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RESUMEN.

La muerte celular programada es un proceso fundamental que es requerido para €
desarrollo embrionario. Juega un papel importante en la morfogénesis, la homeostasis
de los tgjidos y la remociéon de estructuras transitorias. Las especies de oxigeno
reactivas (EOR) son activadores potentes de la muerte celular por lo que en este
estudio evaluamos la participacion de catalasa, una enzima encargada de eliminar a
peréxido de hidrogeno (H,0O,), en la muerte celular. Iniciamente determinamos €
patron de expresion de catalasa durante e desarrollo embrionario del raton.
Encontramos que se expresa en los estadios de 7 a 15.5 dias post-coito, Esta expresion
se da de manera constitutiva para més tarde restringirse a la extremidad en desarrollo
y laregion cefdlica En estos lugares podria estar promoviendo sobrevivencia celular
a través de evitar la elevacion de las EOR. Por lo que realizamos la mutacion de
catalasa en ratdn resultando no tener un efecto durante e desarrollo embrionario y
aparentemente tampoco en la vida adulta. En un intento por tratar de aumentar la
actividad antioxidante durante €l desarrollo embrionario, es que generamos un ratén
transgénico que sobre-expresa catal asa, desaf ortunadamente su expresion se restringié
a solo dos érganos, limitando su accion. Laformacién de la cavidad proamniética es
el primer evento de muerte celular abundante durante el desarrollo embrionario en
mamiferos. El cuerpo embrioide (CE) se formaapartir de la diferenciacion de células
madre embrionarias (ES) y se utiliza como un modelo para estudiar la muerte celular
y cavitacion. Para evaluar la participacion de las EOR en el proceso de cavitacion,
sobre-expresamos la catalasa en las células ES (ES-Cat’). De varios agentes que
promueven la muerte celular, solo del H,0O, son capaces de protegerse las células ES-
Cat". La menadiona, un agente pro-oxidante, es capaz de generar muerte celular

independiente de la produccion de EOR. Los CE derivados de la linea ES-Cat”
presentan una disminucién importante en la muerte celular y en la cavitacion, sin que
esto influya en e proceso de diferenciacion. La sobre-expresion de la superdxido
dismutasa no afecto el desarrollo del CE. Previo ala muerte celular existe un aumento
de las EOR en las células centrales del CE, mismo que se deriva de la cadena
respiratoria mitocondrial. En este trabgjo demostramos que las caspasas, proteasas
requeridas en la apoptosis, son indispensables para la cavitacion del CE y que €
factor inductor de apoptosis (Aif), a pesar de participar, no es esencial para este
proceso. Tanto la activacion de las caspasas como la activacion de Aif dependen de la
produccion de EOR. Considerando estos resultados, podemos concluir que la
generacion de las EOR es un fenémeno activo que promueve muerte celular durante
la cavitacion de CE y sugerimos gue pudiera ser una factor importante para la
formacion de la cavidad proamnidticain vivo.



sugerimos que pudiera ser una factor importante para la formacién de la cavidad
proamnidtica in vivo.

ABSTRACT.

Programmed cell death (PCD) is a fundamental process required for proper animal
development playing an important role in morphogenesis, tissue homeostasis and
renoval of transitory structures. Reactive oxygen species (ROS) are potent activators of
cell death thus, in the present work we evaluated the participation of catalase, one
enzyme required for hydrogen peroxidde removal in cell death. We determined the
pattern of catalase expresién during mouse development, finding expresion at 7 to 15.5
dpc, initially constitutuve manner and thereafter restrict to the limbs and cephalic
zones, such places in which could be promoting cell survival through the ROS
scavenger activity. We perform catalase mutation in mice with no consequences during
development and aparently also in the adult life. Trying to increase the antioxidant
levels we generate a transgenic mice overexpressing catalase, however the expression
was restricted only to heart aud liver tissue. Proamniotic cavity formation is the first
instante of abundant PCD and cavitation during mammalian development. Embryoid
bodies (EBs), which are derived from differentiating mouse embryonic stem cells (ES),
are widely used model systems suitable for molecular studies on cell death and
cavitation. To evalue the ROS role in the cavitation process, we overexpress catalase in
ES cells (ES-Cat"). From several cell death promoter agents, only to hydrogen peroxide
(H,0,) was resistant ES-Cat’. In ES-Cat" menadione is capable to generate cell death
independently of ROS production. ES-Cat* derived EBs show an important reduction in
cell death and cavitation, without influence on differentiation process. However, the
SOD overexpression have no effect in the EB development. Before cell death begins
there is an increase in ROS levels in the central cells of EB, which is derived from
mitochondrial respiratory chain. In the present work we show that caspases, proteases
required for the apoptotic process, are essential for embryoid body cavitation and Aif
(apoptotic inducinf factor) participate, but is not required for this event, The caspase
activation and the Aif translocation are promoted by ROS production. Therefore, we
conclude that ROS generation is an active process that promote cell death during the FB

cavitation and sugests that could be important in the proamniotic cavity formation in
Vivo.
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INTRODUCCION.

1.- Procesos celular es.

Durante la historia de nuestro planeta se originG progresivamente una gran
complgidad de vida, desde organismos unicelulares donde una sola célula realiza todas
las funciones vitales hasta aquellos pluricelulares en los cuales existe una division
funcional a través de poseer 6rganos con células especializadas. Necesidades vitales
como la aimentacién, digestion, respiracion, reproduccién, movimiento y de tipo
sensorial se han satisfecho através de crear procesos coordinados anivel celular, tisular,
sistemas de 6rganos y de comportamiento. La adaptacién de un individuo a su medio
ambiente se debe a hecho de poseer sistemas de 6rganos, un tamafio y forma que le
permiten utilizar de manera eficiente un nicho ecoldgico en particular; por lo que los
procesos celulares que controlan la creacidn, crecimiento y desarrollo de 6rganos, asi
como el tamafio y forma del individuo son de suma importancia para la supervivencia
de los organismos metazoarios.

L os principales procesos que se llevan a cabo para especificar e destino celular
son la proliferacion, diferenciacion, migracién, senescencia, quiescencia y muerte
celular. Estos procesos suelen verse como una respuesta o consecuencia de la accion de
diferentes estimulos y de la manera en como la célula los interpreta en un momento
determinado. Las moléculas sefidizadotas asi como |as interacciones entre células o con
la matriz extracelular, son agunas de las sefides externas que decodifica la célula
Dentro de la informacién inherente a la cdlula se encuentran € genotipo, € linge, la
fase del ciclo celular, e estado metabdlico, de diferenciacion y estado redox. Asi, la
accion coordinada de estos procesos (la informacion externa, interna y respuesta
celular), permiten mantener una adecuada homeostasis del organismo.

Un proceso que durante los ultimos 20 afios ha recibido especial atencion ha sido la
muerte celular, aunque desde inicios del siglo XIX diversos anatomistas la habian
observado y caracterizado durante la formacién de las estructuras transitorias como la
notocordia, la regresion de la cola del renacugjo y en la metamorfosis de los insectos
(Lockshin 2001). Fue hasta mediados del siglo XIX que Jhon Kerr, Andrew Willye y
A.R. Currie nombraron apoptosis (del griego apo-TEO-sis), que se refiere a la caida de
las hojas en otofio. a un tipo de muerte en donde las cdlulas se encogian, y aungue los
organelos permanecian intactos, presentaba condensacion de la cromatina y

fragmentacién de las membranas nuclear y celular. Estas caracteristicas la diferenciaban



de la ya entonces conocida necrosis, en la cual, un dafio externo provoca que las cdlulas
se hinchen y fraccionen, generando una respuesta inflamatoria (Kerr 1972). Asi fue
como de manera inicial surgié una clasificacion de la muerte celular fundamentada en

caracteristicas puramente morfol 6gicas.

2.- Las bases moleculares dela muerte celular.

En 1977 H. Robert Horvitz y colaboradores, estudiando al nematodo
Caenorabdithis elegans, encontraron que de las 1090 células que se forman durante su
desarrollo embrionario siempre se eiminan 131 en la misma posicion mediante un
mecanismo gue dadas ciertas caracteristicas morfol bgicas parecia ser apoptosis. Por 1o
anterior, a este tipo de muerte celular se le denomino muerte celular programada
(MCP), ya que ocurre de manera predecible tanto en e tiempo como en € espacio (Ellis
1991). Horvitz redlizd estudios de mutagénesis en C. elegans con € fin de establecer
cuales eran los genes importantes en la regulacién de la muerte de estas 131 células. De
la multitud de genes aidados, tres fueron los més destacados. ced-3, ced-4 y ced-9. Se
demostré que ced-3 y ced-4 son absolutamente necesarios para gue la muerte celular
ocurra, mientras que ced-9 se requiere para la supervivencia de las células que
normalmente no mueren (Horvitz 1999).

La MCP es un fenébmeno que se ha encontrado en casi todos los tegjidos
analizados de | os vertebrados. También se haidentificado en diversos organismos como
la Hydra (Fujisawa 1984), en Dyctiostelium discoideum (Olie 1998), en € erizo de mar
(Yuce 2001), durante la metamorfosis de Drosophila melanogaster (Steller 2008), de
Manduca sexta (Lockshin 1965), en las plantas (Reape 2008), en € tripanosoma,
(Ameisen 1995), e incluso durante la formacion de los gametos en Volvox, uno de los
organismos pluricelulares mas simples (Kirk 1994). Se encontraron homdlogos para
varios de los genes identificados por Horvitz en C. elegans, lo cua sugiere un
mecanismo conservado filogenéticamente. Con estos resultados se demostré que la
MCP es un proceso activo que requiere de una maquinaria celular para su correcto
funcionamiento, sentando asi sus bases moleculares.

Apoptosis es e mecanismo principal por e cual se lleva a cabo la muerte
celular programada. Sin embargo en algunos casos no se presentan todas las
caracteristicas apoptoticas. Se han descrito diferentes tipos de muerte celular que

consideran criterios morfolégicos, moleculares o de caracter, esto es de tipo



programado, accidental, fisioldgico o patoldgico. Por lo diverso de estas clasificaciones
surgié e llamado comité de nomenclatura sobre la muerte celular o NCCD
(Nomenclature Committe on Cell Death). EI NCCD clasifica los diversos tipos de
muerte celular en: muerte celular tipo | 0 apoptosis, muerte celular autofégicao tipo Il 'y
muerte necrética o detipo 1l (Tablal). Esta clasificacién podria parecer estricta ya que
se han encontrado casos en |os cuales se presentan caracteristicas nuevas 'y otros en los
gue los limites entre estos tipos de muerte se vuelven difusos. El propio NCCD acepta
sus deficiencias y sefiala que casos descritos de muerte celular como del tipo lisosomal,
catéstrofe mitética, anoikis, excitotoxicidad, degeneracion Walleriana, cornificacion,
eritropoyesis y plaguetogénesis estan en espera de una caracterizacion a nivel molecular
para que puedan ser incluidos como una categoria aparte en esta clasificacion y
exhortan a los investigadores a no emitir términos nuevos que generen confusion
(Mélino 2005). Por lo anterior, siguiendo la clasificacién propuesta por este comité,

describiremos brevemente | os tres tipos de muerte celular.

TABLA 1. Tipos de muerte celular aceptados por el NCCD.

Tipo de muerte Caracterfsticas
Encogimiento celular
Pérdida de la adhesion con ¢l sustrato
Tivo I Dilatacién del reticulo endoplismico
i B Desensamblage de la membrana nuclear
Apoptosis Desintegracion celular en los llamados cuerpos apoptoticos
Activacion de caspasas vy nucleasas
Condensacion y corte de la cromatina en multimeros de 200 pb
Fagocitosis de cuerpos apoptoticos por células vecinas
. Secuestro de matenal citoplasmético y organclos en vesiculas de
Tipo Il doble membrana denominadas autofagosomas
Autofagia Degradacion de componentes por via lisosomal
Independiente de caspasas
Dilatacion de organelos y su agrupacion alrededor del nicleo
. Raipida disfuncion mitocondnal
Tipo III Colpaso energético: caida de NAD®
Necrosis Activacion de calpainas y catepsinas
Ruptura lisosomal v de la membrana plasmitica
No existe fragmentaciion nuclear pero si del ADN

2.1.- Muertecelular detipol: Apoptosis.

La apoptosis se ha subdividido en dos categorias. la extrinseca, caracterizada por ser
activada via la unién de varios ligandos a sus receptores membranales, y la intrinseca,

cuya activacion promueve ciertos eventos que ocurren en la mitocondria.



En la muerte apoptética intrinseca se desencadena la activacion de factores pro-
apoptoticos de la familia de bcl-2. De una larga familia de proteinas que participan en
apoptosis, bcl-2 fue & primer miembro aislado y gue inicialmente se caracterizd6 como
oncogén por € hecho de expresarse andmalamente en un linfoma debido a un
rompimiento cromosomal. bcl-2, que mas tarde resulté ser e homdélogo funcional de
ced-9 en C. elegans (Tabla Il), a diferencia de otros oncogenes no posee actividad
proliferativa, sino que su efecto es a través de bloquear la muerte celular y de esta
manera promover e desarrollo del linfoma (Macdonell 1989). A la fecha, la familia de
bcl-2 esta compuesta por 19 miembros que se agrupan en tres clases dependiendo del
dominio BH (Bcl-2 homology domain) que contengan. Existen cuatro dominios BH
(BH1, BH2, BH3 y BH4) y estan todos presentes en los miembros anti-apoptoticos
como: bcl-2, bel-XL, mel-1, bel-W, bfl-1 y bel-B. En la segunda categoria estén bax, bak
y bok, gue funcionan como proteinas pro-apoptéticas y carecen del dominio BH4.

Las proteinas bid, bim, puma, bad, noxa, .
Tabla I1. Miembros de la familia de Bel-2

hrk, bik, bmf, bel-G 'y spike solo poseen Antiapoptéticos  Dominios presentes
dominio BH3  (miembros solo-BH3), y Bel-2
funcionan también como factores Dok

- . aers BH1-4
apoptogénicos. Todos los miembros de la g;’-’w
familia de bcl-2 pueden formar dimeros a Bcl-B
través del dominio BH3 y es por esta  |Proapoptoticos
. ., . : Bax BHI1-3
interaccion que proteinas solo-BH3 gercen su Bak
efecto antagonista sobre aguellos miembros Bak

Bid Bim

anti-apoptoticos. En base a estudios de pérdida Puma Bad lo-BH3

., , , Noxa Hrk SOlo-BH-
de funcién se observdo que células dobles Bik Bmf
deficientes en bax y bak, son resistentes a  |B¢l-G_ Spike

multiples estimulos apoptdticos, por 1o se

considera a estas proteinas como indispensables para la activacion de la muerte celular
intrinseca (Lindsten 2000). Normalmente bax es una proteina monomeérica que se localiza
en e citosol o unida débilmente ala membrana del reticulo endoplasmico. Sin embargo,
durante la apoptosis, bax se inserta y oligomeriza en la membrana externa de la
mitocondria. Las proteinas anti-apoptéticas de la familia de bcl-2 gjercen su efecto a
través de inhibir directa o indirectamente la activacion de bax y bak, dando lugar a un
mecanismo de regulacion. Puesto que los miembros solo-BH3 también actian a través de



activar a bax y bak, y dado que estos Ultimos se encuentran sujetos a control
transcripcional y post-traduccional, se ha sugerido que funcionan como centinelas que
responden sel ectivamente a sefiales de muerte celular y de sobrevivencia (Zha 1996).

La identificacion de genes necesarios para la muerte celular en C. elegans
estimulo a diversos grupos de investigacion a dirigir su atencion hacia la caracterizacion
de genes homdlogos en vertebrados. De esta busqueda surgieron ICE (interleucin 18
converting enzyme), y Apaf-1 (apoptosis activating factor), homologos de ced-3 y ced-4,
respectivamente. A partir de ICE se han identificado hasta la fecha 14 proteasas en
mamiferos, colectivamente denominadas caspasas, que se caracterizan por tener una
cisteina en su sitio activo y cortar en motivos que poseen acido aspértico (Shi 2002). Las
caspasas se sintetizan como zymdgenos inactivos, cuyo corte genera una subunidad
grande y una peguefia que, al asociarse, conforman a la proteina activa. Las caspasas se
dividen en agquellas que participan activamente en & proceso apoptético (caspasa 2, 3, 5,
7, 8,9, 10y 12) y las que controlan la maduracion de citocinas (caspasa 1, 4, 5y 11).
Aquéllas relacionadas con la apoptosis se subdividen en iniciadoras y efectoras. Las
iniciadoras son las primeras en activarse durante el proceso apoptotico y son responsables
de la activacion de las efectoras, que a través de cortar diversas proteinas celulares
permiten la progresién de la muerte celular. Entre las iniciadoras se encuentran las
caspasas 2, 8, 9, 10y 12 mientras que las efectoras son las caspasas 3, 6 y 7.

A partir del fraccionamiento bioguimico de células de mamifero, dedicados a
reconstituir la apoptosisin vitro, surgieron ideas clave para entender como se llevaa cabo
este proceso. Asi, se aid6 a Apaf-2 y Apaf-3, que fueron identificados como citocromo ¢
y procaspasa 9, respectivamente. Estos factores junto con Apafl fueron suficientes y
necesarios para reconstituir la actividad de caspasa in vitro, constituyendo |o que ahora se
conoce como € apoptosoma, y que une los eventos que ocurren en la mitocondria con la
activacion de las caspasas (Shi 2008). Un estimulo de muerte celular desencadena la
activacion de proteinas solo-BH3 que a su vez permiten la trand ocacion de bax y/o bak a
la mitocondria. bclx-, es estructuramente similar a toxinas bacterianas formadoras de
poros (Belizario 2007), por ello y en este modelo, se presume gue bax y bak permiten la
salida de citocromo ¢ de la mitocondria a través de formacion de poros. Unavez liberado
el citocromo c de la mitocondria, se forma el complego del apoptosoma, que en presencia
de dATP, permite e autoprocesamiento de la procaspasa 9, que a su vez procesay activa
alas caspasas efectoras (Fig. 1).



Figura 1.- Vias de sefalizacién durante la apoptosis

Fasl
Ligando TNFa @ I(Nrpul d¢ mucrie:
TRAIL Fas

TNFR
DR}

= i o

Procaspasas
\ 5y 1)

Ciecr m(

" * '
Caspasas a %‘ * Al Do al DNA
’ endols
q«mou.n(}{ie ‘_& < & * \| \
\ \

Apopssoma Apad | Casg T e

Fenotipo muerte celular ‘\.
Cone de vanos
wistraton (clulares
O &

KCADDDIFFSS T CADDDIF® [/,

Apoptosis extrinseca.

L os receptores que a unirse a su ligando promueven muerte celular pertenecen
alafamilia del factor de necrosis tumora (TNF). Los receptores mejores caracterizados
son TNFR1, Fasy DR3, y que a unirse a TNFq, FasL y TRAIL respectivamente, se
homotrimerizan, permitiendo que se ensamble, en su region citoplasmética, el llamado
DISC (death-inducing signaling complex; (Cain 2002). Proteinas adaptadoras como
FADD o TRADD, que poseen un dominio DED (death efector domain) promueven a
través de interacciones homotipicas e reclutamiento de la procaspasa 8 o0 10 a complejo
DISC. Al igual que con laprocaspasa 9 en e apoptosoma, se ha propuesto que €l colocar
cercanamente a dos copias de la procaspasa 8 o 10 permite su procesamiento y
activacion. Ademés de cortar a procaspasas g ecutoras como la 3y la 7, la caspasa 8
corta a bid, que una vez procesado se inserta en la membrana externa de la mitocondria,
promoviendo la liberacién de factores proapoptéticos (Zhang 2008). Asi, bid conforma €l
punto de unidn entre la via extrinseca y la intrinseca, convergiendo finamente en la

activacion de caspasas g ecutoras (Budihardjo 1999).



Sstemas de regulacion.

La presencia de dominios DED o CARD (caspase recluitment domain) han sido
seleccionados como puntos de regulacion en la activacion de las caspasas (Lamkanfi
2007). Por otro lado, en mamiferos existen ocho distintas IAPs (inhibitor apoptosis
proteins) cuyo mecanismo principal de accion consiste en bloquear € sitio activo de las
caspasas impidiendo de esta forma la entrada del sustrato y su ulterior procesamiento.
Asi, las cagpasas 3 'y 7 estan sujetas a inhibicion principalmente por XIAP. Sin embargo,
las cl APs, por & hecho de poseer un dominio CARD, pueden competir con la procaspasa
9 por su unién a Apafl, blogueando la formacion del apoptosoma (Vaux 2003). De igual
manera, c-FLIP (FADD like-1CE inhibitory protein), que posee un dominio DED, es
capaz de unirse a FADD compitiendo con la procaspasa 8 y 10, impidiendo su activacion
(Kataoka 2005). Proteinas como Smac/Diablo que durante un estimulo apoptético se
trand ocan de la mitocondriaal citoplasma, son capaces de blogquear la accién de las |APs.
En Drosophila m. existen 4 homdlogos funcionales de Smac colectivamente |lamados
RHG (Reaper, Him, Grimy Sckle), que antagonizan la inhibicion de las | APs sobre las
caspasas Dronc y Drice (Steller 2008).

Puesto que varios tipos celulares desencadenan una respuesta apoptética cuando
se ven infectadas por algunos tipos de virus, estos Ultimos han desarrollado proteinas
inhibidoras de caspasas como p35, p49 y crmA que permiten la sobrevivencia celular y

por tanto su replicacion (Cassens 2003).

Mol éculas blanco durante |a apoptosis.

Existen diversas cinasas que a ser cortadas por caspasas se vuelven activas,
como Mekkl, Pak2, Mst-1y estas a su vez activan a otras, como las de lafamilia de PKC,
Sapk/Jnk y cinasas que estén involucradas en el control del ciclo celular (Gottlieb 2003;
Schlesinger 1998). En varios tipos celulares, es requisito €l procesamiento de estas
cinasas para la progresion de la apoptosis. Proteinas asociadas a citoesqueleto como -
actina, citoqueratina 18, a-fodrina, pueden ser procesadas al igual que las cinasas Fak y
Akt (Tohyama 2004). De igua menara se degradan componentes que participan en la
reparacion del ADN como PARP, p53-Rb, DNA-PkC y hsRAD51 (Nalepa 2002). Existen
tres nucleasas que participan en la degradacion del ADN durante la apoptosis: la
endonucleasa G, CAD (caspase activated DNAsa) y DNasa |l. El corte por caspasas de



una proteina conocida como ICAD (inhibitor of CAD) permite la activacion de CAD,
mientras que en una etapa avanzada, l1a DNAsa |l es responsable de la degradacion del
ADN en lisosomas de células fagociticas (Widlak 2005).

S las caspasas son la Unica y final herramienta para €ercer apoptoss,
inhibidores de éstas deberian ser suficientes para prevenir las caracteristicas morfol dgicas
de la apoptosis y detener la muerte celular. Z-VAD.fmk es uno de varios inhibidores de
amplio espectro que se unen irreversiblemente al sitio activo de las caspasas. Este
inhibidor bloquea eficientemente la apoptosis provocada por una amplia gama de
estimulos, sin embargo, existen evidencias donde a pesar de inhibir la actividad de
caspasas y la fragmentacion de la membrana nuclear, persiste la condensacion de la
cromatina, corte del ADN en multimeros de 200 pb, encogimiento celular, y la formacion
de ondas en la membrana plasmética. Por lo tanto la apoptosis que no puede ser
bloqueada por estos inhibidores se le ha denominado independiente de caspasas.
(Kitagawa 2008). Debido a que ZVAD-fmk no bloguea los cambios que ocurren en la
mitocondria durante la apoptosis, como la caida del potencial de membrana, la
produccion de especies de oxigeno reactivas o la liberacion de factores apoptogénicos
como e citocromo ¢, endoG y Aif, se ha propuesto que esta via pudiera ser responsable
de la apoptosis independiente de caspasas. Aif (apoptosis inducing factor) induce la
condensacion de la cromatinay la fragmentacion a larga escala del ADN aln cuando se
haya bloqueado la actividad de caspasas (Lorenzo 2007). EI mecanismo preciso de como
Aif y otras proteinas liberadas promueven la muerte en ausencia de caspasas se
desconoce, pero se ha propuesto que podria ser a través de la activacion de serin-
proteasas, calpainas y catepsinas, que a pesar de ser mas ineficientes que las caspasas,
pudieran llevar acabo su tarea (Smith 2008).

2.2.- Muertecelular tipo I1: muerte celular autofégica.

El termino autofagia que significa “comerse a si mismo”, se refiere a proceso
mediante el cual la célula recicla materiales a través de la degradacion de componentes
celulares. Durante este proceso existe captura de materia citoplasmaético en vesiculas de
doble membrana de 400-1500 nm conocidas como autofagosomas. Posteriormente, estos
autofagosomas se fusionan con lisosomas generando |os autofagolisosomas, donde ocurre
degradacion por enzimas hidroliticas, permitiendo asi € reciclamiento celular (Tsujimoto
2005). Existen dos propuestas para € origen de estos autofagosomas. La primer de ellas



propone su desarrollo a partir del reticulo endoplasmico liso mientras que la segunda
hipétesis sostiene que los autofagosomas se forman a partir de estructuras lipidicas
conocidas como de media luna, que mas tarde creceran secuestrando parte del citoplasma
(Yorimitsu 2005). Estudios genéticos de la autofagia en levaduras derivaron en la
identificacion de al menos 16 genes esenciales involucrados en la formaciéon de
autofagosomas (Codogno 2005). Encontrar dichos genes de autofagia en otros
organismos eucariontes como D. melanogaster, C. elegans, y en mamiferos ha puesto de
manifiesto la naturaleza conservada de este mecanismo (Melendez 2008).

Se ha demostrado en diversos sistemas que la autofagia es una respuesta a la
falta de nutrientes o de factores de crecimiento. Este proceso es de vital importancia para
el neonato, cuando la fuente de nutrientes via placentaria ha cesado y su ingesta a través
de la leche aun no comienza (Kuma 2004). En D. melanogaster, existe un marcado
incremento en autofagia al fina del estado larval que esta controlado por ecdycsona, una
hormona de naturaleza esteroide (Neufeld 2008). Debido a que cdlulas que han estado
sometidas a periodos prolongados de autofagia finadmente mueren sin presentar
caracteristicas apoptéticas, y a hecho de que se requiere de la activaciéon de genes que
participan en la autofagia para que ocurra la muerte celular, es que se ha incluido este
mecanismo como un proceso mas de muerte celular (Shimizu 2004). Sin embargo, la
autofagia a pesar de inducir bgjo ciertas condiciones muerte celular, también es un
mecaniSmo que promueve sobrevivencia a permitir el reciclamiento de nutrientes y/o de

organel os danados.
2.3.- Muertecelular tipo I1l: necrosis.

Hasta hace pocos afios, se consideraba por definicién a la necrosis como un
tipo de muerte celular no fisioldgico, puesto que se daba por sentado que ocurria solo por
dafio mecanico, generando asi una respuesta inflamatoria. Sin embargo, lalinea divisoria
entre apoptosis y necrosis se desvanece a  encontrar que algunas células presentan
caracteristicas de ambos tipos de muerte celular, denominandosele necroapoptosis
(Lemasters 1999). Se ha demostrado que condrocitos que controlan e crecimiento
longitudina de los huesos durante € desarrollo embrionario y células epiteliales
intestinales en el adulto mueren presentando caracteristicas necréticas (Barkla 1999;
Roach 2000). Por lo que algunos investigadores la han catalogado como muerte necrética

programada. TNFa y TRAIL que tras unirse a su receptor activan la via intrinseca



apoptotica, son también el medio por el cual se induce necrosis en algunos tipos celulares
(Meurette 2005; Vanden Berghe 2004). Un descubrimiento clave que permitié replantear
la definicion misma de necrosis, fue el encontrar que después de inyectar restos de células
necroticas a un organismo, no se genera una respuesta inflamatoria (Zitvogel 2004). En la
actualidad, las definiciones clasicas tanto de apoptosis como de necrosis se consideran
como casos extremos de un amplio rango de posibilidades tanto morfoldgicas como
bioquimicas para la muerte celular. Asi, se ha propuesto al contexto metabolico como un
factor clave para decidir que tipo de muerte celular se ejecutard. En un marco donde
existe una carencia de ATP y glucosa, la célula morird por necrosis, mientras que cuando
la concentracion de estos es alta entonces la apoptosis es la opcion (Nicotera 1997). En
muchos casos el inhibir a las caspasas cambia la muerte celular de apoptosis a necrosis o
autofagia, sugiriendo que existen mecanismos celulares que subyacen o que suceden
simultaneamente.

En base a lo anterior, se ha puesto de manifiesto la importancia de la muerte
celular y e necesario control de este proceso para establecer un balance adecuado de cada
lingje celular. Cuaquier ateracion en este proceso puede conllevar a que distintos tipos
celulares no se eliminen, promoviendo & desarrollo de varias enfermedades como el
cancer o enfermedades autoinmunes, o por e contrario, un aumento en e nimero de
cdulas apoptéticas permitira e desarrollo de enfermedades degenerativas,
inmunodeficiencia e infertilidad. Asi, esperemos que en un futuro cercano el
conocimiento de los diferentes mecanismos de muerte celular se consolide, no solo de la
que ocurre de manera programada sino también de aquella que sucede en condiciones
patoldgicas, donde existe interés por evidenciar mecanismos con el fin de encontrar

posibles tratamientos.

2.4.- Muerte celular durante e desarrollo embrionario.

En la actudidad se ha reconocido a la muerte celular como un proceso
fundamental para que e desarrollo embrionario ocurra correctamente en diversos
organismos. La aparente contradiccion de crear células que mas tarde moriran se puede
explicar tomando como gjemplo la muerte de células nerviosas que no encuentran soporte
trofico derivado del blanco. Asi, la informacién requerida a nivel de genes y de su
regulacion para establecer las conexiones neuronal es adecuadas se minimizaa contar con
un sistema donde aguellas que no realizan los contactos celulares adecuados simplemente



mueren. Los primero estudios en este campo se limitaban a reportar |a presencia de MCP
durante e desarrollo embrionario. Sin embargo, con e descubrimiento de genes que
participan en e proceso apoptético y € andiss de mutantes, se ha evidenciado su
verdadera importancia. Tal es €l caso de la caspasa 3, 8, 9, citocromo ¢, Apaf-1, cuyas
mutaciones en ratén generan letalidad embrionaria, destacando que a aterar laMCP sea
en tiempo, nivel, o patrén puede tener serias consecuencias durante € desarrollo
embrionario (Hakem 1998; Kuida 1998; Kuida 1996; Li, K. 2000; Varfolomeev 1998;
Y oshida 1998).

En organismos multicelulares modelo taes como D. discoideum, D.
melanogaster, C. elegans, € pez cebra, pollo, ratay ratdn se hareportado la presencia de
la MCP en varias regiones de la fase embrionaria (Penaloza 2006). Apoptosisy autofagia
parecen ser los mecanismos principales por los cuales la MCP se presenta durante €
desarrollo embrionario.

Jacobson M. en 1997, clasifico algunas de las funciones de la muerte celular
durante € desarrollo embrionario como: 1) € moldeado de estructuras; 2) la eliminacion
de estructuras no necesarias; 3) € control de los niUmeros celulares; 4) la eliminacion de
células anormales, dedocalizadas, no funcionales o peligrosas y 5) la generacion de
células sin organelos (Jacobson 1997). Para cada categoria existen ejemplos concretos
aplicables avarios organismos (Tablalll).

En algunas ocasiones, a pesar de la presencia de muerte celular en ciertos tgjidos
durante € desarrollo embrionario, no se ha podido atribuir alguna funcion debido a fata
de estudios. Tal es &l caso de lamuerte de cdlulas germinales en hembras a momento del
nacimiento (Reynaud 2000), aquella que ocurre en la masa celular interna del blastocisto
(El-Shershaby 1974), en las espermatogonias en desarrollo (Allan 1987), y la muerte de
algunos tipos celulares en D. Melanogaster (Abrams 1993). Como se puede observar en
latabla l1l, numerosos son los tgjidos o células que bajo circunstancias normales utilizan

alamuerte celular como parte integral de su desarrollo.

La formacién de la cavidad proamniética.

Durante las primeras etapas del desarrollo embrionario de mamiferos, poco
después de la implantacién del embrion, se forma lo que se denomina la cavidad

proamnidtica. Durante este proceso €l embrion estd compuesto de dos tipos celulares, €



TABLA I11. Funciones de la muerte celular durante el desarrollo
embrionario segun Jacobson en 1997,

MOLDEADO DE ESTRUCTURAS

ELIMINACION DE ESTRUCTURAS
NO NECESARIAS

Extremidades de vertebrados
(B | 1968)

Formacion de la cavidad proamnidtica
( 1995%)

Cierre del tubo neural
{ J 1995)

Fusion del esternin

Tubos protonefidicos en mamiferos
(pole 2002)

Celulas subplacares durante ka formacion
de la corteza [ 2002)

Ductos mullerianos en el sexo masculino
en mamiferos | 2002)

Ductos de WollT en el sexo femenino en

(5 1998) mamiferos (W 2006
-Fusitn de mitades del paladar - Agallas vy cola en renacuajos
( vo 2004) (Nak 2005)

Formacion de la vesicula otica

(Ay 2002)

Muscubos, intestino medio v glandulas
salivales en la mosca de ka fruta

{(Tak o 2007 A 1993)
Formacion del corazin
(al : 2002)

ELIMINACION DE CELULAS

-Apertura del ano en ¢l pez cebra ANORMALES O PELIGROSAS

(Pe 1 2006)

Seleccidn de oflulas B y T en ¢l sistema
inmune (5 r 2008)

CONTROL DENUMEROS CELULARES

Neuronas que no alcanzan su blanco

Eliminacion de cucrpos polares en etapas
1991).

(Uppenhein tempranas del desarrollo (Zaken 2005)
Durante la formacion de ka retina
(Barres 1999)

GENERACION DE CELULAS
DIFERENCIADAS SIN ORGANELOS

Eliminacién de oflulas cuyo ADN ha sido
modificado ( 1993)

Keratinocitos en la epidermis
(Huaake 1997).

- Celulas epiteliales del lente
(Nishitum 2006)

Eritrocitos (vl 1996)

endodermo primitivo y € ectodermo, de los cuaes se derivaran estructuras tanto
embrionarias como extraembrionarias (Fig. 2A). Del endodermo primitivo surge €
endodermo vicera y € parietal, que respectivamente daran origen al saco vitelinoy auna
lamina basal conocida como membrana de Reichert. El ectodermo extraembrionario
genera parte del tgido placentario, mientras que a partir del embrionario o epiblasto, se
formara e embrién completo. La formacién de la cavidad proamniética es esencial para
gue estos tipos celulares se organicen y @ embridn se desarrolle de manera adecuada.
Varios investigadores han propuesto que esta cavidad se forma debido a la muerte de
aquellas células localizadas en € centro de la masa celular (Coucouvanis 1995). Un
modelo in vitro gque ha sido utilizado ampliamente para estudiar 10s procesos que ocurren
durante la formacién de la cavidad proamnidtica, es la generacion de agregados de
céulas ES (linea celular derivada de la masa celular interna del blastocisto) conocidos

como cuerpos embrioides (CE; Fig. 2B). Al adherirse unas a otras y permanecer en
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Figura 2.- Los cuerpos embrionarios como modelo de estudio de la
formacién de la cavidad proamnidtica. A) Embrion de 4.5 pdc poco
después de la implantacién. La linea roja indica la zona homdloga a los
cuerpos embrionarios. B) Cortes semifinos de cuerpos embrionarios en
diferentes ctapas de desarrollo.

suspension, las células ES pasan por un proceso de diferenciacion donde después de 4
dias, se forma una capa endodérmica en la superficie del agregado. El endodermo secreta
una delgada capa de materia extracelular hacia e centro del cuerpo embrioide,
presumiblemente la membrana de Reichert. Més tarde se forma al interior un epitelio
columnar homologo a epiblasto embrionario (Coucouvanis 1995). Las células centrales
del CE mueren por apoptosis, promoviendo asi laformacién de una cavidad equivalente a
la proamnidtica. Posteriormente se genera el estado cistico del CE, donde sufre una
expansion de la cavidad central a mismo tiempo que los tipos celulares se desorgani zan.
Asi, de este modelo in vitro, se han derivado conclusiones importantes de como se regula
tanto la diferenciacion como lamuerte celular.



3.- Especies de oxigeno reactivas.

Hace 3.8 billones de afios que los microbios ateraron draméticamente la
amoésfera de la tierra. Iniciamente, se trataba de organismos unicdulares que
empleaban CO,, metano y azufre como medio para derivar energia, sin embargo
ninguno tuvo tanto impacto como las cianobacterias, cuya actividad fotosintética generd
oxigeno libre. Con base en estudios de oxidacion de azufre en presencia de rayos
solares, se ha estimado que la atmésfera terrestre comenzo a enriquecerse de oxigeno
hace 2.45 billones de afios (Farquhar 2007). La acumulacion de O, fomentd €
desarrollo en la parte superior de la aimosfera, de una capa de ozono responsable de
filtrar los nocivos rayos UV, permitiendo asi la colonizacién de latierray la evolucion
de una enorme cantidad de organismos aerobios. Desde aquel entonces y hasta la
actualidad se ha establecido un balance en la concentracion del O, libre (21%), gracias a
la participacion tanto de organismos fotosintéticos como heterotrofos.

El O, es de naturaleza paramagnética, posee 4 electrones desapareados con €l
mismo spin, por 1o que es relativamente inerte, aunque al iniciarse su reduccion traspasa
esta barrera torndndose més reactivo. Latransferencia de electrones donde una molécula
gana (agente oxidante) y la otra pierde (agente reductor) estd determinada por el
potencial de oxido-reduccion. En el caso de lareduccidn de oxigeno aagua, € potencial
de reduccion estandar es:

1/20,+ 2H" +2e —— »H,0 E°=+0.816V

El signo positivo indica el sentido de la reaccién es decir, hacia donde fluyen los
electrones, mientras que € valor denota la fuerza con que vigjan. El oxigeno posee un
potencial de reduccion estdndar situado entre los mas altos, o que lo convierte en un
buen aceptor de electrones, es decir, un potente agente oxidante. Este principio se aplica
igualmente a los sistemas biolégicos y como gemplo se encuentra la reduccion
tetravalente del oxigeno molecular (O,) a agua (H,O) por la citocromo oxidasa durante
larespiracion aerobia

Aungue algunos microorganismos son capaces de vivir en un ambiente
anaerdbico, lavida de los animales y plantas superiores depende de forma absoluta de la
presencia de oxigeno. En céulas aerobias, |a energia en forma de dATP, es generada
por la cadena respiratoria mitocondrial. En ésta, el paso de electrones provenientes del
catabolismo de biomoléculas en forma de NADH y FADH, es utilizado por distintos



transportadores para generar un gradiente de protones entre €l espacio intermembranal y
la matriz mitocondrial. Este gradiente de protones es acoplado por € complejo de la
ATP sintasa en la sintesis de ATP. Debido a su alto potencia de oxido-reduccién, el
oxigeno molecular es capaz de captar los €electrones provenientes de la cadena
respiratoria, por lo que es e Ultimo aceptor electronico. Este fendmeno trgo consigo
una manera mas eficiente de obtener energia, aungue simultdneamente permitié la
generacion de productos parciales de reduccion del oxigeno conocidas como especies de
oxigeno reactivas (EOR). La produccion de EOR durante la respiracion obedece a la
presencia de proteinas mitocondriales con grupos prostéticos redox activos que son
capaces de ceder un electron a oxigeno molecular. Con la adicion de un éectrén a

oxigeno molecular se forma superdxido (‘O,), con dos peréxido de hidrogeno (H,O,),

con tres el radical hidroxilo (OH") y con cuatro se genera agua (Fig. 3).

Oxigeno  Superédxido Perdxido de
molecular hidrégeno Hidroxilo Agua

e e e e
O,=>> O = H,0,=> HO +HO*=pe 2H,0
2H* 2H*

Fig.3.- La reduccién parcial del oxigeno molecular genera EOR.

Las EOR son radicales libres que por tener un eectrén desapareado poseen la
habilidad de reducirse a sustraer electrones de otras moléculas y por consecuencia
oxidarlas. Asi, € estado energético celular expresado por la cantidad de ATP existente,
se encuentraligado ala generacion de EOR y consecuentemente al estado redox celular.
Ademas de la cadena respiratoria existen otras fuentes potenciales para la generacién de
EOR, las cuales se enlistan en latablalV.

Existen dos formas por las cuales & O, se vuelve més reactivo, ya sea ganando
un electron para producir superéxido o cambiando e spin de uno de sus electrones
desapareados, formando e singulete.

Comparado con otras moléculas electronicamente excitadas, e singulete tiene
una vida media relativamente larga, de aproximadamente 2useg en agua, y puede
reaccionar rapida y selectivamente en sitios de ata densidad electronica, como en
componentes organicos insaturados, generando peréxidos. El superdxido es altamente
solvatado en agua y debido a esto no puede atravesar e ambiente hidrofobico de las



TABLA 1V. Fuentes celulares de especies de oxigeno reactivas.

Cadena A través del desacomplamiento o fuga de electrones provenientes de los
respiratoria complejos I y 1 mitocondriales.
NADPH Enzimas localizadas en la membrana celular de leucocitos, microglia,endoteliales,

fibroblastos y células de kupffer. Producen especificamente superdzido, Existen 3

oxidasa (Nox) Nox y 2 enzimas Duox (oxidasas duales) en mamiferos,

Proteinas que especificamente producen oxido nitrico (NO). Algunos autores
Oxido nitrico proponen un papel regulatorio del NO sobre la cadena respiratoria al inhibir
sintasas (NOS) vanos de sus componentes. Existen 4 isoformas: neuronal (nNOS), endotclial
(eNOS), inducible (iNOS) ¥ mitocondrial (miNOS).

Oxida aminas biologicas potencialmente produciendo peréxido de hidrogeno

Monoaminooxidasa Se localiza en la membrana externa mitocondrial.

Enzima citosdlica que oxida a xantina ¢ hipoxantina a acido drico produciendo

Xantina oxidasa perdxido de hidrogeno,

Actua en la de fi-oxidacion de acidos grasos en ¢l peroxisoma gencrando
insaturaciones durante su degradacion, Produce perdxido de hidrogeno
al reoxidarse su grupo FAD, donando estos electrones al oxigeno.

Acido graso
acil-CoA oxidasa

Enzima peroxisomal que produce peroxido de hidrogeno al convertir ¢l dcido

Urato oxidasa Gdrico en alantoina. No esta presente en reptiles, aves y primates.

Glicerolfosfato Responsable de transferir los electrones provenientes de la oxidacion del
deshidrogenasa ghicerol-3 fosfato, via ubiquinona al complejo HE mitocondrial,

Dihidrolipoamida  Forma parte del complejo mitocondrial 2-oxoglutarato deshidrogenasa,
deshidrogenasa  Genera superxido.

De manera indirecta produce EOR al hidroxilar varios substratos como:
hormonas esteroides, agentes xenobidticos v en la sintesis de dcidos grasos
hidroxilados v epoxidados, Localizados en ¢l reticulo endoplasmico.

Familia del
Citocromo P450

Lipooxigenasas Generan peroxidacion de lipidos en estructuras membranales de la oélula.

Cataliza la conversion de ghicolato a glhioxalato y postenormente a oxalato,

Giicolato oxidasa Ambas reacciones generan perdxido de hidrogeno.
" : Convierte espermidina y espermina en 3-aminopropionaldehido produciendo

Poliamina oxidasa peroxido de hidrogeno.

Oanasag de. Estas generan EOR en varias vias metabolicas como:
funcnOp m"*ta‘ : -Sintesis de leucotirenos

~l)~:un|'nmc|.d_u.muh?n -Sintesis de plasmalégenos peroxisomales

'l""""d""'f"""" ovidasa -Sintesis de hormonas esteroides

-y p glutaril-CoA oxidasa -Conversion de escualeno a colesterol

-Oxidasa de acido pipecilico
~Inhidroxicolestanoil-CoA oxidasa
-Pristanoil Co-A oxidasa.

Oxalato oxidasa

membranas celulares, por |o que no esta asociado a la peroxidacion de lipidos. Aunque
su nombre indica que es una molécula fuertemente oxidante, el superéxido a pH
fisiolégico no lo es parala mayoria de las macromoléculas organicas. Sin embargo, no
es del todo inofensivo, ya que de é se derivan especies més oxidantes como €

peréxido, hidroperoxil y e peroxinitrito. Celularmente, el radical superdxido puede



generarse tras la auto-oxidacion de tioles, flavinas, quinonas, catecolaminasy en varias
reacciones celulares. Cabe destacar |a produccién de superdxido por laNADPH oxidasa
en neutrofilos, monocitos, macrofagos y eosindfilos durante la llamada explosién
respiratoria. Estas células atacan de manera oxidativa a agentes patdgenos produciendo
superdxido, perdxido, singulete, hidroxilo y acido hipocloroso. Se sabe que una
mutacién en € gen que codifica para Nox2 es causa en humanos de la enfermedad
inmunol 6gica conocida como granulomatosis crénica, que provoca hipersusceptibilidad
ainfecciones por microorganismos (Lambeth 2004). L os peréxidos poseen un enlace O-
O que es relativamente débil. Se clasifican propiamente en hidroperdxidos (ROOH) y
peréxidos (ROOR). Algunos autores han propuesto que por no tener carga € perdxido
de hidrégeno puede atravesar las membranas bioldgicas, mientras que algunos otros
comentan que lo hace a través de canales para € transporte de agua (Bienert 2007). A
partir del peréxido se produce e radica hidroxilo por la adicion de un electron
proveniente de F€' o Cu" en la reaccién "de Fenton™. Ya que € radical hidroxilo es
altamente reactivo hacia casi la totalidad de las moléculas orgéanicas, su tasa de difusion
es comparativamente menor a otras EOR. También se consideran dentro del grupo de
EOR & peroxinitrito (ONOO-) y & hipoclorito (OCI"). El primero se formaal reaccionar
superdxido con oxido nitrico (NO), posee una vida media y radio de difusion
considerables y es un oxidante muy fuerte de lipidos. El ion hipoclorito es producido
por la mieloperoxidasa durante la explosion respiratoria. Por ser altamente reactivas, las
EOR pueden reaccionar y por tanto oxidar a macromoléculas como lipidos, proteinas,
azucares y &cidos nucleicos, aterando su estructura y por ende su funcion. Acidos
grasos poli-insaturados que forman parte integral de fosfolipidos de membrana, pueden
ser atacados por las EOR iniciando reacciones de auto-oxidacion en cadena,
ocasionando alteraciones irreversibles que afectan la fluidez, permeabilidad y la
actividad de proteinas de membrana.

