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RESÚMEN. 
 
La muerte celular programada es un proceso fundamental que es requerido para el 
desarrollo embrionario. Juega un papel importante en la morfogénesis, la homeostasis 
de los tejidos y la remoción de estructuras transitorias. Las especies de oxígeno 
reactivas (EOR) son activadores potentes de la muerte celular por lo que en este 
estudio evaluamos la participación de catalasa, una enzima encargada de eliminar al 
peróxido de hidrógeno (H2O2), en la muerte celular. Inicialmente determinamos el 
patrón de expresión de catalasa durante el desarrollo embrionario del ratón. 
Encontramos que se expresa en los estadios de 7 a 15.5 días post-coito, Esta expresión 
se da de manera constitutiva para más tarde restringirse a la extremidad en desarrollo 
y la región cefálica. En estos lugares podría estar promoviendo sobrevivencia celular 
a través de evitar la elevación de las EOR. Por lo que realizamos la mutación de 
catalasa en ratón resultando no tener un efecto durante el desarrollo embrionario y 
aparentemente tampoco en la vida adulta. En un intento por tratar de aumentar la 
actividad antioxidante durante el desarrollo embrionario, es que generamos un ratón 
transgénico que sobre-expresa catalasa, desafortunadamente su expresión se restringió 
a solo dos órganos, limitando su acción. La formación de la cavidad proamniótica es 
el primer evento de muerte celular abundante durante el desarrollo embrionario en 
mamíferos. El cuerpo embrioide (CE) se forma a partir de la diferenciación de células 
madre embrionarias (ES) y se utiliza como un modelo para estudiar la muerte celular 
y cavitación. Para evaluar la participación de las EOR en el proceso de cavitación, 
sobre-expresamos la catalasa en las células ES (ES-Cat+). De varios agentes que 
promueven la muerte celular, solo del H2O2 son capaces de protegerse las células ES-
Cat+. La menadiona, un agente pro-oxidante, es capaz de generar muerte celular 

independiente de la producción de EOR. Los CE derivados de la línea ES-Cat+ 
presentan una disminución importante en la muerte celular y en la cavitación, sin que 
esto influya en el proceso de diferenciación. La sobre-expresión de la superóxido 
dismutasa no afecto el desarrollo del CE. Previo a la 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 trabajo demostramos que las caspasas, proteasas 
requeridas en la apoptosis, son indispensables para la cavitación del CE y que el 
factor inductor de apoptosis (Aif), a pesar de participar, no es esencial para este 
proceso. Tanto la activación de las caspasas como la activación de Aif dependen de la 
producción de EOR. Considerando estos resultados, podemos concluir que la 
generación de las EOR es un fenómeno activo que promueve muerte celular durante 
la cavitación de CE y sugerimos que pudiera ser una factor importante para la 
formación de la cavidad proamniótica in vivo.  







INTRODUCCIÓN. 
 

1.- Procesos celulares. 
 
Durante la historia de nuestro planeta se originó progresivamente una gran 

complejidad  de vida, desde organismos unicelulares donde una sola célula realiza todas 

las funciones vitales hasta aquellos pluricelulares en los cuales existe una división 

funcional a través de poseer órganos con células especializadas. Necesidades vitales 

como la alimentación, digestión, respiración, reproducción, movimiento y de tipo 

sensorial se han satisfecho a través de crear procesos coordinados a nivel celular, tisular, 

sistemas de órganos y de comportamiento. La adaptación de un individuo a su medio 

ambiente se debe al hecho de poseer sistemas de órganos, un tamaño y forma que le 

permiten utilizar de manera eficiente un nicho ecológico en particular; por lo que los 

procesos celulares que controlan la creación, crecimiento y desarrollo de órganos, así 

como el tamaño y forma del individuo son de suma importancia para la supervivencia 

de los organismos metazoarios.  

 Los principales procesos que se llevan a cabo para especificar el destino celular 

son la proliferación, diferenciación, migración, senescencia, quiescencia y muerte 

celular. Estos procesos suelen verse como una respuesta o consecuencia de la acción de 

diferentes estímulos y de la manera en como la célula los interpreta en un momento 

determinado. Las moléculas señalizadotas así como las interacciones entre células o con 

la matriz extracelular, son algunas de las señales externas que decodifica la célula. 

Dentro de la información inherente a la célula se encuentran el genotipo, el linaje, la 

fase del ciclo celular, el estado metabólico, de diferenciación y estado redox. Así, la 

acción coordinada de estos procesos (la información externa, interna y respuesta 

celular), permiten mantener una adecuada homeostasis del organismo. 

Un proceso que durante los últimos 20 años ha recibido especial atención ha sido la 

muerte celular, aunque desde inicios del siglo XIX diversos anatomistas la habían 

observado y caracterizado durante la formación de las estructuras transitorias como la 

notocordia, la regresión de la cola del renacuajo 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 caída de 

las hojas en otoño. a un tipo de muerte en donde las células se encogían, y aunque los 

organelos permanecían intactos, presentaba condensación de la cromatina y 

fragmentación de las membranas nuclear y celular. Estas características la diferenciaban 



de la ya entonces conocida necrosis, en la cual, un daño externo provoca que las células 

se hinchen y fraccionen, generando una respuesta inflamatoria (Kerr 1972). Así fue 

como de manera inicial surgió una clasificación de la muerte celular fundamentada en 

características puramente morfológicas. 
 

2.- Las bases moleculares de la 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 eliminan 131 en la misma posición mediante un 

mecanismo que dadas ciertas características morfológicas parecía ser apoptosis. Por lo 

anterior, a este tipo de muerte celular se le denomino muerte celular programada 

(MCP), ya que ocurre de manera predecible tanto en el tiempo como en el espacio (Ellis 

1991). Horvitz realizó estudios de mutagénesis en C. elegans con el fin de establecer 

cuales eran los genes importantes en la regulación de la muerte de estas 131 células. De 

la multitud de genes aislados, tres fueron los más destacados: ced-3, ced-4 y ced-9. Se 

demostró que ced-3 y ced-4 son absolutamente necesarios para que 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 fenómeno que se ha encontrado en casi todos los tejidos 

analizados de los vertebrados. También se ha identificado en diversos organismos como 

la Hydra (Fujisawa 1984), en Dyctiostelium discoideum (Olie 1998), en el erizo de mar 

(Yuce 2001), durante la metamorfosis de Drosophila melanogaster (Steller 2008), de 

Manduca sexta (Lockshin 1965), en las plantas (Reape 2008), en el tripanosoma, 

(Ameisen 1995), e incluso durante la formación de los gametos en Volvox, uno de los 

organismos pluricelulares mas simples (Kirk 1994). Se encontraron homólogos para 

varios de los genes identificados por Horvitz en C. elegans, lo cual sugiere un 

mecanismo conservado filogenéticamente. Con estos resultados se demostró que la 

MCP es un proceso activo que requiere de una maquinaria celular para su correcto 

funcionamiento, sentando así sus bases moleculares.  

 Apoptosis es el mecanismo principal por el cual se lleva a cabo la muerte 

celular programada. Sin embargo en algunos casos no se presentan todas las 

características apoptóticas. Se han descrito diferentes tipos de muerte celular que 

consideran criterios morfológicos, moleculares o de carácter, esto es de tipo 



programado, accidental, fisiológico o patológico. Por lo diverso de estas clasificaciones 

surgió el llamado comité de nomenclatura sobre la muerte celular o NCCD 

(Nomenclature Committe on Cell Death). El NCCD clasifica los diversos tipos de 

muerte celular en: muerte celular tipo I o apoptosis, muerte celular autofágica o tipo II y 

muerte necrótica o de tipo III (Tabla I). Esta clasificación podría parecer estricta ya que 

se han encontrado casos en los cuales se presentan características nuevas y otros en los 

que los límites entre estos tipos de muerte se vuelven difusos. El propio NCCD acepta 

sus deficiencias y señala que casos descritos de muerte celular como del tipo lisosomal, 

catástrofe mitótica, anoikis, excitotoxicidad, degeneración Walleriana, cornificación, 

eritropoyesis y plaquetogénesis están en espera de una caracterización a nivel molecular 

para que puedan ser incluidos como una categoría aparte en esta clasificación y 

exhortan a los investigadores a no emitir términos nuevos que generen confusión 

(Melino 2005). Por lo anterior, siguiendo la clasificación propuesta por este comité, 

describiremos brevemente los tres tipos de muerte celular. 

 2.1.- Muerte celular de tipo I: Apoptosis.  
 

La apoptosis se ha subdividido en dos categorías: la extrínseca, caracterizada por ser 

activada vía la unión de varios ligandos a sus receptores membranales, y la intrínseca, 

cuya activación promueve ciertos eventos que ocurren en la mitocondria.  



En la muerte apoptótica intrínseca se desencadena la activación de factores pro-

apoptóticos  de la familia de bcl-2. De una larga familia de proteínas que participan en 

apoptosis, bcl-2 fue el primer miembro aislado y que inicialmente se caracterizó como 

oncogén por el hecho de expresarse anómalamente en un linfoma debido a un 

rompimiento cromosomal. bcl-2, que mas tarde resultó ser el homólogo funcional de 

ced-9 en C. elegans (Tabla II), 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 el desarrollo del linfoma (Macdonell 1989). A la fecha, la familia de 

bcl-2 está 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 están todos presentes en los miembros anti-apoptóticos 

como: bcl-2, bcl-XL, mcl-1, bcl-W, bfl-1 y bcl-B. En la segunda categoría están bax, bak 

y bok, que funcionan como proteínas pro-apoptóticas y carecen del dominio BH4.  

Las proteínas bid, bim, puma, bad, noxa, 

hrk, bik, bmf, bcl-G y spike solo poseen el 

dominio BH3  (miembros solo-BH3), y 

funcionan también como factores 

apoptogénicos. Todos los miembros de la 

familia de bcl-2 pueden formar dímeros a 

través del dominio BH3 y es por esta 

interacción que proteínas solo-BH3 ejercen su 

efecto antagonista sobre aquellos miembros 

anti-apoptóticos. En base a estudios de pérdida 

de función se observó que células dobles 

deficientes en bax y bak, son resistentes a 

múltiples estímulos apoptóticos, por lo se 

considera a estas proteínas como indispensables para la activación de la muerte celular 

intrínseca (Lindsten 2000). Normalmente bax es una proteína monomérica que se localiza 

en el citosol o unida débilmente a la membrana del retículo endoplásmico. Sin embargo, 

durante la apoptosis, bax se inserta y oligomeriza en la membrana externa de la 

mitocondria. Las proteínas anti-apoptóticas de la familia de bcl-2 ejercen su efecto a 

través de inhibir directa o indirectamente la activación de bax y bak, dando lugar a un 

mecanismo de regulación. Puesto que los miembros solo-BH3 también actúan a través de 



activar a bax y bak, y dado que estos últimos se encuentran sujetos a control 

transcripcional y post-traduccional, se ha sugerido que funcionan como centinelas que 

responden selectivamente a señales de muerte celular y de sobrevivencia (Zha 1996).  

 La identificación de genes necesarios para la muerte celular en C. elegans 

estimulo a diversos grupos de investigación a dirigir su atención hacia la caracterización 

de genes homólogos en vertebrados. De esta búsqueda surgieron ICE (interleucin 1β 

converting enzyme), y Apaf-1 (apoptosis activating factor), homólogos de ced-3 y ced-4, 

respectivamente. A partir de ICE se han identificado hasta la fecha 14 proteasas en 

mamíferos, colectivamente denominadas caspasas, que se caracterizan por tener una 

cisteína en su sitio activo y cortar en motivos que poseen ácido aspártico (Shi 2002). Las 

caspasas se sintetizan como zymógenos inactivos, cuyo corte genera una subunidad 

grande y una pequeña que, al asociarse, conforman a la proteína activa. Las caspasas se 

dividen en aquellas que participan activamente en el proceso apoptótico (caspasa 2, 3, 5, 

7, 8, 9, 10 y 12) y las que controlan la maduración de citocinas (caspasa 1, 4, 5 y 11). 

Aquellas relacionadas con la apoptosis se subdividen en iniciadoras y efectoras. Las 

iniciadoras son las primeras en activarse durante el proceso apoptótico y son responsables 

de la activación de las efectoras, que a través de cortar diversas proteínas celulares 

permiten la progresión de la muerte celular. Entre las iniciadoras se encuentran las 

caspasas 2, 8, 9, 10 y 12 mientras que las efectoras son las caspasas 3, 6 y 7.  

A partir del fraccionamiento bioquímico de células de mamífero, dedicados a 

reconstituir la apoptosis in vitro, surgieron ideas clave para entender como se lleva a cabo 

este proceso. Así, se aisló a Apaf-2 y Apaf-3, que fueron identificados como citocromo c 

y procaspasa 9, respectivamente. Estos factores junto con Apaf1 fueron suficientes y 

necesarios para reconstituir la actividad de caspasa in vitro, constituyendo lo que ahora se 

conoce como el apoptosoma, y que une los eventos que ocurren en la mitocondria con la 

activación de las caspasas (Shi 2008). Un estímulo de muerte celular desencadena la 

activación de proteínas solo-BH3 que a su vez permiten la translocación de bax y/o bak a 

la mitocondria. bclx-L es estructuralmente similar a toxinas bacterianas formadoras de 

poros (Belizario 2007), por ello y en este modelo, se presume que bax y bak permiten la 

salida de citocromo c de la mitocondria a través de formación de poros. Una vez liberado 

el citocromo c de la mitocondria, se forma el complejo del apoptosoma, que en presencia 

de dATP, permite el autoprocesamiento de la procaspasa 9, que a su vez procesa y activa 

a las caspasas efectoras (Fig. 1).  



 

 Apoptosis extrínseca. 
 

 Los receptores que al unirse a su ligando promueven muerte celular pertenecen 

a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF). Los receptores mejores caracterizados 

son TNFR1, Fas y DR3, y que al unirse a TNFα, FasL y TRAIL respectivamente, se 

homotrimerizan, permitiendo que se ensamble, en su región citoplasmática, el llamado 

DISC (death-inducing signaling complex; (Cain 2002). Proteínas adaptadoras como 

FADD o TRADD, que poseen un dominio DED (death efector domain) promueven a 

través de interacciones homotípicas el reclutamiento de la procaspasa 8 o 10 al complejo 

DISC. Al igual que con la procaspasa 9 en el apoptosoma, se ha propuesto que el colocar 

cercanamente a dos copias de la procaspasa 8 o 10 permite su procesamiento y 

activación. Además de cortar a procaspasas ejecutoras como la 3 y la 7, la caspasa 8 

corta a bid, que una vez procesado se inserta en la membrana externa de la mitocondria, 

promoviendo la liberación de factores proapoptóticos (Zhang 2008). Así, bid conforma el 

punto de unión entre la vía extrínseca y la intrínseca, convergiendo finalmente en la 

activación de caspasas ejecutoras (Budihardjo 1999). 
 



 Sistemas de regulación. 
 

La presencia de dominios DED o CARD (caspase recluitment domain) han sido 

seleccionados como puntos de regulación en la activación de las caspasas (Lamkanfi 

2007). Por otro lado, en mamíferos existen ocho distintas IAPs (inhibitor apoptosis 

proteins) cuyo mecanismo principal de acción consiste en bloquear el sitio activo de las 

caspasas impidiendo de esta forma la entrada del sustrato y su ulterior procesamiento. 

Así, las caspasas 3 y 7 están sujetas a inhibición principalmente por XIAP. Sin embargo, 

las cIAPs, por el hecho de poseer un dominio CARD, pueden competir con la procaspasa 

9 por su unión a Apaf1, bloqueando la formación del apoptosoma (Vaux 2003). De igual 

manera, c-FLIP (FADD like-ICE inhibitory protein), que posee un dominio DED, es 

capaz de unirse a FADD compitiendo con la procaspasa 8 y 10, impidiendo su activación 

(Kataoka 2005). Proteínas como Smac/Diablo que durante un estímulo apoptótico se 

translocan de la mitocondria al citoplasma, son capaces de bloquear la acción de las IAPs. 

En Drosophila m. existen 4 homólogos funcionales de Smac colectivamente llamados 

RHG (Reaper, Him, Grim y Sickle), que antagonizan la inhibición de las IAPs sobre las 

caspasas Dronc y Drice (Steller 2008).  

