on el inicio de la tranacrtpoidn embltol latia (ante• da .. te .. tadiO .. tl9duoan ANAma 
da origen rnatemo), H deaincronlzan laa Cllvlal-• oalulaNs )' H Inicia el ~ da 
loa patronea da fonn9aión•. En mamlfetoa no H ha de9crito una etapa de ClaMrrolo 
equ!Valente, puea la tra~ embrloneña ocun. deaCla laa pr'.meraa dlvlSione• y •• clllcl 
oorralao'o11arto oon una Uincronfa de la•~. dabido a la oompectacidn da la ri'ldrula. Sin 
embargo, .. poalble que en loa mamfferoa tambl6n exlata un c:ido o9lular ambñonano )' tm vez 
una 9l8Pe equivalente a la traneicldn de rn~tula, puea hay SJ'!M• ~ en nwnlfero 
de laa prof!lfnaa que participan en Drt»oplt'- corno •"""1. que oOdlflca para la o.fatua odc25. 
La 1'81~ de un cldo oelUlar embrionario a un ciclo oalulíar 9omlltioo poc:lrfa OCllT9lacioll9r oon la -
lldCllllll1 clOn da la depende~ • factoru de aobrevlvencia, puea de tOCIOe loa tJpoa celula,.. 
.. tudladoa en cultivo, 8610 loa blaat6meroa (y la• Olilulaa ES) H han podido culllv•r en 
•ueenola de facto,.. _ de aobrevlvencfa•. En eate Hntido Hrfa lnteNUnte ealUdlar la 
f98lll•oldn del ciclo celúlar de laa ES 
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VII. PERSPECTIVAS 

Conaic:lerando la relevancia potencial del eatr•• oxidatlvo corno transductor de la aetlal de 
muerte en diferente• regiones del embnon. H planea estudiar in vive el efecto de manipular loa 
nivelea de ERO, mediante la manipulación genética de laa enzima• SOD )1 catal•-· En el caao 
del ratón existen tres gen•• caractarizadoa_para la SOD. generando protafnaa localiZadas en el 
cltoPlaama (SOC1 ). en la mitocondria (SOD2) y en el espacio eJClraoelular (5003) y 1.1no para 
la catalaaa. Los experimentos q1.1e •• planean •• daacriben a continuación. 

a) Sobre-expreal6n de I•• enzimas antloxlc:lantea en precuraorea neuronal••· 
se harán ratone• trenagenlcos para aobr•·•xpreaar la• proteína• 5001. soc2. 5003 y 
catalaaa eapecifieamente en precursores ne1.1ronala•. utilizando el promotor de la enola
específica de ne1.1ronaa (NSE). q1.1e •• expresa eapecfflcamente en ••• población. Eate 
promotor•• utilizó para generar un ratón trana~nico que sobre-expresa Bcl-2. y •• observó 
una mayor cantidad de celulas en regiones eapecificaa del cerebro, acorde al papel descrito 
para BCL·2-. Si dieha muerta ocurre mediante la generaci6n de ERO. la aobre-expreaión de 
SOD o catalasa deberla generar el miamo fenotipo c:i1.1• el obtenido con BCL•2. Se planea 
analiZar ai el fenotipo •• ag1.1diza con la cruza de los animales q1.1e expresen diferente• enzima•. 
En ••te momento contamoa ya con la• conatruccionea nace-ria• y ae ••t•n haciendo la• 
rnicroinyltCciones para la generación de loa ratones trans~nicos. Eate proyecto se ••t• 
realizando en c:olatlOración con la Dra. Verónica Narv•ez. 

b) Sobr-xpresl6n conatltutlva de laa enzimas antloxldantea. 
Para analizar si efectivamente la MCP q1.1e oc:une en las regiones del embrión donde 
aimult6neamanta observamos Incremento en ERO depende del astr4's cxidativo. •• harán 
ratones trans;•niccs que expresen las mismas enzima• utillZadaa anteriormente baje el control 
del promotor da actina. Centro del vector se incJullá al gen de la r:iroteína verde fluorescente 
como marcador r:iara poder rastrear las regicnea de expresión y anallZar el fenotipo en ratones 
tran•Q4'nicoa transitorios. Este proyecto tambi4'n se est$ realizando en colaboración con la Dra. 
Verónica Narv•ez. 

C:) Qenerac:l6n de rMonea c:on una dlarupc:l6n en el gen de la c:atalaaa. 
SI la aobre-exr:iresión de enzimas antioxidantes debería incrementar la sobrevivencia c:el1.1lar. es 
de eaperar qua la carencia absoluta de ellas genera un descontrol en la MCP. Para probar asta 
hlpótaais se planea hacer la disrupción ;•nica de la catalasa mediante reoombinación homóloga 
en las ES. para con ellas generar ratones quiméricos. En asta momento contamos con la dona 
genOmica y •• est$ mapeando para construir el vector de •;ene targeting•. Eate proyecto se 
.-r-lizando en colaboración con el Dr. Ramiro Ramfrez da la Texas A&M Unlveraity. Vala la 
pena mencionar que la disrupción ~nica de las tras diferentes SOO s• est• desarrollando en 
otros laboratorios. 
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A-ad l:mWy-'c: •- (ES) celh ue • Mllt•ble •) .. tlttft to -y ... -~ ........... ..._. ... -..-.... k 

··---• .... 8dc--••8Ctl~•t .. laEScelh. _.,.-..e .... ~•I of-r.._.. •setrt 2-c•..-••-
aol (2-ME), - lty ... ltlon of •U tN••-retlnolc •c .. (ATRA) to 
......, .... ....._ la dtne two coMltloas. tMre •·a• an. lacrea.e 
.. r- OX)"- _ ... - _.......,.sucio as C8t ... w. 

----- OI' ....- pre•·-- ATRA·- cell 
... .._ N_. .iw.-..- •• -.. .. ··- -ft'er-

~- t18t .. ES - wen are.t .. ..-Ido ATR.A In-•--of......., 
1 __ ) ... - ..- of 2-~IE. 

Ke.\' worth: Embl)·onic stem ccll; Ccll death; Neuronal 
dift'ercntiation; llctinoic acid; Ox.idativc stress 

Rctinoic add (RA) is a molec:ulc with a broad bioloaical 
acthity present in all ,·ertebrates. Clear efl'ect1 of RA ha,·e 
becn obsct-ved when s)'1temically injec:ted in prcanant mice 
(l], or ""'ben applicd durina s~ific proccsscs such as limb 
and neural tube de-t.•etopmcnt [2.3]. Ccllular responses to RA 
in vitro ranae from cell death to dift'erentiation. RA-induced 
cell death ~ith characteristics of apoptosis has be:en observed 
in severa! «11 lines such as HcLa and HL-60 [4]. On the othcr 
hand. R.A-induced diffcrcntiation has bcen obsen:ed. for in
stance. in embryonal carcinoma cells which differcntiate into 
ex.tra--cmbryonic endoderm-like cells or neuroectodcrm dcriva
tivcs such as neurons and astrocytes [S.6]. Althouah the ability 
of RA to reaulate acnc cxprcssion is wcll characterizcd. thc 
mcc-hanisms followina this e'\'ent are not kno"''1l· In acneral. 
both RA-induced ccll death and diffcrcntiation are mediatcd 
by speciftc nuclear rcceptors [7 .8). 

Ox.idati'\'c stress has bccn proposed as a major mediator of 
apop101is. since many aacnts which induce apoptosis are 
either ox.idants or stimu1ators of cellular ox.idativc metabolism 
[9]. Accordinaty. in se'\'eral systcms. apoptosis can be inhibited 
by antiox.idants and enz)-mcs involved in the catabotism of 
reactive ox.yacn spccies (.ROS). such as superox.ide dismutase 
(.SOD) and cata1ase [10-12]. ln addition. Kanc et al. (13] ha\•e 
sho~-n. that. the cx.prcssion of the antiapoptotic sene bcl-2. 
corrclates v.·ith a decrcasc in the amount of ROS. Nc,·crthe
less. it has rccently bcen shown that BCL-2 can also protect 

~ndina a\lthor. Fa11.: (S:?) (73) 17:?388. 
E-mail: covsfé>jbt.unam.m• 

Abbrel·fations: ES. cmbryonic stcm: :?-ME. :?·mercaptocthanol; 
ATR.A, ali rrans-rctinoic acid; EB. cmbryoid bodies: llOS, reactive 
oxiacn specin; SOD. supcrox.idc dismutase; DCF. dichloronuorcsccin 
diacctate:; Jl.A. retinoic acid. 

from death in hypoxia (14~1S]. where ROS are not produced. 
consistcnt with the idea that oxidati'\'e stress acts as a trans· 
ducina sianat rathcr than bcin& pan of the death machinery. 

ln this work wc found that mouse ES cctls (AB t line) are 
under constituti,•e oxidath·e stress, and that a hiah tevcl in 
ROS corrclated with apoptotic cell dcath. Embryoid bodics 
(EB) dcrived from ES ce11s underwent apoptosis in response to 
all rrans-RA (.ATRA). concomitant ,,_,.ith a rise in ROS le\•el . 
ln aarcement with the ro1e of ROS in ccll dcath, addition of 
catalasc, SOO or pheno1 increascd ccll sU1"\'Í'\"a1. ATRA also 
induccd neuronal dift'ercntiation but. in contraH to other re
ports. EB formation was not rcquired. and 2-mcrcapthoctha
nol (2-ME) favored the survi'\'al of differentiated cclls. 