Los grupos funcionales de los 20 aminoacidos son blanco del atague oxidativo
por EOR, sin embargo, metioning, cisteina, tirosing, histidina, arginina, lisina'y prolina
son los mas susceptibles. La modificacion oxidativa en estos aminoéacidos puede generar
cambios estructurales que adteran la funcién proteica y/o que conllevan a su
degradacion. Los monosacaridos pueden oxidarse generando ceto-aldehidos e
indirectamente conducir a dafio proteico por generar grupos carbonilo. La oxidacion de

guanina en los &cidos nucleicos conduce a la formacion de 8-hidroxi-desoxiguanosina



(80OHdG) que a su vez genera mutaciones por sustitucion de guanina a timina y de
adenina a citosina. Ademas de 80OHdG se pueden crear otros productos de oxidacion de
nucledtidos, pero las consecuencias de su generacion aun se desconocen. Por dllo, €
evitar la exposicion de los écidos nucleicos a las EOR y procurar su reparacion
inmediata es de vital importancia para asegurar laintegridad del material genético.

4.- Sistemas antioxidantes.

Diversos organismos al ser expuestos a concentraciones de oxigeno del 50 al 100% mueren
de 3 a 7 dias. En humanos, existe e fendmeno conocido como efecto Paul Bert, donde
personas que practican buceo, respiran oxigeno a presiones elevadas, 1o cua provoca dafio
oxidativo en € sistema nervioso central, pulmones, y 0jos, Ilegando incluso en casos graves a
ocasionar la muerte. Para contender con el posible dafio oxidativo y regular finamente los
niveles de EOR, se desarrollaron los Ilamados sistemas antioxidantes, cuya funcién es reducir
directamente a las EOR 0 a las macromoléculas que han sido oxidadas. Los sistemas
antioxidantes se dividen a grandes rasgos en enziméticos y no-enziméticos. En latablaV se
enlistan estos sistemas.

Cabe destacar gque virtuamente todos los seres vivos poseen defensas antioxidantes. La
importancia de estos sistemas resulta crucial ya que incluso organismos anaerobios deben
contender con la exposicion, aungque transitoria, del oxigeno y sus derivados.

Asi, la presencia de oxigeno, la generacién de EOR vy |os sistemas anti oxidantes establecen
un balance redox dentro de la célula. Sin embargo, cuando la produccion de EOR aumenta o
disminuye la eficacia de |os mecani smos antioxidantes se promueve un estado conocido como
estrés oxidativo. Hace algunos afios se consideraba a las EOR como productos nocivos para
las funciones celulares, incluso en la actualidad aun sigue vigente la idea que propone que €
dafio oxidativo a las macromoléculas es acumulativo y promueve € envegjecimiento celular.
Sin embargo, multiples estudios han demostrado que las EOR participan en funciones
especificas, entre las que destacan el actuar como moléculas sefidizadoras, de defensa al ser
producidas por céulas fagociticas frente a agentes patégenos, en la diferenciacion a tgjido
cardiaco, durante la angiogénesis y como activadores de |la muerte celular.

Varios laboratorios, incluido € nuestro, han observado gue tras exponer células en cultivo
a varias concentraciones de EOR, se genera una respuesta dosis-dependiente. A dosis
crecientes las respuestas celulares son: proliferacion, quiescencia, senescencia, apoptosis y



necrosis. Al parecer, los organismos aerobios han sido capaces de explotar la capacidad

oxidante de las EOR como una manera para controlar diversos procesos celulares (Fig. 4).

Tabla V. Sistemas antioxidantes.
Antioxidantes enzimaticos

Dismutan dos moléculas de superdxido a perdxido de hidrogeno

Superoxido dismutasas (SOD) y oxigeno. Presentes en todos los organismos.
SOD1 Nucleo de CwZn. Homodimerica. Subcelularmente en el citosol y peroxisoma.
S0OD2 Nucleo de Mn, Tetramérica. En mitocondria.
SOD3 Nucleo de CwZn. Tetramérica. Se libera al espacio extracelular.
Hemoproteina tetramérica. Descompone perdxido de hidrogeno. Donador electronico,
Catalasa el mismo perdxido, metanol, etanol, nitritos, &cido formico y dcido ascorbico,

Generalmente en peroxisomas. En procariontes y eucariontes.
Peroxidasas Usan una amplia vanedad de donadores electronicos para reducir peréxidos,

Selenio en ¢l sitio activo, Glutatidn es ¢l donador electrdnico,

Glutation peroxidasas (Gpx) Actua sobre perdxido de hidrogeno y perdxidos orginicos.

De expresion constitutiva, citosdlica. Tetraménca. Trabaga en conjunto con la

Gpx1 fosfolipasa A2 para liberar dcidos grasos de membrana y reducirlos,
Gpx2 Expresada pnincipalmente en ¢l tracto gastointestinal, Citosélica, Tetraménca
Gox3 En plasmis. Extracelular, Teraménca, Puede utilizar ademds
P tnorredoxinia como donador de electrones.
Gpx4 Asociada a la membrana plasmitica. Monoménca. Reduce lipidos peroxidados
Gpx5 Expresada exclusivamente en ¢l epididimo.
Peroximedoxinas [k[?cpdicnlcs dc liorrcdoxinfz. .(‘ istci‘na cn su "_i"“ activo. Pcnix_ido ':}c.hidrégcno.
Prd peroxidos organicos y peroxinitnito como substratos. Se une a ciclofilina. Presente
(Prdx) €N Procanontes y Cucanontes.
Prdx1 Citosdlica y nuckear, Homodiménca,
Prdx2 Citosdlica y asociada a membrana. Homodiménica e in vitro oligomerniza.
Prdx3 Mitocondrial. Homodimérica e in vitro oligomeni za.
Prdx4 Citosol, aparato de Golgi y espacio extracelular, Homodimérica,
Prdx5 Mitocondrial, peroxisomal, citosol. Monomérica,
Prdx6 Citosolica. Homodiménca.
Otras peroxidasas
Cloroperoxidasa Usa los clectrones provenientes de Cloro, Yodo y Bromo.

Citocromo C peroxidasa  Utiliza citocromo C** y se encuentra en levaduras.
Ascorbato peroxidasa Acido ascorbico como donador electronico. Solo en plantas,

Emplea solo Yodo como dondor electronico, Contiene Se¢ en su sitio activo.
Localizada ¢n la troides, Presente también en plantas,

Yodoperoxidasa

Lactoperoxidasa Utiliza Zinc, Cloro y Bromo. En saliva y leche.

Mieloperoxidasa Participa en la explosion respiratoria de leucocitos y macrolagos.




Pequeiias proteinas de tipo oxidoreductasas con un grupo tiol, Actuan

Thioredoxinas reduciendo grupos tiol en proteinas. El mecanismo ¢s la ditioilacion.
Trx1 Citoslica y nuchear
Trx2 Mitocondrial
Pequeikas proteinas de tipo oxidoreductasas con un grupo tiol. Actian
Glutaredoxinas reduciendo grupos tiol en proteinas. El mecanismo es la monotioilacion
y ditioilacidn. Reducidas por glutation,
Grx1 Citosilica
Gn2 Niicleo y mitocondria. También puede ser reducida por TrxR.
Puesto que la mayoria de las peronidasas utilizan glutation o tioredoxina
snuman::ngomudm e R S RO TR e
& xidante que los sintetizan o regeneran a partir de sus formas oxidadas.
- y-glutamil cistein sintetasa  Ambas participan secuencinlmente en la sintesis de glutation, E
- GSH sintetasa mismo glutation pucde reducir al radical hidroxilo y singulete.
- Glutation Reductasa Reduce al glutation oxidado.
. . Sclenoproteinas homodiménicas que utilizan NADPH como donador
T::mmas clectrénico para reducir a las tioredoxinas. Presentes ¢n procanontes v
388 cucanontes,
TrxR1 Ciosilica
TrxR2 Mitocondrial
TGR Isoforma especifica de gonadas
Antioxidantes no-enzimdticos
a-tocoferol (Vitamina E) Inhibe la peronidacidn de lipidos
Acido ascorbico Es capaz de reducir al superdnido, perdnidos ¢ hidroxilo,
Carotenoides Protege del singulete generado por ln molécula de clorofila.
Coenzima Q Inhibe la oxidacion de lipidos de membrana,
Acido Grico Fs capaz de reducir al radacal hidroxilo, lipidos peroxidados v dcido

hipocloroso, producido por la micloperoxidasa en fagocitos,

Fig.4.- Balance redox celular
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5.- Las especies de oxigeno reactivasy la muerte celular.

La homeostasis durante €l desarrollo embrionario es finamente establecida por las
decisiones que toman las células de manera espacio-temporal. El grupo de investigacién
dirigido por el Dr. Luis Covarrubias esta interesado en determinar cuales son los factores
o0 seflales, anivel molecular, que desencadenan una respuesta celular en € contexto de la
morfogénesis durante € desarrollo embrionario. Particularmente aguellas que son
responsables de activar la maquinaria de muerte celular. El entender estos sistemas de
regulacion es de interés no solo para la ciencia basica, sino también la aplicada, al
comprender e origen de algunas enfermedades como son las del tipo neurodegenerativo,
autoinmunes o el cancer.

Uno de los factores que promueven la muerte celular es €l estado redox intracelular. Ya
gue las EOR reaccionan con todas las macromoléculas, se les consideraba inespecificasy
por tanto no aptas para funcionar como segundos mensajeros regulando un evento tan
coordinado a nivel molecular como |o es la apoptosis. Sin embargo, existen evidencias
concretas gue sostienen gue las EOR juegan un papel importante como activadores de
este proceso.

En sstemas de cultivo in vitro de diversos tipos celulares, las EOR adicionadas
directamente son capaces de promover una respuesta fenotipica y molecular de caracter
apoptotico, misma gue puede ser inhibida por la adicion de agentes antioxidantes.
(Hockenbery 1993). De manera andloga, los sistemas antioxidantes también evitan la
muerte celular provocada por otros estimulos, como la exposicién a rayos UV, radiacion
ionizante, doxorubicina y cisplatina, mismos que disparan la produccion intracelular de
EOR (Dwivedi 2007). Lo anterior evidencia a que estos estimulos utilizan a las EOR
como intermediarios para generar una respuesta apoptotica. Puesto que |os agentes antes
mencionados son estimulos fisicos 0 drogas, podria ser que no tuvieran relevancia
fisiologica, pero existen gemplos concretos donde sistemas celulares promueven un
aumento en los niveles enddgenos de EOR para generar apoptosis. Ta es € caso del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF«a) que a unirse a su receptor membrana (TNFR1),
activa e sistema extrinseco apoptético. Este aumento en EOR es posiblemente derivado
de la accién de lipooxigenasas y/o de la cadena respiratoria mitocondrial (Heller 1994), e
importantemente, los sistemas antioxidantes son capaces de evitar la muerte celular
sefidizada através de lavia de TNF a (Chang 1992; Schulze-Osthoff 1992).



El factor de crecimiento neural (NGF) es importante para promover la sobrevivencia de
cultivos neuronales y su falta conduce a la muerte celular. Uno de los fendmenos
moleculares que preceden a la muerte celular por la falta de NGF es un aumento
transitorio en la concentracion de EOR mismo que puede ser evitado por la adicion de
superdxido dismutasa, que promueve la sobrevivencia neuronal. (Greenlund 1995).

L os sistemas agentes antioxidantes son capaces de bloquear la muerte celular inducida
por compuestos como etopdsido, glucocorticoides o eiminacion de glutation. Sin
embargo, no en todas las situaciones ocurre, por g emplo en la muerte celular provocada
por FasL o staurosporina. (Ratan 1994). Ya que durante e proceso apoptético
potencial de membrana mitocondrial cae y como consecuencia €l transporte e ectrénico
se ve afectado, no seria sorprendente que estos eventos condujeran a un aumento col ateral
de las EOR. Por lo anterior y aunado a que en condiciones de bgjo oxigeno células
cultivadas aun pueden morir por apoptosis (Jacobson 1995; Muschel 1995), algunos
investigadores han considerado a las EOR como una consecuencia mas que como una
causa del proceso apoptdético. Sin embargo, esta version ha sido debatida por otros
grupos, puesto que se han demostrado gue alin en condiciones de baja concentracion de
oxigeno la produccién de EOR no se detiene, y por €@ hecho que los sistemas
antioxidantes protegen de diversos estimulos de muerte celular (Clanton 2007; Mollen
2007).

Un punto de vista mas conciliador es €l que sostiene que en ciertas Situaciones y en
ciertos tipos celulares las EOR pueden actuar como moléculas que s bien activan la
maquinaria de muerte, estrictamente no forman parte de este proceso.

De entre las proteinas que participan regulando la muerte celular, bcl-2 esla que mas ha
sido relacionada con el estrés oxidativo. La sobre-expresion de bcl-2 es capaz de inhibir
el aumento de EOR asociado a la muerte celular (Hockenbery 1993) y en consecuencia,
evitar la muerte celular (Kane 1993). Debido a su capacidad para asociarse con la
membrana externa mitocondrial, algunos investigadores han propuesto que bcl-2
participa protegiendo la integridad membranal a antagonizar a los sistemas pro-
apoptoticosy ala produccién de EOR.

Laregresion de la cola durante la metamorfosis de Rana rugosa ha sido durante muchos
anos un modelo de muerte celular programada. En este modelo, células musculares,
nerviosas, epiteliales, mesenquimaticas, y formadoras de cartilago entre otras, sufren de
muerte celular de manera masiva. Hanada en 1997 demostré que durante la regresion de



la cola, ocurre un aumento en la actividad de SOD y una disminucion en la catalasa,
situacién que presumiblemente podria ser responsable de generar 10s niveles aumentados
de perdxido de hidrégeno que se han reportaron durante este fendmeno (Hanada 1997).

En € laboratorio del Dr. Luis Covarrubias se han encontrado evidencias que apoyan la
participacion de las EOR durante la muerte celular, no solo en sistemas in vitro sino
también in vivo.

El B-mercaptoetanol (BME; HO-CH,-CH,-SH), es un componente indispensable para €l
mantenimiento in vitro de células ES. Al ser éste un agente reductor, se proponia que su
funcién protectora consistia en evitar la acumulacion intracelular de EOR. La Dra
Susana Castro observo que a retirar e fME del medio de cultivo, las células ES mueren
por apoptosis en las subsecuentes 48 hrs., y que correlaciona con un aumento en las EOR.
Sin embargo, € efecto protector del ME no puede ser igualado por la adicion de otros
agentes antioxidantes, bien sea porque € BME posee otra funcion ademés de la propuesta
0 que los antioxidantes adicionados no tienen la capacidad para suplir del todo lafuncién
del BME. Adicionalmente, también reportd que tanto la catalasa como la superdxido
dismutasa adicionadas exégenamente son capaces de promover la sobrevivencia de
células ES cuando son expuestas al écido retinoico (Castro-Obregon 1996).

Un recurrido modelo para € estudio para la muerte celular programada ha sido €
cultivo in vitro de estructuras embrionarias de ratén. En nuestro laboratorio se
establecieron cultivos organotipicos embrionarios para la extremidad (Salas-Vidal 1998),
el paladar (Cuervo 2002) y € corddn espina (Sanchez-Carbente 2005), modelos que
recapitulan la muerte celular de las regiones interdigitales, la linea mediay de neuronas
motoras, respectivamente. Utilizando € cultivo de extremidades, hemos reportado que la
adicion de antioxidantes exdgenos tales como fenol, e DMSO (Salas-Vida 1998) y
EUK-134, una molécula sintética que posee actividad tanto de superdxido dismutasa
como de catalasa (Schnabel 2006), promueven la sobrevivencia celular en las regiones
interdigitales. Asi también, el EUK-134 evita la muerte de motoneuronas en cultivos del
corddn espinal (Sanchez-Carbente 2005).

Por otra parte, se detectd la expresion de las tres superdxido dismutasas (SOD1, SOD2 y
ODJ), catdasa y glutation peroxidasas en la extremidad en desarrollo, que
interesantemente disminuyen su expresion en las regiones interdigitales, justo cuando
ocurre un aumento drastico en la concentracion de EOR (Schnabel 2006). El écido

retinoico, la forma oxidada de la vitamina A, es € ligando para varios receptores



nucleares que promueven la transcripcion de genes involucrados en varios procesos
morfogenéticos. Cuando se adiciona exégenamente a cultivos de extremidad, se genera
un aumento de muerte celular en las regiones mas distales del digito e interdigito, que
esta asociada a un aumento de EOR asi como a una disminucion en la actividad de
peroxidasa (ver anexo 1). El mercaptosucinato, un inhibidor especifico para las glutation
peroxidasas, genera un aumento de la muerte celular principalmente en la punta de los
digitos. Dentro de la familia de las glutatién peroxidasas solo la isoforma de lipidos
(Gpx4) se expresa en la extremidad en desarrollo, por o que se plantea que juega un
papel importante para el control de lamuerte celular en esta estructura (Schnabel 2006).
El Dr. Salas reporté por primera vez la presencia de EOR durante € desarrollo
embrionario del ratén (Salas-Vidal 1998). Utilizando anaranjado de acridina para develar
muerte celular y MTT o DCF-DA para estrés oxidativo, observo que varias regiones
embrionarias presentan un sobrelape en estos patrones. En estas zonas se encuentran las
regiones interdigitales (12.5 dpc), las crestas y lalinea de fusion durante la formacion del
paladar (14.5 dpc), la retina (10.5 dpc), en la linea de fusién para la formacién del
esternon (13 dpc), la vesicula 6tica (que dard origen a oido; 9.5 dpc), la zona de unién
entre & epitelio neural y & de superficie (8.5 dpc), € surco entre € proceso nasal lateral y
el primer arco branquial (10.5 dpc), los foliculos de las vibrisas (13.5 dpc) y la punta de
la cola (14.5 dpc). Solo en los pliegues neurales y los arcos branquiales existe muerte
celular sin un aparente aumento en EOR. Al igual que con otras regiones embrionarias,
en € cordon espina en desarrollo existe una relacion positiva entre la presencia de EOR
y muerte celular, pareciendo estar influenciada por la presencia de enzimas antioxidantes
como las SOD1, SOD2, catalasa y Gpx4. En este modelo la muerte que obedece a un
aumento en EOR es tanto dependiente como independiente de caspasas (Sanchez-
Carbente 2005).
La evidencia experimental generada en nuestro grupo apoya la nocién de que la
produccion de EOR forma parte normal del desarrollo embrionario permitiendo la
activacion de la maguinaria de muerte celular. En consecuencia, e regular tanto la
produccion como la degradaciéon de los productos parciales de reduccion del oxigeno
resulta vital para establecer la homeostasis celular. Consecuentemente surge la pregunta:
¢como es que aumentan los niveles de EOR in vivo? Existen a menos tres posibilidades,

la primera es que se genere un aumento en las actividades productoras de EOR, la



segunda es que haya una disminucion de los sistemas antioxidantes o bien que ambas

ocurran simultdneamente.

6.- La catalasay su participacion en lamuerte celular programada.

La catalasa es una proteina compuesta por cuatro subunidades iguales de 60
KDa, donde cada subunidad posee un grupo hemo unido a sitio activo (Fita 1985).
Esta enzima cataliza |a descomposicién de perdxido de hidrogeno en agua a través de
dos diferentes mecanismos: € modo catalitico y € peroxidativo. En modo catalitico
toma dos molécul as de perdxido, una cede el ectrones oxidandose a oxigeno molecular
mientras que la otra gana electrones reduciéndose a agua. En e modo peroxidativo
utiliza varios metabolitos como donadores electronicos para la reduccion de H,O,
tales como etanol, metanol, acido férmico y nitritos. La catalasa es una de las enzimas
mas eficientes que existen en la naturaleza con una Km de 10-25 mM, siendo
virtualmente insaturable bajo condiciones fisioldgicas (Deisseroth 1970). Ya que ©
H,O, es capaz de inactivar alas SODs mientras que el superdxido hace lo mismo con
la catalasa, se ha propuesto que estas enzimas son mutuamente protectivas (Pigeol et
1990). La catalasa se localiza principa mente en peroxisomas pero se ha encontrado
en mitocondrias de tejido cardiaco (Radi 1991), en e espacio extracelular del
oviducto (Lapointe 1998), y en e citosol de eritrocitos (Nagababu 2003). Su
distribucion, sumada a la aparente falta de sefiales consenso para € importe hacia
mitocondria 0 secrecion, sugiere que podria existir mas de un gen para catalasa, como
lo reporta Dickerman en 1968. Sin embargo, con lainformacidn obtenida a partir dela
secuenciacion del genoma ddl ratén, es posible ratificar que solo existe un gen para
esta enzima, llamado cas-1, e cua se localiza en e cromosoma 2 (Reimer 1994). A
nivel de regulacion génica, existen dos locus, Cel y Ce2, capaces de controlar la
actividad enzimatica de la catalasa en higado y rifion respectivamente (Grieshaber
1975; Hoffman 1974). Adicionalmente, existen varias proteinas capaces de unirse ala
region 3" no traducida del mensajero de la catalasa, que presumiblemente participan
controlando su tasa de traduccion (Reimer 1996). En mamiferos, la catalasa se
expresa de manera congtitutiva durante la vida adulta, aunque sus niveles pueden
variar significativamente de érgano a 6rgano, encontrandose en higado los niveles
mas altos aunque también figuran € rifién, pulmén y eritrocitos (Percy 1984). Para
comprender s la catalasa regula los nivedes de EOR durante € desarrollo



embrionario, es importante establecer su presenciay los niveles de expresiéon durante
este periodo. Desaf ortunadamente, existen pocos estudios a respecto. Sin embargo, se
ha documentado la presencia del mensgjero de la catalasa en higado de ratén a partir
de dia 8 de gestacién e cual aumenta hasta €l dia 18, aungue los niveles de actividad
en este periodo son relativamente bajos. No es sino hasta después del nacimiento
donde ocurre un aumento drastico en la actividad enzimética, misma que se asocia
con la vida aerobia del ratdn (el-Hage 1990). Otra manera de evaluar € papel de la
catalasa como modulador de EOR durante e desarrollo embrionario se deriva de
estudios de pérdida asi como de ganancia de funcion. En @ ser humano existe una
enfermedad asociada alafata de catalasa, la acatalasemia. Los primeros casos de esta
padecimiento fueron reportados en Suiza y Japon desde los afios setentas (Hirono
1995). L as personas que sufren de esta enfermedad desarrollan ulceraciones oraesyy,
en casos Mas severos, gangrena aveolar y pérdidas dentales. Hoy dia se reconoce que
Nno es estrictamente acatalasemia sino gque tienen disminuidos los niveles de actividad
enzimética. También se han aidado cepas de ratones hipoacatal asémicos cuya niveles
de catalasa varian dependiendo ddl tgjido (Ogata 1991). La cepa de ratén mas afectada
esla Csl® que a pesar de poseer actividades de catalasadel 1, 20 y 85% en eritrocitos,
rifidn e higado respectivamente en relacion a ratones normales, no presentan algun
fenotipo observable. En la mosca de la fruta se han aidado alelos reamente
acatalasémicos que manifiestan debilidad y letalidad dias después de haber
eclosionado de la pupa (Griswold 1993). Desafortunadamente, en estos estudios no es
posible revelar su papel durante e desarrollo embrionario temprano debido alo que se
conoce como herencia materna, donde e embrién obtiene ARN mensgjeros de la
madre, de los que se derivan proteinas, entre ellos la catal asa.

Aunado a lo anterior y de manera importante la catalasa ha demostrado
proteger de muerte celular generada por varios agentes que promueven dafio al ADN
(Bai 2003; Hiraku 1996), por radiacion UVA/B (Bertling 1996; Rezvani 2008;
Rezvani 2006), S-nitrocisteina (Bonfoco 1995), dietilmaleato (Li, P. F. 1997), cadmio
(Oh 2006), ceramida (Iwa 2003; Kannan 2004), menadiona (Starke 1985; Starke
1985), dexametasona (Tome 2003), hiperglicemia y angiostencina Il (Brezniceanu
2007), por xantina/xantina oxidasa (Li, P. F. 1997; Rubin 1984), glucosa/glucosa
oxidasa (Starke 1985), lipoproteina de bagja densidad oxidada (Lin 2004), niveles
téxicos de dopamina (Luo 1998), por la activacion al receptor de Fas (Kasahara



1997), TRAIL (Perez-Cruz 2007), TGF-S1 (ISam 1997) y en un modelo transgénico
para la diabetes en ratén, la sobreexpresion de catalasa protege a las células renales
tubulares de apoptosis (Brezniceanu 2008). Se ha reportado la presencia de perdxido
de hidrogeno en € fluido del blastocele que parece mediar la muerte de células de la
masa interna del blastocisto, ya que al adicionar catalasa se evita su eliminacion
(Gramzinski 1990). Los datos anteriores demuestran que € perdxido de hidrégeno
genera una respuesta apoptotica en varios sistemas celulares, y gque la catalasa siendo
una de las enzimas que participan en su catabolismo evita esta muerte celular. Como
se planteo antes, una posible causa del aumento en EOR observado durante €
desarrollo embrionario es la regulacion negativa de los sistemas antioxidantes, por o
gue la catalasa pudiera jugar un papel preponderante sea a través de promover la
sobrevivencia celular cuando esta presente o la muerte celular debido a su ausencia.



JUSTIFICACION.

Aun cuando existen numerosas evidencias in vitro que demuestran que las
EOR son capaces de activar la maguinaria de muerte celular, hace fata redizar
estudios in vivo para demostrar que efectivamente ocurre de manera fisioldgica. Los
resultados obtenidos en nuestro laboratorio sugieren que e aumento de EOR
observado durante e desarrollo embrionario pudiera regular de manera positiva a la
muerte celular programada. Debido a esto, es que la presencia o ausencia de los
sistemas antioxidantes pudieran ser importantes al promover bien seala sobrevivencia
o la muerte celular. Especificamente este proyecto contempla, la modificacion de la
expresion genética de la catalasa como medio para modular los niveles de EOR tanto
in vitro como in vivo, analizando su repercusion en la muerte celular programada,
particularmente durante el desarrollo embrionario. Fueron varias las razones por las
cuales utilizamos a la catalasa como blanco de nuestro estudio. Primeramente debido
al carédcter congtitutivo de esta enzima, puesto que a la fecha del establecimiento de
este proyecto se reporta su expresion en todos los tgjidos analizados, exceptuando el
pancreas (Lenzen 1996). En segundo lugar, la catalasa posee una €ficiencia de
degradacion de sustrato en € rango milimolar, una de las mas altas encontradas en la
naturaleza, demostrando actuar a concentraciones atas de perdxido, Situacion
propuesta cuando se genera estrés oxidativo. Y a que durante la muerte celular se han
reportado niveles elevados de EOR, la catalasa podria contender més eficientemente
gue otras enzimas antioxidantes a actuar de modo catalitico. Adicionalmente, como
se ha expuesto anteriormente, la catalasa ha demostrado proteger de varios estimulos
gue promueven la muerte celular. Puesto que uno de los objetivos de ese trabgjo era
realizar estudios de pérdida de funcién, fue importante & disminuir en lo posible €
efecto de redundancia funcional por otras enzimas relacionadas, resultando ser la
catalasa una buena opcidn ya que en mamiferos solo existe un gen para esta enzima
(Reimer 1994). Asi, @ eiminar y/o aumentar los niveles enziméticos de catalasa
permitird entender la participacion de esta enzima en la degradacion del peréxido de
hidrégeno tanto in vivo como in vitro y consecuentemente, en procesos celulares
como la muerte celular. Adicionalmente, los resultados podrian contribuir a esclarecer

algunos aspectos de enfermedades donde se ha involucrado ala catalasa.



HIPOTESIS.

La pérdida de funcion de la catalasa conducird a un estado pro-oxidante
predisponiendo a las células a morir por apoptosis y por € contrario, su sobre-
expresion disminuira los niveles de perdxido de hidrogeno confiriendo resistencia a
agentes que promuevan la muerte celular mediada por EOR.

OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.
Modificar la expresion genética de la catalasa como medio para modular 10s
niveles de EOR tanto in vitro como in vivo, analizando su repercusion en la muerte

celular programada.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Determinar €l patrén de expresion de la catalasa durante el desarrollo embrionario
del raton.

2.- Generar una cepa de ratones mutantes nulos para catalasa con € fin de establecer
S esta enzima es importante para e desarrollo embrionario, asi como para regular 10s
niveles de EOR y por ende lamuerte celular programada.

3.- Generar un ratdn transgénico que posea niveles elevados de catalasa de manera
congtitutiva para poder disminuir los niveles de EOR durante e desarrollo
embrionario y observar su efecto sobre la muerte celular programada.

4.- Aumentar los niveles enziméticos de catalasa en las células ES, andizando su
efecto en cultivos bajo condiciones que promuevan la muerte celular.



RESULTADOS.

1.- El patréon del ARNm de la catalasa se restringe a zonas especificas durante €
desarrollo embrionario.

Para determinar de manera general la presencia del transcrito de la catalasa
durante e desarrollo embrionario del ratén, realizamos estudios de RT-PCR en €
periodo de 8.5 a 15.5 dpc. Comenzamos a partir del dia 8 dpc por las complicaciones
metodolbgicas que involucra la cantidad de muestra sin contaminacion de tegjido
materno en estadios mas tempranos y hasta € dia 15 dpc, puesto que ya existen reportes
de expresion en etapas posteriores. EI ARNm de la catalasa esta presente en todos los
estadios analizados, aungue sus niveles disminuyen ligeramente conforme avanza €l
desarrollo embrionario hasta 14.5 dpc, y aumentan drasticamente en 15.5 dpc (Fig. 5A).
Con d fin de establecer s existe expreson de otras enzimas antioxidantes en los
estadios embrionarios antes mencionados, se llevaron a cabo estudios de RT-PCR para
las tres SODs. Si bien, los ARNm de SOD1, SOD2 y SOD3 estan presentes en 1os
estadios analizados, € correspondiente a SOD3 fue Unico en variar cuantitativamente,

disminuyendo su expresiéon alos 10.5 dpc (Fig. 5A).
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Figura 5.- Deteccion del ARNm de la catalasa, SODI, SOD2 y SOD3 durante la
embriogénesis del raton. RT-PCR semi-cuantitativo de  las  diferentes  enzimas
antioxidantes utilizando: A) embriones enteros de estadios de 8.5, 9.5, 10.5, 11.5, 12.5,
13.5, 14.5, 15.5 dpc v B) extremidades anteriores de las etapas S8, S9, S10-11. Se tomaron
muestras a los 20, 25 y 30 ciclos de amplif cacién para poder observar la fase exponencial,

H: Higado, -: Control negativo.



Considerando la importancia de la extremidad como modelo de estudio de
muerte celular programada en nuestro laboratorio, se llevaron acabo estudios de RT-
PCR para las diferentes enzimas antioxidantes en los estadios de S8 a Sl11, que
corresponden a las etapas de 11.5-13.5 dpc. Dichos estadios comprenden etapas
importantes de formacion de la extremidad, como son la diferenciacion entre las zonas
digitales e interdigitales, la identidad e individualizacion de las falanges tanto por
muerte celular como por crecimiento (Salas-Vidal et a 1999). EI ARNm de catalasa se
expresa en todos los estadios analizados de la extremidad, siendo més abundante en
consideracién con € embridn entero en su respectiva etapa del desarrollo. Al igual que
en |os estudios de embriones enteros, |os transcritos para SOD1 y SOD2 estan presentes
sin variar significativamente. Sin embargo, € transcrito para SOD3 no se expresa en S8,
aparece en SO y disminuye en S10 y S11. Cabe destacar que los niveles de las SODs en
la extremidad no estédn enriquecidos comparado con los estudios en embriones enteros
(Fig. 5B). Una vez establecida la presencia del mensgjero de la catalasa durante el
desarrollo embrionario, decidimos determinar los lugares de expresion por medio de
estudios de hibridacion in situ en embriones enteros y en la extremidad en desarrollo.
Inicialmente se introdujo un fragmento de 609 pb perteneciente al ADNCc de la catalasa
en el vector pKSbluescript. Este vector permitio redizar la transcripcion in vitro del
fragmento clonado para producir un ARN complementario a ADNc de la catadasa
(antisentido) y marcado con digoxigenina. Un fragmento que posee la misma
orientacion del ADNc de la catalasa e igualmente marcado con digoxigenina (fragmento
sentido), fue utilizado como control negativo de la hibridacion in situ. Para corroborar
la especificidad de las sondas empleadas, se ensayaron en fragmentos de higado adulto,
organo donde la catalasa se expresa abundantemente. Solo la sonda antisentido generd
una sefial de expresion, demostrando asi que puede ser utilizada para los estudios de
hibridacion in situ (Fig. 6A). Fue posible observar expresion en lalinea media de fusion
del paladar en estadio 14 dpc y en tgjido pulmonar de 16.5 dpc (Fig. 6B-C). Debido ala
poca difusibilidad de la sonda en d tgjido de embriones tardios, solo fue posible redlizar
este andlisis en etapas de hasta 10.5 dpc. Asi, encontramos expresion del transcrito de la
catalasaen e epiblasto alos 7 dpc, zona de la cua se desarrollara el embrion (Fig. 6D).
En estadios de 8.5 y 9.5 dpc su localizacion es congtitutivay en € estadio de 10.5 dpc,
se encuentra enriquecido en la zona cefdlica, € primordio de las extremidades, € primer
arco branquia y e espacio entre somitas (Fig. 6E-G). Con € fin de determinar s la

presencia del ARNm observada por RT-PCR e hibridacion in situ corresponde a la
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Figura 6.- Expresion del transcrito y actividad de la catalasa durante el desarrollo
embrionario del ratén. Hibridacion in situ para catalasa en: A) fragmentos de higado
adulto, B) paladar embrionario de 14 dpe, C) pulmén de 16 dpe, D-E) embriones de 7-
10.5 dpe. Los embriones de la izquierda se trataron con la sonda sentido v los de la
derecha con la antisentido. H) Gel de actividad para la catalasa en los estadios
marcados. H= Higado adulto.

presencia de la proteina, se realizaron geles de actividad especificos para catalasa[1] en
estadios embrionarios 9.5-13.5 dpc (Fig. 6H). Los resultados indican que existe
actividad de catalasa en todas |as muestras analizadas, y que esta actividad se enriquece
conforme avanza €l desarrollo embrionario. Cabe mencionar que la falta de definicién
de la banda de catalasa en estos geles puede deberse a posibles modificaciones post-
traduccionales en la proteina [2] y/o a que este tipo de geles se realizan en condiciones
no desnaturalizantes.

Empleando hibridacion in situ en la extremidad en desarrollo del ratén,
observamos que € ARNmM de la catalasa esta presente de manera constitutiva en
estadios tempranos, restringiéndose mas tarde a la zona interdigital, justo antes de que
ocurrala muerte celular (Fig. 7A). En € estadio S10, esta enriquecido en la region mas
dista del digito, mientras que se encuentra ausente en la zona interdigital justo donde
aparece la muerte celular. En e estadio S11, se encuentra delimitando la region del
digito y e interdigito. Realizando un sobrelape de los patones de muerte celular y de la
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Figura 7.- Presencia de la catalasa en la extremidad en desarrollo. A) Expresion del
ARN mensajero de la catalasa por hibridacion in site en estadios de S8-S12 en
extremidades embrionarias de ratén. B) Acercamiento de extremidades en S10 y S11
donde se observa la falta del ARNm de la catalasa en las regiones mds distales. C)
Sobrelape de los patrones de muerte celular y del mensajero de la catalassa. D)
Actividad de catalasa en extractos de extremidades de los estadios sefhalados.

expresion del ARNm de la catalasa observamos que son mutuamente excluyentes (Fig.
7C). Los estudios de hibridacion in situ fueron apoyados observando la actividad
enzimatica en extractos de extremidades. La actividad esta presente en todos los
estadios analizados, particularmente enriquecida en la etapa S8, donde también se

observala sefial méasintensa por hibridacion in situ (Fig. 7D).
2.- Generacion de un ratén deficiente en catalasa.

L os resultados anteriores sugieren que la catalasa pudiera participar delimitando
la produccion de estrés oxidativo y por consecuencia la muerte celular programada
durante e desarrollo embrionario. Para probar esta hipétesis nos dimos a la tarea de
eliminar e gen codificante para esta enzima en raton. LIevamos a cabo lo que se conoce
como “gene targeting”, donde utilizando recombinacion homodloga en células ES,

sustituimos un fragmento de la region gendmica de la catalasa por € cassete de



seleccion “PGKNeoloxPA” . Este cassete contiene a gen que confiere resistencia a
geneticina (neo’) bgo la direccion del promotor del gen de la fosfoglicerato kinasa
(PGK), aunado a una sefid de poliadenilacion en laregion 3°. La geneticina (G418) es
un antibiético aminoglicésido similar a la gentamicina B1 y que bloquea la sintesis
proteica a inhibir la etapa de elongacion tanto en células procariontes como
eucariontes. El gen neo’ codifica para la enzima aminoglicésido 3-fosfotransferasa,
capaz de cortar a la geneticina, impidiendo asi su efecto sobre la traduccién y por lo
tanto sirve para seleccionar aquellas células que han integrado € gen. Aunado a lo
anterior, el cassete posee secuencias flanqueantes loxP, que son sitio de reconocimiento
paralarecombinasa Cre, permitiendo asi laexpulsion del cassete del genoma.

El segmento del locus gendmico de la catalasa que se elimind es un fragmento de 6.2
Kb, que contiene alos exones 4, 5, 6 y parte del 7. En esta region estén codificadas las
a-hélices 3-7 y las B-plegadas 2-6, y ademés contiene uno de los tres aminoécidos

importantes para la conformacién del sitio activo (Fig. 8).
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Figura 8.- La estructura primaria y
terciaria de la catalasa. A) Sccuencia
aminoacidica para la catalasa donde se
seialan las a-helices 1-13 (recuadros
amarillos), las  [-plegadas 1-9
(recuadros azules), asi como los tres
A aminodcidos  importantes  en la
=7 conformacién del sitio activo (recuadros
rojos). La zona marcada en gnis e¢s
aquella que se elimina por la mutacion y
que va de Tyr9d a Phe226. B) Modelo
tridimensional de un mondmero de la
catalasa tomado de Fita en 1985, donde
se sefala en azul los dominios que no
estin presentes ¢n la mutante




El primer paso para redlizar este objetivo fue la construccion de un vector de
recombinacion homologa (ver material y métodos pg. 68; Fig. 9A) que posteriormente
fue introducido por electroporacion en células ES. 24 horas més tarde comenzo la
seleccion de aquéllas células que incorporaron la construccién molecular por su
resistencia a geneticina, manteniéndose asi e cultivo por 15 dias hasta la formacion de
colonias. 500 colonias fueron analizadas por Southern-blot empleando sondas
especificas para ambos lados del locus geondmico de la catalasa. Se identificaron tres
clonas (BH1, BH10 y DG3) que resultaron positivas para €l evento de recombinacion

tanto del extremo 5 como del 3" (Fig. 9B).
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Figura 9.- Estrategia v resultados de “gen targeting” para la catalasa en células ES.
Ad BEsquema de la region gendmica de la catalasa mostrando la estragia para eliminar
6.2 Kb, que abarca los exones 4, 5, 6 v pane del 7. El vector de recombinacidn pozes un
brazo de homologia 5° de 3.5 Kb y un brazo 3° de 3.3 Kbh. Entre los brazos de
homologia se colocd un cassete de selection que conf Bre resisténcia a gentamicina. B)
Andlisis de Seurhern Bloi empleando la sonda | v diginendo ¢l ADN gendmico con la
cnzima de restriccidn EcoRV, obienicndo una banda silvestre de 8.5Kb ¥ ofira de 10,2
Kb cuando s¢ llevd a cabo el evento de recombinacidn. Para el lado 37 se diginid el
ADN gendmico con la enzima Mindilf hibriddndose con la sonda 2 v generando una
bancla silvesire de 8.BKb o de 6.6 Kb cuando ez mutante. Cabe destacar que cuando se
resiliza pen rarpeting en célwlas ES, solo una copia del gen se recombina, gencrando asi
células heterdeigas para la mutacidn.



Y a que algunos investigadores han observado que la pluripotencialidad de las
células ES, medida por su capacidad para generar un alto grado de quimerismo en
ratones, esta asociada a un porcentaje bajo de aneuploidias, se determiné el cariotipo de
las tres clonas aidladas. Células de la colonia BH1 con un 89 % de cariotipos normales
se inyectaron a blastocistos de ratones de la cepa C57. 4 quimeras resultantes de esta
transferencia se cruzaron con ratones C57 para buscar la segregacion del gen mutante
(Fig. 10).
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Figura 10.- Estrategia para la produccion de un raton nulo en la catalasa. A)
Células ES heterdcigas para la mutacion en el gen de catalasa estin en un fondo
genético de la cepa de ratones cafés 129, Estas ¢élulas fueron transferidas a blastocistos
de la cepa de ratones negros C57, para mas tarde ser inyectados a hembras
pseudoprenadas. De estos blastocistos, nacieron 4 ratones quiménicos que s¢ Cruzaron
con ratones C57. Si las células ES Cat™ dicron origen a la linea germinal en las
quimeras, entonces la mitad de los ratones cafés que nazcan serin heterdcigos,
Finalmente se cruzan los ratones heterdeigos entre si para obtener los homaocigos. B)
Southern blot para el extremo 57 empleando la sonda | y realizando con ADN
proveniente de una camada, cruza de ratones heterdeigos. Se observa que ratones doble
mutantes nacen en el radio mendeliano esperado. C) Actividad de catalasa y peroxidasa
en extractos de tejidos provenientes de ratones silvestres y ratones homdécigos.

Asi, se obtuvo un ratén heterécigo parala mutacion en el gen de catalasa, amplificando
su poblacion bajo un fondo genético de la cepa C57. Mas tarde, aquellos heterdcigos



fueron cruzados entre si para obtener ratones homocigos (cas’). De estas cruzas se
determind que ratones homécigos para la mutacion son viables, dado que nacen en la
proporcion mendeliana correcta 1:2:1 (Fig. 10B). Al analizar algunos tejidos de ratones
homaocigos comprobamos que la mutacién fue efectiva al no observar actividad alguna
en geles para catalasa (Fig. 10C). En un andlisis preliminar, encontramos gue no hay un
aumento significativo en la actividad de peroxidasa en varios tejidos del ratén cas’, 1o
cua disminuye la posbilidad de que estas enzimas pudieran subsanar la fata de
catalasa (Fig. 10C).

El fenotipo y € alcance de vida de los ratones cas”, aparentemente son
normales. Aun cuando hacen falta repeticiones para corroborar algunas observaciones
realizadas en ratones homacigos, es conveniente mencionarlas paratenerlas en cuenta al
tratar de explicar la asociacion entre la falta de catalasa y € fenotipo resultante. Se
observaron algunos individuos presentando lesiones en todo e cuerpo, debilidad
muscular y actividad fisica disminuida. A nivel celular, se redlizaron cortes semifinos
de tgjido hepédtico, donde aparentemente existe un aumento en el nimero celular sin que
haya un incremento en e tamafio del 6rgano (dato no mostrado). Por lo que podemos
concluir que la catalasa no es necesaria para que e desarrollo embrionario del ratén se
lleve a cabo de manera normal y que su fata no afecta la vida adulta de manera
importante, por lo menos bajo condiciones de mantenimiento estandar.

3.- Produccion de un raton transgénico para catalasa.

Aunado a la pérdida de funcion, realizamos estudios de ganancia de funcion de
catalasa como una segunda alternativa para poder modificar € estado redox celular.
Como se menciond anteriormente, existen evidencias en la literatura que demuestran
gue la catadlasa es capaz de evitar o disminuir la muerte celular en varios model os,
presumiblemente a través de suprimir la generacion de EOR. El ratén cas” tiene la
desventaja que solo en los lugares de expresion de catal asa es donde pudiera observarse
un efecto en la concentracion de EOR, sin embargo un ratdn que sobre-exprese catalasa
en todos los tgjidos pudiera tener un efecto mas drastico y generalizado. Para esto
creamos dos vectores de sobre-expresion para esta enzima, utilizando un promotor
hibrido de naturaleza congtitutiva, e citomegalovirus/$-actina de pollo (CMV/CBA),

mismo que se empled en la realizacion ddl raton verde fluorescente [3]. Este promotor



dirige la transcripcion del ADNc de la catalasa humana seguida por una sefid de

poliadenilacién proveniente de la hormona de crecimiento bovino (pCat™; Fig. 11A).

Figura 11.- Produccién de un ratén A :
transgénico para la catalasa. A) Dos PCat’ wef CMVICBA | BCAT' | bpA o
construcciones se emplearon para sobre-

expresar la catalasa, una codif ta parala  pCat® s CMV/CBA | hCAT® | bpA }om
forma silvestre y peroxisomal (pCat?), y
la otra ¢s citosélica al no poseer la seial

de importe al peroxisoma (pCat®). B)
Gel de actividad para catalasa de
extractos de células 293T transformadas
transitoriamente con los vectores de
sobre-expresion. Control= vector vacio.
C) Actividad de catalasa en varios
tejidos del raton transgénico. S=
silvestre, Tg= transgénico.

Sangre (Cerebroy Higado PulménCorazon; Lengua; Bazo | Rifién ; Colon ; Utero

“KANL” es una secuencia consenso que posee la catalasa humana en la region
carboxilo terminal, siendo suficiente y necesaria para su ubicacion en e peroxisoma.
Cuando esta sefld no esta presente € sistema de transporte a peroxisoma no la
reconoce y consecuentemente se localiza en el citosol [4]. Ya que una isoforma
citosdlica pudiera ser mas eficiente en degradar a peréxido de hidroégeno proveniente
de otras fuentes que no sean e peroxisoma, es que &iminamos por PCR mutagénico la
secuencia "KANL™ en el ADNCc de la catalasa para la generacién del ratdn transgénico
(pCat®; Fig. 11A). Ambas construcciones fueron introducidas por transfeccion
transitoria a células 293T (linea celular proveniente de cultivos de rifibn humano
embrionario), para después anadizar la expresién de catalasa utilizando geles de
actividad (Fig. 11B). La unidad de transgénesis de la Universidad de Georgia, en
Estados Unidos, fue responsable de microinyectar la construccion pCat® a embriones de
raton. Esta unidad reportd que tras varios intentos solo pudo generar un solo raton
transgénico. Después de corroborar €l genotipo y amplificar su poblacion realizando

cruzas en la cepa C57, fue posible observar |a actividad enzimética de catalasa en varios



tgidos (Fig. 11C). De estos, € corazon fue € Gnico 6rgano que presentd un aumento
significativo mientras que los niveles en cerebro e higado solo se incrementaron

ligeramente.
4.- Sobre-expresion de enzimas antioxidantes en célulasES.

