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INTRODUCCIÓN  

En el desarrollo embrionario, el intenso y continuo crecimiento de las estructuras 

que compondrán el organismo comparte espacio y tiempo con procesos de muerte celular 

programada encargados de darles forma. Un ejemplo paradigmático, en el que la muerte 

celular desempeña un papel esencial en el remodelado anatómico, es el que tiene lugar 

en el tejido del espacio interdigital durante la formación de los dedos de las extremidades 

de los vertebrados (Montero y Hurlé., 2010).  La variación en la intensidad de la regresión 

de dicho tejido es la responsable de la existencia de una amplia diversidad morfológica en 

los dedos de las diferentes especies, como ocurre con los dedos palmeados de los patos 

o con el patagio de los murciélagos (Cordeiro et al., 2019). Aunque desde el principio se 

calificó a este tipo de muerte como “necrosis celular”, estudios morfológicos comparando 

el aspecto de las células muertas, de tejidos embrionarios y tumorales, propusieron el 

término de “apoptosis” para definir la muerte de células sin reacción periférica 

inflamatoria y con una morfología caracterizada por la condensación y fragmentación 

celular (Kerr et al., 1972; Lorda-Diez et al., 2015b).  

La remodelación del tejido interdigital en especies con dedos libres, como el ratón 

o el pollo, incluye desde el punto de vista celular no solo un proceso de apoptosis masiva 

sino otra serie de acontecimientos, como la inhibición del crecimiento, la senescencia 

celular, la degradación de la matriz extracelular, la regresión y remodelación de los vasos 

sanguíneos o la invasión regulada de macrófagos (Toné y Tanaka., 1997; Salas-Vidal et al., 

2001; Hernández-Martínez y Covarrubias., 2011; McCulloch et al., 2009; Díaz-Mendoza et 

al., 2014; Suda et al., 2014; Lorda-Diez et al., 2015a, b; Muñoz-Espin et al., 2013). 

Asimismo, durante la regresión del tejido del espacio interdigital, también se observa una 

intensa activación de los lisosomas con un aumento de la expresión de las catepsinas, las 

DNasas y del estrés oxidativo celular (Zuzarte-Luis et al., 2007; Montero et al., 2010; 

Covarrubias et al., 2008). Sin embargo, los numerosos estudios realizados hasta la fecha 

aún no han podido identificar las señales que disparan el proceso y, a pesar de que 

algunos autores han sugerido que diversos miembros de la ruta de señalización de la vía 

extrínseca de la apoptosis pueden ejercer dicha función, todavía no existen evidencias 

funcionales al respecto (Svandova et al., 2017).  
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Si bien existe una amplia bibliografía que demuestra que algunos factores de 

crecimiento expresados en la extremidad en formación (FGFs, BMPs, IGF1 o RA) juegan 

un papel decisivo en la muerte del tejido interdigital, aún se desconoce cómo la 

maquinaria de muerte celular se ve afectada por ellos (Merino et al., 1998; Pajni-

Underwood et al., 2007; Hernández-Martínez et al., 2009; van Kleffens et al., 1999; 

Rodríguez-León et al., 1999). Con el paso de los años, tampoco se han conseguido aclarar 

las bases de actuación de las señales de muerte, aunque las caspasas (3, 6 y 7) y los 

factores permeabilizadores de la membrana mitocondrial parecen contribuir en el 

proceso (Green y Llambi., 2015; Walczak., 2013). Todos estos hechos ponen de manifiesto 

el desconocimiento que hoy en día existe sobre el proceso de muerte celular programada 

que tiene lugar en el tejido del espacio interdigital durante la formación de las 

extremidades; un modelo clásico de remodelado anatómico que sigue siendo un enigma. 

Los numerosos eventos degenerativos observados a nivel celular hacen sospechar de la 

existencia de señales complementarias a los efectores de muerte, capaces de iniciar el 

proceso de eliminación celular. Por ejemplo, se ha observado, en células madre, que la 

aparición de daño en su ADN desencadena un proceso de reparación caracterizado por la 

detención del ciclo celular acompañada de un fenotipo secretor asociado a senescencia 

(Senecence-Associated Secretory Phenotype, SASP) e incluso por apoptosis; eventos que 

también se observan durante la regresión del tejido interdigital (Rich et al., 2000; Lu et 

al., 2006; Cook et al., 2009). Del mismo modo, en células tumorales, el daño en el ADN, la 

senescencia celular y la apoptosis están asociados con alteraciones en la configuración de 

la cromatina, mediadas por mecanismos epigenéticos, capaces de determinar la 

tumorogénesis y sensibilidad a la quimio y/o radioterapia (Liu et al., 2017; Palla et al., 

2017). 

 

¿Ocurre lo mismo durante la formación de los dedos? ¿Es posible que la 

configuración de la cromatina de las células presentes en el tejido del espacio interdigital 

sea diferente a la que poseen las células que constituirán los dedos? ¿Juega la epigenética 

un papel clave en el proceso de muerte celular programada que ocurre durante la 

regresión interdigital? Este es el punto de partida de la presente Tesis Doctoral. 
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2.1 Organización del material genético 

El material genético de la célula eucariota está localizado en el núcleo, donde sus 

más de dos metros de longitud se pliegan para constituir la unidad más pequeña de 

compactación de la cromatina, el nucleosoma (Kornberg., 1974; Cremer y Cremer., 2010). 

En él, un segmento de ADN de unas 147 pares de bases (pb) se dispone alrededor de un 

octámero de proteínas compuesto por dos dímeros de histonas H2A-H2B y dos de H3-H4 

(McGinty y Tan., 2015) (Fig. 1). Las histonas 

son proteínas pequeñas que se unen al azúcar-

fosfato de la cadena de ADN por una región 

central de plegamiento y que presentan un 

dominio N-terminal, rico en aminoácidos con 

carga positiva, conocido como cola de las 

histonas. Este dominio, de entre 15-130 

nucleótidos, sobresale del nucleosoma y es 

susceptible de sufrir modificaciones 

postraduccionales que, de forma reversible, 

afectan a la estructura de la cromatina y a su 

función (Eslaminejad et al., 2013). 

El complejo ADN-nucleosoma forma 

una fibra de 11nm que se asemeja a un “collar de perlas” por su característico 

ordenamiento lineal en zig-zag. Dicha organización, descrita por Heitz en 1928, recibe el 

nombre de eucromatina y se relaciona con una configuración abierta en la que el ADN 

presenta una mayor flexibilidad funcional y a la que la maquinaria de transcripción, 

replicación o reparación accede con facilidad (Li et al., 2007). Aunque en conjunto los 

nucleosomas son muy estables, funcionalmente son unidades muy dinámicas que se 

acercan y alejan entre sí gracias a la unión de determinados factores. Uno de ellos es la 

histona H1, una proteína que interacciona con los extremos libres del ADN del 

nucleosoma haciendo que éste adquiera una conformación más rígida (Fyodorov et al., 

2018). La disrupción de la unión entre la histona H1 y el nucleosoma origina un cambio 

conformacional, transformando a la cromatina en una estructura más abierta y flexible 

(Felsenfeld y Groudine., 2003; Bednar et al., 2017).  

 

Figura 1. Estructura del nucleosoma. El 
nucleosoma está compuesto por un 
octámero de histonas alrededor del cual se 
enrolla la hebra de ADN; sobresaliendo de 
él se observan los extremos N-terminales 
de dichas proteínas. (Modificado de Zhou 
et al., 2019. doi: 10.1038/s41594-018-
0166-x). 
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Así, gracias a la histona H1, las fibras nucleosomales de 11nm se disponen de 

manera helicoidal para constituir una fibra cromatínica de 30nm, conocida como 

solenoide, compuesta por nucleosomas que al compactarse forman dominios de 

heterocromatina (Olins y Olins., 1974; Gerchman y Ramakrishman., 1987). Estas regiones 

más condensadas pueden ser ricas en secuencias repetitivas y presentar un bajo 

contenido en genes; es decir, ser transcripcionalmente silentes. Reciben el nombre de 

heterocromatina constitutiva y suelen ejercer un papel estructural manteniendo la 

integridad del genoma; predominan en los centrómeros, los telómeros y en grandes 

porciones de los cromosomas sexuales. En otras ocasiones, la heterocromatina 

comprende zonas del genoma cuya transcripción se ve reprimida durante un cierto 

momento del desarrollo o un periodo del ciclo celular, hablamos en este caso de 

heterocromatina facultativa (Kouzarides., 2007; Eymery et al., 2009). Lejos de ser una 

estructura rígida, las fibras cromatínicas de 30nm tienen una configuración dinámica y 

fluida que confiere al genoma mayor flexibilidad (Nishino et al., 2012; Joti et al., 2012). 

Estas fibras se anclan a la periferia del núcleo para formar bucles de 300 a 700nm de 

diámetro que se van condensando hasta formar los cromosomas; constituyendo el mayor 

grado de condensación del ADN (Fyodorov et al., 2018). A pesar de que durante muchos 

años se ha considerado la existencia de un patrón jerárquico de organización de la 

cromatina, en la actualidad esta idea está muy cuestionada (Dixon et al., 2016). Estudios 

recientes han corroborado que el ADN se organiza en fibras nucleosomales de 11nm pero 

no se ha podido demostrar la existencia de fibras de cromatina de 30nm (Razin y Gavrilov., 

2018; Hansen et al., 2018). Por ello, se postula que dichas fibras son consecuencia de las 

interacciones intra e intercromosómicas de los nucleosomas y no fruto del enrollamiento 

de las fibras nucleosomales de 11nm (Hansen et al., 2018). Los agregados de cromatina 

resultantes de estas interacciones presentan territorios génicos específicos, de longitud 

variable, que reciben el nombre de dominios de asociación topológica (Topologically 

asociating domains, TADs) (Razin et al., 2016; Nozaki et al., 2017). Estos bucles de 

cromatina son estructuras dinámicas que permiten el contacto entre elementos génicos 

alejados en el genoma; por ejemplo, entre un “enhancer” y su promotor (Vernimmen y 

Bickmore., 2015; Izzo y Schneider., 2016) (Fig. 2).  
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De este modo, su organización estructural y funcional favorece el dinamismo de 

la expresión génica, siendo capaces de formar bucles confluentes que pueden compartir 

complejos efectores de la transcripción (Dixon et al., 2016; Razin et al., 2016; Hansen et 

al., 2018). Ampliamente conservados a lo largo de la evolución, los TADs son delimitados 

por sitios de unión a CTCF (11-zinc finger protein o CCCTC-binding factor) y cohesinas, 

proteínas que participan en la formación y mantenimiento del bucle, así como en el 

reclutamiento de la ADN topoisomerasa II (Merkenschlager y Nora., 2016; Uusküla-

Reimand et al., 2016; Hansen et al., 2018; Dixon et al., 2016; Rowley et al., 2017). El mayor 

grado de compactación del ADN se adquiere a nivel de los cromosomas, estructuras que 

ocupan un determinado volumen en el espacio nuclear y cuyo tamaño depende de la 

cantidad de ADN que contengan y de su estado de relajación (Fritz et al., 2019). 

 
 

Figura 2. Representación esquemática de la organización del genoma. El ADN se dispone alrededor de un 
octámero de histonas para formar los nucleosomas que se organizan a modo de collar de perlas para constituir 
las fibras de cromatina de 11nm. En la cromatina pueden aparecer bucles que acercan zonas del genoma 
alejadas entre sí constituyendo dominios de asociación topológica (TADs), que pueden ser 
transcripcionalmente activos (A) o inactivos (B). El mayor grado de compactación del ADN se adquiere a nivel 
de los cromosomas, cada uno de los cuales se localiza en una determinada posición del espacio nuclear, por 
ello se habla de territorios cromosómicos. (Adaptado de Ea et al., 2015. doi: 10.3390/genes6030734). 
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2.2 Cromatina y Epigenética 

Durante años se ha tratado de explicar cómo a partir de una sola célula fecundada, 

con un único genoma, pueden surgir los diferentes tipos celulares que constituyen el 

embrión y el posterior organismo adulto. Cómo teniendo el mismo libro de instrucciones, 

el código genético, existen tantos fenotipos y diferencias funcionales entre las diversas 

células que constituyen el organismo. Hoy en día, se sabe que cada tipo celular posee 

información adicional a ese código genético que todas las células de los distintos 

organismos traen de serie, una información que ha recibido el apodo de epigenética y que 

es esencial para el desarrollo y la diferenciación. Conrad Waddington acuñó este término 

en la década de los 40 para explicar cómo los genotipos daban lugar a los fenotipos y 50 

años más tarde, Robin Holliday la describió como el control temporal y espacial de la 

actividad génica durante el desarrollo de un organismo (Waddington., 1942; Holliday., 

1994). Hoy en día, la definición más extendida es la que considera a la epigenética como 

el estudio, en la herencia por mitosis, de los cambios en la expresión génica que ocurren 

sin variación en la secuencia de ADN (Russo et al., 1996).  

Gracias a la epigenética, cada tipo celular es capaz de expresar un conjunto 

particular de genes, los cuales definen la función de dicha célula manteniendo su 

identidad, fenotipo y garantizando la homogeneidad tisular. Para ello, la célula cuenta con 

factores de transcripción específicos para cada linaje; proteínas con especificidad de 

secuencia capaces de reconocer y enlazarse con los promotores permitiendo la activación 

o represión de su expresión génica. También son necesarias las marcas epigenéticas, 

modificaciones que actúan, como si de símbolos de puntuación se tratase, permitiendo la 

interpretación de la información almacenada en el lenguaje del genoma, compuesto 

únicamente por cuatro letras: A, C, G y T. Así, estas modificaciones señalizan el principio 

y el final de un gen o un cromosoma, permiten ver la información localizada dentro de él 

y alteran la manera de “leer” la información. De este modo, el control epigenético regula 

la expresión de diversos conjuntos de genes en los distintos linajes celulares, permitiendo 

el desarrollo y la diferenciación a partir de una información común, el genoma.  
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Un ejemplo de ello ocurre durante el desarrollo embrionario, donde células muy 

especializadas y con características muy concretas, como son el espermatozoide y el 

óvulo, eliminan la mayoría de sus marcas epigenéticas (genes de impronta) al fusionarse 

para asegurar la totipotencia de la nueva célula que constituirá el zigoto y de la que surgirá 

el nuevo individuo (Reik., 2007; Cowley y Oakey., 2012). Un control epigenético aberrante 

puede ocasionar la muerte temprana, si se produce durante el proceso de desarrollo 

embrionario, o la aparición de diversos tipos de cáncer en estadios más avanzados (Zhang 

y Xu., 2017; Dawlaty et al., 2013; Cimmino et al., 2015). 

 

2.2.1 Modificaciones epigenéticas de la cromatina  

 

 Debido al importante papel que juega la estructura de la cromatina en la 

regulación de procesos tan esenciales como la transcripción, la replicación o la reparación 

del ADN; la célula ha desarrollado mecanismos para modificar de forma espacial y 

temporal su organización (Li et al., 2007; Khorasanizadeh., 2004). Estas alteraciones 

reciben el nombre de modificaciones epigenéticas y son cambios heredables en la función 

o actividad de los genes que no son consecuencia de una variación en su secuencia 

nucleotídica (Jadotte., 2018; Ling y Groop., 2009). Influyen en la regulación de la 

estabilidad cromosómica y genómica, en el silenciamiento transcripcional de genes, en la 

impronta génica, la regulación de elementos móviles transponibles, la inactivación del 

cromosoma X y en el establecimiento y mantenimiento de la identidad celular (Bhutani et 

al., 2011).  

Entre los principales mecanismos epigenéticos destacan la metilación del ADN, las 

modificaciones postraduccionales de las histonas, el remodelado de la cromatina y la 

regulación génica mediada por los RNAs no codificantes (Saha., 2006; Gluckman et al., 

2011; Maresca., 2015) (Figura 3). Todos ellos están involucrados en la regulación de 

diversos procesos de la célula y en su respuesta a cambios en el entorno extra e 

intracelular, repercutiendo en mayor o menor medida en el desarrollo del organismo 

(Goldberg et al., 2007). 
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Figura 3. Papel de la epigenética en la regulación de la conformación de la cromatina y la transcripción. La 
metilación en el ADN y las modificaciones postraduccionales en los extremos N-terminales de las colas de las 
histonas son dos mecanismos epigenéticos capaces de regular la expresión génica. Para ello, remodelan el 
estado de compactación de la cromatina haciéndola más o menos accesible para las proteínas encargadas de 
la transcripción. La formación de bucles de cromatina, gracias a la interacción de las proteínas cohesina y 
CTCF, permite acercar zonas del genoma alejadas entre sí constituyendo dominios de asociación topológica 
(TADs). (Adaptado de van Meurs et al., 2019. doi:10.1002/jbmr.3662). 

 

2.2.1.1 Metilación del ADN  

 

La metilación del ADN consiste en la unión covalente de un grupo metilo, 

procedente de la S-adenosilmetionina (SAM) al carbono 5´ de la citosina, una de las bases 

nitrogenadas que componen dicho ácido nucleico; convirtiéndola en 5-metilcitosina (5-

mC) (Hervouet et al., 2018). Normalmente, esta modificación epigenética ocurre en 

aquellas citosinas que preceden a una guanina, constituyendo los conocidos dinucleótidos 

CpG (Eslamineajad et al., 2013).  
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La razón principal por la cual dicha modificación se dispone en estos dinucleótidos 

radica en que, en el conjunto de la doble hebra, ambas bases forman una zona simétrica 

de fácil mantenimiento en la división celular, rasgo distintivo de las modificaciones 

epigenéticas.  

La conversión de la citosina en 5-mC está catalizada por las ADN metiltransferasas 

(DNA methyltransferases, DNMTs), enzimas encargados de establecer y mantener los 

patrones de metilación en el ADN (Patel et al., 2013; Chen et al., 2013). Hasta la fecha, 

han sido descritas tres DNMTs con actividad catalítica y, aunque todas ellas comparten 

una estructura similar, con un dominio catalítico en el extremo C-terminal y uno regulador 

en el N-terminal, presentan funciones y patrones de expresión únicos (Xie et al., 1999; 

Hervouet et al., 2018). La DNMT1, conocida como DNMT de mantenimiento, reconoce el 

ADN hemimetilado; es decir, aquel que solo presenta una de las dos cadenas metiladas 

(Negishi et al., 2009). Actúa, principalmente, durante la replicación copiando los patrones 

originales de metilación de la hebra de ADN a la hebra hija recién sintetizada (Bhutani et 

al., 2011). Este enzima, juega un papel crítico en las células en división, durante la 

diferenciación celular y también participa en la reparación de la metilación del ADN 

(Mortusewicz et al., 2005). Por su parte, las DNMT3A y DNMT3B llevan a cabo la 

metilación de novo, es decir, establecen nuevos patrones de metilación en zonas de ADN 

no modificado. Si bien son similares en estructura y función, la diferencia entre ambas 

radica en el patrón de expresión de sus genes. Altamente expresadas en el desarrollo 

embrionario, su expresión se reduce notablemente durante la diferenciación celular 

(Bird., 2002; Cowley y Oakey., 2012; Hervouet et al., 2018). Mientras que DNMT3A es de 

expresión ubicua, DNMT3B no suele expresarse en los tejidos diferenciados a excepción 

de la médula ósea, la glándula tiroides y los testículos (Xie et al., 1999). La drástica 

reducción de los niveles de las DNMTs tras la diferenciación sugiere que el patrón de 

metilación del ADN en células postmitóticas es relativamente estable (Feng et al., 2005). 

La DNMT3L es otro miembro de la familia de las DNMTs que se expresa durante el 

desarrollo embrionario temprano y cuya actuación en la etapa adulta queda relegada al 

timo y a las células germinales (Aapola et al., 2001). Carece de dominio catalítico y por 

ello se asocia con las DNMT3A y DNMT3B para desempeñar su actividad metiltransferasa 

(Jia et al., 2007). Este enzima participa en el “imprinting” genómico, en la metilación de 

los retrotransposones y en la compactación del cromosoma X (La Salle et al., 2004; 

Zamudio et al., 2011). 
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 Aunque durante años se ha mantenido la idea de que las DNMT3A y DNMT3B son 

las encargadas de la metilación de novo, evidencias recientes sugieren que también 

intervienen en el mantenimiento de los patrones de metilación en células madre 

embrionarias y somáticas (Li et al., 2015; Liao et al., 2015). Por ello, se considera que, en 

mamíferos, la herencia de los patrones de metilación del ADN requiere la acción 

coordinada de DNMT1, DNMT3A y DNM3B (Jones y Liang., 2009). A pesar de que las 

DNMTs de novo presentan un dominio de unión al ADN, aún no se sabe con claridad cómo 

son capaces de reconocer regiones génicas concretas (Ge et al., 2004). Una de las 

hipótesis que se postulan es que los RNAs de interferencia (RNAi) podrían actuar sobre 

las DNMTs para silenciar secuencias específicas de ADN (Morris et al., 2004a). Otra, 

considera que los factores de transcripción podrían regular la metilación de novo del ADN 

al unirse a regiones concretas de la hebra para reclutar a las DNMTs (Brenner et al., 2005; 

Hervouet et al., 2009). Lienert y colaboradores sugieren, en su artículo de 2011, que la 

unión de los factores de transcripción a islas CpG podría ser una forma de protección 

frente a las DNMTs de novo, quienes metilarían todas aquellas zonas del genoma a las que 

no estuviesen unidos dichos factores (Lienert et al., 2011).  

 Existen ciertos momentos en el desarrollo de un organismo en el que la metilación 

de su ADN debe eliminarse, un paso crítico e imprescindible para una correcta función 

celular. Un hecho curioso al respecto es que no se conoce la existencia de enzimas que, 

por sí mismos, sean capaces de retirar el grupo metilo de la 5-mC. Por ello, la 

desmetilación puede ocurrir de forma pasiva, como consecuencia de una alteración en el 

funcionamiento de las DNMT1 durante la división celular, o de forma activa gracias a 

reacciones de oxidación y/o deaminación de la 5-mC (Zhang et al., 2007). Los miembros 

de la familia enzimática TET (Ten-eleven Translocation), TET1, TET2 y TET3; presentan un 

dominio catalítico dioxigenasa capaz de oxidar a la 5-mC para transformarla en 5-

hidroximetilcitosina (5-hmC) (Rasmussen y Helin., 2016). La adición de un grupo hidroxilo 

a la 5-mC consigue revertir la modificación al estadio inicial mediante dos mecanismos 

diferentes. El primero de ellos implica la conversión de la 5-hmC en 5´-formilcitosina y 5-

carboxicitosina (Ito et al., 2010); mientras que el segundo transforma a la 5-hmC en 5-

hidroximetiluracilo (Guo et al., 2011b). En mamíferos, la hidroxilación de la 5-mC puede 

regular la expresión génica dificultando la adhesión de proteínas de unión al ADN 

metilado con carácter represor como MeCP2 (Methyl-CpG-binding Protein 2) (Valinluck et 

al., 2004).  
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Por otra parte, la deaminación de la 5-mC está mediada por la acción de 

AID/APOBEC (Activation-induced cytidine Deaminase/Apolipoprotein B mRNA-editing 

Enzyme Complex), un complejo enzimático encargado de convertir la citosina modificada 

en timina (T). De este modo, se genera un fallo en la complementariedad entre los 

nucleótidos guanina (G), pareja de la citosina inicial sin modificar, y T, fruto de la 

deaminación de la citosina metilada (Rai et al., 2008). Esta base, se convierte así en un 

blanco para el mecanismo de reparación del ADN por escisión de bases (Base Excision 

Repair, BER), quien gracias a la acción de la timina ADN glicosilasa (Thymine-DNA 

glycosylase, TDG) retira el residuo modificado y lo reemplaza por una citosina (Bhutani et 

al., 2011; He et al., 2011). La inactivación de este enzima en embriones de ratón produce 

la hipermetilación de genes, como el del factor de crecimiento insulínico tipo II (Insulin 

Like Growth Factor 2, Igf2); este hecho hace suponer que TDG tiene un papel protector 

frente a la metilación de novo de genes implicados en el “imprinting” (Cortellino et al., 

2011). Los patrones de metilación presentes en el genoma no son más que el resultado 

de la competición y el equilibrio existente entre las DNMTs y TETs. Sin embargo, ambas 

proteínas pueden interaccionar para regular la unión de un factor de transcripción al ADN 

como se ha observado en células madre epidérmicas humanas (Rinaldi et al., 2016). Los 

análisis de metilación llevados a cabo en ratones “knock-out” (KO) para DNMT3A y TET2 

sugieren que ambas moléculas actúan de manera sinérgica a pesar de tener funciones 

antagónicas (Zhang et al., 2016). 

Aunque se encuentran distribuidos a lo largo de todo el genoma, los dinucleótidos 

CpG se concentran formando islas, llamadas islas CpG, en el 50% de las regiones cercanas 

al sitio de inicio de la transcripción (Jones., 2012; Maresca., 2015). El hecho de que 

aproximadamente el 70% de los promotores génicos presente islas CpG pone de 

manifiesto su importancia funcional, al promover la expresión génica mediante la 

regulación de la conformación de la cromatina y la unión de los factores de transcripción 

(Saxonov et al., 2006; Mikkelsen et al., 2007). Como cabe suponer, estas zonas deben ser 

accesibles para favorecer el acoplamiento de los factores de transcripción y por ello no 

suelen estar metiladas, pues dicha marca epigenética está asociada con la condensación 

de la cromatina.  
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Cuando esto ocurre, puede producirse la unión de proteínas capaces de reconocer 

la metilación de los dinucleótidos CpG, como MeCP1 (Methyl-CpG-binding protein 1) y 

MeCP2 (Methyl-CpG-binding protein 2), quienes, gracias a su dominio de represión 

transcripcional, silencian la expresión del gen (Mohn et al., 2008; Kimura y Shiota., 2003).  

En otras ocasiones, la presencia de un dinucleótido CpG metilado en la secuencia 

específica de reconocimiento de un factor de transcripción puede bloquear su unión 

ocasionando la inactivación del gen, como ocurre en el caso de SP1 (Blattler y Farnham., 

2013). La metilación del ADN es una modificación epigenética dinámica que cambia los 

patrones de silenciamiento de los genes en momentos particulares de la vida del 

individuo. Estas pautas de metilación se establecen en las células germinales y durante la 

preimplantación embrionaria, siendo esenciales para el correcto desarrollo del organismo 

(Volkmar et al., 2012; Chen et al., 2013). Puede decirse así que los niveles y patrones de 

metilación son específicos de tejido; característica que distingue los estados de actividad 

génica entre células diferenciadas (Jones., 2012). Uno de los acontecimientos más 

estudiados al respecto es la inactivación del cromosoma X, paterno o materno, en las 

hembras de los mamíferos. Este proceso, que ocurre de manera aleatoria durante el 

desarrollo embrionario, conlleva la metilación de las islas CpG de los genes presentes en 

ese cromosoma; una decisión que será heredada por las células hijas tras la mitosis 

(Cotton et al., 2015). Esta modificación epigenética interviene también en otros eventos 

importantes para el organismo como la impronta genómica, el silenciamiento de 

elementos móviles y el mantenimiento de la identidad e integridad celular (Bhutani et al., 

2011; Denis et al., 2011). Localizada con frecuencia en las regiones intergénicas, la 

metilación del ADN previene al genoma de deleciones, inserciones, duplicaciones o 

translocaciones cromosómicas que pueden comprometer su estabilidad. De igual forma, 

es posible encontrarla en los elementos repetitivos, más concretamente en los 

transposones, bloqueando su expresión y efecto mutagénico (Schulz., 2006). Desde el 

punto de vista evolutivo, se considera que la principal función de la metilación del ADN es 

la defensa del genoma (Bestor., 2003). De este modo, la metilación de los promotores de 

los genes que codifican las proteínas necesarias para la transposición de estos elementos 

repetitivos silencia su transcripción, impidiendo que se inserten en otras zonas del 

genoma.  
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Sin embargo, no debemos olvidar que la metilación del ADN puede desencadenar 

un evento mutagénico, promovido por la conversión de la 5-mC en una timina, que 

conduce a la alteración de la secuencia nucleotídica del gen e interfiere en su 

reconocimiento mediado por los FT (Bestor et al., 2015). 

Un apunte para destacar a la hora de describir la metilación del ADN es el papel 

que dicha marca epigenética juega en una patología tan extendida como es el cáncer. Bajo 

esta circunstancia se producen cambios globales en los patrones de metilación, 

observándose por regla general una hipometilación del genoma (O´Donnell et al., 2014; 

Ehrlich., 2009). Los elementos repetitivos y las regiones intergénicas pierden sus marcas 

de represión mientras que en algunos casos particulares determinadas islas CpG se 

metilan. Se propaga así, por el genoma, una situación de inestabilidad que favorece el 

aumento de las deleciones, inserciones, translocaciones, duplicaciones o incluso la 

pérdida de alguna porción cromosómica (Jung et al., 2008; Nishida et al., 2013). 

 

2.2.1.2 Modificaciones postraduccionales de las histonas 

 

Como se ha mencionado con anterioridad, las colas de las histonas son claves en 

la regulación de la accesibilidad al ADN del nucleosoma; de modo que las modificaciones 

postraduccionales reversibles que sufren son consideradas señales epigenéticas que 

participan en la expresión diferencial específica de cada célula; es lo que se conoce como 

“código de las histonas” (Maresca., 2015; Shahid et al., 2019). Entre estas modificaciones 

se incluyen metilación, acetilación, fosforilación, ribosilación de ADP, ubiquitinación, 

desaminación, isomerización, sumoilación, butirilación y propionilación (Kebede et al., 

2015). La amplia variedad de alteraciones y la posibilidad de combinación entre ellas, 

proporciona a la célula un importante potencial de respuestas funcionales ante los 

distintos estímulos a los que se enfrenta (Li et al., 2007). De todas las modificaciones 

postraduccionales comentadas, la acetilación y la metilación son las mejor caracterizadas 

como reguladores epigenéticos y se ha visto que están implicadas en la transcripción 

génica (Eslaminejad et al., 2013; Li et al., 2007). 
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2.2.1.2.A Acetilación de las colas de las histonas 

 

Asociada con la actividad transcripcional, la adición de un grupo acetilo a un 

residuo aminoacídico, generalmente lisina (K), de la cola de las histonas H3 y H4 neutraliza 

parte de su carga positiva haciendo que pierda su atracción por el ADN. Así, la cromatina 

adquiere una configuración más laxa y es más accesible para la maquinaria de 

transcripción (Eslaminejad et al., 2013). Cabe destacar que la acetilación de las colas de 

las histonas puede ser reconocida por proteínas que presentan bromodominios, capaces 

de ocasionar cambios por ellas mismas o de reclutar a otros factores (Zeng et al., 2010). 

Esta modificación postraduccional es llevada a cabo por las histona acetiltransferasas 

(Histone acetyltranferase, HATs), enzimas que añaden a los residuos de lisina un grupo 

acetilo procedente de una molécula de acetil-CoA, formando el residuo aminoacídico ε-

N-acetil lisina. Dicha familia proteica está constituida por un amplio grupo de complejos 

con múltiples subunidades (Bolden et al., 2006; Li et al., 2007). Por el contrario, la 

eliminación del grupo acetilo está mediada por las histonas deacetilasas (Histone 

deacetylases, HDACs), quienes incrementan la carga positiva de las histonas y su afinidad 

por el ADN tras ser reclutadas por factores de transcripción específicos de secuencia. 

Dicho aumento conduce a una compactación de la cromatina y a un bloqueo de la 

transcripción (Eckschlager et al., 2017). Existen cuatro clases diferentes de HDACs:  

• HDACs de clase I: su expresión es ubicua y comprende a HDAC1, HDAC2, 

HDAC3 y HDAC8. 

• HDACs de clase II: presentan una expresión más restringida y los enzimas 

pertenecientes a ella son capaces de entrar y salir del núcleo. Este grupo 

está compuesto por HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 y HDAC10. 

• HDACs de clase III: proteínas dependientes de NAD+ entre las que 

destacan las Sirtuinas, de la 1 a la 7 (Eslaminejad et al., 2013). 

• HDACs de clase IV: difieren enormemente del resto de HDACs, aunque 

son capaces de reconocer secuencias de ADN similares a las identificadas 

por miembros de otras clases; a este grupo pertenece HDAC11 (Tang et 

al., 2013). 

Las HDACs de las clases I, II y IV requieren Zn2+ para retirar los grupos acetilo de 

las proteínas sobre las que actúan mientras que las de clase III dependen de NAD+ (Trapp 

y Jung., 2006). 
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En mamíferos, estas HDACs presentan un dominio deacetilasa conservado y los 

fenotipos observados en los animales knock-out (KO) para alguno de estos enzimas 

apuntan a una alta especificidad funcional (Haberland et al., 2009). Un ejemplo de ello es 

la deficiencia en sirtuina 1, responsable de la pérdida global de las marcas típicas de la 

heterocromatina constitutiva así como de alteraciones en el metabolismo, el 

envejecimiento o la síntesis de RNA ribosómicos (Kim y Um., 2008). El patrón de 

acetilación de los residuos de las colas de las histonas experimenta cambios durante el 

ciclo circadiano y no es un fenómeno heredable por mitosis, de ahí que sea considerada 

como una modificación de la cromatina y no como una marca epigenética (Aguilar-Arnal 

y Sassone-Corsi., 2015). 

 

2.2.1.2.B Metilación de las colas de las histonas 

 

La metilación de los residuos de las histonas es una modificación postraduccional 

muy conservada y extendida por las regiones de heterocromatina que juega un papel 

esencial en la modulación de las rutas de señalización (Greer y Shi., 2012). La 

incorporación y eliminación de uno o varios grupos metilo a los residuos de los extremos 

N-terminales de las histonas está catalizada por enzimas específicos que se agrupan en 

varias clases en función del residuo aminoacídico sobre el que actúan (Bannister y 

Kouzarides., 2005; Eslaminejad et al., 2013). Las histona metiltransferasas específicas de 

lisina (Lysine Histone methyltranferase, KHMTs) pueden presentar un dominio catalítico 

SET y están implicadas en la represión y activación transcripcional. Son responsables de la 

metilación de la histona H3 en las lisinas 4, 9, 27, 36, 79 y de la histona H4 en la lisina 20 

(Fig. 4). Más compleja que la acetilación, la metilación de las colas de las histonas puede 

asociarse con activación y represión transcripcional. Por ejemplo, la metilación de la lisina 

4 de la histona H3 (H3K4me3) suele localizarse cerca del promotor de los genes activos, 

donde promueve la separación de los nucleosomas y el reclutamiento de las HAT (Pray-

Grant et al., 2005; Santos-Rosa et al., 2003). Por otra parte, la trimetilación en la lisina 9 

de la misma histona (H3K9me3) es una marca asociada con la heterocromatina 

constitutiva ubicada en los centrómeros y telómeros, áreas de cromatina silente con 

represión transcripcional (Pray-Grant et al., 2005; Kouzarides., 2007; Torres y Fujimori., 

2015).  

 



    

 
24 

ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA  

Los residuos metilados de los extremos N-terminales de las histonas actúan como 

lugares de reconocimiento a los que se pueden acoplar infinidad de proteínas, como 

aquellas que presentan dominios PHD (Plant Homeodomain domain) o Tudor, con el fin 

de alterar el empaquetamiento de la cromatina o de reclutar a otros factores encargados 

de dicha función.  

Así, HP1 (Hetechromatin protein 1) es capaz de unirse a la H3K9me3 para reclutar 

a la histona-metiltransferasa SUV39 y a la DNMT1 con el objetivo de propagar la 

metilación (Al-Sady et al., 2013). A dicha región, también puede acoplarse una HDAC, 

quien, al retirar los grupos acetilo de las lisinas induce la compactación de la cromatina 

imponiendo un estado epigenético silenciado (Zeng et al., 2010). Estas modificaciones 

postraduccionales en las colas de las histonas son marcas dinámicas que cambian 

rápidamente en respuesta a estímulos como la diferenciación celular. Durante este 

proceso, es frecuente observar en las secuencias génicas de inicio de la transcripción 

(Transcription Start Site, TSS) marcas epigenéticas bivalentes, de activación y represión 

transcripcional (Li et al., 2007; Eslaminejad et al., 2013). En relación con esta idea y con el 

fin de mantener su pluripotencia, las células madre embrionarias presentan un balance 

entre H3K4me3 y H3K27me3, o lo que es lo mismo entre activación y represión génica 

(Grandy et al., 2015). Es importante mencionar que dichas marcas no se producen en la 

misma histona, lo cual pone de manifiesto la existencia de una distribución asimétrica de 

las modificaciones en el nucleosoma (Voigt et al., 2012). Al igual que ocurre con la 

metilación del ADN, la metilación de las colas de las histonas puede ser heredable por 

mitosis. Aunque este mecanismo no se conoce en detalle, se ha visto que PRC2 (Polycomb 

Represive Complex 2) es capaz de reconocer la metilación de la lisina 27 de la histona H3 

presente en los nucleosomas parentales durante la replicación del ADN y de disponer 

dicha marca sobre las histonas recién formadas (Tsai et al., 2010).  
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Figura 4. Repercusión de las modificaciones epigenéticas en la transcripción. El espaciado de los cromosomas 
es característico de las zonas de eucromatina, la hipometilación del ADN junto con la presencia de algunas 
modificaciones postraduccionales de los residuos de las colas de la histona H3 (representada en la figura como 
H) contribuyen a una activa transcripción. La metilación del ADN y de algunos residuos de los extremos N-
terminal de la H3, como H3K27me3 o H3K9me3, conducen a la compactación de la cromatina y al 
silenciamiento de la expresión génica. (Modificado de Chen et al., 2017. doi: 10.1146/annurev-bioeng-071516-
044720). 

 

2.2.1.3 Remodeladores de la cromatina  

 

2.2.1.3.A Complejos Remodeladores de la cromatina   

 

Las marcas epigenéticas mencionadas hasta el momento, la metilación del ADN y 

las modificaciones postraduccionales de las histonas, podrían describirse o entenderse 

como meras señales. Etiquetas localizadas en puntos exactos del genoma que han de ser 

reconocidas por los encargados de uno de los procesos más complejos que tienen lugar 

en el núcleo celular, la alteración del plegamiento de la hebra de ADN. La remodelación 

de la cromatina es un mecanismo transitorio cuyo objetivo es hacer accesible la doble 

hebra de ADN para los factores de transcripción, separándola de su octámero de histonas 

(Saha., 2006; Phillips y Shaw., 2008). De este modo, los complejos remodeladores de la 

cromatina agrupan o dispersan los nucleosomas, alterando las interacciones 

electrostáticas entre el ADN y las histonas gracias a su actividad ATPasa, dependiendo de 

los requerimientos de la célula (Clapier y Cairns., 2009).  
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Contribuyen, en ocasiones, a la total eliminación de los nucleosomas presentes 

en el sitio de inicio de la transcripción, localizado cerca del promotor del gen; un lugar 

donde el ADN debe ser accesible a los factores de transcripción (Längst y Manelyte., 

2015). Estos complejos son capaces de reconocer diferentes modificaciones 

postraduccionales en las colas de las histonas, secuencias de ADN o estructuras de ARN 

concretas que los guiarán hasta la región específica del genoma sobre la que actuarán. 

Para ello cuentan con unos dominios de “lectura”, dispuestos a ambos lados de su 

dominio ATPasa; en base a ellos los complejos remodeladores de la cromatina se clasifican 

en cuatro grupos (Clapier y Cairns., 2009).  

• Complejos de la familia SWI-SNF (SWItch/ Sacarosa No Fermentable): reconocen 

histonas acetiladas gracias al bromodominio que poseen en su extremo C-

terminal. Son capaces de desalojar los nucleosomas del ADN presente en regiones 

transcripcionalmente activas (St Pierre y Kadoch., 2017). 

• Complejos de la familia ISWI (Imitation SWItch): contienen dos dominios, SANT 

y SLIDE (SANT-like ISWI), gracias a los cuales reconocen los residuos no 

modificados de las colas de la histona H4 y se unen al ADN. Promueven el 

ensamblaje y condensación de la cromatina induciendo una represión 

transcripcional (Clapier y Cairns., 2009). 

• Complejos de la familia CHD (Chromodomain-Helicase-DNA binding): poseen 

dos cromodominios en el extremo N-terminal que les permiten reconocer las 

colas metiladas de las histonas y tienen un dominio helicasa que contribuye a 

desenrollar el ADN. Al igual que los miembros de la familia anterior, parecen estar 

implicados en procesos de represión de la transcripción (Murawska y Brehm., 

2011). 

• Complejos de la familia INO80 (Inositol requiring 80): presentan una inserción 

en el dominio ATPasa y participan en la propagación de la variante de la histona 

H3, CENP-A (Centromere protein A), por el centrómero (Choi et al., 2017). 