Puesto que varios tipos celulares desencadenan una respuesta apoptótica cuando 

se ven infectadas por algunos tipos de virus, estos últimos han desarrollado proteínas 

inhibidoras de caspasas como p35, p49 y crmA que permiten la sobrevivencia celular y 

por tanto su replicación (Cassens 2003). 
 

  Moléculas blanco durante la apoptosis. 
 

 Existen diversas cinasas que al ser cortadas por caspasas se vuelven activas, 

como Mekk1, Pak2, Mst-1 y estas a su vez activan a otras, como las de la familia de PKC, 

Sapk/Jnk y cinasas que están involucradas en el control del ciclo celular (Gottlieb 2003; 

Schlesinger 1998). En varios tipos celulares, es requisito el procesamiento de estas 

cinasas para la progresión de la apoptosis. Proteínas asociadas al citoesqueleto como α-

actina, citoqueratina 18, α-fodrina, pueden ser procesadas al igual que las  cinasas Fak y 

Akt (Tohyama 2004). De igual menara se degradan componentes que participan en la 

reparación del ADN como PARP, p53-Rb, DNA-PkC y hsRAD51 (Nalepa 2002). Existen 

tres nucleasas que participan en la degradación del ADN durante la apoptosis: la 

endonucleasa G, CAD (caspase activated DNAsa) y DNasa II. El corte por caspasas de 



una proteína conocida como ICAD (inhibitor of CAD) permite la activación de CAD, 

mientras que en una etapa avanzada, la DNAsa II es responsable de la degradación del 

ADN en lisosomas de células fagocíticas (Widlak 2005). 

 Si las caspasas son la única y final herramienta para ejercer apoptosis, 

inhibidores de éstas deberían ser suficientes para prevenir las características morfológicas 

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 

estímulos, sin embargo, existen evidencias donde a pesar de inhibir la actividad de 

caspasas y la fragmentación de la membrana nuclear, persiste la condensación de la 

cromatina, corte del ADN en multímeros de 200 pb, encogimiento celular, y la formación 

de ondas en la membrana plasmática. 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 bloquea los cambios que ocurren en la 

mitocondria durante la apoptosis, como la caída del potencial de membrana, la 

producción de especies de oxígeno reactivas o la liberación de factores apoptogénicos 

como el citocromo c, endoG y Aif, se ha propuesto que esta vía pudiera ser responsable 

de la apoptosis independiente de caspasas. Aif (apoptosis inducing factor) induce la 

condensación de la cromatina y la fragmentación a larga escala del ADN aún cuando se 

haya bloqueado la actividad de caspasas (Lorenzo 2007). El mecanismo preciso de cómo 

Aif y otras proteínas liberadas promueven la muerte en ausencia de caspasas se 

desconoce, pero se ha propuesto que podría ser a través de la activación de serin-

proteasas, calpainas y catepsinas, que a pesar de ser mas ineficientes que las caspasas, 

pudieran llevar a cabo su tarea (Smith 2008). 
 

 2.2.- Muerte celular tipo II: muerte celular autofágica. 
 

 El termino autofagia que significa “comerse a sí mismo”, se refiere al proceso 

mediante el cual la célula recicla materiales a través de la degradación de componentes 

celulares. Durante este proceso existe captura de material citoplasmático en vesículas de 

doble membrana de 400-1500 nm conocidas como autofagosomas. Posteriormente, estos 

autofagosomas se fusionan con lisosomas generando los autofagolisosomas, donde ocurre 

degradación por enzimas hidrolíticas, permitiendo así el reciclamiento celular (Tsujimoto 

2005). Existen dos propuestas para el origen de estos autofagosomas. La primer de ellas 



propone su desarrollo a partir del retículo endoplásmico liso mientras que la segunda 

hipótesis sostiene que los autofagosomas se forman a partir de estructuras lipídicas 

conocidas como de media luna, que mas tarde crecerán secuestrando parte del citoplasma 

(Yorimitsu 2005). Estudios genéticos de la autofagia en levaduras derivaron en la 

identificación de al menos 16 genes esenciales involucrados en la formación de 

autofagosomas (Codogno 2005). Encontrar dichos genes de autofagia en otros 

organismos eucariontes como D. melanogaster, C. elegans, y en mamíferos 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 vía 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 final del estado larval que está controlado por ecdycsona, una 

hormona de naturaleza esteroide (Neufeld 2008). Debido a que células que han estado 

sometidas a periodos prolongados de autofagia finalmente mueren sin presentar 

características apoptóticas, y al hecho de que se requiere de la activación de genes que 

participan en la autofagia para que ocurra la muerte celular, es que se ha incluido este 

mecanismo como un proceso más de muerte celular (Shimizu 2004). Sin embargo, la 

autofagia a pesar de inducir bajo ciertas condiciones muerte celular, también es un 

mecanismo que promueve sobrevivencia al permitir el reciclamiento de nutrientes y/o de 

organelos dañados.  
 

 2.3.- Muerte celular tipo III: necrosis. 
 

 Hasta hace pocos años, se consideraba por definición a la necrosis como un 

tipo de muerte celular no fisiológico, puesto que se daba por sentado que ocurría solo por 

daño mecánico, generando así una respuesta inflamatoria. Sin embargo, la línea divisoria 

entre apoptosis y necrosis se desvanece al  encontrar que algunas células presentan 

características de ambos tipos de muerte celular, denominándosele necroapoptosis 

(Lemasters 1999). Se ha demostrado que condrocitos que controlan el crecimiento 

longitudinal de los huesos durante el desarrollo embrionario y células epiteliales 

intestinales en el adulto mueren presentando características necróticas (Barkla 1999; 

Roach 2000). Por lo que algunos investigadores la han catalogado como muerte necrótica 

programada. TNFα y TRAIL que tras unirse a su receptor activan la vía intrínseca 



apoptótica, son también el medio por el cual se induce necrosis en algunos tipos celulares 

(Meurette 2005; Vanden Berghe 2004). Un descubrimiento clave que permitió replantear 

la definición misma de necrosis, fue el encontrar que después de inyectar restos de células 

necróticas a un organismo, no se genera una respuesta inflamatoria (Zitvogel 2004). En la 

actualidad, las definiciones clásicas tanto de apoptosis como de necrosis se consideran 

como casos extremos de un amplio rango de posibilidades tanto morfológicas como 

bioquímicas para la muerte celular. Así, se ha propuesto al contexto metabólico como un 

factor clave para decidir que tipo de muerte celular se ejecutará. En un marco donde 

existe una carencia de ATP y glucosa, la célula morirá por necrosis, mientras que cuando 

la concentración de estos es alta entonces la apoptosis es la opción (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 

simultáneamente.  

 En base a lo anterior, se ha puesto de manifiesto la importancia de la muerte 

celular y el necesario control de este proceso para establecer un balance adecuado de cada 

linaje celular. Cualquier alteración en este proceso puede conllevar a que distintos tipos 

celulares no se eliminen, promoviendo el desarrollo de varias enfermedades como el 

cáncer o enfermedades autoinmunes, o por el contrario, un aumento en el número de 

células apoptóticas permitirá el desarrollo de enfermedades degenerativas, 

inmunodeficiencia e infertilidad. Así, 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 

patológicas, donde existe interés por evidenciar mecanismos con el fin de encontrar 

posibles tratamientos.  
 

 2.4.- Muerte celular durante el desarrollo embrionario. 
 

 En la actualidad se ha reconocido a la muerte celular como un proceso 

fundamental para que el desarrollo embrionario ocurra correctamente en diversos 

organismos. La aparente contradicción de crear células que más tarde morirán se puede 

explicar tomando como ejemplo la muerte de células nerviosas que no encuentran soporte 

trófico derivado del blanco. Así, la información requerida a nivel de genes y de su 

regulación para establecer las conexiones neuronales adecuadas se minimiza al contar con 

un sistema donde aquellas que no realizan los contactos celulares adecuados simplemente 



mueren. Los primero estudios en este campo se limitaban a reportar la presencia de MCP 

durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, con el descubrimiento de genes que 

participan en el proceso apoptótico y el análisis de mutantes, se ha evidenciado su 

verdadera importancia. Tal es el caso de la caspasa 3, 8, 9, citocromo c, Apaf-1, cuyas 

mutaciones en ratón generan letalidad embrionaria, destacando que al alterar la MCP sea 

en tiempo, nivel, o patrón puede tener serias consecuencias durante el desarrollo 

embrionario (Hakem 1998; Kuida 1998; Kuida 1996; Li, K. 2000; Varfolomeev 1998; 

Yoshida 1998). 

 En organismos multicelulares modelo tales como D. discoideum, D. 

melanogaster, C. elegans, el pez cebra, pollo, rata y ratón se ha reportado la presencia de 

la MCP en varias regiones de la fase embrionaria (Penaloza 2006). Apoptosis y autofagia 

parecen ser los mecanismos principales por los cuales la MCP se presenta durante el 

desarrollo embrionario.  

Jacobson M. en 1997, clasificó algunas de las funciones de la muerte celular 

durante el desarrollo embrionario como: 1) el moldeado de estructuras; 2) la eliminación 

de estructuras no necesarias; 3) el control de los números celulares; 4) la eliminación de 

células anormales, deslocalizadas, no funcionales o peligrosas y 5) la generación de 

células sin organelos (Jacobson 1997). Para cada categoría existen ejemplos concretos 

aplicables a varios organismos (Tabla III).  

En algunas ocasiones, a pesar de la presencia de muerte celular en ciertos tejidos 

durante el desarrollo embrionario, no se ha podido atribuir alguna función debido a falta 

de estudios. Tal es el caso de la muerte de células germinales en hembras al 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 

la tabla III, numerosos son los tejidos o células que bajo circunstancias normales utilizan 

a la muerte celular como parte integral de su desarrollo.  
 

 La formación de la cavidad proamniótica. 
 

 Durante las primeras etapas del desarrollo embrionario de mamíferos, poco 

después de la implantación del embrión, se forma lo que se denomina la cavidad 

proamniótica. Durante este proceso el embrión está compuesto de dos tipos celulares, el 



endodermo primitivo y el ectodermo, de los cuales se derivarán estructuras tanto 

embrionarias como extraembrionarias (Fig. 2A). Del endodermo primitivo surge el 

endodermo viceral y el parietal, que respectivamente darán origen al saco vitelino y a una 

lamina basal conocida como membrana de Reichert. El ectodermo extraembrionario 

genera parte del tejido placentario, mientras que a partir del embrionario o epiblasto, se 

formará el embrión completo. La formación de la cavidad proamniótica es esencial para 

que estos tipos celulares se organicen y el embrión se desarrolle de manera adecuada. 

Varios investigadores han propuesto que esta cavidad se forma debido a la muerte de 

aquellas células localizadas en el centro de la masa celular (Coucouvanis 1995). Un 

modelo in vitro que ha sido utilizado ampliamente para estudiar los procesos que ocurren 

durante la formación de la cavidad proamniótica, es la generación de agregados de 

células ES (línea celular derivada de la masa celular interna del blastocisto) conocidos 

como cuerpos embrioides (CE; Fig. 2B). Al adherirse unas a otras y permanecer en 



suspensión, las células ES pasan por un proceso de diferenciación donde después de 4 

días, se forma una capa endodérmica en la superficie del agregado. El endodermo secreta 

una delgada capa de material extracelular hacia el centro del cuerpo embrioide, 

presumiblemente la membrana de Reichert. Más tarde se forma al interior un epitelio 

columnar homólogo al epiblasto embrionario (Coucouvanis 1995). Las células centrales 

del CE mueren por apoptosis, promoviendo así la formación de una cavidad equivalente a 

la proamniótica. Posteriormente se genera el estado cístico del CE, donde sufre una 

expansión de la cavidad central al mismo tiempo que los tipos celulares se desorganizan. 

Así, de este modelo in vitro, se han derivado conclusiones importantes de cómo se regula 

tanto la diferenciación como la muerte celular.  
 



3.- Especies de oxígeno reactivas.  
 

 Hace 3.8 billones de años que los microbios alteraron dramáticamente la 

atmósfera de la tierra. Inicialmente, se trataba de organismos unicelulares que 

empleaban CO2, metano y azufre como medio para derivar energía, sin embargo 

ninguno tuvo tanto impacto como las cianobacterias, cuya actividad fotosintética generó 

oxígeno libre. Con base en estudios de oxidación de azufre en presencia de rayos 

solares, se ha estimado que la atmósfera terrestre comenzó a enriquecerse de oxígeno 

hace 2.45 billones de años (Farquhar 2007). La acumulación de O2 fomentó el 

desarrollo en la parte superior de la atmósfera, de una capa de ozono responsable de 

filtrar los nocivos rayos UV, permitiendo así la colonización de la tierra y la evolución 

de una enorme cantidad de organismos aerobios. Desde aquel entonces y hasta la 

actualidad se ha establecido un balance en la concentración del O2 libre (21%), gracias a 

la participación tanto de organismos fotosintéticos como heterótrofos.  

 El O2 es de naturaleza paramagnética, posee 4 electrones desapareados con el 

mismo spin, por lo que es relativamente inerte, aunque al iniciarse su reducción traspasa 

esta barrera tornándose más reactivo. La transferencia de electrones donde una molécula 

gana (agente oxidante) y la otra pierde (agente reductor) está determinada por el 

potencial de oxido-reducción. En el caso de la reducción de oxígeno a agua, el potencial 

de reducción estándar es: 

  1/2 O2  +  2H+  + 2 e-                           H2O         E´o = + 0.816 V 

 El signo positivo indica el sentido de la reacción es decir, hacia donde fluyen los 

electrones, mientras que el valor denota la fuerza con que viajan. El oxígeno posee un 

potencial de reducción estándar situado entre los mas altos, lo que lo convierte en un 

buen aceptor de electrones, es decir, un potente agente oxidante. Este principio se aplica 

igualmente a los sistemas biológicos y como ejemplo se encuentra la reducción 

tetravalente del oxígeno molecular (O2) a agua (H2O) por la citocromo oxidasa durante 

la respiración aerobia. 

 Aunque algunos microorganismos son capaces de vivir en un ambiente 

anaeróbico, la vida de los animales y plantas superiores depende de forma absoluta de la 

presencia de oxígeno. En células aerobias, la energía 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 FADH2 es utilizado por distintos 



transportadores para generar un gradiente de protones entre el espacio intermembranal y 

la matriz mitocondrial. Este gradiente de protones es acoplado por el complejo de la 

ATP sintasa en la síntesis de ATP. Debido a su alto potencial de oxido-reducción, el 

oxígeno molecular es capaz de captar los electrones provenientes de la cadena 

respiratoria, por lo que es el último aceptor electrónico. Este fenómeno trajo consigo 

una manera más eficiente de obtener energía, aunque simultáneamente permitió la 

generación de productos parciales de reducción del oxígeno conocidas como especies de 

oxígeno reactivas (EOR). La producción de EOR durante la respiración obedece a la 

presencia de proteínas mitocondriales con grupos prostéticos redox activos que son 

capaces de ceder un electrón al oxígeno molecular. Con la adición de un electrón al 

oxígeno molecular se forma superóxido (.O2
-), con dos peróxido de hidrógeno (H2O2), 

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

 

 Las EOR son radicales libres que por tener un electrón desapareado poseen la 

habilidad de reducirse al sustraer electrones de otras moléculas y por consecuencia 

oxidarlas. Así, el estado energético celular expresado por la cantidad de ATP existente, 

se encuentra ligado a la generación de EOR y consecuentemente al estado redox celular. 

Además de la cadena respiratoria existen otras fuentes potenciales para la generación de 

EOR, las cuales se enlistan en la tabla IV.  

 Existen dos formas por las cuales el O2 se vuelve más reactivo, ya sea ganando 

un electrón para producir superóxido o cambiando el spin de uno de sus electrones 

desapareados, formando el singulete. 