Con d fin de determinar s catalasa es capaz de proteger a células ES de
estimulos que generen muerte celular, decidimos construir vectores moleculares
adecuados para la seleccion de clonas de células ES gue sobre-expresen a esta enzima.
Inicialmente, se introdujo el cassete PGKNeoloxPA a los vectores pCat” y pCat®, que a
su vez se incorporaron a células ES mediante el ectroporacion, para finalmente proceder
a su cultivo en presencia de geneticina durante 15 dias (Fig. 12A). De 60 colonias que
fueron analizadas individualmente en geles de actividad para catalasa, se seleccionaron
tres por cada construccién que contenian los niveles mas atos para redizar los

experimentos posteriores (Fig. 12B).

A {CMVICEAT hCat’| bpA [ PGK | Neo | bpAl pCat-Neo

{CMV/CBA | hCat* | bpA || PGK | Neo | bpAl- pCat-Neo

Fipura 12.- Sobre-expresion de catalasa en células ES. A) A los vectores pCat® y
pCATS les fue incorporado un cassete que confiere resistencia a geneticina para la
seleccion de colonias ES transfectadas de manera estable. B) 60 colonias fueron
amplificadas y analizadas por su contenido en catalasa por medio de geles de
actividad (la figura solo muestra 10 lineas de cada isoforma). De estas se
sgleccionaron 3 para cada vector que prezentaron loz niveles mdbds elevados de
colalasa (en los geles s¢ seialan con asteriscos), ) Localizacion de colalasa por
inmunocitogquimica (sefal verde, Cat) células BES silvestres v en aguellas que sobre-
expresan catalasa por microscopia confocal. Los nicleos fueron tefidos con voduro
de propidio (sefial roja, IP). Barra = 10pm. S= silvestre.



Cabe mencionar que un 50 % de | as colonias analizadas fueron resi stentes a geneticina
pero no sobre-expresaron catalasa. Los resultados de sobre-expresion fueron
corroborados por inmunocitoguimica en las diferentes clonas, utilizando un anticuerpo
especifico para la catalasa (Fig. 12C). En la imagen se observa un patrén punteado en
las células ES silvestres, debido presumiblemente a la localizacion peroxisomal de esta
enzima, mientras que aquellas transformadas con las construcciones, € patrén es
aparentemente citosdlico, incluso para pCat”, en donde se esperaba un patrén
peroxisomal. Lo anterior puede obedecer a una saturacion en € sistema de transporte a
peroxisoma debido a la alta produccidn de esta enzima.

4.1.- Céulas ES que sobre-expresan catalasa se protegen de
peroxido de hidr 6geno.

Una vez aidadas y caracterizadas por su alto contenido en catalasa, estas lineas
celulares se sometieron a varias condiciones que promueven muerte celular en células
ES, como la fata de suero y de p-MEOH, la presencia de peréxido de hidrogeno,
menadiona, o staurosporina (Fig. 13).
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_L_'. - 2
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Figura 13.- Sobrevivencia de las células ES que sobre-expresan la catalasa en respuesta a
perdxido u otros inductores de muerte celular. El nimero celular inicial v el tiempo de exposicion
varié de acuerdo a la condicion empleada. Para la falta de suero, peroxido, menadiona y staurosporina,
se emplearon 1x10° cels./em?, analizando su efecto a las 24 hrs. posterior a la adicién del estimulo,
excepto la falta de suero, que se llevo a cabo a las 72 hrs. Para la falta de §-ME, se emplearon 1.5x10°
células en cajas de 6 cm. y se realizd su conteo a las 48 hrs.. La viabilidad fue determinada por la
exculsién del colorante azul tripan
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Todas las condiciones empleadas generan muerte celular eficientemente tanto en
las células ES silvestres como en aquellas transgénicas, con excepcion del perdxido de
hidrégeno que induce muerte en las células ES pero no en la linea transgénica que
expresa la forma citosdlica (Cat). Esta linea es 2.5 veces mas resistente que la forma
silvestre, incluso mas que la forma peroxisoma (Fig. 13C). Estos resultados se
confirmaron por citometria de flujo empleando la incorporacion de yoduro de propidio
como marcador de células muertas (Fig. 14). La adicién de zVAD.fmk, un inhibidor de
caspasas de amplio espectro, no es capaz de evitar la muerte celular por perdxido de
hidrégeno, menadiona o staurosporina, sugiriendo que estos agentes promueven muerte

celular independiente de caspasas en células ES.

2 mM H,0, 50 uM menadiona I uM staurosporina
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Figura 14.- Andlisis por citometria de fhjo de las células ES-Cat* tratadas con diferentes
inductores de la muerte celular. La densidad celular al inicio del cultivo fue de 1.25x105 cels./em2.
Después de 12 hrs. de adhesion al plato de cultivo, fueron expuestas al peréxido de hidrégeno,
menadiona o staurosporina por 24 hrs, Las c¢élulas muertas al incorporar ¢l yoduro de propidio
f borecen permitiendo su cuantif cacion. S= silvestre. FL2-H= Intensidad de f borescencia. Counts=

nimero de células por cien

4.2.- Menadiona promueve la muerte celular a través de un mecanismo
independiente de la generacion de las especies de oxigeno reactivas.

Y a que se ha propuesto que la menadiona promueve muerte celular através de la
generacion de EOR (Singh 2007), y dado que la sobre-expresion de catalasa no es capaz
de proteger alas células ES, es que decidimos corroborar si bajo esta condicion existe
estrés oxidativo por medio de la tincién con un agente redox sensible, € dihidroetidio
(DHE; Fig. 15). Asi mismo, como control positivo empleamos paraguat, un herbicida
gue genera superéxido. Ambos agentes son capaces de promover tanto la generacion de
EOR como muerte celular en células silvestres (Fig. 15), sin embargo, la sobre-
expresion de la catalasa es capaz de inhibir solo la generacion de estrés oxidativo por
estos compuestos. Aunado alo anterior, EUK-134 una molécula que posee actividad de
superdxido dismutasa y catalasa, en presencia de menadiona evita € estrés oxidativo

pero sin promover sobrevivencia. Estas evidencias sugieren que la menadiona aunado a
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su actividad pro-oxidante también es capaz de activar la maquinaria de muerte celular
por otraviaaun no caracterizada.

Control Paraquat Menadiona

Silvestres

CatC

Figura I5.- Actividad antioxidante de catalasa y
EUK-134 en células ES tratadas con paraquat y
menadiona. ES silvestres v ES-Cat* se sembraron
a una densidad de 1.25 x 10° cels/em® y al
siguiente dia fucron culuvadas por 6 hrs. ¢n

+EUK-134 -

presencia © ausencia de paraquat (0.8 mM) o
menadiona (50 uM). EUK-134 (1.5 uM) se adiciond | hora antes que 1os pro-
oxidantes. Las EOR fueron detectadas por tincion con dihidroctidio (DHE). La
forma oxidada del DHE (sefial mas intensa) fue detectada en células silvestres:
pero no en ES-Catt o aquellas tratadas con EUK-134. Barra = 20pm

4.3.- La sobre-expresién de la catalasa citosdlica evita la muerte celular
programada en e cuerpo embrioide.

Puesto que en & modelo in vitro de la formacion de los cuerpos embrioides
ocurre muerte celular abundante y que, como se expuso anteriormente, € estrés
oxidativo podria participar regulando positivamente a proceso de muerte celular, es que
decidimos formar cuerpos embrioides a partir de las lineas que sobre-producen catalasa
(Fig. 16). Dada la importancia del protocolo a seguir para una buena formacion de los
CE, en este trabgjo ensayamos varios y es que hacemos hincapié en aguel que en
nuestras manos resulté e mas adecuado (ver material y métodos). Brevemente, este
protocolo consiste en permitir la agregacion de las células ES en cgjas de cultivo por 3
dias (D3+0). Posteriormente se despegan sutilmente los agregados para colocarlos en
suspension en cajas bacteriolégicas por € tiempo que dure € cultivo. Utilizando este
protocolo de diferenciacion, estimamos que € proceso de muerte celular comienza en €
septimo dia (D3+4) y finaliza mayoritariamente al décimo dia de formacion (D3+7). Se

produjeron cortes semifinos de 200 cuerpos embrioides, tanto de la linea silvestre como
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Figura 16.- Proceso de cavitacion de CE derivados de las células ES-Cat*, A) CE visualizad s por
microscopia de luz trasmitida en el estadio D347, B) Cortes de CE de | pm después de tenidos con
azul de tolouidina, Se muestran fotografias representativas. C) El progreso del proceso de cavitacion a
D347 se estimd cuantif cando el porcentaje de CE no cavitados, con o sin muerte celular abundante,
CE con cavidad evidente o cisticos. La mayoria de los CE silvestres fueron cisticos mientras que
aquellos derivados de la linea ES-Cat* raramente cavitan. El desarrollo del CE-CatP parece retrasado,
observindose algunos cavitados y otros cisticos a D3+7. El epitelio columnar ectodermal puede ser
distinguido en algunos CE no cavitados (marcados con asteriscos). Barra= 100um. Co= Control,

de aguellas que sobre-producen catdlasa, y se clasificaron de acuerdo a la etapa de
desarrollo de los mismos. Asi, en e estadio D3+7 solo un 6.2% de los CE formados a
partir de lalinea de células ES silvestres no presentan muerte celular estando € resto en
etapas mas avanzadas (Fig. 16B-C). Aquellos derivados de la isoforma peroxisomal
(Cat’) presentaron un retraso en € desarrollo del cuerpo embrioide, con un porcentaje
del 36.6% que no contienen muerte celular y no figurando cuerpos embrioides cisticos.
Comparativamente la gran mayoria (84.5%) de los CE derivados de la linea citosdlica
(Cat®) no presentaron muerte celular. Este efecto se mantuvo incluso 13 dias después de
formados los CE de lalinea Cat® (D3+10; dato no mostrado). Seis lineas de cdlulas ES
que sobre-expresan catalasa, 3 de la isoforma citosdlica y tres de la peroxisoma
presentaron € mismo fenotipo, sugiriendo que d efecto de no cavitacion se debe al
transgen y no al evento de insercién de éste en algin lugar del genoma.

Varios investigadores proponen que se requiere de una diferenciacion correcta
tanto de las células del endodermo como del ectodermo para que ocurra la muerte
celular en @ cuerpo embrioide [5]. Una posibilidad es que en las lineas que sobre-
producen catalasa se haya afectado la diferenciacion y por consecuencia la muerte

celular, por lo que nos dimos a latarea de analizar |a expresion de los marcadores Bmp2
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y Fgf5, que se han utilizado para evidenciar diferenciacion hacia endodermo vy

ectodermo, respectivamente. Realizando estudios
de RT-PCR observamos expreson de Bmp2 y Células ES _ CEs D3+5

S Cat Cat S Car Cat

Fgf5 en los cuerpos embrioides provenientes Goss
mp
tanto de la linea silvestres como de aquellas que

sobre-expresan catalasa (Fig. 17). Fgfs

Estos resultados aunados a la morfologia celular Hprt

en cortes semifinos de cuerpos embrioides
Figura 17.- Andlisis por RT-PCR

indican que el proceso de diferenciacion no se para marcadores de endodermo y

afecté por |a s)bre_expresén de eﬁa enZIma ectodermo. Bl ARN 1o1al provemente
tanto de células ES como de CE fue

Puesto que la Unica funcidn que se le ha atribuido  wtilizado para realizar ensayos de R1
A ., . PCR utilizando cebadores especif cos
a la catalasa es la éiminacion de peréxido de carn  bow2  (cadoderno), fefS
hidrégeno, los resultados anteriores sugieren que  'cctodermo) y fiprt (control de carga)

S= Silvestre.
en los CE se genera esta especie reactiva como

una sefla para promover muerte celular.

4.4.- El perdxido de hidrogeno rescata parcialmente la muerte celular por
efecto de sobre-expresion de catalasa.

El EUK-134 es un compuesto que posee actividad antioxidante de
catalasa/superdxido dismutasa y que ha sido utilizado para inhibir la acumulacion de
EOR. Por dlo utilizamos este compuesto para tratar de corroborar e efecto de no
cavitacion por la sobre-expresion de catalasa. Sometimos a cuerpos embrioides
silvestres a varias concentraciones de EUK-134, rangos tomados a partir de curvas de
toxicidad en células ES asi como de reportes previos donde demuestran proteccion
antioxidante por este compuesto (Sanchez-Carbente 2005). Para analizar su efecto,
realizamos conteos morfolégicos de cuerpos embrioides expuestos a EUK-134 en
cortes semifinos (Fig. 18).

Al octavo dia, un 28.5% de los CE tratados con EUK-134 presentaron muerte
celular comparado con un 55% observado aguellos cuerpos embrioides sin tratar. Por |o
gue e EUK-134 al igua gue la sobre-expresion de catalasa es capaz de inhibir o retrasar
el proceso de muerte celular en e CE. Por e contrario, a adicionar peréxido de
hidrégeno al medio de cultivo, observamos un aumento del 15% en la proporcion de los
CE que presentan muerte celular asi como de aquellos que estan cisticos (Fig. 18). Al

aplicar e mismo tratamiento de peréxido a cuerpos embrioides derivados de la linea
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Cat’, se incremento drasticamente la proporcion de aguellos que presentan muerte
celular, de un 2.1% a un 56.1%. Interesantemente, este aumento en muerte celular se
observdé mayoritariamente en las células centrales del CE, sugiriendo que estas
presentan una mayor susceptibilidad a estrés oxidativo. Asi, € aumento de
antioxidantes como catalasa y EUK-134 o la exposicion a peroxido de hidrogeno
generan un efecto opuesto, sugiriendo que las EOR participan regulando positivamente

lamuerte celular en este model o.

Figura 18-  Efecto de A
antioxidantes vy perdxido de
hidrégeno en la cavitacion del
CE. CE silvestres (S) y aquellos
derivados  de  ES-Car®, fueron
tratados con peroxido o EUK-134.
A) Cortes semifnos de CE en
estadio D3+5 tenidos con azul de
tolouidina. B) La cavitacién y la
muerte celular fueron evaluadas
como se menciona en la f gura 4.

El peréxido acelera la cavitacion

de CE silvestres, micntras que
induce muerte celular en aquellos

cisticos
| | con cavidad

denvados de ES-Cat® (note los

nucleos condensados senalados
M con muerte

“ v raQ » f berhac X »
con cabezas de fbchas). Por el I sin muerte
contrario EUK-134  reduce la
muerte celular v la cavitacion.

Barra= 100pm,

4.5.- Sobre-expresion de super 6xido dismutasa en € cuerpo embrioide.

En e laboratorio, la Lic. Sandra Gémez construyd un plasmido que posee las
secuencias necesarias para la expresion de la proteina verde fluorescente fusionada a la
superoxido dismutasa 1 (GFP-SOD1; Fig. 19A). Este vector se transforma inicialmente
en células COS 7 (linea derivada de rifion de mono) para comprobar la actividad de
OD1 y més tarde en células ES, para seleccionar tanto en ensayos de Western-blot
como en geles de actividad para SOD, a aguellas clonas que contenian los niveles mas

atos de la proteina recombinante (Fig. 19B-C).
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Utilizando estas lineas de céulas ES transgénicas, se generaron cuerpos
embrioides analizando su morfologia en cortes semifinos al octavo y décimo dia de
desarrollo. (Fig. 19C). Al octavo dia es visible una reduccion en e tamafio y cierta
desorganizacion celular en e CE que sobre-expresan GFP-SOD1. Sin embargo, a
décimo dia no se observan diferencias perceptibles con respecto a los silvestres.
Interesantemente, la sobre-expresion de SOD1 no es capaz de evitar la muerte celular
que ocurre en € centro del CE, sugiriendo que € superdxido no es e radica
responsable de activar la maquinaria de muerte celular.

A pEGFP-Sodt
~—<{CMV/CBA |EGFP-Sod1 | bpAl~ pSV40 | Neo’ | bpA }—

B COS-7 ES
EGFP.Sodl =& -

Fig. 19.- La sobre-expresion de superoxido dismutasa (Cu-Zn SODI) en cuerpos
embrionarios. A) Vector que posee un cassete de seleccion para neomicina y la
proteina de fusion EGFP-SODI bajo la direccién del promotor hibrido CMV/CBA.
B) Western-blor utilizando un anticuerpo especifico para SOD/, en celulas COS-7 y
ES. Gel de actividad para superéxido dismutasa en COS-7. Como control negativo
se emplearon células sin transfectar. H = higado C) Las lineas de células ES que
sobre-producen SOD/! se utilizaron para hacer cuerpos embrionarios analizando su
efecto en la capacidad para cavitar,

4.6.- Presencia de especies de oxigeno reactivasen el cuerpo embrioide.
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Debido agque la adicidn de catalasa o0 EUK-134 inhiben la apoptosisen € CE, es
de suponer que ocurre la produccién de EOR como una sefia para activar lamaquinaria

de muerte celular. Por tanto, decidimos corroborar |o anterior a través de tefiir cuerpos

Figura 20.- Presencia de EOR en el CE. A) CE en ¢l estadio de D3+3 formados bajo condiciones
normales, B) en presencia de rotenona (Rot), C) o con iodonio de difenilo (DPI). La uncién para
visualizar los nicleos se realizé con syfoxgreen (SG) o con DAPI (pseudocolor). La tincién con
DHE se observa mayontariamente en las c€lulas centrales del CE. Solo la rofenona causa una
evidente disminucién en la tincién con DHE. Barra= S0um.
embrioides de varios estadios con DHE (Fig. 20A). Observamos la presencia de estrés
oxidativo en las células centrales del CE a partir del séptimo y hasta el décimo dia de
desarrollo, etapa donde la formacion de la cavidad casi ha terminado. Es de notar que
tempora mente la produccién de EOR precede alamuerte celular ya que este proceso se
evidencia hasta €l octavo dia.

Una pregunta necesaria que nos planteamos fue el tratar de determinar cual era
la fuente de produccion de EOR en € CE. Y para contestarla empleamos dos
inhibidores, la rotenona y & DPI (lodonio de difenilo), € primero actia sobre €
complgio | de la cadena respiratoria mitocondrial y e segundo inhibe a las NADPH
oxidasas. Ambos agentes fueron incluidos en e medio de cultivo durante e desarrollo
del CE, analizando su efecto mediante la tincion para EOR con DHE (Fig. 20B-C). Asi,
solamente con rotenona fue posible observar una disminucién dosis-dependiente sobre
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latincion con DHE, sugiriendo que la fuente principal de EOR es la cadena respiratoria

mitocondrial.

4.7.- La participacion de caspasas durante la cavitacion del cuerpo embrioide.

Con la idea de corroborar la fata de muerte celular en los CE que sobre-
producen catalasa, es gue realizamos estudios de inmunocitoquimica utilizando como
marcador de apoptosis, un anticuerpo que reconoce especificamente la forma activa de
la caspasa 3. En €l CE silvestre, se observa una sefia enriquecida en la parte central. Sin
embargo, en aguellos que sobre-expresan catalasa no se detecté sefia alguna. (Fig.
21A).

Control

1001 :
| |cavidad

Pl con muerte
W sin muerte

A +qVD

Figura 21.- La activacion de caspasa 3 y su funcion durante la cavitacion del CE, A)
La forma activa de la caspasa 3 (Casp3. sefal verde) fue detectada por
inmunocitoquimica en CE  silvestres (S), en ausencia o presencia de q¥” asi como
también en aquellos que sobre-expresan catalasa, Los nicleos estin teiidos con ioduro de
propidio (IP; senal roja). B) Muerte celular, cavitacién y niveles de EOR (C) en CE
tratados con "7, fueron analizados en cortes semifinos o por tincién con DHE. Note que
q"" reduce los niveles de caspasa 3 activa, la muerte celular y la cavitacién, pero no la
cantidad de EOR en las células centrales. La sobre-expresion de catalasa disminuye la
actividad de caspasa a niveles indetectables como lo hace el q*7. Barra = 50 ym
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Como se expuso anteriormente, las caspasas son proteasas que participan de
manera activa durante el proceso apoptotico. Joza 'y colaboradores (2001) han sugerido
gue las caspasas no son necesarias para la muerte celular en este modelo, puesto que
cuerpos embrioides mutantes nulos en caspasa 9 0 caspasa 3 cavitan de manera normal.
Esta suposiciéon pudiera ser errénea debido a la posible redundancia funciona entre
caspasas. Asi, en este trabajo probamos esta hipétesis cultivando cuerpos embrioides
silvestres con g"®, otro inhibidor de caspasas de amplio espectro pero més estable que
zZVAD, y analizamos su efecto en cortes semifinos a los 10 dias de desarrollo (Fig.
17B). Laadicion de g’ disminuye la sefia por inmunocitoquimica para caspasa 3 (Fig.
21A), y reduce la proporcién de cuerpos embrioides que contienen muerte celular de 58
aun 20% alos 10 dias de desarrollo. Es de notar que la mayoria de los CE tratados con
este inhibidor contienen una masa celular sdlida central mientras que otros se expanden
a pesar de no presentar apoptosis. (Fig. 21B). Interesantemente, se detectd la presencia
de EOR en los CE tratados con g'°, indicando que su produccién es anterior a la
activacion de las caspasas. Bgjo este tratamiento, los nucleos tefiidos con DHE se
observan completos y colocalizando mejor con la tincién para niicleos con sitoxgreen
(Fig. 21C). Asi, estos datos sugieren, en contraste a lo que propone Joza y
colaboradores, que las caspasas son necesarias para que ocurra la muerte celular en €l
CE.

4.8.- Lafuncion de Aif durante el proceso de cavitacion del cuerpo embrioide.

Siguiendo con la idea de establecer la via por la cua € estrés oxidativo
promueve muerte celular, enfocamos nuestra atencion en Aif. Aif es una flavoproteina
evolutivamente conservada que se encuentra asociada a la membrana interna
mitocondrial. De manera natural esta proteina juega un papel importante en la cadena
respiratoria mitocondrial, pero bagjo un estimulo de muerte celular Aif se trandoca a
nucleo para inducir la condensacién de la cromatina y la fragmentacién a larga escala
del ADN [6]. Varios investigadores han propuesto a la via de muerte celular inducida
por Aif como independiente de caspasas ya gue estas proteasas no Son necesarias para
gue Aif se trandoque al nucleo. Por otra parte, se ha descrito la presencia de Aif durante
la cavitacion en € CE (Joza 2001). Una posibilidad es que durante este proceso ambas
vias funcionen de manera independiente. Sin embargo, € estrés oxidativo es e comin
denominador ya que a inhibirlo por la sobre-expresion de catalasa se abate la muerte
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celular. Para contar con méas elementos que permitan entender la participacion de Aif y
las EOR en € proceso de cavitacion, es que inicialmente tratamos de establecer si €
estrés oxidativo es una sefial que desencadena la liberacion de Aif. Por ello sometimos a
células ES a un estimulo de peréxido de hidrogeno estableciendo la localizacién de Aif
por inmunocitoquimica (Fig. 22A).

Figura 22.- La funcién y liberacion de Aif durante el proceso de cavitacion en el CE. A)
Inmunodeteccion de Aif en células ES cultivadas en ausencia o presencia de peréxido de
hidrogeno por 24 hrs. Aif se transloca al ndcleo bajo el tratamiento con perdxido (senal
amanlla) en c€lulas ES silvestres pero no en aquellas que sobre-producen catalasa (barra=
25um). B) Aif se encontré en los nicleos de las células centrales del CE. La translocacion de
Aif no se observé en CE-Cat® y no puede ser prevenida por la inhibicion de caspasas. C) Cortes
semif nos de CE derivados de c€lulas ES silvestres (S) o aquellas nulas para Aif (Aif ™), y
colectados al dia D3+7. CE silvestres o Aif ™ cavitan de manera similar y poseen los mismos
niveles de EOR (D). Siroxgreen (SG) o yoduro de propidio (1P) se emplearon para visualizar
los nicleos, Barra de escala en B,.C y D= 100um.

Asi, e perdxido de hidrogeno es una sefid que permite la trandocacion de Aif a nicleo
y, contrariamente |la sobre-expresion de catalasa la evita. En € CE ocurre un fendmeno
similar, donde Aif se trandoca a nucleo en las células mas centrales como |o reporta
Joza (2001), pero nuevamente la sobre-produccién de catalasa inhibe su movimiento

(Fig. 22B). Lo anterior sugiere que la trandocacion de Aif es e resultado de la
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produccion de estrés oxidativo. Cabe resaltar que en presencia de q'°, Aif sigue
trandocandose a nucleo, reafirmando que este funciona en una via independiente de
caspasas y sefidando que ambas ocurren durante la muerte celular en e cuerpo
embrioide.

Haciendo una comparacion entre Aif y la base de datos del Gene Bank resulto
gue esta proteina posee similitud con las NADH oxidasas de bacterias, y mas ain en
ensayos funcionales in vitro, presenta actividad generadora de superdxido [7]. Con €
fin de discernir s e propio Aif es la fuente del estrés oxidativo, tefliimos cuerpos
embrioides derivados de células ES nulas para Aif con DHE (Aif , Fig. 22D). Estos
cuerpos embrioides presentan una produccién normal de estrés oxidativo, lo cua
sugiere que las EOR actian por encima de la via de Aif y por lo tanto, no son
consecuencia de la actividad de esta proteina.

Joza reporto en & 2001 que cuerpos embrioides derivados de células ES Aif ¥ no
presentan muerte celular y por lo tanto no cavitan, sugiriendo que la activacién de lavia
de Aif es indispensable para € proceso de cavitacion. Sin embargo, Brown y
colaboradores demostraron a través de varias estrategias, que Aif no es necesario para €l
proceso de cavitacion en € CE, ni para la formacién de la cavidad proamniética en €l
embrion [8]. Segin Brown, la discrepancia entre ambos reportes pudiera obedecer a
diferencias en € protocolo empleado paraladiferenciacién de los CE.

Y a que nosotros empleamos las mismas células ES Aif ¥, nos dimos alatarea de
ratificar estos resultados. En nuestras manos, los CE derivados de células ES Aif"
cavitan de maneranormal (Fig. 22C). Lo que nos lleva a concluir que la activacion de la
via de Aif, aun cuando ocurre no es indispensable, y que e mecanismo principa por €
cual se generamuerte celular en el CE es dependiente de caspasas.

Lo anterior nos permite sugerir que € estrés oxidativo, en particular € peréxido
de hidrégeno, es una sefid que promueve muerte celular durante € proceso de
cavitacion en € CE a través de activar tanto la via de Aif como aquella dependiente de
caspasas.

DISCUSION Y PERSPECTIVAS.

1.- El patrén de expresion de catalasa.

Los resultados de este trabgjo arrojan la nocién de que la catalasa se expresa
abundantemente durante e desarrollo embrionario. Sin embargo, considerando los

resultados que se obtuvieron y aquellos ya publicados, queda por analizar € periodo que
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abarca desde la etapa de blastocisto hasta € séptimo dia de desarrollo. Dado que €
patrén de expresion fue determinado utilizando la presencia del transcrito de la catalasa,
gueda por establecer s realmente este es indicativo de la presencia de la proteina, ya
gue la observacion que se realizo fue solo através de geles de actividad. Una alternativa
para esclarecer de manera definitiva € patron de expresion de esta enzima antioxidante
puede ser por medio de generar ratones “knock-in”, donde se introduciria por “gene
targeting” un gen reportero en fase como e de la proteina verde fluorescente bajo
promotor endoégeno de lacatalasa. Si esta GFP tuviera una sefid consenso a peroxisoma
este ratdn podria emplearse para realizar estudios ya sea de biogénesis de peroxisomas o
aguellos que involucran a los Ilamados proliferadores de peroxisomas que generan

cancer hepético en raton [9].
2.- La pérdida de catalasa.

La finalidad de los estudios de expresion fue constatar la presencia de enzimas
antioxidantes para sustentar la idea que pudieran estar delimitando € estrés oxidativo y
consecuentemente la muerte celular programada. Los resultados de este trabgo junto
con los de las Dras. Denhi Schnabel y Maria del Rayo Sanchez constatan la presencia
tanto de superdxido dismutasas, peroxidasas y catalasa durante € desarrollo
embrionario. En e modelo de la extremidad todas las enzimas antioxidantes se
excluyen de la zona donde se presenta el estrés oxidativo y la muerte celular. Por |o que
parte de la hipétesis que propone gue la ausencia de los sistemas antioxidantes pudiera
contribuir a un aumento en e estrés oxidativo es todavia viable. Sin embargo, hacen
faltan estudios tanto de pérdida como de ganancia de sistemas antioxidantes para
comprobar s son indirectamente causantes del estrés oxidativo. Por lo anterior, es que
nos dimos a latarea de generar € ratén nulo para catalasa. Ho y colaboradores también
[levaron a cabo estudios de pérdida de catalasa en ratén [10]. Sus observaciones son
iguales a las nuestras, donde ratones cas ™ no presenta fenotipo alguno, pero reportan
que existe una disminucion en la actividad de transferencia electronica en la cadena
respiratoria mitocondrial sin poder explicar € porqué de este fendmeno.

Es interesante que no haya habido ninguna consecuencia por la eliminacion del
gen de catalasa, siendo esta una proteina que se expresa abundantemente durante €
desarrollo embrionario. La redundancia funcional de los sistemas antioxidantes pudiera
ser la causa de la fata de fenotipo, por lo que seria necesario producir la pérdida de
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varios de ellos para lograr disminuir de manera significativa la capacidad antioxidante.
A pesar de la falta de fenotipo en € ratén cas’”, creemos que es necesario determinar si
la concentracion de EOR se modifico durante € desarrollo embrionario de estos
ratones, particularmente en la extremidad.

En la actualidad, nuestra hipétesis a respecto es que la catalasa junto con otros
sistemas contribuye a la capacidad antioxidante durante el desarrollo embrionario. Sin
embargo, a nivel organismal pudiera tener un papel preponderante en un contexto
metabdlico, debido a su enriquecimiento en microcuerpos del tejido hepético. Varios
sistemas enziméticos que operan en € peroxisoma generan como subproducto H,O,, en
particular durante la $-degradacion de &cidos grasos de cadena larga. Durante periodos
de hambruna o en gercicio prolongado, |a degradacion de acidos grasos es importante
para la generacion de energia, actuando por igual tanto en la mitocondria como en €
peroxisoma. Por lo que la catalasa podria ser importante bajo estas condiciones
promoviendo la degradacion del H,O, y de esta manera evitar € dafio oxidativo a los
sistemas multienzimaticos que operan en € peroxisoma. En € laboratorio planeamos
realizar estudios comparativos entre ratones silvestres y aquellos cas”™ bgjo diferentes
condiciones que promuevan la actividad metabdlica peroxisomal, como son € gercicio
y la administracion de proliferadores de peroxisomas. Estos Ultimos son drogas de tipo
fibratos (é&cidos carboxilicos anfipéticos), que a unirse a los llamados receptores
nucleares activados por proliferadores de peroxisomas (PPARS) inducen la
transcripcion de genes que codifican para proteinas peroxisomales. Estos PPARS han
sido relacionados a diferentes procesos como diferenciacion, metabolismo, inflamacion,
cicatrizacion y conversion neoplasica[11].

Laimportancia de la actividad peroxisomal en el metabolismo celular se vuelve
obvia a observar los defectos bastante severos en enfermedades peroxisomales.
Personas con € sindrome de Zellweger, una enfermedad recesiva autosomal, no poseen
peroxisomas y presentan niveles atos de écidos grasos de cadena larga. Los sintomas
incluyen: retardacion psicomotora, disfuncién hepética, hipotonia y/o pédida de la
vision. Este sindrome es letal a edades tempranas. Una via metabdlica faltante en estos
individuos es la produccion de plasmal 6genos (glicerof osfolipidos en los que una de las
dos cadenas acil estd unida a glicerol por un enlace éter alquenil y enriquecidos en
Organos como €l corazdn, sistema nervioso, rifion y gonadas), siendo presumiblemente
la causa de los desordenes neurol 6gicos presentados por estos individuos. En un grupo
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de complementacion de este sindrome, la catalasa se localiza en € citosol a parecer
debido a un problema en e sistema de importe d peroxisoma. El posible aumento de
H,O,, debido a la falta de catadlasa, provoca dafio oxidativo de los componentes
multienziméticos peroxisomales, ya que e reintroducir esta enzima a fibroblastos de
estos pacientes, restablece € metabolismo normal en estos microcuerpos [12]. Asi, los
sintomas de Zellweger pudieran ser presentados en ratones cas -, aunque de manera
superficial no son evidentes. Por |0 que se vuelve interesante y necesario llevar a cabo
experimentos donde se analice en metabolismo peroxisomal en ratones cas ", para
comprobar s la falta en catalasa verdaderamente recapitula o observado en la
enfermedad de Zellweger.

De los estudios de pérdida de funcion de los sistemas antioxidantes resaltan el de
Gpx4, yGcs, Trx1, Trx2, TrxR1y TrxR2, cuya mutacion es letal en etapas tempranas del
desarrollo embrionario [13], evidenciando la importancia de mantener los niveles de
EOR en concentraciones bajas para una adecuada homeostasis. Sin embargo, queda aln
por andlizar €l efecto de estas mutaciones sobre la generaciéon de estrés oxidativo y

muerte celular durante el desarrollo embrionario (ver anexo 3).

3.- Ganancia dela catalasa en raton.

La unidad de transgénesis de la Universdad de Georgia, encargada de
microinyectar la construccion molecular reportdé que tras varios intentos solo pudo
derivar un raton transgénico. Debido a la naturaleza constitutiva del promotor
empleado, una posibilidad es que la sobre-expresion de catalasa en todos los tegjidos
pudiera ser letal para €l desarrollo embrionario y aquel que sobrevivié lo hizo gracias al
carécter restrictivo de laexpresion.

Durante un insulto de hipoxia/ reoxigenacion, fendmeno que ocurre en algunas
afecciones cardiacas, se ha reportado |a produccion de EOR y muerte celular de células
del miocardio. Empleando un promotor especifico para dirigir la expresion de catalasaa
musculo cardiaco Chen y colaboradores reportaron un aumento de 60 veces mas
catalasa, observando que esto aminora algunos sintomas que se presentan durante la
hipoxia/reoxigenacion como son: reduccién en la fuerza contréctil y ritmo cardiaco, la
arritmiay las ateraciones morfol gicas [14].

La estreptozocina es una droga que es empleada para atacar a cancer
metastético de células pancredticas, induciendo muerte celular a parecer por inhibicién
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de la sintesis de ADN. También ha sido empleada para promover un fenotipo diabético
en € ratén. Empleando & promotor de insulina para dirigir laexpresion de catalasa alas
células p-pancredticas (Ilugar donde los niveles endogenos de catalasa son muy bajos),
Xu'y colaboradores pudieron obtener un aumento de 50 veces de los niveles normales y
es en este modelo donde la catalasa evita € efecto diabesogénico de la estreptozocina
[15].

Schneider en € afio 2005, generd cepas de ratones con niveles elevados de tres
isoformas de catalasa (peroxisomal, nuclear y mitocondrial) resultando que solo
aquellos con laisoforma mitocondrial presentan una disminucion en cardiopatias, en €
desarrollo de cataratas y en la produccion de H,O,, asi como un aumento en la vida
mediay maxima. El corazon, musculo esquelético y cerebro fueron los tejidos donde se
observo sobre-expresion. Cabe destacar que este grupo utilizé € mismo promotor que
empleamos nosotros para la sobre-expresion de catalasa citosolica. Este grupo comenta
también la naturaleza de mosaicismo en € patron de expresion de catalasa en estos
ratones indicando que una expresién amplia podria resultar letal para € desarrollo
embrionario [16].

Recientemente se publico un estudio de sobre-expresion empleando 80 Kb de la
region gendmica que contiene a gen de la catadlasa y sus secuencias regulatorias, a
parecer sin observar fenotipo alguno [17]. Con esa estrategia, se obtuvieron niveles
elevados de expresiéon de 2-4 veces comparado con los silvestres en casi todos los
tgidos. Sin embargo, en los sitios donde normal mente se pudiera estar apagando esta
enzima, como en las zonas interdigitales embrionarias, en estos animales transgénicos
también se apagaria sin poder evaluar un efecto sobre la produccién de EOR y muerte
celular. Por lo anterior, una posibilidad seria €l realizar ensayos de microinyeccion de la
construccion de sobre-expresion, disectando y genotipificando embriones en varios
estadios a fin de comprobar s ocurre un efecto leta en esta etapa. Otra manera de
llevarlo a cabo es generar ratones a partir de lineas de células ES que sobre-expresan
catalasa. Inicialmente haciendo quimeras, que de entrada la contribucién a tejido nos
hablaria de s |a sobre-expresion de catal asa tendria alguin efecto selectivo.

La sobre-expresion de otros sistemas antioxidantes se ha llevado a cabo pero
siempre con expresion restringida a ciertos 6rganos o tejidos. Estos estudios apoyan la

nocién que los mecanismos antioxidantes son importantes para evitar € dafio oxidativo
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sin embargo, no se ha analizado su efecto sobre la produccién de EOR durante €l

desarrollo embrionario.

4.- Sobre-expresion de la catalasa en lascélulasES.

A pesar de observar un incremento importante en la actividad de catalasa en las
céulas ES, creemos que hace falta corroborar estos resultados con estudios de Western-
blot para establecer de manera mas fina e aumento en la proteina. Es interesante que a
pesar de presentar aparentemente la misma actividad y el mismo patron de expresiéon de
catalasa entre las isoformas peroxisomal y citosblica (Fig. 12), exista una respuesta
diferencial a H,0, y en el efecto en lacavitacion del CE. Por o que se pudieran llevar a
cabo estudios de fraccionamiento biogquimico analizando la actividad de catal asa tanto
en microcuerpos como en € citosol, para asi establecer s es que la localizaciéon es
responsable de esta discrepancia.

De los agentes o condiciones empleadas para promover muerte celular en células
ES, solo del H,O, se protegen las células que sobre-expresan catalasa. Al ser € perdxido
de hidrégeno € substrato natural de la catalasa es de esperar tal proteccion. Lo anterior
indica que la fata de suero y de p-ME, asi como menadiona o staurosporina son
capaces de activar la maquinaria de muerte celular independiente de la generacion de
EOR, o dicho de otra manera, la presencia de EOR no es necesaria para generar muerte
celular bajo las condiciones antes mencionadas. El caso de menadiona es interesante
puesto que se ha postulado que su principal mecanismo para promover muerte celular es
a través de la generacion de EOR. En este trabagjo demostramos que efectivamente s
aumentan los niveles de EOR pero que estos no son necesarios para que se lleve a cabo
la muerte celular. Puesto que nosotros determinamos la muerte celular a las 24 hrs. de
iniciado € tratamiento, una posibilidad es que las EOR s participan en € proceso de
muerte celular pero que no son indispensables, por o que a medir la muerte celular a
tales tiempos ya las células murieron por mecanismos independientes a la produccién
EOR. Para probar esta hip6tesis, se podrian redlizar 1os mismos ensayos cuantificando
la muerte celular atiempos mas cortos.

En e mismo sentido de lo previamente reportado por la Dra. Susana Castro,
encontramos gue la sobre-expresion de catalasa no es capaz de subsanar la falta de 8-
ME en células ES. El p-ME es un agente capaz de reducir puentes disulfuro, mecanismo

por € cua estaria gerciendo su actividad protectora en las células ES. Una posibilidad
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es que € B-ME pudiera estar reduciendo de manera especifica a ciertas proteinas
afectando su funcién y por ende promover sobrevivencia. La adicion de sistemas
antioxidantes no necesariamente afectaria la reduccion de estas moléculas blanco por 1o
que ambos sistemas no funcionarian a mismo nivel, explicando asi € efecto no
protector de sobre-expresar catalasa. Puesto que el 3-ME es un factor indispensable en
el cultivo delas células ES, se vuelve interesante € estudiar e mecanismo por € cual es
capaz de promover sobrevivencia. Para poder identificar tales proteinas, se podrian
realizar estudios de proteomica donde ya sea en presencia 0 ausencia de p-ME, se
observe € perfil proteico en geles bidimensionales, sefialando asi |as proteinas sensibles
alafaltade -ME. Una vez identificadas se llevarian a cabo una serie de experimentos
para comprobar s estas son responsables de la sobrevivencia de las células ES.

Por otra parte, ZVAD no es capaz de promover sobrevivencia de células ES
expuestas a perdxido de hidrégeno, menadiona o staurosporinainclusive bajo la sobre-
expresion de catalasa, sefidando gque estos agentes generan muerte celular por una via
independiente de caspasas. Sin embargo creemos que es importante repetir estos
resultados con otros inhibidores de caspasas més estables como es € caso del qVvD.
Cabe destacar que bgjo € efecto del peréxido de hidrégeno, Aif se trandoca de la
mitocondria al nucleo en células ES, sugiriendo que esta podria ser la via alterna al de
las caspasas para promover muerte celular. Seria interesante probar esta hipotesis al
exponer células ES Aif” a estos agentes y bajo la presencia del inhibidor de caspasas,
observando su efecto en la muerte celular.

5.- Sobre-expresiéon de la catalasa en € cuerpo embrioide.

En & modelo del CE, ocurre tanto € proceso de diferenciacion como muerte
celular. Se ha propuesto que la muerte celular de las células centrales del CE es
dependiente de una correcta diferenciacion, inicidmente hacia endodermo y la
generacion de lalaminabasal, y posteriormente hacia el ectodermo con laformacién del
epitelio columnar. En este sentido, la ausencia de varias proteinas durante la formacién
del CE, talescomo integrina 1 [18], FGF [19], y BMPs (Coucouvanis 1999) generan
un efecto de no cavitacion en € CE, fendmeno que responde mas a un efecto sobre
diferenciacién que en muerte celular.

El desarrollo del CE es un sistema que nos permitid evaluar la participacion de

las EOR en € proceso de muerte celular. Asi, encontramos que la sobre-expresion de
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catalasa en € CE (CE-Cat") es capaz de prevenir la cavitacion sin afectar € proceso de
diferenciacion.

Fue importante encontrar produccién de EOR en & CE y gue este aumento esta
relacionado a la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial. Sin embargo, es
posible gue este aumento en EOR también pudiera estar obedeciendo a una disminucion
de los sistemas antioxidantes en las c8lulas centrales del CE. Durante € rescate del
fenotipo de no cavitacién en los CE-Cat” por H,O,, observamos que las células centrales
del CE son las gque se ven mas afectadas, sugiriendo que estas pudieran estar bgjo una
condicién, que las sensibiliza a la muerte celular. La disminucién de los sistemas
antioxidantes podria ser tal condicién, por 1o que se vueve interesante analizar la
presencia 0 ausencia de las principales enzimas antioxidantes durante el proceso de
cavitacion del CE.

Siguiendo con la idea de sobre-expresar enzimas antioxidantes en e CE,
demostramos que la expresion de SOD1 no afecta la cavitacidn, aungue es importante
considerar que los niveles de actividad pudieran no ser suficientes. Por otra parte, en
una condicion donde aumente SOD1 pero que estén disminuidas las actividades
removedoras de H,0O, |os niveles de este Gltimo aumentarian promoviendo asi la muerte
celular, por 1o que se vudve necesario e interesante detectar la presencia de estrés
oxidativo en los CE-SOD1".

Para poder validar los resultados in vitro, fue que en algunas ocasiones
intentamos detectar EOR en embriones que expresan la proteina verde-fluorescente, de
4 dpc, etapa donde se forma la cavidad proamnidtica. Este objetivo no fue posible
realizarlo debido a la inaccesibilidad del embridn, la poca tasa de difusion del DHE, la
baja proporcion de células que mueren 'y larapidez con gue se lleva a cabo este proceso.
En este punto valdria la pena volver a intentar estos mismos experimentos ya con més
experiencia

Al fusionar los blastémeros de un embridn de dos cdlulas por eectrofusion, se
genera un embrién que posee € material genético duplicado (4n), y que puede ser
cultivado hasta la etapa de blastocisto. Al introducir células ES a blastocistos
tetraploides se generan embriones quiméricos, donde las células tetraploides solo son
capaces de generar tgjido extra-embrionario, permitiendo que e embrién se derive en su

totalidad, de las células ES introducidas [20]. Por lo que una manera de evaluar s €
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fendmeno de no cavitacion en € CE por catalasa se recapitula in vivo, es produciendo
embriones tetraploides utilizando células ES-Cat".

En este trabgjo demostramos que en la muerte celular que ocurre durante el
desarrollo del CE se activan dos vias. la independiente de caspasas representada por la
trandocacion de Aif a nucleo, y aquélla dependiente de caspasas, siendo esta Ultima
suficiente y necesaria para que ocurrala muerte celular y la cavitacion del CE (Fig. 23).
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Figura 23.- Modelo de la muerte celular en el cuerpo embrioide.

Una pregunta que queda por resolver es ¢cual es el mecanismo molecular por el
cua € perdxido de hidrégeno es capaz de activar la maquinaria de muerte? Una
posibilidad es que la produccién de EOR pudiera tener como efecto inmediato la
peroxidacion de lipidos en las membranas mitocondriales, llevando a la pérdida de
potencial y a su permeabilizacién, permitiendo que factores pro-apoptéticos como
citocromo c y Aif se liberen con sus subsecuentes consecuencias.

Y por otraparte, ¢A través de qué mecanismo se activa é programa que conduce
alageneracion de estrés oxidativo y alamuerte celular de las células centrales del CE?

Se ha propuesto |a pérdida de adhesion con laldmina basal como una sefial que activa a
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la muerte celular, aunque también podria ser |a falta de factores tréficos que promuevan
la sobrevivencia de las células centrales a no diferenciar a células del epiblasto. El
factor de respuesta a suero (SRF) es un factor transcripcional que tras unirse a elemento
de respuesta suero (SER) en regiones promotoras, permite la transcripcion de genes
blanco. Este factor ha sido relacionado con procesos como proliferacion y
diferenciaciéon. Sin embargo, en células ES promueve sobrevivencia a través de inducir
la expresion de genes antiapoptéticos como bcl-2 y bel-x . Al expresar ectopicamente
bcl-2 se evita la muerte celular generada por la falta de SRF en células ES. Los CE
derivados de células ES SRF™ tienen disminuidos |os niveles de bcl-2, presentan muerte
celular de manera no regulada y no cavitan [21]. Por 1o que no seria sorprendente
encontrar sefiales extracelulares que pudieran estar regulando la expresion o actividad
del SRF para que tanto la sobrevivencia como la muerte celular ocurran de manera
normal en el CE y posiblemente durante laformacion de la cavidad proamnidtica.