 

Entre las funciones de estos remodeladores destaca su contribución en la 

incorporación al nucleosoma, tras la replicación, de las variantes de las histonas. Las 

diferentes propiedades que les otorgan estas variaciones permiten modificar el estado 

del nucleosoma aumentando o disminuyendo su accesibilidad y estabilidad (Längst y 

Manelyte., 2015).  
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Algunas variantes de las histonas están implicadas en funciones estructurales, 

como ocurre en el caso de CENP-A, variante de la histona H3, localizada en la constricción 

central del cromosoma; el centrómero. Otras, como la histona macroH2A, se asocian con 

el cromosoma X inactivado y son características de su cromatina facultativa. Los 

complejos remodeladores de la cromatina están involucrados, además, en la modificación 

de la H2AX, variante de la histona H2A. La fosforilación de uno de los residuos de su 

extremo C-terminal, tras la ruptura de la doble cadena de ADN, recluta a diversos factores 

como el complejo INO80 y activa una respuesta de reparación frente al daño (Morrison 

et al., 2004). 

La accesibilidad del ADN mediada por la acción de los remodeladores de la 

cromatina es un proceso muy complejo y esencial para la viabilidad del organismo al 

permitir una rápida activación o silenciamiento de la expresión génica. Así, experimentos 

con ratones KO donde se han eliminado estas proteínas muestran una diferenciación 

celular aberrante, de ahí que se postule la idea de que pueden jugar un papel clave en 

este proceso (De la Serna et al., 2006; Panamarova et al., 2016). También se ha observado 

que la mutación de algunos complejos remodeladores de la cromatina es una de las 

características más frecuentes en varios tipos de cáncer (Längst y Manelyte., 2015; St 

Pierre y Kadoch., 2017).  

 

2.2.1.3.B Proteínas de alta movilidad  
 

La arquitectura de la cromatina también puede ser modulada por las proteínas de 

alta movilidad (High Movility Group, HMG), moléculas que intervienen en el desarrollo 

embrionario, la regulación de la transcripción y de la reparación del ADN (Gerlitz et al., 

2009). Todas las proteínas HMG tienen propiedades bioquímicas y biofísicas similares que 

hacen que por sí solas, ninguna de ellas sea esencial para la viabilidad celular. Se agrupan 

en tres familias, HMGA, HMGB y HMGN, en función de su motivo de unión al ADN, de los 

cambios que son capaces de inducir y de los procesos celulares en los que participan 

(Bianchi y Agresti., 2005).  

La subfamilia proteica HMGA se caracteriza por adquirir una estructura 

secundaria tras unirse a un sustrato específico, como puede ser el ADN (Huth et al., 1997; 

Reeves., 2003).  
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Coordina la formación de un complejo proteína-ADN, conocido como 

“enhaceosoma”, sobre las regiones promotoras de determinados genes durante su 

proceso de activación transcripcional (Merika y Thanos., 2001). Las proteínas HMGA 

colocalizan con la histona H1 y la topoisomerasa II en regiones conocidas como SARs 

(Scaffold attachment regions), ricas en nucleótidos A-T (Zhao et al., 1993). Estas zonas 

constituyen el esqueleto del cromosoma en metafase y están involucradas en la 

regulación dinámica de amplios dominios de cromatina, así como en la actividad 

transcripcional de los genes que las componen (Strick y Laemmli., 1995). Otro de los 

procesos biológicos en los que las proteínas HMGA alteran la estructura de la cromatina 

es el de apoptosis. Durante las etapas iniciales de dicho proceso de muerte celular, las 

proteínas HMGA se fosforilan, hecho que reduce su afinidad por el ADN y otorga a la 

cromatina un aspecto más laxo y, por consiguiente, más accesible para las endonucleasas 

(Diana et al., 2001).  

Las proteínas de la familia HMGB presentan dos regiones de unión al ADN 

seguidas de una cola de 30 residuos aminoacídicos que reciben el nombre de caja HMG 

(HMG box domains) (Thomas y Travers., 2001). Estas proteínas participan en diversos 

procesos nucleares como la replicación, la reparación del ADN o la transcripción (Bianchi 

y Agresti., 2005). Son capaces de unirse a los nucleosomas y de facilitar el reclutamiento 

de determinados complejos remodeladores de la cromatina promoviendo la 

descompactación y favoreciendo la exposición de la hebra de ADN (Bonaldi et al., 2002).  

En otras ocasiones, pueden actuar como represores inhibiendo el ensamblaje de los 

complejos iniciadores de la transcripción a los promotores génicos (Das y Scovell., 2001). 

Las proteínas pertenecientes a la familia HMGB están involucradas en la organización y 

mantenimiento de las regiones de heterocromatina, hecho que se pone de manifiesto 

durante la apoptosis (Scaffidi et al., 2002). 

La mayoría de los miembros de la familia HMGN se encuentra solo en vertebrados 

y sus niveles de expresión se correlacionan inversamente con el grado de diferenciación 

celular (Bustin., 2001). De este modo durante el desarrollo embrionario HMGN1 modula 

la expresión de SOX9, un FT clave en la diferenciación condrogénica (Furusawa et al., 

2006). Capaces de competir con la H1 por los sitios de unión a la cromatina, las proteínas 

HMGN pueden alterar las modificaciones postraduccionales de los residuos de las colas 

de las histonas e inducir cambios estructurales en los nucleosomas (Lim et al., 2004; Ueda 

et al., 2006; Deng et al., 2017).  
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Para ello, se disponen entre el ADN y la zona central del octámero de histonas; en 

esta interacción también intervienen los extremos N-terminales de las histonas H2B y H3 

(Bustin., 2001). Asimismo, los miembros de esta familia proteica pueden sufrir 

modificaciones postraduccionales que interfieren en su función y en su unión a la 

cromatina (Zhang y Wang., 2008). La acetilación de las proteínas HMGN reduce la 

compactación de la cromatina y su fosforilación disminuye su interacción con los 

nucleosomas (Lim et al., 2004). 

 

2.2.1.3.C UHRFs   
 

Los UHRFs (Ubiquitin-like containing plant homeodomain (PHD) and really 

interesting new gene (RING) finger domain) son proteínas de unión al ADN capaces de 

reprimir la transcripción mediante la modificación de la cromatina (Hashimoto et al; 

2008). En los últimos años, la ubiquitin ligasa E3 UHRF1 (Ubiquitin-like containing PHD and 

RING finger domain 1) se ha postulado como un regulador epigenético esencial en el 

mantenimiento de la metilación del ADN durante la replicación (Bostick et al., 2007). 

Dicha función depende de su habilidad para unirse a la cromatina, donde facilita la 

ubiquitinación de las lisinas 18 y 23 de la histona H3, sitios de acoplamiento de la DNMT1 

(Ishiyama et al., 2017; Nishiyama et al., 2013). Para ello, cuenta con tres regiones de 

unión: el dominio SRA (SET and RING-associated) reconoce a las 5-mCs presentes en los 

dinucleótidos CpG hemimetilados de doble cadena, el dominio PHD permite su unión al 

extremo N-terminal no modificado de la histona H3 y el dominio TDD (Tandem Tudor 

Domain) identifica la di- y trimetilación de la lisina 9 de la histona H3 (Hashimoto et al., 

2008; Lallous et al., 2011; Arita et al., 2012). La unión de UHRF1 a la hebra hemimetilada 

induce su actividad ubiquitin ligasa, la cual será ejercida sobre los residuos aminoacídicos 

de la cola de la histona H3 (Fang et al., 2016; Harrison et al., 2016). 

La familia proteica de los UHRFs está compuesta por otro miembro, UHRF2; una 

ubiquitin ligasa capaz de modificar postraduccionalmente las proteínas mediante la 

adición de una proteína SUMO (Small ubiquitin-related modifier) (Oh y Chung., 2013). A 

pesar de presentar una alta homología de secuencia y estructura con UHRF1, UHRF2 no 

parece actuar de la misma manera (Zhang et al., 2011) (Fig. 5).  
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Este hecho se pone de manifiesto tras observar, en células madre embrionarias 

de ratones KO para Uhrf1, una reducción en los niveles de 5-mC que no es contrarrestada 

a pesar de la expresión de Uhrf2 (Park et al., 2015). No se conoce a ciencia cierta el motivo 

por el cual UHRF2 no participa en el mantenimiento de la metilación del ADN, pero se 

postula que su incapacidad para reclutar a DNMT1 o para ubiquitilar a los residuos de las 

colas de la histona H3 pueden tener algo que ver (Vaughan et al., 2018; Zhang et al., 2011). 

Sin embargo, recientemente se ha atribuido al dominio SRA de UHRF2 la capacidad de 

reconocer y mantener los niveles de 5-hmC (Zhou et al., 2014; Chen et al., 2017).  

 

 
 

Figura 5. Representación de los dominios y del grado de homología entre UHRF1 y UHRF2. UBL (Ubiquitin-
like), TTD (Tandem Tudor Domain), PHD (Plant Homeo Domain), SRA (SET and RING associated) y RING (Really 
Interesting New Gene domain) son los cinco dominios estructurales que constituyen estas proteínas. 
(Modificado de Patnaik et al., 2018. doi: 10.18632/oncotarget.25425).   

 
Asociadas con el daño al ADN, UHRF1 y UHRF2 participan en la regulación de la 

proliferación y la supervivencia celular en numerosos tipos de cáncer, donde sus genes 

suelen estar altamente sobreexpresados y pueden comportarse tanto como oncogenes o 

supresores tumorales (Bronner et al., 2007; Xue et al., 2019). Si bien su papel durante el 

desarrollo embrionario no ha sido tan estudiado, los animales deficientes en Uhrf1 

mueren durante los primeros estadios de desarrollo debido a la hipersensibilidad que las 

células madre embrionarias muestran a los agentes dañinos del ADN (Muto et al., 2002). 

Estas células madre presentan una dramática pérdida de la metilación del ADN, una 

deficiente conformación estructural de la cromatina y expresan elementos repetitivos 

(Sharif et al., 2016; Papait et al., 2007). Asimismo, se ha relacionado a UHRF1 con el 

desarrollo apendicular, pues los ratones KO para Uhrf1 poseen huesos más cortos, así 

como alteraciones en la placa de crecimiento ocasionadas por una desregulación de la 

maduración y proliferación condrogénicas (Yamashita et al., 2018).  
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Por el contrario, los KO para Uhrf2 son viables y carecen de defectos morfológicos, 

aunque hay evidencias que relacionan a dicho gen con la patogénesis de enfermedades 

neurodegenerativas (Chen et al., 2017; Chen et al., 2018). 

 

2.2.1.4 RNAs no codificantes 

 

A pesar del importante auge que ha experimentado en los últimos años el campo 

de la epigenética, poco se sabe acerca de los mecanismos por los cuales las distintas 

modificaciones se añaden en zonas específicas del genoma. Este problema se solventó de 

manera parcial gracias al descubrimiento de los RNAs no codificantes (non-coding RNAs, 

ncRNAs), moléculas capaces de interaccionar con complejos modificadores de la 

cromatina en regiones genómicas concretas induciendo un silenciamiento transcripcional 

(Taverna et al., 2002; Volpe et al., 2002). Dicho proceso, en el que también participan 

algunos enzimas encargados de metilar las colas de las histonas, impulsa la conversión de 

la cromatina hacia un estado reprimido o de heterocromatina (Palazzo y Lee., 2015).  

 

Los RNAs no codificantes son pequeñas moléculas de RNA de cadena simple que 

no se traducen a proteínas y que juegan un papel esencial en el control epigenético (Wei 

et al., 2017). Atendiendo a su longitud pueden clasificarse en varias clases: 

• Los RNAs de pequeño tamaño: presentan entre 18-300 nucleótidos y 

participan en múltiples procesos entre los que destacan la síntesis del 

ADN telomérico, la modulación de la transcripción y la modificación 

estructural de la cromatina. A este grupo pertenecen los microRNAs 

(miRNAs), los RNAs pequeños de interferencia (small interfering RNA, 

siRNAs), los RNAs pequeños nucleolares (small nucleolar RNAs, snRNAs), 

los RNAs moduladores pequeños (small modulatory RNAs, smRNAs) o los 

RNAs asociados con la proteína PIWI (Piwi interacting RNAs, piRNAs) (Liu 

et al., 2018; O´Brien et al., 2018; Kufel y Grzechnik., 2019). 

• Los RNAs medianos o largos: pueden llegar a tener más de 200 

nucleótidos y están implicados en la inactivación del cromosoma X, la 

demetilación del ADN y la transcripción génica (Hanley et al., 2018; Wang 

et al., 2017). 
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Aunque los microRNAs son quizás los RNAs no codificantes más estudiados, 

debido a su participación en el silenciamiento génico postranscripcional a nivel de los 

RNAs mensajeros, no parecen intervenir en la regulación epigenética de la cromatina y 

por ello no serán descritos en la presente tesis. Por el contrario, los RNAs asociados con 

la proteína PIWI (piRNAs), que se transcriben a partir de los transposones, sí que tienen 

un rol importante en el campo de la epigenética (Malone y Hannon., 2009; Ozata et al., 

2019). Expresados en las células madre y en la línea germinal, los piRNAs se encargan de 

mantener la estabilidad genómica silenciando a los elementos transponibles en 

momentos clave del desarrollo donde se produce una reprogramación epigenética (Ozata 

et al., 2019). Así, los ratones KO para las proteínas PIWI, MILI1 o MILI2 sufren esterilidad 

debido a la imposibilidad para silenciar ciertos elementos repetitivos durante la 

espermatogénesis (Carmell et al., 2007; Kuramochi-Miyagawa et al., 2004). Como se 

describió anteriormente, estos elementos son capaces de insertarse en otras zonas del 

genoma causando una interrupción del mismo y de producir recombinaciones aberrantes 

entre regiones cromosómicas. Para evitarlo, los piRNAs se unen a las proteínas PIWI 

provocando un silenciamiento génico postranscripcional y la degradación del RNA del 

transposón (Fu y Wang., 2014). Una de las características más interesante de estos RNAs 

no codificantes es que una vez transcritos pueden importarse de nuevo al núcleo para 

inducir el silenciamiento permanente del transposón del que proceden mediante la 

metilación de su ADN, como ocurre tras la unión de un piRNA a la proteína MIWI2 

(Manakov et al., 2015). 

Los RNAs no codificantes de larga cadena (Long non-coding RNAs, lncRNAs) 

también participan de manera notable en la regulación génica o la diferenciación celular 

e intervienen en determinados procesos epigenéticos como la inactivación del 

cromosoma X y el silenciamiento de los genes Hox (Dhanoa et al., 2018). Sus más de 200 

nucleótidos de longitud les otorgan una enorme especificidad alélica para actuar como 

guías, acercando a los complejos proteicos hasta el sitio específico del ADN en el que 

deberán actuar, como ocurre con Xist (Ransohoff et al., 2018). Este lncRNA presenta entre 

sus 17kb de nucléotidos una secuencia repetida que es reconocida por el complejo PRC2, 

una metiltransferasa que tiene afinidad por la lisina 27 de la histona H3. De esta manera, 

Xist guía a PRC2 hasta el cromosoma X, lugar donde el RNA no codificante se transcribe, 

para que metile a la histona H3 y se desencadene la inactivación cromosómica (Sahakyan 

et al., 2018).  
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En otras ocasiones, los RNAs largos no codificantes sirven de soporte o andamio 

sobre el que diferentes complejos epigenéticos, que han de actuar conjuntamente, 

pueden disponerse (Bhat et al., 2016). Este es el caso de HOTAIR, un lncRNA transcrito a 

partir de uno de los grupos de genes de la familia génica Hox, el “cluster” HOXD. Al igual 

que en el ejemplo de Xist, HOTAIR es capaz de guiar a PRC2 hasta el “cluster” HOXD, donde 

actúa como andamio para que otros complejos modificadores, como LSD1 (Lysine-specific 

histone demethylase 1A), se unan (Rinn et al., 2007). Así, HOTAIR reúne en una misma 

localización a dos complejos encargados de reprimir la transcripción, por un lado, a PRC2, 

metiltrasferasa que actúa sobre H3K27, y por el otro a LSD1, demetilasa que elimina la 

metilación de H3K4 (Tsai et al., 2010). La asociación de ambos complejos, mediada por el 

RNA no codificante, reprime y compacta la cromatina del “cluster” HOXD produciendo el 

silenciamiento de los genes Hox localizados en él. 

 

 
2.3 Daño en el ADN 

Los organismos eucariotas están expuestos de manera continuada a estímulos 

nocivos capaces de ocasionar lesiones en las hebras de ADN que pueden alterar la 

expresión de genes críticos para el correcto funcionamiento celular. Su interacción con el 

ambiente hace al genoma vulnerable frente a mutágenos exógenos como pueden ser los 

rayos X, los gamma o los ultravioleta (UV); ondas electromagnéticas que al reaccionar con 

las moléculas de agua de la célula pueden inducir la liberación de radicales libres capaces 

de provocar roturas en el ADN (Kavanagh et al., 2013). Este daño también puede 

producirse de manera endógena y directa durante la replicación o como consecuencia de 

la generación de especies reactivas del oxígeno (Reactive Oxygen Species, ROS) propias 

del metabolismo fisiológico de la célula (De Bont y van Larebeke, 2004).  

 

2.3.1 Respuesta a la rotura del ADN 

 

Las roturas generadas, múltiples y al azar, pueden afectar a la doble hélice 

(Double-Strand Breaks, DSBs) o a una de las hebras (Single-Strand Breaks, SSBs) y su 

reparación implica la activación de una rápida respuesta coordinada (DNA damage 

response, DDR) con el fin de mantener la integridad genómica (Jackson y Bartek., 2009).  
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Dependiendo de la gravedad de la lesión, esta respuesta puede ir acompañada de 

la detención del ciclo celular, de un fenotipo secretor asociado a senescencia o incluso de 

la entrada en el programa de muerte celular. A nivel molecular, la respuesta al daño en el 

ADN está mediada por una cascada de señalización capaz de activar de forma específica 

y controlada diferentes grupos proteicos (Shiloh., 2003). El primer paso es la detección de 

la lesión, mediada por proteínas que reconocen la disrupción del ADN o las alteraciones 

de la cromatina que flanquean a dicha rotura. La vía de señalización utilizada para la 

transmisión del mensaje es la fosforilación proteica y es generada por las quinasas ATM 

(Ataxia-Talangiestasia Mutated), ATR (ATM and Rad3 Related) y DNA-PKcs (DNA Protein 

Kinase catalytic subunit); todas ellas pertenecientes a la familia de las PIKKs (PI-3-kinase-

related-kinases) (Su., 2006). Por medio de proteínas mediadoras, la señal de daño se 

propaga por el núcleo hasta que se ejecutan las acciones necesarias para solventar el 

problema. Recientemente se ha demostrado que ATM, junto con c-CbI (Casitas B-lineage 

lymphoma), estabiliza al receptor TGFβRII (TGF-β type II receptor) activando la cascada de 

señalización de TGF-β y promoviendo la detención del ciclo celular (Li et al., 2019). 

En respuesta a roturas de doble hebra, ATM y DNA-PKcs son atraídas hacia la zona 

dañada por el complejo mediador Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN) y el complejo Ku70/Ku80, 

respectivamente (Horejsi et al., 2004). Una vez en el lugar de la lesión, se activan 

catalíticamente y fosforilan a la variante de la histona H2A, H2AX, en la serina 139, a una 

distancia de unos 4 residuos del extremo C-terminal generado tras la rotura 

convirtiéndola en g-H2AX (Leatherbarrow et al., 2006). Aunque en un primer momento la 

señal se limita a los flancos de la lesión, rápidamente se propaga hacia ambos lados 

llegando a ocupar un territorio de dos megabases de cromatina. La unión de MDC1 

(Mediator of DNA damage Checkpoint 1), una proteína que estabiliza los extremos rotos, 

genera una reacción en cadena que amplifica la señal al impulsar la unión del complejo 

MRN, que recluta de nuevo a ATM para que fosforile a H2AX expandiendo su distribución 

(Lou et al., 2006). De esta manera, la unión de g-H2AX-MDC1-MRN extiende el radio de 

acción de ATM hasta zonas alejadas de la lesión; desencadenándose así una señalización 

global del daño (Scully y Xie., 2013). MDC1 también es capaz de reclutar a RNF8 (E3 

ubiquitin-protein ligase), quien ubiquitilará a las histonas H2A y H2AX (Mailand et al., 

2007) (Fig. 6A).  
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La modificación de estas histonas es clave para determinar el tipo de reparación 

de la DSB. Así, si H2A-Ub interacciona con BRCA1 (Breast Cancer 1 protein) la reparación 

se produce por recombinación homóloga (Homologous Recombination, HR), mientras que 

si se une a 53BP1 (p53 Binding protein 1) la reparación se realiza mediante la fusión de los 

extremos no homólogos del ADN (Non Homologous End Joining, NHEJ) (Fradet-Turcotte 

et al., 2013; Aly y Ganesan., 2011). 

Las roturas de cadena sencilla son señalizadas por RPA (Replication Protein A) para 

atraer a ATR, una quinasa que forma parte de un complejo heterodimérico con ATRIP (ATR 

Interacting Protein) y cuya actividad catalítica sólo se dispara al interaccionar con TOPBP1 

(DNA topoisomerase 2-binding protein 1) (Kumagai et al., 2006). Dicha interacción está 

mediada por la unión de varios complejos proteicos como Rad17, RFC (Replication Factor 

C) y el complejo 9-1-1 (Rad9, Hus1 y Rad1) al ADN de doble cadena que flanquea a la zona 

rotura (Majka et al., 2006) (Fig. 6B).  

 

 

Figura 6. Mecanismo de respuesta al daño en el ADN (DDR). La rotura de la doble hebra dispara la activación 
de ATM que se monomeriza y autofosforila. ATM añade un grupo fostato a la serina 139 de la histona H2AX, 
convirtiéndola en yH2AX y creando un sitio de unión a MDC1. El reclutamiento de MRN amplifica la señal de 
activación de ATM contribuyendo a la propagación de la yH2AX por la cromatina (A). En las SSBs, TOPBP1 es 
necesaria para la activación de ATR, quinasa reclutada por RPA (B). (Modificado de Palanca, 2014 y Cimprich 
y Cortez., 2008. doi: 10.1038/nrm2450). 
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2.3.2 Reparación de la rotura del ADN 

 

La señal emitida frente a la lesión en el ADN desencadena una amplia respuesta 

para coordinar su reparación; en el caso de que esta no sea satisfactoria, la acumulación 

del daño puede inducir una pérdida de la capacidad regenerativa del tejido y, por 

consiguiente, un envejecimiento del mismo, o incluso provocar la muerte programada de 

la célula (apoptosis) (Mladenov e Iliakis., 2011). La célula dispone de varios mecanismos 

para garantizar la estabilidad genómica y dos de ellos son fundamentales a la hora de 

reparar alteraciones estructurales de la hebra de ADN como son las roturas de doble 

cadena. Aunque el proceso de DDR es independiente del agente que induce el daño y de 

la fase del ciclo celular, la reparación suele producirse por recombinación homóloga tras 

la replicación del ADN o mediante el mecanismo de NHEJ en el periodo G1 (Aly y Ganesan., 

2011). De este modo, las células con capacidad proliferativa pueden reparar las DSBs 

utilizando ambos mecanismos mientras que las postmitóticas sólo emplean el NHEJ. 

La recombinación homóloga (Homologous Recombination, HR) es una vía de 

reparación de alta fidelidad basada en el apareamiento de las secuencias dañadas con la 

cromátida homóloga intacta que suele ocurrir en las fases S y G2 (Price y D´Andrea., 2013). 

Para que dicho proceso tenga lugar, H2A-Ub debe reclutar a BRCA1 (Breast Cancer 1), 

quien atrae a las nucleasas para retirar los nucleótidos de los extremos 5´ dañados. Para 

estabilizar los extremos 3´ libres se coloca la proteína RPA que, a su vez, también se 

encarga de reunir a Rad51 (Huertas y Jackson., 2009). Esta proteína se encarga de dirigir 

la invasión y el apareamiento del extremo 3´ con la hebra homóloga no dañada de la 

cromátida hermana para que la ADN polimerasa acceda. Tras la replicación de la hebra, 

las cadenas de ADN se sellan en el lugar de la lesión gracias a la acción de las ADN ligasas 

(West., 2003; Panier y Boulton., 2013). 

La reparación por recombinación de extremos no homólogos (Non-Homologous 

End-Joining, NHEJ), por el contrario, se basa en la unión directa de los extremos rotos, lo 

cual ocasiona una pérdida de información genética que, irreversiblemente, altera la 

fidelidad de las secuencias génicas del ADN reparado (Chiruvella et al., 2013). A pesar de 

ser un método propenso a errores, es el mecanismo de reparación más común en los 

mamíferos y suele ocurrir en las fases del ciclo celular G0 y G1 (Nakamura et al., 2010). En 

este tipo de reparación, 53BP1 se une a H2A-Ub para reclutar al heterodímero Ku70/80.  
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Este complejo evita que los extremos 5´ generados tras la rotura sean degradados 

por las nucleasas y atrae a las DNA-PKcs al lugar de la lesión con el fin de que los extremos 

rotos se mantengan próximos (Mladenov e Iliakis., 2011). Artemis, PNKP (Polynucleotide 

Kinase 3´-Phosphatase), APE1 (Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1) o TDP1 (Tyrosyl-

DNA phosphodiesterase 1) son algunas de las nucleasas que acceden a la zona para cortar 

los extremos que flanquean la rotura. Una vez que esto se ha llevado a cabo, un complejo 

compuesto por XRCC4 (X-ray repair cross-complementing protein 4), ADN ligasa IV y XLF 

(XRCC4-like factor) fusiona los extremos de ADN (Panier y Boulton., 2013) (Fig. 7). 

 

 
 

Figura 7. Mecanismos de reparación de las DSBs. La reparación por HR ocurre en las fases S/G2 del ciclo 
celular y requiere la unión de BRCA1 a la H2A-Ub. Tras la estabilización de los extremos por RPA, Rad51 dirige 
el entrecruzamiento del extremo 3´ con la hebra intacta de la cromátida hermana para que la DNA polimerasa 
replique de novo los fragmentos de ADN. Durante la NHEJ, 53BP1 se une a la H2A-Ub para regular la unión del 
complejo Ku70/Ku80-DNA-PKcs a los extremos del ADN dañado. Los nucléotidos que flanquean la rotura son 
eliminados por Artemis, PNKP, APE1 y TDP1; finalmente, un complejo compuesto por varias ligasas une ambos 
extremos. (Modificado de Palanca, 2014). 



    

 
38 

ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA  

2.3.3 Consecuencias del daño en el ADN 

 

La incorrecta reparación de la rotura puede ocasionarle a la célula serios 

problemas capaces de desencadenar mecanismos de senescencia y apoptosis. La decisión 

de optar por estas respuestas y no por otras menos severas viene determinada por la 

intensidad de la señal, proporcional al número y gravedad de las lesiones, y por la 

sensibilidad al daño que presente el tipo celular.  

 

2.3.3.1 Senescencia 

 

La senescencia es un proceso irreversible, en respuesta a una serie de señales 

como la exposición a estrés oxidativo o la señalización inducida por daño en el ADN, que 

conduce a la disfunción del tejido y al envejecimiento del organismo (Childs et al., 2015; 

Baar et al., 2017). Se caracteriza por una detención de la proliferación celular y está 

mediado por las vías de señalización de p53-p21 y/o p16INK4a (Pieur et al., 2011). Las 

células senescentes presentan un fenotipo secretor asociado a senescencia (Senescence-

Associated Secretory Phenotype, SASP) debido a su capacidad para liberar quimiocinas, 

factores de crecimiento (TGF-β, IGF1…), proteasas (metaloproteinasas MMP2, MMP9 y 

ADAMSTS9) y citoquinas inflamatorias (interleucinas: IL8L1, IL8L2) al microambiente 

celular y tisular (Acosta et al., 2013). Aunque la función principal de dichas moléculas es 

perpetuar el estado antiproliferativo y propagar la senescencia de manera autocrina y 

paracrina; también contribuyen a la eliminación de las células senescentes promoviendo 

la fagocitosis para remodelar el tejido y reparar el daño (Hoenicke y Zender., 2012; 

Kuilman y Peeper., 2009).  

La senescencia celular se considera un proceso dinámico que puede implicar 

cambios epigenéticos en la metilación del ADN, las modificaciones postraduccionales de 

las histonas, la remodelación de la cromatina y la expresión de los RNAs no codificantes 

(Lowe et al., 2016). Estas modificaciones epigenéticas interaccionan entre sí, regulan la 

estructura de la cromatina y la expresión génica facilitando la disfunción de los telómeros, 

el daño en el ADN y el estrés oxidativo típicos de la senescencia.  
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En algunos sistemas se ha observado que las células senescentes presentan una 

hipometilación global del ADN fruto de una incorrecta o reducida expresión de DNMT1, 

que afecta al enrollamiento de la doble hebra y expone sus extremos haciéndolos más 

vulnerables a las roturas (Oh et al., 2015). Sin embargo, existen zonas concretas del 

genoma, conocidas como focos de heterocromatina asociados a senescencia (Senescence-

associated Heterochromatic Focus, SAHF), que sufren procesos de hipermetilación 

asociados al reclutamiento de la DNMT1 por parte de la proteína HP1 (Smallwood et al., 

2007; Zhang et al., 2007). En estos ambientes de silenciamiento transcripcional es 

frecuente encontrar histonas hipoacetiladas, marcas asociadas con la represión génica 

como H3K9me3 y variantes de la histona H2A como la macroH2A (Narita., 2007; 

Bandyopadhyay et al., 2007; Chen et al., 2015). Además, las células senescentes tienen 

una cromatina más laxa como consecuencia de la pérdida de nucleosomas; dicha 

reducción en la compactación de la hebra de ADN puede ocasionar defectos en el splicing 

de los pre-RNA mensajeros (Carrillo et al., 2016). Los complejos remodeladores de la 

cromatina también son susceptibles de sufrir cambios durante el proceso de senescencia, 

ocasionando daño en el ADN, inestabilidad genómica o estrés oxidativo. El complejo 

INO80, por ejemplo, participa en la correcta progresión del ciclo celular uniéndose al 

promotor de p21Cip1 y regulando negativamente su expresión. La eliminación de dicho 

complejo aumenta la expresión de p21Cip1 y detiene el ciclo celular en G2/M (Min et al., 

2013; Cao et al., 2015). Bajo estas circunstancias también es frecuente observar la 

expresión de RNAs no codificantes (non-coding RNAs, ncRNAs) asociados a senescencia y 

regulados por p53 que intervienen en la proliferación y en la detención del ciclo celular 

(Gong et al., 2016). En otras ocasiones, los ncRNAs alteran los patrones de metilación de 

las células senescentes al actuar sobre los enzimas DNMT3A, DNMT3B y TET, como ocurre 

con miR-29 (Hu et al., 2015). 

 

2.3.3.2 Apoptosis 

 
La apoptosis es un tipo de muerte celular programada utilizada para la 

eliminación, de una forma controlada y por fagocitosis, de células dañadas o innecesarias. 

Es un proceso esencial durante el desarrollo embrionario que interviene en la maduración 

y remodelación de los tejidos y que se caracteriza por ocasionar cambios morfológicos y 

bioquímicos en las células que se van a morir (Hafner et al., 2019).  
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Entre ellos destacan la contracción celular, la condensación y fragmentación del 

núcleo, la aparición de ampollas o protuberancias en la membrana citoplasmática y la 

pérdida de adhesión con las células vecinas o la matriz extracelular (Meier y Vousden., 

2007; Nishida et al., 2008; Montero y Hurlé., 2010). A diferencia de otros tipos de muerte 

celular, la apoptosis es un proceso activo que puede desencadenarse a partir de dos rutas 

diferentes de señalización molecular en función del tipo de estímulos que la activen.  

 

2.3.3.2.A Vía intrínseca, vía de estrés o mitocondrial  
 

Como consecuencia de un estímulo intracelular, por ejemplo, un daño en el ADN 

o la falta de un determinado factor de crecimiento, la vía intrínseca de la apoptosis se 

activa (Hassan et al., 2014; Zaman et al., 2014; Xu et al., 2015). Esta ruta está regulada por 

proteínas pertenecientes a la familia de BCL-2 (B-cell lymphoma 2), moléculas que se 

pueden clasificar en tres grandes grupos atendiendo a sus características funcionales y 

estructurales (Tan et al., 2011; Letai et al., 2002): 

• Proteínas efectoras proapoptóticas: poseen tres dominios BCL-2 de homología 

(BH) BH1-3 y su activación aumenta la permeabilidad de la membrana 

mitocondrial externa. A este grupo pertenecen BAX (BCL-2-associated X protein) 

y BAK (BCL-2 homologous antagonist killer). 

• Proteínas proapoptóticas BH3: inician la vía intrínseca y presentan un único 

dominio BH3 gracias al cual se unen a las proteínas antiapoptóticas. Moléculas 

como BIM (BCL-2-interacting mediator of cell death), BID (BH3-interacting domain 

death agonist) o PUMA (p53-upregulated modulator of apoptosis) forman parte 

de este grupo (Letai et al., 2002). 

• Proteínas antiapoptóticas BCL-2: cuentan con todos los dominios BH e inhiben la 

apoptosis al actuar sobre las proteínas proapoptóticas (Czabotar et al., 2013). 

 
Tras la activación de esta vía, las proteínas proapoptóticas BH3 movilizan a BAX y 

a BAK, quienes oligomerizan para formar macroporos en la superficie de la membrana 

externa de la mitocondria (Lomonosova y Chinnadurai., 2008).  
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La permeabilización de esta membrana promueve la salida hacia el citoplasma de 

proteínas como el citocromo c, quien tras unirse a APAF-1 (Apoptotic Protease-activating 

factor 1) induce la formación del apoptosoma. Estas moléculas están implicadas en la 

activación de la caspasa 9 así como de las caspasas ejecutoras 3 y 7, encargadas de la 

escisión de las proteínas celulares (Green y Llambi., 2015). Con el fin de asegurar la muerte 

de la célula, la serin-proteasa HTR2A (5-Hydroxytryptamine Receptor 2A, conocida como 

OMI) y SMAC (Second mitochondria-derived activator of caspases) bloquean la acción de 

los inhibidores endógenos XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) e IAP (Inhibitor of 

apoptosis proteins), respectivamente (Maas et al., 2010; Lopez y Tait., 2015; Zaman et al., 

2014) (Figura 8).  

Aunque las caspasas participan significativamente en el proceso de apoptosis, es 

importante mencionar que la mera permeabilización de la membrana mitocondrial 

externa es capaz de ocasionar la muerte celular como resultado de la pérdida de función 

de dicho orgánulo (Lopez y Tait., 2015). Además, la liberación y, posterior, translocación 

al núcleo de proteínas mitocondriales implicadas en la cadena respiratoria, como AIF 

(Apoptosis-inducing factor), promueven la fragmentación y condensación de la cromatina 

(Bano y Prehn., 2018). 

 

2.3.3.2.B Vía extrínseca  
 

La vía extrínseca de la apoptosis se induce tras la unión de una proteína 

extracelular, como por ejemplo Fas-L (Fas ligand) o TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing 

ligand), a un receptor transmembrana de la familia del factor de necrosis tumoral 

(Tumoral Necrosis Factor, TNF) (Zaman et al., 2014). Estos receptores cuentan con un 

dominio citoplasmático de muerte (Death domain, DD) al que se unen proteínas 

adaptadoras como FADD (Fas-associated death domain) o TRADD (TNF receptor-

associated death domain) para desencadenar una cascada de señalización iniciada por un 

complejo inductor de muerte (Death-inducing signaling complex, DISC) y mediada por 

caspasas (Goldar et al., 2015; Liu et al., 2017). La activación de la procaspasa 8 y de las 

caspasas 3 y 7 conduce a la escisión de diversas proteínas y a la apoptosis celular (Strasser 

et al., 2009). En otras ocasiones, como puede apreciarse en la figura 7, ambas vías 

apoptóticas convergen tras la activación de la caspasa 8.  
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Ésta actúa sobre BID produciendo su fragmentación (tBID), hecho que induce la 

oligomerización de BAX y BAK, el aumento de la permeabilidad de la membrana 

mitocondrial por la liberación del citocromo c y la activación de la ruta intrínseca 

(Walczak., 2013) (Fig. 8). 

 

 
 

Figura 8. Vías de señalización activas durante el proceso de apoptosis. Representación esquemática de las 
dos vías de señalización, extrínseca e intrínseca, que pueden activarse durante el proceso de muerte celular 
por apoptosis. 

 

La muerte celular por apoptosis es un proceso activo, que consume energía y que 

interviene en el mantenimiento de la homeostasis tisular y en la prevención del cáncer 

evitando la propagación y conservación de poblaciones celulares dañadas (Lopez y Tait., 

2015; Luke et al., 2003). También juega un papel indispensable durante el desarrollo 

embrionario, periodo en el que a medida que el organismo va tomando forma, se produce 

una eliminación como compensación a la sobreproducción celular de los estadios iniciales 

(Ke et al., 2018).  Un ejemplo característico de las funciones morfogenéticas, derivadas de 

la apoptosis, durante el proceso de organogénesis lo observamos en la regresión del tejido 

del espacio interdigital de las extremidades embrionarias de los animales vertebrados 

tetrápodos. 
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2.4 Formación de las extremidades durante el desarrollo 

embrionario  

Durante su desarrollo, los esbozos de las extremidades son estructuras de forma 

redondeada, que surgen a partir del estadio 15HH en los flancos del cuerpo del embrión, 

compuestas por agregados de progenitores musculoesqueléticos procedentes del 

mesodermo lateral y los somitas (Hamburger y Hamilton., 1951). En la zona distal de ese 

mesodermo, se establece la que ha sido denominada zona de progreso (Progress Zone, 

PZ) formada por células indiferenciadas con capacidad proliferativa que están protegidas 

por una capa de ectodermo que muestra un engrosamiento en el margen distal 

denominado cresta ectodérmica apical (Apical Ectodermic Ridge, AER) (Merino et al., 

1999). Esta región marginal, es un importante centro señalizador de la extremidad en 

desarrollo que libera factores de crecimiento, como BMP (Bone Morphogenetic Protein), 

FGF (Fibroblast Growth Factor) o Wnt (Wintless -INT); para estimular la proliferación de 

los progenitores mesodérmicos, quienes se condensarán y formarán blastemas radiales 

de cartílago (Pan et al., 2005; Pajni-Underwood et al., 2007; Maatouk et al., 2009; 

Villacorte et al., 2010; Cunningham et al., 2011). Dichas condensaciones se irán 

segmentando para constituir los distintos elementos esqueléticos e irán alargándose 

gracias a la incorporación de nuevos progenitores en la zona distal. La interacción entre 

el mesodermo y la AER es imprescindible para el completo crecimiento de la extremidad 

(Macias et al., 1997).  

 

2.4.1 Condrogénesis  
 

La condrogénesis en el esbozo de la extremidad es responsable de la formación 

de una estructura cartilaginosa que actúa como molde para el esqueleto óseo que 

presentará el individuo. Esta compleja sustitución, que tiene lugar a lo largo del desarrollo 

embrionario, se conoce como osificación endocondral y ocurre en la mayor parte de los 

huesos del organismo a excepción de algunos huesos planos, como los del cráneo, donde 

se produce una osificación intramembranosa (Clarke., 2008; Wang et al., 2014). 
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Durante el desarrollo de las extremidades, las estructuras radiales que dan lugar 

a los dedos están compuestas por células mesenquimales multipotentes que proliferan y 

se agregan (Wang et al., 2014). Este hecho es de vital importancia para la diferenciación 

y parece estar regulado por interacciones célula-célula y célula-matriz. Entre las moléculas 

señalizadoras que participan en la iniciación y el mantenimiento de la actividad 

condrogénica durante el desarrollo de la extremidad destacan los miembros de la 

subfamilia de TGF-β (Transforming growth factor β). Éstos, aumentan la expresión de 

moléculas de adhesión como fibronectina, N-cadherina o tenascina que influyen en la 

condensación y favorecen la conversión de los progenitores musculoesqueléticos a 

condrocitos maduros (Oberlender y Tuan., 1994; DeLise et al., 2000). Los BMPs, Wnt y los 

FGFs también intervienen en la formación de las condensaciones precartilaginosas 

regulando la transcripción de Sox9 (SRY-box9) (Goldring et al., 2006). Bajo estas 

condiciones, las células condensadas proliferan y se diferencian a condrocitos, quienes 

presentan una morfología redondeada y expresan genes específicos de cartílago, como 

Sox9 (Hino et al., 2014). Comienza así a producirse una transformación gradual de la 

matriz extracelular en la que se origina una red elástica e interconectada con 

características únicas de rigidez y flexibilidad alrededor de los condrocitos. El colágeno I 

es sustituido por los colágenos de tipo II, IX y XI; y el agrecano (Aggrecan) se convierte en 

el proteoglicano mayoritario, aumentando las propiedades viscoelásticas de la matriz 

extracelular (Knudson., 2003). La proliferación activa de los condrocitos permite el 

crecimiento longitudinal de una estructura cartilaginosa que adquiere una forma similar 

al hueso al que va a dar origen (Long y Ornitz., 2013). A medida que esto ocurre, se 

produce un proceso de osificación entre la diáfisis o zona central y las epífisis o extremos 

del hueso que lleva asociado la formación de una placa de crecimiento óseo, una 

estructura compleja donde se organiza el cartílago. En ella, los condrocitos se agrupan 

formando columnas paralelas al eje de crecimiento de la estructura y producen 

importantes cantidades de matriz extracelular. En los márgenes de esta zona proliferativa 

se localiza la región prehipertrófica, caracterizada por la presencia de células 

postmitóticas alargadas que expresan IHH (Indian hedgehog), un factor de señalización 

que controla la tasa de maduración de los condrocitos. Una vez que los condrocitos dejan 

de proliferar y se hipertrofian, comienzan a producir una matriz extracelular mineralizada 

rica en colágeno tipo X, MMP13 (Matrix metalloproteinase 13) y VEGF (Vascular endotelial 

growth factor) (Inada et al., 2004; Onyekwelu et al., 2009). 
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Las células localizadas en la periférica de las condensaciones, de aspecto más 

alargado y aplanado, se mantienen indiferenciadas y dan lugar al pericondrio, una capa 

de tejido conjuntivo denso que nutrirá al cartílago. Durante el proceso de osificación 

endocondral, el pericondrio se convertirá en periostio y formará un collar de tejido óseo 

alrededor de la zona central del molde cartilaginoso. Los factores liberados por los 

condrocitos hipertróficos contribuyen en el remodelado y la calcificación de la matriz, 

evitando la difusión de sustancias y ocasionando la muerte de los condrocitos localizados 

en dicha zona (Behonick et al., 2007). Además, intervienen en la invasión del tejido 

vascular, imprescindible para que los progenitores óseos puedan colonizar la zona y 

diferenciarse a osteoblastos (Yang et al., 2012; Hu y Olsen., 2016) (Fig. 9). 