 Comparado con otras moléculas electrónicamente excitadas, el singulete tiene 

una vida media relativamente larga, de aproximadamente 2µseg en agua, y puede 

reaccionar rápida y selectivamente en sitios de alta densidad electrónica, como en 

componentes orgánicos insaturados, generando peróxidos. El superóxido es altamente 

solvatado en agua y debido a esto no puede atravesar el ambiente hidrofóbico de las 



membranas celulares, por lo que no está asociado a la peroxidación de lípidos. Aunque 

su nombre indica que es una molécula fuertemente oxidante, el superóxido a pH 

fisiológico no lo es para la mayoría de las macromoléculas orgánicas. Sin embargo, no 

es del todo inofensivo, ya que de él se derivan especies más oxidantes como el 

peróxido, hidroperoxil y el peroxinitrito. Celularmente, el radical superóxido puede 



generarse tras la auto-oxidación de tioles, flavinas, quinonas, catecolaminas y en varias 

reacciones celulares. Cabe destacar la producción de superóxido por la NADPH oxidasa 

en neutrófilos, monocitos, macrófagos y eosinófilos durante la llamada explosión 

respiratoria. Estas células atacan de manera oxidativa a agentes patógenos produciendo 

superóxido, peróxido, singulete, hidroxilo y ácido hipocloroso. Se sabe que una 

mutación en el gen que codifica para Nox2 es causa en humanos de la enfermedad  

inmunológica conocida como granulomatosis crónica, que provoca hipersusceptibilidad 

a infecciones por microorganismos (Lambeth 2004). Los peróxidos poseen un enlace O-

O que es relativamente débil. Se clasifican propiamente en hidroperóxidos (ROOH) y 

peróxidos (ROOR). Algunos autores han propuesto que por no tener carga el peróxido 

de hidrógeno puede atravesar las membranas biológicas, mientras que algunos otros 

comentan que lo hace a través de canales para el transporte de agua (Bienert 2007). A 

partir del peróxido se produce el radical hidroxilo por la adición de un electrón 

proveniente de FeII o CuII en la reacción ¨de Fenton¨. Ya que el radical hidroxilo es 

altamente reactivo hacia casi la totalidad de las moléculas orgánicas, su tasa de difusión 

es comparativamente menor a otras EOR. También se consideran dentro del grupo de 

EOR al peroxinitrito (ONOO-) y el hipoclorito (OCl-). El primero se forma al reaccionar 

superóxido con oxido nítrico (NO), posee una vida media y radio de difusión 

considerables y es un oxidante muy fuerte de lípidos. El ion hipoclorito es producido 

por la mieloperoxidasa durante la explosión respiratoria. Por ser altamente reactivas, las 

EOR pueden reaccionar y por tanto oxidar a macromoléculas como lípidos, proteínas, 

azucares y ácidos nucleicos, alterando su estructura y por ende su función. Ácidos 

grasos poli-insaturados que forman parte integral de fosfolípidos de membrana, pueden 

ser atacados por las EOR iniciando reacciones de auto-oxidación en cadena, 

ocasionando alteraciones irreversibles que afectan la fluidez, permeabilidad y la 

actividad de proteínas de membrana. 

 Los grupos funcionales de los 20 aminoácidos son blanco del ataque oxidativo 

por EOR, sin embargo, metionina, cisteína, tirosina, histidina, arginina, lisina y prolina 

son los más susceptibles. La modificación oxidativa en estos aminoácidos puede generar 

cambios estructurales que alteran la función proteica y/o que conllevan a su 

degradación. Los monosacáridos pueden oxidarse generando ceto-aldehídos e 

indirectamente conducir a daño proteico por generar grupos carbonilo. La oxidación de 

guanina en los ácidos nucleicos conduce a la formación de 8-hidroxi-desoxiguanosina 



(8OHdG) que a su vez genera mutaciones por sustitución de guanina a timina y de 

adenina a citosina. Además de 8OHdG se pueden crear otros productos de oxidación de 

nucleótidos, pero las consecuencias de su generación aun se desconocen. Por ello, el 

evitar la exposición de los ácidos nucleicos a las EOR y procurar su reparación 

inmediata es de vital importancia para asegurar la integridad del material genético. 
  

4.- Sistemas antioxidantes. 
 

 Diversos organismos al ser expuestos a concentraciones de oxígeno del 50 al 100% mueren 

de 3 a 7 días. En humanos, existe el fenómeno conocido como efecto Paul Bert, donde 

personas que practican buceo, respiran oxígeno a presiones elevadas, lo cual provoca daño 

oxidativo en el sistema nervioso central, pulmones, y ojos, llegando incluso en casos graves a 

ocasionar la muerte. Para contender con el posible daño oxidativo y regular finamente los 

niveles de EOR, se desarrollaron los llamados sistemas antioxidantes, cuya función es reducir 

directamente a las EOR o a las macromoléculas que han sido oxidadas. Los sistemas 

antioxidantes se dividen a grandes rasgos en enzimáticos y no-enzimáticos. En la tabla V se 

enlistan estos sistemas.  

 Cabe destacar que virtualmente todos los seres vivos poseen defensas antioxidantes. La 

importancia de estos sistemas resulta crucial ya que incluso organismos anaerobios deben 

contender con la exposición, aunque transitoria, del oxígeno y sus derivados. 

 Así, la presencia de oxígeno, la generación de EOR y los sistemas antioxidantes establecen 

un balance redox dentro de la célula. Sin embargo, cuando la producción de EOR aumenta o 

disminuye la eficacia de los mecanismos antioxidantes se promueve un estado conocido como 

estrés oxidativo. Hace algunos años se consideraba a las EOR como productos nocivos para 

las funciones celulares, incluso en la actualidad aun sigue vigente la idea que propone que el 

daño oxidativo a las macromoléculas es acumulativo y promueve el envejecimiento celular. 

Sin embargo, múltiples estudios han demostrado que las EOR participan en funciones 

específicas, entre las que destacan el actuar como moléculas señalizadoras, de defensa al ser 

producidas por células fagocíticas frente a agentes patógenos, en la diferenciación a tejido 

cardiaco, durante la angiogénesis y como activadores de la muerte celular.  

 Varios laboratorios, incluido el nuestro, han observado que tras exponer células en cultivo 

a varias concentraciones de EOR, se genera una respuesta dosis-dependiente. A dosis 

crecientes las respuestas celulares son: proliferación, 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). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5.- Las especies de oxígeno reactivas y la muerte celular. 
 

 La homeostasis durante el desarrollo embrionario es finamente establecida por las 

decisiones que toman las células de manera espacio-temporal. El grupo de investigación 

dirigido por el Dr. Luis Covarrubias esta interesado en determinar cuales son los factores 

o señales, a nivel molecular, que desencadenan una respuesta celular en el contexto de la 

morfogénesis durante el desarrollo embrionario. Particularmente aquellas que son 

responsables de activar la maquinaria de muerte celular. El entender estos sistemas de 

regulación es de interés no solo para la ciencia básica, sino también la aplicada, al 

comprender el origen de algunas enfermedades como son las del tipo neurodegenerativo, 

autoinmunes o el cáncer. 

 Uno de los factores que promueven la muerte celular es el estado redox intracelular. Ya 

que las EOR reaccionan con todas las macromoléculas, se les consideraba inespecíficas y 

por tanto no aptas para funcionar como segundos mensajeros regulando un evento tan 

coordinado a nivel molecular como lo es la apoptosis. Sin embargo, existen evidencias 

concretas que sostienen que las EOR juegan un papel importante como activadores de 

este proceso. 

 En sistemas de cultivo in vitro de diversos tipos celulares, las EOR adicionadas 

directamente son capaces de promover una respuesta fenotípica y molecular de carácter 

apoptótico, misma que puede ser inhibida por la adición de agentes antioxidantes. 

(Hockenbery 1993). De manera análoga, los sistemas antioxidantes también evitan la 

muerte celular provocada por otros estímulos, como la exposición a rayos UV, radiación 

ionizante, doxorubicina y cisplatina, mismos que disparan la producción intracelular de 

EOR (Dwivedi 2007). Lo anterior evidencia a que estos estímulos utilizan a las EOR 

como intermediarios para generar una respuesta apoptótica. Puesto que los agentes antes 

mencionados son estímulos físicos o drogas, podría ser que no tuvieran relevancia 

fisiológica, pero existen ejemplos concretos donde sistemas celulares promueven un 

aumento en los niveles endógenos de EOR para generar apoptosis. Tal es el caso del 

factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) que al unirse a su receptor membranal (TNFR1), 

activa el sistema extrínseco apoptótico. Este aumento en EOR es posiblemente derivado 

de la acción de lipooxigenasas y/o de la cadena respiratoria mitocondrial (Heller 1994), e 

importantemente, los sistemas antioxidantes son capaces de evitar la muerte celular 

señalizada a través de la vía de TNFα (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 fenómenos 

moleculares que preceden a la muerte celular por la falta de NGF es un aumento 

transitorio en la concentración de EOR mismo que puede ser evitado por la adición de 

superóxido dismutasa, que promueve la sobrevivencia neuronal. (Greenlund 1995).  

 Los sistemas agentes antioxidantes son capaces de bloquear la muerte celular inducida 

por compuestos como etopósido, glucocorticoides o eliminación de glutatión. Sin 

embargo, no en todas las situaciones ocurre, por ejemplo en la muerte celular provocada 

por FasL o staurosporina. (Ratan 1994). Ya que durante el proceso apoptótico el 

potencial de membrana mitocondrial cae y como consecuencia el transporte electrónico 

se ve afectado, no sería sorprendente que estos eventos condujeran a un aumento colateral 

de las EOR. Por lo anterior y aunado a que en condiciones de bajo oxígeno 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 apoptótico. Sin embargo, esta versión ha sido debatida por otros 

grupos, puesto que se han demostrado que aún en condiciones de baja concentración de 

oxígeno la producción de EOR no se detiene, y por el hecho que los sistemas 

antioxidantes protegen de diversos estímulos de muerte celular (Clanton 2007; Mollen 

2007).  

 Un punto de vista mas conciliador es el que sostiene que en ciertas situaciones y en 

ciertos tipos celulares las EOR pueden actuar como moléculas que si bien activan la 

maquinaria de muerte, estrictamente no forman parte de este proceso. 

 De entre las proteínas que participan regulando la muerte celular, bcl-2 es la que mas ha 

sido relacionada con el estrés oxidativo. La sobre-expresión 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 al antagonizar a los sistemas pro-

apoptóticos y a la producción de EOR. 

 La regresión de la cola durante la metamorfosis de Rana rugosa ha sido durante muchos 

años un modelo de muerte celular programada. En este modelo, células musculares, 

nerviosas, epiteliales, mesenquimáticas, y formadoras de cartílago entre otras, sufren de 

muerte celular de manera masiva. Hanada en 1997 demostró que durante la regresión de 



la cola, ocurre un aumento en la actividad de SOD y una disminución en la catalasa, 

situación que presumiblemente podría ser responsable de generar los niveles aumentados 

de peróxido de hidrógeno que se han reportaron durante este fenómeno (Hanada 1997). 

 En el laboratorio del Dr. Luis Covarrubias se han encontrado evidencias que apoyan la 

participación de las EOR durante la muerte celular, no solo en sistemas in vitro sino 

también in vivo. 

 El β-mercaptoetanol (βME; HO-CH2-CH2-SH), es un componente indispensable para el 

mantenimiento in vitro de células ES. Al ser éste un agente reductor, se proponía que su 

función protectora consistía en evitar la acumulación intracelular de EOR. La Dra. 

Susana Castro observó que al retirar el βME 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, el efecto protector del βME no puede ser igualado por la adición de otros 

agentes antioxidantes, bien sea porque el βME posee otra función además de la propuesta 

o que los antioxidantes adicionados no tienen la capacidad para suplir del todo la función 

del βME. Adicionalmente, también reportó que tanto la catalasa como la superóxido 

dismutasa adicionadas exógenamente son capaces de promover la sobrevivencia de 

células ES cuando son expuestas al ácido retinoico (Castro-Obregon 1996).  

 Un recurrido modelo para el estudio para la muerte celular programada ha sido el 

cultivo in vitro de estructuras embrionarias de ratón. En nuestro laboratorio se 

establecieron cultivos organotípicos embrionarios para la extremidad (Salas-Vidal 1998), 

el paladar (Cuervo 2002) y el cordón espinal (Sánchez-Carbente 2005), modelos que 

recapitulan la muerte celular de las regiones interdigitales, la línea media y de neuronas 

motoras, respectivamente. Utilizando el cultivo de extremidades, hemos reportado que la 

adición de antioxidantes exógenos tales como fenol, el DMSO (Salas-Vidal 1998) y el 

EUK-134, una molécula sintética que posee actividad tanto de superóxido dismutasa 

como de catalasa (Schnabel 2006), promueven la sobrevivencia celular en las regiones 

interdigitales. Así también, el EUK-134 evita la muerte de motoneuronas en cultivos del 

cordón espinal (Sánchez-Carbente 2005).  

 Por otra parte, se detectó la expresión de las tres superóxido dismutasas (SOD1, SOD2 y 

SOD3), catalasa y glutatión peroxidasas en la extremidad en desarrollo, que 

interesantemente disminuyen su expresión en las regiones interdigitales, justo cuando 

ocurre un aumento drástico en la concentración de EOR (Schnabel 2006). El ácido 

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



nucleares que promueven la transcripción de genes involucrados en varios procesos 

morfogenéticos. Cuando se adiciona exógenamente a cultivos de extremidad, se genera 

un aumento de muerte celular en las regiones más distales del digito e interdígito, que 

esta asociada a un aumento de EOR así como a una disminución en la actividad de 

peroxidasa (ver anexo I). El mercaptosucinato, un inhibidor especifico para las glutatión 

peroxidasas, genera un aumento de la muerte celular principalmente en la punta de los 

dígitos. Dentro de la familia de las glutatión peroxidasas solo la isoforma de lípidos 

(Gpx4) se expresa en la extremidad en desarrollo, por lo que se plantea que juega un 

papel importante para el control de la muerte celular en esta estructura (Schnabel 2006). 

 El Dr. Salas reportó por primera vez la presencia de EOR durante el desarrollo 

embrionario del ratón (Salas-Vidal 1998). Utilizando anaranjado de acridina para develar 

muerte celular y MTT o DCF-DA para estrés oxidativo, observó que varias regiones 

embrionarias presentan un sobrelape en estos patrones. En estas zonas se encuentran las 

regiones interdigitales (12.5 dpc), las crestas y la línea de fusión durante la formación del 

paladar (14.5 dpc), la retina (10.5 dpc), en la línea de fusión para la formación del 

esternón (13 dpc), la vesícula ótica (que dará origen al oído; 9.5 dpc), la zona de unión 

entre el epitelio neural y el de superficie (8.5 dpc), el surco entre el proceso nasal lateral y 

el primer arco branquial (10.5 dpc), los folículos 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 el cordón espinal en desarrollo existe una relación 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 (Sánchez-

Carbente 2005). 

La evidencia experimental generada en nuestro grupo apoya la noción de que la 

producción de EOR forma parte normal del desarrollo embrionario permitiendo la 

activación de la maquinaria de muerte celular. En consecuencia, el regular tanto la 

producción como la degradación de los productos parciales de reducción del oxígeno 

resulta vital para establecer la homeostasis celular. Consecuentemente surge la pregunta: 

¿como es que aumentan los niveles de EOR in vivo? Existen al menos tres posibilidades, 

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



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

ocurran simultáneamente.  
 

6.- La catalasa y su participación en la muerte celular programada. 
 

La catalasa es una proteína compuesta por cuatro subunidades iguales de 60 

KDa, donde cada subunidad posee un grupo hemo unido al sitio activo (Fita 1985). 