Hasta la fecha no existen evidencias contundentes para establecer s las EOR son
una causa o consecuencia del proceso apoptético durante e desarrollo embrionario. Sin
embargo en base a los resultados obtenidos en este trabajo, demostramos que & estrés
oxidativo, en particular € peréxido de hidrégeno, es una sefia necesaria para la
activacion de la maquinaria de muerte celular en € modelo del CE, y proponemos que
esto pudiera ocurrir in vivo durante la formacion de la cavidad proamniética

MATERIALESY METODOS

1.- Purificacion de ARN total.

Soluciones:
- Solucién D: p/ 50 mi:

Tiocianato de guanidina4M 23.632 gr

Citrato de sodio 25mM pH 7 1.25ml de 1M

Sarcosil 0.5% 2.5 ml de 10%

AguaDPC 28 ml

[3-mercaptoetanol 7.2ul por ml de sol D (afiadir a momento)
- Etanol 95%

- Acetato de Sodio 2M, pH 4

- Fenol saturado con agua

- Cloroformo : alcohol isoamilico 24:1
- Isopropanol

- Etanol 75 %

M etodol ogia.
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1) Disectar € tejido e inmediatamente colocarlo en hielo seco.
2) Pulverizar en mortero con ayuda de nitrégeno liquido.
3) Adicionar 0.1 ml de acetato de sodio 2M pH 4 y mezclar bien por inversion. Afiadir 1 ml de fenol
saturado con agua, mezclar nuevamente y agregar 0.2 ml de cloroformo: alcohol-isoamilico (49:1).
Incubar 15 min. en hielo.
4) Centrifugar empleando el rotor JA20 a 10, 000 x g a4°C. Tomar lafase superior y colocarla en un tubo
de polipropileno nuevo.
5) Precipitar el ARN en tubos eppendorf adicionando 1 ml (1 vol.) de isopropanol. Incubar 30 min. a -
20°C. Centrifugar 10 min. 210,000 x g a4°C y descartar el sobrenadante.
6) Lavar con etanol al 75% y secarlo exactamente 5 min. al vacio.
7) Disolver el ARN en 0.3 ml de solucién D y precipitar con 0.3 ml de isopropanol por 30 min. a-20°C.
Centrifugar 10 min. 210,000 x g a4°Cy descartar el sobrenadante.
8) Lavar el ARN en etanol al 75%, degjarlo 10-15 min. aTA
9) Centrifugar 5 min. a 10,000 x g a 4°C. Descartar € sobrenadante y secar €l pellet como en el paso
anterior.
10) Resuspender el pellet en 40 pl de H,O-DPC por cada 100mg de tejido inicid. Incubar el ARN de 10
min. a56°C. Mantener a-70°C.
11) Cuantificar el ARN por diluir 1 pl en 1 ml de H,O (pH 7) y leer a260 nm.
12) Visualizar el ARN en un gel con formaldehido:

0.3 g de agarosa, 3 ml de MOPS 10X, 26 ml de H,O, fundir y afiadir 1.5 ml de formaldehido al

37%. Buffer de corridac MOPS 1X.

2.- Reaccién para hacer ADNCc.
Mezclapara ADNc por reaccion en 30l totales:
- H,0 bidestilada estéril (DEPC)
- Buffer trancriptasareversa
-DTT (10 pM)
- dNTPs (240 uM final)
- Oligo dT (0.5 pg final)
- Transcriptasareversa (200 U)
- ARN (1 pg) Antes de adicionarlo, calentar a 65°C por 5 min. y después en hielo 5 min.

- Incubar lareaccién 2 hrs. a 37°C.

3.- Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Mezcla parahacer PCR por reaccion en 50pl totales:
3 ul deADNc
5 pl de buffer PCR 10X
dNTPs (160 uM final)
Oligonuclettidos (adicionar 20 pmol, aproximadamente 200 ng).
Taqg Polimerasa (5 U)

Las PCRs en este estudio fueron realizadas con los siguientes oligonucledtidos
Catalasa

Oligo5: TACCTGTGAACTGTCCCTACCG

Oligo 3": GAATTGCGTTCTTAGGCTTCTC
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Con un alineamiento de 57°C y con tiempos de 0.5, 1 y 1 minutos de separacién, alineamiento y
polimerizacion respectivamente. Producto de 411 pb.
HPRT
Oligo5: CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG
Oligo 3": GTCAAGGGCATATCCAACAACAAAC
Con un alineamiento de 57°C y con tiempos de 0.5, 1 y 1 min. Producto de 352 pb.
SOD1
Oligo5: AGTATGGGGACAAATACACAAGG
Oligo 3": CAGTCAAAGCGTCACACAGTTAC
Con un alineamiento de 56°C y con tiempos de 0.5, 1y 1 min.
SOD2
Oligo 5: TCAACGCCACCGAGGAGA
Oligo 3": CCCCAGCAGCGGAATAAG
Con un alineamiento de 59°C y con tiempos de 0.5, 1y 1 min.
SOD3
Oligo5: TGAGGCCTATTTCAGTCTG
Oligo 3: CATAGAGAGGTGTCTGGCG
Con un alineamiento de 58°C y con tiempos de 0.5, 1y 1 min.
BMP2
Oligo 5: AGACGTCCTCAGCGAATTTG
Oligo 3: GTTTGTGTTTGGCTTGACGC
Con un alineamiento 50°C dey con tiempos de 0.5, 1.5y 1 min. Producto de 719 pb.
FGF5
Oligo 5 : AGGGGATTGTAGGAATACGAG
Oligo 3: CAGTGACGGTGAAGGAAAG
Con un alineamiento de 55°C y con tiempos de 0.5, 1 y 1 min. Producto de 315 pb.

4.- Gel de actividad para la catalasa.

Los extractos proteicos se obtuvieron por sonicacion de una suspension celular en buffer de ruptura
celular.

Buffer de ruptura:
- HEPES (final 200mM)
-DTT  (final 1ImM)
- Desfera (final 0.1mM)
-EnH,O
- PMSF final ImM (adicionar justo antes de usar)
(Por cada 1x10° células adicionar 20 pl de buffer de ruptura)

- Unavez sonicadas, centrifugar a 14,000 rpm 10 min. a4°C para después recuperar €l sobrenadante.

- La concentracion proteica se midi6 a través del método de Bradford, realizando previamente una curva
estdndar con albimina bovinaparala calibracion.
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Curva Bradford

ALBUMINA (1mg/ml) H,O Colorante Bradford
Ooul 800 pl 200 pl
4 ul 796 pl 200 pl
8 ul 792 ul 200 pl
16 pl 784 ul 200 pl
32ul 768 ul 200 pl
Muestra w0ul 790 ul 200 pl

Gel nativo al 8%

Resolving gel Sacking gel

H,O 4.94 ml 2.2ml
Tris2M pH=8.9 1.86 ml 567 pl
Acrilamida a 40% 2.28 ml 567 pl
Persulfato de amonio 10% 21.6 pl 17 pl
TEMED 14.4 ul 7ul

TOTAL 9.11 ml 3.35ml
\Buffer de corrida: 3 gr. Tris Base

14.4 gr Glicina
Para un litro sin gjustar €l pH

Colorante 5X para10 ml:
1 ml deglicerol
500 pl tris2M pH=9.8
2 mg de azul de bromofenol

1) Se cargaron 150 pg de proteina por carril.

2) Correr e gel a150 V (~50 mA) por aproximadamente 2 hrs.

3) Incubar el gel en metanol al 5% por 3 min. Lavar con aguade lallave.

4) Incubar el gel en una solucién de peréxido de hidrégeno al 0.03%.en agitacion por 5 min.

5) Pesar 1 gr de Cloruro férico (FeCl,-6H,0), 1 gr de Ferrocianuro de potasio y disolver cadauno en 25
ml de H,O por separado.

6) Retirar la solucion de peréxido de hidrégeno y adicionar las soluciones anteriores al gel al mismo
tiempo.

7) Incubar hastarevelar.

5.- Hibridacion in situ.
A) Preparacion de sonda de ARN de cadena sencilla.

Mezclade reaccion:

- Buffer de transcripcion 4 ul
- Plasmido linearizado 1lug
- NTPs-Digoxigenina 2.l
-DTT 0.1M 2ul
- Inhibidor de RNAsa 40U
- ARN polimerasa 20U
Total 20l

1) Incubar a 37°C por 2 hrs.
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2) Afiadir 100 pl de H,O-DPC y precipitar adicionando 10 pl de LiCl 4M mas 300 pl de etanol absoluto,
incubando 30 min. a-20°C.

3) Centrifugar por 10 min. a 14,000 rpm a 4°C.

4) Lavar el pellet con etanol al 70%.

5) Disolver el pellet en 100ul (a0.1pg/pl).

6) Correr un minigel con 5 pl de transcrito (La banda de ARN debe ser de 5 a 10 veces mas intensa que €l
ADN).

7) Almacenar la sonda a—20°C.

B) Preparacioén de embriones.

PBT: PBS con 0.1% Tween-20 (solucion estéril).

1) Sacrificar al ratén por dislocacién cervical y disectar los embriones.
2) Inmediatamente colocar los embriones en PFA.

3) Fijar de 4 hrs. atemperatura ambiente o toda lanoche a 4°C.

4) Lavar y deshidratar los embriones como sigue:

PBT 5 min. 4°C
PBT 5 min. 4°C
metanol/PBT 25% 5 min. TA
metanol/PBT 50% 5 min. TA
metanol/PBT 75% 5 min. TA
metanol 100% 5 min. TA
metanol 100% mantener a-20°C

C) Protocolo de hibridacién in situ.

- Llevar a cabo todos |os pasos en tubos eppendorf cénicos de 2 ml con baja agitacion.
- Por tubo usar 1 ml de solucion.

1) Rehidratar como sigue:

metanol/PBT 75% 5min. TA
metanol/PBT 50% 5min. TA
metanol/PBT 25% 5min. TA
PBT 5 min. TA
PBT 5 min. TA
2) Blanquear |os embriones con:
6% de H,0O, en PBT 1lhr.
PBT 5min.
PBT 5min.
PBT 5min.
3) Permeabilizar utilizando:
Proteinasa K (10 mg /ml) 2-15 min. (para embriones de 7-9 dpc)
Glicina (2mg/ml) 5 min.
PBT 5 min. TA
PBT 5 min. TA

4) Prehibridar 1 hr. a 70°C con:
50% formamida
5X SSC
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ARN de levadura (50 pg/ml)

1% SDS

Heparina (50pg/ml)
5) Hibridar con solucién de prehibridacion més 10pl del ARN marcado toda lanoche a 70°C.
6) En los lavados posteriores se emplean estas 4 soluciones:

Solucién 1: 50% formamida
SSC 5x pH 4.5
SDS1%

Solucién 2: NaCl 0.5M

TrissHCI pH 7.5 10mM
Tween-20 0.1%

Solucién 3: Formamida 50%
SSC 2x pH=4.5

TBST 10x: Para 100 ml:
8 gr NaCl
0.2grKCl
25ml de TrissHCI 1M pH=7.5
10 ml Tween-20
Autoclavear y diluir a 1x, adicionar levamisol (0.48mg/ml) el diade uso.

Emplear el siguiente esquema de lavado:

Solucién 1 30 min. 70°C
Solucién 1/Solucién 2 (1:1) 10 min. 70°C
Solucién 2 5 min. TA
Solucién 2 5 min. TA
Solucién 2 5 min. TA
Solucién 3 30 min. TA
Solucién 3 30 min. TA
TBST 5 min. TA
TBST 5 min. TA
TBST 5 min. TA

7) Prebloquear los embriones incubandolos con 10% suero en TBST de 2-3 hrs.

8) Preabsorber el anticuerpo con polvo de embrién. Polvo de embrion: 3 mg de polvo de embrion en
0.5ml de TBST, 30min. a 70°C con agitacion, colocar en hielo por 5 min. Adicionar 5 pl de suero de
oveja mas 1pl de anticuerpo anti-DIG, agitar suavemente por lhr a 4°C, remover el sobrenadante a un
tubo fresco y diluirlo a2 ml con TBST/suero 1%.

9) Remover el TBST/suero 10% de los embriones, remplazar con el anticuerpo preabsorbido e incubarlo
todalanoche a4°C.

10) Al diasiguiente lavar con:

TBST 5min

TBST 5min

TBST 5min

TBST lhr

TBST lhr

TBST lhr

TBST todalanoche
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11) Continuar lavando con NTMT

NTMT: 100mM NaCl
100mM Tris-Hcl pH9.5
50mM MgCI2
0.1%Tween-20
2mM levamisol
(Hacer lasolucion al dia de uso a partir de los stocks)

NTMT 10 min.
NTMT 10 min.
NTMT 10 min.

12) Transferir los embriones a cajas de 6 pozos.
13) Incubar en NTMT mas 3.5ul NBT/ml y 3.5ul BCIP/ml, en agitacién leve por 20 min. protegiendo de

laluz.
14) Dejar de 1hr atodalanoche en la oscuridad hasta que se observe la sefial (usualmente de 4-6 hr.)
15) Lavar con:  PBT 15 min.

PBT 15 min.

PBT/glicerol 50% 15 min.

16) Mantener en PBT/glicerol 80% a 4°C.

6.- Cultivo celular
Soluciones:

Medio DM EM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, GIBCOBRL, cat. 12100-038):

Disolver el contenido del sobre en 900 ml de agua bidestilada estéril o MilliQ. Adicionar 3.7 gr de
bicarbonato de sodio, disolver y ajustar e pH a 6.9 con &cido clorhidrico 1N. Aforar a un litro con aguay
esterilizar por filtracion a través de una membrana de acetatos con poro de 0.22um.

Gelatina 0.1% (Gelatin from porcine skin, type A, SIGMA, cat. G1890):

Disolver 3 gr de gelatina en 300 ml de agua bidestilada estéril calentando en el horno de microondas para
mas tarde esterilizar en autoclave. Este es una solucion stock al 1% del cual solo se diluira al 0.1% con
agua bidestilada estéril antes de usar.

PBS (Phosphate Buffer Saline):
8 gr de NaCl
0.2grdeKCl
1.44 gr de NaHPO,
0.2 gr de KH,PO,
Disolver en 900 ml de agua bidestilada estéril, aforar a1l litro y filtrar através de 0.22um.

Mitomicina C (Mitomycin C, ROCHE, cat. 10 107 409 001):
Disolver el contenido del vial (2 mg) en 4 ml de PBS.

GPS 100X (Glutamax GIBCO, cat. 35050-061; Penicillin G, SIGMA, cat. P-4687; Streptomycin sulfate,
SIGMA, Cat. S-1277): Descongelar el bote de Glutamax, tomar 10 ml, adicionar 300 mg de Penicilina y
500 mg de Streptomicina, disolver, filtrar a través de 0.22um. Esta solucion se devuelve al frasco de
Glutamax. Dispensar en tubos de 15 ml.
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Tripsina 2.5% (Trypsin, GIBCO, cat. 15090-046): Diluir con Verseno (GIBCO, cat. 15040): Emplear
unadilucion de tripsinaa 10% con verseno (0.25 %).

BME 1000X (p-mercaptoethanol, GIBCO, cat. 21985-023): Diluir a 100X con PBS

G418 100X, (Geneticin, GIBCO, cat. 11811-023): 18 mg de componente activo por ml en PBS,
esterilizar através de 0.22um, alicuotar y mantener a 4°C.

1000X FIAU (1-[2-deoxy, 2-fluoro-fB-D-arabinofuranosil]-5-ioduracil): se prepara el stock a una
concentracion final de 200uM. Preparar una solucién intermedia (100 mM) adicionando 338 mg de FIAU
a8 ml de PBS. Para obtener la solucion de FIAU completamente disuelta, adicionar unas gotas de NaOH
5N. Unavez disuelta, aforar a 10 ml con PBS. Dividir en alicuotas y mantener a—20°C. Preparar €l stock
1000X por adicionar 100 pl de 100 mM FIAU a50 ml de PBS. Si el FIAU aun precipita, adicionar NaOH
5N hasta disolver. Después de mezclar, esterilizar por filtracién a través de 0.22um, alicuotar y mantener
a—20°C.

Medio STO/ Feeder:
7% Suero Bovino Feta (SBF; GIBCO)
1X GPS
El resto esde DMEM.

Medio M 15: 15% SBF
1X GPS 1X aminoécidos no esenciaes (GIBCO, Cat. 11140-50).
1X Piruvato de Sodio (GIBCO, Cat. 11360-070).
El resto esde DMEM

M edio de congelacion:
60% DMEM
20% de SBF
20% DMSO (Dimethy! sulphoxide, SIGMA, cat. D2650)

Protocolos:

Cubrir cajas con gelatina.

1) Cubrir la superficie de un numero apropiado de cajas con gelatinaa 0.1%.

2) Colocarlas en la campana de flujo laminar por dos hrs., aspirar la gelatina antes de utilizar las cajas o
mantenerlas secas para su posterior uso.

Descongelar células.

1) Remover € via de células congeladas del contenedor y colocarlo en un bafio a37°C

2) Transferir la suspension celular a un tubo de 15 ml estéril, adicionar 5 ml de medio lentamente y
agitando.

3) Colectar las células centrifugando a 1000 rpm por 5 min., aspirar el sobrenadante y resuspender en 5 a
10 ml.

Expansion de células STO

1) Crecer las células STO en un plato de 10 cm. previamente gelatinificado. Usar 10 ml de medio STO,
incubar a 37°C, 5% de CO..

2) Cuando hayan llegado a confluencia descartar €l sobrenandate, enjuagar dos veces con PBS. Aspirar el
PBSYy adicionar 1.5 ml de tripsina, incubando a temperatura ambiente por 5 minutos.

3) Adicionar 1 ml de medio STO para inactivar latripsina, pipetear arribay abajo varias veces para tener
una suspension de células bien separadas unas de otras.

4) Centrifugar a 1000 rpm en una centrifuga de mesa.

5) Descartar €l sobrenandante y resuspender en 10 ml de medio STO.
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6) Contar las células en camara de Newbauer con 10pl de suspension celular y 10pl de azul tripan
(GIBCO, cat. 15250-061). El numero de células por cada cuadrante equivale a 0.1 pl de la suspension por
lo que hay que multiplicar por 20, 000 paratener el nimero de las células por ml.

7) Subcultivar un décimo de la cantidad total (aproximadamente 1-1.5 x 10° cdulas) en una caja de 10
cm.

Preparacioén de células alimentadoras.

1) Partiendo de un subcultivo adicionar de 10 a 12 millones de células en un plato de 10 cm. previamente
gelatinificado y con 10 ml de medio STO.

2) Al diasiguiente, afiadir 200 pl de Mitomicina por cajade 10 cm. Dejar que actué ladroga por dos hrs.
3) Subcultivar y sembrar en platos gelatinificados a una densidad de 76,000 células’cm? o 1.5 x10°
células por cajade 6 cm.

Cultivo de células ES.

Subcultivo

1) Cuando € cultivo este a confluencia, cambiar el medio.

2) 4 hrs. después, lavar dos veces con PBS, adicionar tripsina (1.5 ml paracajade 6 cm. o 2 para caja de
10cm) eincubar 10 a12 min. a 37°C.

3) Adicionar un volumen igual de tripsina, pipetear varias veces para disgregar las células.

4) Pasar la suspension a un tubo de 15 ml, y centrifugar a 1000 rpm 5 min. Descartar €l sobrenadante y
resuspender en 10 ml.

5) Determinar el nimero celular y subcultivar (1.5-2 x10° células en caja de 6 cm. 0 3-4 x10° en cgja de
10 cm.) en unacaja con células alimentadorasy con medio M15.

Transformacién genética por electroporacion.

1) Linearizar €l vector a transformar. Extraerlo con fenol/cloroformo y una vez més con cloroformo.
Precipitar con 2.4 vol. de etanol, lavar con etanol a 70% y secar. Resuspender el ADN a 1ug/ul en 0.1X
TE estéril.

2) Remplazar el medio de cultivo de las células ES 4 hrs. antes.

3) Colectar las células por tripsinizacion, resuspender en 10 ml de PBS y determinar el nimero celular.

4) Colectar nuevamente por centrifugacion, aspirar el sobrenadante y resuspender a una densidad de
1.1x10" células /ml.

5) Colocar 5ug de ADN en la pared interna de una cubeta de electroporacién. Adicionar 0.9ml de la
suspension celular y mezclar suavemente (es importante no hacer demasiadas burbujas). Electroporar a
230V, 500pF.

6) Transferir e contenido de la cubeta a un tubo de 50 ml estéril. Adicionar 15 ml de M15 lentamente y
resuspender uniformemente. Distribuir la suspensién en 5 platos de 10 cm. con células alimentadoras y
colocarlas en laincubadora.

7) Al dia siguiente cambiar el medio para descartar los restos celulares. Para la seleccion utilizando
neomicina, comenzar a adicionar el antibidtico 24 hrs. después de la electroporacion y continuar hasta
gue las colonias puedan levantarse. Para la seleccién negativa con el casete HSV-TK utilizar FIAU
comenzando alapar con laseleccién positiva.

8) Cambiar € medio con la apropiada seleccion cada vez que el medio este amarillo o haya demasiados
restos celulares, al inicio diariamente.

9) Las colonias resistentes pueden ser levantadas a los 10-12 dias después de |a el ectroporacion.

Seleccién de colonias.

1) Remplazar el medio 4 hrs. antes, mientras tanto adicionar 25l de tripsina por pozo a cajas de 96 pozos
con fondo de U.
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2) Aspirar el medio, lavar dos veces con PBS y adicionar 10 ml de PBS para cubrir la superficie de la
caja

3) Levantar las colonias de los platos lavados colocando una colonia por pozo en la caja de 96 con la
tripsina. Repetir hastallenar lacaja

4) Incubar a 37°C por 12 min. Durante este tiempo, preparar las células alimentadoras en caja de 96 pozos
reemplazando € medio con 100pl de M15.

5) Empleando una pipeta muticanal, adicionar 25ul de M15 por pozo a las colonias. Pipetear para
disgregar las células. Transferir las colonias al plato con células alimentadoras preparadas anteriormente.
Tomaré de 3-5 dias antes de que las células se puedan expandir.

7.- Exposicion de células ES a condiciones que promueven la muerte celular.

En la exposicién a H,0,, menadiona, staurosporina y la falta de suero, los experimentos se
realizaron sembrando 1x10° células/cm?® en cajas de 24 pozos (2x10° cels. por pozo) por triplicado. Se
analiz6 el efecto después de 24 hrs. de exposicién exceptuando la falta de suero que fue después de 72
hrs. Para H,0,, menadiona y staurosporina se realizaron primeramente curvas de concentracion para
encontrar las més adecuadas que promuevan muerte celular en las células ES silvestres. Para lafaltade p-
ME se sembraron 1.5x10° células en cajas de 6 cm., realizando & conteo alas 48 hrs.

8.- Generacion de cuer pos embrioides.

1) Subcultivar las células ES a una densidad de 1.1 x 10 en un plato de cultivo de 10 cm. sin gelatina.
Ahi permanecerdn por 3 dias, cambiando el medio cada 24 hrs. Este paso tiene como finalidad promover
la formacién de agregados celulares y al mismo tiempo disminuir la proporcion de células STO en el
cultivo. Para que los agregados se formen correctamente es importante no disminuir el nimero celular ni
el tamafio de la cajade cultivo.

2) Al cuarto dia (D3+0) se deben observar claramente los agregados celulares, asi como también la
presencia de células endodermales en la periferia de los agregados. Despegar los agregados utilizando una
pipeta de 25 ml dgjando caer suavemente medio M15.

3) Tomar los agregados y colocarlos en un frasco de 100 ml. Evitar reutilizar el mismo medio para volver
a despegar ya que la capa de endodermo que se forma en este periodo, es muy sensible a los movimientos
bruscos. Partiendo de una caja de 10 cm. se derivan 13 a 15 cajas bacteriolégicas. Es importante una
dilucién correcta puesto que s existe una ata densidad los cuerpos embrioides se agregan formando
“collares” que no diferencian de manera adecuada. Ya en las caas bacterioldgicas, permanecerdn el
suspension por los dias que dure € cultivo, remplazando €l medio cada 48 hrs. o cuando cambie € pH.
Para cambiar el medio, el contenido de hasta 4 cajas se vacia directamente en un tubo de 50 ml.,
permitiendo que los cuerpos embrioides se sedimenten por gravedad, posteriormente se remplaza el
medio por medio fresco y se divide en las cajas bacteriol 6gicas nuevas.

9.- Construccion de vectores.

Vector de recombinacién homéloga

Este vector se construyo a partir de una libreria gendmica en el fago lambda que posee
fragmentos del locus gendmico de la catalasa perteneciente a la cepa de ratones 129. La Dra. Susana
Castro subcloné 3 fragmentos en el vector pKS Bluescript llamandoles pCatl, pCat?2 y pCat3 y que
abarcan parte del gen como se ve en lasiguiente figura:

L EouRtV g e 1l Ll

pCar2

pCatd




Estos plésmidos se emplearon para aislar 1os brazos de homologia (marcados en negro) asi como
para la obtencion de sondas (regiones punteadas) para la identificacion de colonias de células ES
recombinantes.

Primeramente se subclon6 el casete de TK (timidina cinasa; casete MC1TKpA: Hasty, P, et al
1991. Nature(30): 243-246), partiendo del vector pUNIvec (Ramiro Ramirez Solis) en el vector pKS
Bluescript usando los sitios BamHI-Xbal. A este nuevo vector se le denomind de recombinacion. Mas
tarde se aislé e brazo de homologia 3" del vector pCat3 (Bglll-BamHl), y se subcloné en e vector de
recombinacion en e sitio de corte de BamHI. Se procedi6 a remover e sitio EcORV del vector
PGKNeoloxPA (Yuji Mishing), usando adaptadores Clal-EcoRl, para permitir ver una diferencia en
tamarios en e andlisis de Southern-blot de las colonias de células ES resistentes a neomicina, Este casete
de neomicina sin EcoRV fue cortado con Xhol y subclonado en el vector de recombinacion en € sitio
Sall. Finalmente se adiciono el brazo 57, cortado con EcoRV, al vector de recombinacién que fue cortado
con Xhol y los extremos rellenados con la enzima Klenow. Para la transformacién, el vector se linearizé
con laenzimaNotl.

Vectores de sobreexpresion

Para |la construccion de los vectores de sobre-expresion (pCAT? y pCat®) se utilizo el promotor
hibrido de citomegalovirus/actina (vector pCCALL) dirigiendo la expresion del ADNc de la catalasa de
humano (vector pCAT10; American type culture collection), y la sefia de poliadenilacion de la hormona
de crecimiento bovina (PGKNeobpA). La forma citosdlica de |a catalasa se generé eliminando la sefial de
importe al peroxisoma (KANL), localizada en laregion 3" terminal. Brevemente, se generd un producto
de PCR de 465pb empleasndo como cebadoress 5 TACCTGTGAACTGTCCCTACCGST,
5"CACAGATCTGCCACTCCATGGCCG3', y de templado e vector pCAT10. El primer 3" contiene la
secuencia que cambia el aminoécido lisina por € codén de término ambar (AAG a UAG) y un sitio Ncol
parafacilitar la identificacion del plasmido. Finalmente, el producto de PCR fue digerido con Sspl-Bgll|
y remplazé la secuencia 3 de la catalasa en el vector pCAT". A ambas construcciones se les adicioné e
casete de resistencia a Neomicina (PGKNeoloxpB, Y uji Mishing) para permitir la seleccion en las células
ES.
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS.

L.- EI patrén de expresioén de catalasa.

Los resultados de este trabajo arrojan la nocion de que la catalasa se expresa
abundantemente durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, considerando los

resultados que se obtuvieron y aguelios ya publicados, queda por analizar el perfodo que
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abarca desde la etapa de blastocisto hasta ¢l séptimo dia de desarrollo. Dade que el
patrén de expresion fue determinado utilizando la presencia del transcrito de la catalasa,
queda por establecer si realmente este es indicativo de la presencia de la proteina, ya
que la observacion que se realizd fue solo a través de geles de actividad. Una alternativa
para esclarecer de manera definitiva el patrén de expresion de esta enzima antioxidante
puede ser por medio de generar ratones “krock-in”, donde se intreducirfa por “gene
targeting” un gen reportero en fase como el de la proteina verde fluorescente bajo el
promotor endégeno de la catalasa. Si esta GFP tuviera una sefial consenso a peroxisoma
este ratén podria emplearse para realizar estudios ya sea de biogénesis de peroxisomas o
aquellos que involucran a los llamados proliferadores de peroxisomas que generan

cancer hepatico en ratén (Tharappel 2003).
2.- La pérdida de catalasa.

La finalidad de los estudios de expresidn fue constatar la presencia de enzimas
antioxidantes para susteniar la idea que pudieran estar delimitando el estrés oxidativo y
consecuentemente la muerte celular programada. Los resultados de este trabajo junto
con los de las Dras. Denhi Schnabel y Maria del Rayo Sanchez constatan la presencia
tanto de superdxido dismutasas, peroxidasas y catalasa durante ¢l desarrollo
embrionario. En el modelo de la extremidad todas las enzimas antioxidantes se
excluyen de la zona donde se presenta el estrés oxidativo y la muerte celular. Por lo que
parte de la hipdtesis que propone que la ausencia de los sistemas antioxidantes pudiera
contribuir a un aumento en el estrés oxidativo es todavia viable. Sin embargo, hacen
faltan estudios tanto de pérdida como de ganancia de stsiemas antioxidantes para
comprobar si son indirectamente causantes del estrés oxidativo. Por lo anterior, es que
nos dimos a la tarea de generar ¢l ratén nulo para catatasa. Ho y colaboradores también
llevaron a cabo estudios de pérdida de catalasa én ratén {Ho 2004). Sus observaciones
son iguales a las nuestras, donde ratones cas * no presenta fenotipo alguno, pero
reportan que existe una disminucidn en la actividad de transferencia electrénica en la
cadena respiratoria mitocondrial sin poder explicar el porqué de este fenémeno.

Es interesante que no haya habido ninguna consecuencia por la eliminacién del
gen de catalasa, siendo esta una proteina que se expresa abundantemente durante el
desarrollo embrionario. La redundancia funcional de los sistemas antioxidantes pudiera

ser la causa de la falta de fenotfbo, por lo que serfa necesario producir la pérdida de
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varios de ellos para lograr disminuir de manera significativa la capacidad antioxidante.
A pesar de la falta de fenotipo en el ratdn cas™, creemos que es necesario determinar si
la concentracion de EOR se modificd durante el desarrollo embrionario de estos
ratones, particularmente en la extremidad. |

En la actualidad, nuestra hipdtesis al respecto es que la catalasa junto con otros
sistemas contribuye a la capacidad antioxidante durante el desarrolio embrionario. Sin
embargo, a nivel organismal pudiera tener un papel prei)onderante en un contexto
metabdlico, debide a su enriquecimiento en microcuerpos del tejido hepatico. Varios
sistemas enzimaticos que operan en el peroxisoma generan .como subproducto H,0,, en
particular durante la B-degradacion de dcidos grasos de cadena larga. Durante periodos
de hambruna o en ejercicio prolongado, la degradacidn de dcidos grasos es importante
para la generacién de energia, actuando por igual tanto en la mitocondria como en el
peroxisoma. Por lo que la catalasa podria ser importante bajo estas condiciones
promoviendo la degradacién del H,0, y de esta manera evitar el dafio oxidativo a los
sistemas multienzimaticos que operan en el peroxisoma. En el laboratorio planeamos
realizar estudios comparativos entre ratones silvestres y aquellos cas™ bajo diferentes
condiciones que promuevan la actividad metabélica peroxisomal, como son el ejercicio
y la administracién de proliferadores de peroxisomas. Estos tiitimos son drogas de tipo
fibratos (4cidos carboxilicos anfipaticos), que al unirse a los llamados receptores
nucleares activados por - proliferadores de peroxisomas (PPARs) inducen la
transcripcidn de genes que codifican para protefnas peroxisomales. Estos PPARs han
sido relacionados a diferentes procesos como diferenciacidén, metabolismo, inflamacidn,
cicatrizacién y conversion neopldsica (Yu 2007).

La importancia de la actividad peroxisomal en el metabolismo celular se vuelve
obvia al observar los defectos bastante severos en enfermedades peroxisomales.
Personas con el sindrome de Zellweger, una enfermedad recesiva autosomal, no poseen
peroxisomas y presentan niveles altos de dcidos grasos de cadena larga. Los sintomas
incluyen: retardacién psicomotora, disfuncién hepética, hipotonia y/o pérdida de la
visién. Este sindrome es letal a edades tempranas. Una via metabdlica faltante en estos
individuos es [a produccidn de plasmalégenos (glicerofosfolipidos en los que una de las
dos cadenas acil estd unida al glicerol por un enlace éter alquenil y enriquecidos en
drganocs como ¢l corazdn, sistema qprvioso, rifién y gdnadas), siendo presumiblemente

la causa de los desordenes neurolégicos presentados por estos individuos. En un grupo
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de complementacién de este sindrome, la catalasa se localiza en el citosol al parecer
debido a un problema en el sistema de importe al peroxisoma, El posible aumento de
H,0,, debido a la falta de catalasa, provoca dafio oxidativo de los componentes
multienziméticos peroxisomales, ya que el reintroducir esta enzima a fibroblastos de
estos pacientes, restablece el metabolismo normal en estos microcuerpos (Kawada
2004). Asi, los sintomas de Zellweger pudieran ser presentados en ratones cas ™, aunque
de manera superficial no son evidentes. Por lo que se vuelve interesante ¥ necesario
levar a cabo experimentos donde se analice en metabolismo peroxisomal en ratones cas
", para comprobar si la falta en catalasa verdaderamente recapitula o observado en la
enfermedad de Zellweger.

De los estudios de pérdida de funcién de los sistemas antioxidantes resaltan el de
Gpx4, yGes, Trxl, Trx2, TrxR1 y TrxR2, cuya mutacion es letal en etapas tempranas del
desarrollo embrionario (Covarrubias 2008), evidenciando la importancia de mantener
los niveles de EOR en concentraciones bajas para una adecuada homeostasis. Sin
embargo, queda atin por analizar el efecto de estas mutaciones sobre la generacion de

estrés oxidativo y muerte celular durante e} desarrolio embrionario {ver anexo 3).

3.- Ganancia de la catalasa en ratén.

La unidad de transgénesis de la Universidad de Georgia, encargada de
microinyectar la construccién molecular reportd que tras varios intentos solo pudo
derivar un ratén transgénico. Debido a la naturaleza constitutiva del promotor
empleado, una posibilidad es que la sobre-expresién de catalasa en todos los tejidos
pudiera ser letal para el desarrollo embrionatio y aquel que sobrevivié lo hizo gracias al
cardcter restrictivo de la expresién.

Durante un insulto de hipoxia/ reoxigenacion, fenémeno que ocurre en algunas
afecciones cardiacas, se ha reportado la produccién de EOR y muerte celular de células
del miocardio. Empleando un promotor especifico para diri gir la expresién de catalasa a
musculo cardiaco Chen y colaboradores reportaron un aumento de 60 veces mas
catalasa, observando que esto aminora algunos sintomas que se presentan durante la
hipoxiafreoxigenacién"como son: reduccion en la fuerza contractil y ritmo cardiaco, la
arritmia y las alteraciones morfoldgicas (Chen, Y. 19973,

La estreptozocina es una droga que es empleada para atacar al cancer

metastatico de células pancredticas, induciendo muerte celular al parecer por inhibicién

56



de la sintesis de ADN. También ha sido empleada para promover un fenotipo diabético
en el raton. Empleando el promotor de insulina para dirigir la expresién de catalasa a las
c€lulas B-pancredticas (lugar donde los niveles endégenos de catalasa son muy bajos),
Xu y colaboradores pudieron obtener un aumento de 50 veces de los niveles normales y
es en este modelo donde [a catalasa evita el efecto diabesogénico de la estreptozocina
{Xu 1999).

Schreider en el afio 2005, generd cepas de ratones con niveles elevados de tres
isoformas de catalasa (peroxisomal, nuclear y mitocondrial) resultando que solo
aquellos con la isoforma mitocondrial presentan una disminucién en cardiopatias, en el
desarrollo de cataratas y en la produccién de H,0,, asi como un aumento en la vida
media y méxima. El corazén, misculo esquelético y cerebro fueron los tejidos donde se
observe sobre-expresion. Cabe destacar que este grupo utilizé el mismo promotor que
empleamos nosotros para la sobre-expresién de catalasa citosdlica. Este grupo comenta
también la naturaleza de mosaicismo en el patrén de expresion de catalasa en estos
ratones indicando que una expresién amplia podria resultar letal para el desarrolio
embrionario (Schriner 2005). '

Recientemente se publicé un estudio de sobre-expresién empleando 80 Kb de la
region genémica que contiene al gen de la catalasa y sus secuencias regulatorias, al
parecer sin observar fenotipo alguno (Chen, X. 2003). Con ésa estrate gia, se obtuvieron
niveles elevados de expresién de 2-4 veces comparado con los silvestres en casi todos
los tejidos. Sin embargo, en los sitios donde normalmente se pudiera estar apagando
esta enzima, como en las zonas interdigitales embrionarias, en estos animales
transgénicos también se apagaria sin poder evaluar un efecto sobre la produccién de
EOR y muerte celular. Por lo anterior, una posibilidad seria el realizar ensayos de
microinyeccidn de la construccién de sobre-expresion, disectando y genotipificando
embriones en varios estadios a fin de comprobar si ocurre un efecto letal en esta etapa.
Otra manera de llevarlo a cabo es generar ratones a partir de lineas de células ES que
sobre-expresan catalasa. Inicialmente haciendo quimeras, que de entrada la contribucién
al tejido nos hablaria de si la sobre-expresiSn de catalasa tendrfa algiin efecto selectivo.

La sobre-expresion de otros sistemas antioxidantes se ha levado a cabo pero
siempre con expresién restringida a ciertos érganos o tejidos. Estos estudios apovan la

nocién que fos mecanismos antioxidantes son importantes para evitar el dafic oxidativo
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sin embargo, no se ha analizado su efecto sobre la produccién de EOR durante el

desarrollo embrionario.

4.- Sobre-expresion de 1a catalasa en las céluias ES.

A pesar de observar un incremento importante en l1a actividad de catalasa en las
células ES, creemos que hace falta corroborar estos resultados con estudios de Western-
blot para establecer de manera mas fina el aumento en la proteina. Es interesante que a
pesar de presentar aparentemente la misma actividad y el mismo patrén de expresion de
catalasa entre las isoformas peroxisomal y citosélica (Fig. 12), exista una respuesta
diferencial al H,0, y en el efecto en la cavitacién del CE. Por lo que se pudieran llevar a
cabo estudios de fraccionamiento bioqufmico analizando la actividad de catalasa tanto
en microcuerpos como en el citosol, para asf establecer si es que la localizacién es
responsabie de esta discrepancia.

De los agentes o condiciones empleadas para promover muerte celular en células
ES, solo del H,0, se protegen las células que sobre-expresan catalasa. Al ser el perdxido
de hidrégeno el substrato natural de la catalasa es de esperar tal proteccion. Lo anterior
indica que la falta de suero y de B-ME, as{ como menadiona o staurosporina son
capaces de activar la maquiriaria de muerte celular independiente de la generacién de
EOR, o dicho de otra manera, la presencia de EOR no es necesaria para generar muerte
celular bajo las condiciones antes mencionadas. El caso de menadiona es interesarte
puesto que se ha postulado que su principal mecanismo para promover muerte celniar es
a través de la generacién de EOR. En este trabajo demostramos que efectivamente si
- aumentan los niveles de EOR pero que estos no son necesarios pafa que se lleve a cabo
la muerte celular. Puesto que nosotros determinamos la muerte celular a las 24 hrs. de
iniciado el tratamiento, una posibilidad es que las EOR si participan en el proceso de
muerte celular pero que no son indispensables, por lo que al medir la muerte celular a
tales tiempos ya las células murieron por mecanismos independientes a la produccién
EOR. Para probar esta hipétesis, se podrfan realizar los mismos ensayos cuantificando
la muerte celular a tiempos més cortos.

En el mismo sentido de Io previamente reportado por la Dra. Susana Castro,
encontramos que la sobre-expresidn de catalasa no es capaz de subsanar la falta de B-
ME en células ES. El 8-ME es un agente capaz de reducir puentes disulfuro, mecanismo

por el cual estarfa ejerciendo su actividad protectora en las células ES. Una posibilidad
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es que el B-ME pudiera estar reduciendo de manera especifica a ciertas proteinas
afectando su funcién y por ende promover sobrevivencia. La adicién de sistemas
antioxidantes no necesariamente afectarfa la reduccién de estas moléculas blanco por lo
que ambos sistemas no funcionarian al mismo nivel, explicando asf el efecto no
protector de sobre-expresar catalasa. Puesto que el -ME es un factor indispensable en
el cuitivo de las células ES, se vuelve interesante el estudiar el mecanismo por el cual es
capaz de promover sobrevivencia. Para poder identificar tales proteinas, se podrian
realizar estudios de proteomica donde ya sea en presencia o ausencia de B-ME, se
observe e] perfil proteico en geles bidimensionales, sefialando asf las proteinas sensibles
a la falta de B-ME. Una vez identificadas se Hlevarfan a cabo una serie de experimentos
para comprobar si estas son responsables de Ia sobrevivencia de las células ES.

Por otra parte, zVAD no es capaz de promover sobrevivencia de células ES
expuestas al peréxido de hidrégeno, menadiona o staurosporina inclusive bajo la sobre-
expresién de catalasa, sefialando que estos agentes generan muerte celular por una via
independiente de caspasas. Sin embargo creemos que es importante repetir estos
resultados con otros inhibidores de caspasas mds estables como es el caso del gvD.
Cabe destacar que bajo el efecto del peréxido de hidrégeno, Aif se transloca de la
mitocondria al niicleo en células ES, sugiriendo que esta podria ser la via alterna al de
las caspasas para promover muerte celular. Seria interesante probar esta hipdtesis al
exponer células ES Aif” a estos agentes y bajo la presencia del inhibidor de caspasas,

observando su efecto en la muerte celular,
S.- Sobre-expresion de la catalasa en el cuerpo embrioide.

En el modelo del CE, ocurre tanto el proceso de diférenciacién como muerte
celular. Se ha propuesto que la muerte celular de las células centrales del CE es
dependiente de una correcta diferenciacion, inicialmente hacia endodermo y la
generacién de la [dmina basal, y posteriormente hacia el ectodermo con la formacién del
epitelio columnar. En este sentido, la ausencia de varias proteinas durante la formacién
del CE, tales como integrina Bl (Aumailley 2000), FGF (Chen 2000}, y BMPs
(Coucouvanis 1999) generén un efecto de no cavitacién en el CE, fenémeno que
responde mas a un efecto sobre diferenciacién que en muerte celular.

El desarrollo del CE es un sistema que nos permitié evaluar la participacién de

las EOR en el proceso de muerte celular. Asi, encontramos que la sobre-expresién de
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catalasa en el CE (CE-Cat") es capaz de prevenir la cavitacion sin afectar el proceso de
diferenciacion.

Fue importante encontrar produccién de EOR en el CE y que este aumento estd
relacionado a la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial. Sin embargo, es
posible que este aumento en EOR también pudiera estar obedeciendo a una disminucién
de los sistemas antioxidantes en las células centrales del CE. Durante el rescate del
fenotipo de no cavitacién en los CE-Cat” por H,0,, observamos que las células centrales
del CE son las que se ven mas afectadas, sugiriendo que estas pudieran estar bajo una
condicion, que las sensibiliza a la muerte celular. La disminucién de los sistemas
antioxidantes podrfa ser tal condicidn, por lo que se vuelve interesante analizar la
presencia o ausencia de las principales enzimas antioxidantes durante el proceso de
cavitacién del CE.

Siguiendo con la idea de sobre-expresar enzimas antioxidantes en el CE,
demostramos que la expresién de SOD/ no afecta la cavitacién, aunque es importante
considerar que los niveles de actividad pudieran no ser suficientes. Por otra parte, en
una condicién donde aumente SODI/ perc que estén disminuidas las actividades
removedoras de H,0, los niveles de este dltimo aumentarian promoviendo asi la muerte
celular, por lo que se vuelve necesaric e interesante detectar la presencia de estrés

oxidativo en los CE-SODI".

Para poder validar los resultados in wvitro, fue que en algunas ocasicnes
Intentamos detectar EOR en embriones que expresan la protefna verde-fluorescente, de
4 dpc, etapa donde se forma la cavidad proamnidtica. Este objetivo no fue posible
realizarlo debido a la inaccesibilidad del embrién, la poca tasa de difusién del DHE, [a
baja proporcion de células que mueren y la rapidez con que se lleva a cabo este proceso.
En este punto valdrfa la pena volver a intentar estos mismos experimentos ya con m4s
experiencia.

Al fusionar los blastdmeros de un embrién de dos células por electrofusién, se
genera un embridn que posee el material genético duplicado (4n), y que puede ser
cultivado hasta la etapa de blastocisto. Al introducir células ES a blastocistos
tetraploides se generan embriones quiméricos, donde las células tetraploides solo son
capaces de generar tejido extrél;embrionario, permitiendo que el embridn se derive en su

totalidad, de las célutas ES introducidas {Misra 2001). Por lo que una manera de evaluar
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si el fenomeno de no cavitacion en el CE por catalasa se recapitula in vivo, es
produciende embriones tetraploides utilizando células ES-Cat”,

En este trabajo demostramos que en la muerte celular que ocurre durante el
desarrollo del CE se activan dos vias: la independiente de caspasas representada por la
translocacion de Aif al nicleo, y aquélla dependiente de caspasas, siendo esta dltima

suficiente y necesaria para que ocurra la muerte celular y la cavitacion del CE (Fig. 23).

YN

T
p

Senal de muerte

=]
Mitocondtia
. EOR _ L5
Aif Casp-3
R :
Muerte . Pérdidade
celular

al(:lf‘lemorlconf -
la lamina basal ! @

Figura 23.- Modelo de 1a muerte celular en el cuerpo embrioide.