 

 
 

Figura 9. Esquema de la osificación endocondral. Las células mesenquimales se condensan y diferencian a 
condrocitos para formar una estructura cartilaginosa que servirá de molde para el futuro hueso al que dará 
lugar (A y B). La proliferación continuada de los condrocitos permite la elongación de la estructura; 
posteriormente estas células sufren un proceso de hipertrofia y comienzan a sintetizar componentes de la 
matriz extracelular que calcifican el entorno (C). También liberan factores, como VEGF, que intervienen en la 
formación de la vascularización y que permiten la entrada de los progenitores osteogénicos, así como su 
diferenciación a osteoblastos (D y E). (Modificado de Allas et al., 2019. doi:10.1016/j.bone.2018.10.004). 

 

Durante el desarrollo de las extremidades, los elementos esqueléticos se separan 

por regiones que constituirán las futuras articulaciones donde el mesénquima se 

mantiene indiferenciado. Las articulaciones constan de una cavidad articular, recubierta 

de un cartílago capaz de soportar el estrés mecánico y de amortiguar los movimientos de 

dicha unión, que separa las estructuras de contacto (Staines et al., 2013).  
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Diferente al tejido condrogénico que forma los huesos, el cartílago articular está 

compuesto principalmente por una red de colágenos y proteoglicanos que constituye la 

matriz extracelular sobre la que se disponen los condrocitos (Pitsillides y Ashhurst., 2008). 

A diferencia de lo que ocurre durante la osificación endocondral, este tipo de células no 

siguen una secuencia de proliferación, maduración, hipertrofia, apoptosis y osificación 

(Staines et al., 2013). Aunque inicialmente se trata de una masa celular densa y 

homogénea compuesta por células de pequeño tamaño, a medida que el desarrollo 

avanza se divide en tres zonas: dos capas condrogénicas, que recubren las epífisis de los 

elementos esqueléticos en crecimiento, y una capa intermedia, donde se labra la cavidad 

articular que constituirá, terminado el desarrollo, el cartílago articular (Ito y Kida., 2000) 

(Fig. 10). 

 
 

Figura 10. Condrogénesis y formación de las articulaciones. Durante el proceso de formación del cartílago, 
los progenitores condrogénicos se agregan para constituir los radios digitales; esta incorporación ocurre 
principalmente en la punta del dedo en crecimiento. Sin embargo, también se ha descrito que algunos 
progenitores se incorporan, como indican las flechas de este esquema, a nivel del primordio de las 
articulaciones pero no en el resto de la superficie, donde el pericondrio aísla al cartílago del mesénquima 
vecino (A). A lo largo de estas estructuras se disponen zonas de cartílago articular que darán lugar a las 
articulaciones (B). Tras la diferenciación e hipertrofia, los condrocitos comienzan a sintetizar componentes de 
la matriz extracelular que calcifican el entorno (C).  (Adaptado de Mariani y Martin., 2003. 
doi:10.1038/nature01655). 
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2.4.2 Apoptosis durante la formación de las extremidades 
 

Al mismo tiempo que se van formando los elementos que compondrán el 

esqueleto de la extremidad, un gran número de células indiferenciadas experimenta un 

proceso de muerte por apoptosis. Este proceso de eliminación celular en la extremidad 

en desarrollo juega un papel clave en su remodelado, observándose en estadios de 

desarrollo muy tempranos áreas o regiones de muerte como la zona necrótica anterior 

(Anterior Necrotic Zone, ANZ), la zona necrótica posterior (Posterior Necrotic Zone, PNZ) y 

el área opaca (Opaque Patch) (Hinchliffe; 1982). A medida que el desarrollo avanza, se 

pueden observar áreas de muerte en las regiones interdigitales (Interdigital Apoptotic 

Zones, IAZ) cuya distribución espaciotemporal determina la morfología de los dedos de la 

especie en desarrollo (Hurle y Colvee., 1982; Weatherbee et al., 2006) (Fig. 11).  

Una vez que los dedos se han constituido y que la AER ha cesado la estimulación 

de los progenitores mesodérmicos, las células del tejido interdigital detienen la 

proliferación y se desencadena su muerte por apoptosis (Garcia-Martinez et al., 1993). 

Además, en estas zonas se observan células con un incremento en el número de 

lisosomas, alteraciones en su citoesqueleto fruto de la degradación de la matriz 

extracelular y fenómenos de autofagia (D´Eletto et al., 2012; Zuzarte-Luis et al., 2007). La 

eliminación del tejido interdigital, por fagocitosis, va acompañada de la desaparición de 

los vasos sanguíneos presentes en él (Francisco-Morcillo et al., 2014; Lorda-Diez et al., 

2015b). Se ha sugerido que la anulación tardía de estos componentes del sistema vascular 

actúa localmente produciendo ROS y ocasionando un estrés oxidativo que puede afectar 

a componentes celulares tan importantes como las mitocondrias y, por consiguiente, 

potenciar la muerte de las células presentes en el tejido (Eshkar-Oren et al., 2015; 

Schnabel et al., 2006; Cordeiro et al., 2019). Finalmente, y tras su remodelado anatómico, 

el esqueleto de la extremidad quedará compuesto por 3 elementos. El estilopodio es la 

región proximal de la extremidad en la que se localiza el húmero (extremidad superior) o 

el fémur (extremidad inferior). El zeugopodio es la zona intermedia y comprende a la 

pareja de elementos esqueléticos cúbito-radio (ulna-radio) en la extremidad superior o 

tibia-peroné (tibia-fíbula) en la extremidad inferior. En la parte más distal del miembro se 

localiza el autopodio, una región subdividida en basipodio (carpos y tarsos), metapodio 

(metacarpos y metatarsos) y acropodio (falanges) (Fischer y Blickhan., 2006). 
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Figura 11. Esquema de la formación de las extremidades durante el desarrollo embrionario. Los primordios 
de las extremidades surgen de los flancos del embrión de pollo a partir del estadio 15HH (A). En ellos, las 
poblaciones celulares de la zona de progreso (PZ, color morado) y de la cresta ectodérmica apical (AER, color 
rosa) interaccionan y comparten señales para dar lugar a una estructura con aspecto de pala (B). En esta 
región, pueden apreciarse las áreas de formación del cartílago (d1-d4, en color azul) que posteriormente se 
transformarán, mediante un proceso de osificación endocondral, en hueso. Las zonas donde se producirán 
fenómenos de muerte celular, como el espacio interdigital, aparecen coloreadas en naranja (C). Una vez que 
el desarrollo de la extremidad ha finalizado, en ella se pueden apreciar tres elementos diferentes: el estilopodio 
(en color rojo), el zeugopodio (de color amarillo) y el autopodio (en color azul). (Modificado de Mariani y 
Martin., 2003. doi:10.1038/nature01655). 

 
 
2.4.3 Epigenética durante la formación de las extremidades 

 
 La formación de las extremidades durante el desarrollo embrionario es un 

proceso muy organizado y controlado, en el que participan numerosos factores que han 

de actuar en momentos puntuales para que el resultado sea satisfactorio. Hasta la fecha, 

un gran número de estudios han demostrado que la contribución de los modificadores 

epigenéticos es clave para regular la transición cartílago-hueso; a continuación, se 

muestran algunos ejemplos. 
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2.4.3.1 Metilación del ADN  

 

Como se mencionó en el apartado 2.2.1.1, la metilación del ADN mantiene la 

integridad del genoma y es esencial para el silenciamiento de importantes factores de 

transcripción; sin embargo, su implicación en la condrogénesis aún no se conoce con 

exactitud (Bird., 2002; Hattori et al., 2007). En embriones de pollo se ha identificado una 

desmetilación del promotor del gen Col10a1 (Collagen type X alpha 1 chain), durante la 

diferenciación de las células madre mesenquimales a condrocitos, que se correlaciona 

directamente con un aumento en la expresión de dicho gen (Zimmermann et al., 2008). 

Asimismo, ensayos in vitro utilizando células madre mesenquimales tratadas con dos 

potentes inhibidores de las DNMT, 5-azacitidina (5-azacytidine, 5-aza) y 5-aza-2´-

deoxicitidina (5-aza-2´-deoxycytidine, 5-aza-dC), demostraron la implicación de estos 

enzimas (DNMTs) en la diferenciación osteogénica (El-Serafi et al., 2011; Zhou et al., 

2009). A la hipometilación del genoma celular observada, se sumaba un incremento en la 

expresión de genes implicados en la diferenciación, así como la hipertrofia de los 

condrocitos presentes en las articulaciones (Zuscik et al., 2004; Haq., 2016). En ratones, 

también se ha visto que la DNMT3B es clave en la regulación de la diferenciación del 

cartílago articular y de los condrocitos hipertróficos (Shen et al., 2017; Wang et al., 2018; 

Xu et al., 2018).  

De la misma manera que ocurre con la metilación, durante el desarrollo de las 

extremidades se producen variaciones en los niveles globales de la 5-hmC, fruto de los 

cambios en la expresión génica de los TET (Ten-Eleven-Translocation dioxygenase). El 

aumento de esta modificación epigenética se observa en genes asociados con el 

desarrollo del cartílago, como Sox9 o Col2a1, poniendo de manifiesto el papel que dichos 

enzimas juegan en el proceso de condrogénesis (Taylor et al., 2016). 
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2.4.3.2 Modificaciones postraduccionales de las histonas 

 

2.4.3.2.A Acetilación de las colas de las histonas 

 

La acetilación de los residuos N-terminales de las histonas favorece la 

descompactación de la cromatina facilitando el acceso de la maquinaria transcripcional a 

regiones concretas del genoma. Así, esta modificación epigenética regula numerosos 

procesos celulares como la osificación endocondral o la formación del cartílago articular. 

Para ello, se requiere la participación de las HAT, histona-acetiltransferasas capaces de 

acoplarse a las secuencias de ADN reconocidas por factores de transcripción como RUNX2 

(Run-related Transcription factor 2) y SOX9 (Bradley et al., 2011). La asociación de este 

último con el complejo acetiltransferasa CBP (CREB-binding protein)/p300 activa la 

expresión de genes específicos de cartílago durante la diferenciación condrogénica 

(Furumatsu et al., 2005; Tsuda et al., 2003). 

A pesar de que se desconoce el papel que juegan las HDACs durante las primeras 

fases de la osificación endocondral, la idea más aceptada es que existe cierto grado de 

redundancia entre ellas a la hora de regular este proceso (Chang et al., 2004; Jeon et al., 

2006). En etapas más avanzadas del mismo, se ha descrito la regulación de genes 

específicos de la matriz cartilaginosa, como Acan (Aggrecan) o Col2A1 por parte de HDAC1 

y HDAC2 (Bradley et al., 2011; Hong et al., 2009). HDAC1 también participa en la 

diferenciación de los osteoblastos, acoplándose a RUNX2 para reducir su actividad, y sus 

efectos estimuladores sobre p300 son necesarios para la diferenciación del cartílago (Lee 

et al., 2006; Furumatsu et al., 2005). Por su parte, HDAC3 y HDAC4 controlan el proceso 

de hipertrofia de los condrocitos gracias a su interacción con MEF2 (Myocyte-specific 

Enhancer factor 2) y ZPF521 (Zinc finger protein 521) (Bradley et al., 2011; Vega et al., 

2004; Correa et al., 2010). Sin embargo, la unión de HDAC4 a RUNX2 impide que este 

factor de transcripción participe en la conversión de los condrocitos a células 

hipertróficas; por ello este enzima suele ser degradado por las caspasas gracias a la acción 

de p38-MAPK (Mitogen-activated protein kinase p38) (Zhou et al., 2015). RUNX2 también 

es regulado durante la maduración y diferenciación de los osteoblastos por HDAC5, 

mediante una ruta dependiente de TGF-β, por HDAC6 y HDAC7 (Kang et al., 2005; 

Westendorf et al., 2002; Jensen et al., 2009).  
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Las células en proliferación dispuestas en la placa de crecimiento presentan altos 

niveles de este último enzima quien, además, bloquea la proliferación de los condrocitos 

y la actividad de la β-catenina durante la osificación endocondral (Bradley et al., 2015). 

Los ratones KO para SIRT1, una de las HDAC dependientes de NAD+, se caracterizan por 

presentar retrasos en la mineralización de los huesos, altos niveles de MMP13 y 

deficiencias en componentes de la matriz extracelular como colágeno tipo II (Lemieux et 

al., 2005; Gabay et al., 2013). Este fenotipo tan alterado pone de manifiesto que las 

sirtuinas son enzimas clave en el mantenimiento de la homeostasis del cartílago (Gagarina 

et al., 2010; Oppenheimer et al., 2012).  

 

2.4.3.2.B Metilación de las colas de las histonas 
 

La adición de un grupo metilo a los extremos N-terminal de las histonas se asocia 

con una regulación, negativa o positiva, de la transcripción en función del residuo 

aminoacídico que se haya visto afectado. Este tipo de modificación epigenética está 

regulada de manera dinámica durante la osificación endocondral por varias histona 

metiltransferasas y demetilasas específicas de la H3K9 como PRDM2 (PR domain zinc 

finger protein 2) o SUV39H1 (Suppressor of variegation 3-9, Drosophila homolog of 1). 

Ambos enzimas se encuentran altamente expresados en los condrocitos hipertróficos 

durante el desarrollo de la placa de crecimiento (Ideno et al., 2013). En este proceso 

también interviene SETDB1 (SET domain protein bifurcated 1), una metiltransferasa que 

interacciona con HDAC4 y RUNX2 para reprimir la expresión de los genes diana de dicho 

factor de transcripción. También se ha visto que este enzima juega un papel clave en la 

diferenciación de los condrocitos articulares (Yang et al., 2013; Lawson et al., 2013). Del 

mismo modo, la pérdida en ratones de la histona metiltransferasa específica de H3K27, 

EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2), ocasiona un retraso drástico en el crecimiento y una 

alteración en la proliferación de los condrocitos (Lui et al., 2016). La metilación de H3K27 

mediada por DOT1L (DOT1 like histone lysine methyltransferase) parece estar implicada 

en la diferenciación condrogénica mediante la regulación de la vía de señalización de Wnt, 

pues el silenciamiento de dicho enzima reduce la condrogénesis y la mineralización de la 

matriz extracelular in vitro (Castaño-Betancourt., 2012; McLean et al., 2014). 

 



    

 
52 

ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA  

En otras ocasiones, el reclutamiento de histona demetilasas como PHF2 (PHD 

finger protein 2) puede promover la expresión de genes implicados en la condrogénesis 

regulados por SOX9 (Hata et al., 2013). JMJD3 (Jumonji domain containing-3), una histona 

demetilasa específica de H3K27, se expresa notablemente tras la inducción por TGF-β de 

la condrogénesis en células madre mesenquimales y su cooperación con RUNX2 favorece 

la proliferación e hipertrofia de los condrocitos (Zhang et al., 2015; Yapp et al., 2016).   

 

2.4.3.3 Modificadores de la cromatina  

 

 La diferenciación celular que tiene lugar durante el proceso de organogénesis de 

los embriones vertebrados es un evento muy complejo y ordenado en el que se producen 

múltiples y rápidos cambios en la expresión génica. Para ello, se debe regular la 

arquitectura de los nucleosomas, reducir la compactación de la fibra de ADN y modular la 

unión de los factores de transcripción o las modificaciones postraduccionales de las colas 

de las histonas. Estas son algunas de las funciones que ejercen las proteínas modificadoras 

de la cromatina pertenecientes a la familia HMG (Bustin., 2001; Lim et al., 2005). Estudios 

en diferentes modelos animales han puesto la atención en la relación existente entre los 

niveles de expresión de las proteínas HMGN y la diferenciación celular que ocurre durante 

el desarrollo embrionario, observándose una expresión célula-específica (Korner et al., 

2003; Lehtonen y Lehtonen., 2001). Durante la formación de las extremidades, se puede 

advertir que la expresión de HMGN1 y HMGN2 está íntimamente relacionada con la 

diferenciación condrocítica, gracias a la modulación de SOX9. La asociación de estas 

proteínas genera un cambio estructural en la zona de la cromatina en la que se encuentra 

el gen Sox9, hecho que facilita su transcripción en un momento determinado del 

desarrollo (Furusawa et al., 2006). Del mismo modo, se ha descrito que la liberación por 

parte de los condrocitos hipertróficos de la placa de crecimiento de la proteína HMGB1 

(High mobility group box 1 protein), miembro de la familia HMGB, actúa como un 

quimioatrayente favoreciendo la invasión de los osteoclastos, osteoblastos y células 

endoteliales (Taniguchi et al., 2007). 
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2.4.3.4 RNAs no codificantes  

 

Los RNAs no codificantes interaccionan con los complejos remodeladores de la 

cromatina para dirigirlos a las zonas específicas del genoma sobre las que han de actuar. 

Aunque en la presente tesis no se han descrito con detalle los microRNAs (miRNAs), en 

este apartado sobre la formación de las extremidades durante el desarrollo embrionario, 

es necesario hacer una breve mención. Compuestos por 21-24 nucleótidos, los microRNAs 

regulan la expresión génica a nivel postranscripcional mediante la represión de la 

traducción o la escisión de los RNAs mensajeros (mRNAs). A lo largo del proceso de 

condrogénesis participan en varios eventos como la formación y remodelación del 

cartílago o la regulación de la homeostasis celular (Zhang et al., 2012). Varios estudios han 

demostrado el papel que diversos miRNAs, como miR-410 o miR-146a, adquieren durante 

la diferenciación condrogénica (Guérit et al., 2013). Los ratones deficientes en miR-410, 

por ejemplo, presentan un deterioro en el crecimiento longitudinal de los huesos y una 

mayor diferenciación hipertrófica como consecuencia de su efecto sobre MEF2C (Mads 

box transcription enhancer factor 2, polypeptide C), un factor de transcripción que 

controla la hipertrofia de los condrocitos y el desarrollo óseo (Papaioannou et al., 2015; 

Zhou et al., 2015). Por otra parte, el bloqueo de la traducción de las proteínas SMAD2 y 

SMAD3, mediado por miR-146a, afecta a la diferenciación de las células esqueléticas y la 

reducción de miR-221 incrementa los niveles de marcadores condrogénicos durante la 

diferenciación de células madre mesenquimales (Cheung et al., 2014; Lolli et al., 2016).  

Previo al proceso de apoptosis que inducirá la eliminación de las células presentes 

en el espacio interdigital, el tejido de dicho espacio sufre un periodo de senescencia 

caracterizado por un fenotipo secretor proinflamatorio (Lorda-Diez et al., 2015a, b). Con 

relación a este hecho, se ha descrito recientemente que dos miRNAs asociados con 

inflamación y senescencia, miR-21 o miR-146c, están sobreexpresados en las células 

presentes en el tejido interdigital del autopodio en desarrollo (Garcia-Riart et al., 2017).  

Por el contrario, en el transcurso de la regresión del tejido del espacio interdigital se 

observa una reducción en los niveles de expresión de miR-222a y miR-205, dos RNAs no 

codificantes implicados en proliferación e inhibición de la muerte celular (Garcia-Riart et 

al., 2017). 
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Del mismo modo que ocurre con los miRNAs, los RNAs largos no codificantes 

están implicados en la regulación del desarrollo de los elementos esqueléticos. HOTTIP 

controla el crecimiento y la elongación de las estructuras que componen el zeugopodio, 

parte media, y el autopodio, parte distal de la extremidad en desarrollo (Wang et al., 

2011). Para ello, regula la expresión de los genes 5´ HOXA mediante el reclutamiento de 

un complejo proteico que promoverá la metilación de la lisina 4 de la histona H3, marca 

epigenética de la cromatina activa (Schuettengruber et al., 2017). Asociado con los genes 

promotores de la condrogénesis, el lncRNA HIT recluta al complejo p100/CBP (CREB-

binding protein) para modular la acetilación de H3K27 en los momentos previos a la 

diferenciación condrogénica (Carlson et al., 2015). El desarrollo musculoesquelético de las 

extremidades también está regulado por estas moléculas y un ejemplo de ello es el papel 

de H19 durante la diferenciación osteogénica. Este lncRNA actúa sobre la ruta de 

señalización TGF-β/pSmad3/HDAC4/HDAC5 potenciando la expresión de Runx2 y Ocn 

(Osteocalcine) (Liu et al., 2017). 

 

Como se ha tratado de explicar, la condrogénesis que ocurre durante el desarrollo 

embrionario de las extremidades es un proceso altamente regulado por distintos 

mecanismos epigenéticos. Todos ellos, interaccionan entre sí controlando, 

espaciotemporalmente, la formación de estas estructuras.  
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El presente proyecto de Tesis Doctoral pretende caracterizar la implicación de 

alteraciones en la cromatina, como un paso previo al inicio de los procesos degenerativos 

que eliminan el tejido del espacio interdigital en las especies de vertebrados con dedos 

libres durante el desarrollo embrionario. Nuestro principal objetivo es generar un nuevo 

modelo que explique la amplia variedad de formas de degeneración celular que ocurren 

a lo largo de la remodelación de los tejidos embrionarios, durante los procesos de 

morfogénesis. En concreto nos proponemos contestar las siguientes cuestiones: 

  

1. ¿Existen alteraciones en el ADN previas al inicio de la muerte en las células destinadas 

a morirse? Las hipótesis en curso proponen que la muerte celular se origina por una 

cadena de señalización que se inicia en la mitocondria o la membrana celular y 

subsecuentemente se traslada al núcleo. Nuestra hipótesis es que las lesiones 

degenerativas del interdígito sean secundarias a un daño primario en el ADN de los 

progenitores esqueléticos que no reciben señal de diferenciación. 

 

2. ¿Posee la cromatina de las células destinadas a morirse una labilidad diferencial a las 

agresiones genotóxicas? Dado que aún desconocemos la causa primaria que origina 

la muerte celular programada, queremos averiguar si las células destinadas a morirse 

poseen una configuración de la cromatina que las haga más susceptible a agentes 

endógenos, como el estrés oxidativo, o a otros agentes exógenos como las 

radiaciones ionizantes. 

 

3. ¿Poseen las células que van a morirse rasgos epigenéticos diferenciales con respecto 

a las que sobreviven y forman dedo? Para tratar de responder a esta cuestión, 

analizaremos los patrones de metilación del ADN en periodos previos y durante la 

muerte. Por el momento, descartamos un análisis detallado de otras modificaciones 

epigenéticas debido, a que en experimentos preliminares no se han obtenido 

diferencias significativas que justifiquen su estudio. Haremos un estudio sistemático 

tanto a nivel de expresión génica como proteica de los factores más relevantes 

implicados en la metilación del ADN. Aquellos cuya expresión se correlacione 

temporal y/o espacialmente con el proceso degenerativo serán elegidos para realizar 

estudios funcionales.  
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4.1 Modelos Animales 

En la presente Tesis Doctoral se han empleado embriones de pollo Rhode Island 

(Gallus gallus) de 4.5 a 7.5 días post-incubación (PI), equivalente a los estadios 25 y 32 de 

Hamburger y Hamilton (25 y 32HH) (Hamburger y Hamilton., 1951); y embriones de ratón 

(Mus musculus) de la cepa C57BL6 de 10.5 a 14 días post coitum (pc). Los ratones se 

mantuvieron en el Servicio de Estabulación y Experimentación Animal (SEEA) de la 

Universidad de Cantabria rigiéndose, su cuidado y manipulación, por las normas de 

experimentación dictadas por la Comunidad Europea (2010/63/UE) de acuerdo con la 

vigente legislación española (Real Decreto 53/2013). 

Los huevos se incubaron a 38.5ºC y 50% de humedad relativa durante los días 

necesarios hasta que el embrión alcanzó el estadio considerado óptimo para el 

experimento que se quería realizar. 

 

4.2 Obtención y Procesamiento del tejido biológico 
 

4.2.1 Extracción del tejido embrionario del espacio interdigital 
 

Para la realización de los experimentos se tomó, como tejido a estudio, el tercer 

y cuarto interdígito de los autopodios de los embriones de pollo y ratón, respectivamente.   

En embriones de pollo, los estadios que se consideran adecuados para la disección 

del tejido interdigital comprenden desde el 28HH (corresponde a los 5.5 días PI y es previo 

al inicio de la muerte) hasta el 32HH (corresponde a los 7.5 días PI y coincide con el 

momento de muerte celular masiva). En ratón, se eligen embriones de estadios 

equivalentes a los del pollo, entre los 10.5 y 14 días pc. De esta forma, se puede abarcar 

todo el proceso de regresión del tejido interdigital y estudiar los diferentes mecanismos 

que tienen lugar en él. 

Transcurrido el tiempo deseado de incubación, los huevos se sacan de la 

incubadora y se dejan reposar una hora a temperatura ambiente. Para su desinfección, se 

pulverizan con alcohol etílico al 70% y se procede a la extracción de los embriones, los 

cuales se depositan en una placa de Petri con PBS 1x estéril y frío a pH 7.4.  
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En el caso de los ratones, las hembras preñadas se anestesian con éter y se 

sacrifican para la extracción de sus embriones. Al igual que con los embriones de pollo, 

los de ratón se depositan en una placa de Petri con PBS 1x estéril.  

Bajo estas condiciones, se diseccionan las patas del embrión y se transfieren a una 

nueva placa con PBS 1x, donde se procede a diseccionar el tejido presente en el espacio 

interdigital. Se utilizan para ello unas pinzas de relojero que nos permitirán fijar la pata 

por su parte dorsal para, con ayuda de un iridiotomo, realizar dos incisiones entre el tercer 

y cuarto dedo. En el caso de trabajar con autopodios de ratón, se corta el tejido del 

espacio interdigital localizado entre el cuarto y el quinto dedo. Una vez extraído el 

interdígito, y en función del tipo de experimento que se vaya a realizar, el tejido puede 

utilizarse al momento o congelarse a -80ºC, para evitar que el ARN se deteriore.  

 

4.2.2 Obtención de disociados celulares: Técnica del squash 
 

Los experimentos de inmunofluorescencia se hicieron en disociados de 

progenitores mesodérmicos del espacio interdigital de autopodios de embriones de pollo, 

ya que esta técnica permite estimar con alta resolución y exactitud el número y tamaño, 

la localización nuclear y las asociaciones entre los diferentes compartimentos nucleares. 

En todos los casos, las muestras se fijaron previamente con paraformaldehido (PFA) 

(Merk) al 3.7% en PBS 2x.  

En primer lugar, se disecciona el tejido del espacio interdigital y se deposita un 

pequeño fragmento en un portaobjetos (SuperFrost®Plus, Menzel-Gläser, Alemania). 

Sobre él se añaden 10µl de PBS 1x, se coloca un cubreobjetos de 18 x 18 mm y por 

percusión, se van separando las células con ayuda de una aguja histológica. A 

continuación, se colocan los portaobjetos, con el cubreobjetos hacia abajo, sobre nieve 

carbónica durante 10 minutos. Pasado ese tiempo, el cubreobjetos se retira con una 

cuchilla y, empleando un lápiz con punta de diamante, se delimita la zona donde se han 

quedado fijadas las células. Los portaobjetos se sumergen en etanol frío al 96% durante 7 

minutos y se almacenan a 4ºC en PBS 1x hasta su uso. 
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4.2.3 Cortes Histológicos en Vibratomo 
 

Los cortes histológicos se realizan utilizando patas de embriones de pollo y ratón 

fijadas, durante toda la noche a 4ºC, en PFA al 3.7%. Tras varios lavados con PBS 1x, las 

muestras se pegan al molde del vibratomo (LEICA VT1000S) de forma que queden bien 

orientadas para realizar las secciones longitudinales o transversales del tamaño deseado, 

en nuestro caso 150µm. Con ayuda de un pincel, los cortes histológicos se recogen y se 

sumergen en PBS 1x para su posterior uso, siendo recomendable almacenarlos a 4ºC. 

 

4.2.4 Cultivos Celulares 
 

4.2.4.1 Cultivos en alta densidad o micromasas 
 

A partir de la extracción de progenitores mesodérmicos, aún indiferenciados, de 

la zona de progreso (PZ) de los autopodios de las extremidades de los embriones de pollo 

de 4.5 días PI (estadio 25 HH) se realizan cultivos in vitro. Para ello, se transfieren los 

embriones en una placa de Petri con PBS 1x y se pasan a una con medio de cultivo L-15 

(Leibovitz Medium; Lonza) 1% penicilina/estreptomicina donde se procederá a la 

disección de la zona de progreso, parte más distal del autopodio.  

Las células se obtienen mediante digestión enzimática, a 37ºC y 5% de 

concentración de CO2, con tripsina y colagenasa, ambas al 0.25% en L-15, durante 6 y 12 

minutos, respectivamente. Para bloquear la acción de los enzimas, se cambia el medio 

por 1ml de DMEM (Dublecco´s Modified Eagle Medium; Lonza) 1% 

penicilina/estreptomicina suplementado con FBS al 10% (Foetal Bovine Serum) y se 

pipetea con cuidado para disgregar el tejido. Tras añadir 9ml de L-15, las células se 

separan utilizando un filtro de 70µm MACS®SmartStrainers (MACS Miltenyi Biotec); el 

medio resultante se centrifuga a 1000 rpm durante 10 minutos. Llegados a este punto y 

en función del tipo de experimento que se quiera realizar el tiempo de incubación, a 37ºC 

y 5% de CO2, varía.  
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Las células centrifugadas se resuspenden en DMEM 10% FBS 1% 

penicilina/estreptomicina y se añaden a placas de cultivo “NunclonTM Surface” (Nunc) de 

48 pocillos  a una concentración de 2.5x105 células/10µl; los pocillos exteriores se rellenan 

con PBS 1x. Durante 90 minutos, las placas se incuban a 37ºC y 5% de concentración de 

CO2; transcurrido ese tiempo, se añaden 200µl de medio DMEM 1% 

penicilina/estreptomicina con L-Glutamina a cada pocillo.  

Bajo estas condiciones, las placas de cultivo se incuban el tiempo requerido para 

cada experimento; por ejemplo, para estudiar la formación de nódulos de cartílago, las 

células se suelen dejar en cultivo entre 3 y 5 días. 

 

4.2.4.1.A Nucleofección de plásmidos y siRNAs  
 

Tras la centrifugación en la que se obtienen las células, se añaden sobre el pellet 

de células 400µl de buffer isoosmolar de electroporación (Eppendorf) con el plásmido de 

interés por cada condición a estudio (control, experimental 1…). Esa mezcla se vierte en 

una cubeta de electroporación (Molecular BioProducts) y se introduce en el 

electroporador (Eppendorf Multiporator System). Las células electroporadas a 260V, 

150µs y 4 pulsos se pasan a un eppendorf con 400µl de DMEM 1% 

penicilina/estreptomicina suplementado con FBS al 10% que se centrifuga durante 8 

minutos a 1000 rpm. El pellet de células obtenido se resuspende en DMEM 10% FBS 1% 

penicilina/estreptomicina y se añaden a placas de cultivo “Nunclon” de 48 pocillos (Nunc) 

a una concentración de 4x105 células/10µl durante hora y media a 37ºC y 5% de CO2.  

En la presente Tesis, los experimentos de ganancia de función se realizaron 

electroporando células con construcciones basadas en las secuencias codificantes de los 

genes de pollo Dnmt3b (cDnmt3b; OGa28523D), Uhrf1 (cUhrf1; OGa47434) y Uhrf2 

(cUhrf2; OGa21255) clonadas en el vector de expresión pcDNA3.1 (GenScript). En los de 

pérdida de función, los progenitores mesodérmicos se electroporaron con ARNs de 

interferencia de horquilla corta (short hairpin RNA interference, shRNAi) clonados en un 

vector con promotor U6 de pollo, pcU6-1-shRNA (generosa donación del Dr. Tim J. Doran) 

que expresa los shRNAs de interferencia que actúan específicamente sobre Dnmt3b 

(shDnmt3b), Uhrf1 (shUhrf1) y Uhrf2 (shUhrf2).  
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La secuencia de estos shRNAs de interferencia se ha diseñado utilizando la 

plataforma “BLOCK-ITTM RNAi Designer” (ThermoFisher Scientific; 

https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress). 

Como control negativo, en los dos tipos de experimentos, se electroporaron las 

células con los plásmidos vacíos. La concentración utilizada para los plásmidos de 

ganancia de función fue 1.5µg por cada 106 células y para los de silenciamiento 2µg por 

cada 106 de células. 

 

4.2.4.1.B Tratamiento con inhibidores de DNMT  
 

Para inducir una pérdida de metilación en los progenitores esqueléticos, las 

micromasas se tratan con dos inhibidores de las DNMTs, 5-azacitidina (A2385; Sigma-

Aldrich) y RG108 (HB1377; Hello Bio), a una concentración de 20µM diluidos en DMSO; a 

las 24 y 72 horas de haber sido sembradas. Pasado ese tiempo se procesan de manera 

acorde al estudio que se quiera llevar a cabo. 

 

4.3 Implantación de microesferas 

En este estudio, la expresión ectópica de diversos factores de crecimiento y 

fármacos se llevó a cabo mediante la implantación de microesferas porosas, impregnadas 

en dichos compuestos, en el autopodio de embriones de pollo de 5.5 días PI (28HH). Las 

microesferas que se han utilizado son: acrílicas de tipo catiónico AG1-X2 (BioRad) y 

acrílicas en solución de heparina (Sigma). 

Antes de la implantación, las microesferas han de ser incubadas durante una hora 

a 4ºC en una cámara húmeda con la proteína recombinante o el compuesto químico que 

se quiera utilizar. Pasado ese tiempo, se realiza una ventana en la cáscara del huevo a 

nivel del polo romo y, con ayuda de unas pinzas, se retira con cuidado la membrana que 

separa la cáscara del albumen. Tras hacer una incisión en la membrana vitelina se accede 

al embrión, quien descansa de costado dejando su flanco derecho expuesto. Gracias a su 

accesibilidad, la microesfera se implanta haciendo un pequeño orificio con una aguja de 

tungsteno en el tercer interdígito de la extremidad inferior de dicho costado.  
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Finalizada la manipulación quirúrgica, el huevo se sella con cinta adhesiva y se 

incuba a 40ºC en posición vertical durante el tiempo deseado. Transcurrido ese periodo, 

se extraen los embriones y se diseccionan las extremidades en una placa de Petri con PBS 

1x; las muestras se procesan de manera acorde al estudio que se quiera llevar a cabo. 

 

4.4 Modelos Experimentales de Radiación Ionizante  

Con el fin de inducir un daño exógeno en el ADN de las células de los embriones 

de pollo, se utilizó un sistema generador de rayos-X (Maxishot-d, Yxlon Int, USA) equipado 

con un tubo que emite un rayo, con una tasa de absorbancia de 0.9 Gy/min a 200mKv y 

4.5mV. Para ello, los huevos se colocaron en una plataforma a 25cm del tubo y se radiaron 

para administrar una dosis única de entre 1 y 4Gy. Tras incubar los huevos durante el 

tiempo deseado, se extrajeron los embriones y se procesaron según el posterior estudio 

que se quería realizar.  

 

4.5 Técnicas de Biología Celular 

4.5.1 Marcaje para la detección de la actividad de la β-galactosidasa 
 

La senescencia celular se puede evaluar mediante la detección de la actividad de 

la β-galactosidasa en cortes histológicos de autopodios fijados en glutaraldehido al 4%.  

Las muestras se lavan con PBS-MgCl2 a pH 6 y se incuban, en oscuridad, a 37ºC 

con la solución fijadora X-Gal durante varias horas. Es importante monitorizar la reacción 

y controlar la aparición de un precipitado azul verdoso que se corresponde con el marcaje 

positivo. Para parar la reacción, basta con hacer varios lavados con PBS 1x. Tras colocar 

los cortes sobre un portaobjetos con glicerol al 50% en PBS 1x, las muestras se 

fotografiaron en una lupa Nikon SMZ1500 provista de una cámara digital Nikon 

DXM1200C utilizando el software Nikon ACT-1C. 
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4.5.2 Tinción del tejido esqueletogénico con Azul Alcián 
 

El azul alcián es un colorante utilizado para el análisis de los fenotipos 

esqueléticos, pues pone de manifiesto el cartílago. Para ello, las muestras se fijan a 4ºC 

en ácido tricloroacético (TCA) al 5% en solución Ringer durante toda la noche. 

Posteriormente, se pasan a la solución colorante azul alcián al 1% en alcohol ácido, donde 

se dejan en agitación y a temperatura ambiente hasta el día siguiente. Pasado ese tiempo, 

se realizan dos lavados de 30 minutos y dos de una hora, a temperatura ambiente y en 

agitación, con alcohol ácido y con etanol absoluto (Panreac), respectivamente. Para 

terminar, las muestras se transparentan con metilsalicilato (Fluka). En nuestro caso, se 

fotografiaron, utilizando el software Nikon ACT-1C, en una lupa Nikon SMZ1500 provista 

de una cámara digital Nikon DXM1200C. 

 

4.5.2.1 Tinción con azul alcián de los cultivos de micromasas 
 

Los cultivos de progenitores mesodérmicos, procedentes del autopodio del 

embrión de pollo, crecidos bajo condiciones de alta densidad se tiñeron con azul alcián 

para analizar su capacidad de formar nódulos cartilaginosos. Después de 5 días de cultivo, 

las células se fijan 20 minutos con Fijador de Khale´s y se tiñen durante 24 horas con azul 

alcián al 0.5% en alcohol ácido. Para retirar el exceso de colorante, se realizan varios 

lavados con HCl 0.1N y con PBS 1x; tras ellos, las micromasas se fotografían. 

En algunas ocasiones los niveles de condrogénesis se cuantificaron mediante la 

extracción del colorante azul alcián con guanidina-HCl 6M a pH 5.8. La densidad óptica de 

las muestras se midió a 600nm con un espectrofotómetro. 

 

4.5.3 Detección de la muerte celular con el colorante vital Rojo Neutro 
 

Con el fin de poner de manifiesto el patrón de muerte celular que se produce 

durante el desarrollo embrionario se utiliza el colorante vital rojo neutro. Para ello, los 

autopodios se tiñen con rojo neutro 0.2N en PBS 1x al 0.2% a 37ºC durante 15-20 minutos. 

Pasado ese tiempo, las áreas de muerte adquieren una tonalidad rojiza. 
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4.6 Técnicas de Microscopía Confocal  

4.6.1 Inmunofluorescencia 
 

4.6.1.1 Inmunofluorescencia en disociados celulares 
 

Los portaobjetos con los disociados celulares del interdígito se incuban en glicina 

0.1M durante 20 minutos con el fin de eliminar los grupos aldehído restantes que han 

quedado en las muestras tras la fijación. Seguidamente, se permeabilizan entre 45-90 

minutos con PBS-Triton X-100 al 0.5% a temperatura ambiente y en agitación; se lavan 

con PBS 1x y PBS-Tween 20 al 0.05% (PBST- 0.05%) y se incuban con 10µl del anticuerpo 

primario deseado diluido en PBS 1x. Los anticuerpos específicos utilizados aparecen 

enumerados en la tabla 1. 

Los portaobjetos se pueden incubar varias horas a temperatura ambiente o 

durante toda la noche a 4ºC en una cámara húmeda y en oscuridad. Tras retirar los restos 

de anticuerpo con PBS 1x y PBST-0.05%, las preparaciones se incuban en oscuridad 

durante 45 minutos, en una cámara húmeda a temperatura ambiente con un anticuerpo 

secundario conjugado con un fluorocromo (Jackson InmunoResearch Laboratories, Inc.). 

En el caso de que se quieran inmunodetectar varias proteínas a la vez, las muestras se 

incuban de manera independiente con los anticuerpos primarios y se revelan con 

anticuerpos secundarios específicos y con distintos fluorocromos.  

Para su observación al microscopio confocal láser, las muestras se impregnan con 

el medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories, Peterborough) y sobre ellas se 

coloca un cubreobjetos que será sellado con laca de uñas.  