2. Materlah ... _,-. 

2.1. C.-11 culture and sun·fral anal.l'Sis 
Unditrercntiated ES cclls were maintained on a fibroblastic feeder 

Jaycr. as dcscribed by Robcrtson [5). Culture medium was: 01'.tEM 
complemented with 1S% fetal bovine serum.:? mM a1utamine and 100 
µM :?-ME. To c'\:a1uate the ro1e of :?-1'.1:E, undifferentiated cclls werc 
cu1tured at 105 cc11.tm1 density, ~·ithout the feeder layer. on 60 mm 
plata over-niaht. P1ates ~·ere washed t~icc ·with PBS bcfore rcmo,·al 
of 2-ME and. 48 h later. cclls were trypsinizcd (0.~S% trypsin) 10 min. 
resuspcndcd in PBS and trypan blue stained; blue versus white cclls 
~·ere scorcd. To fonn EB wc fo11owcd thc protocol pre,·iou1oly de
toeribed (S]. Briefty. ES cctls at JO!> cc1ls/m1 density were secdcd on a 
bacteria) plate in the prcscnce or abscncc of 100 nM ATRA (Siamal 
durins ~ days. Thc formcd ccll n~grcaatcs werc transferred to a araph 
tissuc culture plate (where they anach) in mcdium \.\ithout ATRA: a 
day after. thc number of colonies fonned, which is proponional to 
viability, were countcd. Antioxidanu were added 1oimult.ancously with 
ATRA to the following final concentrations: 100 µaJ'ml (380 U/mi) 
bo,·ine SOD lEC 1.15.1.1: Sigma}! 1 maJml (~S.000 U/mi) bovinc 
catalase (EC 1.11.l.6; thymol free. Siama); 0.0075°/o vN phenol 
(Bochrinaer-Mannheiml. SOD was denaturcd by incubation in boilina 
•·ater durina 30 min. Oiffcrentiation v.-as evaluated in ce1l• dcrl'Ved 
from EB. aeneratcd with or wi\hout ATRA. aftcr the)' werc cultured 
attacbcd for SC'\'Cral days as dcscribcd by others [S,6, 16]. 

2.:!. DNA fragmemation and rmcl.-1 morpholugy ana/.l·sis 
In ali cases DNA was cxtracted after ;? days of culture as follows. 

Cells ,,.·ere lyscd whh Lysis Buffer UO mM EDTA. SO mM Tris-HCI 
pH 8. 0.5% Sarcosyl. o.s ma/ml Protcinasc K) durina l h at SOºC. 
Then. 1 S ms/ml RNAse was added and incubated for 1 h at $0ºC. 
Finally. frasmented DNA was enrichcd by ccntrifuaation at 13.001'.h•g 
durina :?.O min. Thc supcrnant was run on a 1.:?% aaarosc f;Cl, trans· 
ferrcd to a nylon filter and rc,·calcd by hybridiution with 3-P-labeled 
total DNA. For nuclear morpholo~y analysis. unfixcd cclls wcre 
staincd ~·ith :!.O µa/m1 DAPI (Molecular Probes) for S min and im
mediately photoaraphcd. 

2.J. ltOS quanr¡ficatíon b)' DCF 
Undifl'crcntia\cd cella (with or without :?-ME. and •ith or vdthout 

ATllA) or 7 days EB <acneratcd with or \lloithout ATRA) ,,..·ere cul
turcd on 2.._wclls plates for .as h. Wclls wcre •·a1ohcd twicc ,.,ith PBS 
bcfore addina 1 µaJml 2. 7-dichloroftuorc5"in diacctate (Molecular 
Probcs). which is a compound that ftuorescn when rcacts ~·hh 
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ROS. such as supcrox.idc. pcroxidc and hydroJ11>yl radicals. Platcs wcrc 
rcad on a Cytofluor 2300 platc rcadcr (!\tilliporc) whh an cxchation 
wavctcnath of 485 nm andan cmission wavclcnsth of 530 nm, aftcr l S 
min of incubation [ 13]. 

2.4. lnduction of neu,.011al differenfiatio1r 
Unditfcrcntiatcd c.clls ~-ere sccdcd dirccdy on tissuc culture platcs 

with a dcfincd mcdium lFl:UD?\tE!\t, GlBCO; 25 µaJml insulin; 100 
JJ.alml transfcrrin; 20 nf\t pro¡;cstcronc; 60 µM putrcscin; ~o n!\t 
sodium Klcnitc) and in thc prcscncc of 100 nM ATRA and 100 µ"-t 
:?·ME. For thc inununocytochcmisuy anab·sis. ce11s wcrc fixcd in 
mcthanol at -20"C for ~O min and washcd twicc in PBS. Thc cells 
\a.'Cre incubatcd 1 h vdth a rabbit anti·lSO k.Da rat ncurofilamcnt 
antibody (Chcmicon) dilutcd 1:400 in 0.1 M TBS (0.1 M Tris; ~4.9 
mM NaCl; pH 7.6). O.!% non·fat milk and 1% Triton <TBS/f\.l·T). 
Thc follo\o\:in• rinses and incubations wcre pcrfonncd: 3 rinM:s (10 
min cach) with TBSIM·T. 30 min incubation \llo'Íth biotiny1atcd anti· 
rabbit antibody di1utcd 1 :300 from Vectastain elite ABC kit (Vector 
Laboratorics). 3 rinscs (10 min each) \llo'Íth TB~·T. 30 min incuba· 
tion v.;th avidin-biotin complcx. 3 rinscs (10 min cach) vi.-ith TBS and 
dcvclopcd vdth 3,r -diaminobcnzidinc tctrahydrochloride (0.S mg/ml) 
for 8 min. 

3.R-• 

O 3.J. ES cell death is associared u·ith o.--.:idatil·e srress 

·~ 

2-ME is a common c:onstituent of ES c:eU culture medium. 
Since 2-ME is a reducina aaent. we reasoncd that it is prob
ably needed for sun·h:al by kecpin& the ROS levcls low in ES 
c:ells. In aareemcnt váth this hypothesis. after three days of 
culture in the abMmce of 2-?1.tE. 7S0/o of the c:clls died. as 
sho'A'll in Fi~ This death shared featurcs of apoptosis 
suc:h as nuc:leus fra¡pnentation (not shown) and internuc:lco· 
somal DNA dearadation (.Fia. 2A). The Joss of viabilit)' c:or-
1clated with a sipiific:ant inc:rease in ROS. as measurcd by 
DCF ftuorescenc:e (Fia. 3A). These results suaaest a relation· 
ship betwccn a burst of oxidative stress and the onset of ES 
c:cU death. 
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We also ·observcd ES c:cll dcath whcn wc addcd ATRA 
durins EB fonnation. a condition in whic:h ES cells undcrgo 
stoc:bastic differentiation. cven in the prescnc:e of 2-ME. Thc 
toss of "·iability in response to ATRA was estimatcd by the 
ability to form c:olonics in a tissuc culture platc <Fig. l B). As 
c:an be scen in Fia. 4. many c:ells lookcd apoptotic: instcad of 
differentiated. Acc:ordingly. intcmuc:leosomal DNA dearada
tion (.Fia. 2A) and nuc:leus inte¡rity. as dctcrmincd by DAPI 
stainina (Fia. 2B). were typic:al of c:clls underaoina apoptosis. 
To establish if ATRA-induc:cd apoptosis is also mcdiated by 
oxidath:e stress. we quantifled intraccllular levcls of ROS by 
DCF ftuorescenc:c. "'e found a sianificant ac:cumulation of 
ROS in the prescnc:e of ATRA only when c:eUs were ¡ro°"'ll 
as EB. the c:ondition in whic:h c:ell death was obscr.·ed (Fi¡:. 
38). To e\o'aluate the contribution of ROS in the proaression 
of c:ell death, we addcd enzymH invotvcd in antioxidant patb .. 
ways. such as SOD and c:ata1asc. to ATRA-treatcd cultures. 
At the third day. more colonies formed, than in cultures trca
ted with ATRA alone, when SOD. cat.alase or SOD plus 
c:atalase were addcd (Fía. 1 B). Addition of phcnol to cultures 
treated 'A;th A TRA also inc:reascd the numbcr of c:o1onies 
formed (Fis. 1 B). 

In order to determine whcther ATRA·induced death de
pcnds on events oc:currin¡ durina EB formation. A TRA was 
added to c:ells seeded direc:dy in a tissue culture p1ate. In this 
c:ondition. c:clls proliferated and formed c:o1onies instcad of 
d);na (Fia . .5A); as expec:ted. an inc:rcase in ROS was not 
observed (Fi¡. ZB). Thereforc. ATRA is able to induce apop
tosis only in c:ells that have form.ed or are formina EBs. The 
inabi1ity of undifl"crentiated ES c:el11 to undcrao ATR..A-in
duc:ed death 'A'as not due to the lac:k of response to ATRA; 
induc:tion of neuronal differentiation by ATRA (describcd bc
low). and the ac:tivation of ATRA responsive aenes. suc:h as 
the tissue non-spec:ific: alkaline phosphatase aene (Esca1ante
Alc:aldc obsef"'"ation). were obsef"'·cd. 
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Fia. J. Viability of ES ccll in cithcr the abscncc of :?.·ME or thc prescncc of ATllA. (A) Loss of viability b~ :.ME v.i~hdrawal. Viability v.·as 
dctcnnincd by trypan blue c3'clusion: cclls wcre arown "Vo·ith (+) or without 2·ME (-). Thc pcrccnta1e of bvc c;:c:Jl~ ~"lth respect to thc total 
numbcr of cells is rcprcsentcd; a mean of <6 indepcndcnt cxpcriments i• sho'Vl-n (error han rcprescnt thc standard c:'~''latlon). (.8) Loss of viabili
ty in the prcscncc of A Tlt.A durina EB fonnation. Viability was dctcnnincd at thc third day of c:uhure by the ability of EB cclls to form c:olo
nies. ,,.,·hicb is proponional to thc numbcr of ¡¡,.e cells. EB wcrc arown in thc abwncc (control) or prcsencc of A Tk:" (JlA). plus thc indicatcd 
antioxidant: 500, 100 v.aJml bo'\·ine SOD; SOD dcsnat. 100 µaJml boilcd bo'·ine SOD; SOI?+Cat. 100 µafml .bo'"lnc. SOD plus 1 mafml bo
vinc c:atalase; Cat, 1 maJml bovinc catalasc; Phcnol. 0.0075º/o ,·/v phcnol. Tbc avcraac of two mdepcndcnt cxpcnmcnts is shov.-n. 
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.J.2. RAI induces neuronal difft!r .. ·11ricuicm from 1mdifferentiated 
ES ce/Is 