Una pregunta que queda por resolver es jcual es el mecanismo molecular por ¢l
cual el perdxido de hidrégeno es capaz de activar la maquinaria de muerte? Una
posibilidad es que la produccidn de EOR pudiera tener como efecto inmediato la
peroxidacién de lfpidos en las membranas mitocondriales, llevando a la pérdida de
potencial y a su permeabilizacién, permitiendo que factores pro-apoptdticos como
citocromo ¢ y Aif se 11beren con sus subsecuentes consecuencias. _

Y por otra parte, OA través de qué mecanismo se activa el programa que conduce
a la generacion de estrés oxidativo y a la muerte celular de las células centrales del CE?

Se ha propuesto la pérdida de adhesidn con la ldmina basal como una sefial que activa a
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la muerte celular, aunque también podria ser la falta de factores tréficos que promuevan
la sobrevivencia de las células centrales al no diferenciar a ¢élulas del epiblasto. El
factor de respuesta a suero {SRF) es un factor transcripcional que tras unirse al elemento
de respuesta suerc (SER} en regiones promotoras, permite la transcripcion de genes
btanco. Este factor ha sido relacionadc con procesos como proliferacion vy
diferenciacion. Sin embargo, en células ES promueve sobrevivencia a través de inducir
la expresion de genes antiapoptéticos como bcl-2 y bei-x,. Al expresar ectopicamente
bei-2 se evita la muerte celular generada por la faita de SRF en células ES. Los CE
derivados de células ES SRF” tienen disminuidos los niveles de bcl-2, presentan muerte
celular de manera no regulada y no cavitan (Schratt 2004). Por lo que no seria
sorprendente encontrar seftales extracelulares que pudieran estar regulando la expresion
o actividad del SRF para que tanto la sobrevivencia como la muerte celular ocurran de
manera normal en el CE y posiblemente durante la formacién de la cavidad
proamnidtica.

Hasta la fecha no existen evidencias contundentes para establecer si las EOR son
una causa o consecuencia del proceso apoptético durante el desarrollo embrionario. Sin
embargo en base a los resultados obtenidos en este trabajo, demostramos que € estrés
oxidativo, en particular el perdéxido de hidrégenc, es una sefial necesaria para la
activacién de la maquinaria de muerte celular en ¢l modele del CE, y proponemos que

esto pudiera ocurrir in vive durante la formacién de la cavidad proamnidtica.

CONCLUSIONES.

1.~ La catalasa, al igual que otras enzimas antioxidantes, se encuentra distribuida
ampliamente durante el desarrolio embrionario del ratén.

2.- La falta de catalasa no tiene consecuencias para €l desarrollo embrionario del
ratén. '

3.- La menadiona es capaz de promover muerte celular en células ES por un
mecanismo independiente de la formacidn de estrés oxidativo y de la
activacion de caspasas.

4.- Las EOR son una sefial que activa la muerte celular siende esenciales para la
cavitacidn del CE.
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5.- La mitocondria es la fuente principal de EOR durante la cavitacién del CE.

6.- La muerte celular, durante la cavitacidn del CE, es dependiente de la
actividad de caspasas.

7.- El aumento en la concentracién en EOR es anterior a la liberacidn de Aifyla

activacién de caspasas.

MATERIALES Y METODOS

L.- Purificacién de ARN total,
Soluciones:
- Solucién D p/ 50 mk:

Tiocianato de guanidina 4M 23.632 gr

Citrato de sodie 25mM pH 7 1.25 mt de 1M

Sarcosil 0.5% 2.5 mi de 10%

Agua-DPC 28 ml

B-mercaptoetano] 7.2pt por ml de sol D (afiadir al momento)
- Etanol $5%

- Acetato de Sodio 2M, pH 4

- Fenol saturado con agua

- Clorofermo : aleohol isoamilico 24:1
- Isopropanol

- Etanol 75 %

Metodologia.

1) Disectar ¢l tejido ¢ inmediatamente colocarlo en hielo seco.

2} Pulverizar en mortero con ayuda de nitrégeno liquido.

3} Adicionar 0.1 mt de acetato de sodio 2M pH 4 y mezclar bien por inversién. Afiadir | ml de fenol
saturado con agua, mezclar nucvamente y agregar 0.2 ml de cloroformo: alcohol-isoamilico {4 1),
Incubar 15 min. en hielo.

4) Centrifugar empleando el rotor JA20 a 10, 000 x g a 4°C. Tomar la fase superior y colocarla en un tubo
de poliprepileno nuevo.

5} Precipitar e] ARN en tubos eppendorf adicionando ! ml (1 vol.} de 1sopropanol. Incubar 30 min. a -
20°C. Centrifugar 10 min. a 0,000 x g a4°C y descartar el sobrenadante.

6) Lavar con etanol at 75% y secarlo exactamente 5 min. al vacfo.

7) Disolver el ARN en 0.3 m! de solucién D y precipitar con 6.3 ml de isoprepano! por 30 min. a -20°C.
Centrifugar 10 min, a 10,000 x g a 4°C y descartar el sobrenadante.

8) Lavar el ARN en etanol al 75%, dejarlo 10-15 min. a TA

9) Centrifugar 5 min. a 10,000 x g a 4°C. Descartar el sobrenadante y secar el pellet como en ¢l paso
anterfor.

10} Resuspender el pellet en 40 ul de H,O-DPC por cada 100mg de tejido inicial. Incubar ¢l ARN de 10
min. a 56"C. Mantener a -70°C.

11} Cuantificar el ARN por diluir | pl en | mi de H,0 (pH 7) y leer a 260 nm.

12} Visualizar el ARN en un gel con formaldehido:
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(.3 g de agarosa, 3 ml de MOPS 10X, 26 m! de H,0, fundir y aifadir 1.3 mi de form&dehjdo al
'37% Bulfer dc corrida: MOPS 1X.

2.- Reaccidn para hacer ADNe.
Mezcla para ADNc por reaccion en 30! totales:
- H,0 bidestilada estéril {DEPC)
- Buffer trancriptasa reversa
-DTT {10 pMj
- dNTPs (240 M final)
- OQligo dT (0.5 pg finai)
- Transcriptasa reversa (200 U}
- ARN (I ug} Antcs de adicionarlo, calentar a 65°C por 5 min. y después en hielo $ min.

- Incubar la reaccidn 2 hrs. a 37°C.

3.- Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Mezcla para hacer PCR por reaccién en S0u! totales:
3 4l de ADNc
5 pl de buffer PCR 10X
dNTPs {160 ,uM_ linal}
Oligonucledtidos {adicionar 20 pmol, aproximadamente 200 ng).
Faq Polimerasa (5 U}

Las PCRs en este estudio fueron realizadas con los siguientes oligonuclestidos
Catalasa

Oligo 53: TACCTGTGAACTGTCCCTACCG

Olige 3" GAATTGCGTICTTAGGCTTCIC

Con un alineamiento de 57°C y con tiempos de 0.5, I y ! minutos de separacion, alineamiento v
polimerizacidn respectivamente. Producto de 411 pb.

HPRT

Oligo 5°: CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG

QOligo 371 GTCAAGGGCATATCCAACAACAAAC

Con un alineamiento de 57°C y con tiempos de 0.5, | y | min. Producto de 352 pb,
Soni

Oligo 57 AGTATGGGGACAAATACACAAGG

Otigo 3" CAGTCAAAGUGTCACACAGTTAC

Con un alineamiento de 56"C v con tiempos de 0.5, I y 1 min.
Son2 _

Oligo 5" TCAACGCCACCGAGGAGA

Oligo 3" CCCCAGCAGCGGAATAAG

Con un alineamiento de 39°C y con tiempos de 0.5, 1 y 1 min.
SoD3

Oligo 5 TGAGGCCTATTTCAGTCTG



Olige 3" CATAGAGAGGTGTCIGGCG

Con un alineamiento de 58°C ¥ con tiempos de 0.5, 1 y [ min.
BMP2

Oligo 5" AGACGTCCICAGCGAATTTG

Oligo 3" GTTTGTGTTTGGCTTGACGC

Con un zlineamiento 50°C de y con tiempos de 0.5, 1.5 y | min. Producto de 719 pb.
FGFs

Cligo 57 AGGGGATTGTAGGAATACGAG

Oligo 3" CAGTGACGGTGAAGGAAAG

Con un alineamiento de 55°C v con tiempos de 0.5, | ¥ Emin. Producto de 315 pb.

4.- Gel de actividad para la catalasa.

Los extractos proteicos se obtuvieron por sonicacién de una suspension cefular en buffer de ruptura
celular,

Buffer de ruptura:
- HEPES  (final 200mM)
-DTT  (final ImM)
- Desferal (final 0.1mM)
-EnH,O
- PMSF final imM (adicionar justo antes de usar)
{Por cada x10° células adicionar 20 ul de buffer de ruptura}

- Una vez sonicadas, centrifugar a 14,006 rpm 10 min. a 4°C para después recuperar el sobrenadante.

- La concentracin proteica se midi6 a través del métode de Bradford, realizando previamente una curva

estdndar con albiimina bovina para Ia calibracién.

Curva Bradford
ALBUMINA (Img/ml) : H,O Colorante Bradford
0 gl 800 !l 200 pl
4l 796 ui 200 pld
8 ul 792 ul 200 pl
16 pl 784 ul 200 pl
32 768 ul 200 ut
Muestra 10 ul 790 gl 200 pl
Crel nativo al §%
_ Resolving gel Stacking gel
H,O 4.94 m] 22 mi
Tris 2M pH= 8.9 _ 1.86 ml 567 ul
Acrilamida al 40% 2.28 ml 567 ul
Persulfato de amonic 10% 21.6 4 17 pl
TEMED ' 14.4 ul Zul
TOTAL G111 ml 3.35ml
Buffer de corrida: 3 gr. Tris Base

[4.4 gr Glicina
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Para un litro sin ajustar el pH

Colorante 53X para 10 ml:
I ml de glicerol
500 gl tris 2M pH= 9.8
2 mg de azul de bromofenol

1) Se cargaron |50 g de protefna por carrib.

2) Correr el gel a 150V {~30 mA) por aproximadamente 2 hrs.

3) Incubar el gel en metanol al 5% por 3 min. Lavar con agua de la Have,

4) Incubar el gel en una solucién de peréxido de hidrégeno al 0.03%.en agitacién por 5 min.

5) Pesar 1 gr de Cloruro férrico (FeCl;-6H,0), 1 gr de Ferrocianuro de potasio y disolver cada uno en 25
ml de H,0 por separado.

6} Retirar Ja solucién de perdxido de hidrégeno y adicionar las soluciones anteriores al gel al mismo
tiempo.

7)Y Incubar hasta revelar.

5.- Hibridacion in siti.
A) Preparacion de sonda de ARN de cadena scncilla.

Mczcla de reaccidn:

- Buffer de transcripcidn 4 pul
- Plasmido linearizado 1 pg
- NTPs-Digoxigerina 2 ul
-DTT0.IM 2 ul
- Inhibidor dc RNAsa 40U
- ARN polimerasa 201
Total 26 pd

1) Incubar a 37°C por 2 hrs.

2} Afiadir 100 ul de H,O-DPC vy precipitar adicionando 10 g de LiCl 4M més 300 ul de etanol absoluto,
incubando 30 min. a -20°C.

3} Centrifugar por 10 min. a 14,000 rpm a 4°C.

4) Lavar el pellet con etanol al 70%.

5) Disolver el pellet en 100l (2 0.1 peg/ul).

6} Correr un minigel con 5 ul de trapserito (1.2 banda de ARN debe ser de 5 a 10 veces mas intensa que €l
ADN}.

T} Almacenar |z sonda a -20°C.

B} Preparacidn de embriones.

PBT: PBS con 0.1% Tween-20 {solucidn estéril).

1) Sacrificar al ratén por dislocacion cervical y disectar los embriones.
2} Inmediatamente colocar los embriones en PFA.

3} Fijar de 4 hrs, a temperatura ambiente ¢ toda 2 noche a 4°C.

4} Lavar y deshidratar los embriones como sigue:

PBT 5 min. 4°C
PBT 5 min. 4°C
metanol/PBT 25% 5 min. TA
metanol/PBT 50% 5 min. TA



metancl/PBT 75% 5 min. TA
metano! 100% 5 min. TA
metanol 100% mantener a -20°C

C) Protocolo de hibridacion in situ.

- Llevar a cabo todos los pasos cn tubos eppendorf cénicos de 2 ml con baja agitacion.
- Por tubo usar 1 m! de solucidn.

1) Rehidratar comeo sigue:

metanol/PBT 75% 5 min. TA
metancel/PBT 50% 5 min. TA
melancl/PBT 25% 5 min. TA
PBT 5 min. TA
PBT 5 min. TA
2) Blanquear los embriones con:
6% de H,Q, cn PBT 1 hr.
PBT 5 min.
PRT 5 min.
PRT 5 min.
3} Permeabilizar utilizando:
Proteinasa K {10 mg /ml) 2-15 min. {para embriones de 7-9 dpc)
Glicina (2mg/mt)} 5 min,
PBT 5 min. TA
PBT 5 min. TA

4j Prehibridar 1 hr. a 70°C con:

50% formamida

5X 88C

ARN de levadura {50 pg/ml)

1% SDS

Heparina (50ug/ml}
5} Hibridar con solucién de prehibridacién mds 10x] del ARN marcado toda la noche a 70°C.
6} En los lavados posteriores se emplean cstas 4 solucioncs:

Solucién 1: 504 formamida
SSC5xpH45
SDSi%

Solucidn 2; NaCl .5M
Tris-HCl pH 7.5 10mM
Tween-200.1%

Solucién 3, Formamida 50%
88C2x pH=4.5

[BST 10x: Para 100 mi:
8 gr NaCl
0.2 gr KCI
25 ml de Tris-HCI IM pH=7.5
10 mi Tween-20
Autoclavear y diluir 2 1x, adicionar levamisol {0.48mg/ml) ¢l dia de uso.
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Ermplear el siguiente csquema de lavado:

Solucién 1

Solucién 1/Solucion 2 (1:13
Solucitn 2

Solucidn 2

Solucion 2

Solucién 3

Solucién 3

TBST

TBST

TBST

7) Prebloguear los embriones incubdndolos con 10% suerc en TBST de 2-3 hrs.

30 min.
10 min.
5 min.
5 miz.
5 min.
30 mia.
30 min.
5 min.
5 min.

5 min.

T0°C
0°C
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA

8} Preabsorber ¢l anticuerpo con polvo de embrién. Polvo de embrién: 3 mg de polvo de embrién en

0.5ml de TBST, 30min. 4 70°C con agitaciGa, colocar en hielo por 5 min. Adicionar 5 yl de suero de

oveja mas Lul de anticuerpo anti-DIG, agitar suavemente por Thr a 4°C, remover ¢l sobrenadante & un

tubo fresco y diluirlo a 2 ml con TBST/suero 1%.

9} Remover ¢l TBST/sucro 10% de los embriones, remplazar con el anticuerpo preabsorbido e incubario

toda fa noche a 4°C.
10} Al dia siguiente lavar con:
TBST
TBST
TBST
TBST
TBST
TBST
TBST
11) Continuar lavando con NTMT

NTMT: [00mM NaCi
100mM Tris-Hel pH9.3
50mM MgCi2
0.1%Tween-20
2mM levamisol

5 min

5 min

3 min

I hr

I hr

1 hr

toda ia noche

{(Hacer la solucién al dia de uso a partir de los stocks)

NTMT
NTMT
NTMT

12) Transferir los embriones a cajas de 6 pozos.

10 min.
{0 min.
10 min.

13} Incubar en NTMT mas 3.5x¢1 NBT/ml y 3.5 BCIP/m, en agitacién leve por 20 min. protegiendo de

la uz.

14} Dejar de [hr a toda la noche en Ia oscuridad hasta que se observe la sefial (usutalmente de 4-6 hr.)

15) Lavar con: PBT
PBT
PBT/glicerol 50%
16} Mantener en PBT/glicerol 80% a 4°C.

15 min.
15 min.
15 min.
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6.- Cultivo celular
Seluciones:

Medio DMEM (Dulbecco’™s Modified Eagle Medium, GIBCOBRL, cat, 12100-038):

Disolver el contenido del sobre en 900 m! de agua bidestilada cstéril o Milli(}. Adicionar 3.7 gr de
bicarbonato de sodio, disolver y ajustar el pH a 6.9 con deido clorhidrico 1N. Aforar a un litro con agua y
esterilizar por filtracién a través de una membrana de acetatos con poro de 0.22pm.

Gelatina 0.1 % (Gelatin from porcine skin, 1ype A, SIGMA, cat. G1890):

Disolver 3 gr de gelatina en 300 ml de agua bidestilada estéril calentando ¢n ¢l hormo de microondas para
mas tarde esterilizar en autoclave. Este es una solucion stock al 1% del cuatl solo se diluird al 0.1% con
agua bideslilada estéril antes de usar,

PBS {Phosphate Buffer Saline):
8 gr de NaCl
0.2 grde KCI
1.44 gr de NaHPO,
0.2 gr de KH,PO,
Disolver en 900 ml de agua bidestilada estéril, aforar a 1 litro y filtrar a través de 0.22pm.

Mitomicina C {(Mitomycin C, ROCHE, cat. 10 107 409 001}
Disolver el contenido del vial (2 mg) en 4 ml de PBS.

GPS 100X (Glutamax GIBCO, eat. 35050-061; Penicillin G, SIGMA, cat. P-4687, Streptomycin sulfate,
SIGMA, Cat. §5-1277): Descongelar el bote de Glutamax, tomar 10 ml, adicionar 300 mg de Penicilina y
500 mg de Streptomicina, disolver, filtrar a través de 0.22pm. Esta solucién se devuelve al frasco de
Glutamax. Dispensar en tubos de 15 ml.

Tripsina 2.5% (Trypsin, GIBCO. cat. 15090-046): Diluir con Verseno (GIBCQ, cat. 15040} Emplear
una dilucién de tripsina al 1_0% con verseno (0.25 %).

BME 1000X (§-mercaptoethanol, GIBCO, cat. 21985-023): Diluir 2 100X con PRS

G418 108X, (Geneticin, GIBCO, cat. 11811-023)% 18 mg de componente active por ml en PBS,
esterilizar a través de 0.22pm, alicuotar y mantener 2 4°C.

1000X FIAU (I-[2-dcoxy, 2-fluoro-B-D-arabinofuranosil}-5-ioduracil): se prepara el stock a una
concentracién final de 200:M. Preparar una solucidn intermedia (100 mM) adicionando 338 mg de FIAU
a 8 ml de PBS. Para obtener [2 solucién de FIAU completamente disueltz. adicionar unas gotas de NaOH
SN. Una vez disuelta. aforar a 10 ml con PBS. Dividir en alicuotas y mantener a ~20°C. Preparar ¢l stock
1600X por adicionar 100 ul de 100 mM FIAU a 50 ml de PBS. Si el FTAU aun precipita, adiciopar NaOH

5N hasta disolver. Después de mezclar, esterilizar por filiracidn a través de 0.22xm, alicuotar y mantener
a-20°C.

Medio ST}/ Feeder:

7% Suero Bovino Fetal {SBF; GIBCO)
1X GPS
El resto es de DMEM.

Medio M15; 15% SBF
1X GPS 1X aminogcidos no esenciales {GIBCO, Cat. 11140-50).
1X Piruvato de Sodio {(GIBCO, Cat. 11360-G70}.
El resto es de DMEM

Medio de congelacion:
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60% DMEM
20% de SBF
20% DMSQ (Dimethy! sulphoxide, SIGMA, cat. D2650)

Protocolos:

Cubrir cajas con gelatina,
1} Cubrir [a superficie de un numero aproptado de cajas con gelatina al 0.1%.

2} Colocarlas en la campana de flujo laminar por dos hrs., aspirar la gelatina antes de utilizar las cajas o
mantenerlas secas para su posterior uso.

Descongelar c¢élulas.

1} Remover ¢l vial de ¢células congeladas del contenedor y colocario en un bafio a 37°C
2) Transferir la suspensi6n celular a un tubo de 15 ml estéril, adicionar 5 ml de medio lentamente y
agitando.

3) Colectar las células centrifugando a 1000 rpm por 5 min., aspirar ¢} sobrenadante y resuspender en 5 a
10 ml.

Expansion de células STO

1} Crecer tas células STO en un plate de 10 cm. previamente gelatinificado. Usar 10 ml de medio STO,
incubar a 37°C, 5% de CO,. .

2) Cuando hayan llegado a confluencia descartar el sobrenandate, enjuagar dos veces con PBS. Aspirar el
PBS y adicionar 1.5 ml de tripsina. incubando a temperatura ambiente por 5 minutos.

3) Adicionar 1 mi de medio STO para inactivar la tripsina, pipetear arriba y abajo varias veces para tener
una suspensién de células bien separadas unas de otras,

4) Centrifugar a 1000 rpm en una centrifuga de mesa.

5) Descartar ¢l sobrenandante y resuspender en 10 ml de medio STO.

6) Contar las células cn cdmara de Newbaucr con 10u] de suspensién celular y 10ul de azul tripan
(GIBCO, cat. 15250-061), El numero de células por cada cuadranie equivale 2 0.1 pl de la suspensién por
{o que hay que multiplicar por 20, 000 para tener e mimerc de las células por ml.

7) Subcuitivar un décimo de la cantidad total (aproximadamente 1-1.5 x 10* células) en una caja de 10
cm.

Preparacion de cétulas alimentadoras.

1} Partiendo de un subcultivo adicionar de 10 a 12 millones de células en un plato de 10 ¢m. previamente
gelatinificado y con 10 m! de medio STO.

2) Al dfa siguiente, afiadir 200 p1 de Mitomicina por caja de 10 em. Dejar que actué la droga por dos hrs.
3) Subcultivar y sembrar en platos gelatinificados a una densidad de 76,000 célulasfem?, o 1.5 x10°
células por caja de 6 em.

Culfivo de células ES.

Subcultivo

1} Cuando el cuitivo este a confluencia, cambiar el medio.

2) 4 hrs. después, lavar dos veces con PBS, adicionar tripsina {1.5 mI parz caja de 6 cm. 0 2 para caja de
10cm} € incubar 10 a 12 min. a 37°C. ' _

3) Adicionar un volumen igual de tripsina, pipetear varias veces para disgregar las células.

4) Pasar la suspensi6n a un tubo de 15 ml, y centrifugar 2 1000 rpm 5 min. Descartar &l sobrenadante y
resuspender en 10 ml. ) N

5) Determinar ¢l ntimero celular y subcultivar (1.5-2 x10° células en caja de 6 cm. o 3-4 x10° en caja de
10 cm.) en una caja con células alimentadoras v con medio M135. . .

70



Transformacién genética por electroporacion.

I) Linearizar ¢l vector a Lransformar. Extraerlo con fenol/cloroformo ¥ una vez mds con cloroformo.
Precipitar con 2.4 vol. de etanol, lavar con etanol al 70% y secar. Resuspender el ADN a [pg/pl en 0.1X
TE cstéril.

2} Remplazar el medic de cultivo de las céfulas ES 4 hrs. antes.

3) Colectar las células por tripsinizacién, resuspender en 10 ml de PBS ¥ delerminar el nimero celular,

4) Colectar nuevamente por centrifugacién, aspirar el sobrenadante y resuspender a una densidad de
1.1x107 céiulas /mi.

5) Colocar Spg de ADN en la pared interna de una cubeta de electroporacién. Adicionar 0.9ml de la
suspensidn celular y mezclar suavemente (es importante no hacer demasiadas burbujas). Electroporar a
230V, 500uF.

6} Transferir el conterido de 1a cubeta a un tube de 50 mi estéril. Adicionar 15 m] de MI5 lentamente y
resuspender uniformemente. Distribuir Ia suspensién en 5 platos de 10 cm. con céluias alimentadoras ¥
colocarlas ¢n la incubadora.

7) Al dia siguiente cambiar el medio para descartar los restos celulares. Para la seleccién utilizando
necmicina, comenzar a adicionar el antibidtico 24 hrs, después de la electroporacién y continvar hasta
que Ias colonias pucdan levantarse. Para la seleccién negativa con el casete HSV-TK utilizar FIAU
comenzando a la par con la seleccion positiva.

8) Cambiar el medio con la apropiada seleccion cada vez que el medio este amarillo o haya demasiados
restos celulares, al inicie diariamente.

9) Las colonias resistenies pueden ser levantadas a los 10-12 dfas después de la electroporacién.

Seleccion de colonias.

1} Remplazar €l medio 4 hrs. antes, mientras tanto adicionar 2541 de tripsina por pozo a cajas de 96 pozos
con Tondo de U.

2} Aspirar ¢l medio, favar dos veees con PBS y adicionar 10 ml de PBS para cubrir la superficie de Ia
caja.

3) Levantar las colonias de los platos lavados colocando una colonia por pozo en la caja de 96 con la
tripsina. Repetir hasla llenar Ia caja.

4} Incubar a 37°C por 12 min. Durante este tiempo, preparar las células alimentadoras en caja de 96 pozos
reemplazando el medic con 1004 de M15.

S) Empleando una pipeta muticanal, adicionar 2541 de MIS por pozo a las colonias. Pipetear para
disgregar las células. Transferir las colonias al plate con células alimentadoras preparadas anteriormente.
Tomard de 3-5 dias antes de que las células se puedan expandir.

7.~ Exposicién de células ES a condiciones que promueven la muerte celular.

En la exposicién al HZOZ, menadiona, staurosporing y la falta de suero, los experimentos se
realizaron sembrando 1x10° célulasiem® en cajas de 24 pozos (2x10° cels, por pozo) por triplicado. Se
analiz6 <l efecto después de 24 hrs. de exposicién exceptuando la falta de suerc que fue después de 72
hrs. Para H,(,, menadiona y staurosporina se realizaron primeramente curvas de concentracion para
cacontrar las mds adecuadas que promucvan muerte celular en las células ES siivestres. Para la falta de B-
ME se sembraron 1.5x10° células en cajas de 6 cm., realizando el conteo a las 48 hrs.

8.- Generacién de cuerpos embrioides.

1} Subcultivar las céiulas ES a una densidad de 1.1 x 10 en un plato de cultivo de 10 cm. sin gelatina.
AhI permanecerdn por 3 dfas, cambiando el medio cada 24 hrs. Este paso ticnc como finalidad promover
la formacién de agregados celulares y al mismo tiempo disminuir la proporcién de células STO en el
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cultivo. Para que los agregados se formen correctamente es importante no disminnir el niimero celular ni
¢l tamafio de [a caja de cultivo,

2} Al cuarto dia (D3+0} se deben observar claramente los agregados celulares, asi como también la
presencia de células cndodermales en Ia periferia de los agregados. Bespegar los agregados utilizando una
pipeta de 25 ml dejando caer suavemente medio M15.

3) Tomar los agregados y'colocarlos en un frasco de 100 ml. Evitar reutilizar el mismo medio para volver
a despegar ya que la capa de endodermo que se forma en este periodo, cs ity sensible a los movimientos
bruscos. Partiendo de una caja de 10 ¢m. sc derivan 13 a 15 cajas bacteriol6gicas. Es importante una
diluci6n correcta puesto que si existe una alta densidad los cuerpos embrioides se agregan formando
“collares” que no diferencian de manera adecuada. Ya en las cajas bacterioldgicas, permanccerdn el
suspensién por los dias que dure el cultivo, remplazando el medio cada 48 hrs. o cuando cambie el pH.
Para cambiar el medio, el contenido de hasta 4 cajas se vacia directamente en un tubo de 50 ml.,
permitiendo que los cuerpos embrioides se sedimenten por gravedad, posteriormente se remp[a?a el
medio por medio fresco y se divide en las cajas bacterioldgicas nuevas.

9.- Construccién de vectores,
Vecior de recombingcidn homdloga

Este vector se construyo a partir de una librerfa gendmica en el fage lambda que posee
fragmentos del locus gendmico de la catalasa perteneciente a la cepa de ratoncs 129, La Dra. Susana
Castro subclon6 3 fragmentos en ¢l vector pKS Bluescript llaméndoles pCatl, pCat2 y pCat3 y que
abarcan parte del gen como se ve en la si guicnte figura;

Hmd]l.l
HindlT

m\

Hhe|

Estos pldsmidos se emplearon para aisiar los brazos de hemeologia {marcados en negro) asi como
para la obtencidn de sondas {regiones punteadas) para la identificacién de colonias de células ES
recombinantes,

Primeramente se subcloné el casete de TK {timidina cinasa, casete MC1 TKpA: Hasty, P, et al
1991. Namre(30): 243-246), partiendo del vector pUNivec (Ramiro Ramirez Solis} cn el vector pKS-
Bluescript usando los sitios BamHI-Xbal. A este nuevo vector se le denoming de recombinacién. Mas
tarde se aislé el brazo de homologia 3” del vector pCat3 (Bglil-BamHI), y s¢ '_su'bcloné en el vector de
recombinacién en el sitic de corte de BamHIL Se procedié a remover €l sitio EcoRV del vector
PGKNeoloxPA (Yuji Mishina), usando adaptadores Clal-EcoRI, para permitir ver una diferencia en
lamafios en cl andlisis de Southern-blot de las colonias de células ES resistentes a neomicina, Este casete
de neomicina sin EcoRV fue cortado con Xhol y subclonado en ¢l vector de recombinacian en el sitio
Sall. Finalmente se adiciono el brazo 5°, cortado con EcoRYV, al vector de recombinacion que fue cortado

con Xhol y los extremos rellenados con la enzima Kienow. Para la transformacidn, el vector se linearizé
con 1a enzima Notl. '

Vectores de sgbreexpresicn
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Para Ia construccidn de los vectores de sobre-expresion (pCAT y pCat®) se utilizo el promotor
hibrido de citomegalovirus/actina (vector PCCALL) dirigiendo la expresién de! ADNc de la catalasa de
humano (vector pCATI0; American type cuiture collection), y la sefial de poliadenilacién de la hormona
de crecimiento bovina (PGKNeobpA). La forma citosélica de la catalasa se gencré eliminando la sefial de
importe al peroxisoma (KANL}, localizada en 1a regién 3 terminal. Brevemente, se generd un producto
de PCR de 465pb empleando como cebadores: 5 TACCIGTGAACTGTCCCTACCGS”,
5S"CACAGATCTGCCACTCCATGGCCGS”, y de templado el vector pCAT/0, El primer 3” contiene la
secuencia que cambia el aminodcido lisina por el codon de término 4mbar (AAG 2 UAG) ¥ un sitio Neol
para facilitar [ identificaci6n del pldsmido. Finalmente, el producto de PCR fue di gerido con Sspl-Bgill
y remplazd b secuencia 37 de la catalasa en ¢l vector pCATP. A ambas construcciones se les ad iciond el

casete ce resistencia a Neomicing (PGKNeoloxpB, Yuji Mishina) para permitir 1 seleccién en las células
ES.



REFERENCIAS.

1.- Allan, D.J., Harmon, B.V. and Kerr, J:F:R: (1987). Cell death in spermatogenesis. In
perspective on mammalian cell death,C.S.Potten, ed.(London:Oxford Univ. Press). 229-258
2.- Abrams, J. M., White, K., Fessler, L. I. and Steller, H. 1993. Programmed cell death
during Drosophila embryogenesis. Development 117(1): 29-43.

3.- Ameisen, J. C., ldziorek, T., Billaut-Mulot, O., Loyens, M., Tissier, J. P., Potentier,
A. and Ouaissi, A. 1995. Apoptosis in a unicellular eukaryote (Trypanosoma cruzi):
implications for the evolutionary origin and role of programmed cell death in the control of
cell proliferation, differentiation and survival. Cell Death Differ 2(4): 285-300.

4.- Aumailley, M., Pesch, M., Tunggal, L., Gaill, F. and Fassler, R. 2000. Altered
synthesis of laminin 1 and absence of basement membrane component deposition in (beta)l
integrin-deficient embryoid bodies. J Cell Sci 113 Pt 2259-68.

5.- Bai, J. and Cederbaum, A. I|. 2003. Catalase protects HepG2 cells from apoptosis
induced by DNA-damaging agents by accelerating the degradation of p53. J Biol Chem
278(7): 4660-7.

6.- Barkla, D. H. and Gibson, P. R. 1999. The fate of epithelial cells in the human large
intestine. Pathology 31(3): 230-8.

7.- Belizario, J. E., Alves, J., Occhiucci, J. M., Garay-Malpartida, M. and Sesso, A. 2007.
A mechanistic view of mitochondrial death decision pores. Braz J Med Biol Res 40(8): 1011-
24.

8.- Bertling, C. J., Lin, F. and Girotti, A. W. 1996. Role of hydrogen peroxide in the
cytotoxic effects of UVA/B radiation on mammalian cells. Photochem Photobiol 64(1): 137-
42,

9.- Bienert, G. P., Moller, A. L., Kristiansen, K. A., Schulz, A., Moller, I. M.,
Schjoerring, J. K. and Jahn, T. P. 2007. Specific aquaporins facilitate the diffusion of
hydrogen peroxide across membranes. J Biol Chem 282(2): 1183-92.

10.-Bonfoco, E., Krainc, D., Ankarcrona, M., Nicotera, P. and Lipton, S. A. 1995.
Apoptosis and necrosis: two distinct events induced, respectively, by mild and intense insults
with N-methyl-D-aspartate or nitric oxide/superoxide in cortical cell cultures. Proc Natl Acad
Sci U S A92(16): 7162-6.

11.-Brezniceanu, M. L., Liu, F., Wei, C. C., Chenier, I., Godin, N., Zhang, S. L., Filep, J.
G., Ingelfinger, J. R. and Chan, J. S. 2008. Attenuation of interstitial fibrosis and tubular
apoptosis in db/db transgenic mice overexpressing catalase in renal proximal tubular cells.
Diabetes 57(2): 451-9.

12.- Brezniceanu, M. L., Liu, F., Wei, C. C,, Tran, S., Sachetelli, S., Zhang, S. L., Guo, D.
F., Filep, J. G., Ingelfinger, J. R. and Chan, J. S. 2007. Catalase overexpression attenuates
angiotensinogen expression and apoptosis in diabetic mice. Kidney Int 71(9): 912-23.
13.-Brown, D., Yu, B. D., Joza, N., Benit, P., Meneses, J., Firpo, M., Rustin, P,
Penninger, J. M. and Martin, G. R. 2006. Loss of Aif function causes cell death in the
mouse embryo, but the temporal progression of patterning is normal. Proc Natl Acad Sci U S
A 103(26): 9918-23.

14.- Budihardjo, I., Oliver, H., Lutter, M., Luo, X. and Wang, X. 1999. Biochemical
pathways of caspase activation during apoptosis. Annu Rev Cell Dev Biol 15269-90.

15.- Cain, K., Bratton, S. B. and Cohen, G. M. 2002. The Apaf-1 apoptosome: a large
caspase-activating complex. Biochimie 84(2-3): 203-14.

16.- Cassens, U., Lewinski, G., Samraj, A. K., von Bernuth, H., Baust, H., Khazaie, K.
and Los, M. 2003. Viral modulation of cell death by inhibition of caspases. Arch Immunol
Ther Exp (Warsz) 51(1): 19-27.

17.- Castro-Obregon, S. and Covarrubias, L. 1996. Role of retinoic acid and oxidative
stress in embryonic stem cell death and neuronal differentiation. FEBS Lett 381(1-2): 93-7.
18.- Clanton, T. L. 2007. Hypoxia-induced reactive oxygen species formation in skeletal
muscle. J Appl Physiol 102(6): 2379-88.




19.- Codogno, P. and Meijer, A. J. 2005. Autophagy and signaling: their role in cell survival
and cell death. Cell Death Differ 12 Suppl 21509-18.

20.- Coucouvanis, E. and Martin, G. R. 1995. Signals for death and survival: a two-step
mechanism for cavitation in the vertebrate embryo. Cell 83(2): 279-87.

21.- Coucouvanis, E. and Martin, G. R. 1999. BMP signaling plays a role in visceral
endoderm differentiation and cavitation in the early mouse embryo. Development 126(3):
535-46.

22.- Covarrubias, L., Hernandez-Garcia, D., Schnabel, D., Salas-Vidal, E. and Castro-
Obregon, S. 2008. Function of reactive oxygen species during animal development: passive
or active? Dev Biol 320(1): 1-11.

23.- Cregan, S. P., Dawson, V. L. and Slack, R. S. 2004. Role of AlF in caspase-dependent
and caspase-independent cell death. Oncogene 23(16): 2785-96.

24.- Chang, D. J., Ringold, G. M. and Heller, R. A. 1992. Cell killing and induction of
manganous superoxide dismutase by tumor necrosis factor-alpha is mediated by lipoxygenase
metabolites of arachidonic acid. Biochem Biophys Res Commun 188(2): 538-46.

25.- Chen, X., Mele, J., Giese, H., Van Remmen, H., Dolle, M. E., Steinhelper, M.,
Richardson, A. and Vijg, J. 2003. A strategy for the ubiquitous overexpression of human
catalase and CuZn superoxide dismutase genes in transgenic mice. Mech Ageing Dev 124(2):
219-27.

26.- Chen, Y., Li, X., Eswarakumar, V. P., Seger, R. and Lonai, P. 2000. Fibroblast
growth factor (FGF) signaling through Pl 3-kinase and Akt/PKB is required for embryoid
body differentiation. Oncogene 19(33): 3750-6.

27.- Chen, Y., Yu, A, Saari, J. T. and Kang, Y. J. 1997. Repression of hypoxia-
reoxygenation injury in the catalase-overexpressing heart of transgenic mice. Proc Soc Exp
Biol Med 216(1): 112-6.

28.- Deisseroth, A. and Dounce, A. L. 1970. Catalase: Physical and chemical properties,
mechanism of catalysis, and physiological role. Physiol Rev 50(3): 319-75.

29.- Dwivedi, S., Sharma, A., Patrick, B., Sharma, R. and Awasthi, Y. C. 2007. Role of 4-
hydroxynonenal and its metabolites in signaling. Redox Rep 12(1): 4-10.

30.- el-Hage, S. and Singh, S. M. 1990. Temporal expression of genes encoding free radical-
metabolizing enzymes is associated with higher mRNA levels during in utero development in
mice. Dev Genet 11(2): 149-59.

31.- El-Shershaby, A. M. and Hinchliffe, J. R. 1974. Cell redundancy in the zona-intact
preimplantation mouse blastocyst: a light and electron microscope study of dead cells and
their fate. J Embryol Exp Morphol 31(3): 643-54.

32.- Ellis, R. E. and Horvitz, H. R. 1991. Two C. elegans genes control the programmed
deaths of specific cells in the pharynx. Development 112(2): 591-603.

33.- Farquhar, J., Peters, M., Johnston, D. T., Strauss, H., Masterson, A., Wiechert, U.
and Kaufman, A. J. 2007. lIsotopic evidence for Mesoarchaean anoxia and changing
atmospheric sulphur chemistry. Nature 449(7163): 706-9.

34.- Fita, |. and Rossmann, M. G. 1985. The active center of catalase. J Mol Biol 185(1):
21-37.

35.- Fujisawa, T. and David, C. N. 1984. Loss of differentiating nematocytes induced by
regeneration and wound healing in Hydra. J Cell Sci 68243-55.

36.- Goth, L. 1991. Serum catalase: reversibly formed charge isoform of erythrocyte catalase.
Clin Chem 37(12): 2043-7.

37.- Gottlieb, R. A. 2003. Mitochondrial signaling in apoptosis: mitochondrial daggers to the
breaking heart. Basic Res Cardiol 98(4): 242-9.

38.- Gramzinski, R. A., Parchment, R. E. and Pierce, G. B. 1990. Evidence linking
programmed cell death in the blastocyst to polyamine oxidation. Differentiation 43(1): 59-65.
39.- Greenlund, L. J., Deckwerth, T. L. and Johnson, E. M., Jr. 1995. Superoxide
dismutase delays neuronal apoptosis: a role for reactive oxygen species in programmed
neuronal death. Neuron 14(2): 303-15.

40.- Grieshaber, C. K. and Hoffman, H. A. 1975. Genetic regulation of the expression of
catalase activity in murine red blood cells. Biochem Genet 13(7-8): 447-56.




41.- Griswold, C. M., Matthews, A. L., Bewley, K. E. and Mahaffey, J. W. 1993.
Molecular characterization and rescue of acatalasemic mutants of Drosophila melanogaster.
Genetics 134(3): 781-8.

42.- Hadjantonakis, A. K., Gertsenstein, M., Ikawa, M., Okabe, M. and Nagy, A. 1998.
Generating green fluorescent mice by germline transmission of green fluorescent ES cells.
Mech Dev 76(1-2): 79-90.

43.- Hakem, R., Hakem, A., Duncan, G. S., Henderson, J. T., Woo, M., Soengas, M. S.,
Elia, A., de la Pompa, J. L., Kagi, D., Khoo, W., Potter, J., Yoshida, R., Kaufman, S. A,
Lowe, S. W., Penninger, J. M. and Mak, T. W. 1998. Differential requirement for caspase 9
in apoptotic pathways in vivo. Cell 94(3): 339-52.

44.- Hanada, H., Kashiwagi, A., Takehara, Y., Kanno, T., Yabuki, M., Sasaki, J., Inoue,
M. and Utsumi, K. 1997. Do reactive oxygen species underlie the mechanism of apoptosis in
the tadpole tail? Free Radic Biol Med 23(2): 294-301.

45.- Heller, R. A. and Kronke, M. 1994. Tumor necrosis factor receptor-mediated signaling
pathways. J Cell Biol 126(1): 5-9.

46.- Hiraku, Y. and Kawanishi, S. 1996. Oxidative DNA damage and apoptosis induced by
benzene metabolites. Cancer Res 56(22): 5172-8.

47.- Hirono, A., Sasaya-Hamada, F., Kanno, H., Fujii, H., Yoshida, T. and Miwa, S.
1995. A novel human catalase mutation (358 T-->del) causing Japanese-type acatalasemia.
Blood Cells Mol Dis 21(3): 232-4.

48.- Ho, Y. S., Xiong, Y., Ma, W., Spector, A. and Ho, D. S. 2004. Mice lacking catalase
develop normally but show differential sensitivity to oxidant tissue injury. J Biol Chem
279(31): 32804-12.

49.- Hockenbery, D. M., Oltvai, Z. N., Yin, X. M., Milliman, C. L. and Korsmeyer, S. J.
1993. Bcl-2 functions in an antioxidant pathway to prevent apoptosis. Cell 75(2): 241-51.

50.- Hoffman, H. A. and Grieshaber, C. K. 1974. Genetic studies of murine catalase. Liver
and erythrocyte catalase controlled by independent loci. J Hered 65(5): 277-9.

51.- Horvitz, H. R. 1999. Genetic control of programmed cell death in the nematode
Caenorhabditis elegans. Cancer Res 59(7 Suppl): 1701s-1706s.

52.- Islam, K. N., Kayanoki, Y., Kaneto, H., Suzuki, K., Asahi, M., Fujii, J. and
Taniguchi, N. 1997. TGF-betal triggers oxidative modifications and enhances apoptosis in
HIT cells through accumulation of reactive oxygen species by suppression of catalase and
glutathione peroxidase. Free Radic Biol Med 22(6): 1007-17.

53.- lwai, K., Kondo, T., Watanabe, M., Yabu, T., Kitano, T., Taguchi, Y., Umehara, H.,
Takahashi, A., Uchiyama, T. and Okazaki, T. 2003. Ceramide increases oxidative damage
due to inhibition of catalase by caspase-3-dependent proteolysis in HL-60 cell apoptosis. J
Biol Chem 278(11): 9813-22.

54.- Jacobson, M. D. and Raff, M. C. 1995. Programmed cell death and Bcl-2 protection in
very low oxygen. Nature 374(6525): 814-6.

55.- Jacobson, M. D., Weil, M. and Raff, M. C. 1997. Programmed cell death in animal
development. Cell 88(3): 347-54.

56.- Kane, D. J., Sarafian, T. A., Anton, R., Hahn, H., Gralla, E. B., Valentine, J. S., Ord,
T. and Bredesen, D. E. 1993. Bcl-2 inhibition of neural death: decreased generation of
reactive oxygen species. Science 262(5137): 1274-7.

57.- Kannan, R., Jin, M., Gamulescu, M. A. and Hinton, D. R. 2004. Ceramide-induced
apoptosis: role of catalase and hepatocyte growth factor. Free Radic Biol Med 37(2): 166-75.
58.- Kasahara, Y., lwai, K., Yachie, A., Ohta, K., Konno, A., Seki, H., Miyawaki, T. and
Taniguchi, N. 1997. Involvement of reactive oxygen intermediates in spontaneous and CD95
(Fas/APO-1)-mediated apoptosis of neutrophils. Blood 89(5): 1748-53.

59.- Kataoka, T. 2005. The caspase-8 modulator c-FLIP. Crit Rev Immunol 25(1): 31-58.
60.- Kawada, Y., Khan, M., Sharma, A. K., Ratnayake, D. B., Dobashi, K., Asayama, K.,
Moser, H. W., Contreras, M. A. and Singh, 1. 2004. Inhibition of peroxisomal functions
due to oxidative imbalance induced by mistargeting of catalase to cytoplasm is restored by
vitamin E treatment in skin fibroblasts from Zellweger syndrome-like patients. Mol Genet
Metab 83(4): 297-305.




61.- Kerr, J. F., Wyllie, A. H. and Currie, A. R. 1972. Apoptosis: a basic biological
phenomenon with wide-ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer 26(4): 239-57.
62.- Kirk, D. L. 1994. Germ cell specification in VVolvox carteri. Ciba Found Symp 1822-15;
discussion 15-30.

63.- Kitagawa, K. and Niikura, Y. 2008. Caspase-independent mitotic death (CIMD). Cell
Cycle 7(8): 1001-5.

64.- Kuida, K., Haydar, T. F., Kuan, C. Y., Gu, Y., Taya, C., Karasuyama, H., Su, M. S,
Rakic, P. and Flavell, R. A. 1998. Reduced apoptosis and cytochrome c-mediated caspase
activation in mice lacking caspase 9. Cell 94(3): 325-37.

65.- Kuida, K., Zheng, T. S., Na, S., Kuan, C., Yang, D., Karasuyama, H., Rakic, P. and
Flavell, R. A. 1996. Decreased apoptosis in the brain and premature lethality in CPP32-
deficient mice. Nature 384(6607): 368-72.

66.- Kuma, A., Hatano, M., Matsui, M., Yamamoto, A., Nakaya, H., Yoshimori, T.,
Ohsumi, Y., Tokuhisa, T. and Mizushima, N. 2004. The role of autophagy during the early
neonatal starvation period. Nature 432(7020): 1032-6.

67.- Lambeth, J. D. 2004. NOX enzymes and the biology of reactive oxygen. Nat Rev
Immunol 4(3): 181-9.