El microscopio confocal láser utilizado, Zeiss LSM 510, cuenta con tres líneas de 

láser: argón (488nm), HeNe (543 nm) y HeNe (633nm); para excitar, respectivamente, 

FITC, TxRd y Cy5. 
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Anticuerpo Especie Referencia y casa comercial 

γH2AX Ratón JBW301, Milipore-Upstate 

Conejo AP0099, ABclonal 

Rad50 Conejo O7-1781, Millipore 

MDC1 Conejo Ab41951, Abcam 

53BP1 Conejo A300-272A, Bethyl Lab., Inc. 

ATM fosforilada Ratón #4526, Cell Signaling 

Sox9 Conejo AB5535, Millipore 

UHRF1 (D6G8E) Conejo #12387, Cell Signaling 

UHRF2 Conejo TA337863, OriGene 

Ratón Sc-398953; Santa Cruz Biotechnology 

DNMT1 Conejo NB100-26455; NovusBio 

DNMT3a Conejo Ab2850; Abcam 

Conejo Ab188470; Abcam 

DNMT3b Conejo Ab2851; Abcam 

5-metilcitosina (5-mC; 33D3) Ratón Eurogentec 

 

Tabla 1.Listado de los anticuerpos utilizados para los ensayos de inmunofluorescencia. 

 

4.6.1.1.A Detección de la metilación del ADN  
 

Para la detección de la metilación del ADN mediante microscopía confocal láser 

es necesario fijar las muestras con una solución compuesta por PFA (Merk) al 3.7%, 

HEPEM 1x a pH 6.9 y Triton X-100 al 0.5% durante una hora a temperatura ambiente. 

Pasado ese tiempo, el material fijado se lava con HEPEM 1x y PBS 1x; en este último buffer 

se disecciona el tejido de interés.  

Una vez obtenidos los disociados celulares, según el protocolo descrito en el 

apartado 4.2.2, se incuban durante 20 minutos a temperatura ambiente con HCl 4N y 

Triton X-100 al 0.1% para desnaturalizar su ADN. Tras 6 lavados de 6 minutos cada uno 

con Tris 50mM a pH 8, las preparaciones se incuban durante 2 horas a 4ºC con Tris 50mM 

a pH 8 en BSA (Bovine Serum Albumins) al 1%.  
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Terminado el bloqueo, se realizan 2 lavados de 5 minutos con Triton X-100 al 

0.5%, se incuba con 10µl del anticuerpo primario anti 5-metilcitosina (5-mC) y se prosigue 

como si se tratase de una inmunofluorescencia convencional. 

 

4.6.1.2 Inmunofluorescencia en cortes histológicos de vibratomo 
 

El protocolo para detectar inmunofluorescencia en cortes de vibratomo difiere un 

poco del mencionado anteriormente. En primer lugar, los cortes se permeabilizan con 

PBS-Triton X-100 al 0.1% y se bloquean durante una hora a temperatura ambiente con 

BSA al 4% en PBS-Triton X-100 al 0.1%. A continuación, se añade el anticuerpo primario y 

se incuban las muestras con él, toda la noche a 4ºC y en agitación. Transcurrido ese 

tiempo, se realizan de 3 a 5 lavados de 20 minutos cada uno con PBS-Triton X-100 al 0.1% 

y se incuban los cortes con el anticuerpo secundario, toda la noche a 4ºC en agitación y 

oscuridad. Después de varios lavados con PBS 1x, las muestras se depositan en un 

portaobjetos con Vectashield (Vector Laboratories) para su observación al microscopio 

confocal láser.   

 

4.6.1.3 Inmunofluorescencia en cultivos de alta densidad o micromasas 
 

Los progenitores mesodérmicos disociados del autopodio de la extremidad, 

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4.2.4.1, se incuban sobre un cristal 

colocado en el pocillo de la placa de cultivo al que se le han añadido 7µl de fibronectina 

(1mg/ml). Después de unos días y en función del tipo del experimento que se quiera 

realizar, las micromasas se fijan con PFA al 3.7% a temperatura ambiente durante 30 

minutos. Tras lavar con cuidado, los cristales se disponen en una placa de Petri y, creando 

una cámara húmeda, se permeabilizan las células con 2 lavados de 15 minutos de PBS-

Triton X-100 al 0.1%.  

Se enjuagan de nuevo los cristales con PBS 1x y se incuban con 10µl del anticuerpo 

primario 3 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC. Pasado ese tiempo, se 

lavan con PBS 1x para retirar los restos de anticuerpo y se incuban con el anticuerpo 

secundario o con otro anticuerpo primario dependiendo de si se va a realizar una 

inmunohistoquímica simple o doble, respectivamente.  
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Terminada la incubación, los cristales se lavan con PBS 1x, se secan bien y se les 

añade una gota de medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories, Peterborough). A 

la hora de montar la preparación se debe tener en cuenta que las células han de quedar 

en contacto con el portaobjetos, actuando, el cristal sobre el que han crecido, como 

cubreobjetos. 

 

4.6.2 Detección de la muerte celular mediante TUNEL  

 

Para la detección in situ de células apoptóticas se utiliza el ensayo TUNEL 

(Terminal transferase-mediated dUTP Nick End Labeling) (Roche), basado en la adición de 

dUTP nucleótidos a los extremos 3´ libres del ADN fragmentado por medio del enzima 

terminal deoxinucleotidil-transferasa.  

Las muestras se incuban a 37ºC con una solución compuesta por un buffer (Tris 

30mM a pH 7.2; cacodilato de sodio 140mM; cloruro de cobalto 1mM y Triton X-100 al 

0.3%) y por el enzima (2µl/ml) encargado de catalizar esta reacción. El tiempo de 

incubación difiere en función del tipo de muestras, siendo 15 minutos para disociados 

celulares y una hora para cortes histológicos. 

 

4.7 Técnicas de Biología Molecular  

4.7.1 Obtención de sondas antisentido para hibridación in situ 
 

Con el fin de analizar los dominios de expresión de un grupo de genes se realizaron 

hibridaciones in situ en patas de embriones de pollo y ratón. Un paso previo a este estudio 

es la obtención de una sonda de ARN antisentido que hibride específicamente con el RNA 

mensajero (mRNA) de nuestro gen a estudio. 
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4.7.1.1 Diseño de oligonucléotidos cebadores para PCR 
 

En nuestro grupo de investigación, se diseñan los cebadores con ayuda de la 

herramienta Primer3 incluida en el programa informático Sequence Analysis v.1.7.2 y se 

verifica su eficiencia, en la página web “The Sequence Manipulation Suite” 

(http://www.bioinformatics.org/sms2), con el fin de evitar la formación de horquillas y 

fenómenos de autohibridación. Para comprobar que la región flanqueada por los 

cebadores elegidos era específica de nuestro gen, se alinea su secuencia con la del gen a 

estudio en la página web BLAST, realizando un análisis nBLAST  (nucleotic Basic Local 

Alignement Search Tool; (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi).  

La región del gen que se amplifica por PCR fue de aproximadamente unas 500 

pares de bases (pb). En la siguiente tabla 2 se muestran los oligonucléotidos utilizados. 

   Primer  

Gen Especie Sentido (5´-3´) Antisentido (5´-3´) 

Dnmt1 Pollo GAGGACTGCAACGTTCTGC TGCTGACGAACTTCTTGTCG 

Dnmt3a Pollo GAGAGAGGCGGAGAAGAAGG TGTCAGTCTCGTCGTTCTCG 

Dnmt3b Pollo ACGAAGATGGCTACCAGTCC TCTTGGTGATGTTCCTGACG 

Uhrf1 Pollo TCCACATCTATTGCCTCAACC GAACACCAGATTCGCTCACC 

Ratón TGACTCTGGCTATGGTGTGG GCCTGATGTTGCCGTATAGC 

Uhrf2 

 

Pollo AGAGTTCAGGTGAGCGAAGC AGGCTCAACGTCATCTCTCC 

Ratón AGAGTTCAGGTGAGCGAAGC TCGTTCGATTCCTTCTGAGG 

 

Tabla 2. Listado de cebadores para PCR utilzados para la obtención de sondas antisentido. 

 

4.7.1.2 PCR 
 

La reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) permite 

amplificar un fragmento deseado de ADN con ayuda de unos primers (sentido y 

antisentido; Invitrogen Custom DNAoligos). El ADN complementario (cDNA) empleado en 

la PCR procede de muestras control de extremidades inferiores, en concreto de 

autopodios, de embriones de pollo de entre 4 y 7 días PI. 
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 Cada tubo de PCR, de forma independiente, contiene un volumen total de 50µl 

compuesto por: 

• 45µl de mix (sus componentes aparecen en la tabla 3. 

• 5µl de cebadores específicos a una concentración 10µM para cada gen (2.5 µl del 

oligonucléotido en sentido 5´-3´ y 2.5µl del cebador antisentido 3´-5´). 

Reactivos Volumen 

Agua destilada Milli-Q (Merck Millipore) 33 µl 

PCR buffer 10x libre de Mg 5 µl 

MgCl2 50mM 1.5 µl 

Mix dNTPs 10mM 1 µl 

ADN 4 µl 

Taq ADN polimerasa (Fermentas) 0.5µl 

 

Tabla 3. Componentes del mix para PCR. 

 

La PCR consta de un primer ciclo de 3 minutos a 94ºC seguido por entre 25 y 35 

rondas de desnaturalización (45 segundos a 94ºC), hibridación (30 segundos a 55ºC) y 

síntesis (45 segundos a 72ºC; 90 segundos/ kb). Dicha reacción termina con un ciclo de 

extensión de 10 minutos a 72ºC. Los fragmentos amplificados mediante PCR se analizan 

por electroforesis, a 100V durante aproximadamente 45 minutos, en un gel de agarosa al 

1% (TopVision Agarose Tablets; ThermoScientific) en TBE 0.5%.  

A la solución resultante de la PCR se le añaden 4.5µl de RedSafeTM (INtRON); un 

intercalante del ADN que permite la observación de las bandas de nuestro fragmento al 

introducir el gel en un transiluminador de luz ultravioleta Gel-Doc con software de 

fotografiado Quantity One (BioRad). Para determinar su tamaño en pares de bases, las 

bandas se comparan con las del marcador MassRuler DNA Ladder (Fermentas).  
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4.7.1.3 Extracción de bandas y ligación 
 

Los fragmentos de ADN amplificado se purifican a partir del gel de agarosa 

siguiendo el protocolo del kit de extracción “IllustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band 

Purification” (GE Healthcare Life Sciences) y se liga, durante toda la noche a 4ºC, a un 

plásmido pGEM®-T Easy Vector System (Promega) para su clonación. 

 La inserción del ADN amplificado en el vector de interés se produce gracias a la 

complementariedad existente entre los extremos 3´; los del plásmido presentan residuos 

deoxitimidina y los del ADN residuos deoxiadenosina, añadidos durante la PCR por la Taq 

ADN polimerasa. Los reactivos requeridos para dicho proceso se muestran en la tabla 4. 

Reactivos Volumen 

Buffer de Ligación 2x 5 µl 

Plásmido pGEM-T Easy 1 µl 

ADN amplificado 3.5 µl 

T4 DNA ligasa 1 µl 

 

Tabla 4. Componentes necesarios para realizar la ligación del ADN amplificado al plásmido pGEM-T easy. 

 

4.7.1.4 Transformación de la cepa DH5alfa de Escherichia coli 
 

La clonación del plásmido con nuestro fragmento de ADN amplificado se lleva a 

cabo mediante la transformación, por choque térmico, de la cepa DH5alfa de Escherichia 

coli (Invitrogen). Para ello, las células competentes se incuban durante 30 minutos con 6µl 

del ADN ligado al plásmido. Transcurrido ese tiempo, se introducen durante 2 minutos en 

un baño a 42ºC y se pasan a hielo durante otros 2 minutos. Se añaden 500µl de medio 

SOC y se incuban las células en agitación una hora a 37ºC. Posteriormente, se añaden 4µl 

de IPTG 0.1M al cultivo y por extensión, se siembra en placas de LB agar (Invitrogen) 

tratadas con ampicilina (100 µg/ml) y 15µl de X-gal.  

Tras pasar la noche a 37ºC, se observan dos tipos de colonias bacterianas: unas 

blanquecinas, que serán las que presenten el plásmido insertado en el gen LacZ; y otras 

azuladas, con capacidad para sintetizar β-galactosidasa y sin inserto.  
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Se seleccionan individualmente las colonias que han adquirido el inserto, las 

blancas, y se siembran en 3ml de medio líquido LB Broth (Invitrogen) suplementado con 

ampicilina (100 µg/ml). Dicho medio de cultivo se incuba en agitación a 37ºC durante toda 

la noche. 

 

4.7.1.5 Purificación del ADN plasmídico de las bacterias transformadas 
 

Para la purificación del ADN plasmídico presente en las DH5alfa se sigue el 

protocolo del kit de extracción “Miniprep High Pure Plasmid Isolation” (Roche) y tras ella, 

el plásmido purificado se digiere con el enzima de restricción EcoRI (Fermentas).  

La presencia de sitios diana para dicho enzima a ambos lados del lugar de 

inserción permite la liberación del fragmento de ADN; confirmando que la ligación y 

posterior transformación han sido satisfactorias. La solución compuesta por los reactivos 

presentados en la tabla 5 se digiere a 37ºC durante, como mínimo, hora y media. 

Reactivos Volumen 

ADN plasmídico purificado 3.5 µl 

Buffer EcoRI 2 µl 

Enzima EcoRI  1 µl 

Agua Milli-Q (Merck Millipore) 13.5 µl 

 

Tabla 5. Composición de la solución para la digestión del ADN plasmídico purificado mediada por EcoRI. 

 

Una vez digerido se realiza una electroforesis, a 100V y durante 30 minutos, en 

un gel de agarosa al 1% (TopVision Agarose Tablets; ThermoScientific). Aquellos plásmidos 

que han liberado el inserto son secuenciados para verificar la identidad del gen y para 

conocer su orientación en el vector (STABVIDA). 
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4.7.1.6 Digestión y Linealizado del ADN plasmídico 
 

Para linealizar el plásmido debemos elegir aquellos enzimas de restricción que 

corten el vector en el sitio adecuado en función del promotor de transcripción que 

vayamos a utilizar posteriormente. Es importante que el sitio de corte no esté 

comprendido dentro del inserto, de ahí que se elijan aquellos enzimas que realicen el 

corte antes o después de nuestro fragmento de interés. 

La digestión tiene lugar en una solución compuesta por 5µl de ADN plasmídico, 

1µl de la enzima de restricción elegida, 2µl de tampón de digestión específico para el 

enzima y 12µl de agua Milli-Q (Merck Millipore) a 37ºC durante como mínimo 3 horas. 

Mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 1% (TopVision Agarose Tablets; 

ThermoScientific) se verifica si la linealización ha sido correcta. 

 

4.7.1.7 Purificación del plásmido linealizado 
 

El siguiente paso, en la obtención de una sonda antisentido, es la purificación del 

plásmido que se ha linealizado siguiendo los pasos mencionados en el apartado anterior. 

Para ello, se añade al volumen resultante de la digestión 2µl de acetato sódico 3M y 50µl 

de etanol absoluto y se incuba a -20ºC toda la noche. Al día siguiente, la mezcla se 

centrifuga durante 20 minutos a 12000 rpm y 4ºC; se lava con 250µl de etanol frío al 70% 

y se centrifuga de nuevo 5 minutos. Tras retirar el sobrenadante, el ADN linealizado se 

deja secar y se resuspende en agua Milli-Q (Merck Millipore). 

 

4.7.1.8 Transcripción y purificación de la sonda 
 

La conversión del ADN en ARN se lleva a cabo a 37ºC durante, como mínimo, 2 

horas en una solución compuesta por 10µl de ADN, procedente del plásmido linealizado, 

y 10 µl de un mix cuyos componentes se muestran en la tabla 6.  
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Reactivos Volumen 

RNA MIX Labeling Digoxigenina 10x (Roche) 3 µl 

Buffer de Transcripción 5x (Fermentas) 4 µl 

RNA polimerasa (20 U/µl) (Fermentas) 2 µl 

Inhibidor de RNAsas (Fermentas) 1 µl 

 

Tabla 6. Componentes del mix necesario para realizar la transcripción. 

 

La RNA polimerasa requerida para realizar la transcripción depende de la 

orientación del inserto en el plásmido ya que, como se ha mencionado varias veces a lo 

largo del apartado 4.7.1 el objetivo final del mismo es la obtención de una sonda de RNA 

antisentido. En nuestro caso se han utilizado las RNAs polimerasas T7 y SP6, ya que el 

vector utilizado (pGEM®-T Easy; Promega) incluye estos dos promotores. 

Para comprobar que la transcripción ha sido correcta, se realiza una electroforesis 

en gel de agarosa al 1% (TopVision Agarose Tablets; ThermoScientific) a 50V durante 30 

minutos. Si el resultado es satisfactorio se añaden 3µl de tRNA (Yeast RNA), 100µl de TE a 

pH 8, 12µl de acetato sódico 3M y 300µl de etanol absoluto a la mezcla fruto de la 

transcripción. Dicha solución se guarda 2 horas a -20ºC y, pasado ese tiempo, se centrifuga 

a 4ºC durante 20 minutos a 12000 rpm. Después de retirar el sobrenadante, se añade 1ml 

de etanol frío al 70% y se centrifuga bajo las mismas condiciones 10 minutos. El pellet se 

deja secar y se resuspende en 30µl de agua libre de RNAsas; la sonda antisentido para 

nuestro gen de interés se guarda a -20ºC. 

 

4.7.2 Hibridación in situ 
 

La técnica de hibridación in situ permite analizar los patrones de expresión que 

presentan, en nuestro modelo, diferentes genes de interés. En esta Tesis, se han utilizado 

patas de embriones de pollo y ratón fijadas con PFA al 3.7%.  
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Dichas muestras se lavan con PBST-0.01% y se incuban durante una hora, en 

oscuridad y agitación, con una solución compuesta por peróxido de hidrógeno (H2O2) al 

6% en PBST-0.1% para blanquear las piezas y eliminar restos de sangre.  

Después de varios lavados con PBST-0.1%, las muestras se colocan en un baño a 

20ºC para permeabilizar con una solución de proteinasa K (10 µg/ml; Roche) en PBST-

0.1% durante aproximadamente 27 minutos. Este paso es crítico para que la hibridación 

sea satisfactoria, por tanto, se debe monitorizar la temperatura para controlar que sea 

constante. El tiempo en dicho buffer depende del tipo de muestra que se utiliza y de la 

efectividad de la sonda. A continuación, se lavan de nuevo con PBST-0.1% y se vierte sobre 

las muestras una mezcla de PFA al 3.7% con glutaraldehido al 0.25% (Sigma); 20 minutos 

a temperatura ambiente será el tiempo que tengan que estar embebidas en dicha 

solución. Acto seguido, las muestras se lavan con PBST-0.1% y se incuban durante una 

hora en un baño a 65ºC con un buffer de hibridación. Pasado ese tiempo se añade la sonda 

marcada con digoxigenina específica para nuestro gen de interés, a una concentración 

1:200 en buffer de hibridación, y se incuba toda la noche en un baño a 67ºC.  

Tras retirar la sonda, las muestras se lavan durante 2 horas (2 lavados de 1 hora) 

con el buffer I a 65ºC y con la solución III durante 10 minutos a temperatura ambiente. A 

continuación, se incuban las muestras con la solución III durante 30 minutos y a 65ºC para 

posteriormente, realizar tres lavados de 10 minutos a temperatura ambiente con TBST 

2mM. Una vez que se han retirado los restos de sonda que no ha hibridado, se inicia el 

proceso de marcaje con un anticuerpo anti-digoxigenina (Roche) que lleva conjugado el 

centro catalítico de la fosfatasa alcalina (AP). En primer lugar, las muestras se bloquean 

durante una hora con suero (Lamb serum, Gibco) al 10% en PBST-0.1%, durante una hora 

a temperatura ambiente y en agitación. Transcurrido ese tiempo, se incuban hasta el día 

siguiente, a 4ºC y en agitación, con un anticuerpo anti-digoxigenina (1/2000; Roche) 

diluido en una solución de suero (Lamb serum, Gibco) al 10% en PBST-0.1%. 

Para limpiar los restos de anticuerpo, se hacen 5 lavados de 40 minutos cada uno, 

a temperatura ambiente y agitación, con TBST 2mM Levamisol (Sigma) seguidos de 2 

lavados de 15 minutos con NTMT. Una vez que las muestras ya se han lavado se procede 

al revelado de la hibridación añadiendo BM Purple AP substrate (Roche); es importante 

monitorizar la reacción hasta la aparición de un marcaje positivo de color violeta.  
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Para parar la reacción se retira el líquido de revelado y se lavan las muestras varias 

veces con NTMT. Después de unos cuantos enjuagues rápidos con PBS 1x, las muestras 

están listas para ser observadas y fotografiadas. En nuestro caso hemos utilizado una lupa 

Nikon SMZ1500 provista de una cámara digital Nikon DXM1200C. 

 

4.7.2.1 Hibridación in situ en cortes histológicos de vibratomo 
 

Para realizar una hibridación in situ en cortes histológicos de vibratomo se sigue 

el protocolo mencionado en el apartado 4.7.2 con varias modificaciones: la primera de 

ellas, es que se debe acortar el tiempo de tratamiento con la proteinasa K (20 minutos a 

20ºC), y la segunda, que la duración de los lavados es menor. 

 

4.7.3 Análisis de la expresión génica por PCR cuantitativa  
 

4.7.3.1 Extracción del ARN total 
 

Siguiendo las indicaciones del kit “NucleoSpin RNA” (Macherey-Nagel) se extrae 

el ARN de muestras de tejido interdigital de diferentes estadios de edad y de cultivos de 

micromasas. La concentración y pureza de las muestras se cuantifica mediante la lectura 

de su absorbancia a 260nm y 280nm en un espectrofotómetro (Nanodrop Technologies 

ND-1000). 

 

4.7.3.2 Transcripción reversa o Retrotranscripción de ARN 
 

Mediante la retrotranscripción se obtiene el ADN complementario (cDNA) a las 

hebras de ARN purificadas según se ha mencionado en el apartado anterior. Para ello, se 

sigue el protocolo descrito en el kit “RevertAid RT” (Thermo Fisher Scientific). 

 La reacción, llevada a cabo en un termociclador (Biorad), consta de una 

incubación de 10 minutos a 25ºC, un ciclo de 60 minutos a 42ºC y otro de 10 minutos a 

70ºC.  
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Tras ella, la concentración de cDNA se cuantifica utilizando un espectrofotómetro 

(Nanodrop Technologies ND-1000) y se ajusta a 0.5µg/µl con agua estéril Milli-Q 

(MerckMillipore). 

 

4.7.3.3 PCR cuantitativa (qPCR) 
 

Gracias a esta técnica se pueden cuantificar los cambios en la expresión de 

determinados genes de interés y comparar los resultados de las muestras experimentales 

con los de las control. La cuantificación de ADN de doble cadena se lleva a cabo utilizando 

un compuesto orgánico, SYBR Green (SYBR Select Master Mix; Life Technologies), que se 

asocia a la hebra de ADN y que emite fluorescencia (lem = 520nm) cuando se excita con 

una luz polarizada (lexc = 497nm). El aumento en la intensidad de la fluorescencia es 

proporcional a la concentración de ADN de doble cadena; es decir, a la cantidad de 

producto de PCR generado. 

 

4.7.3.3.A Diseño de oligonucleótidos para PCR cuantitativa 
 

Los cebadores empleados para cuantificar los niveles de expresión génica 

mediante qPCR con SYBR Green (SYBR Select Master Mix; Life Technologies) se diseñan 

con ayuda del programa informático Sequence Analysis v.1.7.2. Posteriormente, se 

verifica su eficiencia en la web “The  Sequence Manipulation Suite” 

(http://www.bioinformatics.org/sms2) y, mediante un análisis nBLAST (nucleotide Basic 

Local Alignement Search Tool; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi), que sean 

específicos del gen de interés.  

Los oligonucleótidos utilizados en esta tesis para analizar los niveles de expresión 

génica por qPCR con SYBR Green (SYBR Select Master Mix; Life Technologies) se muestran 

en la tabla 7. 
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 Primer  

Gen Especie Sentido (5´-3´) Antisentido (5´-3´) 

Bim Pollo TTCAATGCCTCCTATTGTCC TGAGGCGGATGATGTAATGC 

Bmf Pollo TGGTTACCGCTTACATGTCC GCAATCTGCACCTCAGTACG 

Bid Pollo CAAGAGAAGGCCATGTTGG ACAGTGGTGCTGAAGACACG 

Bcl2 Pollo TTGTACGGCAACAGTATGAGG ATAAGCGCCAAGAGTGATGC 

Bak1 Pollo CTACGTCACCGAATTCATGC AACATTGTCCAGATCGAGTGC 

Dab2 Pollo CACAGCCAGCACAAGTTCC TGAGCAGGTAGCGTTGAAGG 

Fibrillin2 Pollo CGAGTGTGCAACAGAAGAGC GAAGCCATCTCCATTGAAGC 

Gapdh Pollo GGTGGCCATCAATGATCC GTTCTCAGCCTTGACAGTGC 

Hmgn1 Pollo TGCCGAAGAGAAAGGTGGCCG CCAACGCCTTAGCTTTAGGCTCCG 

Ltbp1 Pollo TGAGTGCTGTTGCTTGTATGG GAACAGGAATGTTGCACAGC 

p21 Pollo CGTAGACCACGAGCAGATCC CGTCTCGGTCTCGAAGTTG 

Rpl13 Pollo AACTCAAGATGGCAACTCAGC AAGGCCTTGAAGTTCTTCTCC 

Scleraxis Pollo CACCAACAGCGTCAACACC CGTCTCGATCTTGGACAGC 

SnoN Pollo ACCTGCCTCCTATCCAGAGC CCACCTCTTGCAGAATGAGC 

Sox9 Pollo GAGGAAGTCGGTGAAGAACG GATGCTGGAGGATGACTGC 

Tgfβ2 Pollo TGCACTGCTATCTCCTGAGC GCATGAACTGATCCATGTCG 

Tgfβr1 Pollo GTTATTGCTGGACCTGTCTGC TCTTCTTCACTTGGCACACG 

Tgfβr2 Pollo ACCGCACTCACAAGAAGAGG GTTGATGTTGTTGGCACAGG 

Tgif1 Pollo CTCTCCTACCACGAGGATGC GTGCAACATCCACCAGTAGC 

Uhrf1 Pollo CATCATCACGGAGAGACTGG CAGGAATTGGTCCGTAGTGG 

Ratón CGTGCGTGACAATATCTTCG CATCCTCCGAGGTCTTAACG 

Uhrf2 Pollo CTGTGTTGGTCGCACTAAGG GTCTGTGAACACCTGCTTCG 

Ratón TTGGACCTCAGAAGGAATCG CCTTGGTCTTCTTGCCTTCC 

 

Tabla 7. Cebadores empleados en qPCR. 
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4.7.3.3.B PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR-RT) 
 

Para cada muestra a estudio se añade 1µl de cDNA, 9µl de una solución 

compuesta por 8.2µl de agua Milli-Q (Merck Millipore) y 0.4µl de cada cebador (sentido y 

antisentido) para el gen de interés y 10µl de SYBR Green (SYBR Select Master Mix; Life 

Technologies). Estos 20µl totales se dividen en dos tubos de 10µl, obteniendo así para 

cada muestra dos duplicados. 

La qPCR a tiempo real se realiza en un sistema termociclador específico con 

accesorio de automatización Mx3005P (Stratagene) que cuenta con un software de 

análisis MxPro (Stratagene), bajo las siguientes condiciones: 

1. Un ciclo de desnaturalización durante 10 minutos a 95ºC. 

2. 40 ciclos compuestos por 30 segundos a 95ºC, 1 minuto a 60ºC (anillamiento) y 

30 segundos a 72ºC (elongación). 

3. Un ciclo final formado por 1 minuto a 95ºC, 30 segundos a 55ºC y 30 segundos a 

95ºC. 

En esta técnica, se marca un umbral de fluorescencia (threshold) en el punto en 

el que la reacción de amplificación se encuentra en fase exponencial; el ciclo en el que la 

amplificación alcanza dicho umbral recibe el nombre de CT (threshold cycle) y depende de 

la cantidad de cDNA. La fluorescencia emitida por el complejo ADN-SYBR Green se mide 

al final de cada ciclo de anillamiento y en el último ciclo, en concreto en la subida de 

temperatura de 55ºC a 95ºC cada 0.5ºC. Estas últimas medidas son necesarias para 

realizar la curva de disociación que permite comprobar la especificidad de la reacción. 

 

 4.7.3.3.C Cuantificación y análisis de la expresión génica 
 

Los resultados se obtienen con el programa informático Stratagene MXPro 

software versión 3.0 (Stratagene) y para normalizarlos, se utiliza como control interno el 

gen RPL13 para muestras de interdígito y GAPDH para muestras de micromasas. Los 

valores para cada gen se han obtenido por duplicado. Para calcular el nivel de expresión 

relativo de los genes de interés en las muestras experimentales con respecto a las 

muestras control se utiliza la ecuación 2-DDCt (Livak y Schmittgen; 2001). Cada valor 

representa la media de 3 muestras independientes obtenidas en las mismas condiciones.  
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Los resultados se someten a los análisis estadísticos t-Student o ANOVA (con 

prueba de Bonferroni como test post-hoc) según corresponda. Se considera que un 

resultado es estadísticamente significativo cuando su p-valor es p < 0.05. 

 

4.7.4 Estudio de proteínas por Western Blot (WB) 
 

La inmunodetección por WB de proteínas requiere la obtención de lisados 

celulares totales; en esta Tesis, las muestras proceden de interdígitos de distintos estadios 

de edad que se almacenan a -80ºC hasta el momento de su uso. 

Para la preparación de las muestras se emplea un tampón de lisis específico 

compuesto por NETN, benzonasa 500mM (1µl/ml; Novagen) e inhibidores de proteasas 

(1:100; Roche). Tras añadir dicho reactivo, las muestras se lisan físicamente utilizando un 

politrón (Pellet Pestle® Cordless Motor; Kimble) hasta obtener un extracto homogéneo y 

se incuban 30 minutos a 4ºC. Pasado ese tiempo, se centrifugan a 14000 rpm durante 10 

minutos a 4ºC y se recoge el sobrenadante para la cuantificación de las proteínas 

mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951). Las muestras se incuban con un 

tampón de carga 2x durante 5 minutos a 95ºC y se cargan en un gel de poliacrilamida-SDS 

para su posterior electroforesis vertical. El porcentaje total de acrilamida/bisacrilamida 

del gel determina el rango de separación de las proteínas, en este caso se han utilizado 

geles del 12%. La electroforesis se realiza, a 130V y durante 90 minutos, en un Mini-

Protean II (BioRad) con tampón de electroforesis.  

A continuación, las proteínas se transfieren a una membrana de PVDF 

(Polyvinylidene difluoride) con ayuda de un Mini-Protean II (Biorad) durante 90 minutos a 

100V; se utiliza para ello un tampón de transferencia. La membrana se lava con TBST, se 

bloquea una hora a temperatura ambiente con TBST-BSA al 5% y se incuba, durante toda 

la noche a 4ºC y en agitación, con el anticuerpo primario diluido en TBST-BSA al 2%. Al día 

siguiente, se retira el anticuerpo, se lava la membrana con TBST y se incuba con el 

anticuerpo secundario, diluido en TBST-BSA al 2%, durante una hora a temperatura 

ambiente, en agitación y oscuridad.  

Tras lavar la membrana varias veces con TBST, la señal de los anticuerpos se 

detecta utilizando el sistema Odyssey Infrared Imaging System (Li-Cor). Como proteína 

normalizadora se ha utilizado GAPDH. 
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Anticuerpo Especie Referencia y casa comercial 

UHRF1 (D6G8E) Conejo #12387, Cell Signaling 

UHRF2 Conejo TA337863, OriGene 

Ratón Sc-398953; Santa Cruz Biotechnology 

DNMT1 Conejo NB100-26455; NovusBio 

DNMT3a Conejo Ab2850; Abcam 

Conejo Ab188470; Abcam 

DNMT3b Conejo Ab2851; Abcam 

GAPDH Mouse Sc-32233; Santa Cruz Biotechnology 

IRDye680/800DX  anti-IgG  Ratón Rockland Immunochemicals 

IRDye680/800DX  anti-IgG Conejo Rockland Immunochemicals 

 

Tabla 8. Listado de los anticuerpos utilizados en los WB. 

 

4.7.5 Análisis por Citometría de flujo 
 

Esta técnica permite obtener información de una población celular a partir de un 

estudio individualizado de un grupo de células. En la presente tesis, la citometría de flujo 

se utiliza para analizar el ciclo celular y los niveles de muerte de los progenitores 

esqueléticos en los que se han llevado a cabo los experimentos funcionales. 

Después de 48 horas en cultivo, las micromasas se incuban con 200µl de tripsina-

EDTA (Lonza) 3 minutos a 37ºC y 5% CO2 con el fin de disociar las células. A continuación, 

se añaden 200µl de DMEM 1% penicilina/estreptomicina suplementado con FBS al 10% y 

se recogen en un tubo de citometría; éste se centrifuga a 1500 rpm durante 5 minutos y 

a 4ºC. El pellet se lava con PBS 1x, se centrifuga de nuevo y se fija en etanol absoluto una 

hora a 4ºC. 60 minutos después, las células se centrifugan durante 5 minutos a 1500 rpm 

y a 4ºC, se lavan con PBS 1x y se vuelven a centrifugar.  

Para marcar el ADN, se añaden sobre el pellet 250µl de yoduro de propidio (IP; 

1mg/ml) disuelto en una solución compuesta por citrato sódico al 1%, Triton X-100 al 0.1% 

y PBS 1x. Las células se incuban durante toda la noche en oscuridad y a 4ºC; al día siguiente 

se analizan en un citómetro Cytoflex (Beckman Coulter) utilizando el software Cytexpert. 
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4.7.6 Extracción de ADN genómico 
 

Utilizando el kit “NucleoSpin®Tissue” (Macherey-Nagel) se extrajo ADN genómico 

procedente de tejido interdigital y de punta de dedo del autopodio de embriones de entre 

5.5 días (28HH) y 7.5 días (32HH) PI. En algunas ocasiones también se utilizaron 

micromasas de progenitores mesodérmicos de dos días de cultivo sometidas a 

experimentos de ganancia y pérdida de función. La concentración y pureza de cada una 

de las muestras se cuantifica por espectrofotometría (Nanodrop Technologies ND-100).  

 

4.7.7 Evaluación de la metilación global del ADN 
 

Los niveles de metilación global se determinaron mediante el kit “Imprint® 

Methylated DNA Quantification” (MDQ1; Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA) a partir de 

150ng de ADN genómico procedente de tejido interdigital y de punta de dedo del 

autopodio de embriones de entre 5.5 días (28HH) y 7.5 días (32HH) PI. También se utilizó 

ADN genómico de micromasas de 2 días de cultivo transfectadas con plásmidos para 

silenciar o potenciar la expresión de los genes Dnmt3b, Uhrf1 y Uhrf2; así como el de 

aquellos cultivos tratados con los inhibidores de las DNMTs.  Siguiendo las indicaciones 

del fabricante, las muestras se incubaron con los anticuerpos de captura y detección. Los 

niveles de metilación global se calcularon en base a la absorbancia de las muestras, 

medida a una longitud de onda de 450nm, a partir de la siguiente fórmula: 

(A450av	Muestra − A450av	Blanco)
(A450av	ADN	Control	metilado − A450av	Blanco)

∗ 100 

 

4.7.8 Análisis de la metilación del ADN mediante qPCR asociada a enzimas 
de restricción sensibles a metilación (MSRE-qPCR) 
 

El grado de metilación del promotor de determinados genes, implicados en 

nuestro modelo a estudio, se analizó mediante qPCR asociada a enzimas de restricción 

sensibles a metilación (Methylation-sensitive restiction enzymes, MSRE-qPCR).  
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En primer lugar, se localizan las islas CpG existentes en el gen utilizando la 

plataforma virtual “Genome Browser” del Instituto de Genómica de la Universidad de 

California en Santa Cruz (https://genome-euro.ucsc.edu/index.html). Tras obtener la 

secuencia de la isla CpG presente en el promotor del gen de interés, se diseña una pareja 

de oligonucleótidos capaces de amplificar una porción de esa región utilizando el software 

online Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus-cgi) 

(Tabla 9). 

 Primer  

Gen Especie Sentido (5´-3´) Antisentido (5´-3´) 

Sox9 Pollo CCATCACGCTCACACTCTC AGGTACCGCTGTAGGTGGTG 

Scx Pollo CTGTACCCCGAGATCAGCAT GGTGTTGACGCTGTTGGTG 

p21 Pollo GCTATAAAGGGCGGAGTGC CCATCACCCCCTCTTTCC 

Bak1 Pollo AGCTGCAGCCTTCCCAGA CTCTAGAGGCGCCTTGCAC 

 

Tabla 9.  Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de una región determinada del promotor de los 
genes de interés que se muestran en la tabla. 

 

Con ayuda de la página web “RestrictionMapper versión 3” 

(http://www.restrictionmapper.org) se seleccionan dos tipos de enzimas de restricción:  

• Enzimas de restricción CONTROL, no sensibles a metilación: presentan un sitio de 

corte en la secuencia del promotor. En la presente tesis se han empleado SacI 

(10U/µl; ER1132 Thermo Fisher Scientific) y HphI (10U/µl; ER1102 Thermo Fisher 

Scientific). 

• Enzimas de restricción SENSIBLES a la metilación de CpG:  reconocen su secuencia 

de corte siempre y cuando no esté metilada. Para los experimentos de esta tesis 

se han utilizado TauI (3U/µl; ER1651 Thermo Fischer Scientific) y FauI (200U/µl; 

R0651S; New England BioLabs).  

Una vez que el diseño del experimento se ha llevado a cabo, se añaden 15µl de 

ADN genómico de las muestras, 2µl de los enzimas y 2µl del buffer de restricción 

correspondiente. Se completa con agua Milli-Q (Merck Millipore) hasta alcanzar un 

volumen total de 20µl y se digieren las muestras durante 2 horas a la temperatura de 

acción del enzima. 



 

 
87 

MATERIAL Y MÉTODOS  

Para la PCR cuantitativa se hacen triplicados de las muestras con un volumen total 

de 20µl por tubo, cada de ellos contiene 1µl de ADN genómico digerido, 0.4µl de cada 

cebador (sentido 5´- 3´ y antisentido 3´ - 5´), 8.2µl de agua Milli-Q (MerckMillipore) y 10µl 

de SYBR Select Master Mix (Life Technologies).  

La qPCR se realiza en un termociclador “StepOnePlusTM Real-Time PCR System” y 

se analiza con el software de análisis “StepOne software v2.3 (Life Technologies) bajo las 

siguientes condiciones: 

1. Un ciclo de desnaturalización durante 10 minutos a 95ºC. 

2. 45 ciclos compuestos por 15 segundos a 95ºC, 1 minuto a 60ºC (anillamiento) y 

30 segundos a 72ºC (elongación). 

3. Un ciclo final formado por 1 minuto a 95ºC, 30 segundos a 55ºC y 30 segundos a 

95ºC. 

El porcentaje relativo de ADN metilado se calcula a partir de la ecuación 2- ∆ΔCt 

utilizando como normalizadores los valores de las Ct de las muestras digeridas con los 

enzimas de restricción control.  
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4.8 Soluciones Utilizadas  

 

4.8.1 PBS 1x 
 

Se disuelve en agua NaCl 137mM; KCl 2.7mM; Na2HPO4 10mM; KH2PO4 1.75mM 

y se ajusta el pH a 7.4. 

 

4.8.2 Técnicas de Biología Celular 
 

4.8.2.1 Solución Fijadora 
 

Compuesta por PBS-MgCl2; KC 20x y X-Gal 20x (B 6024, Sigma-Aldrich) disueltos 

en DMSO. 

 

4.8.2.2 Solución Ringer 
 

Compuesta por NaCl 120mM; KCl 5.6mM y CaCl2 2.16mM. 

 

4.8.2.3 Fijador de Khale´s 
 

Para prepararlo se necesitan 100ml de ácido acético glacial (Panreac), 150ml de 

etanol 95% (Panreac), 60ml de formol (Panreac) y 300ml de agua estéril. 

 

4.8.3 Técnicas de Microscopía Confocal 
 

4.8.3.1 Inmunofluorescencia 
 

4.8.3.1.A HEPEM 2x 
 

En 200ml de agua destilada se disuelven 9g de Pipes Sal disódico (Sigma) 130mM, 

2.86g de HEPES 60mM, 0.16g de MgCl*6H2O 4mM y 1.52g de EGTA 20mM. La solución se 

filtra y se ajusta el pH a 6.9. 



 

 
89 

MATERIAL Y MÉTODOS  

4.8.4 Técnicas de Biología Molecular 
 

4.8.4.1 Electroforesis 
 

4.8.4.1.A TBE 0.5% 
 

Se disuelven en 5 litros de agua destilada 27g de Tris y 13.76g de ácido bórico, se 

añaden además 10ml de EDTA 0.5M a pH 8.  