Esta enzima cataliza la descomposición de peróxido de hidrógeno en agua a través de 

dos diferentes mecanismos: el modo catalítico y el peroxidativo. En modo catalítico 

toma dos moléculas de peróxido, una cede electrones oxidándose a oxígeno molecular 

mientras que la otra gana electrones reduciéndose a agua. En el modo peroxidativo 

utiliza varios metabolitos como donadores electrónicos para la reducción de H2O2, 

tales como etanol, metanol, ácido fórmico 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 fisiológicas (Deisseroth 1970). Ya que el 

H2O2 es capaz de inactivar a las SODs mientras que el superóxido hace lo mismo con 

la catalasa, se ha propuesto que estas enzimas son mutuamente protectivas (Pigeolet 

1990). La catalasa se localiza principalmente en peroxisomas pero se ha encontrado 

en mitocondrias de tejido cardiaco (Radi 1991), en el espacio extracelular del 

oviducto (Lapointe 1998), y en el citosol de eritrocitos (Nagababu 2003). Su 

distribución, sumada a la aparente falta de señales consenso para el importe hacia 

mitocondria o secreción, sugiere que podría existir más de un gen para catalasa, como 

lo reporta Dickerman en 1968. Sin embargo, con la información obtenida a partir de la 

secuenciación del genoma del ratón, es posible ratificar que solo existe un gen para 

esta enzima, llamado cas-1, el cual se localiza en el cromosoma 2 (Reimer 1994). A 

nivel de regulación génica, existen dos locus, Ce1 y Ce2, capaces de controlar la 

actividad enzimática de la catalasa en hígado y riñón respectivamente (Grieshaber 

1975; Hoffman 1974). Adicionalmente, existen varias proteínas capaces de unirse a la 

región 3´ no traducida del mensajero de la catalasa, que presumiblemente participan 

controlando su tasa de traducción (Reimer 1996). En mamíferos, la catalasa se 

expresa de manera constitutiva durante la vida adulta, aunque sus niveles pueden 

variar significativamente de órgano a órgano, encontrándose en hígado los niveles 

mas altos aunque también figuran el riñón, pulmón y eritrocitos (Percy 1984). Para 

comprender si la catalasa regula los niveles de EOR durante el desarrollo 



embrionario, es importante establecer su presencia y los niveles de expresión durante 

este periodo. Desafortunadamente, existen pocos estudios al respecto. Sin embargo, se 

ha documentado la presencia del mensajero de la catalasa en hígado de ratón a partir 

de día 8 de gestación el cual aumenta hasta el día 18, aunque los niveles de actividad 

en este periodo son relativamente bajos. No es sino hasta después del nacimiento 

donde ocurre un aumento drástico en la actividad enzimática, misma que se asocia 

con la vida aerobia del ratón (el-Hage 1990). Otra manera de evaluar el papel de la 

catalasa como modulador de EOR durante el desarrollo embrionario se deriva de 

estudios de pérdida así como de ganancia de función. En el ser humano existe una 

enfermedad asociada a la falta de catalasa, la acatalasemia. Los primeros casos de esta 

padecimiento fueron reportados en Suiza y Japón desde los años setentas (Hirono 

1995). Las personas que sufren de esta enfermedad desarrollan ulceraciones orales y, 

en casos más severos, gangrena alveolar y pérdidas dentales. Hoy día se reconoce que 

no es estrictamente acatalasemia sino que tienen disminuidos los niveles de actividad 

enzimática. También se han aislado cepas de ratones hipoacatalasémicos cuya niveles 

de catalasa varían dependiendo del tejido (Ogata 1991). La cepa de ratón mas afectada 

es la Cs1b que a pesar de poseer actividades de catalasa del 1, 20 y 85% en eritrocitos, 

riñón e hígado respectivamente en relación a ratones normales, no presentan algún 

fenotipo observable. En la mosca de la fruta se han aislado alelos realmente 

acatalasémicos que manifiestan debilidad y letalidad días después de haber 

eclosionado de la pupa (Griswold 1993). Desafortunadamente, en estos estudios no es 

posible revelar su papel durante el desarrollo embrionario temprano debido a lo que se 

conoce como herencia materna, donde el embrión obtiene ARN mensajeros de la 

madre, de los que se derivan proteínas, entre ellos la catalasa. 

Aunado a lo anterior y de manera importante la catalasa ha demostrado 

proteger de muerte celular generada por varios agentes que promueven daño al ADN 

(Bai 2003; Hiraku 1996), por radiación UVA/B (Bertling 1996; Rezvani 2008; 

Rezvani 2006), S-nitrocisteína (Bonfoco 1995), dietilmaleato (Li, P. F. 1997), cadmio 

(Oh 2006), ceramida (Iwai 2003; Kannan 2004), menadiona (Starke 1985; Starke 

1985), dexametasona (Tome 2003), hiperglicemia y angiostencina II (Brezniceanu 

2007), por xantina/xantina oxidasa (Li, P. F. 1997; Rubin 1984), glucosa/glucosa 

oxidasa (Starke 1985), lipoproteína de baja densidad oxidada (Lin 2004), niveles 

tóxicos de dopamina (Luo 1998), por la activación al receptor de Fas (Kasahara 



1997), TRAIL (Perez-Cruz 2007), TGF-β1 (Islam 1997) y en un modelo transgénico 

para la diabetes en ratón, la sobreexpresión de catalasa protege a las células renales 

tubulares de apoptosis (Brezniceanu 2008). Se ha reportado la presencia de peróxido 

de hidrogeno en el fluido del blastocele que parece mediar la muerte de células de la 

masa interna del blastocisto, ya que al adicionar catalasa se evita su eliminación 

(Gramzinski 1990). Los datos anteriores demuestran que el peróxido de hidrógeno 

genera una respuesta apoptótica en varios sistemas celulares, y que 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 el 

desarrollo embrionario es la regulación negativa de los sistemas antioxidantes, por lo 

que 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. 

 



JUSTIFICACIÓN. 
 

 Aun cuando existen numerosas evidencias in vitro que demuestran que las 

EOR son capaces de activar la maquinaria de muerte celular, hace falta realizar 

estudios in vivo para demostrar que efectivamente ocurre de manera fisiológica. Los 

resultados obtenidos en nuestro laboratorio sugieren que el aumento de EOR 

observado durante el 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 sea la sobrevivencia 

o la muerte celular. Específicamente este proyecto contempla, la modificación de la 

expresión genética de la catalasa como medio para modular los niveles de EOR tanto 

in vitro como in vivo, analizando su repercusión 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 carácter constitutivo de esta enzima, puesto que a la fecha del establecimiento de 

este proyecto se reporta su expresión en todos los tejidos analizados, exceptuando el 

páncreas (Lenzen 1996). En segundo lugar, la catalasa posee una eficiencia de 

degradación de sustrato en el rango milimolar, una de las mas altas encontradas en la 

naturaleza, demostrando actuar a concentraciones altas de peróxido, situación 

propuesta cuando se genera estrés oxidativo. Ya que durante la muerte celular se han 

reportado niveles elevados de EOR, la catalasa podría contender más eficientemente 

que otras enzimas antioxidantes al actuar de modo catalítico. Adicionalmente, como 

se ha expuesto anteriormente, la catalasa ha demostrado proteger de varios estímulos 

que promueven la muerte celular. Puesto que uno de los objetivos de ese trabajo era 

realizar estudios de pérdida de función, fue importante el disminuir en lo posible el 

efecto de redundancia funcional por otras enzimas relacionadas, resultando ser la 

catalasa una buena opción ya que en mamíferos solo existe un gen para esta enzima 

(Reimer 1994). Así, el eliminar y/o aumentar los niveles enzimáticos de catalasa 

permitirá entender la participación de esta enzima en la degradación del peróxido de 

hidrógeno tanto in vivo como in vitro y consecuentemente, en procesos celulares 

como la muerte celular. Adicionalmente, los resultados podrían contribuir a esclarecer 

algunos aspectos de enfermedades donde se ha involucrado a la catalasa. 

 



HIPÓTESIS. 
 

 La pérdida de función de la catalasa conducirá a un estado pro-oxidante 
predisponiendo a las células a morir por apoptosis y por el contrario, su sobre-
expresión disminuirá los niveles de peróxido de hidrógeno confiriendo resistencia a 
agentes que promuevan la muerte celular mediada por EOR. 

 

OBJETIVOS.  
 

 OBJETIVO GENERAL. 
 

Modificar la expresión genética de la catalasa como medio para modular los 

niveles de EOR tanto in vitro como in vivo, analizando su repercusión en la muerte 

celular programada. 
 
 OBJETIVOS PARTICULARES. 
 
1.- Determinar el patrón de expresión de la catalasa durante el desarrollo embrionario 
del ratón. 
 

2.- Generar una cepa de ratones mutantes nulos para catalasa con el fin de establecer 
si esta enzima es importante para el desarrollo embrionario, así como para regular los 
niveles de EOR y por ende la muerte celular programada. 
 

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

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

 
 



RESULTADOS. 
 

1.- El patrón del ARNm de la catalasa se restringe a zonas específicas durante el 
desarrollo embrionario. 

 

Para determinar de manera general la presencia del transcrito de la catalasa 

durante el desarrollo embrionario del ratón, realizamos estudios de RT-PCR en el 

periodo de 8.5 a 15.5 dpc. Comenzamos a partir del día 8 dpc por las complicaciones 

metodológicas que involucra la cantidad de muestra sin contaminación de tejido 

materno en estadios más tempranos y hasta el día 15 dpc, puesto que ya existen reportes 

de expresión en etapas posteriores. El ARNm de la catalasa está presente en todos los 

estadios analizados, aunque sus niveles disminuyen ligeramente conforme avanza el 

desarrollo embrionario hasta 14.5 dpc, y aumentan drásticamente en 15.5 dpc (Fig. 5A). 

Con el fin de establecer si existe expresión 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 están presentes en los 

estadios analizados, el correspondiente a SOD3 fue único en variar cuantitativamente, 

disminuyendo su expresión a los 10.5 dpc (Fig. 5A). 
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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 S11, que 

corresponden a las etapas de 11.5-13.5 dpc. Dichos estadios comprenden etapas 

importantes de formación de la extremidad, como son la diferenciación entre las zonas 

digitales e interdigitales, la identidad e individualización de las falanges tanto por 

muerte celular como por crecimiento (Salas-Vidal et al 1999). El ARNm de catalasa se 

expresa en todos los estadios analizados de la extremidad, siendo más abundante en 

consideración con el embrión entero en su respectiva etapa del desarrollo. Al igual que 

en los estudios de embriones enteros, los transcritos para SOD1 y SOD2 están presentes 

sin variar significativamente. Sin embargo, el transcrito para SOD3 no se expresa en S8, 

aparece en S9 y disminuye en S10 y S11. Cabe destacar que los niveles de las SODs en 

la extremidad no están enriquecidos comparado con los estudios en embriones enteros 

(Fig. 5B). Una vez establecida la presencia del mensajero de la catalasa durante el 

desarrollo embrionario, decidimos determinar los lugares de expresión por medio de 

estudios de hibridación in situ en embriones enteros y en la extremidad en desarrollo. 

Inicialmente se introdujo un fragmento de 609 pb perteneciente al ADNc de la catalasa 

en el vector pKS-bluescript. Este vector permitió realizar la transcripción in vitro del 

fragmento clonado para producir un ARN complementario al ADNc de la catalasa 

(antisentido) y marcado con digoxigenina. Un fragmento que posee la misma 

orientación del ADNc de la catalasa e igualmente marcado con digoxigenina (fragmento 

sentido), fue utilizado como control negativo de la hibridación in situ. Para corroborar 

la especificidad de las sondas empleadas, se ensayaron en fragmentos de hígado adulto, 

órgano donde la catalasa se expresa abundantemente. Solo la sonda antisentido generó 

una señal de expresión, demostrando así que puede ser utilizada para los estudios de 

hibridación in situ (Fig. 6A). Fue posible observar expresión en la línea media de fusión 

del paladar en estadio 14 dpc y en tejido pulmonar de 16.5 dpc (Fig. 6B-C). Debido a la 

poca difusibilidad de la sonda en el tejido de embriones tardíos, solo fue posible realizar 

este análisis en etapas de hasta 10.5 dpc. Así, encontramos expresión del transcrito de la 

catalasa en el epiblasto a los 7 dpc, zona de la cual se desarrollara el embrión (Fig. 6D). 

En estadios de 8.5 y 9.5 dpc su localización es constitutiva y en el estadio de 10.5 dpc, 

se encuentra enriquecido en la zona cefálica, el primordio de las extremidades, el primer 

arco branquial y el espacio entre somitas (Fig. 6E-G). Con el fin de determinar si la 

presencia del ARNm observada por RT-PCR e hibridación in situ corresponde a la 
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presencia de la proteína, se realizaron geles de actividad específicos para catalasa [1] en 

estadios embrionarios 9.5-13.5 dpc (Fig. 6H). Los resultados indican que existe 

actividad de catalasa en todas las muestras analizadas, y que esta actividad se enriquece 

conforme avanza el desarrollo embrionario. Cabe mencionar que la falta de definición 

de la banda de catalasa en estos geles puede deberse a posibles modificaciones post-

traduccionales en la proteína [2] y/o a que este tipo de geles se realizan en condiciones 

no desnaturalizantes. 

Empleando hibridación in situ en la extremidad en desarrollo del ratón, 

observamos que el ARNm de la catalasa esta presente de manera constitutiva en 

estadios tempranos, restringiéndose mas tarde a la zona interdigital, justo antes de que 

ocurra la muerte celular (Fig. 7A). En el estadio S10, está enriquecido en la región mas 

distal del digito, mientras que se encuentra ausente en la zona interdigital justo donde 

aparece la muerte celular. En el estadio S11, se encuentra delimitando la región del 

digito y el interdígito. Realizando un sobrelape de los patones de muerte celular y de la 
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expresión del ARNm de la catalasa observamos que son mutuamente excluyentes (Fig. 

7C). Los estudios de hibridación in situ fueron apoyados observando la actividad 

enzimática en extractos de extremidades. La actividad está presente en todos los 

estadios analizados, particularmente enriquecida en la etapa S8, donde también se 

observa la señal más intensa por hibridación in situ (Fig. 7D). 
 

2.- Generación de un ratón deficiente en catalasa. 
 

 Los resultados anteriores sugieren que la catalasa pudiera participar delimitando 

la producción de estrés oxidativo y por consecuencia la muerte celular programada 

durante el desarrollo embrionario. Para probar esta hipótesis nos dimos a la tarea de 

eliminar el gen codificante para esta enzima en ratón. Llevamos a cabo lo que se conoce 

como “gene targeting”, donde utilizando recombinación homóloga en células ES, 

sustituimos un fragmento de la región genómica de la catalasa por el cassete de 
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selección “PGKNeoloxPA”. Este cassete contiene al gen que confiere resistencia a 

geneticina (neor) bajo la dirección del promotor del gen de la fosfoglicerato kinasa 

(PGK), aunado a una señal de poliadenilación en la región 3´. La geneticina (G418) es 

un antibiótico aminoglicósido similar a la gentamicina B1 y que bloquea la síntesis 

proteica al inhibir la etapa de elongación tanto en células procariontes como 

eucariontes. El gen neor codifica para la enzima aminoglicósido 3-fosfotransferasa, 

capaz de cortar a la geneticina, impidiendo así su efecto sobre la traducción y por lo 

tanto sirve para seleccionar aquellas células que han integrado el gen. Aunado a lo 

anterior, el cassete posee secuencias flanqueantes loxP, que son sitio de reconocimiento 

para la recombinasa Cre, permitiendo así la expulsión del cassete del genoma. 

El segmento del locus genómico de la catalasa que se eliminó es un fragmento de 6.2 

Kb, que contiene a los exones 4, 5, 6 y parte del 7. En esta región están codificadas las 

α-hélices 3-7 y las β-plegadas 2-6, y además contiene uno de los tres aminoácidos 

importantes para la conformación del sitio activo (Fig. 8). 
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El primer paso para realizar este objetivo fue la construcción de un vector de 

recombinación homóloga (ver material y métodos pg. 68; Fig. 9A) que posteriormente 

fue introducido por electroporación en células ES. 24 horas más tarde comenzó la 

selección de aquéllas células que incorporaron la construcción molecular por su 

resistencia a geneticina, manteniéndose así el cultivo por 15 días hasta la formación de 

colonias. 500 colonias fueron analizadas por Southern-blot empleando sondas 

específicas para ambos lados del locus geonómico de la catalasa. Se identificaron tres 

clonas (BH1, BH10 y DG3) que resultaron positivas para el evento de recombinación 

tanto del extremo 5´ como del 3´ (Fig. 9B). 
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 Ya 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, está asociada a un porcentaje bajo de aneuploidías, se determinó el cariotipo de 

las tres clonas aisladas. 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 segregación del gen mutante 

(Fig. 10).  

 
Así, se obtuvo un ratón heterócigo para la mutación en el gen de catalasa, amplificando 

su población bajo un fondo genético de la cepa C57. Mas tarde, aquellos heterócigos 
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fueron cruzados entre sí para obtener ratones homócigos (cas-/-). De estas cruzas se 

determinó que ratones homócigos para la mutación son viables, dado que nacen en la 

proporción mendeliana correcta 1:2:1 (Fig. 10B). Al analizar algunos tejidos de ratones 

homócigos comprobamos que la mutación fue efectiva al no observar actividad alguna 

en geles para catalasa (Fig. 10C). En un análisis preliminar, encontramos que no hay un 

aumento significativo en la actividad de peroxidasa en varios tejidos del ratón cas-/-, lo 

cual disminuye la posibilidad de que estas enzimas pudieran subsanar la falta de 

catalasa (Fig. 10C).  