68.- Lamkanfi, M., Festjens, N., Declercq, W., Vanden Berghe, T., Vandenabeele, P.
2007. Caspases in cell survival, proliferation and differentiation, Cell Death Differ 14(1): 44-
55.

69.- Lapointe, S., Legare, C., Gaudreault, C., Sullivan, R. and Sirard, M. A. 1998. cDNA
sequence and deduced amino acid sequence of bovine oviductal fluid catalase. Mol Reprod
Dev 51(3): 265-73.

70.- Lemasters, J. J. 1999. V. Necrapoptosis and the mitochondrial permeability transition:
shared pathways to necrosis and apoptosis. Am J Physiol 276(1 Pt 1): G1-6.

71.- Lenzen, S., Drinkgern, J. and Tiedge, M. 1996. Low antioxidant enzyme gene
expression in pancreatic islets compared with various other mouse tissues. Free Radic Biol
Med 20(3): 463-6.

72.- Li, K., Li, Y., Shelton, J. M., Richardson, J. A., Spencer, E., Chen, Z. J., Wang, X.
and Williams, R. S. 2000. Cytochrome c deficiency causes embryonic lethality and
attenuates stress-induced apoptosis. Cell 101(4): 389-99.

73.- Li, P. F., Dietz, R. and von Harsdorf, R. 1997. Differential effect of hydrogen peroxide
and superoxide anion on apoptosis and proliferation of vascular smooth muscle cells.
Circulation 96(10): 3602-9.

74.- Li, P. F., Dietz, R. and von Harsdorf, R. 1997. Reactive oxygen species induce
apoptosis of vascular smooth muscle cell. FEBS Lett 404(2-3): 249-52.

75.- Lin, S. J., Shyue, S. K., Liu, P. L., Chen, Y. H., Ku, H. H., Chen, J. W., Tam, K. B.
and Chen, Y. L. 2004. Adenovirus-mediated overexpression of catalase attenuates oxLDL-
induced apoptosis in human aortic endothelial cells via AP-1 and C-Jun N-terminal
kinase/extracellular signal-regulated kinase mitogen-activated protein kinase pathways. J Mol
Cell Cardiol 36(1): 129-39.

76.- Lindsten, T., Ross, A. J., King, A., Zong, W. X., Rathmell, J. C., Shiels, H. A,,
Ulrich, E., Waymire, K. G., Mahar, P., Frauwirth, K., Chen, Y., Wei, M., Eng, V. M.,
Adelman, D. M., Simon, M. C., Ma, A., Golden, J. A., Evan, G., Korsmeyer, S. J.,
MacGregor, G. R. and Thompson, C. B. 2000. The combined functions of proapoptotic
Bcl-2 family members bak and bax are essential for normal development of multiple tissues.
Mol Cell 6(6): 1389-99.

77.- Lockshin, R. A. and Williams, C. M. 1965. Programmed cell death. V. Cytolytic
enzymes in relation to the breakdown of the intersegmental muscles of silkmoths. J Insect
Physiol 11(7): 831-44.

78.- Lockshin, R. A. and Zakeri, Z. 2001. Programmed cell death and apoptosis: origins of
the theory. Nat Rev Mol Cell Biol 2(7): 545-50.

79.- Lorenzo, H. K. and Susin, S. A. 2007. Therapeutic potential of AlF-mediated caspase-
independent programmed cell death. Drug Resist Updat 10(6): 235-55.




80.- Luo, Y., Umegaki, H., Wang, X., Abe, R. and Roth, G. S. 1998. Dopamine induces
apoptosis through an oxidation-involved SAPK/INK activation pathway. J Biol Chem 273(6):
3756-64.

81.- Lledias, F., Rangel, P. and Hansberg, W. 1998. Oxidation of catalase by singlet
oxygen. J Biol Chem 273(17): 10630-7.

82.- Macdonell, R. A., Donnan, G. A. and Bladin, P. F. 1989. A comparison of
somatosensory evoked and motor evoked potentials in stroke. Ann Neurol 25(1): 68-73.

83.- Mate, M. J., Ortiz-Lombardia, M., Boitel, B., Haouz, A., Tello, D., Susin, S. A,,
Penninger, J., Kroemer, G. and Alzari, P. M. 2002. The crystal structure of the mouse
apoptosis-inducing factor AlF. Nat Struct Biol 9(6): 442-6.

84.- Melendez, A. and Neufeld, T. P. 2008. The cell biology of autophagy in metazoans: a
developing story. Development 135(14): 2347-60.

85.- Melino, G., Knight, R. A. and Nicotera, P. 2005. How many ways to die? How many
different models of cell death? Cell Death Differ 12 Suppl 21457-62.

86.- Meurette, O., Huc, L., Rebillard, A., Le Moigne, G., Lagadic-Gossmann, D. and
Dimanche-Boitrel, M. T. 2005. TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) induces
necrosis-like cell death in tumor cells at acidic extracellular pH. Ann N Y Acad Sci 1056379-
87.

87.- Misra, R. P., Bronson, S. K., Xiao, Q., Garrison, W., Li, J., Zhao, R. and Duncan, S.
A. 2001. Generation of single-copy transgenic mouse embryos directly from ES cells by
tetraploid embryo complementation. BMC Biotechnol 112.

88.- Mollen, K. P., McCloskey, C. A., Tanaka, H., Prince, J. M., Levy, R. M,
Zuckerbraun, B. S. and Billiar, T. R. 2007. Hypoxia activates c-Jun N-terminal kinase via
Racl-dependent reactive oxygen species production in hepatocytes. Shock 28(3): 270-7.

89.- Muschel, R. J., Bernhard, E. J., Garza, L., McKenna, W. G. and Koch, C. J. 1995.
Induction of apoptosis at different oxygen tensions: evidence that oxygen radicals do not
mediate apoptotic signaling. Cancer Res 55(5): 995-8.

90.- Nagababu, E., Chrest, F. J. and Rifkind, J. M. 2003. Hydrogen-peroxide-induced
heme degradation in red blood cells: the protective roles of catalase and glutathione
peroxidase. Biochim Biophys Acta 1620(1-3): 211-7.

91.- Nalepa, G. and Zukowska-Szczechowska, E. 2002. [Caspases and apoptosis: die and
let live]. Wiad Lek 55(1-2): 100-6.

92.- Neufeld, T. P. and Baehrecke, E. H. 2008. Eating on the fly: function and regulation of
autophagy during cell growth, survival and death in Drosophila. Autophagy 4(5): 557-62.

93.- Nicotera, P. and Leist, M. 1997. Energy supply and the shape of death in neurons and
lymphoid cells. Cell Death Differ 4(6): 435-42.

94.- Ogata, M. 1991. Acatalasemia. Hum Genet 86(4): 331-40.

95.- Oh, S. H. and Lim, S. C. 2006. A rapid and transient ROS generation by cadmium
triggers apoptosis via caspase-dependent pathway in HepG2 cells and this is inhibited through
N-acetylcysteine-mediated catalase upregulation. Toxicol Appl Pharmacol 212(3): 212-23.
96.- Olie, R. A., Durrieu, F., Cornillon, S., Loughran, G., Gross, J., Earnshaw, W. C. and
Golstein, P. 1998. Apparent caspase independence of programmed cell death in
Dictyostelium. Curr Biol 8(17): 955-8.

97.- Penaloza, C., Lin, L., Lockshin, R. A. and Zakeri, Z. 2006. Cell death in development:
shaping the embryo. Histochem Cell Biol 126(2): 149-58.

98.- Percy, M. E. 1984. Catalase: an old enzyme with a new role? Can J Biochem Cell Biol
62(10): 1006-14.

99.- Perez-Cruz, I., Carcamo, J. M. and Golde, D. W. 2007. Caspase-8 dependent TRAIL-
induced apoptosis in cancer cell lines is inhibited by vitamin C and catalase. Apoptosis 12(1):
225-34.

100.- Pigeolet, E., Corbisier, P., Houbion, A., Lambert, D., Michiels, C., Raes, M.,
Zachary, M. D. and Remacle, J. 1990. Glutathione peroxidase, superoxide dismutase, and
catalase inactivation by peroxides and oxygen derived free radicals. Mech Ageing Dev 51(3):
283-97.




101.- Purdue, P. E. and Lazarow, P. B. 1996. Targeting of human catalase to peroxisomes
is dependent upon a novel COOH-terminal peroxisomal targeting sequence. J Cell Biol
134(4): 849-62.

102.- Radi, R., Turrens, J. F., Chang, L. Y., Bush, K. M., Crapo, J. D. and Freeman, B.
A. 1991. Detection of catalase in rat heart mitochondria. J Biol Chem 266(32): 22028-34.
103.- Ratan, R. R., Murphy, T. H. and Baraban, J. M. 1994. Oxidative stress induces
apoptosis in embryonic cortical neurons. J Neurochem 62(1): 376-9.

104.- Reape, T. J., Molony, E. M. and McCabe, P. F. 2008. Programmed cell death in
plants: distinguishing between different modes. J Exp Bot 59(3): 435-44.

105.- Reimer, D. L., Bailley, J. and Singh, S. M. 1994. Complete cDNA and 5' genomic
sequences and multilevel regulation of the mouse catalase gene. Genomics 21(2): 325-36.
106.- Reimer, D. L. and Singh, S. M. 1996. Distinct mRNA-binding proteins interacting
with short repeat sequences of the 3' UTR may be involved in the post-transcriptional
regulation of the mouse catalase gene, Cas-1. DNA Cell Biol 15(4): 317-28.

107.- Reynaud, K. and Driancourt, M. A. 2000. Oocyte attrition. Mol Cell Endocrinol
163(1-2): 101-8.

108.- Rezvani, H. R., Ged, C., Bouadjar, B., de Verneuil, H. and Taieb, A. 2008. Catalase
overexpression reduces UVB-induced apoptosis in a human xeroderma pigmentosum
reconstructed epidermis. Cancer Gene Ther 15(4): 241-51.

109.- Rezvani, H. R., Mazurier, F., Cario-Andre, M., Pain, C., Ged, C., Taieb, A. and de
Verneuil, H. 2006. Protective effects of catalase overexpression on UVB-induced apoptosis
in normal human keratinocytes. J Biol Chem 281(26): 17999-8007.

110.- Roach, H. I. and Clarke, N. M. 2000. Physiological cell death of chondrocytes in vivo
is not confined to apoptosis. New observations on the mammalian growth plate. J Bone Joint
Surg Br 82(4): 601-13.

111.- Rubin, R. and Farber, J. L. 1984. Mechanisms of the killing of cultured hepatocytes
by hydrogen peroxide. Arch Biochem Biophys 228(2): 450-9.

112.- Salas-Vidal, E., Lomeli, H., Castro-Obregon, S., Cuervo, R., Escalante-Alcalde, D.
and Covarrubias, L. 1998. Reactive oxygen species participate in the control of mouse
embryonic cell death. Exp Cell Res 238(1): 136-47.

113.- Sdnchez-Carbente, M. R., Castro-Obregon, S., Covarrubias, L. and Narvaez, V.
2005. Motoneuronal death during spinal cord development is mediated by oxidative stress.
Cell Death Differ 12(3): 279-91.

114.- Schlesinger, T. K., Fanger, G. R., Yujiri, T. and Johnson, G. L. 1998. The TAO of
MEKK. Front Biosci 3D1181-6.

115.- Schnabel, D., Salas-Vidal, E., Narvaez, V., Sanchez-Carbente Mdel, R.,
Hernandez-Garcia, D., Cuervo, R. and Covarrubias, L. 2006. Expression and regulation
of antioxidant enzymes in the developing limb support a function of ROS in interdigital cell
death. Dev Biol 291(2): 291-9.

116.- Schratt, G., Philippar, U., Hockemeyer, D., Schwarz, H., Alberti, S. and Nordheim,
A. 2004. SRF regulates Bcl-2 expression and promotes cell survival during murine embryonic
development. Embo J 23(8): 1834-44.

117.- Schriner, S. E., Linford, N. J., Martin, G. M., Treuting, P., Ogburn, C. E., Emond,
M., Coskun, P. E., Ladiges, W., Wolf, N., Van Remmen, H., Wallace, D. C. and
Rabinovitch, P. S. 2005. Extension of murine life span by overexpression of catalase targeted
to mitochondria. Science 308(5730): 1909-11.

118.- Schulze-Osthoff, K., Bakker, A. C., Vanhaesebroeck, B., Beyaert, R., Jacob, W. A.
and Fiers, W. 1992. Cytotoxic activity of tumor necrosis factor is mediated by early damage
of mitochondrial functions. Evidence for the involvement of mitochondrial radical generation.
J Biol Chem 267(8): 5317-23.

119.- Shi, Y. 2002. Mechanisms of caspase activation and inhibition during apoptosis. Mol
Cell 9(3): 459-70.

120.- Shi, Y. 2008. Apoptosome assembly. Methods Enzymol 442141-56.




121.- Shimizu, S., Kanaseki, T., Mizushima, N., Mizuta, T., Arakawa-Kobayashi, S.,
Thompson, C. B. and Tsujimoto, Y. 2004. Role of Bcl-2 family proteins in a non-apoptotic
programmed cell death dependent on autophagy genes. Nat Cell Biol 6(12): 1221-8.

122.- Singh, R., Czaja, M. J. 2007. Regulation of hepatocyte apoptosis by oxidative stress. J
Gastroenterol Hepatol 22(1): S45-8.

123.- Smith, D. J., Ng, H., Kluck, R. M. and Nagley, P. 2008. The mitochondrial gateway
to cell death. IUBMB Life 60(6): 383-9.

124.- Starke, P. E. and Farber, J. L. 1985. Endogenous defenses against the cytotoxicity of
hydrogen peroxide in cultured rat hepatocytes. J Biol Chem 260(1): 86-92.

125.- Starke, P. E. and Farber, J. L. 1985. Ferric iron and superoxide ions are required for
the killing of cultured hepatocytes by hydrogen peroxide. Evidence for the participation of
hydroxyl radicals formed by an iron-catalyzed Haber-Weiss reaction. J Biol Chem 260(18):
10099-104.

126.- Steller, H. 2008. Regulation of apoptosis in Drosophila. Cell Death Differ 15(7): 1132-
8.

Tharappel, J. C., Nalca, A., Owens, A. B., Ghabrial, L., Konz, E. C., Glauert, H. P. and
Spear, B. T. 2003. Cell proliferation and apoptosis are altered in mice deficient in the NF-
kappaB p50 subunit after treatment with the peroxisome proliferator ciprofibrate. Toxicol Sci
75(2): 300-8.

127.- Tohyama, Y., Takano, T. and Yamamura, H. 2004. B cell responses to oxidative
stress. Curr Pharm Des 10(8): 835-9.

128.- Tome, M. E., Lutz, N. W. and Briehl, M. M. 2003. Overexpression of catalase or Bcl-
2 delays or prevents alterations in phospholipid metabolism during glucocorticoid-induced
apoptosis in WEHI7.2 cells. Biochim Biophys Acta 1642(3): 149-62.

129.- Tsujimoto, Y. and Shimizu, S. 2005. Another way to die: autophagic programmed cell
death. Cell Death Differ 12 Suppl 21528-34.

130.- Vanden Berghe, T., van Loo, G., Saelens, X., Van Gurp, M., Brouckaert, G., Kalai,
M., Declercq, W. and Vandenabeele, P. 2004. Differential signaling to apoptotic and
necrotic cell death by Fas-associated death domain protein FADD. J Biol Chem 279(9): 7925-
33.

131.- Varfolomeev, E. E., Schuchmann, M., Luria, V., Chiannilkulchai, N., Beckmann, J.
S., Mett, I. L., Rebrikov, D., Brodianski, V. M., Kemper, O. C., Kollet, O., Lapidot, T.,
Soffer, D., Sobe, T., Avraham, K. B., Goncharov, T., Holtmann, H., Lonai, P. and
Wallach, D. 1998. Targeted disruption of the mouse Caspase 8 gene ablates cell death
induction by the TNF receptors, Fas/Apol, and DR3 and is lethal prenatally. Immunity 9(2):
267-76.

132.- Vaux, D. L. and Silke, J. 2003. Mammalian mitochondrial IAP binding proteins.
Biochem Biophys Res Commun 304(3): 499-504.

133.- Widlak, P. and Garrard, W. T. 2005. Discovery, regulation, and action of the major
apoptotic nucleases DFF40/CAD and endonuclease G. J Cell Biochem 94(6): 1078-87.

134.- Xu, B., Moritz, J. T. and Epstein, P. N. 1999. Overexpression of catalase provides
partial protection to transgenic mouse beta cells. Free Radic Biol Med 27(7-8): 830-7.

135.- Yorimitsu, T. and Klionsky, D. J. 2005. Autophagy: molecular machinery for self-
eating. Cell Death Differ 12 Suppl 21542-52.

136.- Yoshida, H., Kong, Y. Y., Yoshida, R., Elia, A. J.,, Hakem, A., Hakem, R,
Penninger, J. M. and Mak, T. W. 1998. Apafl is required for mitochondrial pathways of
apoptosis and brain development. Cell 94(6): 739-50.

137.- Yu, S. and Reddy, J. K. 2007. Transcription coactivators for peroxisome proliferator-
activated receptors. Biochim Biophys Acta 1771(8): 936-51.

138.- Yuce, O. and Sadler, K. C. 2001. Postmeiotic unfertilized starfish eggs die by
apoptosis. Dev Biol 237(1): 29-44.

139.- Zha, H., Aime-Sempe, C., Sato, T. and Reed, J. C. 1996. Proapoptotic protein Bax
heterodimerizes with Bcl-2 and homodimerizes with Bax via a novel domain (BH3) distinct
from BH1 and BH2. J Biol Chem 271(13): 7440-4.




140.- Zhang, X., Vallabhaneni, R., Loughran, P. A., Shapiro, R., Yin, X. M., Yuan, Y.
and Billiar, T. R. 2008. Changes in FADD levels, distribution, and phosphorylation in
TNFalpha-induced apoptosis in hepatocytes is caspase-3, caspase-8 and BID dependent.
Apoptosis 13(8): 983-92.

141.- Zitvogel, L., Casares, N., Pequignot, M. O., Chaput, N., Albert, M. L. and
Kroemer, G. 2004. Immune response against dying tumor cells. Adv Immunol 84131-79.



Availabie online at www.sciencedirect.com

SCIENCE@DIRECT"

Developmental Biology 291 (2006) 291 —-299

DEVELOPMENTAL
BIoLOGY

i

ELSEVIER

www.elsevier.com/locate/ydbio

Expression and regulation of antioxidant enzymes in the developing limb
support a function of ROS in interdigital cell death

Denhi Schnabel ®, Enrique Salas-Vidal #, Veronica Narvaez b, Maria del Rayo Sanchez-Carbente °,
David Hernandez-Garcia #, Rodrigo Cuervo ?, Luis Covarrubias **
* Departamento de Genética del Desarrollo y Fisiologia Molecular, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México,

AP 510-3, Cuernavaca, Mor. 62250, México
® Facultad de Ciencias, Universidad Auténoma del Estado de Morelos, Cuernavaca, Morelos 62210, México

Received for publication 8 October 2005; revised 9 December 2005; accepted 12 December 2005
Available online 27 January 2006

Abstract

Vertebrate limb development is a well-studied model of apoptosis; however, little is known about the intracellular molecules involved in
activating the cell death machinery. We have shown that high levels of reactive oxygen species (ROS) are present in the interdigital ‘necrotic’
tissue of mouse autopod, and that antioxidants can reduce cell death. Here, we determined the expression pattern of several antioxidant enzymes in
order to establish their role in defining the areas with high ROS levels. We found that the genes encoding the superoxide dismutases and catalase
are expressed in autopod, but they are downregulated in the interdigital regions at the time ROS levels increased and cell death was first detected.
The possible role of superoxide and/or peroxide in activating cell death is supported by the protective effect of a superoxide dismutase/catalase
mimetic. Interestingly, we found that peroxidase activity and glutathione peroxidase-4 gene (Gpx4) expression were restricted to the non-apoptotic
tissue (e.g., digits) of the developing autopod. Induction of cell death with retinoic acid caused an increase in ROS and decrease in peroxidase
activity. Even more inhibition of glutathione peroxidase activity leads to cell death in the digits, suggesting that a decrease in antioxidant activity,

likely due to Gpx4, caused an increase in ROS levels, thus triggering apoptosis.

© 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Mouse; Autopod; Morphogenesis; Digits; Death; Apoptosis; Oxidative stress; Peroxidase; Catalase; Superoxide dismutase; Reactive oxygen species;

Apoptosis; Limb development; Mercaptosuccinate

Introduction

During development, abundant cell death is associated
with several morphogenetic processes (Clarke, 1990). Despite
this observation, the actual function of this cell death has only
been experimentally established in few cases. Furthermore,
although some growth factors that appear to participate in
controlling the death fate in morphogenetic processes have
been identified, the complete set of molecules defining the
‘death environment’ in no case has been defined (see for
instance Zuzarte-Luis and Hurle, 2002). Even less well
characterized is the transducing signals that emerge in
response to extracellular factors that trigger death within
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cells. In the limb, we proposed that cell death influences digit
individualization by restricting interdigit growth and promot-
ing regression of interdigital tissue in contrast to the
traditional purely sculpting model (Salas-Vidal et al., 2001).
Among the molecules regulating the death fate of interdigital
cells are members of the fibroblast growth factor (Fgf) and
bone morphogenetic protein (Bmp) families, as well as
retinoic acid (RA), though the mechanism by which they turn
on the death process is not known (Zuzarte-Luis and Hurle,
2002).

Reactive oxygen species (ROS) are generated in all aerobic
organisms during normal respiratory metabolism. ROS are
known to affect cells in different ways by directly oxidizing
and damaging diverse cellular components like DNA,
proteins, and lipids (Bokov et al., 2004). However, recent
findings show that ROS also act as major intracellular signals
involved in the regulation of key cellular process such as cell


mailto:covs@ibt.unam.mx
http://dx.doi.org/10.1016/j.ydbio.2005.12.023

292 D. Schnabel et al. / Developmental Biology 291 (2006) 291-299

proliferation, cell differentiation, senescence, and apoptosis
(Esposito et al., 2004; Jabs, 1999). Intracellular concentration
of ROS can be modulated by controlling the sites and
amounts of their synthesis or by inactivating them with
antioxidant molecules (e.g., glutathione, thioredoxin) directly
or with the help of antioxidant enzymes. Due to the difficulty
in determining ROS concentration in vivo, frequently, the
redox state of a cell or tissue is estimated indirectly by
measuring the amount of oxidized molecules or the activity of
different antioxidant enzymes, such as superoxide dismutase
(Sod), catalase, and peroxidases (see for instance Brandes and
Janiszewski, 2005 and references herein).

Pro-oxidant states are known to occur previous to the onset
of cell death in several cell types like neurons (Greenlund et al.,
1995), monocytes (Baran et al., 2004), tumor cells (Djavaheri-
Mergny et al.,, 2004), and embryonic stem cells (Castro-
Obregon and Covarrubias, 1996) among many other cell types.
It is also known that overexpressing antioxidant enzymes can
suppress apoptosis; for example, neurons overexpressing Sod/
display delayed apoptosis induced by Ngf removal (Greenlund
et al., 1995), and Tnfa-induced apoptosis is completely
suppressed by overexpressing Sod? (Manna et al., 1998).
These observations indicate that intracellular modulation of
ROS concentration is of major importance for cell survival.

The relevance of the redox state in cell survival in vivo is
hard to establish. However, the observation that mutations in
mouse genes encoding molecules involved in typical antioxi-
dant systems are embryonic lethal could indicate that strict
control of ROS level is required for the survival of the highly
metabolically active developing cells (Imai et al., 2003; Matsui
et al., 1996). ROS have been proposed to participate in several
neurodegenerative diseases, but a common cause—effect
mechanism has not been defined (Andersen, 2004). Oxidative
stress or accumulative damage by ROS could increase the risk
of a cell to die in those pathological conditions. Alternatively, as
mentioned above, ROS could act as signal transducing
molecules directly modulating the cell death process. We have
previously observed that during mouse development, many
tissues undergoing apoptosis show increased levels of ROS; the
cell death in at least one of these embryonic tissues (i.c.,
autopod interdigital tissue) is inhibited when treated with
antioxidants (Salas-Vidal et al., 1998).

In the present study, we focused on the characterization of
several antioxidant enzymes and their relationship to cell death
during interdigital regression of mouse limbs. The three genes
encoding Sod (Sod!-3), the catalase gene (Cas/), and the gene
encoding the glutathione peroxidase 4 (Gpx4) were expressed in
the digits. Their transcripts as well as peroxidase activity were
complementary with high ROS level and areas containing dying
cells. In agreement with a role of peroxidase activity in the
control of interdigital cell death, cell death activation in limbs
by RA spatially correlated with peroxidase activity down-
regulation. More importantly, inhibition of glutathione perox-
idase activity dramatically increased cell death in the normally
non-dying distal digital tissue. These data suggest that
peroxidase activity, likely due to Gpx4, determines ROS and
cell death patterns in the developing autopod.

Materials and methods

Animals

Mouse strain CD-1 was used in this study. Pregnant females were
sacrificed by cervical dislocation from 12.5 to 14.5 days post-coitus (dpc; day
0.5 of coitus was the day on which vaginal plug was found). The embryos
were removed, and the forelimbs were dissected in L15 medium (Microlab,
México) and staged according to the limb bud development staging system of
Wanek et al. (1989).

Limb culture

The protocol used to culture embryonic limbs is based on the embryonic
gonad organotipic culture described by Taketo and Koide (1981) with slight
modifications (Salas-Vidal et al., 1998). The staged mouse embryonic forelimbs
were cultured on 0.45-um pore Durapore polycarbonate membrane filters
(Millipore) floating on Mc-Coy’s 5a modified medium (Microlab, México)
without serum and supplemented 200 UI/ml penicillin G sodium, 200 mg/ml
streptomycin sulfate, and 2 mM glutamine (GIBCO, USA). In some cases, RA
(1 pM), mercaptosuccinate (MS; 1-100 mM), or hydroperoxide (H,O,; 5-500
mM) was added to the culture medium.

In vivo peroxidase activity, cell death, and ROS detection

Peroxidase activity was determined by incubation of forelimbs for 30
min at 37°C in PBS pH 6.5 with 50 mM H,0, (hydroperoxide) and either
40 puM diclorofluorescein (DCF; Molecular Probes) (Burow and Valet, 1987)
or diaminobenzidine followed by two washes in PBS. Regions of cell death
in freshly dissected embryonic limbs were visualized with acridine orange
(AO; Sigma) staining by the protocol described by Abrams et al. (1993) and
validated to detect cell death in mouse embryos by Salas-Vidal et al. (1998).
Briefly, the tissues were rinsed in phosphate-buffered saline (PBS: 0.2%
KH,PO,, 0.115 Na2HPO4, 0.8% NaCl, 0.02% KCl, pH 7.4) stained with
AO at 5 pg/ml in PBS, for 30 min at 37°C and observed under standard
fluorescence microscopy. For more detailed studies, the tissues were
analyzed by confocal microscopy as described below. To determine
apoptosis and ROS levels, forelimbs were incubated 20 min in 5 pg/ml
acridine orange (AO) and 1 pM dihydroethidium (DHE) or dihydrorhoda-
mine (DHR), respectively, in PBS pH 6.5 at room temperature, followed by
two washes in PBS. Detection of fragmented DNA was performed on 4%
paraformaldehyde-fixed paraffin-embedded 10-pum serial sections of com-
plete forelimbs with the TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)
method, as described by the manufacturer (Roche). Limbs were sectioned
perpendicular to the proximo-distal axis such that the dorso-ventral cell
death pattern could be observed. The complete series were analyzed
(representative images are shown).

Catalase activity

Equal amounts (150 pg) of protein were loaded onto a 10% native
polyacrylamide gel. After electrophoresis, gel was soaked in 5% methanol for 3
min and then incubated with 0.03% hydrogen peroxide. Catalase activity was
revealed by incubating gel in a fresh mixture of 40 mg/ml Iron (III) chloride and
40 mg/ml potassium ferricyanide.

Confocal laser scanning microscopy

Developing limbs were observed in a Bio-Rad MRC-600 confocal laser
scanning system equipped with a krypton/argon laser and coupled to an
Axioscope microscope (Zeiss, Germany) with PlanNeofluar 5x (aperture
0.15), 10x (aperture 0.30), and 20x (aperture 0.5) objectives. BHS filter and a
488-nm excitation wavelength were used for detection of oxidized DCF, the
RHS filter, and a 488-nm excitation wavelength for AO, and the YHS filter
and 568-nm excitation wave length for oxidized DHE. The pinhole aperture
was maintained at 5. Serial optical sections were produced at 15 and 30 pm
as the z-step.
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Cartilage staining with Alcian blue

Skeletal preparations were made following the procedure described by
Wallin et al. (1994). Briefly, limbs were fixed in 99% ethanol for 24 h and in
acetone for another 24 h with constant shaking. Afterwards, they were incubated
in the staining solution (1 vol. of 0.3% Alcian blue in 70% ethanol, 1 vol. of
0.1% alizarin red S in 96% ethanol, 1 vol. absolute acetic acid, and 17 vol. of
70% ethanol) at 37°C for 4—6 h and then overnight at room temperature with
constant shaking. Samples were rinsed in water and cleared in 1% potassium
hydroxide and 20% glycerol in water at room temperature. For long-term
storage, specimens were transferred into 50%, 80%, and finally 100% glycerol.

Image analysis

Image analysis by superimposition of two-dimensional (2D) limb confocal
images was performed as previously described by Salas-Vidal et al. (1998).
Briefly, images were displayed on a Macintosh G3 computer at 300 MHz, using
Adobe Photoshop software, version 3.02. Images of interest were superimposed,
and the overlying image opacity was reduced to 50%. The overlying image was
rotated and moved vertically and horizontally until got completely aligned with
the underlying image. In some superimpositions, the cartilage condensations
were used for the alignment; images were first aligned using the wrist and
middle digit and then improved image alignment using the cartilage
condensation. In some images where the limbs where treated with the
glutathione peroxidase inhibitor, MS, it was necessary to highlight the limb
contour by delineating it with dots, since for comparative purposes, the confocal
sensitivity was maintained during the image acquisition and when the
glutathione peroxidase activity was completely abolished the signal was
extremely low.

Detection of gene expression by RT-PCR

Reverse transcriptase (RT) reaction was performed with 1 pg of total
RNA, and the resultant cDNA was subjected to PCR. To amplify a region
corresponding to the mRNA of Gpx1, Gpx2, Gpx3, Gpx4, Sodl, Sod2, Sod3,
and Casl, the following primers were used: Gpx! forward 5-ACACCGCT-
TACTTTCTCCTCT and Gpx! reverse 5-TCCTCTTACCGTTCTTACTTC
(expected product size, 185 bp); Gpx2 forward 5'-ACATTGCCAAGTCGTTC-
TACG and Gpx2 reverse 5'-GAGCAGCTCTCATCTAGATGG (expected product
size, 580 bp); Gpx3 forward 5'-CATTTGGCTTGGTCATTCTGG and Gpx3 reverse
5’-CTTGCCCCTCTTTCTCGTCTT (expected product size, 169 bp); Gpx4 forward
5-GCAATGAGGCAAAACTGA and Gpx4 reverse 5'-GGACGGCACGATAGA-
GAT (expected product size, 382 bp); Sodl forward 5'-AGTATGGGGACAATA-
CACAAGG and Sodl reverse 5'-CAGTCAAAGGCGTCACACAGTTAC
(expected product size, 439 bp); Sod2 forward 5'-TCAACGCCACCGAGGAGA
and Sod2 reverse 5'-CCCCAGCAGCGGAATAAG (expected product size, 358 bp);
Sod3 forward 5'-GAGAAGATAGGCGACACGCA and Sod3 reverse 5'-
CTCCCGCCGCCGCTTCTTGC (expected product size, 600 bp); Casl forward
5’-TACCTGTGAACTGTCCCTACCG Casl reverse 5'-GAATTGCGTTCT-
TAGGCTTCTC (expected product size 411 bp). Polymerase chain reaction
conditions used were 95°C for 1 min, 60°C for 1 min, and 72°C for 1 min for up
to 30 cycles. The RT-PCR conditions were set in control tissues (i.e., liver, intestine,
kidney, and testis) where the different antioxidant enzymes are expressed (data not
shown).

Whole-mount in situ hybridization

Mouse embryonic forelimbs were dissected in cold PBS and fixed overnight
in 4% paraformaldehyde dissolved in PBS. Whole-mount in situ hybridization
was performed according to Wilkinson and Nieto (1993). Using digoxigenin-
labeled antisense riboprobes, specific hybridization was detected with an
antidigoxigenin antibody coupled to alkaline phosphatase. Proteinase K
treatment was titrated to prevent damage to superficial ectoderm structures
such as the apical ectodermal ridge and was adjusted, for comparative analysis,
to simultaneously obtain the best detection at the different limb developmental
stages. For all genes tested, an in situ hybridization with a specific sense or not
related riboprobes was performed as a control of procedure specificity (data not

shown). The probes used correspond to the regions between positions: 213 to
576 of Gpx4 mRNA (gene bank accession number: BC083137); 128 to 609 of
Gpx3 mRNA (gene bank accession number: BC037027); 618 to 1140 of Cas/
mRNA (gene bank accession number: BC013447); 152—490 of Sodl mRNA
(gene bank accession number: BC048874); 235—-574 of Sod2 mRNA (gene bank
accession number: BC010548); 405—1004 of Sod3 mRNA (gene bank accession
number: NM_011435).

Results

Peroxidase activity pattern in limbs is complementary to that of
ROS levels and cell death

During mouse limb development, at stages 9 through 11
[S9-S11; as classified by Wanek et al. (1989)], apoptosis is
located in the interdigital regions as detected by TUNEL or by

510

cell death
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activity

a5e
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Fig. 1. Cell death, ROS, and peroxidase activity patterns during autopod
development. Forelimbs at stages S9, S10, and S11 were stained with AO to
detect cell death (A; red in E), with DHE to detect ROS levels (B; green in D), or
with DCF in the presence of hydroperoxide to detect peroxidase activity (C; blue
in D and E). Peroxidase activity was observed in the digital tissue with the most
intense level at the tips. No peroxidase activity was detected at the interdigits
such that its pattern is complementary with that of ROS and cell death as shown
by the superimpositions of the corresponding patterns (D and E, respectively).
All limbs are oriented with the anterior side to the left. Scale bar = 500 um.
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staining with acridine orange (Salas-Vidal et al., 2001; Fig. 1A).
Here, using the redox-sensitive dye dihydroethidium, we
confirmed our previous observations showing oxidative stress
in the regions undergoing cell death (Salas-Vidal et al., 1998;
Fig. 1B). Furthermore, in agreement with the participation of
superoxide and peroxide in promoting cell death in the
interdigital regions, a Sod/catalase mimetic, EUK-134, reduced
cell death as measured by acridine orange staining and TUNEL,
and developing limbs displayed a reduction in interdigital tissue
regression (Fig. 2).

Peroxidase activity (the reduction of peroxide using a
reducing substrate) is the major antioxidant activity found in
cells. This activity could be due to different classes of
peroxidase, each characterized by the distinct substrate it uses.
In order to determine whether this activity participates in
defining the ROS pattern, we assessed general peroxidase
activity in situ. Peroxidase activity was assayed by using either
diaminobenzidine (data not shown) or 2’,7’-dichlorodihydro-
fluorescein-diacetate (DCF) as substrates, as it has been
previously described by Burow and Valet (1987). As these are
small substrates, it is expected that several peroxidases could
use them to reduce hydroperoxide. As shown in Fig. 1C, in S9
through S11 limbs, peroxidase activity is restricted to the future
digital tissue and is excluded from the interdigital tissue. This
distinct pattern is complementary to the ROS level and cell
death patterns (Figs. 1D and E, respectively). Interestingly by
S9, peroxidase activity is already strong along the whole digital
rays, whereas the cell death is still restricted to the most distal
interdigital region.

To analyze in more detail the pattern of peroxidase activity,
we superimposed images of Alcian blue stained limbs (Fig. 3A),
which use cartilage condensations as reference for the position
of peroxidase activity images. These superimpositions show
that interdigital peroxidase activity decreased at up to the distal
level of phalange 1 at S9, up to the proximal level of phalange 1
by S10, and up to the level of articulation between phalange 1
and metacarpals by S11. Thus, endogenous peroxidase activity
down regulation occurs in a disto-proximal pattern, similar to
the one that follows cell death (Salas-Vidal et al., 2001).
Additionally by analyzing the dorsal and the ventral sides of the

same limbs, we observed that peroxidase activity exhibit a
dorso-ventral asymmetry, covering most of the dorsal inter-
digital tissue in the dorsal side compared to the ventral one; a v-
shaped region devoid of activity is observed, same area in which
cell death takes place (Fig. 3B). This dorso-ventral pattern of
peroxidase activity is opposite to the dorso-ventral cell death
pattern [see also Salas-Vidal et al. (2001)].

RA has been proposed to mediate interdigital cell death
(Dupe et al., 1999; Rodriguez-Leon et al., 1999). In addition,
RA increases interdigital cell death and causes ectopic cell death
at the tip of digits (Crocoll et al., 2002; Rodriguez-Leon et al.,
1999; data not shown). Using whole-mount staining with DHR,
we observed that limbs treated with RA for 8 h showed
increased ROS levels within the interdigital region and also at
the tip of digits (Fig. 4). This increase in ROS correlated with a
decrease in peroxidase activity, including the tip of digital areas.
Therefore, as in intact limbs, low peroxidase activity is
associated with high ROS levels and cell death in RA-treated
limbs.

Gpx4 is responsible for most of the peroxidase activity in
developing limbs

Several enzymes could be responsible for the observed
peroxidase activity: any one belonging to the peroxidase groups
and/or catalase (which, under certain conditions, can have
peroxidase activity; LeHir et al., 1979). Catalase activity cannot
be easily detected in situ, but a specific gel activity assay
demonstrated significant levels of catalase activity during the S9
to S11 period (Fig. 5A). Some general but specific biochemical
characteristics of peroxidases and catalases could allow us to
determine which enzyme was responsible of the peroxidase
activity detected in situ in whole developing limbs. For
instance, different pH and hydroperoxide concentration are
necessary to get the optimal activity of peroxidases or catalases.
Peroxidases are active at acidic pH and low hydroperoxide
concentration (1.5-50 mM); these enzymes are inactivated at
high hydroperoxide concentration. On the other hand, catalase
is active at basic pH, and the enzyme is not inhibited by high
hydroperoxide concentration (up to 4 M) (Herzog and Fahimi,

EUK-134 (mM)

control 0.05

AO staining

TUNEL

0.5 1

Fig. 2. Cell death upon autopod treatment with EUK-134. Limbs at S9 were cultured in the presence of increasing concentrations (0.05—1 mM) of the sod/catalase
mimetic compound EUK-134. After 24 h in culture, cell death was evaluated by AO staining on whole limbs and TUNEL on transverse sections (see Materials and
methods). Reduction in cell death (bright dots) was observed in the interdigital areas as EUK-134 concentration increased (in the case of AO staining, ventral view is
shown). Note that accompanying the reduction in dying cells, interdigital regression was also reduced, in both disto-proximal (AO staining) and dorso-ventral axis

(TUNEL). A, anterior; P, posterior; D, dorsal; V, ventral; d, digit; i, interdigit.
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A s9 S 10 S 11

Fig. 3. Image analysis of peroxidase activity and cell death patterns during
autopod development. (A) Peroxidase activity and cartilage condensations.
Peroxidase activity patterns for S9-S11 stages were superimposed with the
corresponding patterns of cartilage condensations as described in Materials and
methods. Using phalanges (P1-P3) and metacarpals (M) as reference, note that
down regulation of peroxidase activity in the interdigital areas followed a disto-
proximal behavior (see text for details). (B) Dorso-ventral pattern of peroxidase
activity. Picture shows the dorsal and ventral view of limbs stained for
peroxidase activity at stage S10. Note that the ventral interdigital region devoid
of peroxidase activity reached a more proximal region than the dorsal one. All
limbs are oriented with the anterior side to the left.

1976). We found that the activity we detected corresponds to
that of a peroxidase since DCF fluorescence in the presence of
hydroperoxide was evident at pH 6.5, whereas at pH 8 and 10, it
was undetectable (Fig. 5B). Furthermore, at low hydroperoxide
concentration (5 and 50 mM), the activity was readily detected,
whereas at 500 mM, it was undetectable (Fig. 5B).

There are three major families of peroxidases: the hemo-
containing group (e.g., iodoperoxidase, lactoperoxidase, and
myeloperoxidase), the peroxiredoxins, and the group that uses
glutathione as reducing agent (Gpxs). There are four known
seleno-cysteine Gpxs, all sensitive to mercaptosuccinate (MS)
(Arthur, 2000; Chaudiere et al., 1984). In order to determine
which peroxidase was responsible for the activity, we cultured
autopods in the presence of different concentrations of MS (1 to

control +RA

ROS level

Px activity

Fig. 4. Regulation of peroxidase activity and ROS level upon autopod treatment
with retinoic acid. Limbs at S9 were treated with retinoic acid (RA) for 8 h and
then stained either for ROS with DHR (upper panels) or for peroxidase activity
with DCF (lower panels). In the presence of RA, an evident increase in ROS and
a decrease in peroxidase activity are observed at tip of digits and within the
interdigital area.

A
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Fig. 5. Biochemical characterization of catalase and peroxidase activity of
embryonic mouse autopods. (A) Catalase activity in the developing limb.
Catalase specific zymography was performed using protein extracts from limbs
at the stages indicated. Liver (Li), the organ with highest catalase activity, was
used as a reference. Observe the significant catalase activity in the developing
limbs tested. (B) Sensitivity of peroxidase activity to pH and hydrogen peroxide.
Peroxidase activity was determined at different pH or at different peroxide
concentration. Note that peroxidase activity was detected at an acidic pH and at a
low peroxide concentration, conditions at which catalase is inactive and, in
general, peroxidases are active.

200 mM) for 30 min and then determined peroxidase activity.
Our results show a dose-dependent inhibition of the activity,
which was completely abolished at 100 mM (Fig. 6A). When
incubation was extended to 6 h, peroxidase activity was
completely inhibited, even at concentrations as low as 1 mM of
MS (Fig. 6B). With this experiment, we exclude the possibility
that the activity detected was due to peroxidases from the hemo-
family or the peroxiredoxins. Therefore, four criteria confirm
that we were observing Gpx activity: the coupling of hydrogen
peroxide metabolism with DCF oxidation, the optimal pH, the
inhibition at high concentration of hydroperoxide, and the
inhibition by MS.

To determine which of the four Gpxs was responsible for the
activity observed, we performed a specific RT-PCR using RNA
from 11 dpc mouse limbs; as a control for the different Gpxs,
RNA from liver, intestine, kidney, and testis were used (data not
shown). We observed expression of all of the Gpxs, but,
interestingly, we found abundant Gpx4 expression as compared
with the other three genes coding for Gpxs (Fig. 7A).

Whole-mount in situ hybridization was used in order to
detect the expression pattern of Gpx4 in the whole mouse limb.
We detected a strong expression of Gpx4 in the digits, mainly at
the tips (Fig. 7B). This pattern of expression corresponded to
the peroxidase activity pattern. Expression of Gpx3 was much
lower and did not match the activity profile (data not shown).
We did not perform in situ hybridization for Gpx/ and Gpx2
because they are hardly detectable by RT-PCR. Therefore, the
results suggest that the activity we detected during limb
development is due mainly to Gpx4.

Interestingly, although the peroxidase activity detected in
whole limbs was not due to catalase (see also data below), the
gene expression level (Fig. 8A) and pattern (Fig. 8B) of this
enzyme were similar to those determined for Gpx4, being
highest around digits and low in interdigital regions at the time
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10 mM

Control

50 mM 100 mM

Fig. 6. Effect of mercaptosuccinate on the autopod peroxidase activity. Autopods were cultured in the presence of different concentrations (10—100 mM) of
mercaptosuccinate (MS), an inhibitor of selenium-containing Gpxs, for 30 min (A) and for 6 h (B). Peroxidase activity was determined in the presence of the inhibitor.
When incubation was carried out for 30 min, 100 mM MS was required for complete peroxidase activity inhibition, but 1 mM MS was sufficient for complete

inhibition when incubation was for 6 h.

cell death is occurring (Fig. 8). In addition, the three genes
encoding the three Sods known, Sodl, Sod2, and Sod3, also
show significant expression level and similar expression pattern
(Fig. 8). Thus, down-regulation of several antioxidant enzymes
contributes to generate oxidative stress in the interdigital area.

Inhibition of Gpx activity induces an increase of apoptosis in
the digits

If the Gpx activity modulates ROS levels, which in turn
regulates apoptosis, we expected to affect the apoptosis pattern
by inhibiting this peroxidase activity. With this aim, we cultured
limbs for 24 h with MS and stained them afterwards with

GPX-2 GPX-3 GPX-4

Fig. 7. Gpx4 expression in the developing autopod. (A) RT-PCR analysis. An
RT-PCR protocol was performed for each known seleno-cysteine Gpx using
total mouse autopod RNA. Samples of the RT-PCR reaction were taken at the
number of cycles indicated (20, 25, 30). The specific RT-PCR products
(indicated by *) were obtained for the mRNAs of the four Gpxs, however, a
much higher amount of the Gpx4 RT-PCR product was obtained. (B, C) In situ
hybridization analysis. Whole-mount in situ hybridization for Gpx4 was
performed on S10 autopods. The expression of Gpx4 was observed surrounding
the digits. A section of the stained autopod shows in more detail the Gpx4
expression pattern. D, digit; I, interdigit. Scale bar = 500 um.

acridine orange to visualize the apoptosis pattern. We found that
apoptosis increased in a dose-dependent manner, specifically in
the tips of digits, where peroxidase activity is inhibited (Fig. 9).
These results suggest that peroxidase activity, likely due to
Gpx4, could be involved in the down-regulation of ROS levels
in the digits, therefore preventing the activation of the apoptotic
process by ROS, normally occurring in the interdigits during
autopod development.

Discussion

We previously showed that many embryonic regions with
increased ROS levels coincide with apoptotic areas, including
the interdigital regions of the developing limb (Salas-Vidal et al.,
1998). In the limb, interdigital cell death can be reduced by
chemical antioxidants such as phenol and dimethylsulfoxide. In
the present work, we confirmed the presence of high ROS levels
in interdigital areas and showed that an antioxidant with very
low toxicity (EUK 134, a sod/catalase mimetic; Jung et al., 2001;
Rong et al., 1999) can prevent cell death. More important, our
data suggest that Gpx4 is an essential antioxidant enzyme
responsible for setting the ROS levels and, consequently, the cell
death pattern in the autopod, supporting the critical contribution
of oxidative stress in triggering interdigital cell death.