lt has been reported that EC as well as ES c.:-Us can dift"er
entiate to neurons. when EB are treated with ATRA (S.16). 
Usina thesc conditions we were not able to see cells with 
neuron morpholoay. In addition. in cultures of undiffercn
tiated ES cells (i.e. without the formation of EBs) treated 
with ATRA in the presence of serum .. cells with differentiated 
morpholoay werc not obscn'ed (Fi,a. SA>. Then. we di:cided to 
culture undiffcrentiated ES cells in a defined medium supple
mented with ATRA and 2-ME for 2-S days. In this latter 
condition. a mean of IS neuron-like cells per mm!!. immuno
positi\.·e for neurofilament-!\-1 protcin. "'"·ere observed (Fia. 
SB>: these immunopositive cells were not observed in the ab
sence of 2-~lE (Fig. SC). Therefore. serum inhibits differentia
tion in our system. and 2-1\.lE may serve as a sun.-ival factor 
for the neurons obtained. 

... l>iKtluloR 

In the present work we observed in ES cells a relationship 
between a burst in º"idath·e stress and the onset of apoptotic 
death. either by simple removat of 2·?\ltE from the medium. or 
by addition of ATRA durina: EB formation. Gramzinski et al. 
(1990) ha.ve shown that certain embr>·onic carcinoma co:ell lines 
injected in the blastoceolum die by ox.idative stress. and that 
co:atalase is able to prote.;:t thcm [12). This latter result is rele
"·ant. sinc:c ES cclls are deri\.'Cd from the inner cell mass and. 
therefore. the line used in the present report may representa cell 
population of the blastocyst sensitive to oxidative stress. How
ever. the role of oxidative stress in ES cell death must result 
from a combination of factors. as wc have not becn able to 
reproducibly protcc:t ES cells with other antio'lidants (e.¡. phe-

A 1 2 3 4 B 

• .. 
UD EB 

Fig:. ~- ES c:ell dcath shares fcatures of npoptosis. (A) lntcrnuc:leoso· 
mal OSA dearadation. UD. undiffercntiatcd cdls; 1, OSA from 
undiffcrentiated control cells: 2 •. OSA from undifferi:ntinted cells 
grown in the absence of 2·ME; EB. cmbr)oid bodies: 3. DNA 
from EB arown in thc abscncc of ATRA: ~. OSA from EB arown 
in the prescncc of ATRA. Lambda OSA digested with Hindlll was 
uscd ns a molecular weight marker: only rdcvant sizes are sho""n 
(a . .::?017 bp: b. S!M bpl. The arro"'· indkatcs th.: origin of elec:tro
phorctic: migration. (8) Nucleus morpholog~· aftcr staining with 
DAPI of EB cells treatcd with (+RA) or without ATRA (-RA). 
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Fi1. 3. Onset of c:ell death correlates with an incrcasc in oxidati\."C 
stress. (...\) 2-!'1.-IE pre\'ents a burst of ROS in unditl'crcntia!ed cclls. 
(8) ATRA induces oxidati\."C stress in EB cells (EB). but not in un
diff'crentlatcd cclls (UD). Cclls wcrc 1rown in the absenc:c oí ATRA 
(C) or in the prcsenc:e of ATRA (RAJ: ftuoresc:cncc units are arbi
trary. The mean of 2 indepcndent ellperiments done by quadrupli
c:nte are shown (c=rror bars represent thc standard deviation). 

nol. tyrosine. ·'·-ac:etyl-cystcine. gluthathione. dithiothreitol). 
lntracellular iron c:oncentration is one of such fac:tors which 
2-~IE may affect reducing the iron reaulatory protcin (17]. 

4. /. ATRA as actfrator of o;..:idatfre stress 
Although sevcral rcports have shown the ability of retinoic 

acid (RA) to induce apoptosis. there is no precedcnt for the 
acti,,.·ation of oxidative stress in thcse s>·stems. Zhan¡: et al. [8] 
have shown that ¡:ene expression of tissue transalutaminase. 
an enz)·me thought to keep the inte¡rity of ccll membranes 
durina apoptosis. is activated by RA. Howe\.·er. the rete,,·ancc 
of this data is questionable. as it is unlikcly that this enzyme 
acts at the activation step of apoptosis. Recen ti y. reprcssion 
was su¡gcsted as thc mechanism by which RA induces ccll 
death [18}. lf the lauer hypothcsis is true, it would be possiblc 
that acnes codina: for enzymcs such as SOD or catalasc: are 
targets of RA reprcssion. lt is also possiblc that A TRA-in
duccd death could be duc to the induction of differentiation. 
such as the new phcnotypes now require specific sun.-ival fac
tors. Nevertheless. this lattcr hypothcsis is unlikely because 
obsen·ed ccll death occurred in the prescncc of serum (1 S'Yo 
\.'/,,·). 

EB formation induces initially the differentiation of two 
major c:ell types: the outer layer of cndoderm. and the inner 
cclls of ectoderm. Durina: cavitation. ec:todenn further differ
entiatc to a pseudostratified epithetial layer. At the present 
time. wc do not know which of these two cell typcs are af
fected by ATRA. Recently. Coucouvanis and l\.lartin [19] 
showed that a signal which prometes ec:todennic: celt death 
is produc:ed by the endoderm. and that the survival of the 
ectodermic inner la)·er depends on interactions with the ex.tra
cellular matrix (i.e. the basal lamina). The cell population 
affected by ATRA in our e"periments should be diffcrent 
from the onc in.,,.oh·cd in cavitation. as morphology of 
A TRA-treated EB:1 wcre largely altercd showing an abnonnal 
basal lamina (data not shown). 

Generation of oxidative stress through an ATRA signaling 
pathway may be a mechanism used during development to 
activate cell death. Digit formation in amniotes is an example 
where areas of cell death are well dcfined (called •necrotic 
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zones"). ATRA incr..:ou:">cs thc nccrotic zoncs \\ hcn ¡1rplicd 10 
embryos (J] and. r.:c..·i:ntJy. it lrns bcl.!'n sh1."'Wl1 1hat .-\TRA in
duces cell deuth in c.,plants .. ,f thc intcrdigital rcgion (~O]. In 
agreement with our h~pothcsi,.. ATRA induces .a subtlc in
crease in ROS Je\ds in prinrnry cultures of limb cclls tSo:tl.:is
VidaJ observationJ .. .\lH"I. \\e t:ave obser\"ed oxid:1thc stress in 
the intcrdigits in vi\l."I. us wcJI ots inhibition c..'lf intcrdigit•tl cell 
death when limb C'.\.plants ,,..;ore cultured in the presen..:e of 
antioxJdants tSalas-\"id.aJ et ;il.. submittC'd for pubJic;:1tion). 

4.2 .• \"curnnal d{fft•n•111h11io11 by A TR.-1 
Jn genera). it has l°"l!'en pn ... "'p0!<.cd that to efficicntJ:r acth·¡11c 

ccJJ differentiation fr0111 ES cclls it is necessary tirst to ft."'rtn 
EB. Then. EB can dirferentio.ttc further within ccrtain lineages 
by treatment with specific gn..,wth fo.1c11. . .,rs or subst.ances su..:h 
as D~1SO or ATRA. ~curon¡1J ditfercnthttion Jrns bccn ob
tained using this pn...,tc11 .. 'ol from A. TR . .\ trcatcd ER of EC (tí] 
or ES cells [J6]. In C'-"'ntn1~t \\ith thcse rcports. \\C \\ere ¡1hle to 
induce neur0nnl diffcrcmiatiC\Jl from ES cc-:Jls without the nced 
of EB forn1ution. Our "'ucccss '"ªs duc to thc rcnll..,, ;:1J of 
serum and thc ¡1dditi ...... 11 1o."lf ~-~IE in the dilforentiati'-"'11 med
ium. Serum was likd~ inhibiting ditfcrcnth1tion 1'> p1· ... ..,m01ing 
proliferation. as it h;.1s bcen :i-ho'"'" in other systcms {~1] . .::?:-

Fig. -4. ~t..."lrphoil'!:?Y of EB ,,;di-. .1ft.:r .. .:cdiny in a ti!'~UC' .:ulturc 
platc. fAI EB fonn..·d in 1h1.' .,h .. 1o.·1w..: ,.,f ATR.·\: 1A1 EH f,1rnwd in 
the pre!';cllcl!' l.">f ATR.-\ Rr..·frint:.:111r..·cll:-1;:1fr.atuTc1~ric;:1J of Hr•,plo
sis) appeuT 1o.,nl~ 111 1!1c rr._· .... ·n .... • •• .- \TR.·\. B;1r=~t1 pni. 

.. ;.. 