 El fenotipo y el alcance de vida de los ratones cas-/-, aparentemente son 

normales. Aún cuando hacen falta repeticiones para corroborar algunas observaciones 

realizadas en ratones homócigos, es conveniente mencionarlas para tenerlas en cuenta al 

tratar de explicar la asociación entre la falta de catalasa y el fenotipo resultante. Se 

observaron algunos individuos presentando lesiones en todo el cuerpo, debilidad 

muscular y actividad física disminuida. A nivel celular, se realizaron cortes semifinos 

de tejido hepático, donde aparentemente existe un aumento en el número celular sin que 

haya un incremento en el tamaño del órgano (dato no mostrado). Por lo que podemos 

concluir que la catalasa no es necesaria para que el desarrollo embrionario del ratón se 

lleve a cabo de manera normal y que su falta no afecta la vida adulta de manera 

importante, por lo menos bajo condiciones de mantenimiento estándar. 
 

3.- Producción de un ratón transgénico para catalasa. 
 

 Aunado a la pérdida de función, realizamos estudios de ganancia de función de 

catalasa como una segunda alternativa para poder modificar el estado redox celular. 

Como se mencionó anteriormente, existen evidencias en la literatura que demuestran 

que la catalasa es capaz de evitar o disminuir la muerte celular en varios modelos, 

presumiblemente a través de suprimir la generación de EOR. El ratón cas-/- tiene la 

desventaja que solo en los lugares de expresión de catalasa es donde pudiera observarse 

un efecto en la concentración de EOR, sin embargo un ratón que sobre-exprese catalasa 

en todos los tejidos pudiera tener un efecto mas drástico y generalizado. Para esto 

creamos dos vectores de sobre-expresión para esta enzima, utilizando un promotor 

híbrido de naturaleza constitutiva, el citomegalovirus/β-actina de pollo (CMV/CBA), 

mismo que se empleó en la realización del ratón verde fluorescente [3]. Este promotor 
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dirige la transcripción del ADNc de la catalasa humana seguida por una señal de 

poliadenilación proveniente de la hormona de crecimiento bovino (pCatP; Fig. 11A). 

 
 “KANL” es una secuencia consenso que posee la catalasa humana en la región 

carboxilo terminal, siendo suficiente y necesaria para su ubicación en el peroxisoma. 

Cuando esta señal no esta presente el sistema de transporte al peroxisoma no la 

reconoce y consecuentemente se localiza en el citosol [4]. Ya que una isoforma 

citosólica pudiera ser mas eficiente en degradar al peróxido de hidrógeno proveniente 

de otras fuentes que no sean el peroxisoma, es que eliminamos por PCR mutagénico la 

secuencia ¨KANL¨ en el ADNc de la catalasa para la generación del ratón transgénico 

(pCatC; Fig. 11A). Ambas construcciones fueron introducidas por transfección 

transitoria a células 293T (línea celular proveniente de cultivos de riñón humano 

embrionario), para después analizar la expresión 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 construcción pCatC a embriones de 

ratón. Esta unidad reportó que tras varios intentos solo pudo generar un solo ratón 

transgénico. Después de corroborar el genotipo y amplificar su población realizando 

cruzas en la cepa C57, fue posible observar la actividad enzimática de catalasa en varios 
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tejidos (Fig. 11C). De estos, el corazón fue el único órgano que presentó un aumento 

significativo mientras que los niveles en cerebro e hígado solo se incrementaron 

ligeramente.  
 

4.- Sobre-expresión de enzimas antioxidantes en células ES. 
 

 Con el fin de determinar si catalasa es capaz de proteger a células ES de 

estímulos que generen muerte celular, decidimos construir vectores moleculares 

adecuados para la selección de clonas de células ES que sobre-expresen a esta enzima. 

Inicialmente, se introdujo el cassete PGKNeoloxPA a los vectores pCatP y pCatC, que a 

su vez se incorporaron a células ES mediante electroporación, para finalmente proceder 

a su cultivo en presencia de geneticina durante 15 días (Fig. 12A). De 60 colonias que 

fueron analizadas individualmente en geles de actividad para catalasa, se seleccionaron 

tres por cada construcción que contenían los niveles más altos para realizar los 

experimentos posteriores (Fig. 12B). 
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 Cabe mencionar que un 50 % de las colonias analizadas fueron resistentes a geneticina 

pero no sobre-expresaron catalasa. Los resultados de sobre-expresión fueron 

corroborados por inmunocitoquímica en las diferentes clonas, utilizando un anticuerpo 

específico para la catalasa (Fig. 12C). En la imagen se observa un patrón punteado en 

las células ES silvestres, debido presumiblemente a la localización peroxisomal de esta 

enzima, mientras que aquellas transformadas con las construcciones, el patrón es 

aparentemente citosólico, incluso para pCatP, en donde se esperaba un patrón 

peroxisomal. Lo anterior puede obedecer a una saturación en el sistema de transporte al 

peroxisoma debido a la alta producción de esta enzima. 
 

 4.1.- Células ES que sobre-expresan catalasa se protegen del 
peróxido de hidrógeno. 

 

 Una vez aisladas y caracterizadas por su alto contenido en catalasa, estas líneas 

celulares se sometieron a varias condiciones que promueven muerte celular en células 

ES, como la falta de suero y de β-MEOH, la presencia de peróxido de hidrógeno, 

menadiona, o staurosporina (Fig. 13).  
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 Todas las condiciones empleadas generan muerte celular eficientemente tanto en 

las células ES silvestres como en aquellas transgénicas, con excepción del peróxido de 

hidrógeno que induce muerte en las células ES pero no en la línea transgénica que 

expresa la forma citosólica (CatC). Esta línea es 2.5 veces más resistente que la forma 

silvestre, incluso mas que la forma peroxisomal (Fig. 13C). Estos resultados se 

confirmaron por citometría de flujo empleando la incorporación de yoduro de propidio 

como marcador de células muertas (Fig. 14). La adición de zVAD.fmk, un inhibidor de 

caspasas de amplio espectro, no es capaz de evitar la muerte celular por peróxido de 

hidrógeno, menadiona o staurosporina, sugiriendo que estos agentes promueven muerte 

celular independiente de caspasas en células ES. 

 

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

 

Ya que se ha propuesto que la menadiona promueve muerte celular a través de la 

generación de EOR (Singh 2007), y dado que la sobre-expresión de catalasa no es capaz 

de proteger a las células ES, es que decidimos corroborar si bajo esta condición existe 

estrés oxidativo por medio de la tinción con un agente redox sensible, el dihidroetidio 

(DHE; Fig. 15). Así mismo, como control positivo empleamos paraquat, un herbicida 

que genera superóxido. Ambos agentes son capaces de promover tanto la generación de 

EOR como muerte celular en células silvestres (Fig. 15), sin embargo, la sobre-

expresión de la catalasa es capaz de inhibir solo la generación de estrés oxidativo por 

estos compuestos. Aunado a lo anterior, EUK-134 una molécula que posee actividad de 

superóxido dismutasa y catalasa, en presencia de menadiona evita el 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 otra vía aun no caracterizada.  

 

 4.3.- La sobre-expresión de la catalasa citosólica evita la muerte celular 
programada en el cuerpo embrioide. 

 

 Puesto que en el modelo in vitro de la formación de los cuerpos embrioides 

ocurre muerte celular abundante y que, como se expuso anteriormente, el estrés 

oxidativo podría participar regulando positivamente al proceso de muerte celular, es que 

decidimos formar cuerpos embrioides a partir de las líneas que sobre-producen catalasa 

(Fig. 16). Dada la importancia del protocolo a seguir para una buena formación de los 

CE, en este trabajo ensayamos varios y es que hacemos hincapié en aquel que en 

nuestras manos resultó el más adecuado (ver material y métodos). Brevemente, este 

protocolo consiste en permitir la agregación de las células ES en cajas de cultivo por 3 

días (D3+0). Posteriormente se despegan sutilmente los agregados para colocarlos en 

suspensión en cajas bacteriológicas por el tiempo que dure el cultivo. Utilizando este 

protocolo de diferenciación, estimamos que el proceso de muerte celular comienza en el 

séptimo día (D3+4) y finaliza mayoritariamente al décimo día de formación (D3+7). Se 

produjeron cortes semifinos de 200 cuerpos embrioides, tanto de la línea silvestre como 
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de aquellas que sobre-producen catalasa, y se clasificaron de acuerdo a la etapa de 

desarrollo de los mismos. Así, en el estadio D3+7 solo un 6.2% de los CE formados a 

partir de la línea de células ES silvestres no presentan muerte celular estando el resto en 

etapas más avanzadas (Fig. 16B-C). Aquellos derivados de la isoforma peroxisomal 

(Catp) presentaron un retraso en el desarrollo del cuerpo embrioide, con un porcentaje 

del 36.6% que no contienen muerte celular y no figurando cuerpos embrioides císticos. 

Comparativamente la gran mayoría (84.5%) de los CE derivados de la línea citosólica 

(Catc) no presentaron muerte celular. Este efecto se mantuvo incluso 13 días después de 

formados los CE de la línea Catc  (D3+10; dato no mostrado). Seis líneas de células ES 

que sobre-expresan catalasa, 3 de la isoforma citosólica y tres de la peroxisomal 

presentaron el mismo fenotipo, sugiriendo que el efecto de no cavitación se debe al 

transgen y no al evento de inserción de éste en algún lugar del genoma.  

 Varios investigadores proponen que se requiere de una diferenciación correcta 

tanto de las células del endodermo como del ectodermo para que ocurra la muerte 

celular en el cuerpo embrioide [5]. Una posibilidad es que en las líneas que sobre-

producen catalasa se haya afectado la diferenciación y por consecuencia la muerte 

celular, por lo que nos dimos a la tarea de analizar la expresión de los marcadores Bmp2 
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y Fgf5, que se han utilizado para evidenciar diferenciación hacia endodermo y 

ectodermo, respectivamente. Realizando estudios 

de RT-PCR observamos expresión de Bmp2 y 

Fgf5 en los cuerpos embrioides provenientes 

tanto de la línea silvestres como de aquellas que 

sobre-expresan catalasa (Fig. 17).  
 

Estos resultados aunados a la morfología celular 

en cortes semifinos de cuerpos embrioides 

indican que el proceso de diferenciación no se 

afectó por la sobre-expresión de esta enzima. 

Puesto que la única función que se le ha atribuido 

a la catalasa es la eliminación de peróxido de 

hidrógeno, los resultados anteriores sugieren que 

en los CE se genera esta especie reactiva como 

una señal para promover muerte celular. 
 

 4.4.- El peróxido de hidrógeno rescata parcialmente la muerte celular por 
efecto de sobre-expresión de catalasa.  

 

 El EUK-134 es un compuesto que posee actividad antioxidante de 

catalasa/superóxido dismutasa y que ha sido utilizado para inhibir la acumulación de 

EOR. Por ello utilizamos este compuesto para tratar de corroborar el efecto de no 

cavitación por la sobre-expresión de  catalasa. Sometimos a cuerpos embrioides 

silvestres a varias concentraciones  de EUK-134, rangos tomados a partir de curvas de 

toxicidad en células ES así como de reportes previos donde demuestran protección 

antioxidante por este compuesto (Sánchez-Carbente 2005). Para analizar su efecto, 

realizamos conteos morfológicos de cuerpos embrioides expuestos al EUK-134 en 

cortes semifinos (Fig. 18).  

 Al octavo día, un 28.5% de los CE tratados con EUK-134 presentaron muerte 

celular comparado con un 55% observado aquellos cuerpos embrioides sin tratar. Por lo 

que el EUK-134 al igual que la sobre-expresión de catalasa es capaz de inhibir o retrasar 

el proceso de muerte celular en el CE. Por el contrario, al adicionar peróxido de 

hidrógeno al medio de cultivo, observamos un aumento del 15% en la proporción de los 

CE que presentan muerte celular así como de aquellos que están císticos (Fig. 18). Al 

aplicar el mismo tratamiento  de peróxido a cuerpos embrioides derivados de la línea 
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Catc, se incremento drásticamente la proporción de aquellos que presentan muerte 

celular, de un 2.1% a un 56.1%. Interesantemente, este aumento en muerte celular se 

observó mayoritariamente en las células centrales del CE, sugiriendo que estas 

presentan una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo. Así, el aumento de 

antioxidantes como catalasa y EUK-134 o la exposición a peróxido de hidrógeno 

generan un efecto opuesto, sugiriendo que las EOR participan regulando positivamente 

la muerte celular en este modelo. 

 

 4.5.- Sobre-expresión de superóxido dismutasa en el cuerpo embrioide. 
 

En el laboratorio, la Lic. Sandra Gómez construyó un plásmido que posee las 

secuencias necesarias para la expresión de la proteína verde fluorescente fusionada a la 

superóxido dismutasa 1 (GFP-SOD1; Fig. 19A). Este vector se transformó inicialmente 

en células COS-7 (línea derivada de riñón de mono) para comprobar la actividad de 

SOD1 y más tarde en células ES, para seleccionar tanto en ensayos de Western-blot 

como en geles de actividad para SOD, a aquellas clonas que contenían los niveles más 

altos de la proteína recombinante (Fig. 19B-C). 
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Utilizando estas líneas de células ES transgénicas, se generaron cuerpos 

embrioides analizando su morfología en cortes semifinos al octavo y décimo día de 

desarrollo. (Fig. 19C). Al octavo día es visible una reducción en el tamaño y cierta 

desorganización celular en el CE que sobre-expresan GFP-SOD1. Sin embargo, al 

décimo día no se observan diferencias perceptibles con respecto a los silvestres. 

Interesantemente, la sobre-expresión de SOD1 no es capaz de evitar la muerte celular 

que ocurre en el centro del CE, sugiriendo que el superóxido no es el radical 

responsable de activar la maquinaria de muerte celular. 

 

 4.6.- Presencia de especies de oxigeno reactivas en el cuerpo embrioide. 
 



 17 

 Debido a que la adición de catalasa o EUK-134 inhiben la apoptosis en el CE, es 

de suponer que ocurre la producción de EOR como una señal para activar  la maquinaria 

de muerte celular. Por tanto, decidimos corroborar lo anterior a través de teñir cuerpos 

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 día de 

desarrollo, etapa donde la formación de la cavidad casi ha terminado. Es de notar que 

temporalmente la producción de EOR precede a la muerte celular ya que este proceso se 

evidencia hasta el octavo día.  

Una pregunta necesaria que nos planteamos fue el tratar de determinar cual era 

la fuente de producción de EOR en el CE. Y para contestarla empleamos dos 

inhibidores, la rotenona y el DPI (Iodonio de difenilo), el primero actúa sobre el 

complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial y el segundo inhibe a las NADPH 

oxidasas. Ambos agentes fueron incluidos en el medio de cultivo durante el desarrollo 

del CE, analizando su efecto mediante la tinción para EOR con DHE (Fig. 20B-C). Así, 

solamente con rotenona fue posible observar una disminución dosis-dependiente sobre 
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la tinción con DHE, sugiriendo que la fuente principal de EOR es la cadena respiratoria 

mitocondrial. 
 

        4.7.- La participación de caspasas durante la cavitación del cuerpo embrioide. 
 

Con la idea de corroborar la falta de muerte celular en los CE que sobre-

producen catalasa, es que realizamos estudios de inmunocitoquímica utilizando como 

marcador de apoptosis, un anticuerpo que reconoce específicamente la forma activa de 

la caspasa 3. En el CE silvestre, se observa una señal enriquecida en la parte central. Sin 

embargo, en aquellos que sobre-expresan catalasa no se detectó señal alguna. (Fig. 

21A).  
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Como se expuso anteriormente, las caspasas son proteasas que participan de 

manera activa durante el proceso apoptótico. Joza y colaboradores (2001) han sugerido 

que las caspasas no son necesarias para la muerte celular en este modelo, puesto que 

cuerpos embrioides mutantes nulos en caspasa 9 o caspasa 3 cavitan de manera normal. 

Esta suposición pudiera ser errónea debido a la posible redundancia funcional entre 

caspasas. Así, en este trabajo probamos esta hipótesis cultivando cuerpos embrioides 

silvestres con qVD, otro inhibidor de caspasas de amplio espectro pero más estable que 

zVAD, y analizamos su efecto en cortes semifinos a los 10 días de desarrollo (Fig. 