By definition, ROS are molecules that react with nearby
cellular components (e.g., proteins, lipids, and DNA), resulting
in damage that can affect their function. ROS include a number
of chemically reactive molecules derived from oxygen. Among
the major ROS are superoxide, nitric oxide, hydroxyl radical,
hydroperoxide, and peroxynitrite. Some of these species can be
produced by redox reactions between them. For instance,
superoxide can generate hydroperoxide when reacts with water
(reaction catalyzed by Sod), and peroxynitrite when it reacts
with nitric oxide. Peroxide can produce the very reactive
hydroxyl radical in the presence of reduced metal ions such as
ferrous iron. Catalase and peroxidases catalyze the oxidation of
hydroperoxide to produce water. Most cellular ROS are
produced as by-products of oxygen metabolism (e.g., incom-
plete reduction of oxygen to water) and are highly toxic to cells.
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Fig. 8. Superoxide dismutases and catalase gene expression in the developing
autopod. (A) RT-PCR analysis. An RT-PCR protocol was performed for each
antioxidant enzyme indicated using total mouse autopod RNA. Samples of the
RT-PCR reaction were taken at the number of cycles indicated (25, 30, 35). The
specific RT-PCR products were obtained for the mRNAs of the enzymes tested
(see Materials and methods). All Sods were expressed along limb development
but, apparently, the Cas/ was expressed at higher levels. (B) In situ
hybridization analysis. Whole-mount in situ hybridization for the genes
indicated was performed on S9-S12 autopods. Initially, expression was detected
in all distal regions, but downregulation was evident at the time interdigital cell
death appears; the latter event limited the expression around the digits.

When the level of ROS is relatively high, cells defend
themselves by activating antioxidant and repair mechanisms.
In the limb, the expression of several antioxidant enzymes in the
distal region previous to the onset of interdigital cell death may
reflect this defense response to the oxidative stress condition
present in proliferating cells (Niswander et al., 1994). The
presence of superoxide, hydroperoxide, or both is supported by
the protective effect of the antioxidant sod/catalase mimetic
used in the present work, resulting in similar phenotype (i.e.,
syndactyly) as we previously reported with other antioxidants
that decrease cell death (Salas-Vidal et al., 1998). Relevant to
mention is that, despite the presence of these ROS, mice
homozygous for null alleles in the genes encoding the three
Sods (Carlsson et al., 1995; Lebovitz et al., 1996; Reaume et al.,
1996) and catalase (Ho et al., 2004; D. H.-G. and L. C.,
unpublished observations) are viable with no evident abnormal
phenotype in limbs.

It was interesting to observe high peroxidase activity in the
limb, which was complementary to the areas under oxidative
stress. Initially, peroxidase activity was elevated in the distal
region of the developing autopod and then, at the time cell death
was detected in the interdigits, the activity was only observed in
the digits. A common characteristic of peroxidases is that they

use an electron donor substrate to oxidize hydroperoxides. In
order to detect peroxidase activity, we used two unspecific
substrates that, when reduced in the presence of hydrogen
peroxide, generate a fluorescent compound (DCF) or a
precipitate (diaminobenzidine; not shown). Because these
substrates are small, they could have access to the active site of
different peroxidases and possibly also to that of catalase (LeHir
etal., 1979). The specificity of our assay for peroxidases and not
catalase is supported by the biochemical properties determined
(i.e., hydroperoxide inhibiting concentration and pH).

All peroxidases can be grouped in three large families: the
heme-peroxidases (Isaac and Dawson, 1999; O’Brien, 2000),
peroxiredoxins (Rhee et al., 2001), and the Gpxs (Arthur, 2000).
In contrast with heme-peroxidases that use a variety of substrates,
peroxiredoxins and Gpxs typically use a specific substrate:
thioredoxin (except peroxiredoxin VI) and glutathione. Thior-
edoxin and glutathione are major reducing agents within the cell,
and it has been proposed that, under physiological conditions, the
intracellular reducing environment of most cells is maintained by
the disulfide/dithiol-reducing activity of the glutathione and
thioredoxin systems. In agreement with the relevance of these
compounds, peroxiredoxins and Gpxs are widely expressed in
embryo and adult tissues (Arthur, 2000; Rhee et al., 2001).
Nonetheless, the function of these enzymes is not always
redundant since, for instance, mice carrying targeted deletions in
the genes encoding thioredoxin (Matsui et al., 1996), v-
glutamylcysteine synthetase (rate-limiting enzyme in GSH
biosynthesis; Shi et al., 2000), or Gpx4 (Imai et al., 2003; Yant
etal.,2003) die early in development. In the autopod, at the stage
of digit individualization, Gpxs appear to be the relevant
enzymes in charge of oxidizing hydroperoxides, since peroxi-
dase activity is markedly reduced in the presence of MS, an
inhibitor of selenium-containing Gpxs.

To date, at least four conserved selenium-containing Gpxs
have been described which catalyze the reduction of peroxide
and use glutathione as a co-factor (Arthur, 2000; Imai and
Nakagawa, 2003). This family comprises Gpxl, a cytosolic
peroxidase; Gpx2, a gut epithelium specific peroxidase; Gpx3,
an extracellular peroxidase; and Gpx4, which is a major
phospholipid hydroperoxide reducing enzyme. Although three
out of the four Gpx genes were found expressed in the limb, the
expression level of Gpx4 was the highest and closely correlated
with the peroxidase activity pattern determined.

Three isoforms have been reported for Gpx4 that result from
alternative transcription initiation and splicing of the first exon

CONTROL 1 m

10 mM

Fig. 9. Effect of seleno-cystein Gpx activity inhibition on autopod cell
survival. Autopods were cultured in the absence (Control) or presence of 1
mM or 10 mM MS for 24 h. After this period, autopods were stained with
AO to detect cell death. Observe the MS dose-dependent increase in cell
death. Scale bar = 500 pm.
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of a common gene (Imai and Nakagawa, 2003); they are located
in different cellular compartments: cytosol, mitochondria, and
nucleolus. In contrast to the other three Gpx that are active as
tetramers, Gpx4 is active as a monomer. Gpx4 is the only Gpx
able to directly reduce the peroxidized lipids produced in cell
membranes. This property may be due to the small size of the
active enzyme. In support of the essential role of Gpx4 in
development, Gpx4 /" embryos die around 7 dpc (Imai et al.,
2003; Yant et al., 2003). In contrast, mice carrying null
mutations in the genes encoding Gpx1, the major Gpx isoform
expressed in most cell types, and Gpx2 apparently develop
normally, are fertile, and only show ‘mild’ abnormalities during
adult life (Esworthy et al., 2001; Ho et al., 1997).

We propose that Gpx4 provides at least one likely essential
antioxidant activity that controls ROS level and cell death in the
developing autopod. Other antioxidant enzymes contributing to
this process are Sods, catalase (this work), and peroxiredoxin 1
(Shan et al., 2005), though none of these appear to be essential
(Carlsson et al., 1995; Ho et al., 2004; Lebovitz et al., 1996;
Reaume et al., 1996); D. H.-G. and L. C., unpublished
observations). Lipid peroxidation is a common characteristic of
cells under oxidative stress; high levels of peroxidized lipids can
disrupt both the plasma membrane and membranes that are
components of cellular organelles, such as the mitochondria,
causing cell death (Keller and Mattson, 1998). In concordance
with this proposal, several reports have stressed the relevance of
Gpx4 in cell survival (Nomura et al., 2001). For instance,
embryonic fibroblast cells derived from Gpx4 " mice are highly
sensitive to oxidative insults (Yant et al., 2003). On the other
hand, overexpression of the mitochondrial Gpx4, but not the
cytosolic isoform, is able to reduce the appearance of typical
markers of apoptosis like cytochrome ¢ release, caspase
activation, and DNA fragmentation in response to glucose
deprivation and treatment with etoposide, staurosporine, UV
irradiation, cycloheximide, and actinomycin D, stimuli that
induce apoptosis by the intrinsic pathway (Nomura et al., 1999).
Interestingly, this phenomenon was associated with the activity
of the mitochondrial Gpx4 that appears to be responsible for the
reduction of peroxidized cardiolipin (Nomura et al., 2000).

Oxidative stress in the autopod could be generated as a
consequence of the high metabolism associated with the rapid
growth occurring in its distal region (Niswander et al., 1994).
Alternatively, enzymes that produce ROS such as NADPH
oxidase could be activated in restricted regions in response to
specific growth factors (Balaban et al., 2005; Kreuzer et al.,
2003). The present work did not investigate the source of ROS
but established that antioxidant enzymes, mainly Gpx4,
modulate the ROS levels in specific areas of the autopod.
Several molecules have been shown to participate in the control
of cell death in the developing limbs. Among the most important
are retinoic acid and members of the TgfP (e.g., Bmps) and Fgf
(e.g., Fgf8) superfamilies (Zuzarte-Luis and Hurle, 2002). These
factors could regulate directly or indirectly the production of
ROS and/or the levels of antioxidant enzymes. In our study, we
show that RA can cause cell death in digit tips, and this effect is
associated with an increase in ROS level and peroxidase activity
down-regulation. Therefore, in the limb, RA could promote cell

death by generating oxidative stress, perhaps by down-
regulating Gpx4 expression. Previous work from our group
has shown that death of embryonic stem cells caused by RA
correlates with increase in ROS levels and can be prevented by
addition of antioxidants to the culture medium (Castro-Obregon
and Covarrubias, 1996).

To warrant survival, a developing cell must finely tune the
concentration of ROS by altering antioxidant activity in response
to the continuous changes in ROS production during growth and
differentiation. This ancient cell survival response probably was
a target for the evolution of the signaling cascades that cause the
cell death required for proper development of multicellular
organisms. The present work supports this view and suggests that
Gpx4 is at least one of the key enzymes in this regard.
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Cell death activation during cavitation of embryoid bodies is
mediated by hydrogen peroxide
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ARTICLE INFORMATION ABSTRACT
Article Chronology. The formation of the proamniotic cavity is the first indicaton of prograrnmed cell death
Received 1 December 2007 associated to a morphogenetic process in mammeals. Although seme growth factors have
Revised version received . been implicated in proamniotic cavitation, very little is known about the intracellular
5 March 2008 mechanisms that contro! the cell death process itsel, Reactive oxygen species (ROS) are
Accepted 6 March 2008 potent activators of ceil death, thus, in the present work we evaluated the role of ROS during
Available online 20 March 2008 the cavitation of embrycid bodies (EBs}), a common model to study proamniotic cavitation.
During cavitation, ROS concentration increases in. the inner cells of EBs, and this ROS
Keywords: accumulation appears to be associated with the mitochondrial respiratory activity. In
Oxadative stress agreement with a role of ROS in cavitation, EBs derived from ES cells that overproduce
Reactive oxygen species catalase, an enzyme that specifically degrades hydrogen peroxide, do not cavitate, and
Apoptosis _ caspase activation and cell death is markedly decreased. Notably, cell death, but not the rise
Programmed c¢ell death in ROS, during EB cavitation is caspase-dependent. The apoptosis-inducing factor (Aif} is
Cavitation ' released from the mitochondra during cavitation, but EBs derived from Aif” ES cells
wMorphogenesis cavitate and ROS levels in the inner cells remain high. We conclude that hydrogen peroxide

is a cell death activating signal essential for EB cavitation, suggestmg that cell death during
proammiotic cavitation is mediated by ROS.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction autophagic cells. From the molecular point of view, caspases
are relevant enzymes in the execution of apoptotic cell death
Programmed cell death (PCD) is an essential process for the [2], however, caspase-independent apoptotic celt death has

development of all multicellular organisms [1]. Morphogen- also been detected [3}.
esis is among the most important functions of PCD, in which The formation of the proamniotic cavity is the earliest
cell death causes growth restriction or tissue degeneration. identified occurrence of PCD associated to a2 morphogenetic

According to the cell morphology, several forms of cell death process in mammals [4]. Shortly before implantation, the
have been identified in developing organisms. Some of these mouse embryo consists of an outer trophectoderm layer sur-
show characteristics of apoptosis, whereas others resemble rounding 2 cavity {i.e,, the blastocoele} and a small group of

¢ Correspondmg author. Departmento de Genética del Desarrollo v Fisiologia Molecular, Institute da Blotecnologla/UNAM AP 510-3,
Cuernavaca, Mor. 62250, Mexico. Fax: +52 777 317 2388.
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Abbreviations: PCD, programmed cell death; ROS, reactive oxygen species; HoO», hydrogen peroxide; Cat, catalase, Wt, wild-type; EB,
embryoid body; ES, embryonic stem. '
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cells {ie, the inner cell mass) separated from a layer of
primitive endoderm by a basal lamina. The cavity forms after
implantation by cell death occurring within the core of the
inner cell mass of the blastocyst at the time the primitive
ectoderm and endoderm differentiate. After cavitation {the
time at which the mouse embryo reaches the egg cylinder
stage}, the ectoderm consists of a pseudostratified epithelium
in close contact with the visceral endoderm, together sur-
rounding the preamniotic cavity. PCD associated with cavita-
tion: appears te be regulated by the distribution of cells within
the epiblast such that differentiating ectodermal cells in con-
tact with the basal lamina survive. This process requires the
proper differentiation of the primitive endoderm to the
visceral endoderm and involves the participation of growth
factors such as BMPs (5] and FGFs [6]. At the intracellular level,
very little is known about the molecular regulation of cell
death during cavitation. Caspases-3, -8, and -9, considered to
be central in apoptotic cell death, do not appear to be essential
for cavitation {7}. Bcl-2, and to a lesser extent Belx;, appear to
participate in preventing the death of differentiated epiblast
cells {8].

Reactive oxygen species (ROS) are potent activators of cell
death {5]. Cell death can be promoted by exogenous ROS such
as hydrogen peroxide (H,O,) [10], or by increasing the
intracellular ROS levels by unceupling the respiratory chain
[11]. In addition, an increase in ROS levels correlates with
activation of cell death by conditicns such as growth factor
deprivation or treatment with certain growth factors (e.g., TNF,
[12]. In some instances, cell death has been prevented by
treatment with antioxidants or expression of antioxidant en-
zymes (13-16]. The prevalent concept is that ROS have the
ability to turn on one or several signalling pathways [17],
however, in most cases the direct ROS targets that mediate cell
death activation are unknown. :

Most of what we know about the participation of ROS in cell
death has come from studies in cultured cells, and in animals
displaying a pathological condition or carryinga mutation ina
gene coding for an antioxidant enzyme. Some years ago we
showed that mouse embryo regions with high density of dying
cells also display high ROS concentration [18-20]. In some
instances, we demonstrated that cell death can be reduced by
treatment with antioxidants. Using EBs as a model of pro-
amniotic cavitation, here we demonstrate that an increase in
RCS is required for cell death and consequently for cavitation.
Our data suggest that H,0; activates a mostly caspase-
dependent and AlF-independent cell death process. There-
fore, the earliest morphogenetic process involving cell death,
the formation of the proamniotic cavity, possibly requires
H30O, as an essentiat inducer of cell death.

Materials and methods

Consrruction of catalase expression vectors

The pCat’ vector was made by fusing the ¢cDNA encoding
the human catalase from the pCATI0 vector {American
Type Culture Collection} to the cytomegalovirus (CMVY
chicken b-actin (CBA} hybrid promoter {from pCCALL), and
the bovine growth hormone polyadenylation signal {from

pGKneo) and all were inserted in the pBluescript 1 XS. The
cytosolic form of catalase {Cat®) was produced by substituting
the lysine codon of the peroxisomal signal sequence {KANL;
{21]) located at the carboxy-end of wild-type catalage for the
amber stop codon, Briefly, we generated a 465 bp PCR fragment
using YTACCTGTGAACTGTCCCTACCGS and S'CACAGAT-
CTGCCACTCCATGGCCG3' as primers, and pCAT10 as tem-
plate. The Sspl-Bglll restriction fragment from the PCR
product was used to replace the corresponding 3’ fragment
of human catalase in pCat”. In both constructs, we added the
Neo resistance cassette from the pGKNeoloxpB {a gift of Dr.
Yuji Mishina). For overexpresion of 5edi-EGFP (encoding the
superoxide dismutase-enhanced green fluorescent fusion
protein), the CMV promoter in the pcDNA3-EGFP-SOD1 vector
{gift of Dr. Takanori Yokota) was replaced by the CMV/CBA
promoter. '

Cell culture

The AB2.2 ES cell line was maintained on a mitomycin-treated
STO feeder cell layer in M15 medium (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 15% FBS, 0.1 mM
$-mercaptoethanol, 0.1 M non-essential araine acids, T mM
sodium pyruvate, 2 mM glutamine, 80 yM penicillin and 34 u1M
streptomycin). Cell cultures were maintained at 37 °C in a
humid 5% CO,-95% air environment. For the different treat-
ments performed the cells were seeded onto 24 well plates for
12 h (2x10° cells per well} Menadione sodium bisulfate,
staurosporine, paraquat and H,0, {Sigma) were added, and
24 h later the viability was measured by trypan blue exclusion
and flow cytometry using propidium iodide (Sigma) staining.
When needed, 100 pM of zVAD-fmk (Biomol) was present 2 h
before and during the drug treatment. For embrycid body
formation, 1x190" ES cells were seeded in a 100 mm culture
dish without a feeder layer, 72 h later {D3) the colonies formed
were gently detached by pipetting several times, and trans-
ferred to non-adherent conditions (in bacteriological dishes)
for further culture (from D3+1 to D3+7); M15 medium was
replenished every 48 h, 0.5 mM H,0, 0.5-2 M EUK1I34
{Eukanion, Inc) or 10 yM of g*P {Kamiya Biomedical Co.) were
added duting this latter cuiture phase. ROS were detected
indirectiy by dihydroethidium (HE; Molecular Probes) staining;
sampies were incubated in €5 nM HE/PBS for 30 min at 37 °C,
then washed and cells fixed with 4% paraformaldehyde. Areas
with high ROS levels in EBs were visualized on 10 pm cryostat
slices, using confocal microscopy at 488/LP560 nm excitation/
emission, respectively. For histological analysis, EBs were
fixed as above, dehydrated, embedded in LR-White Resin
{Electron Microscopy Science), and 1 um ultramicrotome slices
of these were stained with toluidine blue.

Catalase activity

ES cells were sonicated in extraction buffer {200 mM HEPES,
1 mM DTT, 0.1 mM desferal mesylate and 1 mM PMSF} and
centrifuged at 16,000 RFC. Protein from cell extracts {150 ng
as determined by the Bradford assay) were loaded in each
well of non-denaturing polyacrylamide gels; gels were run
at 150 V for 2.5 h. Immediately after electrophoresis, bands
of catalase activity were detected following the procedure
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reported by Navarro et. al [22}, without sample boiling, and
without f-mercaptoethanol. The gel was briefly soaked in 5%
{v/v) methanol, and after rinsing with tap water, was incubated
for 10 min in 10 mM H,0,. For staining, the gel was incubated in
a 1:1 mixture of freshly prepared 2% potassium ferric cyanide
and 2% ferric chloride, Staining was stopped by soaking the gel
~ in 10% acetic acid and 5% methanol schution,

Immunostaining

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 10 min
or 1k for EEs at room temperature, and then washed 3 Hmes
with PBS, Immunocytochemistry using standard protocols
was performed with polyclonal antibodies against human
catalase {Calbiochem), AIF {Santa Cruz Biotechnology} and
active caspase 3 (Promega). Cells and cryostat sections of
tissue-tek emhedded EBs were permeabilized using 1% Triton
X-100 in PBS, blocked with 10% sheep serum {SS), 0.2% Tri-
ton X-100/PBS, incubated with the primary antibody diluted in
SS3/PBS for 2 h, washed in PBS, and incubated with anti-IgG
Alexafluor-488 nm secondary antibody diluted in $S/PBS for
20 min. Finally, confocal microscopy images were captured for
further analysis,

Results
Catalase overproduction reduces the cell death caused by H;0,

Proamniotic cavitation is difficult to study in vivo. Most of
our knowledge of this process has come from studying em-
bryoid bodies: structures derived from aggregation of ES cells in
non-adherent conditions [23,24]. Embryoid body development
reflects the process of formation of visceral endoderm, colum-
nar epithelial ectoderm and proamniotic cavity [25]. Therefora,
in ¢rder to test the role of ROS in the cell death associated with
cavitation, we first engineered ES cells to overexpress an
antioxidant enzyme. We selected catalase for our studies be-
cause: {a) unlike all members of the peroxidase family, catalase
is an enzyme with the capacity to degrade H,0, without re-
quiring any additional substrate [26]; {b) no product of the
enzymatic reaction is a ROS or z free radical, therefore, there is
no possibility oxidative stress is generated due to enzyme
Overexpression, as it could happen when superoxide dismutase
is overexpressed {27,28}; {c) by eliminating H,O,, other very
reactive ROS are also eliminated such as the hydroxyl radical;
and (dj catalase activity is not very sensitive to inhibition by high
H20; concentration as many peroxidases are [29], therefore, it
may uphold greater antioxidant capacity upon oxidative stress.
Twoexpression vectors were constructed {Fig 1A}, eachcarrying
the sequence encoding different catalase forms under the
control of & constitutive promoter that functions well in ES
cells (CMV/CBA; [30}). The first contains the wild-type human
catalase {CatF), which is normaily Jocated within peroxisomes,
The second contains a truncated form of catalase {Cat which
facks the last four carboxy-terminal amine acids required to
target the enzyme to the peroxisome [21] and is, therefore,
expected to be located in the cytoplasm. After elecroporation
with the two constructs, we selected six out of 60 lines, three for
each construct, that displayed the highest amount of catalase

A {CMVICBAT hCap| bpA H PGKTNeo [ bpA pCatr-Neo

1CMV/CBAT hCaf | bpA [ FGK [ Neo | bpA} pCate-Nea

Fig. 1 - Over-production of catalase in ES cells. {A} Catalase
expression vectors, Two vectors were constructed: one
encodes the wild-type human catalase {CatF), whereas the
other encodes a human catalase that lacks the peroxisome
targeting signal {Cat%). Expression of both catalase encoding
sequences is directed by the constitutively active fused
promoter CMV-GBA. (B) Catalase activity in transfected ES
cells. ES cells were electroporated with pCatP-Neo or
pCat’-Neo and screened by catalase activity in a
non-denaturing gel. Pictures show the band of catalase
activity of 10 lines for each construct. We selected clones
ES-Cat®-10, -14, and -20 and ES-Cat®-1, -15, and -24 for further
analysis; lane 10 in Cat® and lane 1 in Cat® (indicated by
asterisks) show activity of clones ES-CatP-10 and ES-Cat®-1,
respecﬁvely. (C} Intracellular location of catalase in ES-Wt,
ES-Cat®-10 and ES-Cat*-1 cells. Catalase {(green) was detected
by immunocytochemistry and nuclei {red} were stained with
propidiuim iodide. Catalase in wild-type cells showed a
punctate pattern, which may be due to its regular '
peroxisomal location. In contrast, cells overexpressing either
Cat® or Cat® showed a diffuse pattemn suggesting that most of
them is located in the cytoplasm, Bar=10 pm. '

activity (Fig. 1B). These lines were named ES-CatP- 10, -14, and
-20 and ES-Cat®-1, -15, and -24. Endogenous catalase acdvity in
ES-Wt cells was not detected under the conditions tested;
however, catalase mRNA could be detected by RT-PCR {data not
shown). This observation was confirmed by immunocytochem-
istry showing a punctate pattern expected for the peroxisomal
distribution of endogenous catalase {Fig. 1C, left panel).
Intracellular distribution of overexpressed catalase in both ES-
Cat® {Fig. 1C, center panel) and ES-Cat® (Fig. 1C, right panel) lines
showed a diffuse pattern indicating that a large amount of
recombinant protein is located in the cytosolic compartment.
£S cells overexpressing catalase were exposed to different
conditions that cause death of this cell type. in ES-Wt ceils,
efficient cell death occuned with H,0,, menadione, stauros-
potrine {Fig. 2 and Supplementary Material Fig, 9) and afier
serum deprivation (not shown). However, only death caused
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Fig. 2 - Survival of ES cells overproducing catalase in response to H20, and other death inducers. ES-Wt, ES-Cat®-10 and
ES-Cat®~1 cells were seeded ata density 1x10° cells/cm? and the following day cultured for 24 h under the conditions indicated.
Viability was determined by trypan blue exclusion or by flow cytometry using propidium iodide staining (Supplementary
Material Fig. 9). Note that catalage was only protected from death induced by H;0,. *P<0.001 {n=6}.

by treatment with H,0, was prevented by overexpression of
catalase (Fig. 2, H,0,). Interestingly, zVAD, a broad-spectrum
caspase inhibitor, did not inhibit cel) death in any of the con-
ditions tested, including the death of cata!ase—overexpressing
cells when treated with menadione or staurosporine {Fig. 2
and Supplementary Material Fig. 9). Therefore, H,0, can kill ES
cells by a caspase-independent mechanism,

It was surprising that catalase did not reduce the cell death
caused by the addition of menadione, since this compound, by
uncoupling the respiratory chain, promotes the production
of Hx()s and in many instances causes cell death [31,32]. In
concordance with this mechanism of action, menadione and
paraquat {another uncoupler of the respiratory chain) indeed
generated oxidative stress in ES cells as determined by DHE
staining {Fig. 3, Wt-Paraquat, Wi-Menadione), and this in-
crease in ROS was largely reduced by catalase overexpression
(Fig. 3, ES-Cat") as well as by the superoxide dismutase-
catalase mimetic {Fig, 3, EUK134). Therefore, these compounds
are able to kill ES cells by a mechanism independent of ROS
production, confinming that catalage can only black cell death
associated with H,0, production.

Cavitation of embryoid bodies is reduced by overexpression of
catalase

Embryoid bodies derived from ES-Wt, ES-Cat? and ES-Cai€
(three lines for each construct) were generated and cavitation
was evaluated at different ER developmental stages (Fig. 4). ES-
W1 cells formed EBs that displayed an obvious cavity and co-
lumnar ectoderm at D3+5 stage, and by D3+ 7 most EBs were
cystic {Fig. 4). In contrast EBs derived from ES-Catf and ES-Cat®
cells showed reduced cavitation and few cystic EBs were found
al D3+7 stage of development {Fig. 4). This effect was more
prominent with the cytosolic form of catalase in which case
most EBs did not cavitate {Fig. 4). At the moment, it is unclear
whether thisis due to the amount of enzyme produced ortoits
intracellular localization. It is important to mention that ecto-
derm and visceral endoderm differentiation appears to occur
normally in EBs derived from both ES-Cat? and ES-Cat® cells,
since Fgf5 and Bmp2 were expressed at the same level as in Wit
EBs {Supplementary Material Fig. 10); columnar epithelium
was particularly evident in the few areas where cavitation was

Control

Paraquat

+EUK134

Menadione

—

Fig. 3 - Antioxidant activity of catalase and EUK134 on ES
treated with paraquat anid menadione. ES-Wt and ES-Cat®-1
cells were seeded at a density of 1.25x10° cells/em? and the
following day cultured for 6 h in the preserice or absefice of
paraquat (0.8 mM} or menadione (50 yM); EUK134 {1.5 pM}
was added 1 h before pro-oxidants. ROS were detected by
staining with DHE. The oxidized DHE {bright signal in
pictures) was deté'_cte'd in ES-Wt cells but not in ES-Caf-1 or
ES-Wt treated with EUK134, Bar=20 um.
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Fig. 4 - Cavitation of EBs from ES cells overproducing catalase. EBs were derived fmm ES-Cat’-1, ES-Cat®-10 or ES-Wt, and
cavity formation visualized at different developmental stages by light transmission microscopy directly {A; D3+7}orin 1 pmEB
slices after staining with toluidine blue (B). Representative pictures are shown. Progress of cavity formation at D3+7 was
estimated by quantifying the percentage of non-cavitated EBs without {w/o death) or with abundant cell death {w death; nuclear
dark toluidine blue staining), EBs with an evident cavity {w cavity); and cystic EBs (C). Observe the ectodermal columnar
epithelium {asterisks in pictures) in cavitated EBs. Most EBs from ES-Wt were cystic, whiereas EBs from ES-Cat® cells rarely
cavitated and became cystic. Development of EBs from ES-Cat? appeared delayed, resulting in some cavitated and few cystic EBs
at D3 +7, Apparent ectoderm can be distinguished in some non-cavitated EBs {asterisks). Bar=100 prn.

perceptible (Fig. 4B, asterisks). As with Wt EBs, most EBs
expressing Cat® or Cat® were surrounded by the typical visceral
endoderm {Fig. 4B). Furthermore, using specific differentiation
pratocols, these EBs could derive into neurons with similar
efficiency as Wt EBs, and beating cardiocytes could be ob-
served (data not shown).

That ROS are necessary for proper cavitation was con-
firmed by using the supercxide dismutase-catalase mimetic
EUK134. This compound is petineable to cells and has very low
toxicity {33]. Addition of EUK134 to the culture medium during
developrment of EBs from ES-Wt resulted in a decrease in cell
death and a less evident cavity at D3+5 {Fig. 5, Wi+EUK134).
Interestingly, addition of H;O, during Cat® EB development
increased death of inner cells and partially rescued cavitation
(Fig. 5, Cat®+H,0,), whereas this same treatment on Wt EBs
accelerated cavitation (Fig. 5, Wt+H,Oy). From these latter
results, it seems that oxidative stress is gene_rate_'d inalicells of
the EB, but ectodermal cells are protected through an anti-
oxidant mechanism. -

To assess whether the ROS involved in EB development is
specifically H,0,, we derived EBs from ES cells overexpressing
superoxide dismutase 1 (Supplementary Material Fig, 11). As
with catalase, cells expressing the highest Sod1 activity were
selected, In this case, although EBs were smaller and ap-
parently the process proceeded slightly slower than in EBs
from ES-Wt, cavitation occurred.

The previous data suggest that the cell death associated
with cavitation is caused by an increase in H,Q; concentration.
in agreement with this possibility, ROS concentration
increased in the inner cells of EBs at the time cell death and
cavitation occurred (D3+3 Fig. 6A). The mitochondria are
considered the major source of ROS In order to determine
whether the high ROS levels detected during cavitation are
derived from the respiratory chain, we inhibited complex I
with rotenone at the time we detected the rise in ROS con-
centration (Fig. 6B). £Bg treated with rotenone showed no DHE
staining, suggesting that complex [is the source of ROS during
cavitation. In agreement with this conclusion, inhibition of
NADPH oxidases, another important source of ROS, with
diphenyleneiodoniuim chloride {DPI; {34} caused little or no
effect on ROS levels associated with inner embryoid body cells
{Supplementary Material Fig. 12).

Celi death during EB cavitation is caspase-dependent

Null mutants In genes_éncoding- initiator and executioner
caspases do not appear to affect cavitation {i.e., early embryos
are viable), However, as previously reported {7], we detected
active caspase 3 in inner cells, some of which showed con-
densed chromatin (Fig. 7A). Since it is possible that redun-
dancy among different caspases exists during cavitation, we
decided to inhibit caspase activity with q*, a broad-spectrum
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Fig. S - Antioxidant and Hz0, effects on EB cavitation. EBs
from ES-Wt or ES-Cat® cells were treated with H,0, or with
the antioxidant EUK134, Semi-thin slices of EBs at D3 +5 were
stained with toluidine blue {A). Cavitation and cell death were
evalvated as described in Fig. 4 {B). Observe that H,0,
accelerated cavitation in Wt EBs, whereas partly rescued
cavitation {i.e., increased death of inner cells—darker nuclei,
arrowheads) in Cat® EBs. On the contrary, EUK134 reduced
cell death and cavitation. Bar=100 pm.

caspase inhibitor more specific and less toxic than zZVAD [35),
q"" efficiently blocked caspase 3 activation (Fig. 7A, +9"D), and
reduced cell death and EB cavitation {Fig. 7B). Therefore, cell
death during cavitation appears to be’ mostly caspase-
dependent, but contribution of a caspase-independent path-
way cannot be discarded. :

In agreement with an essential role of Hy0, in the cell death
assaciated 1o cavitation, caspase 3 was not activated in ERs
derived from ES-Cat® (Fig. 74, Catf). Interestingly, high ROS
level in the inner cells of EBs was not affected by treatment
with g (Fig. 7C), thuss the rise in ROS is not 2 consequence of
caspase activation. '

H,0; cause AIF release during embryoid body cavitation
AlF is a mitochondrial protein that apparently needs to be

released into the cytosol and translocated into the nucleus in
order to induce cell death {36]. We tested whether AIF is

released in response to H30,. As seeniin Fig. 8A, AlF is released
In response to H,0, in ES-Wt cells but not in ES-Cat® cells.
Accordingly, inner cells of Wt EBs translocated AIF to the
nucleus, but those of EBs overexpressing catalase did not
{Fig. 8B). Interestingly, caspase inhibition did not affect AIP
translocation (Fig. 88}, suggesting that AIF is released in
response to the increase in H,Q, and not to the caspase ac-
tivation occutﬁng during EB cavitation.

Since EBs derived from ES cells lacking AIF can cavitate
(Fig. 8C and [37), AIF-mediated cell death is clearly not es-
sential for cavitation. However, AJF still could affect the level
of ROS during cavitation because, apart from its AIF function
in cell death, this brotein appears.to have a broader role in the
regulation of the respiratory chain [38,39]. This was not the
case, given that EBs derived from ES cells lacking ATF produced
similar levels of ROS as EBs derived from ES-Wt cells {Fig. 8D}

Fig. 6 - ROS level in EBs. EBs were formed under regular
conditions up to D3+ 3 stage (A} or in the same conditions but
treated with 50 nM of rotenone (Rot) for 6 h at the end of
culture {B). EBs were stained in fresh with dihydroethidium
{DHE) and after sectioning with SytoxGreen (SG) to detect ROS
and to visualize nuclei, respectively. DHE staining was
mostly sbserved in inner cells and rotenone caused an
evident decrease in this staining. Bar=50 ym.
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Fig. 7 - Caspase activation and function during EB
cavitation. Active caspase 3 {green} was detected by
immunecytochemistry in Wt EBs in thé absence ot presence
of 9" as well as in EBs overexpressing catalase; nuclei {red)
were stained with propidium iodide {A). On the other hand,
cell death and cavitation (B} or ROS levels (C) in q'7-treated
EBs were detenmined by toluidine blue staining (dark blue
nuclef} on semi-thin slices or DHE staining, respectively (see
also Supplementary Material Fig. 13). Note that ' reduced
the levels of active caspase 3, cell death and cavitation, but
not ROS amount in EB inner cells. Catalase overexpression
decreased caspase activity to undetectable levels as g7,
Bar=50 um. '

This result is in agreement with the requirement of ROS but
not of AIF in the process of cavitation.

Discussion

Proamnietic cavitation is the earliest morphogenetic process
that requires cell death to occur; in the absence of cavitation,
the ectoderm would not organize properly and the embryo
would die just after implantation. Despite the crucial role of
cavitation, very little is known about the signals that trigger
cell death. Some factors have been identified ag relevant for
epiblast survival during cavitation, but no molecule has been
found to be indispensable in the cell death process. Here, we
focused on determining the participation of ROS in this
essential cell death process.

Role of ROS and caspases in cavitation

Since catalase is mainly located in peroxispmes, in order to
remove HyO; from most intracellular sources we expanded the

distribution’ of ‘the  overexpressed enzyme. ES cells over-
expressing Cat® showed catalase distributed within all the
cytosol though, unexpectedly, GatP was alsc found in the
cytosol. The low mRNA levels of catalase detected by PCR {data
not shown) and the lack of catalase activity determined in cur
assay (Fig. 1) may indicate that ES cells hold few peroxisomes.
Therefore, it is possible that the large amount of Cat? produced
in overexpressing cells saturated the peroxisome import
system leaving most of it in the cytosol. In any case, for our
studies, both types of cell lines were useful to determine the
role of H;(0, in cavitation and cell death.,

It was interesting to observe that overexpressed catalase
could only protect cells from death induced by H.O..
Staurospotine, although known as a general cell death inducer
with the ability to cause an increase in ROS {40], appeared to
induce ES cell death by an oxidative stress-independent

Fig. 8 ~ AIF release and function during EB cavitation, (A) ES
cells were c'uIt'ur{:d_ih the absence or presence of H,0, for 24 h,
and then AIF {red) was detected by immunocytochemistry
and nuclei (green) were stained with SytoxGreen. AIF was
translocated into the nucleus upon H,0, treatment {yellow) in
ES-Wt but not in ES-Cat® cells {scale bar, 25 um). {B) AIF was
found in the nu;ieﬁépf-i_nqér cells of cavitating EBs, which are
under oxidative stress. Translocation was not seen in EBs
overexpressing catalase; and'could not be prevented by
cagpase inhibition; nuclei (red) were stained with propidium
iodide (scale bar 100 pm). {C} EBs derived from Wt or Aif Y null
ES cells were harvested at D3 +7 and semi-thin slices were
analyzed after toluidine blue staining {see also Supplementary
Material Fig. 12). Many Aif™ EBs cavitated to a similar extent as
Wt (scale bar 100 umy). {D) EBs derived from Wt or Aif¥ null ES
cells were stained at D3 +3 with DHE {red); nuclei {green) were
stained with SytoxGreen. ROS level in inner cells was similar in
cavitating EBs derived from Wt or Aif ¥ null ES cells.
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mechanism as has been reported by others [41,42]. To our
surprise, catalase could not protect cells from death caused by
paraquat or menadione, twe compounds that increagze ROS by
uncoupling the respiratory chain [31,37]. However, the fact
that catzlase and the antioxidant EUK134 could efficiently
reduce the ROS increase caused by these agents, indicates that
additional targets exist for this compounds that when bound
can kill the cells without promoting increments in ROS. Other
groups have reported similar observations [43]. Together these
results, on one hand, suppori the specificity of catalase and,
on the other, suggest that increase in Hy0s concentration is
not a common way to kill ES cells. In conclusion catalase
overexpression is very efficient at removing and cohisequently
protecting from death when H,0; is at high concentration.

We observed that ROS level increases in the inner cells of
the EB at the time these cells are dying. Thus increments in
ROS concentration could trigger the cell death required for EB
cavitation, The fact that EBs derived from ES cells over-
expressing catalase did not cavitate suggests that an increase
in ROS levels is causal for the cell death and consequently for
cavitation. Superoxide dismutase overexpression had a mild
effect on EB development, showing slow growth and slightly
retarded cavitation. Thus, the ROS involved must be mainly
H;0; since catalase but not superoxide dismutase could
prevent cavitation. HxQ; is by itself not very reactive, conse-
quently, its presence is usually estimated indirectly by
detecting some of its derivatives {e.g., hydroxyl radical).
Dihydroethidium is oxidized by hydroxyl and superoxide
radicals to ethidium that fluoresces when bound te DNA
[44]. Therefore, the hydroxyl radical could be a ROS derived
from Hy0; causing cell death during EB cavitation.

Our data suggest that the main source of ROS during
cavitation is the respiratory chain in the mitochondria. How-
ever, in the adult, it has been demonstrated that NADPH
oxidases are an important source of ROS [34,45]. Some Nox
genes, encading the catalytic subunit of NADPH oxidases, are
expressed during embryo development [46], but their role in
ROS production is unknown. Nex4 is expressed in the em-
bryoid body at the time cavitation initiates (D3 +4; [45]), but an
inhibitor of NADPH oxidases caused little or no effect on ROS
levels. Thus, the contribution of NADPH oxidases to the
production of ROS during mouse embryo development Te-
mains to be determined. It is interesting to mention that
continuous treatment with high concentrations of DPI {> 1 pM),
caused ectopic ROS preduction and growth of EBs was
markedly reduced {data not shown); under this condition
cavitation did not occur. This is also observed in chronic
treatments with rotenone {471, and partly in EBs derived from
ES cells overexpressing Sod1 {our own observation). Therefore,
nermal growth appears necessary for cavitation. Importantly,
growth was not affected in EBs overexpressing catalase.

~ Death of ES cells caused by H;0, appears to be caspase-
independent. In addition, we have been unable to reduce the
death caused by staurospotine or paraquat with the general
caspase inhibitor zVAD, Nonetheless, it has been shown
that caspases are required to kill ES cells in response to
several stimuli such as sorbitol, adriamycin, UV-irradiation
and y-irradiation [48,49]. It is important to note that al-
though caspases are activated in response to H,0,, genera-
tion of ROS does not require caspases to kill ES cells.

Therefore, it_seems that H,3» can tum on alternative death
mechanisms, such that when one is inactive, the other can
still continue the-cell degeneration process. ROS could be a
signal with the ability to activare different death pathways
as we proposed earlier [20],

Proammictic cavitation can occur in the absence of Apafl,
caspase 9 or 'Casp'ase 3 activity, essential components of the
intrinsic apopiotic pathway However, redundancy among dif-
ferent caspases could cover the essential role of these enzymes
in cavitation. In agreement with the participation of caspases in
inner ectodermal cell death caspase 3 is activated during EB
cavitation (this report} n addition, using a broad-spectrum cas-
pase 1nh1b1tor we show here that caspase activation is relevant
for the death occumng during cavitation. Interestingly, ROS level
remained high 1n the absence of caspase activity, but when ROS
were depleted by catalase overexpression, caspase 3 activity was
abolished, Therefore, H,0, is an essential inducer of the caspase-
dependent cell death eE:cun*ing during cavitation.

Although caspase inhibition signiﬁcanﬂy reduced apopto-
tic cell death, cavitation could still partly occcur in this
condition. AIF is a molecule capable of activating cell death
in the absence of caspase activation. AlF is translocated into
the nucleus during cavitation {this report and |7}, a process
considered essential for its apoptotic activity, In agreement
with a role in ceil death, AIF is not translocated in EBs from ES-
Cat® cells. However, EBs from AIF-null ES celis cavitate to a
similar extent as EBs from ES-Wt cells ([37] and our own
observations). Our. data suggést that AIF translocation to the
nucleus depends on the rise in ROS levels, but in contrast to
caspase activation, this event is not decisive in promoting
most of the cell death observed during cavitation. On the other
hand, AIF is also ‘g regulator of the respiratory chain and
consequently could affect the ROS production from the mito-
chondria [38,39]. Howe'ver; inner cells of EBs from AlF-null ES
cells produ'ce_' similar levels of ROS. Thus, although AIF
participation in EB cavitation cannot be ruled-out completely
[47], its contribution appears to be minimal, Of note it is that,
as ROS increase, AIF translocation still occurs when caspases
are inhibited, We propose that Hz0O» is the main signal that
initiates death of embryohic ectoderm inner cells resulting in
the proamniotic cavity. '

Control of ROS levels and cell death during cavitation

Preamnictic/embryoid body cavitation has been proposed to
result from cell death and selective cell survival, Several fines
of evidence indicate that visceral endoderm differentiation is
required for proper cavitation [6]. Visceral endoderm may be
the source of death signals either directly or by inducing the
embryonic ectederm to produce those signals [4]. Candidate
death signals have been proposed to be BMP2/BMPZ [5], al-
though direct evidence has not been provided. Cn the other
hand, survival of embryonic ectoderm is associated with its
interaction with the basal lamina [4,50], and might be me-
diated by the serum response factor (Stf), and its target genes
Bcl2 and Bclx, {8]. Under this scheme, death signals would act
on all epibiast cells but only cells interacting with the basal
lamina would survive. Based on this same scheme, we pro-
pose that ROS leveld increase in all epiblast cells, but anti-
oxidant mechanisms, likely activated by interaction with
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basal lamina, avoid the generation of oxidative stress and
tonsequent death of embryonic ectodermal cells. $rf could be
& downstream gene in this antioxidant response,

There are two mechanisms that can resultin an increase in
ROS levels during cavitation, One would be related to an
increase in ROS production that should be associated to an up-
regulation in the activity of ROS producing enzymes such as
NADPH oxidases, The other Possibility is that ROS are pro-
duced passively but antioxidant mechanisms are downregu-
lated. Qur data support this latter possibility since cavitation
of Cat® EBs can be restored by treatment with HzG; without
affecting the ectodern. Catalase could be the antioxidant
enzyme required for cell survival, since its expression is re-
stricted to the surviving ectoderm after cavitation (D.H.-G.and
L. C,, unpublished data). Nonetheless, we knocked out the
catalase gene (Cas) and nuil embryos were viable and born at
the expected ratio {D. H-G., §. C-0. and L. C., unpublished
data). Thus catalase is niot essential but other antioxidant
enzymes could play a role in preventing oxidative stress in
ectodermal cells. It ig interesting that embryos unable to
synthesize glutathione {due to lack of the y-glutamylcysteine
synthetase} and those deficient in thioredoxin, two common
antioxidants and essentia] substrates of glutathione perox-
idases and peroxiredoxins, respectively, die just after implan-
tation and fail to gastrulate [51,52]. Thus, downregulation of
those two antioxidants couid be the cause of elevation in ROS
concentration during cavitation.

It is well accepted thar redox control is critical for cell
survival and disrupting the redox state could cauge degen-
erative diseases [533]. We propose that differential regulation of
the redox state {as a result of extracellular signals) has evolved
a5 a natural mechanism to control essential developmental
processes such as morphogenetic cell death. According to the
Present report, proamniotic cavitation is the earliest develop-
mental process in the mouse in which this regulation appears
to be essential, '
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that mediate cell responses to a variety of stimufi, and the activities of several molecules, some develop-
mentally rejevant, are directly or indirectly regulated by oxidative stress {active ROS function). Here we
gestive of specific ROS functions during development of animals, particularly

© 2008 Eisevier inc. Al rights reserved.

Introduction

The evolution of chlorophyll-containi ng cyanobacteria ~ 2.5 hillion
years ago provolked radicat changes in the composition of our planet’s
atmosphere. Carbon dioxide concentrations fell as oxygen concentra-
tions rose, and rapidly the inhabitants of this changing environment
evolved to exploit this new resource, Yet while essential for energy
generation, incorporating oxygen into metabolic processes had side-
effects, namely, the praduction of reactive by-products that damage
the very molecules required for life, Under these cf rcurnstances,
mechanisms to protect organisms from oxidative damage or te repair
the damage caused by oxygen evolved. And remarkably, apart from
simply seeking to minimize and reduce their damaging effects,
organisms adapted and evolved to exploit these ‘Harmful' molecules
in myriad biofogical processes. This is most evident and widely-
studied in ‘adult’ organisms, however this review will focus on the role
of such oxygen derivatives in the developmental phases leading to
adulthood.