~i;:~~r .. 
,;\ 

,_r-•:: 

Fig. S. ATR..\-inJu ... ..:J n.:•ir •• :1.11 .. 1:11~1 .. ·n¡i.,:io..'ll fr .. .,111 lll1.Jitf.:rc:ntüttc:d 
ES ceJJs. L""'-> . .\.rpc.1r.111 .. ·.: ... ,r r.."ulturc: uc:;n,..·d with A.TRA in thc prc
sence of fetal bo\inc l>l."ru111. In this conJ1ti .. .,n .. ·C'lb sur\i"\c und pro
liferate. but dit'fc:Tcnti.uc:d cells wcTe not ... -.bl>C:T'cd. (81 :-.;:eurl.'ln·like 
cclls induci:d by ATRA in 1hc 0.11-.l>cnce ,..,f ,.i:rum and the prescncc of 
:?·ME. lmmuno·pl1,.ithc J;..-.., nc:url•ril;.1111cn1-'.\.1 pro1cin cclls w..:rc una
Jyzcd by light bl"ight 111il·r1o..,,.:,,ry. 1CJ . ..\h .. .:ni::e l">f inimuno·r1o.,~ith·c 
cclls for neun,filam~~nt-\f rr ... ,tcin in cultuTcs 1rc<1tcd \\ith .·\TRA. 
''ithcnn :?-\IF in th•• 111•.!:111n A;il"= <o ~11n 
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f'tlE. on thc other hand. c:ould be substitutins specific survi"·al 
CKton for tbe neurons obtained. pcrhaps throush its reducins 
activity. The role of ox.idative stress on death of neurons de
prived or aurvival P'Owth fac:ton has been demonstrated in 
oahcr oyo•em• (22.23): opec:iftcally, 2-ME has bcen shown to 
auppon the sun-ival and maturation of fetal mouse neurons 
(23). The ability to induce neuron differentiation by simply 
addina ATRA directly to undift'erentiated ES cells should be 
very uaeful. as it provides a ahon time--consumina: experimen
tal system Cor studies. auch as the molec:ular analysis of neu
ropnesis. or the pre-screcnina: of mutants aft'"ec:tina: neuronal 
diffcrentiation produced by sene-trap in ES cells. 

In aummary. wc found that ATRA can eticit diff"erent re
sponses in ES cells. ES cells die when ATRA is added durinai 
EB formation. but diff'erentiate to neurons if added directly to 
undift'ercntiated cctls. Apoptosis induced by ATRA may op
erate by a m~hanism activated by ROS, as suaa:ested not 
onl>· by their presencc. but also because ROS removal by 
500. catalase or phcnol resulted in increased "·iabitity. Our 
system will be useful to determine the receptors in .. ·ol'\.·ed and 
thc mechanism by which ATRA alter ROS levels. 
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ABSTRACT 

Proarammed cell death or apoptosis is an essential proc:ess durina the morphosenesis of a 

larse number of structures. Evidence obtained over the past f"ew years indicates that, in 

sorne cases, the seneration of reactive oxyaen species (ROS) is an important event durina 

the course of apoptosis. Usins an in vitro culture system in which digit individualization 

of developins limbs normally occurs, we assayed the effect of different antioxidants on 

the cell death that takes place at interdiaits. The addition of phenol, dimethyl sulfoxide, 

or 2' ,7'-dichlorodihydrofluorescein diac:etate (DCDHF-DA) to murine developina limbs 

in culture prevented di&it individualization as well as the typical interdiaital cell death. 

Skeleton development was not Jarsely affected by antioxidants but, interestinaJy, 

chondrosenic markers were expressed at interdi&its, as revealed by alcian blue and 

peanut •sslutinin stainina. Two ROS sensitive dyes, 3-(4,5-dimethylthiazol)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide and DCDHF-DA, , stained interdiaits and the so called 

"necrotic zones", implyina that they contain cells under oxidative stress. Very few 

interdiaitaJ cells were doubly stained with the ROS probes and two cell.death indicators 

(i.e. acridine oranae and propidium iodide) susaestina that they detect a different staae 

durina the course of apoptosis. Surprisingly, many reaions of the mid-aestation mouse 

embryo that are undergoing cell death correlated with those that have a markedly higher 

Jevel of ROS. Our data suagest that the aeneration of oxidative stress is a conunon 

requirement for cell death that occurs durina mouse embryonic development. 



INTRODUCTION 

Cell death is a ubiquitous biological phcnomenon that naturally occurs durina 

development, T and B cell negative selection and normal cell tumover in the adult 

oraanism (Schwartz.man and Cidlowski, 1993). This natura)ly occurrina cell elimination 

depends on a latent proaram for which a variety of sianals have evolved to counteract the 

"death fate" (Raff et al., 1993). The extracellular milieu {i.e. diffusible factors, cell-cell 

contact or extracellular matrix) have a decisive role, contributina with survival factors or 

determinina the intemal cell state which establish the depee of sensitivity to a aiven 

death stimulus. 

One of thc mechanisms thouaht to triaaer proarammed cell death is the 

accumulation of reactive oxyaen species {ROS) {McConkey and Orrenius, 1988). The 

increase in ROS. levels has been correlated with cell death which is caused by arowth 

factor deprivation (Greenlund et al., 1995), or by killina sianals such as the tumor 

necrosis factor (Goossens et al., 1995). Accordingly, the addition of antioxidants 

{Matthews el al., 1987) or the overexpression of superoxide dismutase (Greenlund et al., 

1995) have proved to protect from cell death in different systems. In fact, cell death can 

be induced by treatina cells with low concentrations of hydroaen peroxide {Lcnnon et al., 

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

diseases (Wiedau-Paz.os et al., 1996; Morel et al., 1991; Wong et al., 1995; Busciglio and 

Yanker, 1995). lt is imponant to note that, since cell death can occur in the absence of 

ROS {Jacobson and Raff, 1995; Shimiz.u et al., 1995), it is unlikely that generation of 

oxidative stress is an essential event of the execution phase of death inechanism; rather, 

ROS rnay act in the activation phase, transducina signals from the extracellular 

environment. (Jacobson, 1996). 

Proarammed cell death plays an essential role durina the morphoaenesis of a larae 

number of embryonary structures {Glucksmann, 1951; S!lunders, 1966). A classic 



example are the so called .. necrotic zones" described in developing limbs. Among these 

arcas of cell death. thoiie that define the interdigits are the most obvious. Candidate 

factors playing a role in interdigital cell death have been inferred from their expression 

pattem. For instance. the retinoic acid receptor-8 (Mendelsohn et al .• 1992). the homeo 

box containing genes msxl (Hox-7) and msx2 (Hox-8) (Coelho etal .• 1991; Coelho etal .• 

1993). and several members of the bone morphoaenetic protein (BMP) aene family 

(Francis et al .• 1994) are ali expressed in the interdi&ital reaions at the time cell death is 

takina place. Recently. it was shown that a dominant negative mutant of the typel BMP 

reeeptor is able to areatly reduce interdi&ital cell death and web regression (Zou and 

Niswander. 1996). However. for rnost of the molecules mentioned above there is no 

direct indication about their panicipation in the regulation of the cell death process. 

In order to &ain further insiaht into the possible mechanisms that trigaer cell death 

durina mouse development. we examined in vitro the effect of different antioxidants on 

mouse limb morphoaenesis. We found that normal diait individualization can take place 

in our in vitro oraan culture system. but can be blocked by the treatment with 

antioxidants. The lack of di&it individualization con:clated with a decrease in the number 

of dyina cells. althouah two of the antioxidant testested (phenol and DMSO) also seemed 

to slow down the phaaocytic stage of proarammed cell death. lnterdisits of antioxidant 

treated limbs stained for the chondrogenic markers peanut agslutinin and alcian blue. 

This suasests that survivina cells are able to initiate chondroaenesis. In aareement with 

the participation of oxidative stress in the control of cell death. levels of ROS were higher 

in the interdiaitaJ tissue. and other limb reaions undersoing cell death. than in di&its. 

More importantly. we observed that hish ROS levels coincided with many embryo 

resions underaoina cell death. Therefore. the present study provides the first evidence 

suuestin& that cell elimination during embryo morphoaenesis could frequendy be 

mediated by ROS. 
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Mou~ain CD-1 was used in this study. Pre¡nant females were sacrificed by 
,,...---.--; / ----..... C"rvical dislocation atl 12.5. 13.5 or 14.5 day post coitiuna (d.pc; day 0.5 of conception 

was the day at which vaginal plug was found). The embryos were removed. and the 

dissected fore- and hind-limbs (in Ll5 medium; Microlab. Mixico) were classified 

accordina to the limb bud staaina system of Wanek eral. ( 1989). 

~eultun 

The protocol used to culture embryonic limbs was based on the one used by 

Taketo and Koi~ (1981) to culture embryonic gonads. Briefly. the staaed mouse embryo 

limbs were cultured on 0.45 11m pore Durapore membrane filters (MiUipore) floatina on yó? 
McCoy•s 5a modified medium (Microlab, Mexico) withou~ididSuPPle~nt~ 
200 Ul/ml of penicillin O sodium. 200 mafml streptomycin sulfate and 2 l1M glutamine 

(CiJBCO. USA). Water-saturated phenol (Boehrinaer-Mannheim), dimethyl sulfoxide 

(DMSO; Siama. USA) or 2· .7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCDHF-DA. 

Molecular Probes, USA) were added to the mediajust before culture. Cultures were 

maintained at intervals of 6. 12. 24, 48. 72 and 96 hr in a humidified 5% C02-95% 

atmospheric air incubator at 37ºC. 

A-lJl'•ü of c•U ÜIUll 

Vital dye stainings. Regions of cell death of freshly dissected or in vitro cultured 

embryonic tissues. were visuali.zed by staining with acridine orange (AO; Sigma, USA) 

as described by Abr~s et al. 09?3>..:.~!!"fl)'~ t!JC_tissue1' we~-ri~~ in phosphate 

buffered saline (PB~().02% KH2P04 • 0.115 Na,HPO,. 0.8% NaCI, 0.02~·Ka. ·pH7~4~~-) 
··--·-v:;-e..-;;:v·c;:-¡0~-~ ¡:.,-é"" .' - -·-·--··---------
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and stained with 5 µsfrnl of AO in PBS for 30 min at 37°C, and observed under standard 

Ouorescence microscopy to visualize the regions undergoing cell death. For more detailed 

studies, the tissues were analyzed by confocal microscopy as described below. 