17B). La adición de qVD disminuye la señal por inmunocitoquímica para caspasa 3 (Fig. 

21A), y reduce la proporción de cuerpos embrioides que contienen muerte celular de 58 

a un 20% a los 10 días de desarrollo. Es de notar que la mayoría de los CE tratados con 

este inhibidor contienen una masa celular sólida central mientras que otros se expanden 

a pesar de no presentar apoptosis. (Fig. 21B). Interesantemente, se detectó la presencia 

de EOR en los CE tratados con qVD, indicando que su producción es anterior a la 

activación de las caspasas. Bajo este tratamiento, los núcleos teñidos con DHE se 

observan completos y colocalizando mejor con la tinción para núcleos con sitoxgreen 

(Fig. 21C). Así, estos datos sugieren, en contraste a lo que propone Joza y 

colaboradores, que las caspasas son necesarias para que ocurra la muerte celular en el 

CE. 
 

 4.8.- La función de Aif durante el proceso de cavitación del cuerpo embrioide.  
 

 Siguiendo con la idea de establecer la vía por la cual el estrés oxidativo 

promueve muerte celular, enfocamos nuestra atención en Aif. Aif es una flavoproteína 

evolutivamente conservada que se encuentra asociada a la membrana interna 

mitocondrial. De manera natural esta proteína juega un papel importante en la cadena 

respiratoria mitocondrial, pero bajo un estímulo de muerte celular Aif se transloca al 

núcleo para inducir la condensación de la cromatina y la fragmentación a larga escala 

del ADN [6]. Varios investigadores han propuesto a la vía de muerte celular inducida 

por Aif como independiente de caspasas ya que estas proteasas no son necesarias para 

que Aif se transloque al núcleo. Por otra parte, se ha descrito la presencia de Aif durante 

la cavitación en el CE (Joza 2001). Una posibilidad es que durante este proceso ambas 

vías funcionen de manera independiente. Sin embargo, el estrés oxidativo es el común 

denominador ya que al inhibirlo por la sobre-expresión de catalasa se abate la muerte 
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celular. Para contar con más elementos que permitan entender la participación de Aif y 

las EOR en el proceso de cavitación, es que inicialmente tratamos de establecer si el 

estrés oxidativo es una señal que desencadena la liberación de Aif. Por ello sometimos a 

células ES a un estímulo de peróxido de hidrógeno estableciendo la localización de Aif 

por inmunocitoquímica (Fig. 22A).  

 
Así, el peróxido de hidrógeno es una señal que permite la translocación de Aif al núcleo 

y, contrariamente la sobre-expresión de catalasa la evita. En el CE ocurre un fenómeno 

similar, donde Aif se transloca al núcleo en las células mas centrales como lo reporta 

Joza (2001), pero nuevamente la sobre-producción de catalasa inhibe su movimiento 

(Fig. 22B). Lo anterior sugiere que la translocación de Aif es el resultado de la 
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producción de estrés oxidativo. Cabe resaltar que en presencia de qVD, Aif sigue 

translocándose al núcleo, reafirmando que este funciona en una vía independiente de 

caspasas y señalando que ambas ocurren durante la muerte celular en el cuerpo 

embrioide. 

 Haciendo una comparación entre Aif y la base de datos del Gene Bank resultó 

que esta proteína posee similitud con las NADH oxidasas de bacterias, y mas aún en 

ensayos funcionales in vitro, presenta actividad generadora de superóxido [7]. Con el 

fin de discernir si el propio Aif es la fuente del estrés oxidativo, teñimos cuerpos 

embrioides derivados de células ES nulas para Aif con DHE (Aif -/y, Fig. 22D). Estos 

cuerpos embrioides presentan una producción normal de estrés oxidativo, lo cual 

sugiere que las EOR actúan por encima de la vía de Aif y por lo tanto, no son 

consecuencia de la actividad de esta proteína.  

 Joza reporto en el 2001 que cuerpos embrioides derivados de células ES Aif -/y no 

presentan muerte celular y por lo tanto no cavitan, sugiriendo que la activación de la vía 

de Aif es indispensable para el proceso de cavitación. Sin embargo, Brown y 

colaboradores demostraron a través de varias estrategias, que Aif no es necesario para el 

proceso de cavitación en el CE, ni para la formación de la cavidad proamniótica en el 

embrión [8]. Según Brown, la discrepancia entre ambos reportes pudiera obedecer a 

diferencias en el protocolo empleado para la diferenciación de los CE.  

 Ya que nosotros empleamos las mismas células ES Aif -/y, nos dimos a la tarea de 

ratificar estos resultados. En nuestras manos, los CE derivados de células ES Aif-/y 

cavitan de manera normal (Fig. 22C). Lo que nos lleva a concluir que la activación de la 

vía de Aif, aun cuando ocurre no es indispensable, y que el mecanismo principal por el 

cual se genera muerte celular en el CE es dependiente de caspasas. 

Lo anterior nos permite sugerir que el estrés oxidativo, en particular el peróxido 

de hidrógeno, es una señal que promueve muerte celular durante el proceso de 

cavitación en el CE a través de activar tanto la vía de Aif como aquella dependiente de 

caspasas.  

DISCUSION Y PERSPECTIVAS. 
 
1.- El patrón de expresión de catalasa. 

 
Los resultados de este trabajo arrojan la noción de que la catalasa se expresa 

abundantemente durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, considerando los 

resultados que se obtuvieron y aquellos ya publicados, queda por analizar el período que 
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abarca desde la etapa de blastocisto hasta el séptimo día de desarrollo. Dado que el 

patrón de expresión fue determinado utilizando la presencia del transcrito de la catalasa, 

queda por establecer si realmente este es indicativo de la presencia de la proteína, ya 

que la observación que se realizó fue solo a través de geles de actividad. Una alternativa 

para esclarecer de manera definitiva el patrón de expresión de esta enzima antioxidante 

puede ser por medio de generar ratones “knock-in”,  donde se introduciría por “gene 

targeting” un gen reportero en fase como el de la proteína verde fluorescente bajo el 

promotor endógeno de la catalasa. Si esta GFP tuviera una señal consenso a peroxisoma 

este ratón podría emplearse para realizar estudios ya sea de biogénesis de peroxisomas o 

aquellos que involucran a los llamados proliferadores de peroxisomas que generan 

cáncer hepático en ratón [9]. 
 

2.- La pérdida de catalasa. 
 

 La finalidad de los estudios de expresión fue constatar la presencia de enzimas 

antioxidantes para sustentar 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 Sánchez constatan la presencia 

tanto de superóxido dismutasas, peroxidasas y catalasa durante el 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 hipótesis que propone que la ausencia de los sistemas antioxidantes pudiera 

contribuir a un aumento en el estrés oxidativo es todavía viable. Sin embargo, hacen 

faltan estudios tanto de pérdida como de ganancia de sistemas antioxidantes para 

comprobar si son indirectamente causantes del estrés oxidativo. Por lo anterior, es que 

nos dimos a la tarea de generar el ratón nulo para catalasa. Ho y colaboradores también 

llevaron a cabo estudios de pérdida de catalasa en ratón [10]. Sus observaciones son 

iguales a las nuestras, donde ratones cas -/- no presenta fenotipo alguno, pero reportan 

que existe una disminución en la actividad de transferencia electrónica en la cadena 

respiratoria mitocondrial sin poder explicar el porqué de este fenómeno.  

 Es interesante que no haya habido ninguna consecuencia por la eliminación del 

gen de catalasa, siendo esta una proteína que se expresa abundantemente durante el 

desarrollo embrionario. La redundancia funcional de los sistemas antioxidantes pudiera 

ser la causa de la falta de fenotipo, por lo que sería 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 ratón cas-/-, creemos que es necesario determinar si 

la concentración de EOR se modificó durante el desarrollo embrionario de estos 

ratones, particularmente en la extremidad.  

 En la actualidad, nuestra hipótesis al 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 

metabólico, debido a su enriquecimiento en microcuerpos del tejido hepático. Varios 

sistemas enzimáticos que operan en el peroxisoma generan como subproducto H2O2, en 

particular durante la β-degradación de ácidos grasos de cadena larga. Durante periodos 

de hambruna o en ejercicio prolongado, la degradación de ácidos grasos es importante 

para la generación de energía, actuando por igual tanto en la mitocondria como en el 

peroxisoma. Por lo que la catalasa podría ser importante bajo estas condiciones 

promoviendo la degradación del H2O2 y de esta manera evitar el daño oxidativo a los 

sistemas multienzimáticos 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 metabólica peroxisomal, como son el ejercicio 

y la administración de proliferadores de peroxisomas. Estos últimos son drogas de tipo 

fibratos (ácidos carboxílicos anfipáticos), que al unirse a los llamados receptores 

nucleares activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) inducen la 

transcripción de genes que codifican para proteínas peroxisomales. Estos PPARs han 

sido relacionados a diferentes procesos como diferenciación, metabolismo, inflamación, 

cicatrización y conversión neoplásica [11]. 

 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 síndrome de Zellweger, una enfermedad recesiva autosomal, no poseen 

peroxisomas y presentan niveles altos de ácidos grasos de cadena larga. Los síntomas 

incluyen: retardación psicomotora, disfunción hepática, hipotonía y/o pérdida de la 

visión. Este síndrome es letal a edades tempranas. Una vía metabólica faltante en estos 

individuos es la producción de plasmalógenos (glicerofosfolípidos en los que una de las 

dos cadenas acil está unida al glicerol por un enlace éter alquenil y enriquecidos en 

órganos como el corazón, sistema nervioso, riñón y gónadas), siendo presumiblemente 

la causa de los desordenes neurológicos presentados por estos individuos. En un grupo 
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de complementación de este síndrome, la catalasa se localiza en el citosol al parecer 

debido a un problema en el sistema de importe al peroxisoma. El posible aumento de 

H2O2, debido a la falta de catalasa, provoca daño oxidativo de los componentes 

multienzimáticos peroxisomales, ya que el reintroducir esta enzima a fibroblastos de 

estos pacientes, restablece el metabolismo normal en estos microcuerpos [12]. Así, los 

síntomas de Zellweger pudieran ser presentados en ratones cas -/-, aunque de manera 

superficial no son evidentes. Por lo que se vuelve interesante y necesario llevar a cabo 

experimentos donde se analice en metabolismo peroxisomal en ratones cas -/-, para 

comprobar si la falta en catalasa verdaderamente recapitula lo observado en la 

enfermedad de Zellweger. 

 De los estudios de pérdida de función de los sistemas antioxidantes resaltan el de 

Gpx4, γGcs, Trx1, Trx2, TrxR1 y TrxR2, cuya mutación 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 aún 

por analizar el efecto de estas mutaciones sobre la generación de estrés oxidativo y 

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

3.- Ganancia de la catalasa en ratón. 
 

 La unidad de transgénesis de la Universidad de Georgia, encargada de 

microinyectar la construcción molecular reportó que tras varios intentos solo pudo 

derivar un ratón transgénico. Debido a la naturaleza constitutiva del promotor 

empleado, una posibilidad es que la sobre-expresión de catalasa en todos los tejidos 

pudiera ser letal para el desarrollo embrionario y aquel que sobrevivió lo hizo gracias al 

carácter restrictivo de la expresión.  

Durante un insulto de hipoxia/ reoxigenación, fenómeno que ocurre en algunas 

afecciones cardiacas, se ha reportado la producción de EOR y muerte celular de células 

del miocardio. Empleando un promotor especifico para dirigir la expresión de catalasa a 

músculo cardiaco Chen y colaboradores reportaron un aumento de 60 veces mas 

catalasa, observando que esto aminora algunos síntomas que se presentan durante la 

hipoxia/reoxigenación como son: reducción en la fuerza contráctil y ritmo cardiaco, la 

arritmia y las alteraciones morfológicas [14].  

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

metastático de células pancreáticas, induciendo muerte celular al parecer por inhibición 
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de la síntesis de ADN. También ha sido empleada para promover un fenotipo diabético 

en el ratón. Empleando el promotor de insulina para dirigir la expresión de catalasa a las 

células β-pancreáticas (lugar donde los niveles endógenos 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 el efecto diabesogénico de la estreptozocina 

[15].  

Schneider en el año 2005, generó 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 disminución en cardiopatías, en el 

desarrollo de cataratas y en la producción de H2O2, así como un aumento en la vida 

media y máxima. El corazón, músculo esquelético y cerebro fueron los tejidos donde se 

observó sobre-expresión. Cabe destacar que este grupo utilizó el mismo promotor que 

empleamos nosotros para la sobre-expresión de catalasa citosólica. Este grupo comenta 

también la naturaleza de mosaicismo en el patrón de expresión de catalasa en estos 

ratones indicando que una expresión amplia podría resultar letal para el desarrollo 

embrionario [16].  

Recientemente se publicó un estudio de sobre-expresión empleando 80 Kb de la 

región genómica que contiene al gen de la catalasa y sus secuencias regulatorias, al 

parecer sin observar fenotipo alguno [17]. Con esa estrategia, se obtuvieron niveles 

elevados de expresión 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 apagaría sin poder evaluar un efecto sobre la producción de EOR y muerte 

celular. Por lo anterior, una posibilidad seria el realizar ensayos de microinyección de la 

construcción de sobre-expresión, 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 líneas de células ES que sobre-expresan 

catalasa. Inicialmente haciendo quimeras, que de entrada la contribución al tejido nos 

hablaría de si la sobre-expresión de catalasa tendría algún efecto selectivo.  

 La sobre-expresión de otros sistemas antioxidantes se ha llevado a cabo pero 

siempre con expresión restringida a ciertos órganos o tejidos. Estos estudios apoyan la 

noción que los mecanismos antioxidantes son importantes para evitar el daño oxidativo 
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sin embargo, no se ha analizado su efecto sobre la producción de EOR durante el 

desarrollo embrionario. 
 

4.- Sobre-expresión de la catalasa en las células ES. 
 

A pesar de observar un incremento importante en la 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 proteína. Es interesante que a 

pesar de presentar aparentemente la misma actividad y el mismo patrón de expresión de 

catalasa entre las isoformas peroxisomal y citosólica (Fig. 12), exista una respuesta 

diferencial al H2O2 y en el efecto en la cavitación del CE. Por lo que se pudieran llevar a 

cabo estudios de fraccionamiento bioquímico analizando la actividad de catalasa tanto 

en microcuerpos como en el citosol, para así establecer si es que la localización es 

responsable de esta discrepancia.  

De los agentes o condiciones empleadas para promover muerte celular en células 

ES, solo del H2O2 se protegen las células que sobre-expresan catalasa. Al ser el peróxido 

de hidrógeno el substrato natural de la catalasa es de esperar tal protección. Lo anterior 

indica que la falta de suero y de β-ME, así como menadiona o staurosporina son 

capaces de activar la maquinaria de muerte celular independiente de la generación 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 generación de EOR. En este trabajo demostramos que efectivamente si 

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 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 producción 

EOR. Para probar esta hipótesis, se podrían realizar los mismos ensayos cuantificando 

la muerte celular a tiempos más cortos. 

En el mismo sentido de lo previamente reportado por la Dra. Susana Castro, 

encontramos que la sobre-expresión de catalasa no es capaz de subsanar la falta de β-

ME en células ES. El β-ME es un agente capaz de reducir puentes disulfuro, mecanismo 

por el cual estaría ejerciendo su actividad protectora en las células ES. Una posibilidad 
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es que el β-ME pudiera estar reduciendo de manera específica a ciertas proteínas 

afectando su función y por ende promover sobrevivencia. La adición de sistemas 

antioxidantes no necesariamente afectaría la reducción de estas moléculas blanco por lo 

que ambos sistemas no funcionarían al mismo nivel, explicando así el efecto no 

protector de sobre-expresar catalasa. Puesto que el β-ME es un factor indispensable en 

el cultivo de las células ES, se vuelve interesante el estudiar el mecanismo por el cual es 

capaz de promover  sobrevivencia. Para poder identificar tales proteínas, se podrían 

realizar estudios de proteomica donde ya sea en presencia o ausencia de β-ME, se 

observe el perfil proteico en geles bidimensionales, señalando así las proteínas sensibles 

a la falta de β-ME. Una vez identificadas se llevarían a cabo una serie de experimentos 

para comprobar si estas son responsables de la sobrevivencia de las células ES. 