 

4.8.4.2 Hibridación in situ 
 

4.8.4.2.A Buffer de hibridación 
 

Se mezclan 5ml de formamida, 2.5ml de SSC 20x a pH 7, 1ml de SDS 10%, 50µl de 

tRNA (10mg/ml), 10µl de heparina (50mg/ml) y se enrasa con agua destilada hasta 

alcanzar un volumen final de 10ml. 

 

4.8.4.2.B Solución I 
 

Para tener un volumen final de 25ml se mezclan 12.5ml de formamida, 5ml de 

SSC 20x a pH 4.5, 2.5ml de SDS 10% y se enrasa con agua destilada. 

 

4.8.4.2.C Solución III 
 

Se mezclan 25ml de formamida, 5ml de SSC 20x a pH 4.5 y 20ml de agua destilada. 

 

4.8.4.2.D TBST Levamisol 2mM 
 

Para un volumen final de 100ml se añaden 5ml de Tris-HCl 1M a pH 7.5, 3ml de 

NaCl 5M, 1ml de KCl 1M, 1ml de Tritón X-100, 1ml de Levamisol 200mM y se enrasa con 

agua destilada. 
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4.8.4.2.E NTMT 
 

Se mezclan 10ml de Tris-HCl 1M a pH 9.5, 5ml de MgCl2 1M, 2ml de NaCl 5M, 1ml 

de Tween-20 al 10% y 0.5ml de Levamisol 200mM; se completa con agua destilada para 

tener un volumen final de 100ml. 

 

4.8.4.3 Western Blot (WB) 
 

4.8.4.3.A NETN 
 

Para preparar 50ml de este buffer de lisis se necesitan 20ml de Tris-HCl 50mM a 

pH 8, 1.5ml de NaCl 5M, 100µl de EDTA 0.5M y 28.4ml de agua. 

 

4.8.4.3.B Tampón de carga 2x 
 

Compuesto por 1ml de Tris 1M pH 6.8, 800 µl de ß-mercaptoetanol 5%, 4ml de 

SDS al 10%, 0.01g de azul de bromofenol y 2ml de glicerol. 

 

4.8.4.3.C Tampón de electroforesis 
 

Para preparar un volumen final de un litro se requieren 100ml de Tris-Glicina 10x 

(30.29g de Trizma Base; 136.68g de Glicina y 900ml de agua), 10 ml de SDS 10% y agua 

destilada. 

 

4.8.4.3.D Tampón de transferencia 
 

En un litro de agua se disuelven 0.84g de NaHCO3, 0.32g de Na2CO3 y 200ml de 

metanol. 
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4.8.4.3.E TBST 
 

20ml de Tris 1M a pH 7.5 (31.75g Tris-HCl, 5.9g Tris-Base y 250ml de agua 

destilada), 30ml de NaCl 5M (146.25g de NaCl en 500ml de agua destilada), 500µl Tween-

20 y agua destilada se necesitan para tener un volumen final de un litro. 
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5.1 Estudio de la secuencia de degeneración celular que 

tiene lugar durante la regresión tisular del espacio 

interdigital 

Los mecanismos responsables del proceso de muerte celular que tienen lugar 

durante la regresión del tejido del espacio interdigital en las extremidades en formación 

de los tetrápodos permanecen en gran medida sin aclarar. Si bien con el paso de los años 

se han identificado diversos mecanismos capaces de alterar la homeostasis de los 

progenitores mesodérmicos indiferenciados que en él se encuentran, aún no se han 

conseguido aclarar por completo las señales que inician su proceso de apoptosis. Aparte 

de la posible implicación de procesos autofágicos, en estas células se observa un bloqueo 

de la proliferación celular, característico de la senescencia celular, y alteraciones en el 

citoesqueleto que contribuyen a la fragmentación nuclear y citoplasmática típica de la 

apoptosis. En las primeras fases de la degeneración, las células del espacio interdigital 

pierden sus prolongaciones citoplasmáticas como consecuencia de la degradación de los 

filamentos de actina (Lorda-Diez et al., 2011). La pérdida de adhesión con la matriz 

extracelular parece afectar a la correcta viabilidad celular y posiblemente influye en su 

catastrófico destino (Lorda-Diez et al., 2015). Asimismo, la regresión del tejido del espacio 

interdigital va acompañada de un aumento local de los niveles de especies reactivas de 

oxígeno que podrían actuar como disparadores de la muerte celular (Eshkar-Oren et al., 

2015). 

 En nuestro trabajo hemos identificado la aparición, previa a la activación de las 

caspasas que conduce a la muerte celular por apoptosis, de roturas en el ADN de las 

células del tejido presente en el espacio interdigital (Montero et al., 2016). Estas roturas, 

se identifican por estar asociadas con la inducción de una respuesta para subsanar dicho 

daño (DDR) fruto del reclutamiento de la forma fosforilada de la histona H2AX (g-H2AX) 

conocida por ser una proteína sensora al daño (Fernandez-Capetillo et al., 2004). Como 

se aprecia en la figura 12, en los estadios previos al inicio de la degeneración (en torno al 

día 6 PI) se observaba un marcaje positivo para g-H2AX en el espacio interdigital (Figura 

12C); cuando la región es aún negativa a la tinción vital con rojo neutro (Figura 12A) y al 

incremento de la actividad β-galactosidasa (Figura 12B), que son considerados 

indicadores canónicos de muerte celular y senescencia, respectivamente.  
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Sin embargo, a medida que avanzaba el desarrollo embrionario los tres tipos de 

marcajes se extendían por la zona interdigital (Figura 12D-F). En esta región las roturas de 

ADN, positivas para g-H2AX, presentaban un área de distribución más amplia en 

comparación con los otros marcajes. 

 

Figura 12. Eventos observados durante la regresión del tejido del espacio interdigital en el autopodio de 
embriones de pollo de 6 (A-C) y 7 días PI (D-F). En todas las imágenes se muestran los dedos 3 (d3) y 4 (d4) 
para delimitar el territorio del tercer espacio interdigital; en (C) y (F) ambas estructuras se han marcado con 
Sox9, para la detección del cartílago. La presencia de células positivas para g-H2AX en el tejido del espacio 
interdigital de los embriones más jóvenes sugiere que la rotura del ADN es el primer evento del proceso de 
degeneración. En el día 6 PI, sólo la zona necrótica posterior (PNZ) muestra signos de senescencia y apoptosis, 
como indican las flechas de las imágenes A y B. Sin embargo, 24 horas más tarde, la muerte (D) y la senescencia 
celular (E) en el espacio interdigital se hacen visibles; en ese momento las células positivas para g-H2AX se 
distribuyen por todo el interdígito (F). Escala: 200 µm. 

 

Al estudiar, de manera más detallada, el proceso de eliminación del tejido del 

espacio interdigital pudimos apreciar la existencia de una secuencia de degeneración 

caracterizada por la presencia de 3 tipos de células. Las positivas para g-H2AX, con roturas 

en el ADN, eran predominantes en los días 6 y 6.5 PI; mientras que las células apoptóticas, 

identificadas gracias al ensayo TUNEL, predominaban en las etapas finales del proceso, 

cerca del día 7.5 PI.  
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En la figura 13 se puede observar cómo el porcentaje de células g-H2AX decrecía 

significativamente a medida que el desarrollo avanzaba, disminución que iba acompañada 

de un incremento notable de células apoptóticas. A lo largo de esta transición también se 

encontraron, en el tejido del espacio interdigital, células mixtas positivas para ambos 

marcajes (Fig. 13). 

 

Figura 13. Porcentaje de células, presentes en el tercer espacio interdígital del autopodio de embriones de 
pollo de 6, 6.5, 7 y 7.5 días PI, positivas para g-H2AX, TUNEL y para ambos marcajes. **p < 0.01; *p < 0.5.  

 

 En su conjunto, los datos mostrados hasta el momento indican que el primer paso 

en el proceso de la regresión del tejido presente en el espacio interdigital es la aparición 

de roturas en el ADN de las células que lo componen. Por ello, analizamos el patrón y la 

localización nuclear de estas roturas mediante el inmunomarcaje de la forma fosforilada 

de la H2AX. Los focos positivos para g-H2AX eran muy numerosos y de pequeño tamaño, 

estaban bien definidos y se distribuían por todo el núcleo; sin embargo, en algunas células 

su número disminuía a la vez que se incrementaba su tamaño. Con frecuencia, tras la 

rotura de la hebra de ADN se inicia una rápida respuesta coordinada que parece tratar de 

restablecer la organización del ADN y que cuenta con una serie de mediadores; los cuales 

en algunas ocasiones pueden ser degradados, posteriormente, por la acción de las 

caspasas que intervienen durante el proceso apoptótico (Solier y Pommier., 2011; Sharma 

et al., 2012). En las células del tejido interdigital se pudo verificar, con microscopía 

confocal, la colocalización de varios factores implicados en la reparación del daño en el 

ADN junto con la g-H2AX. Esta asociación, mostrada en la figura 14 mediante 

inmunohistoquímica, se apreciaba en los estadios iniciales del proceso de regresión y se 

iba perdiendo a medida que el remodelado tisular avanzaba.  
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Dado que la quinasa ATM en su forma activa, la ATM autofosforilada (pATM), es 

imprescindible para la fosforilación de la H2AX tras la rotura de la doble hebra de ADN, 

nos pareció importante analizar su expresión y localización nuclear. La co-

inmunodetección de pATM y g-H2AX demostró la existencia de focos de daño positivos 

para ambos tipos de marcaje (Fig. 14A-A´´). También se observó la relación directa entre 

los focos de g-H2AX y otras proteínas implicadas en la DDR, como MDC1, Rad50 o 53BP1 

(Fig. 14B-B´´, C-C´´ y D-D´´). Esta última proteína juega un papel clave en la reparación al 

disponerse en el foco de la lesión para reclutar al complejo reparador de la vía NHEJ 

(Callen et al., 2013).  

 

Figura 14. Células del mesodermo interdigital de embriones de ratón de 13.5 pc y de pollo de 6 días 
inmunomarcadas con g-H2AX (verde) en combinación con diferentes factores implicados en la reparación del 
daño en el ADN (rojo): pATM (A´), MDC1 (B´), Rad50 (C´) y 53BP1 (D´). Los recuadros muestran en detalle la 
célula señalada con el asterisco. Escala: 5µm.  
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La presencia de focos nucleares enriquecidos en g-H2AX y proteínas implicadas en 

la DDR hace pensar que estas zonas pueden corresponder a sitios de daño del ADN 

generados espontáneamente. Por el contrario, la aparición de células apoptóticas, en 

etapas más tardías del proceso de regresión, sugiere una gran deficiencia reparadora del 

ADN que puede ser consecuencia de un retraso en la reparación o de un fracaso en la 

ligación de los extremos por la vía de reparación NHEJ. La vía de reparación NHEJ es 

propensa a introducir errores en la secuencia de ADN y puede ser la responsable de la 

acumulación de alteraciones irreversibles y/o deleciones que pueden comprometer la 

estabilidad genómica y afectar a secuencias génicas codificantes de proteínas (Pannunzio 

et al., 2018). Este potencial impacto en la expresión de proteínas puede tener efectos 

nocivos para las células, alterando su fisiología celular y promoviendo su eliminación por 

apoptosis. 

Puesto que de forma fisiológica se observaba una degeneración de las células del 

tejido del espacio interdigital previa a su eliminación, nos pareció interesante comprobar 

si la inhibición o la inducción exógena de muerte, desencadenaban la misma secuencia 

degenerativa. Para ello, se colocaron en el tejido del tercer espacio interdigital del 

autopodio de embriones de pollo de 5.5 días PI microesferas impregnadas en varios 

compuestos. El bloqueo de la muerte celular, como consecuencia de la implantación de 

una microesfera embebida en un inhibidor de las caspasas, producía un notable 

incremento del número de células con roturas en el ADN respecto a las células TUNEL 

positivas (Fig. 15B-B´). Del mismo modo, tras la inducción de muerte mediada por los 

BMPs o tras la aplicación local de peróxido de hidrógeno se observaba una amplia 

población de células positivas para g-H2AX en el tejido circundante a la bola que eran 

reemplazas por células apoptóticas, TUNEL positivas, a tiempos más largos (Fig. 15C-C´´ y 

D-D´´).  
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Figura 15. Distribución de células positivas para g-H2AX y TUNEL en el mesodermo interdigital tras la 
implantación, en el autopodio de embriones de pollo de 5.5 días PI, de microesferas (señalizadas con *) 
impregnadas en un inhibidor de las caspasas (B), en BMP (C) y en agua oxigenada (D). La situación control 
está reflejada en la imagen A. La inhibición de las caspasas bloquea la señal de muerte (B´) apreciándose un 
notable incremento de las células con daño en el ADN (B). A las 3 horas de la implantación de la microesfera 
impregnada en BMP la mayoría de las células en torno a ella son g-H2AX positivas (C); 6 horas más tarde se 
observan células mixtas (color amarillo) y células apoptóticas (TUNEL positivas) (C´). También se observa una 
secuencia de degeneración celular alrededor de la bola impregnada en peróxido de hidrógeno (D). Las flechas 
señalan los 3 tipos celulares identificados: células g-H2AX positivas, apoptóticas y mixtas (D´´). Escala: 200µm. 

 

Dada la sensibilidad a las roturas de ADN que presentaban los progenitores 

esqueléticos del tejido del espacio interdigital, decidimos estudiar si esta fragilidad era 

específica de los interdígitos o si también se daba en otras regiones del autopodio. Para 

llevar a cabo esta aproximación, sometimos a los embriones de pollo de 5.5 días PI a dosis 

subletales de radiación ionizante, entre 1-4 Gy, con el fin de generar lesiones en su ADN. 

En estos tratamientos con rayos X la intensidad, la distribución espacial y el ratio entre 

células con daño en el ADN y en apoptosis eran dosis y tiempo dependientes. 

 



 

 
 

101 

 RESULTADOS 

En las primeras 6 horas tras la radiación, se observaban células g-H2AX en el tejido 

de los espacios interdigitales (Fig. 16A) pero también en las articulaciones en formación 

(Fig. 16B-B´) y el mesodermo subapical (Fig. 16E) de los autopodios embrionarios. A 

tiempos más largos, en todas estas regiones donde también ocurren procesos fisiológicos 

de muerte, las células con daño en el ADN eran reemplazadas por células TUNEL positivas 

(Fig. 16A, C y D).  Por el contrario, los radios digitales parecían no ser sensibles a la 

radiación, aunque a altas dosis (4Gy) algunas de las células dispuestas en sus márgenes 

sucumbían a la lesión.  

 

Figura 16. Tras la inducción de daño en el ADN de embriones de pollo de 5.5 días PI mediante radiación 
ionizante se aprecian zonas del autopodio con una mayor sensibilidad, positivas para g-H2AX (A). En las 
primeras 6 horas, se localizan células g-H2AX positivas en el tejido del espacio interdigital que más tarde son 
reemplazadas por células apoptóticas, TUNEL positivas. Esta secuencia puede apreciarse en los detalles del 
tercer espacio interdigital mostrados en (C) y (D). La radiación también tiene efectos sobre las articulaciones 
interfalángicas (B) y el mesodermo subapical (E). d3 y d4 señalan los radios digitales, negativos para los 
marcajes de daño en el ADN y apoptosis. Escala: 200µm. 

 

Si bien los autopodios radiados con 1 y 2Gy presentaban un fenotipo esquelético 

normal, la secuencia de degeneración observada a nivel celular tras radiar con 3 y 4Gy 

derivaba en alteraciones esqueléticas como braquidactilia, reducción o, incluso, ausencia 

de articulaciones interfalángicas (Fig. 17).  
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El hecho de que las regiones condrogénicas del autopodio fuesen negativas para 

los marcajes de daño y apoptosis sugiere que la diferenciación y la muerte celular son dos 

destinos opuestos de los progenitores mesodérmicos que se excluyen entre sí, como las 

dos caras de una misma moneda.   

 

Figura 17. Efectos de la radiación, 3Gy (B) y 4Gy (C Y E) sobre el fenotipo de los autopodios de 5.5 días PI. La 
condrogénesis de los progenitores esqueléticos se ve afectaba tras la radiación con 3 (B) y 4Gy (C); llegando a 
ocasionar la pérdida de articulaciones. Tras la radiación ionizante las áreas de muerte se intensifican 
ocasionando, en algunos casos, la truncación de los dedos (E). En A y D pueden observarse autopodios control. 
Escala: 200µm 

 

Con el fin de detectar si la sensibilidad a la radiación es una característica 

específica de las células interdigitales o si se trata de un fenómeno general, analizamos el 

comportamiento frente a la radiación de otras zonas del embrión donde se producen, de 

forma fisiológica, fenómenos de muerte celular. En la zona necrótica posterior (PNZ) y en 

la cresta ectodérmica apical (AER), áreas de intensa muerte celular presentes en el 

autopodio a lo largo del desarrollo de la extremidad, encontramos la misma secuencia de 

degeneración descrita anteriormente respecto a la inducción de células con roturas en el 

ADN, células TUNEL positivas y células mixtas (Fig. 18A y B). La misma respuesta fue 

también apreciada en las regiones del esbozo cardiaco, en las que la muerte celular 

participa de manera fisiológica en el esculpido del órgano, incluyendo los esbozos de las 

válvulas (Fig. 18C) y el tracto de salida de las grandes arterias (Fig. 18D). Como se puede 

apreciar en la figura 17, esas regiones con células dañadas también presentaban células 

senescentes con actividad β-galactosidasa (Fig. 18E y F). Esta asociación, entre el daño en 

el ADN y la senescencia, se ha descrito en numerosas ocasiones y se postula que puede 

ser consecuencia de un “feedback” dinámico en el que el estado senescente es promovido 

por las especies ROS, generadas durante la reparación del ADN (Hernandez-Segura et al., 

2018; Chen y Ozanne., 2006).  
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Del mismo modo, la fosforilación de la H2AX favorece la senescencia al promover 

el arresto del ciclo celular y el fenotipo secretor asociado a senescencia (Rodier et al., 

2011). En su conjunto, la presencia en diferentes tejidos de esta secuencia de 

degeneración apunta a que su coexistencia es una característica general de la muerte 

celular embrionaria. 

 

Figura 18. En el área necrótica posterior (A) y la cresta ectodérmica apical (B) se producen eventos de 
degeneración celular durante el desarrollo de la extremidad caracterizados por la presencia de células con 
daño en el ADN, marcadas con g-H2AX positivas, y células apoptóticas, TUNEL positivas. En el corazón, a nivel 
de las válvulas semilunares (C) y del tracto de salida de las grandes arterias (D), también se encuentran células 
positivas para g-H2AX como se observa en estos tejidos embrionarios de pollo de 7 días PI. El color rojo de 
estas imágenes muestra los filamentos de actina. Las células senescentes, positivas para β-galactosidasa, 
aparecen en aquellas áreas del corazón donde las células presentan un marcaje para g-H2AX (E-F). Escala: 
200µm. 

 

Al igual que ocurre en nuestro modelo de remodelado, en tejidos adultos o 

tumorales se han asociado las roturas de las hebras de ADN con una detención del ciclo 

celular y con procesos de senescencia y apoptosis (Malaquin et al.; 2015). Además, en 

retinas embrionarias y postnatales, la presencia de marcadores de respuesta al daño en 

el ADN junto con indicadores de apoptosis ha sido descrita e interpretada como un 

mecanismo protector o inductor de la regresión tisular (Baleriola et al., 2010; Martín-Oliva 

et al., 2015). En base a estos estudios y atendiendo a la secuencia de degeneración 

observada en nuestro modelo, la aparición de daño en el ADN podría ser considerada 

como un evento inicial de la regresión interdigital, previo a la aparición de la senescencia 

y la apoptosis (Montero et al., 2016). De igual forma, la activación en las células del 

mesodermo interdigital de una respuesta para reparar las roturas del ADN sugiere que el 

proceso de regresión interdigital es más una respuesta secundaria a cambios en señales 

locales reguladoras, que la tradicional idea de un “suicidio celular”.  
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Quizás, las características propias que, en un determinado momento, presentan 

los progenitores esqueléticos pueden tener algo que ver con la causa de la muerte.  

En esta línea argumental, la configuración de la cromatina de las células presentes 

en dicho tejido en regresión podría ser clave para que las señales utilizadas para promover 

la diferenciación de los progenitores esqueléticos actúen como indicaciones letales que 

dañen el ADN en las células que no han iniciado el proceso de diferenciación. Así, si la 

configuración de la cromatina no fuese la adecuada para dar respuesta a los estímulos 

activos que están recibiendo las células, su ADN se fragmentaría iniciándose así el proceso 

de degeneración y posterior apoptosis. Dicho de otra manera, las células localizadas en el 

tejido del espacio interdigital serían vulnerables a señales que promueven el crecimiento 

y la diferenciación de los progenitores que han iniciado su destino esquelético. Un 

mecanismo similar de inducción de muerte, conocido como control de la remodelación 

de la cromatina (Chromatin remodeling checkpoint), se ha formulado recientemente para 

seleccionar los destinos apropiados de las células madre y evitar la metaplasia (Zaret., 

2017; Ji., 2017). Teniendo presente esta idea y puesto que los mecanismos epigenéticos 

son fundamentales para establecer la configuración de la cromatina, decidimos analizar y 

caracterizar con más detalle uno de ellos: la metilación en el ADN, con el fin de intentar 

descubrir a qué se debe la alta sensibilidad a las roturas en el ADN que presentan las 

células interdigitales en las etapas que preceden al establecimiento de las áreas de 

muerte celular fisiológica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

105 

 RESULTADOS 

5.2 Caracterización epigenética de las células presentes en 

el tejido del espacio interdigital 

5.2.1 Expresión de los genes implicados en la metilación del ADN 

 

La metilación del ADN es una modificación epigenética que se genera como 

consecuencia de la acción de 3 enzimas, conocidas como ADN metiltransferasas (DNMTs), 

encargadas de añadir un grupo metilo al carbono 5 de las citosinas (5-mC) que componen 

la doble hebra. La DNMT1 es responsable del mantenimiento de la metilación y su función 

radica en transferir los grupos metilo a las hebras hemi-metiladas durante la replicación 

del ADN; por el contrario, las DNMT3A y DNMT3B son las responsables de la metilación 

de novo (Pan et al., 2016). En la adición de esta marca epigenética se ha visto que también 

intervienen los factores denominados UHRFs, unas proteínas de unión al ADN capaces de 

remodelar la cromatina (Hashimoto et al., 2008). Mientras que el papel de UHRF1 como 

un regulador epigenético esencial en el mantenimiento de la metilación del ADN ha sido 

ampliamente descrito, la implicación de UHRF2 en dicho proceso es menos conocida 

(Zhang et al., 2011; Ishiyama et al., 2017). Sin embargo, recientemente algunos estudios 

apuntan a que UHRF2 podría reconocer y mantener los niveles de 5-hidroximetilcitosina 

(5-hmC); resultado de la oxidación y/o desaminación de la 5-mC (Chen et al., 2017).  

El primer paso de este estudio consistió 

en la caracterización de los niveles de expresión 

de los factores epigenéticos mencionados 

anteriormente, que se realizó mediante un 

análisis por qPCR a partir de muestras de tejido 

del espacio interdigital del autopodio de 

embriones de pollo de 5.5 días PI.  Como se 

puede apreciar en la figura 19, los niveles de 

expresión de los genes estudiados eran 

notablemente superiores a los niveles de 

Hmgn1, un gen considerado marcador del 

mesodermo interdigital indiferenciado 

(Furusawa et al., 2006). 

Figura 19. Comparación de los niveles de 
expresión entre diferentes reguladores 
epigenéticos y Hmgn1 en muestras tisulares 
del espacio interdigital de embriones de 
pollo de 5.5 días PI. ***p < 0.001; **p < 0.01; 
*p < 0.5 versus Hmgn1. 
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Mediante hibridación in situ se visualizaron, en autopodios de embriones de pollo 

de diferentes estadios de edad, los dominios de expresión de las DNMTs y los UHRFs. 

Como se puede apreciar en la figura 20, los autopodios mostraban intensos dominios de 

marcaje positivos para las 3 DNMTs en la zona del espacio interdigital y en las 

articulaciones en desarrollo; zonas en las que, como se ha comentado con anterioridad, 

ocurren fenómenos de muerte celular durante el remodelado de la extremidad en 

formación.  

 

Figura 20. Expresión de Dnmt1 (A), Dnmt3a (B) y Dnmt3b (C) en autopodios de embriones de pollo de 7.5 días 
PI. Las flechas señalan los dominios de expresión de cada DNMT en las articulaciones interfalángicas de los 
autopodios. Escala: 500µm. 

 

 También se analizaron los dominios de expresión de Uhrf1 y Uhrf2 a lo largo del 

desarrollo del autopodio y se pudo apreciar como, en ambos casos, la expresión de estos 

genes quedaba relegada principalmente al tejido presente en el espacio interdigital. Un 

detalle curioso es que, en las etapas iniciales (día 4.5 PI), el mesodermo subyacente a la 

cresta ectodérmica apical era negativo para Uhrf2 como señalan las puntas de flecha en 

la figura 21G y H; al contrario de lo que ocurría en los autopodios del mismo estadio 

marcados para Uhrf1 (Fig. 21A y B). Asimismo, la hibridación in situ en secciones 

longitudinales de autopodios de 7.5 días PI nos permitió identificar dominios adicionales 

de expresión de Uhrf1 y Uhrf2 en las articulaciones interfalángicas, como en el caso de las 

DNMTs (Fig. 21E y J). 
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Figura 21.  Expresión génica de Uhrf1 (A-E) y Uhrf2 (F-J) en autopodios de pollo de 4.5 (F), 5 (A), 5.5 (B, G), 6.5 
(C, H) y 7.5 (D, E, I y J) días PI mediante hibridación in situ. Las puntas de flecha señalan la ausencia de expresión 
de Uhrf2 en el mesodermo subyacente a la cresta ectodérmica apical (G, H). Las flechas blancas muestran, en 
secciones de autopodios de 7.5 días PI, los dominios de expresión de Uhrf1 y Uhrf2 en las articulaciones 
interfalángicas en formación (E, J). Escala: 200µm. 

 

 El estudio de la expresión de dichos genes en el ratón reveló el mismo patrón de 

marcaje; restringido a la zona del espacio interdigital y a las articulaciones interfalángicas 

del autopodio (Fig. 22A-H). Al igual que ocurría en el pollo, el mesodermo ubicado bajo la 

cresta ectodérmica apical era negativo para Uhrf2 (flechas de la Fig. 22E y F) pero no para 

Uhrf1. 

 

Figura 22. Representación de los dominios de expresión de Uhrf1 (A-D) y Uhrf2 (E-H) en autopodios 
embrionarios de ratón de 12 (A), 12.5 (E), 13 (B, F), 13.5 (C, G) y 14 (D, H) días pc. Las flechas de color blanco 
señalan los dominios de expresión de Uhrf1 en las articulaciones interfalángicas de un autopodio de 14 días 
pc (D). Las flechas de color negro indican la ausencia de expresión de Uhrf2 en el mesodermo subyacente a la 
cresta ectodérmica apical (E, F). Escala: 500µm. 
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A nivel cuantitativo, analizamos los cambios en la expresión de las DNMTs y los 

UHRFs a lo largo del proceso de regresión del tejido presente en el espacio interdigital del 

autopodio, comprendido entre los días 5.5 y 7.5 PI del desarrollo del embrión de pollo. Si 

bien los niveles de expresión de Dnmt1 disminuían levemente a medida que la 

degeneración celular se producía, no era hasta el día 7 PI, coincidiendo con el momento 

en el que la muerte celular está en pleno auge, cuando se observaban cambios 

significativos con respecto a los niveles control (referentes al tejido del espacio interdigital 

de embriones de 5.5 días PI, compuesto por mesodermo indiferenciado) (Fig. 23A). A 

pesar de que los niveles de Dnmt3a y Uhrf2 se mantenían prácticamente constante 

durante el periodo comprendido en nuestro estudio, los de Dnmt3b se reducían 

progresivamente a partir del día 6.5 PI mientras que los de Uhrf1 lo hacían de manera 

significativa en el día 6 PI (Fig. 23B-E). El estudio bioquímico de las proteínas codificadas 

por estos genes se realizó por Western Blot utilizando tejido del espacio interdigital de los 

autopodios de pollo de 5.5d y 7.5d PI. Como se muestra en la figura 23F, en todos los 

casos, los niveles proteicos en los estadios iniciales del proceso de regresión eran 

superiores a los observados en las etapas tardías, pero el hecho de detectar los niveles 

proteicos de estos remodeladores epigenéticos, en estadios tan avanzados en los que las 

células están altamente degradadas, sugiere que podrían jugar un papel significativo en 

el proceso de remodelación del tejido localizado en el espacio interdigital.  
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Figura 23. Análisis de los cambios en la expresión génica de Dnmt1 (A), Dnmt3a (B), Dnmt3b (C), Uhrf1 (D) y 
Uhrf2 (E) durante la regresión del tejido del espacio interdigital. Los cambios en los niveles proteicos de las 
DNMTs y los UHRFs al comienzo (día 5.5 PI) y al término (día 7.5 PI) del proceso de remodelación se muestran 
en los Western Blot; como control de carga se utilizó GAPDH (F). *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05 versus 
día 5.5 PI. 

 

5.2.2 Distribución nuclear de los factores epigenéticos  

5.2.2.1 Organización de la metilación del ADN y su relación con los mediadores de la 

DDR 

 

El patrón de metilación del ADN de los progenitores esqueléticos presentes en el 

espacio interdigital se estudió por inmunofluorescencia gracias a la detección de la 5-mC 

en disociados celulares. A lo largo del proceso de remodelado, las células del tejido del 

espacio interdigital presentaban un patrón nuclear punteado con focos de 5-mC de 

tamaño variable, entre 0.1-0.5µm (Fig. 24A-D).  
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En las etapas finales de la regresión, el marcaje de 5-mC se localizaba en la 

periferia del núcleo de las células en degeneración, formando una especie de corona, y se 

iba reduciendo hasta su total eliminación a medida que las células se volvían TUNEL 

positivas (Fig. 24E). Este evento podría ser fruto de la desorganización de la cromatina 

causada por la fosforilación de los HMGA previa a la activación de las DNasas (Diana et al., 

2001; Montero et al., 2010). 

 

Figura 24. Inmunodetección de 5-mC en disociados celulares procedentes del tejido del espacio interdigital de 
embriones de pollo de 5.5 (A), 6 (B), 6.5 (C), 7 (D) y 7.5 (E) días PI. Nótese que el patrón de marcaje se distribuye 
por el núcleo a modo de focos de metilación. En las etapas finales del proceso, día 7.5 PI (E), la metilación del 
ADN se distribuye, como si de una corona se tratase, por la periferia nuclear en las células con incipiente 
marcaje para TUNEL (flecha). En aquellas que presentan un avanzado estado de degeneración, el marcaje 
para 5-mC es prácticamente inexistente. Escala: 5µm. 

 

 Los cambios en los niveles de 5-mC se 

analizaron, mediante ELISA, en los 

progenitores esqueléticos presentes en el 

tejido del espacio interdigital de los autopodios 

de embriones de pollo de entre 5.5 y 7 días PI. 

Pese a que en las etapas que preceden al 

establecimiento del área de muerte interdigital 

no se observaron cambios en la metilación 

global, si que fue posible apreciar una 

disminución significativa a partir del día 6.5 PI, 

estadio que marca el inicio de la muerte 

detectable por TUNEL. Esta reducción en la 

metilación global se prolongaba durante el periodo de eliminación tisular (Fig. 25). 

Figura 25. Cambios en los niveles globales de 
metilación del ADN de los progenitores 
esqueléticos presentes en el tejido del tercer 
espacio interdigital de autopodios de 
embriones de pollo a lo largo del proceso de 
degeneración. *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p 
< 0.05 versus muestras del día 5.5 PI. 
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 Como se ha descrito previamente, el mesodermo del espacio interdigital 

experimenta un daño en su ADN que, aparentemente, trata de ser reparado por medio 

de la activación de una cadena de señalización en respuesta a esa rotura (DNA Damage 

Response, DDR). Por ello, nos pareció interesante estudiar la asociación entre las 

proteínas implicadas en el proceso de reparación y la metilación del ADN, con el fin de 

dilucidar si había una asociación entre ellas y qué zonas de la cromatina eran más 

susceptibles a romperse. El análisis de esta combinación se llevó a cabo, por 

inmunohistoquímica, en disociados de células del tejido interdigital del autopodio de 

embriones de pollo de entre 6 y 7 días PI, etapas clave en el proceso de degeneración. En 

otros modelos de daño, los focos de ADN dañado, positivos para g-H2AX, se localizan en 

los dominios de eucromatina, pues su conformación descondensada la hace más 

vulnerable (Mladenov e Iliakis., 2011). En consonancia con este hecho, pudimos apreciar 

cómo en nuestro modelo las marcas de g-H2AX aparecían en el contorno de los focos de 

ADN metilado, positivos para 5-mC (Fig. 26B-G). En aquellas células donde el marcaje de 

g-H2AX era muy intenso, indicativo de una mayor rotura del ADN, los focos de 5-mC 

parecían fusionarse en un único agregado dispuesto en la zona central del núcleo; en 

torno al cual se disponía la g-H2AX (Fig. 26D y E). Otras proteínas participantes en la 

respuesta de reparación al daño en el ADN, como MDC1, también mostraban un patrón 

de distribución periférico a los focos de 5-mC (Fig. 26A-A´´). Este hecho sugiere que las 

zonas que limitan esas áreas de metilación son más susceptibles de sufrir roturas que 

aquellas que están metiladas, ya que como se ha descrito en numerosos trabajos, esta 

marca epigenética se asocia con una cromatina más condensada y de difícil acceso 

(Jimenez-Useche et al., 2014; Choy et al., 2010). 
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Figura 26. Muestra de la asociación entre la 5-mC y diversos marcadores de daño en el ADN, MDC1 (A) y g-
H2AX (B-G), en disociados celulares del tejido del espacio interdigital de embriones de pollo de 6 y 7 días PI. 
Perfil lineal de la fluorescencia de g-H2AX y 5-mC, en el que se aprecia cómo las roturas se disponen alrededor 
de los focos de ADN metilado (H). Escala: 5µm. 
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 Los experimentos de doble inmunofluorescencia para la metilación del ADN y los 

enzimas encargados de ocasionar dicha modificación revelaron una relación inversa entre 

ambos tipos de marcaje. Mientras que las DNMTs presentaban una distribución difusa por 

el nucleoplasma celular, la 5-mC se localizaba en focos de escasas micras de diámetro en 

zonas pobres o carentes de marcaje para las DNMTs (Fig. 27). La ausencia de asociación 

entre los marcajes apoya la idea de que las DNMTs actúan de manera habitual en zonas 

del genoma no metiladas, negativas para 5-mC; sin embargo, cabe precisar que, en 

algunas ocasiones, el marcaje de la DNMT3B colocalizaba con el de 5-mC (Fig. 27C).  

 

Figura 27. Inmunodetección de la relación existente entre la 5-mC y las DNMTs: DNMT1 (A), DNMT3A (B) y 
DNMT3B (C) en progenitores esqueléticos del mesodermo interdigital de embriones de pollo de 5.5 días PI.  
Escala: 5µm. 

 

5.2.2.2 Distribución celular de los UHRFs y su asociación con la metilación del ADN  

 

Para estudiar el patrón que presentaban los UHRFs a nivel celular, se utilizaron 

disociados procedentes del tejido del espacio interdigital de autopodios de embriones de 

pollo 6 y 7 días PI. El marcaje de ambos remodeladores, observado por 

inmunohistoquímica en estas células, era similar al de las DNMTs, apreciándose una 

distribución nuclear difusa que en algunas zonas se condensaba formando acúmulos de 

mayor intensidad (Fig. 28A-D´´ y 29A-D´´).  
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Debido al importante papel que estos reguladores epigenéticos juegan en la 

metilación del ADN, nos pareció interesante hacer un doble inmunomarcaje para ver su 

asociación con la 5-mC (Kong et al., 2019). De este modo pudimos observar cómo algunos 

focos de metilación colocalizaban con UHRF1 y cómo tanto este remodelador, como 

UHRF2, se disponía en el interior de anillos de 5-mC (Fig. 28B-B´´ y 29B-B´´). Otro dato 

sorprendente es que, como se aprecia en las figuras 28C-C´´ y 29C-C´´, las células en 

degeneración que comienzan a perder el marcaje de la 5-mC son más positivas para los 

UHRFs. No obstante, este incremento en el marcaje parece un hecho transitorio ya que 

las células TUNEL positivas mostraban una pérdida muy acentuada del marcaje para 

UHRF1 y UHRF2 (Fig. 28D-D´´ y 29D-D´´). 

          

Figura 28. Células interdigitales disociadas procedentes de autopodios de embriones de pollo de 6 y 7 días PI. 
UHRF1 presenta una distribución nuclear como se aprecia al combinarlo con un marcador de las filamentos de 
actina, phalloidin, presentes en el citoplasma (A-A´´). Como indican las flechas (B´´), en algunas células se 
forman anillos de 5-mC dentro de los cuales se localiza UHRF1. En aquellas células donde el proceso de 
degeneración es más avanzado, indicada con la flecha, el marcaje de UHRF1 se potencia en comparación con 
el de la 5-mC (C-C´´). Sin embargo, en células apoptóticas positivas para TUNEL hay una pérdida de UHRF1, 
como muestra la flecha (D-D´´). Escala: 10µm. 
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Figura 29. Disociados de progenitores esqueléticos de autopodios de embriones de pollo de 6 y 7 días PI. UHRF2 
presenta una distribución principalmente nuclear, aunque también es posible observar cierto marcaje en el 
citoplasma (flechas) como se aprecia al combinarlo con un marcador de filamentos de actina como la 
phalloidin (A-A´´). El co-inmunomarcaje muestra la existencia de focos de UHRF2 rodeados por anillos de 
metilación, señalados por las flechas (B-B´´). En las células en degeneración, señaladas por las flechas, el 
marcaje de UHRF2 se vuelve más intenso mientras que el de 5-mC disminuye (C-C´´). Esta pérdida de intensidad 
también se observa en las células apoptóticas, positivas para TUNEL (D-D´´). Escala: 10µm. 

 

5.3 Implicación de la metilación del ADN durante la 

diferenciación condrogénica 

La ausencia de transcritos de la Dnmt3b y los Uhrfs en los radios digitales, unido 

a los elevados niveles de expresión que dichos remodeladores presentaban en nuestro 

tejido de interés, nos hizo pensar que estos reguladores epigenéticos podrían actuar 

como potenciales inhibidores de la diferenciación condrogénica. Para testar esta 

hipótesis, decidimos monitorizar su expresión en progenitores esqueléticos del autopodio 

de embriones de pollo de 4.5 días PI cultivados in vitro en condiciones de alta densidad.  
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En este modelo de cultivo, los progenitores esqueléticos crecen durante las 

primeras horas de forma indiferenciada para, pasadas 48 horas, comenzar a agregarse y 

formar nódulos condrogénicos (Fig. 30A). Éstos se separan unos de otros por células que 

presentan características morfológicas y transcripcionales similares a las existentes en el 

tejido conectivo fibroso. En los días posteriores, los nódulos condrogénicos aumentan en 

número y tamaño llegando a formar una capa continua de cartílago. Este modelo de 

micromasas mimetiza el proceso de diferenciación del cartílago que tiene lugar durante 

la formación de los dedos en el organismo in vivo, representando una buena aproximación 

para realizar los experimentos funcionales. 

 

Figura 30. Progenitores esqueléticos del autopodio de embriones de pollo de 4.5 días PI cultivados in vitro en 
alta densidad durante 2 (A), 3 (B) y 4 (C) días teñidos con azul alcián para la detección de cartílago. Escala: 
200 µm. 

 

5.3.1 Análisis funcional de la expresión de Dnmt3b durante la 

diferenciación condrogénica en cultivos celulares de progenitores 

esqueléticos 

  
El primer paso en dicho estudio fue el 

análisis, por qPCR, de los niveles de expresión 

de esta DNMT en los cultivos de alta densidad 

de los progenitores esqueléticos del autopodio 

de embriones de pollo de 4.5 días PI. Como se 

muestra en la figura 31, los niveles de Dnmt3b 

en las micromasas se reducían de manera 

significativa a medida que avanzaban los días 

en cultivo; hecho que hace pensar en una 

relación inversa entre este enzima y la 

diferenciación condrogénica.   

Figura 31. Análisis cuantitativo de la 
expresión génica de Dnmt3b en cultivos de 
micromasas de 1, 2, 4, y 6 días. *** p < 0.001; 
** p < 0.01; * p < 0.05 versus control 
(micromasas de 1 día en cultivo).  
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Con el fin de analizar la influencia que tienen los cambios en la metilación del ADN 

en el destino esqueletogénico de los progenitores de la extremidad en desarrollo, 

seleccionamos el gen Dnmt3b como diana para realizar ensayos funcionales in vitro.  