Altematively, tissues were stained with 2.5 mstml propidium iodide (Pdl) in PBS for 30 

min at 37°C (Nicoletti et al., 1991 ). This Jatter staining was especially use ful for the 

double staining with the Ouorogenic redox sensitive dye (see below). 

Detection ofDNA fragmentation. TdT-mediated dUTP nick end labeling 

(TUNEL; Gavrieli et al., 1992) method for detection of fragmented DN A using 

Ouorescinated dUTP (Boehringer-Mannheim, Germany) was performed in 4% 

paraformaldehyde fixed-paraffin embedded 1 O µm serial sections of complete forelimbs, 

accordin¡ to the manufacturer. The complete series were analyzed and photographed 

(XIOO magnification). Representative prints were seJected. 

Cord/G•• ltut-A•mütey 

Staining with the precanilaae indicator peanut ag¡Jutinin was perfonned as 

described by Hurle et al. ( 1989). BriefJy, tissues were fixed in acetic acid:ethanol ( 1: 1) 

for 1 hr at 4°C and, following dehydration, embedded in paraffin over-night. 

Deparaffinized 16 µm sections were then incubated for 30 min in the dark with 

fluorescein isothiocyaniate-coupled peanut agglutinin (Vector Laboratories, USA) at a 

concentration of 20 µ¡/ml in JO rnM HEPES, pff 7.5, 0.15 M NaCI. The slides were then 

washed in PBS, mounted in 50% glycerol in PBS and visualized by conf"ocaJ rnicroscopy. 

Skeletal preparations were made following the procedure described by ~allin et 

al. (1994), with sorne modifications to make the staining specific for highJy suJfated 

proteoglycans, characteristic ofcartiJage (Lev and Spicer, 1964; Leonard et al., 1989). 

BriefJy, Jimbs werc fixed in 99% ethanol for 24 hr, then incubated in the postfixing 

solution (3% acetic acid, adjusted to pff J .O with HCI) overnipt, and finaJJy in the 

staining solution (0.5CJI> alcian bluc in postílxig solution) at 37°C for 24 hr. SampJes were 
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washed in the postfixing solution over-night and then rinsed in water and deared withl '% 

potassium hydroxide and 20% glycerol in water at roorn temperature. For lona term 

storage, specimens were sequentially transferred into SO%, 80'%, and lOO"ll> alycerol. 

111 situ deteclio11 of ROS 

For ROS detection, lirnb buds or complete embryos at different staaes of 

development were incubated with the ROS sensitive dyes inmersed or floated on a 

Nucleopore policarbonate filter (Costar, USA) under tissue culture conditions. We used 

the tetrazolium salt MTr [3-( 4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide; 

Siama, USA) at 50118'ml (in McCoy's 5a modified medium), forthe detection of 

intracellularly-aenerated superoxide (Burdon et al., 1993); 2 to 8 hr of stainina was 

required. The fluoroaenic compounds DCDHF-DA and C-DCDHF-DA [2' ,7'

dichlorodihydrofluorescein diac:etate and 5-(and-6)-carboxy-2', 7' -

dichlorodihydrotluorescein diacetate bis(acetoxymethyl)ester; respectively; Molecular 

Probes, USA) at l µafml (in PBS) were used for ROS detection, with similar results; 45 

min of stainina was optima! for the lowest bac:karound. 

Co,.,ocGI laser sc•111"11• mü:roscopy 

Developina limbs were imaaed with the Bio-Rad MRC-600 confocal laser 

scanning system equipped with a krypton/argon laser and coupled to an Axioscope 

microscope (Zeiss, Germany) with PlanNeofluar X5 (apenure 0.15), XlO (aperture·0.30) 

and X20 (apenure 0.!5) objectives. AO or DCDHF-DA stained tissues were excited with 

blue light (488 nm), and the red high sensitivity filler was employed for AO fluorescence 

detection, or the blue hi&h sensitivity filler for DCDHF-DA fluorescence detection. The 

pinhole apenure was maintained at 0.3. Serial optical sections were produced at 15 µm 

(X5 and XlO) or 6 µm (X20). To analyze whetber oxidative stress and cell death occur in 

the same cell at the sune time, double stainina with DCDHF-DA and Pdl was carried 



out and analyzed by confocaJ rnicroscopy using the Kl-K2 set offilters, and meraina the 

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

Ll•llt •ntl ekctro11 mú:roseapy 

Tissues were fixed in Karnovsky's aldehyde solution (Kamovsky, 1965), 

postfixed with l 'll> Os04 in Zetterqvist's buffer (Zetterqvist, 1956) and embedded in 

EPON 812. Semithin sections {IJ.lm) were stained with toluidine blue. Thin sections were 

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

(EM900). 

1-. •• -,,.t. 
Confocal imaaes were displayed on a Power Macintosh computer usina the 

public domain NIH IMAGE J.6 proaram (developed at the U.S. NationaJ Institutes of 

Health and available on the internet at http://rsb.info.nih.aov/nih-imaae/) and saved in 

TIFF fonnat. Then, these imaaes were displayed on Adobe Photoshop (version 3.02), the 

contours were delineated (contin@íine for the image of limbs cultured for 24h in 

control media, and doted Jines for treatrnents or other Jenahts of time of tissue culture in 

control media). lmages of intercst (with doted Jine contour) werc overimposed on the 

imaae of limbs cultured for 24hr in control media (continuos line contour), and the 

overlyina imaae opacity was rcduced to 50%. Overlyina imaae was then rotated and 

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

underlyina image. 
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RESULTS 

Mouse embryo finaers and toes are initially c:onnected by soft tissue. In the 

mouse, the interdi&ital tissue beains to degenerate at 13 d.pc and diait separation is 

c:ompleted by 14 d.pc (Wanec:k eral., 1989; Martin, 1990). Cell death in this reaion 

proc:eeds throuah a mec:hanism with c:haracteristic:s of apoptosis (Zakeri eral., 1994; Mori 

et al., 1995). We have cultured dissec:ted fore- or hind-limbs just when interdigital 

rearession has started [limb stages 9-10 (S9-Sl0), accordina to Waneck et al., (1989); 

Mori et al., 1995). In vitro, interdi&ital web and skeleton develops as in vivo thouah at a 

slower rate (Salas-Vida! et al., in preparation). Limbs cultured for 96 hr, for instance, 

exhibit both wel.1-defined individualized digits and ali skeletal elements (i.e. staae 12-13; 

data not shown). As expec:ted, intense ac:ridine oranae (AO) stainina. an indic:ator of 

apoptosis (Abrahams et al., 1993), was restricted primarily to the interdiaital reaions, as 

well as the anterior and posterior margins of hand plate, throuahout the in vitro limb 

development (Fia. 1 ). lt is imponant to mention that during di&it individualization, 

prospective di&its grow and appear to separate from each other at the time web rearession 

is taking plac:e (Waneck et al., 1989; Salas-Vida! et al., in preparation). In our c:ulture 

c:onditions di&its separated as in vivo but growth was not observed (Fig. 2, top panel) 

therefore, in vitro, di&it individualiztion is mainly due to web regression. 

To investiaate if oxidative stress plays a role in the interdigital regression, 

embryonic Jimbs were cultured witli a variety of antioxidants [e.g. 2-merc:aptoethanol, N

acetylcystein, ditiothreitol, phenol, dimethyl sulfoxide (DMSO)]. The best results were 

obtained with phenol or DMSO whic:h c:learly prevented web regression and di&it 

individualization and, as detectcd by AO stainina <Fia. 1) and TUNEL <Fia. 3), decreased 

the number of dyina cells in the interdigital regions. The strength of the effect by these 



two compounds was dose-dependent on both interdigital cell death (Fig. 1 and Fig. 3) and 

web rearession(Fig. 2), sugaesting that the antioxidants act directly on these processes. 

Note that cven at the lowest dose tested, regression was reduced after 24 hr of treatrnent 

and was accompanied by less separated propective digits, in close similarity to the staae . 

reached by limbs cultured for 6 hr in control medium (Fig. 2, top panel). At the highest 

dose shown, phenol- or DMSO-treated limbs revealed a distinct zone of cell death at the 

tip of digits since 12 hr in culture, and an unspecific increase in cell death was especially 

obscrved after 24 hr in culture (Fig. 1). This observations could result from activation of 

the dcath program as a consequence of a redox imbalance caused by the antioxidants, 

espccially in rapidly growina regions such as the tip of diaits. 

Wc also found that DCDHF-DA, a reagent that is known to react with ROS (see 

below ,) was also capable of inhibiting interdigital cell death (Fía. 1 and Fig. 3) and web 

regression <Fía. 2) with a dose-dependent panem. These data are indicative of a role of 

ROS in interdiaital cell death. In general, lower unspecific effects on cell death were 

seen with this reagent compared to phenol or DMSO, although the effect on tip of diaits 

was still observed at the highest dose tested. 

Histological analysis on semithin sections stained with toluidine blue and 

electron microcopy preparations showed no general damage to tissues by antioxidants at 

the low and intermediate doses and up to 24 hr in culture, for DMSO and phenol, and up 

to 12 hr for DCDHF-DA (Fía. 4). Specifically. apical. dorsal and ventral epithelium were 

not apparcntly affected by antioxidants . However, many apoptotic bodies not contained 

in phaaocytes were apparent after 6 hr of treatment with DMSO (Fig. 4C) or phenol (not 

shown) or but their number largely decreased after 24 hr (Fig. 4D); as shown in Fig. 3, 

thesc apoptotic bodies were not detected with the TUNEL technique indicatina that DNA 

was completely degraded and, therefore probably represented "aged" apoptotic bodies. 