Por otra parte, zVAD no es capaz de promover sobrevivencia de células ES 

expuestas al peróxido de hidrógeno, menadiona o staurosporina inclusive bajo la sobre-

expresión de catalasa, señalando que estos agentes generan muerte celular por una vía 

independiente de caspasas. Sin embargo creemos que es importante repetir estos 

resultados con otros inhibidores de caspasas más estables como es el caso del qVD. 

Cabe destacar que bajo el efecto del peróxido de hidrógeno, Aif se transloca de la 

mitocondria al núcleo en células ES, sugiriendo que esta podría ser la vía alterna al de 

las caspasas para promover muerte celular. Seria interesante probar esta hipótesis al 

exponer células ES Aif-/y a estos agentes y bajo la presencia del inhibidor de caspasas, 

observando su efecto en la muerte celular. 
 

5.- Sobre-expresión de la catalasa en el cuerpo embrioide. 
 

En el modelo del CE, ocurre tanto el proceso de diferenciación como muerte 

celular. Se ha propuesto que la muerte celular de las células centrales del CE es 

dependiente de una correcta diferenciación, inicialmente hacia endodermo y la 

generación de la lámina basal, y posteriormente hacia el ectodermo con la formación del 

epitelio columnar. En este sentido, la ausencia de varias proteínas durante la formación 

del CE, tales como  integrina β1 [18], FGF [19], y BMPs (Coucouvanis 1999) generan 

un efecto de no cavitación en el CE, fenómeno que responde mas a un efecto sobre 

diferenciación que en muerte celular. 

El desarrollo del CE es un sistema que nos permitió evaluar la participación de 

las EOR en el proceso de muerte celular. Así, encontramos que la sobre-expresión de 
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catalasa en el CE (CE-Cat+) es capaz de prevenir la cavitación sin afectar el proceso de 

diferenciación. 

Fue importante encontrar producción de EOR en el CE y que este aumento está 

relacionado a la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial. Sin embargo, es 

posible que este aumento en EOR también pudiera estar obedeciendo a una disminución 

de los sistemas antioxidantes en las células centrales del CE. Durante el rescate del 

fenotipo de no cavitación en los CE-Cat+ por H2O2, observamos que las células centrales 

del CE son las que se ven mas afectadas, sugiriendo que estas pudieran estar bajo una 

condición, que las sensibiliza a la muerte celular. La disminución de los sistemas 

antioxidantes podría ser tal condición, por lo que se vuelve interesante analizar la 

presencia o ausencia de las principales enzimas antioxidantes durante el proceso de 

cavitación del CE. 

Siguiendo con la idea de sobre-expresar enzimas antioxidantes en el CE, 

demostramos que la expresión de SOD1 no afecta la cavitación, aunque es importante 

considerar que los niveles de actividad pudieran no ser suficientes. Por otra parte, en 

una condición donde aumente SOD1 pero que estén disminuidas las actividades 

removedoras de H2O2, los niveles de este último aumentarían promoviendo así la muerte 

celular, por lo que se vuelve 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 proteína verde-fluorescente, de 

4 dpc, etapa donde se forma la cavidad proamniótica. Este objetivo no fue posible 

realizarlo debido a la inaccesibilidad del embrión, la poca tasa de difusión del DHE, la 

baja proporción de células que mueren y la rapidez con que se lleva a cabo este proceso. 

En este punto valdría la pena volver a intentar estos mismos experimentos ya con más 

experiencia.  

Al fusionar los blastómeros de un embrión de dos células por electrofusión, se 

genera un embrión 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 extra-embrionario, permitiendo que el embrión se derive en su 

totalidad, de las células ES introducidas [20]. Por lo que una manera de evaluar si el 
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fenómeno de no cavitación en el CE por catalasa se recapitula in vivo, es produciendo 

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 vías: la independiente de caspasas representada por la 

translocación de Aif al núcleo, y aquélla dependiente de caspasas, siendo esta última 

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

 
Una pregunta que queda por resolver es ¿cual es el mecanismo molecular por el 

cual el peróxido de hidrógeno es capaz de activar la maquinaria de muerte? Una 

posibilidad es que la producción de EOR pudiera tener como efecto inmediato la 

peroxidación de lípidos en las membranas mitocondriales, llevando a la pérdida de 

potencial y a su permeabilización, permitiendo que factores pro-apoptóticos como 

citocromo c y Aif se liberen con sus subsecuentes consecuencias.  

Y por otra parte, ¿A través de qué mecanismo se activa el programa que conduce 

a la generación de estrés oxidativo y a la muerte celular de las células centrales del CE? 

Se ha propuesto la pérdida de adhesión con la lámina basal como una señal que activa a 
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la muerte celular, aunque también podría ser la falta de factores tróficos que promuevan 

la sobrevivencia de las células centrales al no diferenciar a células del epiblasto. El 

factor de respuesta a suero (SRF) es un factor transcripcional que tras unirse al elemento 

de respuesta suero (SER) en regiones promotoras, permite la transcripción de genes 

blanco. Este factor ha sido relacionado con procesos como proliferación y 

diferenciación. Sin embargo, en células ES promueve sobrevivencia a través de inducir 

la expresión de genes antiapoptóticos como bcl-2 y bcl-xL. Al expresar ectópicamente 

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 los niveles de bcl-2, presentan muerte 

celular de manera no regulada y no cavitan [21]. Por lo que no seria sorprendente 

encontrar señales extracelulares que pudieran estar regulando la expresión o actividad 

del SRF para que tanto la sobrevivencia como la muerte celular ocurran de manera 

normal en el CE y posiblemente durante la formación de la cavidad proamniótica.  

Hasta la fecha no existen evidencias contundentes para establecer si las EOR son 

una causa o consecuencia del proceso apoptótico durante el desarrollo embrionario. Sin 

embargo en base a los resultados obtenidos en este trabajo, demostramos que el estrés 

oxidativo, en particular el peróxido de hidrógeno, es una señal necesaria para la 

activación de la maquinaria de muerte celular en el modelo del CE, y proponemos que 

esto pudiera ocurrir in vivo durante la formación de la cavidad proamniótica.  
 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1.- Purificación de ARN total.  

 
Soluciones: 
 
- Solución D:      p/ 50 ml: 

Tiocianato de guanidina 4M  23.632 gr 
Citrato de sodio 25mM pH 7  1.25 ml de 1M 
Sarcosil 0.5%    2.5 ml de 10% 
Agua-DPC    28 ml 
β-mercaptoetanol    7.2µl por ml de sol D (añadir al momento) 
 

- Etanol 95% 
- Acetato de Sodio 2M, pH 4 
- Fenol saturado con agua 
- Cloroformo : alcohol isoamilico 24:1 
- Isopropanol 
- Etanol 75 % 
 
Metodología. 
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1) Disectar el tejido e inmediatamente colocarlo en hielo seco. 
2) Pulverizar en mortero con ayuda de nitrógeno líquido. 
3) Adicionar 0.1 ml de acetato de sodio 2M pH 4 y mezclar bien por inversión. Añadir 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 a 4oC. Tomar la fase 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 -
20oC. Centrifugar 10 min. a 10,000 x g a 4oC y descartar el sobrenadante. 
6) Lavar con etanol al 75% y secarlo exactamente 5 min. al vacío. 
7) Disolver el ARN en 0.3 ml de solución D y precipitar con 0.3 ml de isopropanol por 30 min. a -20oC. 
Centrifugar 10 min. a 10,000 x g a 4oC 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 4oC. Descartar el sobrenadante y secar el pellet como en el paso 
anterior. 
10) Resuspender el pellet en 40 µl de H2O-DPC por cada 100mg de tejido inicial. Incubar el ARN de 10 
min. a 56oC. Mantener a -70oC. 
11) Cuantificar el ARN por diluir 1 µl en 1 ml de H2O (pH 7) y leer a 260 nm.  
12) Visualizar el ARN en un gel con formaldehído: 
  0.3 g de agarosa, 3 ml de MOPS 10X, 26 ml de H2O, fundir y añadir 1.5 ml de formaldehído al 
 37%. Buffer de corrida: MOPS 1X. 
 
2.- Reacción para hacer ADNc. 
Mezcla para ADNc por reacción en 30µl totales: 

- H20 bidestilada estéril (DEPC) 

- Buffer trancriptasa reversa 

- DTT (10 µM) 

- dNTPs (240 µM final) 

- Oligo dT (0.5 µg final) 

- Transcriptasa reversa (200 U) 

- ARN (1 µg) Antes de adicionarlo, calentar a 65oC por 5 min. y después en hielo 5 min. 

  - Incubar la reacción 2 hrs. a 37oC. 
 
3.- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
Mezcla para hacer PCR por reacción en 50µl totales: 

 3 µl de ADNc 
 5 µl de buffer PCR 10X 

 dNTPs (160 µM final) 

 Oligonucleótidos (adicionar 20 pmol, aproximadamente 200 ng). 

 Taq Polimerasa (5 U) 

Las PCRs en este estudio fueron realizadas con los siguientes oligonucleótidos 

Catalasa  

Oligo 5´: TACCTGTGAACTGTCCCTACCG  

Oligo 3´: GAATTGCGTTCTTAGGCTTCTC  
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Con un alineamiento de 57oC y con tiempos de 0.5, 1 y 1 minutos de separación, alineamiento y 
polimerización respectivamente. Producto de 411 pb. 
 
 HPRT 

Oligo 5´: CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG  

Oligo 3´: GTCAAGGGCATATCCAACAACAAAC  

Con un alineamiento de 57oC y con tiempos de 0.5, 1 y 1 min. Producto de 352 pb. 

 SOD1 

Oligo 5´: AGTATGGGGACAAATACACAAGG  

Oligo 3´: CAGTCAAAGCGTCACACAGTTAC 

Con un alineamiento de 56oC y con tiempos de 0.5, 1 y 1 min. 

 SOD2 

Oligo 5´: TCAACGCCACCGAGGAGA  

Oligo 3´: CCCCAGCAGCGGAATAAG 

Con un alineamiento de 59oC y con tiempos de 0.5, 1 y 1 min.  

 SOD3 

Oligo 5´: TGAGGCCTATTTCAGTCTG  

Oligo 3´: CATAGAGAGGTGTCTGGCG 

Con un alineamiento de 58oC y con tiempos de 0.5, 1 y 1 min.  

 BMP2 

Oligo 5´: AGACGTCCTCAGCGAATTTG  

Oligo 3´: GTTTGTGTTTGGCTTGACGC 

Con un alineamiento 50oC de y con tiempos de 0.5, 1.5 y 1 min. Producto de 719 pb. 

 FGF5 

Oligo 5´: AGGGGATTGTAGGAATACGAG  

Oligo 3´: CAGTGACGGTGAAGGAAAG 

Con un alineamiento de 55oC 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 sonicación de una suspensión celular en buffer de ruptura 
celular.  
 

Buffer de ruptura: 
- HEPES   (final 200mM) 
- DTT       (final 1mM) 
- Desferal (final 0.1mM) 
- En H2O 
- PMSF final 1mM (adicionar justo antes de usar) 

 (Por cada 1x106 células adicionar 20 µl de buffer de ruptura) 
 

- Una vez sonicadas, centrifugar a 14,000 rpm 10 min. a 4oC para después recuperar el sobrenadante. 
 

- La concentración proteica se midió a través del método de Bradford, realizando previamente una curva 
estándar con albúmina bovina para la calibración. 
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Curva Bradford 

 
ALBUMINA    (1mg/ml)                             H2O   Colorante Bradford 
 

    0 µl   800 µl    200 µl 
    4 µl   796 µl    200 µl 
    8 µl   792 µl    200 µl 
  16 µl   784 µl    200 µl 
  32 µl   768 µl    200 µl 
     Muestra          10 µl   790 µl    200 µl 
 

Gel nativo al 8% 
 

     Resolving gel   Stacking gel 
 

H2O     4.94 ml     2.2 ml 
Tris 2M pH= 8.9                 1.86 ml    567 µl 
Acrilamida al 40%   2.28 ml    567 µl 
Persulfato de amonio 10%   21.6 µl      17 µl 
TEMED                  14.4 µl        7 µl 
     TOTAL 9.11 ml                3.35 ml 
\ 

Buffer de corrida:       3 gr. Tris Base 
       14.4 gr Glicina 
    Para un litro sin ajustar el pH 
 

Colorante 5X                      para 10 ml:  
1 ml de glicerol 

  500 µl tris 2M pH= 9.8 
  2 mg de azul de bromofenol 
 

1) Se cargaron 150 µg de proteína por carril. 
2) Correr el gel a 150 V (~50 mA) por aproximadamente 2 hrs. 
3) Incubar el gel en metanol al 5% por 3 min. Lavar con agua de la llave. 
4) Incubar el gel en una solución de peróxido de hidrógeno al 0.03%.en agitación por 5 min. 
5) Pesar 1 gr de Cloruro férrico (FeCl2-6H2O), 1 gr de Ferrocianuro de potasio y disolver cada uno en 25  
    ml de H2O por separado. 
6) Retirar la solución de peróxido de hidrógeno y adicionar las soluciones anteriores al gel al mismo  
     tiempo. 
7) Incubar hasta revelar. 
 
5.- Hibridación in situ. 
A) Preparación de sonda de ARN de cadena sencilla. 

 Mezcla de reacción: 
 - Buffer de transcripción                4 µl 
 - Plásmido linearizado  1 µg 
 - NTPs-Digoxigenina  2 µl 
 - DTT 0.1M   2 µl 
 - Inhibidor de RNAsa  40 U 
 - ARN polimerasa  20 U 

     Total 20 µl 
 

1) Incubar a 37ºC por 2 hrs. 
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2) Añadir 100 µl de H2O-DPC y precipitar adicionando 10 µl de LiCl 4M más 300 µl de etanol absoluto, 
incubando 30 min. a -20ºC. 
3) Centrifugar por 10 min. a 14,000 rpm a 4ºC. 
4) Lavar el pellet con etanol al 70%. 
5) Disolver el pellet en 100µl (a 0.1µg/µl). 
6) Correr un minigel con 5 µl de transcrito (La banda de ARN debe ser de 5 a 10 veces mas intensa que el 
ADN). 
7) Almacenar la sonda a –20ºC. 
 

B) Preparación de embriones. 
 

     PBT: PBS con 0.1% Tween-20 (solución estéril). 
 
1) Sacrificar al ratón por dislocación cervical y disectar los embriones.  
2) Inmediatamente colocar los embriones en PFA. 
3) Fijar de 4 hrs. a temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC. 
4) Lavar y deshidratar los embriones como sigue: 
   PBT    5 min.  4ºC 

PBT    5 min.  4ºC 
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 -20ºC 

 

C) Protocolo de hibridación in situ. 
 

 - Llevar a cabo todos los pasos en tubos eppendorf cónicos de 2 ml con baja agitación.  

 - Por tubo usar 1 ml de solución. 

1) Rehidratar como sigue: 
metanol/PBT 75%  5 min.  TA 
metanol/PBT 50%  5 min.  TA 
metanol/PBT 25%  5 min.  TA 
PBT    5 min.  TA 
PBT    5 min.  TA 

2) Blanquear los embriones con: 
              6% de H2O2 en PBT  1 hr.   

PBT    5 min.   
PBT    5 min.   
PBT    5 min.   

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 70oC con:     
 50% formamida 
 5X SSC 
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 ARN de levadura (50 µg/ml) 
 1% SDS 
 Heparina (50µg/ml) 
5) Hibridar con solución de prehibridación más 10µl del ARN marcado toda la noche a 70oC. 
6) En los lavados posteriores se emplean estas 4 soluciones: 
 Solución 1:  50% formamida  
   SSC 5x pH 4.5 
   SDS1% 
 

 Solución 2: NaCl 0.5M 
   Tris-HCl pH 7.5 10mM 
   Tween-20 0.1% 
 

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

 TBST 10x:   Para 100 ml: 
   8 gr NaCl 
   0.2 gr KCl 
   25 ml de Tris-HCl 1M pH= 7.5 
   10 ml Tween-20 

  Autoclavear y diluir a 1x, adicionar levamisol (0.48mg/ml) el día de uso. 
 