En los experimentos de ganancia de función, los progenitores esqueléticos se 

electroporaron con un vector de expresión para el gen Dnmt3b mientras que, los 

silenciamientos, se indujeron mediante la nucleofección de ARNs pequeños de 

interferencia (short hairpin RNA interference, shRNAi) para dicho gen. En ambos casos, los 

cultivos control fueron electroporados con vectores vacíos. Después de dos días, la 

sobreexpresión de Dnmt3b (representada en la Fig. 32 como cDNMT3B) ocasionaba una 

notable reducción en la capacidad de diferenciación de los progenitores mesodérmicos 

en cultivo, observable tras la tinción y posterior cuantificación del colorante azul alcián 

(Fig. 32B y D). Como puede apreciarse en la figura 32C y E, el silenciamiento de este factor 

(shDNMT3B) aumentaba de manera significativa el potencial condrogénico de las 

micromasas con respecto al cultivo celular control. 

 

Figura 32. Evaluación de la condrogénesis en los cultivos celulares de progenitores esqueléticos sometidos a 
experimentos de ganancia (B y D) y pérdida de función (C y E) de Dnmt3b. En la parte superior se muestra la 
vista detallada del aspecto que tienen las micromasas al ser teñidas con azul alcián tras 4 días en cultivo. En 
las gráficas se representa la cuantificación de este colorante tras su extracción con guanidina-HCl.                          
*** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05 versus control. Escala: 200µm. 
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Para verificar que los fenotipos observados eran fruto de cambios en la metilación 

de las células transfectadas, se analizaron por ELISA los niveles globales de 5-mC en las 

distintas muestras. Así, se pudo comprobar cómo la sobreexpresión de Dnmt3b producía 

un aumento en los niveles globales de metilación, que era contrarrestado en los 

experimentos funcionales de silenciamiento (Fig. 33). 

 

Figura 33. Análisis, mediante ELISA, de los cambios en la metilación global de los cultivos de micromasas en 
los que se realizaron los experimentos de ganancia (cDNMT3B) y pérdida (shDNMT3B) de Dnmt3b.                       
*** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05 versus control (línea punteada). 

 

 Para reforzar la posible relación entre la hipometilación del ADN y el potencial 

condrogénico de las células, decidimos tratar a los progenitores esqueléticos con 

inhibidores de las DNMTs: la 5-azacitidina (5-Aza) y el RG108. Mientras que los cultivos 

control presentaban un característico patrón nodular cartilaginoso tras la tinción con el 

colorante azul alcián (Fig. 34A y D), la adición de estos análogos de la citidina al medio de 

cultivo potenció el tamaño de los nódulos e incrementó su número a niveles similares a 

los observados en los experimentos de pérdida de función (Comparar Fig. 32C y E con Fig. 

34B-C y F-G). Como era de esperar, el tratamiento con los inhibidores reducía a la mitad 

los niveles de metilación global de los cultivos tratados (Fig. 34D y H). 
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Figura 34. Efecto de los inhibidores de las DNMTs, 5-Aza (B) y RG108 (F) a una concentración de 20µM, sobre 
la condrogénesis de los progenitores esqueléticos cultivados en condiciones de alta densidad durante 4 días. 
Las gráficas muestran los resultados de la cuantificación de la extracción de azul alcián de las micromasas 
control y tratadas con 5-Aza (C) y RG108 (G). En (D) y (H) se observa una reducción en los niveles de metilación 
global de las muestras tratadas con los inhibidores de las DNMTs. *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05 versus 
control. Escala: 200µm. 

 

5.3.2 Análisis funcional de la expresión de UHRF1 y UHRF2 en la 

diferenciación condrogénica de los progenitores esqueléticos en cultivo  

 

Al igual que en el apartado anterior, se realizaron experimentos funcionales para 

determinar el grado de implicación que Uhrf1 y Uhrf2 tenían en la diferenciación 

condrogénica de los progenitores esqueléticos de la extremidad en formación. En primer 

lugar, se analizaron los niveles de expresión de ambos remodeladores de la cromatina en 

micromasas. Como se puede ver en las gráficas de la figura 35, tras 48 horas en cultivo, 

los niveles de expresión de Uhrf1 experimentaron una drástica reducción y continuaron 

con la misma tendencia en los días posteriores (Fig. 35A). A diferencia de Uhrf1, la 

expresión de Uhrf2 se mantenía a niveles similares a lo largo de los 5 días de cultivo (Fig. 

35B). Estos resultados hacen pensar que al menos uno de estos dos reguladores 

epigenéticos, UHRF1, podría tener un papel anticondrogénico.  
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Figura 35. Análisis por qPCR de la expresión génica de Uhrf1 (A) y Uhrf2 (B) en cultivos de micromasas de 1, 2 
y 4 días. *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05 versus control (micromasas de 1 día en cultivo). 

  

Para indagar más en esta hipótesis realizamos análisis funcionales, 

sobreexpresando y silenciando los Uhrfs, en cultivos de micromasas procedentes de la 

región distal del autopodio de embriones de pollo de 4.5 días PI. Tanto la ganancia de 

función de Uhrf1 como de Uhrf2 ocasionaba una reducción en el tamaño y número de los 

nódulos de cartílago en los progenitores esqueléticos, a día 4 de cultivo, tras la tinción con 

azul alcián (Fig. 36A-B y F-G). Por el contrario, el silenciamiento de dichos genes producía 

un notable incremento en la condrogénesis con respecto a los cultivos control, 

electroporados con el vector vacío (Fig. 36A-C y F-H). Ambas observaciones se validaron 

tras la extracción, con guanidina-HCl, del colorante azul alcián verificando que, tanto la 

sobreexpresión de Uhrf1 (cUHRF1) como la de Uhrf2 (cUHRF2), reducían de manera 

significativa el potencial condrogénico de los progenitores mesodérmicos mientras que, 

sus silenciamientos (shUHRF1 y shUHRF2), producían el efecto contrario (Fig. 36D-E e I-J).  



 

 
 

121 

 RESULTADOS 

 

Figura 36. Evaluación de la condrogénesis en los experimentos funcionales de ganancia y pérdida de función 
de los genes Uhrf1 y Uhrf2. Las imágenes muestran los cultivos de micromasas, teñidos con azul alcián, tras la 
sobreexpresión o silenciamiento de Uhrf1 (B y C) y Uhrf2 (G y H). En las gráficas se representa la cuantificación 
de azul alcián, tras su extracción con guanidina-HCl, presente en las micromasas sometidas a experimentos de 
ganancia y pérdida de función de los genes Uhrf1 (D y E) y Uhrf2 (I y J). *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05 
versus control. Escala: 200µm. 

  

Teniendo en cuenta el papel que ejercen los UHRFs sobre la metilación del ADN 

creímos conveniente estudiar los cambios globales en esta marca epigenética que 

presentaban los cultivos de los progenitores mesodérmicos sometidos a experimentos de 

ganancia o pérdida de función. En la 

figura 37 puede apreciarse el aumento 

significativo de la metilación global del 

ADN de los cultivos celulares 

nucleofectados con los vectores de 

expresión para Uhrf1 y Uhrf2.  

Sin embargo, el 

silenciamiento de dichos genes no 

parecía alterar de manera tan drástica 

los niveles de 5-mC, aunque podía 

apreciarse una leve reducción de la 

metilación global con respecto a las 

muestras control.  

Figura 37. Comparación de los cambios en la 
metilación global del ADN, cuantificados por 
ELISA, entre los progenitores control (línea 
punteada) y aquellos en los que se han llevado a 
cabo los experimentos de ganancia (cUHRF1 y 
cUHRF2) y pérdida de función (shUHRF1 y 
shUHRF2) de Uhrf1 y Uhrf2. *** p < 0.001; ** p < 
0.01; * p < 0.05 versus control (línea punteada). 
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Para interpretar este dato adecuadamente hay que tener en cuenta que, en 

nuestros silenciamientos, la reducción en la expresión de los genes es aproximadamente 

del 50% mientras que, en la ganancia de función obteníamos sobreexpresión de más de 

10 veces en comparación con las muestras control. Los resultados presentados hasta el 

momento hacen pensar que, tanto la DNMT3B como los UHRFs, tienen un carácter 

anticondrogénico que podría estar relacionado con el aumento en los niveles de 

metilación observados en los progenitores esqueléticos tras los experimentos de ganancia 

de función de dichos factores epigenéticos. 

 

5.4 Participación de los factores epigenéticos en la 

modulación de la progresión del ciclo celular y la muerte  

5.4.1 Implicación de la metilación del ADN en la progresión del ciclo 

celular y la muerte de los progenitores esqueléticos 

 

Como se ha descrito a lo largo de la presente Tesis Doctoral, nuestro estudio trata 

de dilucidar las claves del inicio del remodelado morfogenético que tiene lugar durante la 

formación de las extremidades: la eliminación del tejido del espacio interdigital. Para 

averiguar el papel que juega la DNMT3B en este proceso de apoptosis se analizó, por 

citometría de flujo, el ciclo y la muerte celular de los progenitores esqueléticos 

transfectados con los vectores de sobreexpresión y silenciamiento para Dnmt3b. 

En la figura 38 se representa la proporción de células existentes en cada una de 

las fases del ciclo celular en los experimentos funcionales de ganancia y pérdida de 

función de Dnmt3b tras 2 días de cultivo. Bajo estas condiciones, se observaba un 

incremento en el número de células en fase S presentes en las micromasas transfectadas 

con el vector de expresión, así como una leve reducción en la proporción de las que se 

encontraban en fase G0G1. Como puede apreciarse, la pérdida de función de Dnmt3b no 

parecía afectar a la proliferación celular, pues sus niveles eran prácticamente idénticos a 

los que presentaban los cultivos control.  
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Figura 38. Análisis, por citometría de flujo, de los efectos de los experimentos funcionales de ganancia 
(cDNMT3b) y pérdida de función (shDNMT3b) sobre el ciclo celular de las micromasas tras 2 días de cultivo. 
*** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05 experimentales versus control (representado por la línea punteada). 

 

Atendiendo a los niveles de muerte, la ganancia de función de Dnmt3b triplicaba 

el número de células apoptóticas con respecto al porcentaje presente en los cultivos 

control, mientras que el silenciamiento de dicho gen reducía la muerte celular de forma 

significativa (Fig. 39A). Sin embargo, en los cultivos tratados con los inhibidores de las 

DNMTs, 5-Aza y RG108, la proporción de células apoptóticas no se veía disminuida y era 

bastante similar a la de los cultivos control (Fig. 39B). Si bien estos dos agentes 

hipometilantes actúan de manera específica sobre el sitio catalítico de DNMT1, uniéndose 

a él e inactivándolo, debido a la similitud existente entre los distintos miembros de esta 

familia de enzimas son capaces de bloquear otras DNMTs (Christman., 2002; Brueckner 

et al., 2005; Cohen et al., 2012). Este hecho apunta a que la pérdida de metilación del 

ADN, inducida por el bloqueo de los enzimas encargados de producir dicha marca 

epigenética, no actúa de manera directa sobre la muerte celular.  
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Figura 39. Análisis, por citometría de flujo, de la proporción de células apoptóticas presentes en los cultivos 
celulares sometidos a experimentos de ganancia (cDNMT3B) y pérdida de función (shDNMT3B) (A) así como 
en aquellos tratados con los inhibidores de las DNMTs: 5-Aza y RG108 (B). *** p < 0.001; ** p < 0.01;                        
* p < 0.05 versus control (representado en la gráfica A por la línea punteada). 

 

5.4.2 Papel de los UHRFs en la proliferación y la muerte celular del 

mesodermo indiferenciado de la extremidad en desarrollo 

 

Los resultados obtenidos hasta el momento y presentados en los apartados 

anteriores hacen pensar que los Uhrfs podrían ejercer un papel inhibitorio en la 

diferenciación de los precursores mesodérmicos. Puesto que durante el desarrollo de la 

extremidad aquellos progenitores esqueléticos que no se diferencian sufren procesos de 

senescencia y muerte celular, decidimos estudiar el papel que tenían estos 

remodeladores epigenéticos en la degeneración de dichas células.  

Para ello, se analizaron por citometría de flujo los cambios en la proliferación 

celular y la muerte de los progenitores esqueléticos de autopodios de embriones de pollo 

de 4.5 días PI sometidos a experimentos de ganancia y pérdida de función de los genes 

Uhrf1 y Uhrf2. Tras dos días en cultivo, la sobrexpresión de Uhrf1 incrementó en un 50% 

la proporción de células en fase S mientras que su silenciamiento la redujo en un 20% con 

respecto a los progenitores control, electroporados con el vector vacío (Fig. 40A). La 

implicación de Uhrf2 en la progresión del ciclo celular no resultó tan clara, pues su 

sobreexpresión aumentaba solo ligeramente el número de células en fase S. Por otro lado, 

al igual que ocurría para Uhrf1, el porcentaje de células en fase S presentes en los 

experimentos de pérdida de función de Uhrf2 no se reducía más del 20% (Fig. 40B).  
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El incremento de células en fase S, observado en nuestros experimentos de 

ganancia de función, se ha descrito como una detención del ciclo celular y es característica 

de las células que sufren un daño en el ADN (Branzei y Foiani., 2008). Este hecho 

concuerda con la idea de que los progenitores mesodérmicos indiferenciados presentes 

en el tejido del espacio interdigital sufren roturas en su ADN que preceden a la muerte 

celular que tiene lugar durante la remodelación tisular (Montero et al., 2016). 

 

Figura 40. Comparación entre la proporción de células existentes en las distintas fases del ciclo celular en los 
experimentos de sobreexpresión y silenciamiento de Uhrf1 (A) y Uhrf2 (B) y los cultivos control (representados 
por la línea punteada). *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05 versus control. 

 

Del mismo modo, se pudo 

comprobar que al igual que ocurría 

con la sobreexpresión de Dnmt3b, la 

ganancia de función de Uhrf1 y la de 

Uhrf2 aumentaba hasta tres y dos 

veces, respectivamente, la 

proporción de células apoptóticas 

presentes en el cultivo respecto a la 

muerte existente en los controles.  

De manera complementaria, 

el silenciamiento de dichos genes 

inducía una reducción de la muerte 

celular del 25-35% (Fig. 41).  

Figura 41. Análisis de la muerte celular, por citometría 
de flujo, en los cultivos de progenitores mesodérmicos 
sometidos a experimentos de ganancia y pérdida de 
función de Uhrf1 y Uhrf2.   *** p < 0.001; ** p < 0.01;   
* p < 0.05 versus control (línea punteada). 
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5.5 Regulación transcripcional de las cascadas de 

señalización de la condrogénesis y la muerte celular 

5.5.1 Modulación transcripcional en los experimentos funcionales de 

Dnmt3b 

 

 Dada la estrecha relación existente entre la metilación y la represión 

transcripcional, fruto de la condensación de la cromatina promovida por la acción de las 

DNMTs, consideramos importante estudiar los efectos que la sobrexpresión y el 

silenciamiento de Dnmt3b tenían sobre las principales cascadas moleculares asociadas 

con la muerte celular, la senescencia y la diferenciación del tejido esquelético. Para ello, 

se estudiaron los cambios a nivel transcripcional de una batería de genes implicados en 

dichas rutas, los cuales se muestran en la tabla 9.  

En primer lugar, se analizó la expresión de Sox9 y Scleraxis (Scx), dos genes cuyo 

balance regula la diferenciación de los progenitores esqueléticos hacia cartílago o tejido 

fibroso, respectivamente. Tras la sobreexpresión de Dnmt3b se observaba una reducción 

en los niveles de expresión de Sox9 que iba acompañada de un incremento significativo 

de la expresión de Scx. El desplazamiento en el balance entre los dos destinos de 

diferenciación que pueden tomar los progenitores esqueléticos en favor del tejido 

fibrogénico concuerda con el efecto anticondrogénico mencionado anteriormente (ver 

Fig. 32). Por otra parte, el silenciamiento de esta DNMT parecía no ejercer un efecto claro 

sobre la expresión de Sox9, pero sí sobre Scx, que veía reducida su expresión en un 20%. 

Para el estudio de la senescencia en los cultivos de micromasas transfectados, se 

seleccionó al gen p21, pues se ha descrito como un marcador embrionario de este proceso 

de degeneración (Storer et al., 2013). Al igual que ocurría con Scx, la ganancia de función 

de Dnmt3b aumentaba de forma notable la expresión de p21 mientras que su 

silenciamiento disminuía de manera significativa los niveles de expresión transcripcional 

de este inhibidor del ciclo celular.  
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Al analizar el efecto de los experimentos funcionales sobre diversos genes 

implicados en la muerte celular, se pudo observar que la sobreexpresión de Dnmt3b 

regulaba de manera positiva a Bak1, implicado en la permeabilización de la mitocondria 

y los lisosomas, y a DAB2, promotor de la autofagia y la apoptosis bajo el control de la 

señalización por TGF-β (Karch et al., 2017; Jiang et al., 2016).  

La implicación de los miembros de la familia de TGF-β en procesos tan diversos 

como la regulación del ciclo celular, la formación de la matriz extracelular o el desarrollo 

embrionario esquelético es bien conocida (Sueyoshi et al., 2012; Wu et al., 2016). 

Recientemente también se ha descrito su capacidad para alterar la actividad de las 

DNMTs, modificando así los patrones de metilación de algunos genes esenciales para la 

transición epitelio-mesénquima en cáncer de ovario o durante la diferenciación 

fibroblástica (Cardenas et al., 2014; Koh et al., 2016). Esta habilidad para modular la 

metilación del ADN nos hizo preguntarnos si los experimentos funcionales para la Dnmt3b 

afectaban a la expresión de alguno de los componentes de su cascada de señalización. 

Como muestra la tabla 9, la sobreexpresión de Dnmt3b incrementaba la expresión de los 

genes implicados en dicha ruta, aunque el silenciamiento no llegaba a producir efectos 

transcripcionales significativos. 

Los datos presentados en la tabla 9 concuerdan con los resultados expuestos 

hasta el momento, en los que se aprecian los efectos anti y procondrogénicos de los 

experimentos de ganancia y pérdida de función de la Dnmt3b, respectivamente. 

 

 cDNMT3B shDNMT3B 

Sox9 0.77 ± 0.08 * 1.09 ± 0.05  

Scx 2.17 ± 0.17 *** 0.83 ± 0.04 ** 

p21 3.65 ± 0.58 *** 0.70 ± 0.08 ** 

Bak1 2.17 ± 0.28 *** 0.86 ± 0.04* 

DAB2 1.70 ± 0.20 ** 0.62 ± 0.04 *** 
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TGFβr1 1.21 ± 0.10 1.029 ± 0.07 

TGFβ2 1.37 ± 0.13 * 0.98 ± 0.05 

TGFβr2 1.33 ± 0.07 ** 0.91± 0.05 

LTBP1 1.45 ± 0.11** 1.08 ± 0.08 

LTBP2 1.72 ± 0.13 *** 1.25 ± 0.10 

Axin1 1.87 ± 0.14*** 1.03 ± 0.09  

Axin2 1.67 ± 0.18 ** 1.03 ± 0.09 

TGIF1 1.70 ± 0.18 ** 1.19 ± 0.11 

SARA 1.66 ± 0.13 *** 1.03 ± 0.08 

SnoN 1.9 ± 0.28 ** 1.69 ± 0.15 ** 

Fibrillin2 1.42 ± 0.10** 0.93 ± 0.060 

Dnmt3b 25.20 ± 7.00 ** 0.57 ± 0.04 *** 

 

Tabla 10. Influencia de los experimentos de ganancia (cDNMT3B) y pérdida (shDNMT3B) de Dnmt3b sobre 
los niveles de expresión transcripcional de algunos genes implicados en la diferenciación, senescencia y 
muerte de los progenitores esqueléticos. *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05 versus control.  

 

Dado que tanto la ganancia como la pérdida de función de Dnmt3b tenían un 

efecto sobre la expresión transcripcional de determinados genes implicados en los 

procesos clave que tienen lugar durante la regresión del tejido del espacio interdigital, 

nos pareció interesante analizar si esos cambios se asociaban a variaciones en la 

metilación de los promotores de dichos genes. La presencia de islas CpG metiladas en 

estas regiones dificulta la unión de determinados factores de transcripción, llegando a 

impedir la correcta expresión del gen (Ando et al., 2019). 
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Por PCR cuantitativa asociada a enzimas de restricción sensibles a metilación 

(MSRE-qPCR), se estudió el grado de metilación de las islas CpG de los promotores de 4 

de los genes más característicos del desarrollo del autopodio implicados en diferenciación 

(Sox9 y Scx), senescencia (p21) y muerte celular (Bak1); todos sufrían cambios a nivel 

transcripcional tras los experimentos funcionales de Dnmt3b (ver Tabla 10).  

Como se muestra en la figura 42, la sobreexpresión de Dnmt3b aumentaba la 

metilación de las islas CpG del promotor de uno de los genes asociados con la 

diferenciación de los progenitores esqueléticos, Sox9 (Fig 42A). Este aumento en la 

metilación del promotor puede establecer una relación directa con la disminución en la 

expresión de Sox9 mostrada en la Tabla 10. A diferencia de Sox9, en condiciones de 

ganancia de función la metilación de las islas CpG presentes en los promotores de Scx, 

p21 y Bak1 se reducía de manera significativa, hecho que concuerda con el aumento de 

su expresión transcripcional (Fig. 42C-E). De manera complementaria a lo observado en 

los experimentos de ganancia funcional, en las muestras transfectadas con el shRNAi se 

apreciaba una significativa reducción en la metilación del promotor de Sox9, mientras que 

las regiones promotoras de Scx, p21 y Bak1 aparecían altamente metiladas (Fig. 42A, C-

E). Estos resultados concuerdan con la idea de que la pérdida de función de Dnmt3b tiene 

un efecto procondrogénico, pues, como se ha ido demostrando, el aumento de la 

condrogénesis va acompañado de una menor metilación en el promotor de Sox9, 

implicado en la diferenciación celular, y un aumento de la misma en el promotor de Scx, 

relacionado con el destino fibrogénico (Fig. 42A y C). Del mismo modo, el aumento de la 

metilación de las islas CpG de los promotores de p21 y Bak1 podría relacionarse con la 

disminución en la expresión transcripcional de ambos genes fruto del silenciamiento de 

Dnmt3b (Fig. 42D y E).  

Un dato que sustenta los resultados expuestos en este apartado es que, si se 

analiza la metilación del promotor de Sox9, en muestras de tejido del espacio interdigital 

y de la punta del dedo de autopodios de embriones de pollo de 5.5 días PI, puede 

apreciarse una reducción significativa de los niveles de dicha marca epigenética en esta 

última localización (Fig. 42B). Así, la población de progenitores esqueléticos 

indiferenciados de la punta del dedo presenta un promotor de Sox9 menos metilado y 

más accesible para que los factores de transcripción sean capaces de unirse y favorecer 

su expresión promoviendo su diferenciación hacia cartílago. 
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Figura 42. Cambios en la metilación de las islas CpG de los promotores de Sox9 (A), Scx (C), p21 (D) y Bak1 (E) 
tras los experimentos de ganancia (cDNMT3B) y pérdida de función (shDNMT3B) de Dnmt3b. También se 
representa la variación en la metilación de las islas CpG del promotor de Sox9 en muestras de tejido del espacio 
interdigital y de la punta del dedo de embriones de pollo de 5.5 días PI (B). *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 
0.05 versus control (línea punteada). En la gráfica B se toma como control la población de progenitores 
esqueléticos presente en el interdígito de 5.5 días PI). 

 

5.5.2 Efectos de la sobreexpresión y silenciamiento de los UHRFs a nivel 

transcripcional 

 

Con el fin de comparar los efectos de los genes UHRFs con las DNMTs, analizamos 

los cambios en los niveles de expresión de un panel de genes seleccionados para valorar 

la diferenciación, la senescencia y la apoptosis de los progenitores esqueléticos de la 

extremidad sometidos a la ganancia o pérdida de función de Uhrf1 y Uhrf2. Como 

consecuencia de la sobreexpresión de estos remodeladores epigenéticos, se apreciaba 

una notable reducción de la expresión de Sox9 siendo los valores de Scx similares a los de 

las muestras control (Tabla 11). De manera opuesta, el silenciamiento no parecía ejercer 

un efecto claro sobre los niveles de Sox9, aunque sí afectaba a Scx. A pesar de que los 

niveles transcripcionales de Sox9 eran muy similares a los de las muestras control, el 

desequilibrio en el balance entre ambos genes, fruto de una reducción en los niveles de 

Scx, puede explicar el fenotipo condrogénico observado en las micromasas silenciadas 

(Figura 36C y H).  



 

 
 

131 

 RESULTADOS 

Como se muestra en la tabla 11, tanto la ganancia de función de Uhrf1 como la de 

Uhrf2 incrementaba, seis y dos veces respectivamente, los niveles de expresión de p21. 

De manera opuesta, los niveles de expresión se veían reducidos a la mitad en los 

experimentos de pérdida de función, siendo el silenciamiento de Uhrf2 el que ocasionaba 

una disminución más llamativa. El análisis de algunos miembros de la familia génica de 

Bcl2, implicados en muerte celular, puso de manifiesto la significativa regulación que los 

UHRFs ejercían sobre Bak1. La sobreexpresión de Uhrf1 incrementaba del orden de dos 

veces la expresión de Bak1 con respecto al control y el silenciamiento reducía dicha 

expresión un 40%. Los experimentos funcionales con Uhrf2 mostraron unos resultados 

similares, aunque más moderados, en cuanto a la expresión de Bak1 se refiere. A pesar 

de que se analizaron otros miembros de la familia de Bcl2, como puede apreciarse en la 

tabla, no se observaron cambios significativos en ellos tras los experimentos de ganancia 

y pérdida de función.  

 cUHRF1 shUHRF1 cUHRF2 shUHRF2 

Sox9 0.59 ± 0.07*** 0.93 ± 0.09 0.59 ± 0.08*** 0.80 ± 0.15 

Scx 1.02 ± 0.11 0.59 ± 0.06*** 1.17 ± 0.20 0.50 ± 0.09*** 

p21 6.18 ± 1.98* 0.56 ± 0.07*** 2.36 ± 0.35** 0.38 ± 0.08*** 

Bcl2 1.24 ± 0.10 1.12 ± 0.06 0.89 ± 0.07 1.01 ± 0.14 

Bak1 2.44 ± 0.51** 0.59 ± 0.03*** 1.80 ± 0.34* 0.80 ± 0.10 

Bid 1.45 ± 0.21 0.85 ± 0.06 1.24 ± 0.15 0.92 ± 0.15 

Bim 0.99 ± 0.04 1.24 ± 0.12 0.91 ± 0.19 0.98 ± 0.12 

Bmf 1.72 ± 0.31* 0.94 ± 0.08 1.02 ± 0.13 0.89 ± 0.14 

Uhrf1 10.33 ± 2.88** 0.44 ± 0.03*** 1.98 ± 0.35* 0.69 ± 0.07*** 

Uhrf2 1.26 ± 0.12 0.95 ± 0.05 10.31 ± 2.53** 0.50 ± 0.04*** 

 

Tabla 11. Análisis de la influencia transcripcional de los UHRFs, tras los experimentos de ganancia (cUHRF1 y 
cUHRF2) y pérdida de función (shUHRF1 y shUHRF2), sobre algunos genes implicados en la diferenciación, 
senescencia y muerte celular de los progenitores mesodérmicos de la extremidad en desarrollo.  *** p < 0.001; 
** p < 0.01; * p < 0.05 versus control. 
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Para comprender el significado funcional de la metilación en la regulación de la 

muerte celular, mediada por los UHRFs, analizamos mediante MSRE-qPCR la metilación 

de las islas CpG del promotor de Bak1. Tanto en los experimentos de ganancia de función 

de Uhrf1 como Uhrf2 se observaba una reducción en la metilación del promotor, más 

intensa al sobreexpresar Uhrf1, que concordaba con el incremento en la actividad 

transcripcional mostrado en la tabla 9. Al igual que ocurría con la metilación global, el 

silenciamiento génico de los Uhrfs no alcanzaba efectos significativos sobre los niveles de 

metilación del promotor de Bak1 (Fig. 43). 

 

Figura 43. Cambios en la metilación del promotor de Bak1 tras la sobreexpresión (cUHRF1 y cUHRF2) y el 
silenciamiento (shUHRF1 y shUHRF2) de los genes Uhrf1 y Uhrf2 en comparación con las muestras control 
(línea punteada). *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05 versus control. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

  

      

6. DISCUSIÓN 
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Las bases celulares y moleculares de los procesos de remodelación que tienen 

lugar durante el desarrollo embrionario han sido, durante décadas, el foco de numerosas 

investigaciones; sin embargo, hoy en día, todavía se desconocen algunos de estos 

mecanismos. Los estudios de embriología clásica llevados a cabo durante la segunda 

mitad del pasado siglo identificaron la muerte celular como un mecanismo crucial en el 

desarrollo de los metazoos (Hurle y Ojeda., 1979). Los estudios genéticos iniciales en C. 

Elegans, posteriormente extendidos a insectos y vertebrados, descubrieron una 

maquinaria molecular conservada para la eliminación de las células muertas en los 

sistemas en desarrollo (Conradt y Horvitz., 1998). Un popular modelo para el estudio de 

la muerte celular programada es el proceso de eliminación de los progenitores 

mesodérmicos localizados en el espacio interdigital, que tiene lugar durante la formación 

de los dedos a lo largo del desarrollo embrionario de la extremidad de los vertebrados. 

Este proceso, cuya intensidad se correlaciona con la morfología digital de los amniotas, 

comprende también la degradación de la matriz extracelular, de los vasos sanguíneos y 

del epitelio ectodérmico que recubre al tejido del espacio interdigital (Debeer et al., 2002; 

McCulloch et al., 2009., Hurle y Gañan., 1986; Cordeiro et al., 2019). Para ello, no solo se 

activan las vías de muerte celular ejecutadas por la familia de enzimas pertenecientes al 

grupo de las cisteín-aspartico proteasas (caspasas), sino que existen evidencias que 

revelan la participación de otras rutas de degradación como la permeabilización lisosomal 

y la autofagia, procesos cooperativos de fagocitosis o disrupción de la membrana celular 

(Zuzarte-Luis et al., 2007; Montero et al., 2010; Abraham et al., 2007; Svandova et al., 

2017). Del mismo modo, durante la eliminación de células y tejidos embrionarios, 

incluyendo la remodelación de los interdígitos, también se ha detectado la inhibición de 

la proliferación celular y fenómenos de senescencia (Bečić et al., 2016; Lorda-Diez et al., 

2015a).  
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6.1 El daño en el ADN precede a la apoptosis de los 

progenitores esqueléticos del espacio interdigital 

 

En esta Tesis Doctoral se ha descrito la activación, en las células del tejido del 

espacio interdigital, de una respuesta de daño en el ADN previa al comienzo de otros 

procesos de degeneración como la senescencia o la activación de las caspasas. Esta 

cascada de señalización en respuesta al daño, implica la fosforilación de la histona H2AX 

y el reclutamiento de otras proteínas como MDC1, Rad50, 53BP1 o p-ATM a esas zonas 

de rotura. Sin embargo, la identificación de células TUNEL positivas que no presentan 

marcaje para estas proteínas de la DDR hace suponer que, en los estadios finales del 

proceso de regresión tisular, la intensidad del daño y el número de roturas es tal que este 

mecanismo de reparación no sería suficiente para revertir la lesión y permitir la 

supervivencia celular. Como consecuencia de ello, se activarían las rutas de degeneración 

descritas anteriormente que desencadenarían la muerte celular masiva de los 

progenitores esqueléticos del espacio interdigital. Los numerosos estudios que 

documentan la relación existente entre la secreción paracrina de las células con daño en 

el ADN y los procesos de senescencia y apoptosis que sufren sus células vecinas, podrían 

sustentar esta hipótesis (Malaquin et al., 2015; Fang et al., 2016). Asimismo, la presencia 

de esta secuencia temporal de degeneración en diferentes áreas del embrión, donde 

también se producen eventos de eliminación celular, sugiere que es una característica 

general de la muerte celular embrionaria.  

A pesar de que la identificación del factor generador del daño en el ADN no era el 

objetivo del estudio, dos posibles mecanismos que no se excluyen entre sí podrían ser los 

responsables. Por un lado, el aumento del estrés oxidativo y la acumulación de especies 

reactivas del oxígeno (ROS), descrito en el curso de la remodelación del tejido del espacio 

interdigital, podrían ser los causantes de un daño en el ADN pues como hemos 

demostrado, tras la aplicación local de peróxido de hidrógeno en el tejido del espacio 

interdigital, el número de células g-H2AX aumenta notablemente (Lorda-Diez et al., 2015; 

Eshkar-Oren et al., 2015; Salas-Vidal et al., 2001). Otra posibilidad, sería que las roturas 

en el ADN estén asociadas con el estado de compactación de la cromatina que presentan 

los progenitores esqueléticos del tejido del espacio interdigital.  
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Los cambios en la conformación de la doble hebra y sus proteínas asociadas están 

mediados por remodeladores de la cromatina que compiten con la histona H1, entre los 

que figuran los miembros de la familia de factores de transcripción de alta movilidad (High 

Movility Group, HMG). Su capacidad para alterar la estructura funcional de la cromatina 

puede conferir una mayor vulnerabilidad a las roturas del ADN, así como afectar al 

reclutamiento de las proteínas encargadas de la reparación del daño; afectando a la 

integridad del genoma y dificultando la supervivencia celular (Beato et al., 2015; Singh et 

al., 2010). El hecho de que, en el tejido del espacio interdigital, varios miembros de esta 

familia de remodeladores se expresen a altos niveles, otorga más apoyo a este hipotético 

mecanismo generador de daño. Concretamente dos de ellos, SOX9 y HMGN1, en 

combinación con la cascada de señalización por TGF-β, juegan un papel clave en la 

diferenciación condrogénica de los progenitores esqueléticos presentes en el autopodio 

(Furusawa et al., 2006; Zhao et al., 2010).  

Apostando por esta segunda aproximación y dada la alta sensibilidad a las roturas 

de ADN que presentaban las células localizadas en el espacio interdigital, decidimos 

enfocar el estudio hacia el ámbito epigenético, tratando de identificar si la configuración 

de la cromatina de los progenitores esqueléticos ubicados en dicha zona era una 

característica importante en su destino final.  

 

6.2 Regulación epigenética de la condrogénesis y la muerte 

celular programada durante el desarrollo embrionario de la 

extremidad  

 

El indiscutible papel que la estructura de la cromatina juega en la regulación de 

procesos tan esenciales para la célula como la transcripción o la replicación, ha permitido 

el desarrollo de mecanismos epigenéticos capaces de alterar espacial y temporalmente 

su organización; uno de ellos es la metilación del ADN (Li et al., 2007; Hervouet et al., 

2018). Fruto de la adición de un grupo metilo al carbono 5´ de la citosina, esta 

modificación epigenética se asocia con una conformación compacta de la cromatina que 

dificulta la unión de determinados factores de transcripción induciendo la represión 

génica (Blattler y Farnham., 2013).  
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En algunos modelos, la metilación del ADN ha sido descrita como una 

característica celular clave en la vulnerabilidad a las roturas y a la muerte celular (Luzhna 

y Kovalchuck., 2010). Un ejemplo de esta asociación se encuentra en los numerosos 

trabajos en el campo de la Oncología, que otorgan a la hipometilación de las células 

cancerígenas un papel crucial en la sensibilidad y resistencia a las terapias genotóxicas 

que se aplican frente a ellas (Wu et al., 2014). De acuerdo con los resultados descritos en 

la presente Tesis, a diferencia de los radios digitales en crecimiento, las células localizadas 

en el espacio interdigital, así como en otras áreas donde también ocurren eventos 

fisiológicos de muerte, eran muy vulnerables a las roturas en el ADN inducidas por la 

exposición a radiación ionizante. Esta sensibilidad diferencial a la radiación de los 

progenitores esqueléticos podría estar mediada por la metilación del ADN, pues es en el 

tejido del espacio interdigital donde se observan dominios de expresión específicos para 

los enzimas encargados de llevar a cabo dicha modificación, las ADN metiltransferasas 

(DNMTs), y para los remodeladores de la cromatina implicados en dicho proceso, los 

UHRFs.  

A pesar de que son numerosos los estudios que tratan de dilucidar la relación 

existente entre la metilación inducida por las DNMT y la muerte celular, hasta la fecha los 

resultados son bastante controvertidos. Mientras que en tejidos tumorales la inhibición 

de las DNMTs induce senescencia y apoptosis, en otros contextos impide la muerte celular 

(Hofstetter et al., 2010; Tang et al., 2017; Venturelli et al., 2014; Li et al., 2019). De la 

misma manera, la alta letalidad observada en embriones con escasos niveles de 

metilación respalda la idea de un efecto pro-apoptótico asociado con la pérdida de dicha 

marca epigenética; sin embargo, se han descrito casos en los que la sobreexpresión de las 

DNMTs de novo induce eventos de muerte celular (Wahlin et al., 2013; Kimura et al., 2002; 

Li et al., 1992; Tittle et al., 2011; Hoang et al., 2017; Jacob et al., 2015; Barzideh et al., 

2013; Chestnut et al., 2011; Farinelli et al., 2014). Tomados en conjunto, estos resultados 

sugieren que la implicación de las DNMTs en la muerte celular podría ser fruto de 

diferentes mecanismos dependientes de contexto, así como de la metilación o 

desmetilación selectiva de las islas CpG localizadas en las zonas reguladoras de los genes, 

como por ejemplo en su promotor (Serra-Juhé et al., 2015).  

 



 

 
 

139 

DISCUSIÓN  

En nuestro modelo, no hemos podido establecer cambios en la metilación global 

del genoma y la iniciación de la muerte; sin embargo, la expresión y los estudios 

funcionales llevados a cabo apuntan a que la metilación del ADN, mediada por la DNMT3b, 

actúa como un regulador positivo de la muerte celular, afectando a la condrogénesis de 

los progenitores esqueléticos del autopodio. De manera opuesta, la hipometilación del 

ADN inducida tras el silenciamiento de dicha DNMT de novo reduce la muerte celular de 

los progenitores esqueléticos incrementando su potencial condrogénico.  

Asimismo, los cambios en la metilación de los progenitores esqueléticos, fruto de 

la ganancia o pérdida de función de la Dnmt3b, se acompañan de una regulación 

transcripcional de los procesos de diferenciación, senescencia y muerte celular. De 

acuerdo con nuestros resultados, las regulaciones de Sox9, p21 o Bak1, observadas tras 

los experimentos funcionales, podrían estar asociadas de manera inversa con cambios en 

la metilación de las islas CpG presentes en el promotor de dichos genes que afectarían a 

su transcripción. La regulación de los patrones de metilación se ha descrito en células 

embrionarias como un evento de gran importancia en el control de la diferenciación 

celular (Ambrosi et al., 2017). Nuestros resultados podrían avalar este hecho y sugieren 

que la metilación de determinados genes, mediada en nuestro caso por la acción de la 

DNMT3B, conduce a una cascada de eventos transcripcionales de importancia para 

determinar el destino de los progenitores esqueléticos. 

De forma similar, la participación de los UHRFs (UHRF1 y UHRF2) en la regulación 

de la proliferación, la supervivencia celular y el daño en el ADN ha sido descrita en 

numerosos tipos de cáncer (Bronner et al., 2007). Aunque no se conoce suficientemente 

el papel que estos genes juegan durante el desarrollo embrionario, sólo Uhrf1 parece 

relacionarse con los procesos de muerte celular, pues los animales KO para dicho gen 

mueren en las primeras etapas embrionarias (Muto et al., 2002; Sharif et al., 2016; Papait 

et al., 2007). También se ha podido demostrar la implicación de Uhrf1 en la formación y 

el crecimiento de varios órganos, así como su influencia en la maduración del cartílago 

(Jacob et al., 2015; Yamashita et al., 2018). El fenotipo esquelético que los modelos 

animales presentaban aporta evidencias acerca del papel que ejerce UHRF1 en el 

crecimiento y la diferenciación de las placas de crecimiento durante la elongación de los 

huesos de las extremidades en el periodo postnatal (Yamashita et al., 2018).  
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Esta función complementa a lo observado en nuestro estudio, donde la 

contribución de los genes Uhrf en la morfogénesis digital radica en la inhibición de la 

condrogénesis de los progenitores esqueléticos. La disparidad entre los resultados de los 

distintos estudios sobre los Uhrfs sugiere que la función de estos genes podría depender 

en gran medida de factores cuya presencia en las células guarda relación con el estadio 

de diferenciación en el que se encuentren.  