Thcse results sugaest that phenol and DMSO retarded, in addition to reduce the 

intcrdi&ial cell death, the phagocytic process cncharaed of removing the apoptotic bodies 
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present previous to lhe addition of antioxidants. With DCDHF-DA dying cells or "aged" 

apoptotic bodies were not detected, although signs of activation of cell death by this 

antioxidans were seen from 12 hr in culture (Fig, 4F); tissue architecture was obviously 

abnonnal after 24 hr of culture with this antioxidant (not shown). Therefore. within the 

first half of treatment, it seems that DCDHF-DA has its major effect on preventing cell 

death with not detectable effects on phagocytosis. At the highest doses of phenol and 

DMSO, and especially after 24 hr in culture, cells in the interdigital tissue of treated 

limbs were more scattered, probably due to the deposition of extracellular matrix in 

agreement with the alcian blue staining pattern observed (see below); epithelium was not 

lost with these two reagents at any of the concentrations tested. 

When antioxidants, including DCDFH-DA, were removed after 6 hr (Fig. 5) of 

treatment, the time at which an obvious decrease in dying cells was observed. interdigital 

regression was ~-started; lheref'ore, an irreversible damage to cell components did not 

occur. 

After 12 hr of culture, skeletal development was not largely affected by phenol or 

DMSO (Fig. 6). However, in limbs cultured with antioxidants for long periods (i.f!. 96 

hr), ali skeletal elements were formed except the most distal phalanges (not shown). This 

ef'fect could be related to the induced cell death observed at the tip of diaits described 

above. Interestingly, staining with fluorescinated-peanut agglutinin (Fig. 7) and alcian 

blue (Fig. 6), both canilage indicators, detected, in addition to digits, the interdigital arcas 

of limbs that were treated with DMSO or phenol for 12 hr; this effect was seen with the 

intennediate and high doses of phenol and DMSO, and only with the highest dose of 

DCDHF-DA (not shown), in aood correlation with the scattered pattern of interdigital 



cclls in trcatcd limbs. The same results were obtained in limbs treated for 24 hr, but not in 

those trcated for 6 hr (data not shown). These results are indicative of the chondrogenic 

potential of survivina cells at this location. Howcver, in situ hybridization with an 

oligonucleotide probe for collaacn type O, another chondroaenic marker, did not detect 

expression in other arcas than phalanges and metacarpal elements (data not shown). As 

mentioned abovc, the apical epithelium was not affected by DMSO and phenol; therefore, 

chondroaenesis and cell survival were not due to the Jack of this cell type as it has bcen 

reponed earlier (Hurle and Gallan, 1986); in the case of DCDHF-DA treatments at the 

hiahest dose, damage to epithelium could be related to its chondrogenic effect . l.ac;k of 

the characteristic chondrogenic condensations al interdigits oftreated limbs (Fig. 4) could 

be responsible of incomplete chondrogencsis. 

Hl•hr ROS l•••t. .,.. foNrul 111 tlt• llll•rtll.U.I %011fl• 

Antioxidants could prevent interdigital ccll death by either decreasing ROS 

concentration, or by protecting intracellular targets from the action of ROS. In both cases 

it should be expected higher ROS Jevels in interdigits than in digits. To determine ROS 

levels in situ, we used two redox sensitive dyes: 3-(4,5-dimethylthiazol)-2,5-diphenyl 

tetrazolium brornide (MTT) and DCDHF-DA. The first prcferentially detects superoxide 

(Rice-Evans et al., 1991), whereas the second detects severa) ROS (Haualand, 1996; 

Greenlund et al., 
0

1995). ( Freshly dissected limbs stained with either of these reagents 

revealed interdigits, as well as anterior and posterior margins of hand plate, as regions of 

the limb with a notably hiaher ROS level (Fig 8). lmportantly, durina in vivo Jimb 

development, the appearance of cells with high levels of ROS closely followed the 

panern observed for AO, although fewer cclls wcre detected (Fia. 88). In antioxidant

treated limbs, these reaaents were not able to detect an obvious decrease in interdi&ital 



ROS levels (data not shown). This suggests that DMSO and phenol. not expected to act 

as ROS scavengers. are probably protecting from the action of ROS rather than 

decreasing their concentration. These results support the participation of oxidative stress 

in interdigital cell death. 

Programmed cell death proceeds gradually through different stages up to the 

phagocytosis by neighboring cells. To detennine whether or not cells under oxidative 

stress are at a different stage of apoptosis than those stained with AO or propidium iodide 

(Pdl; another compound which preferentially stains dying cells). we performed a double 

staining with MTT and AO. or DCDHF-DA and Pdl. We found that of the cells stained 

with MTT in toto or in squashed Jimbs. only 13% to 16% stained also with AO (Table 1). 

Double stainina with DCDHF-DA and Pdl was analyzed by confocal microscopy. The 

meraina of imaaes obtained with each dye shows that very few cells were stained with 

both DCDHF-DA and Pdl (Fia. 9A; Table 1 ). Theref"ore. ROS probes and AO or Pdl 

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

Cell death is essential durina the morphogenesis of a large number of embryonary 

structures. In order to assess how extensive the role of" oxidative stress could be in 

developmental cell death. we probed whole mid-gestation embryos with MTI' or 

DCDHF-DA and compared the resultina staining pattems with those structures 

undergoing cell death (visualized by AO staining). Overlappina AO and DCDHF-DA or 

MTT staining pattems were found in the fusion Jine of the developing palate and 

stemum. as well as in structures such as the developina eye and car (Fig. 10). Sinúlar 

results were obtained in other regions (data not shown). includina the junctional zone 

between neural and surface ectoderm (8.5 d.pc). the groove between lateral nasal process 
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and maxillary component of first branchial arch (10 . .5 d.pc ), and the developing follicles 

of vibrissae and the tip of tail (13 . .5-14 . .S d.pc). Furthennore, staining oíthe fusion liné of 

the developina palate with Pdl and DCDHF-DA showed, in concordance with the results 

obtained in interdiaital reaions, a Jow percentaae of doubly stained cells (Fia. 98). Of aJJ 

analyzed reaions, only the fusion line of the neural folds (8 • .5 d.pc) and the branchial 

arches ( 10 . .5 d.pc), which showed clear AO stainina. have not stained with either MTT or 

DCDHF-DA. These results indicate that oxidative stress is a broadly occunina event in 

many arcas of the embryo where cell death takes place. 

DISCUSSION 

Althouah many repons have demonstrated the panicipation of oxidative stress in 

cell death, most of the data have come from studies with cell lines in culture. In this work 

we present evidence which suaaest that the aeneration of oxidative stress is a widespread 

phenomenon associated with cell death that occurs durina normal mouse development. 

The fact that interdigital cells survive due to the protective effect of antioxidants indicates 

that generation of oxidative stress is relevant for the activation of developmental cell 

death. 

Since neutrophils, a major class of phagocytes, are known to undergo oxidative 

burst when they are activated (More) eta/., 1991; Rice-Evans eta/., 1991) it is possible 

that cells with hi&h concentration of ROS, and sensitive to antioxidants, represent the 

phaaocytes cncharged of eliminatig the apoptotic bodies. Jt has been detennined by 

clectr0n-nücroscopy (Hammar and Monet, 1971, and our own data) and by 

immunohistochenüstry (Rotello et al., 1994) that most macrophages at intcrdigits are 

associated with apoptotic bodies. Then, it should be expected that most cells with high 

concentration of ROS would stain with the cell death indicators. In contrast, we havc 
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determined that of the cells stained with the ROS probes only a Jow percentage stained 

also with the cell death indicators (Fia. 9 and Table 1). Therefore, althouah sorne cells 

with hia_h concentration of ROS could be phaaocytes, most of them are not; actually, 

sorne of the cells doubly stained with Pdl and DCDHF-DA have the appeareance of 

macrophages (Fia 9). Specific immunohistochemistry for phagocytes in combination with 

ROS detection should confinn this conclussion. In addition, if the phaaocytosis stase 

were blocked by antioxidants, accumulation of apoptotic cells should be noted. Phenol 

and DMSO, but not DCDHF-DA, may have affected phaaocyte function in our 

experirnents as apoptotic bodies (many isolated) were detected in semilhin sections 

stained with toluidine blue after 6 hr of treatment (Fia. 4). These apoptotic bodies were 

probably derived from cells that were dyina at the beainina of treatment, as intracellular 

intearity of most of them was completely lost and they were not detected by the TUNEL 

technique (Fia. 3). Nonetheless, accumulation did not occur and new apoptotic bodies 

were not detected durina the course of treatment with phenol or DMSO (low and 

intermediate doses) indicatina that they also blocked cell death. Inhibition of 

phaaocytosis do not block cell death as it has been determined in Caenorabhditis elegans 

mutants (Hedgecock et al., J 983) and directly in the interdigital tissue of limbs treated 

with cytochalasin B (Kieny and Sengel, 1974) 

Janus areen has lona been known for its effects on chick embryo dev~lopment 

when injected into the amniotic cavity (Saunders, 1966; Pautou, 1976; Fernandez-Teran 

and Hurle, 1984 ). In particular it causes malformations of hindlimb. These malformations 

have been reponed to occur in roughly two distinct phases (Pautou, 1976). The first 

phase, which is early and fast, reduces interdigital cell death and web rearession, thus 



causina syndactyly (i.e. non-individualized diaits). The second phase, which is late, 

blocks the apical growth at the toes which in tum prc:tvokcs hypophalangy (i.e. reduction 

in die number ofphaJanaes). Our results with phenol, DMSO and DCDHF-DA are 

strikingly sirnilar. Af"ter 6 hr of tissue culture, we observed thc carly effcct with the 

obvious reduction in interdiaital cell death and consequcntly syndactyly (Fia 1 and 2, 

Table 1). The late phase (i.e. hypophalanay) was evident after 96 hr of culture and dueto 

the lack of phaJanae 3 (data not shown). We interpreted the lack of phalanae 3 as a result 

of thc cell death detected at the tip of digits startina from 12 hr of culture (Fig. 1 ). 