Emplear el siguiente esquema de lavado: 
Solución 1    30 min.  70oC 

 Solución 1/Solución 2 (1:1)  10 min.  70oC 
 Solución 2    5 min.  TA 

Solución 2    5 min.  TA 
Solución 2    5 min.  TA 
Solución 3    30 min.  TA 
Solución 3    30 min.  TA 

 TBST     5 min.  TA 
TBST     5 min.  TA 
TBST     5 min.  TA 
 

7) Prebloquear los embriones incubándolos con 10% suero en TBST de 2-3 hrs. 
8) Preabsorber el anticuerpo con polvo de embrión. Polvo de embrión: 3 mg de polvo de embrión en 
0.5ml de TBST, 30min. a 70oC con agitación, colocar en hielo por 5 min. Adicionar 5 µl de suero de 
oveja mas 1µl de anticuerpo anti-DIG, agitar suavemente por 1hr a 4oC, remover el sobrenadante a un 
tubo fresco y diluirlo a 2 ml con TBST/suero 1%. 
9) Remover el TBST/suero 10% de los embriones, remplazar con el anticuerpo preabsorbido e incubarlo 
toda la noche a 4oC. 
10) Al día siguiente lavar con: 
 

TBST    5 min   
TBST    5 min   
TBST    5 min   

  TBST    1 hr 
  TBST    1 hr 
  TBST    1 hr 
  TBST    toda la noche 
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11) Continuar lavando con NTMT 
 

 NTMT:  100mM NaCl  
  100mM Tris-Hcl pH9.5 

50mM MgCl2 
  0.1%Tween-20 
  2mM levamisol 
  (Hacer la solución al día 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 3.5µl NBT/ml y 3.5µl BCIP/ml, en agitación leve por 20 min. protegiendo de 
la luz. 
14) Dejar de 1hr a toda la noche en la oscuridad hasta que se observe la señal (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 4oC. 
 
 

6.- Cultivo celular 
 

Soluciones: 
 

Medio DMEM (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 el pH a 6.9 con ácido clorhídrico 1N. Aforar a un litro con agua y 
esterilizar por filtración a través de una membrana de acetatos con poro de 0.22µm. 
 
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 solución stock al 1% del cual solo se diluirá al 0.1% con 
agua bidestilada estéril antes de usar. 
 
PBS (Phosphate Buffer Saline): 
 8 gr de NaCl 
 0.2 gr de KCl 
 1.44 gr de NaHPO4 
 0.2 gr de KH2PO4 
Disolver en 900 ml de agua bidestilada estéril, aforar a 1 litro y filtrar a través de 0.22µm. 
 
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 0.22µm. Esta solución 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 
una dilución de tripsina al 10% con verseno (0.25 %). 
 
βME 1000X (β-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 a través de 0.22µm, alicuotar y mantener a 4oC. 
 
1000X FIAU (1-[2-deoxy, 2-fluoro-β-D-arabinofuranosil]-5-ioduracil): se prepara el stock a una 
concentración final de 200µM. Preparar una solución intermedia (100 mM) adicionando 338 mg de FIAU 
a 8 ml de PBS. Para obtener la solución de FIAU completamente disuelta, adicionar unas gotas de NaOH 
5N. Una vez disuelta, aforar a 10 ml con PBS. Dividir en alicuotas y mantener a –20oC. Preparar el stock 
1000X por adicionar 100 µl de 100 mM FIAU a 50 ml de PBS. Si el FIAU aun precipita, adicionar NaOH 
5N hasta disolver. Después de mezclar, esterilizar por filtración a través de 0.22µm, alicuotar y mantener 
a –20oC.  
 
Medio STO/ Feeder:  
  7%  Suero Bovino Fetal (SBF; GIBCO) 
  1X GPS 
  El resto es de DMEM. 
 

Medio M15:  15% SBF 
 1X GPS 1X aminoácidos no esenciales (GIBCO, Cat. 11140-50). 
  1X Piruvato de Sodio (GIBCO, Cat. 11360-070). 
  El resto es de DMEM 
 

Medio de congelación: 
 60% DMEM 
 20% de SBF 
 20% DMSO (Dimethyl sulphoxide, SIGMA, cat. D2650) 
 

Protocolos: 
 

Cubrir cajas  con gelatina. 
1) Cubrir la superficie de un numero apropiado 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 células. 
 
1) Remover el vial de células congeladas del contenedor y colocarlo en un baño a 37oC 
2) Transferir la suspensión 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.  
 
Expansión de células STO 
 

1) Crecer las células STO en un plato de 10 cm. previamente gelatinificado. Usar 10 ml de medio STO, 
incubar a 37oC, 5% de CO2.  
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 ml de medio STO para inactivar la tripsina, pipetear arriba y abajo varias veces para tener 
una suspensión de células bien separadas unas de otras. 
4) Centrifugar a 1000 rpm en una centrifuga de mesa. 
5) Descartar el sobrenandante y resuspender en 10 ml de medio STO. 
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6) Contar las células en cámara de Newbauer con 10µl de suspensión celular y 10µl de azul tripan 
(GIBCO, cat. 15250-061). El numero de células por cada cuadrante equivale a 0.1 µl de la suspensión por 
lo que hay que multiplicar por 20, 000 para tener el número de las células por ml. 
7) Subcultivar un décimo de la cantidad total (aproximadamente 1-1.5 x 106 células) en una caja de 10 
cm. 
 
Preparación 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 día siguiente, añadir 200 µl de Mitomicina por caja de 10 cm. Dejar que actué la droga por dos hrs. 
3) Subcultivar y sembrar en platos gelatinificados a una densidad de 76,000 células/cm2, o 1.5 x106 
células por caja de 6 cm. 
 
Cultivo de células ES. 
 

Subcultivo 
1) Cuando el cultivo este a confluencia, cambiar el medio.  
2) 4 hrs. después, lavar dos veces con PBS, adicionar tripsina (1.5 ml para caja de 6 cm. o 2 para caja de 
10cm) e incubar 10 a 12 min. a 37oC. 
3) Adicionar un volumen igual de tripsina, pipetear varias veces para disgregar las células. 
4) Pasar la suspensión a un tubo de 15 ml, y centrifugar a 1000 rpm 5 min. Descartar el sobrenadante y 
resuspender en 10 ml. 
5) Determinar el número celular y subcultivar (1.5-2 x106 células en caja de 6 cm. o 3-4 x106 en caja de 
10 cm.) en una caja con células alimentadoras y con medio M15. 
 
Transformación genética por electroporación. 
 

1) Linearizar el vector a transformar. Extraerlo con fenol/cloroformo y una vez más con cloroformo. 
Precipitar con 2.4 vol. de etanol, lavar con etanol al 70% y secar. Resuspender el ADN a 1µg/µl en 0.1X 
TE estéril. 
2) Remplazar el medio de cultivo de las células ES 4 hrs. antes. 
3) Colectar las células por tripsinización, resuspender en 10 ml de PBS y determinar el número celular. 
4) Colectar nuevamente por centrifugación, aspirar el sobrenadante y resuspender a una densidad de 
1.1x107 células /ml. 
5) Colocar 5µg de ADN en la pared interna de una cubeta de electroporación. Adicionar 0.9ml de la 
suspensión celular y mezclar suavemente (es importante no hacer demasiadas burbujas). Electroporar a 
230V, 500µF. 
6) Transferir el contenido de la cubeta a un tubo de 50 ml estéril. Adicionar 15 ml de M15 lentamente y 
resuspender uniformemente. Distribuir la suspensión en 5 platos de 10 cm. con células alimentadoras y 
colocarlas en la incubadora. 
7) Al día siguiente cambiar el medio para descartar los restos celulares. Para la selección utilizando 
neomicina, comenzar a adicionar el antibiótico 24 hrs. después de la electroporación y continuar hasta 
que las colonias puedan levantarse. Para la selección negativa con el casete HSV-TK utilizar FIAU 
comenzando a la par con la selección positiva. 
8) Cambiar el medio con la apropiada selección 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 días después de la electroporación. 
 
Selección de colonias. 
 

1) Remplazar el medio 4 hrs. antes, mientras tanto adicionar 25µl 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 hasta llenar la caja. 
4) Incubar a 37oC por 12 min. Durante este tiempo, preparar las células alimentadoras en caja de 96 pozos 
reemplazando el medio con 100µl de M15. 
5) Empleando una pipeta muticanal, adicionar 25µl de M15 por pozo a las colonias. Pipetear para 
disgregar las células. Transferir las colonias al plato con células alimentadoras preparadas anteriormente. 
Tomará de 3-5 días antes de que las células se puedan expandir. 
 
7.- Exposición de células ES a condiciones que promueven la muerte celular. 
 

 En la exposición al H2O2, menadiona, staurosporina y la falta de suero, los experimentos se 
realizaron sembrando 1x105 células/cm2 en cajas de 24 pozos (2x105 cels. por pozo) por triplicado. Se 
analizó el efecto después de 24 hrs. de exposición exceptuando la falta de suero que fue después de 72 
hrs. Para H2O2, menadiona y staurosporina se realizaron primeramente curvas de concentración para 
encontrar las más adecuadas que promuevan muerte celular en las células ES silvestres. Para la falta de β-
ME se sembraron 1.5x106 células en cajas de 6 cm., realizando el conteo a las 48 hrs. 
 
8.- Generación de cuerpos embrioides. 
 

1) Subcultivar las células ES a una densidad de 1.1 x 107 en un plato de cultivo de 10 cm. sin gelatina. 
Ahí permanecerán por 3 días, cambiando el medio cada 24 hrs. Este paso tiene como finalidad promover 
la formación de agregados celulares y al mismo tiempo disminuir la proporción de células STO en el 
cultivo. Para que los agregados se formen correctamente es importante no disminuir el número celular ni 
el tamaño de la caja de cultivo. 
2) Al cuarto día (D3+0) se deben observar claramente los agregados celulares, así como también la 
presencia de células endodermales en la periferia de los agregados. Despegar 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, es muy sensible a los movimientos 
bruscos. Partiendo de una caja de 10 cm. se derivan 13 a 15 cajas bacteriológicas. Es importante una 
dilución 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 bacteriológicas, permanecerán el 
suspensión por los días 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 vacía 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 bacteriológicas nuevas. 
 
9.- Construcción de vectores. 
 

Vector de recombinación homóloga 
 
 Este vector se construyo a partir de una librería genómica en el fago lambda que posee 
fragmentos del locus genómico de la catalasa perteneciente a la cepa de ratones 129. La Dra. Susana 
Castro subclonó 3 fragmentos en el vector pKS Bluescript llamándoles pCat1, pCat2 y pCat3 y que 
abarcan parte del gen como se ve en la siguiente figura: 
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Estos plásmidos se emplearon para aislar los brazos de homología (marcados en negro) así como 

para la obtención de sondas (regiones punteadas) para la identificación de colonias de células ES 
recombinantes.  
 Primeramente se subclonó el casete de TK (timidina cinasa; casete MC1TKpA: Hasty, P, et al 
1991. Nature(30): 243-246), partiendo del vector pUNIvec (Ramiro Ramírez Solís) en el vector pKS-
Bluescript usando los sitios BamHI-XbaI. A este nuevo vector se le denominó de recombinación. Mas 
tarde se aisló el brazo de homología 3´ del vector pCat3 (BglII-BamHI), y se subclonó en el vector de 
recombinación en el sitio de corte de BamHI. Se procedió a remover el sitio EcoRV del vector 
PGKNeoloxPA (Yuji Mishina), usando adaptadores ClaI-EcoRI, para permitir ver una diferencia en 
tamaños en el análisis de Southern-blot de las colonias de células ES resistentes a neomicina, Este casete 
de neomicina sin EcoRV fue cortado con XhoI y subclonado en el vector de recombinación en el sitio 
SalI. Finalmente se adiciono el brazo 5´, cortado con EcoRV, al vector de recombinación que fue cortado 
con XhoI y los extremos rellenados con la enzima Klenow. Para la transformación, el vector se linearizó 
con la enzima NotI. 
 
Vectores de sobreexpresión 
 
 Para la construcción de los vectores de sobre-expresión (pCATP y pCatC) se utilizo el promotor 

híbrido de citomegalovirus/actina (vector pCCALL) dirigiendo la expresión del ADNc de la catalasa de 

humano (vector pCAT10; American type culture collection), y la señal de poliadenilación de la hormona 

de crecimiento bovina (PGKNeobpA). La forma citosólica de la catalasa se generó eliminando la señal de 

importe al peroxisoma (KANL), localizada en la región 3´ terminal. Brevemente, se generó un producto 

de PCR de 465pb empleando como cebadores: 5´TACCTGTGAACTGTCCCTACCG3´, 

5´CACAGATCTGCCACTCCATGGCCG3´, y de templado el vector pCAT10. El primer 3´ contiene la 

secuencia que cambia el aminoácido lisina por el codón de término ámbar (AAG a UAG) y un sitio NcoI 

para facilitar la identificación del plásmido. Finalmente, el producto de PCR fue digerido con SspI-BglII 

y remplazó la secuencia 3´ de la catalasa en el vector pCATP. A ambas construcciones se les adicionó el 

casete de resistencia a Neomicina (PGKNeoloxpB, Yuji Mishina) para permitir la selección en las células 

ES. 
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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
⁎ Corresponding author. Fax: +52 73 17 2388.
E-mail address: covs@ibt.unam.mx (L. Covarrubias).

0012-1606/$ - see front matter © 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.
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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
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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-
Obregón and Covarrubias, 1996) among many other cell types.
It is also known that overexpressing antioxidant enzymes can
suppress apoptosis; for example, neurons overexpressing Sod1
display delayed apoptosis induced by Ngf removal (Greenlund
et al., 1995), and Tnfα-induced apoptosis is completely
suppressed by overexpressing Sod2 (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.e.,
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 (Sod1-3), the catalase gene (Cas1), 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-μm 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 μM), mercaptosuccinate (MS; 1–100 mM), or hydroperoxide (H2O2; 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 H2O2 (hydroperoxide) and either
40 μM 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%
KH2PO4, 0.115 Na2HPO4, 0.8% NaCl, 0.02% KCl, pH 7.4) stained with
AO at 5 μg/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 μg/ml
acridine orange (AO) and 1 μM 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-μm 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 μg) 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 5× (aperture
0.15), 10× (aperture 0.30), and 20× (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 μm
as the z-step.



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 μm.
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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 μg of total
RNA, and the resultant cDNA was subjected to PCR. To amplify a region
corresponding to the mRNA of Gpx1, Gpx2, Gpx3, Gpx4, Sod1, Sod2, Sod3,
and Cas1, the following primers were used: Gpx1 forward 5′-ACACCGCT-
TACTTTCTCCTCT and Gpx1 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 andGpx3 reverse
5′-CTTGCCCCTCTTTCTCGTCTT (expected product size, 169 bp); Gpx4 forward
5′-GCAATGAGGCAAAACTGA and Gpx4 reverse 5′-GGACGGCACGATAGA-
GAT (expected product size, 382 bp); Sod1 forward 5′-AGTATGGGGACAATA-
CACAAGG and Sod1 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); Cas1 forward
5′-TACCTGTGAACTGTCCCTACCG Cas1 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 Cas1
mRNA (gene bank accession number: BC013447); 152–490 of Sod1 mRNA
(gene bank accession number: BC048874); 235–574 of Sod2mRNA (gene bank
accession number: BC010548); 405–1004 of Sod3mRNA (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
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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
Fig. 2. Cell death upon autopod treatment with EUK-134. Limbs at S9 were culture
mimetic compound EUK-134. After 24 h in culture, cell death was evaluated by AO
methods). Reduction in cell death (bright dots) was observed in the interdigital areas
shown). Note that accompanying the reduction in dying cells, interdigital regression
(TUNEL). A, anterior; P, posterior; D, dorsal; V, ventral; d, digit; i, interdigit.
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,
d in the presence of increasing concentrations (0.05–1 mM) of the sod/catalase
staining on whole limbs and TUNEL on transverse sections (see Materials and
as EUK-134 concentration increased (in the case of AO staining, ventral view is
was also reduced, in both disto-proximal (AO staining) and dorso-ventral axis



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.

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.
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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
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.
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 Gpx1 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



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.
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cell death is occurring (Fig. 8). In addition, the three genes
encoding the three Sods known, Sod1, 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
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 μm.
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 (EUK134, 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.



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 Cas1 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.

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 μm.
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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
et al., 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 contrastwith 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 ofmost 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), γ-
glutamylcysteine synthetase (rate-limiting enzyme in GSH
biosynthesis; Shi et al., 2000), or Gpx4 (Imai et al., 2003; Yant
et al., 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 Gpx1, 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
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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 fromGpx4−/+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 c 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 Tgfβ (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-Obregón
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 presentwork supports this view and suggests that
Gpx4 is at least one of the key enzymes in this regard.
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