* Corresponding author. Departmento de Genética dej Desarrolio y Fisiologia
Malecular, Instituto de Biotecnologia/UNAM, AP 510-3, Cuernavaca, Morelos 62250,
Mexico. Fax: +52 777 317 2388,

E-mail address: covs@ibtunam.mx (L. Covarrubias),

0012-1606{$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. Ali rights reserved,
doi:1U,'lDlﬁfj,ydbio.2008.04.041

Control of ROS [e:._rels and generation of oxidative stress

Reactive oxygen species (RCS}is a generic name giventoavarfety of
molecules and free radicals derived from molecular oxygen. The
reduction of oxygen produces relatively stable intermediates, One
electron-reduction produces superoxide anion, which is the precursor
of most ROS, As most commonly used, ROS in this review refer to
superoxide, hydrogen peroxide and their derivatives such as the
hydroxy! radical, However, other special ROS with biological effects
exist, Nitric oxide, for example, is a short-lived molecule wi th a free
electron that regulates many physiotogical functions by itself, some of
which are associated with development { Kuzin et al,, 1995; Regulski et
al,, 2004), Hydrogen peroxide is not as reactive as the hydroxyl radical
vet the latter is readily generated when the former is in the presence of
Fe3* (Fenton reaction), Superoxide is also not VEery reactive but can
react with nitric oxide to produce the VETY potefit oxidant peroxynitrite
(Estever et al., 1908 ). Singfet oxygen, an efectronically excited form of
OXygen, is very Teactive and produces clear effects on celis (Klotz et al.,
2003), but its biclogical relevance waits for more in vivo studies,

ROS production
ROS are formed as unavoidabie by-prodcts of aefobic respiration

and various other catabolic and anabolic processes {Halliwell, 1991)
(Fig. 1). For example, the respiratory chain produces essentially super-
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Fig- 1. Places in the cell where ROS are produced. Major arganeiles that are known to be
sources of ROS are depicted. The activity of the respiratery chain in rhe mitochondria is
Tesponsible of most ROS produced in aerobiosis. On the ather hand, the metabolic
pathway that drives the degradation of long chain fatty acids (e, (-oxidation) in the

Perorisomal of cytesolic xanthine oxidase is an enizyme that produces ROS from
molecular oxygen, whose best-characterized function is i the final catabolisny of
purines. 5-ipoxygenase, zn enzyme iwvolved in the synthesis of leukotvienes, can e
found assactated with membranes or with the nuclear envelope. ROS can also Runction

as paracrine signals, as hydragen peroxide can €ross froim one cell to another through
AGUEPOring,

oxide that can be converted to peroxide by superoxide dismuytases
(Turrens, 2003, Among the enzymes that produce ROS by-products
are (Fig. 1): fatty acyl-CoA oxidase, xanthine oxidase, cytochrome p450
systems, cycloxygenases and lipoxygenases (Wanders and Waterham,
2006; Soberman and Christmas, 2003}, ROS are directly produced
from oxygen by NADPH oxidases, a major family of enzymes whose
catalytic subunits are encoded by Nox7-5 and Duoxi-2 (Lambeth,
2004). Although this activity was inftially detected during phagocy-
tosis, it is now known that these enzymes are broadly distributed
amang many tissues (Lambeth, 2004). Interestingly, Nox enzymes are
aimost exclusive to multicefiular organisms {Lalucque and Silar, 2003).

Due to the high reactivity of some ROS, the location where they
are produced is critical for their biological effects (Fig. 1). None-
theless, although it is common to think that ROS are cell AUONOMous
signals produced within the affected celi, there are examples in
which ROS holding tow reactivity, such as hydrogen peroxide, appear

to mediate interceliular communication, Paracrine communication
could result when ROS are released from normal (i.e. myofibroblasts)
or apoptotic cells and affect neighboring ceiis {Pletjushkina et al,,
2003 Waghray et al,, 2005). it is frequently considered that hydrogen
peroxide diffuses freely through biological membranes; however, its
water-tike electrostatic characteristics Suggest a limited simple
passive diffusion. Recently, it was found that specific aguaporins,
initially described as water channels that are present in all living
cells, facilitate hydrogen peroxide diffusion across cell membranes
{Bienert et al., 2007) (Fig. 1). Diffusion of nydregen peroxide also
plays a role in the autocrine signaling mediated by NADPH oxidases
(Fig. 1}. The diffusibility of ROS is 3 broperty that may contribute to
determine the redox state of 3 community of cells or the propagation
of ROS signats, mechanisms that could coordinate deveiopmental
events such as massive cell death,

ROS elimination

Levels of ROS are not only determined by production, but aisg by
the rate of ROS degradation or inactivation. In general terms, the
uftimate effect of antioxidants is to decrease the amount of active ROS.
Cells have many ways torespond against ROS, inctuding enzymatic and
non-enzymatic antioxidants. it is the balance between the production
and degradation of ROS that maintains the celiufar homeostasis,

Common non-enzymatic antioxidants are glutathione and thio-
redoxin (Holmgren et al, 2005; Wu et al, 2004). Glutathione
{w/-gIutamyl~cysteinyl-g1ycine; GSH) synthesis is catalyzed by the
seguential action of Y-glutamyleysteine synthetase and GSH synthe-
tase. {Lu, 1999). Once GSH is oxidized {GSSG), the reduced form can be
regenerated by the GSH reductase {Gr). The balance between GSH and
G3SG is a way to determine the redox state within the ceil. On the
other hand, thisredoxing {Trx), as well s glutaredaxins (Grx}, are
small proteins containing an active site with a redox-active disulfide
{Holmgren et al, 2005). These proteins maintain a reduced intra-
cellular redox state in mammalian cells by the reduction of protein
thiols. Two Trx and three Trx reductases {TrxR) are present in mam-
mals, each with a distinet intracellular location (Nakamura, 2005),
Trx1 and TrxR? are cytosolic or nuclear proteins, whereas Trx2 and
TreR2 are targeted to the mitochondria. Of the two Grx present
in mammals, G2 appears to be in mitochondria and the nucleys
(Lundberg et al,, 2001). E

Antioxidant enzymes act in concert to remove various ROS pro-
duced by free radical reactions, Superoxide dismutases (CufZn-sod and
Mn-Sod) scavenge the superoxide radical, converting it into hydrogen
peroxide and oxygen. In mammals there are three Sod: Sod] {cyto-
plasniic) and Sed3 {secreted) are CufZn-dependent, whereas Sod?2
(mitochondrial) is Mn-dependent (Mater and Chan, 2002). Catalase
and the peroxidases, on the other hand, convert hydrogen peroxide
into water (Kirkman and Gaetani, 2007; G'Brien, 2000). Mammals have
many peroxidases hut enly one catalase (Jin et ai, 2003).

GSH and Trx, in addition to formi ng part of the antioxidant systems
described above, are also specific substrates of a group of peroxidases.
The glutathione peroxidases (Gpx) are a group of setenoproteins that
catalyze the reduction of peroxides generated by ROS at the expense of
GSH (Arthur, 2{100}. Four Gpx have been identified in mammatian
systems: Gpx1 (the most abundant peroxidase), Gpx2 {mostly ex-
pressed in the gastrointestinal tract), Gpx3 (the plasma Gpx form), and
Gpx4 (a2 membrane-associated protein alse called phospholipid
glutathione peroxidase: PHGPX). Gpx4 is unusual in that, besides
being active as a monomer, it is the only enzyme capable of reducing
the peroxidized lipids present in cell membranes (imai and Nakagawa,
2003). The Tex-dependent peroxidases are known as peroxiredoxins
(Prx). Six Prx have been described in mammais, each with a char-
acteristic intraceflular distribution {Wood et al,, 2003). Prxt and Prx2
are found ir the cytoplasnt: Prx3 is specific of mitochondria: Prx4 is
found in the endoplasmic reticutum, lysosomes and in the
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extracetlular space; and Prx6 exists in both the cytopiasm and
mitochondria. Al but Prx3 can be found in the nucteus.

Generation of oxidative stress

An oxidative stress condition fs generated when a celf accumulates
an excessive concentration of ROS, This occurs when ROS production
exceeds cetiular defenses. All active cells produce a certain amount of
ROS, but antfoxidant systems maintain the levels fow. As a passive
effect, ROS can be detrimental to cells due to oxidative damage to
lipids, proteins, and DNA, Amaong the resulting products of this oxida-
tien are fipid hydroperoxides {Rikans and Hornbrook, 1997), carbony-
lated proteins { Dalle-Donne ot ai., 2003), and DNA with oxidized bases
(eg., 78-dilydro-8-oxoguanine: David et al. 2007). The following
sections describe the possible active roles of ROS during development,

ROS reguilation of signaling moleciles

It is now well accepted that ROS are signaling molecules that, as with
other secend messengers, transduce messages from the extraceliular
milieu to generate a specific celfular response (active ROS function). ROS
play defined functions through redox modifications of a great diversity
of molecules participating in almost every signaiing pathway described
up to date. Interestingly, many proteins relevant for development are
sensitive to oxidative stress conditions (Figs, 2, 3), Proteins are krown to
undergo redox modifications mainly at cysteine {Cys) residues,
although ather amine acids can be oxidized (e.g., Tyr, Trp, His) ( Droge,
2002). Cys thiols undergo different degrees of oxidation by different
ROS at the —SH groups resulting in generation of sulphenic acid (-SOH),
sulphinic acid (-SC,H) or sulphonic acid (-S0;H). Alternatively,
glutathionylation is the modification incorporated in the protein after
oxidation. The variety of macromalecules sensitive to redox modifica-
tion by ROS is particudarly striking, from extracellular matrix molecules,
to phosphatases, kinases and a great number of transeription factors. it
is important to mention that redox regulation in some cases is indirect
through, for instance, the interaction with Trx (Fig. 3), '

Kinases and phosphatases

Regulation of protein phosphorylation is fundamentatl in many
developmental processes: thys, the effect of intracetiular redox states
an the activity of protein kinases and protein phosphatases must be
considered of particular interest, Activation of tyrosine kinases is
recurrent in the cantrol of proliferation and differentiation by several
growth factors. Several protein tyrosine kinases (PTK) and protein
tyrosine phosphatases (PTP} have been found to be redox sensitive
(Fig. 3). Possible targets for oxidation are cysteines. In fact, 81 out of 82
PTIC have a conserved Cys987, and 65 out of those 81 PTK have this
residue within the CXXXOOOXMXXCW motif (Nakashima et al., 2005),
Cn the other hand, PTP have the conserved mofif OOOCXR (Rhee,
2008). Serine—threonine kinases are also regulated by redox via thiol
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Fig. 2. Redox reguiation of developmentally relevant molecyles. Inkibition {-} or
activation (+) can result from direct oxidation of a particular molecule. In addition, &
ROS-mediated signaling pathway can act upstrean {arrow at the left) or downstream
{arrow at the right) of a molecule and deternline its activity. The scheme shows
molecules whose developmental function has been genetically demonstrated and their
activity Js regulated by ROS. The arrow represents embryo development tramsiting from
anaerchic (green) 1o oxidative {red} metabolism; niolecule position along the arrow
indicates the approximate stage at which the specific molecule or members of the same
family appear 1o be essentia), ) -

madifications that result in activation or inhibition of kinase activity
(Cross and Templeton, 2004: Giannoni et al, 2005; Humphries et al,,
2005; Park et al,, 2000).

Regulation of kinase activity by a redox-regulated phosphatase is
itlustrated by the action of a MAP kinase phosphatase (Mkp) on jun
kinase (Jnk) (Fig. 3). In this case, the inactivation of Jnk by Mkp is
abrogated by the oxidation of the latter {Kamata et al,, 20035a).
Another example is Pten, a PIP3 phosphatase that antagonizes the PI3
kinase activity and which, upon oxidation, feads to an up-regulation of
this activity (Lee et al., 2002} (Fig. 3). Trx can also directly inhibit Askl,
a MAP kinase kinase ‘kinase: ROS activate Askt by oxidizing and
inducing the dissociation of Trx (Saitoh et al., 1998) (Fig. 3).

Transcription factors

Transcription factors have been identified acting at a decisive point
in almost every developmental process. Cormmonly, transcription
factors are visualized as the end target of ail signaling pathways.
Transeriptional activation of specific genes always involves a multi-
protein complex in which the contri bution of an individual transcrip-
tion factor can result from increased stability, protein processing and
posttranslational modifications, The cassical posttranslational mod-
ification that regulates the activity of transeription factors js phos-
phorylation, However, in recent years redox regulation of trans-
cription factor activity has been widely documented, In this partof the
review, we describe the redox regulation of transcription factors with
potential developmental implications (Fig, 2). For more detailed
description of transcription factor redox regulation, we direct readers
to some specific reviews on the topic (Alien and Tresini, 2000 Dalton
et al, 1989; Sun and Obetley, 1996).

An interesting feature of various tedox-regulated transcription
factors is that they possess kighly evolutionarily conserved redox-
sensitive Cys residues. For example, paired domain-containing pro-
teins (Pax), known to play impartant roles during animal development
(Robson et al., 2006}, bear two conserved cysteines; Cys37 (with the
exception of hydra Pax-A) and Cys45. A highly basic iocal environment
surrounds both conserved Cys making these residues ideat targets for
redox regulation {Telf et al., 1988a; Tell et al.. 1998b: Tell et al, 2000).
Homeodomain proteins represent ancther family of transcriptional
factors important for development that can be regulated by redox
conditions (Manak and Scott, 1994). HoxB5 have been found to be
redox sensitive in vitro and, opposite ta the effect in other franscription
factors, its DNA-binding ability is enhanced upon oxidation {Galang
and Hauser, 1993). The redox-sensitive amino acid is also a Cys at
position 232. As in the case for Pax proteins, many other homeobox
proteins in several animal species described up to date ( eg., Ant, Scr,
HoxA3, HoxBS5, HoxC5, HoxA6, HoxB6, Hox(6, HoxA7, HoxB7)contain a
highly conserved Cys residue {corresponding to Cys39 in the homeo-
box}(Gehringetal, 1994). These highly conserved Cys suggest thal the
activity of several Hox proteins is also redox regulated, Cdx2, another
homeobox containing protein, binds in vitro as a dimer to its regulatory
element in 2 redox-dependent manner {Suh et a}., 1994),

Qct proteins, members of the POU domain-containing transcrip-
tion factors, possess a highly conserved Cys at position 30 (Herr and
Cleary, 1995). Experimental evidence has demonstrated that Cys30 is
redox sensitive, at least in Oct2 and Oct4 proteins (Rigoni et al., 1993;
Smith et al,, 1898). Oct4 is of special interest because of its essential
function in the maintenanee of stem cell piuripotency. Oct4 bi nding to
the DNA promoter region of Fgf4 is redox-sensitive {Lickteig et al,
1996) and its transcriptional activity can be increased by direct
interaction with Trx (Guo et al., 2004),

A common mechanism t¢ maintain the reduced state of several
transcription factors is via the combined action of Trx and Apel/Refl
(Fig. 3). Refi is a muitifunctional protein with endonuclease and
oxidoreductase activity (Evans et al., 2000; Xanthoudakis et al,, 1962),
Trx can reduce oxidized Ref] that in ture, in the nucleus, reduces the
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Fig. 3. An integrative averview of signalling pathways moduiated by redox. Extracelluiar signals steh as growth facters promote initial ROS praduction mainly through NADPH
oxidases at the plasma membrane. Racl controls the activity of such enzynes by regulating its assembly, hence this molecaie acts as modulator of signal wansduction in several
pathways. Tnfee induce ROS production via mitochondria as well. Other menmiwane proieins like integrins induce the production of ROS from mitochondria and 5-lipoxygenasa
{5-lox). Trx is a key protein that can act as 2 negative (Ask) or, it combination with Ref, as a positive regulatar, Wit signalling is negatively regulated by reduced Nix, which binds to
Dvl. Severat kinases and phosphatases are redox sensitive. Expression andfor product activity of some sperific transeription Eactor genes are regulated in response to oxidative sivess,
which in turn determine the transeription levels of genes (developmental genes) that control proliferation, differentiation, or cell death, Pesitive (e.g., Mapk-mediated) 2nd negative
[e.g., antioxidant fesponse) regulatory circuits determine the final levels of ROS. Not ail the pathways included occur at the same time in the same cell, See rext for a more detailed
description of the pathways. Continuous arrows indicate direct or apparent direct interactions, whereas dotted armows indicate indireet interactions (in some cases the intenmediate
profeins are known but were not included for simplification). RS/TK, recepror with serine-thieonine kinase activity; RTK, receptor with tyrosinie kinase activity: N, ibronectin,

Cys of the DNA-binding domain of tianscription factors enhancing
their activity {Mirota et al,, 1997). This mechanism may he relevant for
the restaration of transcriptional activity after oxidative stress, Inte-
restingly, Refl -deficient mice die shortly after implantation (Xanthou-
dalds et al, 1996). Besides the well-deseribed case of AP transcription
compiex {Xanthoudakis et af, 1992), experimental evidence has
shown that at least Pax-5 and Pax-8 DNA-binding activity is increased
by interaction with Ape1/Ref1 {Cao et al., 2002; Tell'et al.,, 1998a: Tell et
al., 1998b; Tell et al., 2000). '

ROS-induced transcriptional activation

in addition to the posttranstational modifications induced by ROS
on signaling proteins, ROS can induce the transcriptional activation of
specific genes (Figs. 2, 3). Interestingly, transcription factors that have
been identified for their role in oxidative stress response also appear

R . :

ta play a fundamental role in developmental processes, For example,
NFkB is induced in response to an increase in ROS concentration
{Martindale ang Holbroals, 2002} and its activity is regulated by the
Trx{Ref1 system (Evans et al, 2060; Xanthoudakis et al, 1992), NFxB
activation is in part associated with an antioxidant response, since
Sod2 and Trx are among its target genes (Djavaheri-Mergny et al.,
2004). Dominant-negative inactivation of NFxB in the chick limbh
blocks growth (Bushdid et al., 1998: Kanegae et al., 1998} and, in
zebrafish, notocord development is affected {Correa et al., 2004). In
mice, different defects have been observed depending on the NFxB
member or members affected; defects include fetal liver degeneration,
altered hematopoiesis, and abnormat formation of several epidermal
appendices (Grossmann et al,, 1999; Pohl et al., 2002; Schmidt-Ullrich
et ai, 2001). Dorsal, the homologous gene in Brosophily, is essential
for dorso-ventral axis formation (Bergmann et al, 1996). Mice
deficient in Fox01, ancther gene activated by oxidative stress, is
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essential for embrycgenesis, apparently due to a vasculature defect
(Hosaka et al., 2004), and a combined lack of three Fox0 members (L3
and 4) causes hematopoietic stem cell resistance to oxidative siress
{Tothova et al., 2007).

The conrdinated expression of antioxidant genes upon oxidative
stress is controlled, at least in part, by the antioxidant response
element (ARE) (Favreau and Pickett, 1995). The transcription factors
mediating this induction appear to be Nrfl and Nri2, members of the
evolutionarily conserved subfamily of bZIP proteins CNC-bZIP {Jaiswat,
2004). Nrf! and Nrf2 are widely expressed and their OvVerexpression
transactivates ARE-containing promoters, Nrfi mutant embryos have
an abnormal liver and are anemic, which is the likely cause of lethality
at midgestation (Farmer et al., 1997), Nif2-deficient mice, on the other
hand, are apparently normal but the expression of some antioxidant
enzymes is decreased and they are sensitive £o oxidative stress {Chan
et al, 1996). CeHs lacking Nrfl are also sensitive to treatment with
prooxidants. The analysis of double mutants suggest that Nrft an Nrf2
are partially redundant in mediating ARE function and antioxidant
respense during embryogenesis (Leung et al,, 2003).

Sigmaling pathways

As briefly highlighted in the previous section abundant in vitro and
in vive evidence exists that numerous components of different
signaling pathways undergo redox modifications. in addition, it is
now known that stimutation of several receptors of growth factors
and cytokines actively promete the production of ROS as a down-
stream signaling event (Fig. 3). Therefore, different receptor-mediated
signaling pathways not only tespond to cellular redox changes, but
they also actively participate in promoting redox changes inside the
cells. The most studied example is the oxidative burst that occurs
in phagocytic cells. Here, we highlight evidence reporied in non-
phagocytic celils, :

Mitogen signaling

Different growth factors with mitogenic activity such as Pdgf,
fibroblast grawth factor (e.g., Fgf2), and epidermal growth factor (Egf)f
transforming growth factor o (Tgfex) activate signaling pathways that
promiote the production of intracellufar superoxide and hydrogen
peroxide {Fig. 3). The increased mitogenic activity of Pdgf in the
absence of Prx2 reveals the relevance of ROS in the regulation of cell
proiiferation by this growth factor {Choi et ai., 2005). NADPH oxidases
have been shown to be responsible for the production of ROS in these
pathways, Interestingly, overexpression of a dominant-negative form
of Ras or Rac1 is capable of blocking the mitogen-induced production
of intracellular superoxide (Cheng et al.. 2006: Thannickal et at,
2000} This demonstrates that Ras and Racl are downstream of Pdgf,
Fgfand Egf receptor signaling for the stimulation of ROS production. In
agreement with this proposal, constitutively-active Ras or Racl also
activate NADPH oxidase. ROS production induced by constitutively-
active Ras is inhibited by a dominant-negative form of Racl,
suggesting that Racl is downstream of Ras {Cheng et al, 2006).
Importantly, Egf-stimulated ROS productisn induces the phosphor-
ylation of different cellufar proteins that includes the receptor itseif,
indicating the presence of a regulatory feedback loop (Thannickal and
Fanburg, 2000). Ngf and Tefl3 also promote the production of ROS: the
former is mediated by Ras and Rac (Suzukawa et al,, 2000}, whereas
the [atter is not (Thanaickal et al., 2000),

Integrin signaling

An integrin-dependent signaling mechanism involving ROS pro-
duction has been recently identified (Fig. 3). Tnitially, after the
extracetlular matrix (e.g. fibronectin, CCN) contacts the cell, ROS are
released from the mitochondria, and later, a second intense ROS burst

fs detected which s dependent on 5-lipoxyzerase, an enzyme in-
voived in the synthesis of leukotrienes from arachidonic acid {Chen et
al, 2007; Taddei et al., 2007), This has two important implications.
First, a single type of receptor is capable of promaoting ROS formation
from two different sources, and second, ROS formation can occur at
different times upon the same signaling input, $rc appears fo be one
relevant ROS target leading to its activation and subsequent focal
adhesion and cytoskeleton rearrangement. Facal adhesion kinase
(Fak) activation by ROS might explain the role of ROS in cell migration
as well as other developmental processes requiring extraceilular
matrix-cell adhesion (Ben Mahdi et al., 2000).

Wit signating

wnt proteins are among the most important molecules essential
for animai development (Clevers, 2008). Different signaling pathways
are used by Wot to play multiple roles in embryogenesis, from pattern
formation to specific cellular processes such as proliferation and
differentiation {Clevers, 2006), The canonicat Wnt signaling pathway
results in the accumulation of 3-catenin and its translocation to the
nucleus, where it activates the transcription factor Tef, Cytosolic
accurnulation of B-catenin occurs after Wnt binds to its receptor
Frizzled causing the inhibition of the complex that continuously
promotes (-catenin degradation, Dishevelled (Dvl) mediates this
process, Recently, it was determined that a Trx-related protein named
nucleeredoxin (Nrx) could play a regulatory role in this Wnt signaling
pathway by directly controlling Dv activity (Funatg et al, 2006}, Nrx
binds to Dv! in its reduced form suppressing Wnt signaling (Fig. 3). In
Xenopus embryos. increasing or reducing Nrx protein level leads o
embryo abnormalities that directly relate to Wnt signaling inhibition
of activation, respectively. Hydrogen peroxide can oxidize Nrx, which
reteases Dvl and promotes B-catenin accurmulation in the absence of
What ligand. On the basis of these data, it is predicted that ROS levels
are determinant for the activation of the Wnt signaling pathway and,
consequently, should be tightly tegulated for correct development.

Cellular processes regulated by ROS

As described above, many melecules relevant for development are
sensitive to the action of ROS, However, is the oxidation of these
particular proteins relevant in defining the fate of a developing cell?
The answer to this question is not known, but many studies in cell
cultnre have shown the ability of ROS to regulate cellular processes
fundamental for development such as proliferation, differentiation,
death, and migration (Fig. 4), Another question is how are the varied
responses o the same signal (e.g., hydrogen peroxide) generated? ROS
may function as a ‘classical” second messenger; that is, the specific
response depends on the cell type, the intracellylar compartment
where ROS are produced, and the specific ROS and dose. tndeed, for
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Fig. 4. Different levels of ROS induce specific cellular processes. I general, low levels of
ROS are mitogenic of promote differentiation; higher amount of ROS faver growth
arrest, while even higher ROS concentrations activate apoptosis. See rext for specific
examples. :
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instance, low and high hydrogen peroxide concentrations produce a
contrasting p53-dependent effect on cells, in that the farmer causes
antioxidant-mediated survival, whereas the latter promotes proox-
idant-mediated apoptosis (Sablina et af, 2005).

Proliferation

Proliferating mammalian ceils exhibit a broad spectrum of res-
punses to oxidative siress (Fig. 4). Very low feveis of hydrogen
peraxide or superoxide stimulate proliferation of smogth m uscle cells
{Ras and Berk, 1992), fibroblasts (Burdon and Rice-Evans, 1989),
amaion cells {ikebuchi et al., 1991), and aortic endothelial cells (Ruiz-
Gines et af, 2000), among others. Overexpression of antioxidant
enzymes supports the notion of ROS as signals to maintain the growth
of cells. For example, overexpression of catalase andfor Sod2 inhibits
proliferation of vascular smaoth muscle cell in response to Egf, which
is accompanied by a reduction in Erlc1{2 phosphorylation {Brown et
al,1999; Shiet al,, 2604). On the other hand, higher concentrations of

instead enter intg a permanently growth-arrested state in which they
appear to perform most normal celi functions but cease ¢ divide, a
state resembling cellular replicative senescence {Davies, 1999}, If the
oxidative stress level is further increased, cells die in an erganized
manner resulting in apoptosis {see below). As described above, several
mitogens can mediate their effect through the praduction of ROS.

Differentiation

Major metabolic changes oceur as cells specialize within a specific
lineage. ROS production or elimination ryst adapt to those changes,
For instance, newborn Neurons but not astrocytes acquire high ievel of
ROS upon differentiation from progenitors (Tsatmali et al,, 2005;
Tsatmali et af,, 2008). Does the increase in ROS participate in pro-
moting efficient differentiation during development? The answer to
this question is not known but some observations: suggest that it is
possible, Cells with low leve] of ROS isolated from E15 brains diffe-
fentiate into neurons that maintain higher ROS levajs, Later, these
immature neurans differentiate into large pyramidal-like neurons and
smalier neurons that express nuclear calretinin, Anttexidant treat-
ment does not alter neuron number byt shifts differenitiation towards
generating a greater propartion of smafter neurons {Tsatmati et al,,
2008). In addition, ROS have been shown to be essential for NGF-
induced differentiation of PC12 cells (Kamata er al, 2003h), and may
influence mesencephalic (Studer et ., 2000}, neural crest {Morrison
etal,, 2000) and oligodendrocyte type-2 {Smith et al, 2000) precursor
cell differentiation,

Neurogenesis is not the EXCeption in ROS-regulate| differentiation,
Osteoclast differentiation is also modulated by ROS {Lee et al, 2005).
Signaling through the recepior activator of NFkB {Rank) promotes
differentiation of bone marrow monocyte-macrophage lineage (BMM)
ceils inte osteoclasts. The binding of Rank figand to its receptor leads
to the recruitment of the Tof receptor-assaciated factor 6 {Traf6) to the
cytoplasmic demain of Rank, thereby activating a distinct Mapk
signaling cascade involving Jnk, p38, and Erk. Rank figand stimulation
of BMM cells transiently increases the intracelfular level of ROS by
activating a NADPH oxidase. A deficiency in Traf6 biocks Rank-
mediated ROS production, and antioxidants or blacking Nox 1 activity
inhibit the responses of BMM cells to Rank ligand, including ROS
production, activation of Mapk, and osteoclast differentiation. A
similar ROS-regutated mechanism has been observed during Ceenor-
hobditis elegans germ line angd vulval'development_ (Shibata et al,

2003). ROS also regulate adipocyte differentiation although in a
negative way. By up-regulating the expression of the gene encoding
the adipogenic tepressor Chop-10/Gaddis3, mitochondrial ROS
inhibit adipocyte differentiation {Carriere er al, 2004),

Embryontc stem (ES) cells are wel] suited for studying differentia-
tion within alt ineages. Using ES-derived embryoid bodies, it has been
shown that cardiomyogenesis is regulated by the intracellular redox
state. During differentiation, NADPR oxidase catalytic subunit Nox4
and the regulatory subunit pB7R% 1 transiently expressed and ROS
are generated (Li et al., 2006: Sauer et al, 2000), P13 kinase inhibitors
of Nox4 down-regulation resuits in a reduction of ROS with a
concomitant decrease.in the number of beating foci and a reduction
in the size of the area with cardiomyocytes (Sauer et al, 2000).
Continuous exposure to ROS results in inhibition of cardiomyogenesis
and vascuiogenesis, whereas 3 low-level ROS pulse enhances diffe-
rentiation toward the cardiomyocyte as well as vascular cell lineages
(Li et at., 2006; Saver and Wartenberg, 2005). Mechanical stresg is an
inducer of cardiovascular differentiation of ES cejls that is also
associated with NADPH oxidase activity and an increase in ROS,
Treatment with free radical stavengers results in reduction in
expression of genes necessary for cardiovascufar differentiation such
as Hif and vascular endothelial growth factor (Vegf) (Schmelser etal,
2006). 1 is interesting that during spontaneous differentiation of
human ES celis there is also ROS generation. The expression of varipus
antioxidant enzymes including mitochondrial and cytoplasmic super-
oxide dismutases, catalase, and peroxiredoxing shows a dramatic
change during early differentiation {Cho et al, 2005),

Celt death

RGS, rather than being a consequence of cell death, are signaling
molecules with the abitity to turn on the cell death machinery (Fig. 4).
As in the regulation of proliferation, different ROS tevels can result in
different types of cefi death. in general, at the lowest death promoting
ROS level, type 1 cell death (ie, apoptosis) is observed; at inter
mediate levels, ROS cause type 2 cell death (i.e, autophagy) (Scherz-
Shouval and Elazar, 2007); and at the highest encentrations, ROS
pravoke necrotic cell death (Bras et ak, 2005), Two main pathways can
initiate apoptotic cefl death: the intrinsic, mitochondriaf pathway, and
the extrinsic, receptor-mediateq pathway. The generation of ROS can
resultin mitochondriak-dependent celi death through the activation of
the Mapk pathway and the proapoptotic Bel-2 proteins Bax or Bak
{Ueda et af,, 2002), The source of ROS does not seem to b impoertant in
the activation of the intrinsic pathway, since mitochondrial as well as
NADPH oxidase-generated RCS can induce celf death depending on
the primary signal, the cell type, or the culture conditions employed
{Fleury et al., 20072: Tammariello et ai,, 2000). Furthermore, Bax can
regulate ROS production in mitochondria, Suggesting a positive faed-
back jeop between ROS production and Rax apoptotic activation
{Kirkland et al., 2002),

Cell death triggered upon activation of cel! surface death receptors,
the extrinsic pathway, is alse ROS modulated. The tumor necrosis
factor alpha (Tnfa) receptor can initiate two death pathways: ane
directly activates taspases through adaptor proteins, and a distinct
pathway involves the production of ROS (Shen and Pervaiz, 2008),
Similar to the intrinsic pathway, ROS from different sources contribute
to cell death (Hughes et af., 2005). Mitachondria appear to be the main
ROS source, atthough in some cases NADPH oxidase and 5-lipox-
ygenase have been shown to contribute (Chen et al,, 2004). Different
ROS levels could elicit different effects. For instance, ROS generated
from the NADPH oxidase {low level) pratect, whereas mitochondria-
derived ROS (high ievel) promote apoptosis (Beshpande et al, 2000),
NEKE is the key regulator of the survival response, at least in part, by
the transcriptional activation of antioxidant enzyme genes. The best-
described apoptotic pathway regufated by ROS involves [nk activation
(Kamata et al., 20053). Interestingly, there s a positive feedback foop
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between Jnk activation and ROS production: [nk contributes to Tnfx-
stimulated ROS production, which in turn induces Jnk activation,
Tnfa-induced elevated ROS levels are found only in wild-type mouse
fibroblasts but not in frk™ cells {Ventura et al.,- 2004), Redox regu-
lation of several members of the MAPK pathway described above has
been shown o inflience the outcome in this ROS-mediated cell death
mechanism (Shen and Pervaiz, 2006).

Natural motoneuron death during spinal cord development is an in
vivo exampie of cell death regulated by ROS (Sanchez-Carbente et al,
2005), In this case, caspases associated to the exirinsic and intrinsic
pathways appear to interact to promote motoneuron death. In
addition, a caspase-independent death also contributes to this natural
neurodegenerative process, '

Developmental processes regulated by ROS

In mammals preimplantation and early postimplantation embry-
ogenesis occurs under almost anaerobic conditions {i.e, a hypoxic
environment; 3-5% oxygen). Thus, it is likely that during this period
the embryo is very sensitive to exagenous factors that could cause
oxidative stress. Accordingly, high ROS levels are detrimental for
growth of embryos in culfure, and administering free radical sca-
vengers improves in vitro embryo development (Gardiner and Reed,
1994; Rodriguez-Gonzalez et al, 2003). it is interesting that Oct4,
which is expressed in the embryo proper throughout the entire hy-

poxic period before restricting to the germ line, is positively regulated

by the hypoxia-inducible factor Hif2ce (Covello et al, 2006). The
transition from anaerobic glycolysis to oxidative metabolism appears
to occur at E9 in the mouse, coincident with the time at which cho-
rioalantoic circulation is established and the heart starts to beat
{Clough, 1985}, Oxygen toxicity toe the embryo is well known, but
direct evidence that indicates a function for ROS in a specific develop-
mental process is scarce,

Spermatogenesis and cogenesis

Germ cells appear to be particuiarly sensitive to changes in redox
conditions. During spermatogenesis, spermatogenic celts and sper-
matozoa are protected by several antioxidant enzymes (Gu and Heche,
1996; Nanogaki et al., 1892; Pugiisi et al., 2005). Interestingly, three
thioredoxins are exclusively expressed in the spermatids: Spirxi,
Sprx2, and Sptrx3. Sptrxi has a distinctive distribution in the fibrous
sheath during sperm tail elongation at {ate spermatogenesis (Yu et al.,
2002), whereas Sptrx2 is alsc localized in the fibrous sheath during
spermatogenesis, but remains in mature epididymnal spermatozoa
{Miranda-Vizuete et al., 2003), Sptrx3 is localized in the Golgi appa-
ratus during spermiogenesis {fimenez et al, 2004). The high con-
centrations of polyunsatirated fatty acids in sperm cells make them
highly susceptible to ROS (Alvarez and Storey, 1995). Membrane
oxidation may affect motility and morphology of the spermn, finatly
reducing the efficiency of fusion befween gametes {lmat ef al., 2001},

[n mammals, antioxidant erzymes such as Sod1, Sod2, and Gpx are
present during different stages of oogenesis (Ef Mouatassim et al.,
1999). All peroxiredoxins are expressed in the oocytes; particularly,
Prx6 is upregulated during in vitre matoration (leyens ef al., 2004).
Interestingly, Sed7-deficient female mice have drastically compro-
mised fertility, with cogenesis halted at the middle of follicle
development (Matzuk et al, 1998). The lack of Sod1 in Drosophila
also causes reduction in fertility (Philips et al.. 1989).

Fertilization and early development

GSH appears to have an important role in the preparation of the
aacyie to receive the sperm and in the initiation of embryo dev-
elopment. An increase in GSH concentration in oocyte is associated
with maturation (Luberda, 2005}, this high concentration of gluta-

thigne is maintained during the st divisions foliowed by a con-
tinuous decrease duTing in vivo preimplantation development
(Gardiner and Reed, 1994). The expression of the peroxiredoxins is
sustained during the first cell division; latterly, expression declines at
16-ceil embryo stage, before increasing once more at the blastocyst
stage (Leyens et al, 2004). Developmental arrest of mammalian
embryos cultured from just after fertilization frequently coincides
with the initiation of embryonic gene expression. Such arrest at the
two-cell stage in mice is released when embryos are treated with
antioxidants (Natsuyama et al., 1993). All these data are consistent
with normal early development eccurring at very tow ROS levels, This
condition may apply to other organisms. [n Brosophiia, the loss of Trx
homolog gene affects cogenesis and early development {Salz et al,
1694), _

One interesting case where ROS apparently have a specific function
is in the hatching of the mouse blastocyst from the zona pellucida
{Thomas et al.. 1997}, at which time the embryeo undergoes a super-
oxide burst. Different superoxide scavengers prevent the blastocyst
from hatching, supporting the essentiai role of ROS in this process.

Morphogenesis

Among the cellular processes essential for morphogenesis is celi
death. [t is interesting that many of the mouse embryo regions where
there is abundant celi death, also show high RGOS concentrations
{Satas-Vidal et al., 1998} In particular, high ROS concentration is asso-
ciated to the celf death in the interdigital regions of the developing
limb. ROS levels in the timb appear to be determined by Gpxd, whose
expression is restricted to the digits (Schnabel et al., 2006). Anti-
oxidants are also expressed in the interdigital regions, which could be
part of an antioxidant response due to the high ROS concentrations in
these regions (Schnabe! et al,, 200G; Shan et al., 20085). In agreement
with a role of ROS in limb morphogenesis, interdigital cell death and
interdigit regression decrease when cultured limbs are treated with
antioxidants (5alas-Vidal et al., 1998; Schnabel et al., 2006). Support-
ing a physiclogical role of ROS in limb morphogenesis, retinoic acid
induces cell death that is accompanied by an increase in ROS
concentration and a decrease in peroxidase activity {Schnabel et al.,
2006). Retinoic acid is involved in the control of cell death in other
embryo regions (Cuervo et al, 2002), thus it is possible that ROS
participate widely in embryc morphogenesis. In addition, the cell
death that causes cavitation of ES-derived embryoid bodies also
requires ROS, suggesting that ROS are essential for one of the earliest
morphogenetic processes in mammatian development, the fermation
of the proamniotic cavity (Hernandez-Garcia et al,, 2008},

Angiogenesis and cell migration

Angiogenesis is a complex process necessary for embryonic vas-
cular development that, through controlled endothelial cell migration

. and proliferation, leads the growth of new capillaries from pre-

existing vessels. Endothelial cell-specific factors, like Vegf, Pdgf, and
angiopoietin (Ang1) are critical for angiogenesis and are regulated by
redox (Lassegue and Clempus, 2003}, ROS contribute to Vegf- and
Pdef-induced phosphorylation of Akt, Erkif2, and p38 Mapks in
endotheliai cefls. The activation of Tie2 receptors by Ang-1 in human
umbilical vein endothelial cells induces rapid and transient produc-
tion of ROS, particularly superoxide anions, ROS preduction is atte-
nuated by inhibition of the NADPH oxidase assembly and is Racl-
mediafed. [nterestingly, Angl-induced cell migration was strongly
inhibited by overexiareésion of antioxidants, by a Racl dominant-
negative mutant, and by selective NADPH oxidase inhibitors {Har-
fouche et al., 2005). Ract also mediates Vegf-induced proliferation and
migration of endothetial cells, suggesting that NADPH oxidase plays an
important functional role in-promoting angiogenesis {Ushio-Fukai
et al.. 2002). interestingly, Mox1 is 2 potent trigger of angiogenesis
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involving the induction of Vegf expression (Arbiser et al., 2002} 1t is
worth mentioning that hypoxia is a major condition that regulates
angiogenesis, and at least Hifta is regulated by the Trx/Ref system
(Harris, 2002}, Thus, hypoxia and ROS regulatory networks may inter-
act to finely control angiogenesis.

ROS-reguiated migration may not be unique to endothelial celis,
Recently, a genetic screen in Drosophila for genes that alter germ cell
migration identified a thioredoxin peroxidase gene as essential in this
process {DeGennaro and Lehmann, 2007). Strikingly, overexpression
of this gene promotes early transepithelial migracion of gern cells
into the midgut primordium, These observations strongly suggest that
a redox mechanism controls germ cell migration.

Redox regufators in development

The studies in culture indicate that ROS can regulate the funda-
mental cellular processes of development. However, as mentioned
abave, only few evidences support an actual developmental role of
ROS. Although the activity of the respiratory chain, of of other ROS
sources, and the presence or absence of antioxidants during dev-
elopment are not indicative of a specific ROS function, they could serve
as signs of regions andfor times at which ROS potentially have a
function. Unfortunately, the instability of most ROS species in vivo
prectudes a confident determination of their concentration in dev-
eloping cells. High ROS concentration can be determined by staining
with redox-sensitive dyes {Curtin et al,, 2002). This strategy has been
mainly applied to cells in culture, though it has been demonstrated
to be useful for detection of high ROS levels in mouse embryos at
different developinental stages {Salas-Vidal et al, 1998: Sanchez-
Carbente et al,, 2005; Schnabet et al,, 2006). Taking advantage of the
damage caused by oxidative stress, an alternative indirect way to
determine ROS levels is by measuring the oxidation level of macro-

Table 1

Phenotype of mice homozygous for null alleles of genes encoding antioxidant and prooxidant proteins”

molecules. In this case, it is impertant to consider the half-life of the
damaged molecule and repair mechanisms, as these will determine
if the measurements indicate a short-term increase in ROS or an
accumulative damage due to continuous ROS praductian. This strategy
has been used to determme ROS damage during the adulr lifespan, but
its use to estimate ROS level in different embryo regions is limited by
the necessity to dissect the embryo and the amount of tissue needed,
I addition, the enormous dynamics of developing cells may limit the
accumitiation of the oxidized macromolecuie to below detectable
levels. Reliable determinations of ROS concentration await develop-
ment of new methods that are applicable to live emnbryos. Recently, a
protein whose fluorescence depends upan oxidation by hydrogen
peroxide was developed (Belousov et al,, 2008). Transgenic animals
with this ROS-sensitive protein may allow determining the redox
status of live cells within an organism.

The expression pattern of antioxidant genes is interesting because
they couid either define the areas of high and low ROS levels or reveal
the areas under oxidative stress, as several of those genes respond to
this condition. However, at this time, very little is known about the
regulation of genes invelved in the controf of the intracellular redox
state during nermal develepment. This lack of information is com-
pensated by data coming from studies where many genes regulating
ROS5 levels have been mutated or overexpressed, especiatly in the
mouse (Table 1). Bevelapment is affected by mutation in several genes
regulating ROS levels, however, interpretation of their function needs
t0 be taken with caution, For instance, due to the essential require-
ment of the respiratory chain for ATP production, null mutations
in genes encading its essential components (e.g., cytochrome ¢, apop-
tosis inducing factor) are lethal very early in embryogenesis (Li et ak.,
2000; Brown et al, 2006). Therefore, decreasing ROS production by
altering the respiratory chain is not possible. On the other hand,
abnormal embrye phenotypes after targeted disruption of genes
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" The earliest stage at which the defect was determined.
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encoding antioxidant enzymes might indicate a relevant function
during development (Table 1), but it cannot definitively establish a
rofe for ROS. The lack of an antioxidant enzyme could increase ROS,
damaging cells or turning on a ROS-mediated pathway out of context,
consequently altering development. Conversely, mice deficient in
several prooxidant and antioxidant enzymes are viable and mild
phenotypes are only observed during adulthood (Table 1). However,
since animals have evolved multiple systems to control ROS levels,
redundancy among different ROS regulatory genes will not be un-
expected. Redundancy may occur within the same gene family. For
exainple, since mice nuil for individual Nex are viable, it is pos-
sible that different Nox are redundant for a specific developmental
function.

Most gene function studies of redox regulation have not been
directed to understand developmental processes. It has been ob-
served that antioxidant gene overexpression frequently has protec-
tive effects upon oxidative stress insults; however, it is important to
note that ali tfransgenic mice produced up te date were selected from
among viable offsprings (see for instance Raineri et ak. 2007 and
Schriner et al., 2005). Therefore, disruption of embryo development
caused by a decrease in ROS, due to antioxidant enzyme overpro-
duction, has not been evaluated, Furtherniore, new genetic strategies
have not been appiied to study the role of ROS in development. It
will be interesting, for instance, to generate conditional mutations in
those genes showing early embryo lethality (Table 1) as well as
centrolled induction in time and space of genes encoding andoxidant
enzymes. '

Conclusions

Marked metabolic changes accur in cells during development. The
ROS production levels in a cell are likely determined by the metabolic
activity associated to a particular cellular process, On the other
hand, antioxidant activity may be a consequence of the ROS pro-
duction Jevel. The complex mechanisms that cells have to determine
the redox state make it difficult to assign a definitive developmental
function te ROS based only upon altering ROS or antioxidant levels,
Considering a passive ROS function, it is clear that cells during
development are sensitive to damage by ROS. Disruption of develop-
ment rnay result from general macromolecular damage that can cause
cell death, and aiso from the oxidation of specific key developmental
molecules. -

Nearly a century ago, it was proposed thai metabolic gradients
guided early development (reviewed in Coffiman and Denegre, 2007).
In aerobiosis, metabolic activity mirrofs mitochondrial activity since
this organelle produces most of the energy the cell requires. Under
this condition, mitochondria are the major ROS source in ceils. And
although counter-intuitive, hypoxia also induces the production of
ROS from mitochondria (Turrens, 2003}, Interestingly, mitochondria is
asymmetrically distributed in early embryos of several animals, and in
some instances this distribution has been associated to axis specifica-
tion {Coffman and Denegre, 2007). ROS may be the mitochondrial
signat that coniributes to the correct development of embryos from
very early stages. Although this abservation supports an active role of
ROS in development, 2 cenvincing determination of a developmental
function depends on evidences indicating 2 requirement of RQS in
specific processes during embryogenesis. Genetic manipulations
directed to determine the active functions of ROS may bring light in
this difficult task. :

The potential influence of metabolic activity and the resulting ROS
production on development cannot be dismissed. A function of ROS in
development is likely, due to the large amount of evidence showing
that ROS can regulate fundamental cellular processes, Furthermore, it
is possible that exidation of specific molecules changes their activity,
and in such a way defines the fate of a developing cell. We expect that
future research will reveal the reciprocal regulation of signaling

cascades and metabolic pathways during animal development, in
which ROS will be a key player.
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