Why the sirnilarity between our results and those usina .Janus arreen? .Janus areen 

,,..--.., is a }ital dye which is known to be redox sensitivc (Bowen and Bowen, 1990). ,.._,., 
Furthennore, .Janus a~n has been previously used to observe redox aradients in the 

developina sea urching embryos (Horstadius, 1952). Therefore, it is possible that .Janus 

arecn has antioxidant effects_(e.g. reducina ROS concentration or blockina their effccts), 

suuestina that the aeneration of oxidative stress or its effccts can be blocked in vivo as 

we have observed in vitro. 

The major components of extracellular matrix known to be synthesized by 

cartilage are coJJaaens (such as type 11) and proteoalycans (Chen et al., 1995). Exprcssion 

of their mRNAs or deposition of their products have been widely used as markcrs for the 

detection of chondroaenesis (Hurle, et al., 1989; Femandez-Teran and Burle, 1984). We 

detected two of those markers: hiahly sulphatated proteoglycans (alcian blue) or Gal8-

3Gal-Nac (peanut-aaalutinin). Alcian blue staining is the most frequently used indicator 

of chondroaenesis, and has even been used to quantify the proceas; this compound can 

recoaniZe differcnt extracellular matrix components, however, under the condition 



assayed here (e.g. pH 1.0). highly sulphatated proteglycans are the only species detected 

(Lev and Spicer 1964). On the other hand. in the developins embryo. Ga18-3Gal-Nac is 

preferentially expressed in the posterior sclerotome and in developing canilaginous 

stnK:tures (Lotan et al .• 1975) Therefore. the expression of chondrosenic markers at 

interdigits of antioxidant treated limbs could be revealins the chondrogenic potential of 

interdisital cells naturally commiued to die. Accordinsly. chondrosenesis has been 

observed in explant cultures of interdigital tissue (Lee et al .• 1994) and in chick limb 

interdisits with the epithelium removed (Hurte and Gallan. 1986). Interestingly. when 

Janus green is administrated in the amniotic cavity. chondrogenesis is also observed at 

the interdisits (Femandez-Teran and Hurle. 1984). Nonetheles in our experiments 

chondrogenesis at interdigits was not completed as inferred from the lack of expression 

of collagen U mRNA. lt is possible that. additional conditions such as critical cell mass 

(Fig. 4; Cotrill et al .• 1987; Hurte et al .• 1989) or paracrine and autocrine factors 

(Erlebacber et al .• 1995). not present in tbe interdigital acreas. are needed to fonn a 

mature cartilase. Altematively. an inhibitins activity from interdisits could block late 

phases of chondrogenesis; it has been hypothesized that interdigital ectoderm. which 

remained with antioxidant treatments (Fis. 4). inhibits chondrogenesis (ffurle and Ganan. 

1986; Hurte. et al.. 1989; Solursh et al .• 1981) 

In Caenorabhditis e/egans. mutants in ced-3 or ced-4 allow the survival of cells 

naturally committed to die (Ellis and Horvitz. 1986). These surviving cells differentiate to 

tbe phenotypes predicted from the lineage they belong. Differentiation has also been 

observed in other systems when cell death is prevented (Fairbaim et al .• 1993; Howard et 

al •• 1993). Therefore. it is possible that, before digit definition and interdigital tissue 

regression. sorne mesenchymal cells of digits and interdigits are equivalent. Interdigital 

cell death could result from tbe action of signals that promote survival of digital cells. 

signals that allow the death program to proceed in interdigital cells. or both. However 

antioxidants, in addition to prevent cell death. also seem to have furtber effects on 
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initiation of chondrogenesis. since DCDHF-DA at thc intermediate dose. which blocked 

cell death almost completely. did not displayed these chondrogenic markers; effects of 

DMSO on differentiation have been reported earlier. Accordingly. chondrogenesis was 

not observed at interdigits when cell death was blocked by the negative-dominant mutant 

of type 1 BMP receptor (Zou and Niswander et al .• l 996). suggesting that prevention of 

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

The apoptotic process can be divided in the activation and the execution phases. lt 

is in thc execution phase whcn genes such as the Ice and thc bcl-2 family members act. 

Since proarammed cell death has been shown to occur in the absence of ROS and thc 

anti-apoptotic BCL-2 protein can still be protective (1acobson and Raff. 1995; Shimizu. 

et al .• 1995). it seems that aeneration of oxidative stress is not an essential ~vent for the 

execution phase of death progrant. An altemative possibility is that ROS act as a 

transducina signal whlch could be used in cenain cases for thc activation phase of dcath 

proaram (1acobson. 1996). In aareement with this role. it was recently shown that during 

neuronal death caused by nerve growth factor deprivation, rise in ROS levels was 

transitory previous to the onset of cell death, and superoxide dismutase prevented death 

only at early stages of apoptosis (Greenlund et al., l 995). 

In interdigits, although the staining pattems with ROS probes and AO at different 

staaes of Jimb development are similar (Fig. 8). very few cells doubly stained with MTI" 

and AO or C-DCDHF-DA and Pdl (Fig. 9 and Table 1). At least for Pdl. which detects 

chanaes in plasma rnembrane permeability and accumulate bound to DNA. it is expected 

that thc fluorescent sianaJ last up to thc end of apoptosis whcn cell components are 

dearaded. Considering thc generation of oxidative stress as a transitory event. if cells 
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stained with Pdl overlapped to those stained with the ROS probes, it would mean that 

either change in membrane permeability and increase in ROS concentration are events 

occuning in parallel or that the Jatter is a consequence of the former. Therefore, the 

observed non-overlapping staining suggests that the increase in ROS concentration is 

transitory and early (at Jeast previous to the changes in plasma membrane permeability), 

as expected f"or a transducer that plays a role in the activation phase of apoptosis. 

Supponing this hypothesis, fewer ceUs were stained with ROS probes than with AO. 

Funhermore, ceJJs with higher ROS Jevels were generaUy Jocated close to the apical 

ectodermal ridge (AER) (Fig. 8), where ceJJ death seems to stan (Saunders et al., 1962; 

Salas-Vida! et al., in preparation). It is possible to imagine that signals from the AER (see 

below) are secreted such as to promote ceU death at the interdigits through generating, 

directly or indirecdy, oxidative stress. Despite what is described above, funber work is 

needed to establish if" ROS act as a transducing signal but, if oxidative stress is a 

secondary event, im:reases in ROS should stiU be relevant, perhaps acting as a reinforcing 

signa) for the etncient progresa of the death program in developing ceUs. 

In the developing Jimb, bcl-2 expression is restricted to the digits (Novak and 

Korsmeyer, 1994 ), hence the relatively Jow Jevel of ROS observed in this region could 

resull from the antioxidant activity proposed for BCL-2 (Kane et al., 1993). If this is the 

case, aJJ ceUs undemealh the AER could be responding to the death signal, but BCL-2 

would prevent death aJJowing digit formation. In agreement with this hypothesis, we have 

recenlly detected higher peroxidase activity in digits than in interdigits (Lomelf et al, in 

preparation). 



Since ROS do not seem to be a component of death machinery. our findinas. 

showina that many regions of the mouse embryo that are undergoing cell death coincided 

with those under oxidative stress. are strikina (Fig. 1 O). Generation of oxidative stress is 

not a .seneral characteristic of programmed cell death. as protective effect of antioxidants 

has not been observed in sorne cell death paradigms (Hug. et al .• 1994: Buscialio and 

Yanker. 1995). In addition, altemative transducina sipals have been proposed (Rajotte et 

al .• 1992; Obeid and Hannun. 1996). In this context. our data indicate that the aeneration 

of oxidative stress is a recurrent event durina mouse development and ROS may be a 

major sipal used to trigaer embryonic cell death. 

Parchment and Pierce obtained for the first time indirect data that suaaest a 

possible role of oxidative stress in the process of cell elimination at interdiaits. and those 

with trophectodermal potential in the inner cell mass (for an overview of their data. see 

Pan:hment. 1993). Accordina to their view. polyamines would be secreted by killina 

cells. which in turn would be catabolized by an extracellular amine-oxidase producin¡ 

hydro¡en peroxide as a metabolite. Hydrogen peroxide then would "murder .. sensitive 

cells. They propose that this model could be applied to the death of different cell types. 

Althouah our data are in aareement with the role of oxidative stress in cell death. they do 

not aive indications on the oriain of the increase in ROS concentration. Therefore. it 

should yet be considered a possibility that rise in ROS leve) is a process initiated inside 

the cell committed to die. 

A conunon mechanism f'or embryonic cell death was also previously sunested 

from the expression of lac:Z in many reaions underaoing cell death of transaenic embryos 

containina thefos promoter-lac:Z fusion aene (Smeyne et al .• 1993). Sincefos expression 

is up-re¡ulated by oxidative stress (Shibanuma et al .• 1990; Cerutti et al., 1989), it is 

possible that within the fos promoter fragment used in the aforementioned transaenic 

mice. there are ROS responsive elements that cause the observed /ac:Z expression pattem. 