De acuerdo con los resultados presentados, podemos decir que en el autopodio 

embrionario, los dominios de expresión de dichos genes se localizan estrictamente en 

zonas constituidas por progenitores indiferenciados. Unas células que, en condiciones in 

vitro, experimentan una reducción progresiva de los niveles de expresión de Uhrf1 a 

medida que se van diferenciando a cartílago. Estas observaciones sustentan la idea de que 

los genes Uhrf, especialmente Uhrf1, intervienen en el mantenimiento del estado 

indiferenciado de los progenitores esqueléticos. Nuestros análisis funcionales, 

sobreexpresando y silenciando los UHRFs, nos han permitido identificar a Sox9 y Scx como 

dos potenciales mediadores de la influencia anticondrogénica que los UHRFs tienen sobre 

los progenitores esqueléticos. Ambos genes actúan de forma opuesta durante la 

diferenciación esquelética en favor del destino condrogénico o fibrogénico, 

respectivamente; y sufren importantes cambios a nivel transcripicional tras nuestros 

experimentos de ganancia y pérdida de función (Chimal-Monroy et al., 2003; Liu et al., 

2018; Furumatsu y Asahara., 2010). Este hallazgo sugiere que los Uhrfs poseen una 

función represora complementaria sobre dos genes fundamentales para establecer el 

destino de los progenitores esqueléticos. Los resultados que hemos obtenidos en la 

presente Tesis muestran que los efectos de los UHRFs son similares a los obsevados tras 

la sobreexpresión y el silenciamiento de Dnmt3b. La participación de los UHRFs en la 

modulación de los patrones de metilación del ADN y en la alteración de diversas 

modificaciones postraduccionales de las histonas, da una muestra del grado de relación 

que tienen con otros factores epigenéticos, hecho que podría avalar los resultados 

obtenidos en nuestro estudio (Choudhry et al., 2018; Jia et al., 2016; Ashraf et al., 2017; 

Beck et al., 2018).  
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En células cancerígenas, la desregulación de los UHRFs ocasiona cambios en la 

proliferación celular, incrementa el potencial metastásico de las poblaciones tumorales, 

la sensibilidad a agentes dañinos del ADN e induce eventos de senescencia (Lu y 

Hallstrom., 2013; Muto et al., 2002; Ashraf et al., 2017; Patnaik et al., 2018; Zhou et al., 

2013; Beck et al., 2018). De igual forma, hemos podido comprobar que tanto la 

sobreexpresión de Uhrf1 como de Uhrf2 induce en los progenitores esqueléticos una 

acumulación en la fase S del ciclo celular, así como cambios, a nivel transcripcional, en 

p21. La detención del ciclo es un rasgo característico de las células senescentes asociado 

a la rotura del ADN, como se ha descrito durante el proceso de regresión del tejido del 

espacio interdigital (Lorda-Diez et al., 2015).  

Aunque en otros modelos también se ha observado la implicación de los UHRFs 

en los procesos de senescencia, fruto de su participación en la regulación del ciclo celular 

y en el mantenimiento de la metilación de las células en división; en algunas líneas 

celulares tumorales los UHRFs parecen ejercen una acción opuesta, afectando de forma 

negativa a p21 (Jung et al., 2017; Beck et al., 2018; Obata et al., 2014; Kim et al., 2009). 

Asimismo, en modelos tumorales también se ha descrito la participación de los UHRFs en 

procesos de apoptosis, regulando la actividad transcripcional de genes supresores de 

tumores, afectando a la capacidad de reparación de las roturas del ADN o alterando la 

sensibilidad del tumor a la radioterapia (Choudhry et al., 2018; Lu y Hallstrom., 2013; Ge 

et al., 2016; Jia et al., 2016; Yang et al., 2013). Nuestros resultados concuerdan con esa 

idea pues, como se ha comentado con anterioridad, la sobreexpresión de estos 

modificadores de la cromatina intensifica la muerte celular de los progenitores 

esqueléticos e incrementa los niveles de expresión de Bak1, miembro proapoptótico de 

la familia de Bcl-2. La existencia de factores que, junto con los UHRFs, forman complejos 

heteroméricos de unión a los promotores génicos con el fin de modular su expresión, 

podría explicar las discrepancias existentes entre los estudios publicados hasta el 

momento (Beck et al., 2018). Así, dependiendo del tipo y de la fase del ciclo en la que se 

encuentren las células, los UHRFs podrían interaccionar con unos factores u otros para 

desempeñar las distintas funciones observadas. 

En resumen, nuestro estudio revela la existencia de un nuevo nivel de regulación 

en los procesos de senescencia y apoptosis que tienen lugar, durante la regresión del 

tejido interdigital, en etapas previas a la activación de los componentes de la vía intrínseca 

responsable de ejecutar la muerte celular embrionaria. 
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 Los resultados mencionados en esta Tesis Doctoral, indican que el balance entre 

la diferenciación y la potencialidad celular podría ser un paso crítico en la iniciación de la 

muerte celular programada asociada con la morfogénesis embrionaria. El perfil funcional 

que presentan los UHRFs, junto con los cambios en la metilación del ADN observados en 

los experimentos funcionales, sugieren que la organización estructural de la cromatina 

podría ser un factor importante en la regulación de la senescencia y la muerte celular que 

ocurren durante el desarrollo embrionario. En base a todos los hechos mencionados, 

nuestro estudio apoya un nuevo paradigma en la regulación de la muerte celular 

programada en etapas embrionarias basado en los mecanismos epigenéticos asociados 

con la diferenciación de los progenitores condrogénicos.  

De acuerdo con nuestros resultados, las células del tejido del espacio interdigital 

destinadas a morir son progenitores capaces de diferenciarse de forma específica hacia 

un linaje condrogénico (Gañan et al., 1996). Sin embargo, la ausencia o el cese de señales 

requeridas para la diferenciación y sustentación de la supervivencia celular podría 

configurar la distribución de las áreas de muerte. Este proceso dual podría generar una 

población celular con características epigenéticas típicas de células indiferenciadas que 

colapsa cuando recibe las señales apropiadas para etapas avanzadas de la diferenciación 

condrogénica como se ha observado en células madre embrionarias de ratones 

deficientes en Dnmt1 o durante el desarrollo de los peces cebra (Lei et al., 1996; Li et al., 

1992; Tittle et al., 2011). De esta manera, podría generarse una respuesta temprana a 

estrés caracterizada por la aparición de roturas y por la hipermetilación del ADN, fruto del 

aumento en la actividad de las DNMT, que desencadenaría en la activación de procesos 

degenerativos como senescencia y apoptosis. Una secuencia similar de acontecimientos 

se ha descrito en otros modelos y podría sustentar los resultados presentados en esta 

Tesis Doctoral (Barzideh et al., 2013; Doshi et al., 2011). 

A partir de nuestros resultados se pueden tratar de deducir algunos aspectos 

importantes: 

• ¿Existen realmente las señales específicas de muerte? Los factores de 

muerte conocidos hasta la fecha, como los BMPs, inducen la muerte de 

los progenitores esqueléticos presentes en el tejido del espacio 

interdigital pero, en otras poblaciones celulares, pueden comportarse 

como inductores de la proliferación o diferenciación celular.  
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Apoyándonos en nuestros resultados se podría considerar que las señales 

que desencadenan los eventos degenerativos, que tienen lugar durante 

la regresión del interdígito, no son verdaderas indicaciones de muerte, 

sino señales requeridas en etapas avanzadas de la cascada de 

diferenciación molecular que podrían no ser aceptadas por los 

progenitores más indiferenciados.  

 

• ¿Es la eliminación del tejido del espacio interdigital un evento de suicidio 

celular? ¿Están los progenitores mesodérmicos destinados a morirse o 

simplemente están en el lugar correcto en el momento equivocado? El 

proceso degenerativo que se ha observado y descrito a lo largo de esta 

Tesis Doctoral no parece responder a lo que cabría esperarse de una 

eliminación por “suicidio celular”, ya que la eliminación del tejido del 

espacio interdigital está precedida por roturas en el ADN de los 

progenitores esqueléticos que tratan de ser reparadas. Este hecho 

sustenta nuestra idea de que la muerte de dichas células lejos de ser un 

suicidio celular, como se ha postulado durante años, representa un 

característico “sabotaje”, utilizando la terminología propuesta por 

Douglas R. Green (Green., 2019). 
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Durante la formación de los dedos, las células interdigitales del primordio de la 

extremidad sufren un proceso de muerte celular masiva que esculpe la forma de los 

primordios digitales. En el presente estudio hemos investigado el perfil epigenético y su 

significación biológica durante el proceso degenerativo; de él derivan las siguientes 

conclusiones: 

 

1. La aparición de roturas en el ADN de los progenitores esqueléticos localizados en el 

tejido del espacio interdigital es previa a otros procesos de degeneración observados 

durante la morfogénesis de los dedos como son la senescencia y la apoptosis. 

 

2. El daño en el ADN, observado en los progenitores mesodérmicos, se asocia con la 

inducción de una respuesta de reparación frente a las roturas. 

 

3. Los progenitores esqueléticos situados en las zonas preapoptóticas del autopodio 

presentan una mayor sensibilidad, al daño en el ADN y a la inducción de apoptosis, 

que los ubicados en las regiones condrogénicas.  

 

4. La inducción exógena de muerte en el tejido interdigital desencadena la misma 

secuencia de degeneración observada de manera fisiológica y, el hecho de 

encontrarla en otros tejidos embrionarios, apunta a que es una característica general 

de la muerte celular embrionaria. 

 

5. La sensibilidad diferencial de los progenitores esqueléticos del interdígito puede estar 

mediada por la metilación del ADN, pues es en esta región donde se observan amplios 

dominios de expresión de las DNMTs y los UHRFs. 

 

6. La evaluación de la metilación global del ADN de los progenitores mesodérmicos, tras 

los experimentos de sobrexpresión y silenciamiento de Dnmt3b y Uhrfs, confirma que 

estos factores son importantes promotores de la metilación del ADN. 
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7. Los experimentos funcionales de la Dnmt3b y los Uhrfs muestran que ambos factores 

promueven la muerte celular, inhiben la condrogénesis e inducen una detención del 

ciclo en la fase S en los progenitores esqueléticos. 

 

8. A nivel transcripcional, el efecto anticondrogénico se asocia a una regulación negativa 

de Sox9 y positiva de Scx, que son, respectivamente, marcadores de la diferenciación 

condrogénica y fibrogénica de los progenitores esqueléticos. 

 

9. El efecto proapoptótico, resultado de la sobreexpresión de la Dnmt3b y los Uhrfs, se 

asocia a una regulación positiva de Bak1, promotor de la permeabilidad mitocondrial 

característica de la apoptosis, y de p21, implicado en la senescencia celular 

embrionaria. 

 

10. La regulación transcripcional de Sox9, p21 y Bak1 por Dnmt3b y los Uhrfs está asociada 

con cambios regionales en la metilación de las islas CpG de sus promotores. 

 

11. En conclusión, los datos presentados en esta Tesis Doctoral indican que la 

condrogénesis y la muerte celular programada que ocurren durante el desarrollo 

embrionario de la extremidad son dos procesos regulados epigenéticamente. 
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DNA damage precedes apoptosis 
during the regression of the 
interdigital tissue in vertebrate 
embryos
Juan A. Montero*, Cristina Sanchez-Fernandez*, Carlos I. Lorda-Diez, Juan A. Garcia-Porrero & 
Juan M. Hurle

DNA damage independent of caspase activation accompanies programmed cell death in different 
vertebrate embryonic organs. We analyzed the significance of DNA damage during the regression of 
the interdigital tissue, which sculpts the digits in the embryonic limb. Interdigit remodeling involves 
oxidative stress, massive apoptosis and cell senescence. Phosphorylation of H2AX mediated by ATM 
precedes caspase dependent apoptosis and cell senescence during interdigit regression. The association 
of γH2AX with other downstream DNA repair factors, including MDC1, Rad50 and 53BP1 suggests 
a defensive response of cells against DNA damage. The relative distribution of cells γH2AX-only 
positive, TUNEL-only positive, and cells double positive for both markers is consistent with a sequence 
of degenerative events starting by damage of the DNA. In support of this interpretation, the relative 
number of γH2AX-only cells increases after caspase inhibition while the relative number of TUNEL-
only cells increases after inhibition of ATM. Furthermore, cultured interdigits survived and maintained 
intense chondrogenic potential, even at advanced stages of degeneration, discarding a previous 
commitment to die. Our findings support a new biological paradigm considering embryonic cell death 
secondary to genotoxic stimuli, challenging the idea that considers physiological cell death a cell suicide 
regulated by an internal death clock that pre-programmes degeneration.

Histological studies in the past century discovered that most morphogenetic events of the developing organ pri-
mordia were accompanied by massive cell death within a portion of their tissue components1. Researchers at that 
time emphasized the contradictory nature of such a cell destruction processes in systems, such as the developing 
embryo, which requires intense and continuous growth. Similar degenerative phenomena were soon observed 
in tumor tissues that were also undergoing intense growth. Dying cells in those systems shared an uniform mor-
phological appearance, which was termed apoptosis to distinguish that phenomenon from necrotic cell death 
that occurred secondary to insults and resulted in the rupture of cell integrity2. It was proposed that apoptosis 
represented some kind of cell suicide to facilitate normal embryonic development or to prevent the spread of a 
localized lesion, allowing for the survival of the organism as a whole. Initial genetic investigations in C. elegans, 
which were later extended to insects and vertebrates, discovered an evolutionary conserved molecular cascade 
responsible for apoptosis (see review ref. 3). A family of proteases, termed caspases was identified as central play-
ers of apoptosis. However, except for the developing nervous system, mice deficient in caspases showed a poor 
correlation between their phenotypes and the organ morphology expected to result from the inhibition of cell 
death during the embryonic development4. In addition, we now know that caspases perform other functions in 
addition to cell death, including a role promoting regenerative proliferation (see refs 4 and 5).

A remarkable process of massive embryonic cell death occurs in the interdigital tissue during digit formation 
in the developing limb of vertebrates, and this process is rudimentary or absent in species with webbed digits 
(e.g., bat, duck, and some tortoises). The regression of the interdigital tissue involves massive apoptosis, growth 
arrest, senescence, and degradation of the extracellular matrix6,7, and genetic, biochemical, and molecular studies 
have not yet provided a comprehensive explanation for this process of tissue remodeling. Initiator (caspase-2, 
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8, and 9) and executioner caspases (caspase-3, 6 and −​7) in addition to pro-apoptotic factors of the intrinsic 
(mitochondrial) apoptotic pathway have been implicated in the regression of interdigital tissue8. However, syn-
dactyly is observed only in compound mutants affecting more than one pro-apoptotic factor that is implicated 
in the permeabilization of the mitochondrial membrane; syndactyly is not observed in mice bearing single or 
compound caspase mutations, or in mice deficient in the caspase-activating adaptor protein, APAF-1 (reviewed 
by ref. 7). Similarly, while lysosomes also appear to be active players of interdigital cell death9,10, mice deficient in 
cathepsins lack the syndactyly phenotype11. In addition, the occurrence of an associated cell senescence process 
in the regression of interdigits is a striking feature that is difficult to explain12. These findings have been largely 
interpreted as evidence for a functional redundancy between the biological mechanisms responsible for tissue 
degeneration, allowing each to replace the other should one pathway fail13.

The occurrence of proliferation arrest, cell senescence, and apoptosis is suggestive of a common upstream 
triggering factor. It has been hypothesized that DNA damage might be the primary step of cell death within stem 
cells which prevents the perpetuation of injured genomes14. Eucaryotic cells have evolved a complex DNA repair 
machinery that is quickly activated following DNA strand breaks. The DNA damage response (DDR) is destined 
to repair DNA but also results in cell cycle arrest, cell senescence, and apoptosis to ensure genomic stability15,16. 
The aim of this study was to determine whether DNA damage precedes the degradative routes observed in the 
remodeling of interdigits termed the Interdigital Necrotic Zones (INZs).

Methods
We used Rhode Island chicken embryos from 5 to 8.5 days of incubation (id), which is equivalent to stages 25 to 
34 HH, and C57BL6 mouse embryos from 12 to 14 days post-coitum (p.c.). The animal care and handling, and 
all the experimental procedures were in accordance with the guidelines of the European Communities Council 
and the Spanish legislation and they were approved by the Service of Animal Health and Welfare of the Regional 
Government of Cantabria (Reference no. PI-10-15). In all cases studies were done in the third interdigit of the 
avian leg bud, or the fourth interdigit of mouse samples.

Immunolabeling, TUNEL assay, and confocal microscopy.  The expression of DNA repairing factors 
was studied by the immunolabeling of vibratome sections or in dissociated interdigital cells from chick embryos 
ranging from 5 to 8 id or mouse embryos between 13 to 14 days p.c. The use of mouse material allowed us 
to extend our findings in the avian model to mammals, and increased the availability of commercial antibod-
ies. We employed the following antibodies: γ​H2AX mouse monoclonal (JBW301, Milipore-Upstate) and rab-
bit polyclonal (A300-272A, NOVUS); Rad50 rabbit polyclonal (07–1781, Millipore); MDCl rabbit polyclonal 
(ab41951 Abcam); 53BP1 rabbit polyclonal (A300-272A, Bethyl Lab., Inc); phospho-ATM mouse monoclonal 
(#4526, Cell Signaling); and active caspase 3 (a generous gift of Dr E. de la Rosa). In most cases, samples were 
used for double-labeling or for the combined detection of apoptosis by TUNEL assay. Counterstaining using 
fluorescent-phalloidin (Sigma) or DAPI (Vector Laboratories) was also performed.

For tissue sections, the autopods were fixed in 4% PFA, washed in PBS and sectioned at 100 μ​m using a 
vibratome.

To obtain dissociated interdigital mesodermal cells, small squares of the third interdigit from limbs fixed in 
PFA were dissected free and carefully flattened with a coverslide. The slides were then deep frozen over dry ice to 
adhere the cells to the glass surface. Cells were permeabilized with 0.5% Triton X-100 (60 min) before incubation 
with the primary antibody, and after several PBS washes, the cells were incubated with the secondary antibody.

Experimental manipulation of interdigit regression.  Treatments to promote or inhibit interdigit 
regression were made by the local implantation of heparin acrylic (H5263, Sigma), Affi-Gel Blue beads (BioRad), 
or anion exchange resin beads (AG1X-2, BioRad; 150 μ​m in diameter) incubated for one hour in the selected 
reagents (see ref. 17 for details). Observations were based on the analysis of at least 5 experimental limbs for each 
treatment and stage.

Interdigital cell death was induced by implanting into chick limbs at id 5 or 5.5 heparin beads (Sigma) incu-
bated in 10 μ​g/ml of BMP2 (Preprotech) or in the BMP2 analogous compound AB204 (a generous gift of Senyon 
Choe). In these specimens, we analyzed changes in cell death, DDR markers, and cell senescence. To specifically 
determine the importance of the DDR in the degenerative process induced by BMP-containing beads, we also 
performed double treatments with a BMP bead and an anion exchange resin bead incubated with inhibitors of 
kinases responsible for triggering DDR. For this purpose, we employed KU-60019 (UBPbio) to inhibit ATM 
(Ataxia Telangiectasia Mutated), VE-821 (UBPbio) to inhibit ATR (Ataxia Telangiectasia Rad3 related) and 
NU7026 (Selleckchem) to inhibit DNA-PKcs (the catalytic subunit of DNA-dependent protein kinase).

The effect of increased oxidative stress was analyzed by the interdigital implantation of air dryed Affi-Gel Blue 
beads hydrated in H2O2. After assaying different concentrations, we selected concentrations of 70 or 100 mM 
H2O2, which efficiently induced a moderate increase in cell death.

The effects of inhibiting caspases were analyzed by implanting heparin beads incubated with the pan-caspase 
inhibitor Q-VD-OPh (TNB-1002 TONBO Biosciences). In all cases, the contralateral untreated limb or limbs 
treated with a PBS-bead were used as controls.

Treatments with empty beads were employed as controls in all experiments. The absence of effects on inter-
digit regression of these treatments is illustrated in Supplementary Figure 1.

Cell senescence and neutral red vital staining.  Cell senescence was evaluated by detecting β​-galactosidase  
activity at pH 6 in vibratome sections of limb autopods fixed in 4% glutaraldehyde as previous described in ref. 12.
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For vital staining, the autopods were dissected free and immersed in 0.01% neutral red diluted in PBS at 37 °C 
for 15 to 30 min until positive staining in the areas of cell death was obtained.

Interdigit explants culture.  The third interdigit of chick embryos was dissected free from the leg buds at id 
5.5 to 7.5 and cultured for 48 or 72 hr in DMEM (GIBCO) with 10% fetal bovine serum (GIBCO), 100 units/ml  
penicillin and 100 μ​g/ml streptomycin. Explants were fixed in 5% trichloroacetic acid and stained with alcian blue 
to detect chondrogenesis. The specimens were then embedded in araldite or paraffin wax. Tissue sections were 
obtained and stained with toluidine blue or hematoxylin and eosin.

Cell nucleofection.  The morphological evolution of interdigital cells positive for γ​H2AX was analyzed in 
cultures of dissociated interdigit mesoderm. For this purpose, cells were transfected with a construct encoding 
the human Btg2 gene cloned into the pCMV6-XL5 vector (SC115914, Origene). The efficiency of electroporation 
was confirmed using qPCR and immunohistochemistry. After two days of culture, cells were fixed in PFA and 
labeled with anti-γ​H2AX in combination with rhodamin-phallodin. The samples were examined using a con-
focal microscope to correlate changes in the distribution of the actin cytoskeleton with the intensity of γ​H2AX 
immunolabeling.

Confocal microscopy.  Samples were examined with a laser confocal microscope (LZEISS LSM 510) using a 
Plan-Neofluar 10×​, 20×​ or Plan-Apochromat 63×​ objectives, an argon ion laser (488 nm) to excite FITC fluores-
cence and a HeNe laser (543 nm) to excite Texas Red. Limb specimens were optically sectioned, and we used the 
LSM 5 Image Examiner software on a Windows NT-Based PC for stack digitalization in the different experiments.

Statistics.  Cells positive for the different markers of cell death and DDR were counted from photographs of 
histological specimens taken at the same magnification. Each value represents the mean ±​ SEM of the percent-
age of cells positive for the different markers obtained from at least five independent samples from each stage 
or experimental group. Data were analyzed using Student’s t tests or ANOVAs followed by Bonferroni tests for 
post-hoc comparisons. Statistical significance was set at p <​ 0.05.

Results
γH2AX-postive DNA damage is a precocious event of interdigital cell death.  The initial response 
of most eucaryotic cells to repair DNA damage is the phosphorylation at the break region of substrates, such 
as the histone variant H2AX that forms γ​H2AX (H2AXS139PO4; ref. 18) that facilitates the recruitment of 
additional DDR mediators. Therefore, we analyzed the extent and potential significance of DNA damage in the 
regressing interdigit by comparing the γ​H2AX expression pattern with conventional markers of interdigital cell 
death and tissue regression.
γ​H2AX immunolabeling appeared as a precise and precocious marker of INZ detectable beginning at 6 id, a 

time when neutral red vital staining and β​-gal labeling for cell death and senescence remain negative (Fig. 1A–C). 
In subsequent stages (Fig. 1D–F), γ​H2AX labeling was largely coincident with both neutral red and β​-gal, but 
with more extensive distribution in the interdigit.

The combined detection of TUNEL and γ​H2AX revealed three types of degenerating cells in the regress-
ing interdigits: i) cells positive for γ​H2AX only; ii) cells TUNEL-positive only; and, iii) cells double-positive 
for γ​H2AX and TUNEL (Fig. 2A–D). The percentage of cells that were γ​H2AX-only and TUNEL-only-positive 
changed over the course of interdigit regression. As shown in Fig. 2E, we found significant differences between 
the numbers of each type of degenerating cell over the course of interdigit remodeling. At id 6 and 6.5,  
γ​H2AX-only-positive cells were predominant (57% and 56%, respectively) and TUNEL-only positive were scarce 
(21% and 18%, respectively). At id 7, the numbers of γ​H2AX-only- and TUNEL-only-positive cells were similar. 
In contrast, at id 7.5, TUNEL-only-positive cells were predominant (58%), while γ​H2AX-only-positive cells were 
very scarce (15%). The relative intensity of these two markers in the degenerating cells was also suggestive of a 
sequence of events. Hence, punctate γ​H2AX labeling of DNA damage was observed mostly during early stages 
of interdigit remodeling. In the course of remodeling diffuse pan-nuclear labeling were predominant. These cells 
were positive for TUNEL in the rate mentioned above. Remarkably, γ​H2AX labeling in these double positive 
cells, becomes very intense and compacted, paralleling the pycnotic appearance of TUNEL staining (Fig. 2A–D).

Together, these findings are consistent with a sequence of cell degeneration initiated by DNA damage that 
involves DNA repair through γ​H2AX, followed by apoptotic DNA fragmentation and/or cell senescence. In 
fact, the pattern of pan-nuclear γ​H2AX labeling is characteristic of cells experiencing replication stress, a feature 
which precedes cell senescence. Based on this interpretation, TUNEL-only-positive cells might represent a cell 
population in which the intensity of initial DNA damage, caused by direct DNA breakage or associated with rep-
lication stress, precludes the DNA repair response.

To discard that DNA damage was a singular feature of INZ, we analyzed programmed cell death in other 
areas of the limb (the so-called posterior necrotic zone, PNZ, and the thickened ectoderm of the distal margin 
of the limb, termed Apical Ectodermal Ridge, AER), and also in other developing organs, such as the heart, 
where cell death occurs both in mesenchymal cells of the developing septa and valves and also in the muscle of 
the outflow tract19,20. Supplementary Figure 2, illustrates the presence of both TUNEL-positive, senescent and γ​
H2AX-positive cells, indicating that the coexistence of these three types of degenerating cells is a general feature 
of embryonic cell death regardless the type of tissue (epithelium, mesenchyme or muscle).

Sequence of cell degeneration.  To further confirm that DNA damage is an initial step in the degenerative 
process responsible for interdigit removal, we monitored alterations in the actin cytoskeleton within limb meso-
dermal cultures transfected with Btg2. We have previously shown that the actin cytoskeleton is a precise marker 
of cell degeneration21. In addition, BTG2 is a tumor suppressor factor expressed in the interdigits, and its forced 
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expression in limb mesodermal progenitors induces the accumulation of reactive oxygen species (ROS), cell 
death, and senescence12. As expected, the number of cells positive for γ​H2AX increased significantly in cultures 
overexpressing Btg2 (Supplementary Figure 3). Although, our observations would require further comprobation 
by living imaging procedures, a detailed examination of the actin cytoskeleton allowed us to establish a temptative 
sequence of degeneration based on the intensity of γ​H2AX positivity and the level of disintegration of the actin 
cytoskeleton (Fig. 2F–I). Cells with moderate levels of γ​H2AX-positive foci maintained their characteristic stel-
lated appearance with a peripheral distribution of actin bundles (Fig. 2F). More intense levels of γ​H2AX positivity 
were associated with a reduction or loss of cell prolongations that were accompanied by occasional deposition 
of fine clumps of actin-positive material (Fig. 2G). Intensification and predominant pan-nuclear distribution of  
γ​H2AX labeling was accompanied by cell rounding, loss of peripheral actin fibers, and dramatic intracytoplas-
matic precipitation of actin-positive material (Fig. 2H). In the final stages of degeneration, the nuclei appear 
pyknotic, and cells lost contact with their neighbours being detached into the culture medium (Fig. 2I).

The activation of the DNA damage repair response in interdigital cells undergoing cell death.  
The data described above suggest that precocious DNA damage precedes apoptosis in regressing interdigits. 
Apoptotic DNA breaks might trigger the initial phosphorylation stages of DDR; however, several DDR mediators 
are cleaved by caspases, which precludes their activation in apoptotic cell death22. Therefore, we asked whether 
the phosphorylation of H2AX is accompanied by the activation of other DNA repair factors. To investigate this, 
we analyzed by immunohistochemistry the presence of a panel of DNA repair factors in the interdigit mesoderm 
over the course of remodeling (Fig. 3).
γ​H2AX-positive cells were also labeled with anti-phospho-ATM (Fig. 3E). Positivity was also observed 

for the mediator of DNA damage checkpoint protein 1 (MDC1) (Fig. 3A). MDC1 is a target of caspases22 and 
it is an important DNA repair factor that regulates cell cycle checkpoints and recruits repair proteins to the 
DNA. In addition, Rad50 (Fig. 3B), which marks the initiation of DNA repair, and 53BP1 (Fig. 3C), which is 
a chromatin-binding factor downstream of γ​H2AX and MDC1 in the DDR cascade, were also activated in the 
interdigital cells that were positive for γ​H2AX. Consistent with the occurrence of a sequence of degenerative 

Figure 1.  Sequence of interdigit regression in the chick leg bud following neutral red vital staining (A,D); β​-gal 
assay for cell senescence (B,E); and γ​H2AX immunolabeling (C,F). (A–C) Show autopods at id 6, indicating 
that, at this stage, only γ​H2AX immunolabeling (C) shows evidence of initial degeneration. (D–F) Show 
autopods at id 7 and demonstrate that the positivity of the third interdigit for neutral red (D) and β​-gal labeling 
(E) is relatively less intense than the distribution of γ​H2AX -positive cells (F). Arrow indicate the posterior 
necrotic zone (PNZ) in (B). In all pictures, digit 3 (d3) and digit 4(d4) are indicated to establish the limits of 
the third interdigit. In (C), γ​H2AX immunolabeling is combined with SOX9 which marks the digit cartilage. 
Bars =​ 200 μ​m.
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events, the mentioned factors often co-localize with γ​H2AX (Fig. 3) at the beginning of the degenerative process, 
but co-localization foci are scarce at advanced stages of interdigit remodeling.

Figure 2.  (A–D) Detailed views of chick interdigital cells, isolated from the third interdigit at id 6.5 and 7, showing 
different levels of positivity for γ​H2AX immunolabeling (green) and TUNEL (red). (A) Cells at the initial stages of  
γ​H2AX positivity areTUNEL-negative. A, shows γ​H2AX immunolabeling; A´ shows TUNEL labeling; and A´´, 
shows a merge image. (B) γH2AX positive cell at the initial stages of TUNEL positivity. B, shows γH2AX positive 
cell; B´ shows TUNEL positivity; and B´´ shows the merge image. (C) A small group of interdigital γ​H2AX-positive 
cells that include cells H2AX-only-positive cells (arrow heads) and cells double-positive for γ​H2AX and TUNEL 
(arrows). C´, shows TUNEL labeling; and C´´ shows the merged image. D–D´´, γ​H2AX negative and TUNEL 
positive cell at id 7 (arrow). (D) Shows γ​H2AX labeling; D´ shows TUNEL labeling; and D´´ shows the merged image. 
(E) Graphic representation of the percentage of cells that were γ​H2AX-only-positive (green columns); TUNEL-
only-positive (red); and γ​H2AX-TUNEL double-positive (orange) in the third interdigit of chick limbs at id, 6, 6.5, 7,
and 7.5. **p <​ 0.01; *p <​ 0.5. (F–I) Interdigital mesodermal cells transfected with hBtg2 gene were cultured for 48 hr
and labeled with γ​H2AX (green) and phalloidin (red) to illustrate the sequence of cell degeneration by correlating 
the intensity of γ​H2AX immunolabeling and the disintegration of the actin cytoskeleton. (F) Shows the conserved
stellated morphology of a cell with mild γ​H2AX immunolabeling. (G) Shows a more advanced level of γ​H2AX 
labeling that correlates with a loss of cytoplasmic prolongations and a moderate accumulation of actin filaments 
in the cytoplasm (arrow). (H) Shows a cell with very advanced γ​H2AX positvity which correlates with massive
accumulation of actin in a large cytoplasmic clump (arrow). (I) Shows a degenerating cell in the course of detaching
from the culture. The cell shape is now rounded and the intense γ​H2AX labeling correlates with an increased 
deposition of degenerated actin microfilaments. Bars =​ 5 μ​m.
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Together, these observations support the hypothesis that interdigit remodeling is initiated by non-apoptotic 
DNA damage.

Figure 3.  Mouse interdigital cells at day 13.5 pc immunolabeled for γ​H2AX (A–C) in combination with MDC1 
(A´), RAD50 (B´) and 53BP1 (C´) to show the activation of DDR mediators prior to overt cell degeneration. 
A´´, B´´, and C´´ are merged images. (D) Pixel intensity plot of the region indicated by red arrow showing the 
labeling distribution of 53BP1 (red) and γ​H2AX (green) in an interdigital cell similar to that shown in (C) Note 
the presence of isolated γ​H2AX foci and a region of colocalization with 53BP1. (E) Chick interdigital cells at id 
6 immunolabeled for γ​H2AX (E) and pATM (E´). E´´ is the merged image. Inset is a detailed view of the cell 
indicated by asterisk. Bars in (A–C) =​ 10 μ​m; bar in (E) =​ 30 μ​m.
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Figure 4.  (A) Control (left) and experimental (right) autopods 24 hr after the interdigital implantation 
of a bead incubated with the pan-caspase inhibitor and following vital staining with neutral red. Note the 
moderate diminution of cell death around the bead. Bar =​ 200 μ​m. (B,C) Are confocal images of control (B) 
and experimental (C) interdigits 24 hr after the interdigital implantation of a bead (*) bearing the pan-caspase 
inhibitor. Note the reduction in TUNEL-positive cells (C´; red labeling) in comparison with the contralateral, 
control interdigit (B´). Note also the major abundance of cells γ​H2AX-positive in the experimental interdigit 
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Activation of caspases and γH2AX labeling.  The involvement of caspases in the degenerative process 
was explored by interdigital implantation of the pan-caspase inhibitor Q-VD-OPh. Beads containing Q-VD-OPh 
and implanted in the interdigits did not cause syndactyly, but they moderately inhibited the number of dying cells 
as detected by neutral red staining (Fig. 4A). Immunohistochemical analysis of these treated interdigits revealed 
that the number of TUNEL-positive, but not the number of γ​H2AX-positive cells, was reduced in the area around 
the Q-VD-OPh-bead (Fig. 4B,C). Consistent with this finding, double immunolabeling for active caspase 3 and 
γ​H2AX revealed the presence of three types of degenerating cells in the regressing interdigits: cells positive for 
γ​H2AX but negative for active caspase 3; cells positive for active caspase 3 and negative for γ​H2AX; and cells 
double-positive for caspase3 and γ​H2AX (Fig. 4D). The number of cells positive for active caspase3 immunola-
beling was more abundant at advanced stages of interdigit regression, and the intensity of labeling within each 
cell was also higher (Fig. 4E,F). In addition, cells double positive for active caspase 3 and γ​H2AX exhibited signs 
of advanced degeneration, such as nuclear fragmentation. As expected, TUNEL-positive cells were positive for 
active caspase 3 as previously reported (not shown).

Oxidative stress and γH2AX labeling.  It is well known that interdigital tissue regression is accompanied 
by increased oxidative stress23,24. Taking into account that oxidative stress is a major factor responsible for DNA 
damage, we investigated whether local increase in oxidative stress induced a pattern of cell degeneration similar 
to that observed during physiological regression. To this end, at id 5 or 5.5 we implanted in the prospective inter-
digit mesoderm heparin beads incubated in H2O2 (70 or 100 mM). Ten hours after bead implantation, a number 
of cells undergoing degeneration were observed around the bead. As shown in Fig. 4G, these cells showed a pat-
tern of γ​H2AX and TUNEL labeling similar to that found in the physiological regressing interdigits, including the 
presence of γ​H2AX-only, TUNEL-only and TUNEL-γ​H2AX double-positive cells (Fig. 4G–G´´).

The chondrogenic potential of interdigital cells is fully conserved until the establishment of 
overt DNA damage and apoptotic degeneration.  It is currently believed that cell death in embryonic 
systems is irreversibly and temporally programmed in the zones of prospective degeneration prior to the appear-
ance of dying cells. The term “internal death clock” has been proposed to describe this phenomenon25. In previous 
studies, we have shown that interdigital cells prior to cell death are fully competent to differentiate into cartilage 
and, in vivo, are able to form an extra-digit26. Therefore, we looked to determine the stage at which the interdigit 
mesoderm loses chondrogenic potential relative to the appearance of DNA damage and massive apoptosis. To this 
end, we dissected the third interdigit of leg autopods at different stages of development and cultured the explants. 
As shown in Fig. 5, 100% of the interdigits at id 5.5 (n =​ 10) and 6 (n =​ 10) developed one or various cartilages. 
By id 7, the interdigits formed small cartilages, but this differentiation was still observed in 100% of the samples 
(n =​ 10). By id 7.5, the formation of cartilage was observed in 4 out of 10 cultured interdigits, and the size of the 
cartilage was significantly reduced in comparison to previous stages. These data argue against the occurrence of 
an internal death clock that is present in advance of the onset of degeneration.

Experimental induction of interdigital cell death replicates the degenerative sequence 
observed during physiological interdigit regression.  Mouse genetic and chick microsurgical exper-
imental studies have shown that the interdigital activation of BMPs induces the precocious degeneration of the 
AER riming the interdigit and massive apoptosis in the interdigital mesoderm27,28. In addition, the interdigital 
application of microbeads containing BMPs is followed by the precocious degeneration of the interdigital mes-
oderm, reproducing the physiologic regression mechanisms17. Labeling for neutral red and β​-gal was almost 
unidentifiable at 3 and 6 hr after bead implantation (Fig. 6A,B,E,F). Beginning at 9 hr after bead implantation, 
both neutral red (Fig. 6C) and β​-gal (Fig. 6G) labeling showed clear evidence of cell degeneration and senescence, 
respectively, which was increased in subsequent stages (Fig. 6D,H). In contrast, γ​H2AX immunolabeling identi-
fied a zone of intense labeling in the mesoderm around the bead as early as 3 hr after bead implantation (Fig. 7A). 
At this short period, most of the degenerating cells were γ​H2AX positive, and only few were TUNEL-positive. 
By 6 hr after bead implantation, the numbers of TUNEL- and γ​H2AX-positive cells were balanced, and at later 
periods, TUNEL-positive cells were predominant (Fig. 7B,C).

Double treatment with BMP-beads and beads incubated with specific inhibitors of kinases implicated in DDR 
(ATM, ATR, or DNA-PKcs) delayed the appearance of γ​H2AX expression within cells. The strongest inhibition 
was observed following co-treatment with Ku-60019, which selectively inhibits ATM (Fig. 7D). The weakest inhi-
bition was obtained with co-treatments with inhibitors of ATR inhibitors.

(C, green labeling) in comparison with the control (B). B´´ and C´´ are the merged images of B–B´ and C–C´. 
Bar for (B,C) =​ 100 μ​m. D–D´´ Squash of the interdigital mesoderm at id 7.5 after immunolabeling with anti-γ​
H2AX (green in D and D´´) and active caspase 3 (red in D´and D´´), to show that cells positive for γ​H2AX can 
be either negative (* in D´´) or positive (arrowhead in D´´) for caspase 3. Arrow shows a cell positive for active 
caspase 3 but negative for γ​H2AX. Bar =​ 15 μ​m. (E,F) Squashes of the third interdigit at stage 6.5 (E) and 7.5 
(F) to show the increase in active caspase immunolabeling in the course of interdigit regression, Bar =​ 10 μ​m. 
G–G´´ are confocal pictures of the interdigital mesoderm showing TUNEL (G, red) and γ​H2AX (G´, green) 
labeling 10 hr after the implantation at id 5.5 of a H2O2 bead (*). G´´ is the merged image. Note the presence of 
cells positive for γ​H2AX only (green), cells TUNEL-positive only (red), cells double-positive for γ​H2AX and 
TUNEL (arrows in G´´). Bar =​ 100 μ​m.
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Discussion
The cellular basis of the remodeling processes that occurs during embryonic development has been the focus of 
intense research over the decades, yet the mechanisms remain poorly understood. The elimination of the inter-
digital tissue to sculpt the digits in the embryonic limb of vertebrates is a popular model for studying embryonic 
programmed cell death. At the cellular level, interdigit regression includes massive apoptosis29, cell senescence12, 
and lysosomal-mediated cell death9,10. Our present findings demonstrate that prior to caspase activation, cells 
destined to die showed the activation of a DDR that involves the phosphorylation of histone H2AX and the 
nuclear recruitment of various DDR factors. Furthermore, the identification of γ​H2AX-positive foci in other 
areas that undergo embryonic cell death, along with the absence of cell death phenotypes (except in the central 
nervous system) in mice deficient in caspases (reviewed by ref. 7), suggest that precocious DNA damage might be 
a general feature of embryonic programmed cell death. It is well known that DNA damage in adult and tumor tis-
sues is followed by cell cycle arrest, cell senescence, and apoptosis16,18,30. Based on these findings and considering 
the sequence of degeneration observed in this study, the damage to the DNA would be the primary event during 
interdigit regression, while apoptosis and senescence would occur downstream. Furthermore, the activation of 
the DNA repair mechanism in the interdigital mesoderm suggests that the interdigit regression process is more 
similar to an injury response resulting from genotoxic stress secondary to changes in local regulatory signals, 
rather than the traditional view of cellular “suicide” that ensures the outcome of a histogenetic or morphoge-
netic process in the embryo. Consistent with the hypothesis of an exogenous origin of the cell death signals, we 
observed that cultured interdigital explants differentiated into cartilage rather than dying even at advanced stages 
of degeneration. As mentioned above, this finding argues against the presence of an internal death clock that 
preprograms the initiation of the so-called “programmed cell death”25.

Figure 5.  (A–D) Embryonic chick autopods at id 5.5 (A), 6 (B), 7 (C) and 7.5 (D) vital stained with neutral red 
to illustrate the sequence of interdigital cell death in the regressing interdigits. Bar =​ 300 μ​m. (E–H) Interdigit 
explants from embryonic limbs at id 5.5 (E), 6 (F), 7 (G) and 7.5 (H) stained with alcian blue after 72 hr of 
culture to correlate the chondrogenic outcome relative to the stage of interdigital cell death shown in (A–D) 
Bar =​ 200 μ​m. (I–L) Tissue sections of interdigit explants of limbs at id 5.5 (I), 6 (J), 7 (K), and 7.5 (L) cultured 
for 72 hr. The explants were first whole-mount stained with alcian blue and next paraffin wax embedded and 
sections stained with hematoxylin and eosin. Note the presence of alcian blue stained cartilage nodules in all 
samples. Bar =​ 200 μ​m.
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Figure 6.  (A–D) Interdigital spaces showing the appearance of neutral red-positive labeling (A–D) and β​-gal 
activity (E–H) at 3 (A,E), 6 (B,F), 9 (C,G) and 20 hr (D,H) after the implantation of a BMP-bead (*) at id 5.5. 
Note that positive labeling is first identified 6 hr after bead implantation, but an intense area of tissue regression 
is not observed until 9 hr after the implantation of a BMP bead. Bars =​ 200 μ​m.