RA receptor-P expression by interdigitaJ c:ells (MendeJsohn et al., J 992) suggests 

that RA couJd paticipate in triggerina the death process. AccordinaJy, RA can activate 

cell death in cuJtured interdigit expJants (Lee et al., 1994 ). RecentJy, we reponed that RA 

activares ceJJ death of embroid body cells, which correJates with a sianificant increase in 

ROS Jevels and can be prevented by severa) antioxidants (Castro-Obreaon and 

Covurubias, 1996). We have also observed a subtJe increase in ROS JeveJs in primary 

cultures of Jimb ceJJs treated with RA (Salas-Vidal, unpublished results). Therefore, since 

.RA seems to be synthesized by AER (Zgombic-Knigth et al., 1994), it could be the signa) 

responsible for generating oxidative stress, and consequentJy cell death. 

Production and/or accumulation of ROS was first found to be a characteristic of 

the asina process. Now recent evidencc shows that aeneration of oxidative stress 

participates in different cellular processes. The dala presented in this study are indicative 

of a VeJ'Y earJy ROS fUnction durina animal Jife, predominantly in cell death. Therefore, 

natural and pathologicaJ ceJJ death can be initiated by ROS. Remarkably, ROS in plants 

are also invoJved in the initiation of cell death (Jabs et al., 1996) suaaestina that 

mechanisms of activation are conserved in these two kingdoms. 
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TABLE 

TABLE l 

ANAL YSIS OF DOUBLY STAINED CELLS WITH THE ROS PROBES ANO CELL DEATH 

INDICATORS 

Total # of stamcd cells # of doubly stained cells 'll> of RP stained cells % of CD stained celb 

#(CD) #(RP) #(CD/RP) doubly stained doubly stained 

-In 1010 

ND(AO) l16(MTT) 15 (AO/MTT) 13% NO 

719(Pdl) 260(DCF) 43 (Pdl/DCF) 17% 6'lf> 

-In squashed: 

ND(AO) 220(MTT)· 35 (AO/MTT) 16'll> NO 

Note: NO• not detennined. CD - cell death indicators (AO or Pdl). RP • ROS probes [MTT or DCF (• 

DCDHF-DA)]. 
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FIGURE LEGENDS 

FJG. l. Effect of antioxidants on interdigital tissuc rcarcssion and ceJI death. Forclimbs 

werc cultured for 6 hr (6h), 12 hr (12h) and 24 hr (24h) in vitro in control mcdium and in 

thc prcscnce of phcnol, dimethyl sulfoxide (DMSO) or DCDHF-DA (DCF), at the dose 

indicatcd. Confocal images, ventral vicw, of AO staincd tissues are shown. Jsolatcd 

mousc forclimbs (59-S 10) culturcd on control mcdium showed a normal development 

althouah rctardcd comparcd to in vivo. Addition of phcnol, DMSO or DCDHF-DA to thc 

medium rcduc:cd rcarcssion (scc also Fia. 2) and c:cll dcath (indicated by AO stainina) in 

intcrdisital tissue. Bar - ~m. 

FIG 2. lnlaae analysis of interdiaital rearession of forclimbs cultured in vitro. Thc images 

of forclimbs just bcforc culture (Oh) and cultured for 6 hr or 12 hr in control mcdium (top 

panel, dotcd Jinés), and those of forclirnbs culturcd for 24 hr in thc presence of phcnol, 

dimcthyl sulfoxidc (DMSO) or DCDHF-DA (DCF) at thc concentration indicated 

(bottom panel, doted lincs) were overirnposed on the imaae of a forclimb cultured for 24 

hr in control medium (continuos Jines) as describcd in Materials and Methods. Imaae 

overimpositions of Jimbs culturcd in control mcdium show that most interdi&ital 

rearession takes pla.cc from 6 hr to 24 hr of tissue culture. Image overimpositions of 

Jimbs trcatcd with antioxidants for 24 hr on thc imaae of a Jimb cultured for 24 hr in 

control mcdium show that even at the Jowest concentrations assayed interdiaital 

rcaression was reduced and prospective digits appcar less separated. Note that di&it 

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

FIG. 3. Cytochemical Jabclina of fraamcnted DNA of culturcd f"orclimbs. Thc TUNEL 

technique was pcrfonncd on 10 µ.m serial sections from complete forclimbs culturcd for 6 

hr in thc prcsence or absence of antioxidants; reprcsentative sections were selected and 



photographed (XlOO ). (A) Sections of Jimbs cuJtured in control medium showed intense 

TUNEL staining at interdigital zones (IZ) and anterior and posterior margins of hand 

plate (not shown). Sections of limbs treated with 0.075% phenol (B), 3% DMSO (C), 

and DCOHF-OA at 0.03 ma/ml (0), 0.06 maJml (E) and 0.1 ma/ml (F) showed a marked 

reduction of TUNEL staining .• 

FIG. 4 Figure 4. Histological and cytological analysis of cultured limbs in the absence 

and presence of antioxidants. Stage 9 forelimbs were cultured in control medium (A, B), 

3CJE> DMSO (C, D) or 0.06 mg/ml DCDHF-DA (E,F), for 6 hr (A, C, E), 12 hr (F) and 24 

hr (B, D), and Jimbs processed for hi&h resolution microscopy. Representative semithin 

and thin cross sections obtained from the distal region ofthe handplate are shown (400X 

magnification; insets, 13000X). Observe that, after 6 hrs of culture in control medium 

(A), apoptotic bodies (round dark spots) were apparcntly included in fagocitic cells 

(arrow), whereas when treated with DMSO (C) or phenol (not shown), they appeated in 

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

microscopy (*, insets). In general, the extemal apoptotic bodies found in OMSO treated 

Jimbs were in an advanced degree of condensation and, in a few cases, structures 

resembling the nuclear envelope were observed (C, inset). Later in culture (24 hr) with 

control medium (B), apoptotic bodies were not detected and regression was almost 

completed; in the presence of OMSO (0) very few apoptotic bodies were detected and 

regression was limited. In contrast with the observations in sections from DMSO treated 

limbs, sections of limbs treated with DCOHF-DA for 6 hr (E) show healthy interdigital 

cells and the absence of apoptotic bodies in the interdigital region. However, after 12 

houn of culture (F) cells with condensed chromatin (arrows) were found in the 

interdigital zone that remains unregressed. After lhis time tissue abnormalities becarne 

evident (not shown). 
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FIG 5. ReversibiJity of antioxidant effec:t • Limbs were cuJtured in control medium and in 

the presence of 0.075'll> phenol, 3% DMSO or 0.03 ma/ml DCDHF-DA. After 6h, time at 

which cell death was obviously reduced by antioxidants. media was replaced with either 

frem media (control and TI) or medium with the corNspondina antioxidant (T2). 

lnterdiaital rearession of limbs of the T 1 aroup was very similar to the control one. 

whereas limbs of the T2 poup showed limited regression. 

FIG. 6. AJcian blue stainina of interdi&ital tissue after treatment with antioxidants. 

Slceletal development was followed by stainina with the canilaae dye alcian blue and 

alizarin red. Freshly dissected S9-S10 forelimbs,just before culture, did not show any 

stainina with alcian blue at interdi&its (A). After 12 hr of culture in control medium, 

interdiptal resression proceeds as described in Fia. 1 and alcian blue stainina was 

conflned to diaits (B). Limb development in the presence of phenol (C) or DMSO (D) 

resulted in the ectopic stainina with alcian blue of interdigits. AJizarin red stainina was 

not detec:ted in any limb region even after 96 hr of culture. X40. 

FIG. 7. Peanut aaalutinin staining of interdiaital tissue after treatment with antioxidants. 

Peanut aaglutinin was used as an indicator of chondrogenic differentiation. ConfocaJ 

images of lonaitudinal or cross sections stained with Ouorescinated peanut aaglutinin of 

forelimbs cultured for 12 hr in control medium (A) or treated with DMSO (B) are shown. 

Observe the clear signal for peanut agglutinin in interdigits of treated limbs but not in 

those cultured in control medium. Upper bar - 250 µm. lower bar• 100 µm. 

FIG 8. /n si111 detec:tion of ROS at interdiaits. (A) lnterdigital tissue of SJ 1 forelimbs 

showed an intense stainina with the ROS sensitive dyes DCDHF-DA (green) and MTI' 
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(purple) coincidentaJJy with the regions staining with AO (red); XlOO. (B) Ventral view 

of forelimbs at different deveJopmentaJ stages stained with AO (red) or C-DCDHF-DA 

(green). Observe the resembJance in the pattem of AO and DCDHF-DA at the different 

deveJopmentaJ stages seJected. X.50. 

FIO 9. lnterdigitaJ arca and fusion Jine of developina palate doubJy stained with a ROS 

probe and a ceU death indicator. Developina limbs and paJates were simuJtaneously 

stained f'or ROS, with DCDHF-DA, and for cell death, with Pdl, at the the time ceJI 

death is takina place. A representative confocal image of' each structure after stainins is 

shown. (A) Sl 1 forelimb interdigitaJ zone (bar• 100 µm ). (B) PaJataJ shelves fUsion Une 

(bar • 250 µm). CeJls stained with DCDHF-DA and Pdl are seen in green and red, 

respectively; the overlapping stainina panem appears in yeJJow. 

FIO 10. In situ detec:tion of ROS in deveJoping embryos and its relationship with 

naturaJJy occurrina sites of cell death. CeJI dearh was detected by AO stainins (A, D. O, 

1) and ROS accumulation visuaJizied by staining with DCDHF-DA (B. E) or MTT (C. F, 

ff, J). Observe the similar stainins pattem obtained with AO as compand with that 

obtained wirh MTr or DCDHF-DA in: che stemum fusion Une (SFJ..) of 13.5 d.pc 

embryos (A-C), alona the paJataJ shelves fusion Une (PSFL) and the prominent rugae 

'J (PR) of 14.5 d.pc embryos (D-F), in the 9.5 d.pc otic vesicle (0, ff), and in che 10.5 d.pc 

developins eye (1, J). M.icroscope. masnifications for photographs shown were: 

developing stemum and palate, X50; otic vesicle, XlOO; developing eye, X200. 
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