Figure 7.  Distribution of γ​H2AX (green)- and TUNEL (red)-positive cells in the interdigital mesoderm 3 (A), 
6 (B) and 9 (C) hr after the implantation of a BMP bead. Note the precocious appearance of γ​H2AX-positive 
cells 3 hr after bead implantation and the progressive increase of TUNEL-positive cells 6 and 9 hr after bead 
implantation. (D) Shows an interdigit 9 hr after the implantation of a BMP bead in combination with a bead 
incubated in Ku-60019 to inhibit ATM indicating a relative increase in the number of TUNEL-positive cells and 
a decrease in the number of γ​H2AX-positive cells (compare with (C)). Bar =​ 140 μ​m.
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The presence of DDR markers along with apoptosis has been reported in embryonic and postnatal retinas 
and has been interpreted as either protecting31 or promoting32 the mechanism of tissue regression. Considering 
that the interdigital mesoderm is positive for ATM immunolabeling, the induction of caspase-positive apoptosis 
after the local inhibition of ATM indicates that DNA damage is a primary event during interdigit regression. 
ATM is activated by double-strand DNA breaks and phosphorylates H2AX at S139 forming γ​H2AX that, in 
turn, changes the configuration of the chromatin and allows for the recruitment of different DNA repair proteins. 
TUNEL-positive cells that are negative for markers of DNA damage might represent cells that are induced to 
undergo cell death through the primary activation of caspases, most likely because the intensity of DNA damage 
precludes a defense response of DNA repair. It has been shown that cells during the course of DNA repair deliver 
paracrine factors that trigger apoptosis and promote cell senescence in the neighboring cells30. In addition, the 
signals generated during DDR target the mitocondria promoting apoptosis33. Hence, the temporal sequence in 
the appearance of TUNEL- and γ​H2AX-positive cells and their relative numbers over the course of spontane-
ous or experimentally induced interdigital cell death strongly support our interpretation. Furthermore, we also 
observed that the number of TUNEL-positive, but not γ​H2AX-positive cells, are reduced after treatments with a 
pan-caspase inhibitor. Our findings explain why interdigital tissue regression is delayed but not abrogated in mice 
deficient in the caspase activating factor APAF113.

Although the identification of the cause of DNA damage was not a primary aim of this study, two poten-
tial factors could function in the system. Oxidative stress increases in the interdigits in the course of remode-
ling12,24,34. ROS are major factors responsible for DNA damage and replicative stress in a variety of tumor and 
tissue types, and we have shown here that local application of H2O2 induces a pattern of degeneration similar 
to that occurring under physyiological interdigit regression. A second, non-exclusive possibility is that DNA 
breaks are associated with changes in chromatin configuration induced by high motility transcription factors 
(HMG). These transcription factors compete with histone H1 to modify the functional structure of chromatin, 
and this function might involve the tight regulation of DNA breaks and repair mechanisms to ensure the integrity 
of the genome35,36. In the regressing interdigits, various HGM genes including Hmgn1 and Sox9 are expressed 
(refs 37,38 and personal observations). Sox9 in combination with HMGN137 and Tgfβ​ signaling39 plays a central 
role in determining whether skeletal progenitors differentiate into chondrocytes or remain undifferentiated to 
be removed via induced cell death. High levels of Sox9 lead to chondrogenesis and the absence of Sox9 results 
in massive cell death40. Furthermore, the interdigital application of Tgfβ​ induces the intense and precocious 
(30 min) up-regulation of Sox9, which prevents cells from dying and instead induces cartilage differentiation39.

In summary, our study proposes a new biological paradigm for embryonic cell death. Unlike previous inter-
pretations of the programmed fate of specific tissue components of the embryo, our findings indicate that cells are 
removed because they receive noxious stimuli. Based on our results, cell death is not a positive cell behavior but 
rather cells try to survive to local stress.
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UHRF genes regulate programmed
interdigital tissue regression and
chondrogenesis in the embryonic limb
Cristina Sanchez-Fernandez1, Carlos I. Lorda-Diez1, Juan A. García-Porrero1, Juan A. Montero1 and Juan M. Hurlé1

Abstract
The primordium of the limb contains a number of progenitors far superior to those necessary to form the skeletal
components of this appendage. During the course of development, precursors that do not follow the skeletogenic
program are removed by cell senescence and apoptosis. The formation of the digits provides the most representative
example of embryonic remodeling via cell degeneration. In the hand/foot regions of the embryonic vertebrate limb
(autopod), the interdigital tissue and the zones of interphalangeal joint formation undergo massive degeneration that
accounts for jointed and free digit morphology. Developmental senescence and caspase-dependent apoptosis are
considered responsible for these remodeling processes. Our study uncovers a new upstream level of regulation of
remodeling by the epigenetic regulators Uhrf1 and Uhrf2 genes. These genes are spatially and temporally expressed in
the pre-apoptotic regions. UHRF1 and UHRF2 showed a nuclear localization associated with foci of methylated
cytosine. Interestingly, nuclear labeling increased in cells progressing through the stages of degeneration prior to
TUNEL positivity. Functional analysis in cultured limb skeletal progenitors via the overexpression of either UHRF1 or
UHRF2 inhibited chondrogenesis and induced cell senescence and apoptosis accompanied with changes in global
and regional DNA methylation. Uhrfs modulated canonical cell differentiation factors, such as Sox9 and Scleraxis,
promoted apoptosis via up-regulation of Bak1, and induced cell senescence, by arresting progenitors at the S phase
and upregulating the expression of p21. Expression of Uhrf genes in vivo was positively modulated by FGF signaling. In
the micromass culture assay Uhrf1 was down-regulated as the progenitors lost stemness and differentiated into
cartilage. Together, our findings emphasize the importance of tuning the balance between cell differentiation and cell
stemness as a central step in the initiation of the so-called “embryonic programmed cell death” and suggest that the
structural organization of the chromatin, via epigenetic modifications, may be a precocious and critical factor in these
regulatory events.

Introduction
The autopod is a paddle shaped structure consisting of a

core of skeletal progenitors covered by the ectoderm.
During the course of development, the progenitors
aggregate to form radial digit condensations separated by

interdigital regions. Cells in the interdigital regions are
initially undifferentiated but soon follow massive degen-
eration that sculpts the digit contours. In chick and mouse
embryos the elimination of the interdigital tissue lasts
more than 30 h. During this period the interdigital cells
retain stemness to respond to differentiation signals to
form ectopic digits1.
The control of interdigit remodeling has been the subject

of intense research. Morphological and molecular analyses
revealed the redundant involvement of several degenerative
pathways including canonical apoptosis, cell death
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associated with lysosomal activation2,3, and cell senescence4.
All these degenerative routes are preceded by intense DNA
damage5, which is suggestive of common upstream reg-
ulation. BMPs have been identified as active factors
responsible for interdigit regression. However, while the
interdigital application of exogenous BMPs in the
embryonic limb induces cell death and DNA damage, the
same BMPs stimulate cell proliferation and differentiation
in the tip of the fingers, that are also constituted by the
same skeletal progenitors6. This finding suggests that
complementary signals cooperate with BMPs to trigger the
degenerative events. The hypothesis of the present study is
that the embryonic degenerative processes may share reg-
ulatory factors occurring in tumor tissues. DNA damage,
cell senescence, and apoptosis are associated with epige-
netic and chromatin architecture alterations of cancerous
cells7 that may determine tumorigenesis and sensitivity to
chemotherapy and irradiation8,9.
In this study, we analyzed whether ubiquitin-like con-

taining plant homeodomain and RING finger domain
(UHRF) epigenetic modulators 1 and 2 participate in the
degenerative processes associated with digit development.
This gene family is functionally associated with DNA
damage and participates in the regulation of proliferation
and cell survival of numerous malignancies10. UHRF
proteins are complex factors containing four functional
domains that modulate transcriptional regulation via
chromatin modifications. Uhrf genes are upregulated in
many cancer cells and may behave as either oncogenes or
tumor suppressors10. Depletion of UHRF1 increases the
chemosensitivity of cancer cells to hydroxyurea resis-
tance11 and increases their sensitivity to gamma-
irradiation12. UHRF2, in turn, has been characterized as
a component of the ubiquitin proteasome degradation
machinery13 with pro-apoptotic functions in oncogene-
stressed cells14. The significance of Uhrf genes in devel-
opmental systems has received less attention. Mice and
zebrafish deficient in UHRF1 die during the course of
development15,16, and embryonic stem cells null for
UHRF1 are hypersensitive to DNA-damaging agents15.
Furthermore, Uhrf1 knockout directed to limb mesoderm
implicates this protein in appendicular development17, as
these mice show shortened long bones and dysregulated
chondrocyte maturation and proliferation via alterations
of the growth plate. Uhrf2 knockout mice are viable and
lack morphological defects18, but there is evidence of its
implication in the pathogenesis of neurodegenerative
diseases19. Here, we show that Uhrf1 and Uhrf2 genes are
expressed in the interdigital mesoderm and inter-
phalangeal joints where undifferentiated cells undergo
senescence and apoptosis. At protein level UHRFs asso-
ciated with zones of DNA methylation. Functional ana-
lysis via the overexpression of either UHRF1 or UHRF2
inhibited chondrogenesis and induced cell senescence and

apoptosis of cultured limb skeletal progenitors accom-
panied with changes in global and regional DNA methy-
lation. In a complementary fashion, knockdown of these
genes stimulated chondrogenesis and inhibited cell death
and senescence. We identified Sox9, Scleraxis, Bak1, and
p21 as potential transcriptional targets responsible for its
function in the developing digit model.

Materials and methods
We employed Rhode Island chicken embryos from day

4 to day 8.5 of incubation (id) equivalent to stages 23–34
HH, and C57BL6 mouse embryos ranging from 12 to
14.5 days post coitum (pc).

In situ hybridization and analysis of cell proliferation
In situ hybridization of PFA-fixed limb specimens was

performed in whole mount or 100-μm vibratome sections.
The samples were treated with 10 μg/ml of proteinase K
for 20–30min at 20 °C. Hybridization with digoxigenin-
labeled antisense RNA probes was performed at 68 °C.
Alkaline phosphatase-conjugated antidigoxigenin anti-
body (dilution 1:2000) was used (Roche). Reactions were
developed with BM Purple AP Substrate precipitation
(Roche).
The probes for Uhrf1 and Uhrf2 were obtained by PCR

from RNA extracted from chick or mouse limb buds at
initial stages of digit formation. Specific primers for chick
Uhrf1 were: 5′-tccacatctattgcctcaacc-3′ and 5′-gaacacca-
gattcgctcacc-3′; for chick Uhrf2 5′-agagttcaggtgagcgaagc-
3′ and 5′-aggctcaacgtcatctctcc-3 and for mouse Uhrf1: 5′-
tgactctggctatggtgtgg-3′ and 5′-gcctgatgttgccgtatagc-3′;
and for mouse Uhrf2 5′-agagttcaggtgagcgaagc-3′ and 5′-
tcgttcgattccttctgagg-3′.
The distribution of proliferating cells in the autopod

was analyzed in paraffin-embedded tissue sections by
detection of bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation
60min after injection into the amniotic sac of 100 μl of
BrdU solution (100 mg/ml).

Cell senescence, neutral red vital staining, TUNEL assay,
and immunofluorescence
The β-galactosidase activity assay20 was performed at

pH 6 in vibratome sections of limb autopods fixed in 4%
glutaraldehyde.
Neutral red staining, TUNEL assay, and electron

microscopy were performed as described previously2.
Immunolabeling was performed in limb tissue samples

fixed in 4% PFA. We employed both squashed interdigital
tissue fragments or vibratome sections permeabilized with
Triton X-100 in PBS. The following antibodies were
employed: rabbit monoclonal anti-UHRF1 (DSG8E, Cell
Signaling), rabbit polyclonal anti-UHRF2 (TA337863,
OriGene); mouse monoclonal anti-UHRF2 (sc-398953,
Santa Cruz Biotechnology); mouse monoclonal anti-5-
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methylcytosine (5-mC; 33D3, Eurogentech); rabbit poly-
clonal anti-SOX9 (AB5535,Milipore); mouse monoclonal
anti-γH2AX (JBW301, Milipore-Upstate); and mouse
monoclonal anti-BdrU (BU-33, Sigma Aldrich). Coun-
terstaining to distinguish nucleus and cytoplasm was
performed using fluorescent-phalloidin (Sigma Aldrich)
or DAPI (Vector Laboratories). Observation were made
with a LSM51O laser confocal microscope (Zeiss).

In vivo treatments
The transcriptional effects of FGF signaling in the

expression of Uhrf genes were studied by analyzing the
effects of the local administration of FGF2 (diluted at
0.5 mg/ml, Peprotech), and the FGF inhibitor SU5402
(diluted at 4 mg/ml, Calbiochem), using heparin acrylic
(Sigma) or ion exchange (AG1-X2, Bio-Rad) microbeads
as described21.

Mesodermal cultures
Dissociated undifferentiated mesoderm from chick leg

autopods at 4.5 i.d. (25 HH) were cultured as micromasses
containing a density of 2.0 × 107 cells/ml. The chondro-
genic outcome was studied under the microscope after
Alcian blue staining (0.5% Alcian blue, at pH 1.0).
Chondrogenesis was further quantified by the detection of
Alcian blue dye extracted in 6M guanidine–HCl (pH 5.8),
and the optical density was measured at 600 nm.

Cell nucleofection and targeted gene silencing
Functional studies were performed by gain-of-function

and loss-of-function approaches.
For gain-of-function experiments, skeletal progenitors

were electroporated with constructs of chicken Uhrf1
(cUhrf1; OGa47434) or Uhrf2 genes (cUhrf2; OGa21255)
cloned into the pcDNA3.1 vector (GenScript) employing
the Multiporator System (Eppendorf) and cultured under
high-density conditions as indicated above. For loss-of-
function experiments, skeletal progenitors were electro-
porated with a short hairpin RNAi against Uhrf1 (sh-Uhrf1)
or Uhrf2 (sh-Uhrf2) cloned into the pcU6–1-shRNA (a
generous gift from Dr. Tim J. Doran). Transfections with
the respective empty plasmids were employed as controls.
After 48 h of culture, the level of gene regulation was
confirmed by q-PCT and/or Western blot analysis.

Evaluation of DNA methylation
Changes in global methylation after Uhrf functional

experiments were determined by the ELISA-based com-
mercial kit Imprint® Methylated DNA Quantification
(MDQ1; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). One hun-
dred and fifty nanograms of genomic DNA from our
samples were incubated with capture and detection anti-
bodies and their absorbance was measured at 450 nm. The
amount of methylated DNA present in the samples is

proportional to the absorbance measured. Quantification
of global DNA methylation was performed calculating
methylation levels relative to the methylated control DNA
(50 ng/µl) using the formula: [(A450 av sample–A450 av
blank)/(A450 av methylated control DNA–A450 av
blank)] × 100.
We next selected Bak1 as potential target of Uhrf genes

in the control of cell death. Changes in the methylation
status of its promoter were studied by methylation sen-
sitive restriction enzyme and quantitative polymerase
chain reaction (MSRE-qPCR). Primers were designed
using Primer3Plus online software. The selected PCR
primer pair flanked the region of interest (based on the
presence of informative restriction sites) within the pro-
moter of Bak1: Fwd, AGCTGCAGCCTTCCCAGA; Rev,
CTCTAGAGGCGCCTTGCAC. Genomic DNA samples
were digested with a CpG-methylation-sensitive restric-
tion enzyme (TauI (3 U/µl); ER1651 ThermoFisher Sci-
entific) or with a non-CpG-methylation-sensitive enzyme
(SacI (10 U/µl); ER1132 ThermoFischer Scientific) for 2 h
according to the manufacturer's suggested temperature.
SYBRGreen-based qPCR was carried out in triplicates
with a total volume of 20 µl per tube containing 1 µl of
genomic DNA (TauI-digested, SacI-digested, or undi-
gested DNA), 0.4 µl of each primer, 10 µl of SYBR Select
Master Mix (Life Technologies), and 8.2 µl of H2O.
Reactions were carried out in a StepOne Real Time Sys-
tem and analyzed by StepOne software v2.3 (Life Tech-
nologies). The relative percentage of methylated DNA was
calculated according to the equation 2−ΔΔCt employing as
normalizers the Ct values of both SacI digested and
undigested samples22.

Western blot analysis
The total amount of UHRF proteins in control and

treated tissue samples was evaluated by Western blot
analysis. Total proteins were extracted by lysis from
interdigits or dissociated micromass cultures. After
determining the protein concentration, 30 µg of each
sample was loaded onto a 12.5% SDS polyacrylamide gel,
electrophoresed and transferred to PVDF membranes.
The membranes were incubated with primary antibodies
(see “Immunofluorescence” section). Protein bands were
detected with an OdysseyTM Infrared-Imaging System (Li-
Cor Biosciences). Immunoblots were developed with anti-
mouse IRDye800DX or anti-rabbit IRDye680DX as sec-
ondary antibodies (Rockland Immunochemicals, USA).

Flow cytometry
Control, Uhrf1 or Uhrf2 gene-overexpressing, or Uhrf1

or Uhrf2 gene-silenced cultures were dissociated. One
million cells were used in each test. For propidium iodide
(PI) staining, the cells were washed with PBS and fixed in
90% ethanol. The samples were incubated overnight at
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4 °C with 0.1% sodium citrate, 0.01% Triton X-100, and
0.1 mg/ml PI. The cell suspension was subjected to flow
cytometry analysis in a Cytoflex (Beckman Coulter) and
analyzed with the Cytexpert software.

Real-time quantitative PCR (q-PCR) for gene expression
analysis
Total RNA was extracted using the NucleoSpin RNA kit

(Macherey-Nagel). First-strand cDNA was synthesized
using random hexamers and the High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Life Technologies). The cDNA
concentration was adjusted to 0.5 μg/μl. SYBRGreen (Life
Technologies)-based q-PCR was performed using the
Mx3005P system (Stratagene). Rpl13 was chosen as the
normalizer in interdigital samples and Gapdh in cultures.
Mean values for fold changes were calculated. Expression
level was evaluated relative to a calibrator according to the
2−(ΔΔCt) equation. Each value represents the mean ± SEM
of at least four independent samples obtained under the
same conditions. Data were analyzed using Student’s t-
test or ANOVA followed by Bonferroni test for post-hoc
comparisons. Statistical significance was set at p < 0.05. q-
PCR-specific primers analyzed in this study would be
provided upon request.

Results
Interdigital and interphalangeal joint expression domains
of UHRF1 and UHRF2 in the embryonic limb
A preliminary search for the interdigital expression of

epigenetic regulators revealed high expression levels of
Uhrf1 and Uhrf2 genes compared with interdigital gene
markers23 (Supplementary Fig. 1). Therefore, we gener-
ated probes to explore their expression by in situ hybri-
dization. As shown in Fig. 1a–j, Uhrf genes show similar
expression pattern in the interdigital mesoderm, preced-
ing (id 5–6) and during the whole remodeling period (id
6.5–8; Fig. 1a–j). This period is characterized by pro-
liferation arrest24,25(Fig. 1m), and degeneration detectable
by β-galactosidase labeling (Fig. 1o), neutral red vital
staining (Fig. 1p), γH2AX immunolabeling (DNA damage
marker; Fig. 1q), and TEM (Fig. 1r). Analysis of the gene
expression in tissue sections (Fig. 1e, j) detected additional
domains in the developing interphalangeal joints that
mark a region where cells also undergo programmed cell
death and senescence (Fig. 1o). Quantification of inter-
digital gene expression showed that Uhrf1, after a short
downregulation preceding id 6, maintained in subsequent
stages expression levels higher than other interdigital
tissue markers (Fig. 1k, see also Supplementary Fig. 1). In
contrast, the expression level of Uhrf2 remained relatively
constant throughout the course of tissue remodeling (Fig.
1l). Western blot analysis confirmed the presence of high
levels of UHRF1 and UHRF2 proteins through the course
of interdigit remodeling (Fig. 1n).

A similar expression pattern for both genes was
observed in mouse embryos. As shown in Fig. 2, by day 12
pc, Uhrf genes are expressed in the undifferentiated
autopodial mesoderm and in subsequent stages, expres-
sion becomes restricted to the interdigital mesoderm. By
day 14 pc, interdigit regression is almost accomplished
and Uhrf gene expression become restricted to the zones
of joint formation (Fig. 2d, h)

Cellular distribution of UHRF in the interdigital mesoderm
The protein distribution was analyzed by immuno-

fluorescence in mouse and chick interdigits (Figs. 3 and
4). Both proteins showed a diffuse pattern throughout the
nucleus with distinctive foci of labeling intensification
(Figs. 3a and 4a). Moderate cytoplasmic immunolabeling
was also observed (Fig. 4a). The association of UHRF
proteins with epigenetic markers and degenerative events
was next explored (Figs. 3b–d and 4b–d). We first ana-
lyzed the relation between UHRF proteins and methylated
DNA monitored with 5-mC immunolabeling. In chick
cells, 5-mC immunolabeling appeared as dots of variable
size (Fig. 3b´ and c´, and 4c´). In mouse cells, 5-mC
labeling appeared as characteristic rings (Fig. 4b´). In both
species UHRF1 and UHRF2 spots were often associated
with 5-mC-positive marks. Of note, UHRF proteins often
occupied the core of the 5-mC rings in mouse cells (inset
of Fig. 3b´´, and Fig. 4b´´). Colocalization of UHRF pro-
teins with 5-mC foci were appreciated for UHRF1 (Fig.
3b). This overlapping expression is consistent with the
demonstrated role of UHRF1 in recruiting DNA methyl
transferase 1 and histone deacetylase 1 to chromatin
regions containing CpG dinucleotides. Of relevance,
immunolabeling for both UHRF1 and 2 appeared inten-
sified at the initial stages of the dying process (Figs. 3c and
4c). These initial stages of cell degeneration are identified
by a progressive loss and peripheral displacement of 5-mC
labeling. In contrast, at stages of overt apoptosis UHRF
positivity was lost (Figs. 3d and 4d).

Regulation of Uhrf gene expression by FGF signaling
The growth and differentiation of the limb skeletal

progenitors is controlled by FGFs. FGFs maintain pro-
liferation and delay cell death and chondrogenic differ-
entiation21,26–28. The degeneration of the interdigital
tissue and the completion of digit formation are asso-
ciated with the extinction of FGF signaling. Therefore, we
investigate the influence of FGFs on the expression of
UHRF genes. As shown in Fig. 5a–f, the expression levels
of FGF8 and FGF10, which are the most characteristic
FGF genes expressed in the autopod at the studied stages,
become downregulated at id 6 (Fig. 5a–f). As described
above (Fig. 1k), id 6 is the period that marks the decreased
expression of Uhrf1. In subsequent stages, when down-
regulation of FGFs is intensified, both Uhrf1 and Uhrf2
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Fig. 1 Uhrf genes are expressed in the remodeling interdigits. Expression of Uhrf1 (a–e) and Uhrf2 (f–j) in the interdigital tissue and joint forming
regions of chick leg buds.Whole mount in situ hybridizations at id 5 (a), 4.5 (f), 5.5 (b and g), 6.5 (c, h), and 7.5 (d, i). Arrowheads in g and h show a
characteristic absence of Uhrf2 transcripts in the subridge mesoderm. e and j are in situ hybridizations in vibratome tissue sections at id 7.5 to show
the joint domains (arrows) of Uhrf1 (e), and Uhrf2 (j). k and l are charts showing the expression levels of Uhrf1 (k) and Uhrf2 (l) in the course of
interdigit tissue remodeling, considering a value of 1 for id 5.5. Note the decreased expression of Uhrf1 between id 5.5 and 6. m BrdU incorporation
to mark mitosis in the autopod at id 6. Note the almost absence of cells labeled in the interdigital tissue (ID) compared with the digit regions
(d). n Western blotting showing the UHRF1 and UHRF2 proteins in the interdigital tissue at id 5.5 and 7.5 the stage preceding and the peak
of degeneration. o–r illustrations of the most characteristic features of the third interdigit in autopods at the peak of degeneration (id 7.5).
o Senescence-specific beta-galactosidase activity. Note positivity in the interdigit (ID) and in the developing joints (arrows); p interdigit after neutral
red vital staining; q immunolabeling with anti-γ-H2AX showing interdigital cells undergoing DNA damage. Digit rays are labeled red with anti-Sox9;
r transmission electron microscopic image to show the abundance of dark apoptotic cells in the interdigital mesoderm. ***p < 0.001. Bars= 200 µm
(a–j, m, o–q). Bar= 15 µm (r)
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remain expressed at high levels. Interdigital application of
a FGF-bead moderately upregulated the expression of
Uhrf1 (Fig. 5g, h and j), but not Uhrf2 (Fig. 5k–l and n). In
contrast, the local application of the FGF inhibitor
SU5402 downregulated both Uhrf genes (Fig. 5i, j, and m,
n). Together, these findings suggest that FGF signaling
promotes only the expression of Uhrf1 but sustains the
expression of both Uhrf genes.

Expression and functional analysis of Uhrf genes during
chondrogenic differentiation
The absence of Uhrf transcripts in the differentiating

digit rays revealed these factors as potential inhibitors of
chondrogenic differentiation. To test this hypothesis we
monitored their expression in micromass cultures of limb
skeletal progenitors (Fig. 6). This in vitro assay mimics the
process of digit cartilage differentiation in vivo. The ske-
letal progenitors grow initially in an undifferentiated state,
but by 48 h of culture, they aggregate to form chondro-
genic nodules (Fig. 6a). The nodules are separated from
each other by cells that retain morphological and tran-
scriptional characteristics of fibrous connective tissue29.
In subsequent days of culture, the chondrogenic nodules
increased in number and size (Fig. 6a–c), forming by the
end of the second week an almost continuous sheet of
cartilage30. Uhrf1 expression showed the highest levels on
day 1 of culture, but the expression declined to half by day
2, progressing to more moderate levels during subsequent
days of culture (Fig. 6d). At difference of Uhrf1, Uhrf2
maintained uniform expression levels during the first
4 days of culture (Fig. 6e). These results are compatible
with an antichondrogenic role, at least for Uhrf1.
To further explore their potential role in chondrogen-

esis, a functional analysis of Uhrf genes was performed by
gain-of-function and loss-of-function experiments in the

micromass assay (Fig. 6f–i). Chondrogenesis was sig-
nificantly downregulated in 5-day cultures of progenitors
transfected with either Uhrf1 (Fig. 6f) or Uhrf2 (Fig. 6h)
genes. In a complementary fashion, chondrogenesis was
significantly upregulated after the knockdown of either
Uhrf1 (Fig. 6g) or Uhrf2 (Fig. 6i), via transfection of the
corresponding sh-RNAi.

Uhrf genes modulate cell death and cell cycle progression
of skeletal progenitors
From our previous experiments, we concluded that Uhrf

genes inhibit mesenchymal precursor differentiation. As
mentioned above, skeletal progenitors that do not differ-
entiate during limb development, undergo senescence and
cell death. Therefore, we next explored whether Uhrf
genes influenced the degenerative fate of the excess pro-
genitors. For this purpose, changes in cell proliferation
and death were analyzed in the micromass culture assay.
After 2 days of culture, cell death was significantly regu-
lated in gain-of-function and loss-of-function experi-
ments (Fig. 7a). Over-expression of Uhrf1 increased the
number of dead cells more than three times, and its
silencing decreased cell death by 25%. In turn, the over-
expression of Uhrf2 increased cell death by two-fold, and
its knockdown decreased cell death by 35%. Changes in
the intensity of cell death were accompanied by cell cycle
arrest in the S-phase (Fig. 7b, c). Hence, the rate of cells in
the S phase increased by 150% after Uhrf1 overexpression
and was reduced by 20% in loss-of-function experiments
(Fig. 7b). The effect of Uhrf2 on cell cycle progression was
less consistent. Uhrf2 overexpression increased the
number of cells in S phase by 20% and silencing reduced S
phase cells at a similar rate (Fig. 7c). Together, these
findings are consistent with the arrest of cell cycle at S
phase, as occurs in response to DNA damage.

Fig. 2 In situ hybridizations showing the expression of Uhrf1 (a–d) and Uhrf2 (e–h) in the mouse autopod during interdigit remodeling. a–
d show the expression of Uhrf1 at pc days 12 (a), 13 (b), 13.5 (c), and 14 (d). Note the presence of joint domains by pc 14 (arrows in d). e–h show the
expression of Uhrf2 at pc days 12.5 (e),13 (f), 13.5 (g), and 14 (h). Note the fading of the interdigital domains in the distal subectodermal region
(arrows in e and f). Bars= 500 µm
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Transcriptional influence of Uhrf genes
UHRF factors act through the modulation of gene

expression at the transcriptional level. Therefore, we next
explored the influence of Uhrf genes in the transcription
of a panel of genes associated with differentiation, pro-
liferation, and apoptosis of limb mesenchymal progenitors
(Table 1).

The dual differentiation of limb skeletal progenitors is
regulated by a balance between Sox9, and Scleraxis, which
are master chondrogenic and fibrogenic genes31,32,
respectively. Both genes regulate the dichotomic differ-
entiation of progenitors into cartilage or fibrous tissue.
Increased chondrogenesis in knockdown experiments was
preceded by downregulation of Scleraxis, while the

Fig. 3 UHRF1 immunolabeling (red) of chick interdigital cells at 7 id. a–a´´ UHRF1 (red) in combination with phalloidin (green) show the nuclear
localization of UHRF1. (a) UHRF1 labeling, (a´) phallodin labeling showing cytoplasmic actin; (a´´) merged images. (b–b´´) UHRF1 (red) in combination
5-mC immunolabeling (green) to show the overlapping distribution of UHRF1 in zones of DNA methylation (arrow). (b) UHRF1 labeling; (b´) 5-mC
immunolabeling; (b´´) merged images; inset in this image shows the association between UHRF1 and 5-mC rings in mouse interdigital cells. (c–c´´)
Double immunolabeling for UHRF1 (red) and 5-mC (green) to show the increased UHRF1 labeling in cells with reduced DNA methylation (arrows). (c)
UHRF1 labeling; (c´) 5-mC immunolabeling; (c´´) merged image. (d–d´´) Immunolabeling of UHRF1 (red) in combination with TUNEL (green) to show
the loss of UHRF1 in TUNEL-positive apoptotic cells (arrows). (d) UHRF1 labeling; (d´) TUNEL labeling; (d´´) merged image. Bar= 10 µm
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upregulation of Sox9 was not detectable until the overt
differentiation of the micromass cultures (day 4 of cul-
ture). In contrast, the downregulation of Sox9 in experi-
ments of gain-of-function experiments was more
precocious than the changes in the expression of
Scleraxis.
The expression analysis of members of the Bcl2 cell

death gene family showed a significant regulation of Bak1
in association with changes in the intensity of cell death.
The overexpression of Uhrf1 increased Bak1 expression
by 250%, while gene silencing decreased Bak1 expression

by half. Uhrf2 functional experiments caused a similar but
more moderate regulation of Bak1. Other members of the
Bcl2 gene family, were either not regulated or moderately
regulated (Table 1).
To explore the influence of Uhrf genes in cell senes-

cence we selected p21 as the most conspicuous marker of
embryonic developmental senescence. As shown in Table
1, p21 was upregulated six-fold after Uhrf1 overexpression
and two-fold after Uhrf2 overexpression. In turn, p21 was
significantly downregulated after the knockdown of either
Uhrf1 (0.5×) or Uhrf2 (0.3×).

Fig. 4 UHRF2 immunolabeling of interdigital cells. UHRF2 immunolabeling (red) of chick (a, c, d) and mouse (b) interdigital cells.(a–a´´) UHRF2
(red) in combination with phalloidin (green) showing the occurrence of both nuclear and cytoplasmic (arrow) localization of UHRF2. (a) UHRF2
labeling, (a´) phallodin labeling showing cytoplasmic actin; (a´´) merged images. (b–b´´) UHRF2(red) in combination 5-mC immunolabeling (green) to
show the presence of UHRF2 positivity in the core of 5-mC rings (arrows). (b) UHRF2 labeling; (b´) 5-mC immunolabeling; (b´´) merged images. (c–c´´)
Double immunolabeling for UHRF1 (red) and 5-mC (green), to show the increased immunolabeling in cells with reduced DNA methylation (arrows).
(c) UHRF2 labeling; (c´) 5-mC immunolabeling; (c´´) merged image. (d–d´´) Immunolabeling of UHRF1 (red) in combination with TUNEL (green) to
show the loss of UHRF2 in apoptotic cells TUNEL-positive (arrows). (d) UHRF1 labeling; (d´) TUNEL labeling; (d´´) merged image. Bar= 10 µm
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Fig. 5 Regulation of Uhrf genes by FGF signaling. a, b Expression of Fgf8 in the limb marginal ectoderm (AER) at id 5.5 (a) and 7 (b). c q-PCR
analysis of the expression decay of Fgf8 gene expression from 5.5 to 7.5 id in samples of the interdigital tissue. d, e expression of Fgf10 in the
autopods at id 5.5 (e) and 7,5 (f). f q-PCR analysis of the expression decay of Fgf10 gene expression from 5.5 to 7.5 id in samples of the interdigital
tissue. g–j Regulation of Uhrf1 by FGF signaling. g–i expression of Uhrf1 in control interdigit at id 7.5 (g); 12 h after implantation of a FGF-bead (arrow,
h); and 12 h after implantation of a SU5402 bead (arrow, h). I q-PCR analysis of the regulation of Uhrf1 in control interdigits and 12 h after
implantation of a FGF2 bead and SU5402 beads. k–n Regulation of Uhrf2 by FGF signaling. k–m expression of Uhrf2 in control interdigit at id 7.5 (k);
12 h after implantation of a FGF-bead (arrow, l); and 12 h after implantation of a SU5402 bead (arrow, m). n q-PCR analysis of the regulation of Uhrf2
in control interdigits and 12 h after implantation of a FGF2 bead and SU5402 beads. ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05 versus control. ###p < 0.001; ##p
< 0.01 between the two treatments. Bars= 200 µm

Sanchez-Fernandez et al. Cell Death and Disease          (2019) 10:347 Page 9 of 14

Official journal of the Cell Death Differentiation Association



Regulation of DNA methylation by Uhrf genes
Considering the functional implication of UHRFs in

genomic DNA methylation, we first analyzed changes in
global methylation in micromass cultures subjected to Uhrf
gene overexpression or silencing. Global methylation was
significantly increased in 2-day cultures transfected with

Uhrf1 or Uhrf2 genes (Fig. 8a), but was not modified at
statistical significant levels when progenitors were subjected
to Uhrf´s gene silencing. However, we detected a mild
decrease in global methylation after Uhrf1 gene silencing.
To address the functional significance of methylation in

the regulation of cell death by Uhrf genes, we select Bak1

Fig. 6 Uhrf genes and chondrogenesis of limb skeletal progenitors. a–c Limb skeletal progenitors cultured at high density (micromass) for 2 (a),
3, (b) and 4 (c) days stained with Alcian blue for chondrogenesis. Note the increase in the size of the cartilage nodules stained in blue. Bar= 200 µm.
d q-PCR quantification of Uhrf1 gene expression in micromass cultures of 1, 2, and 4 days. Note the downregulation of Uhrf1 during the course of
chondrogenic differentiation. e q-PCR quantification of Uhrf2 gene expression in micromass cultures of 1, 2, and 4. In contrast to Uhrf1, Uhrf2 is not
downregulated in the differentiating cultures. f–i evaluation of cartilage differentiation by guanidine–HCl extraction of Alcian blue dye (illustrated in
the lower row of pictures) in functional experiments of Uhrf genes gain-of-function (f and h) and loss-of-function (g and i). Note the inhibition of
differentiation after the overexpression of Uhrf1 (f) and Uhrf2 (h), and the increased chondrogenesis after knockdown of Uhrf1 (g) and Uhrf2 (i). ***p <
0.001; **p < 0.01; *p < 0.05 treated versus control
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to explore methylation changes in CpG islands of its
promoter by MSRE-qPCR (Fig. 8b). Gain-of-function
experiments of both Uhrf1 or Uhrf2 were followed by
decreased methylation. The decrease was particularly
intense after Uhrf1 overexpression, and more moderated
for Uhrf2. As observed for global methylation, gene
silencing did not change at significant levels methylation
of Bak1 promoter.

Functional redundancy of Uhrf genes
We first analyzed the influence of Uhrf genes on the

expression of each other. As shown in Table 1, neither
overexpression nor gene silencing of the Uhrf1 gene
regulated the expression of Uhrf2 at significant levels.
However, overexpression and silencing of Uhrf2 were
followed by a moderate regulation of Uhrf1.
We next analyzed by flow cytometry changes in cell

death in combined transfections of overexpression plas-
mids and sh-RNA inhibitory constructs (Supplementary
Fig. 2A, B). Transfection of Uhrf2 in combination with
shRNAi-Uhrf1 neutralized the cell death promoting effect

of Uhrf2 (Supplementary Fig. 2A). In these experiments,
the intensity of cell death became similar to that observed
after transfections with shRNAi-Uhrf1 only. In a similar
fashion, the inhibitory influence on cell death of sh-RNAi-
Uhrf2 was also abolished when it was co-transfected with
Uhrf1 (Supplementary Fig. 2B). Finally, the increased cell
death induced separately by Uhrf1 or Uhrf2 lacked sta-
tistically significant differences with the level of cell death
induced by double transfections with both Uhrf genes
(Supplementary Fig. 2C). Together, these findings suggest
common and complementary roles for both genes in the
embryonic limb mesoderm.

Discussion
Current knowledge of the role of UHRF proteins in

developing vertebrates is scarce because mouse KO for
Uhrf1 die early in gestation33, and mice deficient in Uhrf2
lack skeletal phenotype18. However, the implication of
Uhrf1 in the formation and growth of various organs has
been observed in mutant zebrafish embryos16, and the
influence of Uhrf1 in cartilage maturation, has been

Fig. 7 Regulation of cell death and cell cycle by UHRFs. a Chart showing differences in the intensity of cell death evaluated by flow cytometry
between control progenitors and progenitors overexpressing (oe) or subjected to silencing (shRNAi) of Uhrf1 (white columns) and Uhrf2 (gray
columns).The level of cell death in control cultures was considered 100% and is represented by the dotted line. b Graphic illustrations comparing the
proportion of cells at different cell cycle stages in cultures overexpressing Uhrf1 (white columns) and after gene silencing (gray columns) versus
control cultures (represented by the dotted line). c Graphic illustrations comparing the proportion of cells at different cell cycle stages in cultures
overexpressing Uhrf2 (white columns) and after gene silencing (gray columns) versus control cultures (represented by the dotted line). ***p < 0.001;
**p < 0.01; *p < 0.05 treated versus control

Sanchez-Fernandez et al. Cell Death and Disease          (2019) 10:347 Page 11 of 14

Official journal of the Cell Death Differentiation Association



demonstrated via a conditional knockout (Uhrf1-cKO)
targeted to the limb mesoderm17. The skeletal phenotype
of Uhrf1-cKO mice provided evidence for a role for
UHRF1 in the elongation of appendicular bones during
the postnatal period by regulating the growth and differ-
entiation of the growth plates. Our study extends the
function of these genes to the stages of digit

skeletogenesis. Our study showed that Uhrf genes inhibit
the chondrogenesis of skeletal progenitors. This function
contrasts with the requirement of UHRF1 for the differ-
entiation of postnatal chondrocytes grown in micromass
culture17. These different effects emphasize the depen-
dence of Uhrf genes on their functions of factors whose
presence in the cells is related to the stage of differ-
entiation. In the embryo, the expression domains of Uhrf1
and Uhrf2 specifically mark undifferentiated progenitors.
Furthermore, in the case of Uhrf1, the level of expression
in vitro becomes progressively reduced in parallel with the
differentiation of the progenitors into chondrocytes.
These observations support a role for Uhrf genes, espe-
cially Uhrf1, in the maintenance of progenitors in an
undifferentiated state.
We identified Sox9 and Scleraxis, as potential mediators

for the antichondrogenic influence of UHRFs on the
skeletal progenitors. Sox9 belongs to the high-mobility
group of chromatin regulators and plays a central role in
the differentiation of skeletal progenitors34–36. Scleraxis, is
a basic helix-loop-helix transcription factor structurally
associated with Sox9 and is involved in the formation of
fibrous connective tissues31,35. Sox9 promotes the onset of
chondrogenic differentiation in the developing limb and
its silencing leads to cell death of skeletal progenitors34,37.
The function of SOX9 is modulated by epigenetic
mechanisms via histone acetylation on chromatin35.
Remarkably, in our study, the chondrogenic inhibition
and increased cell death in Uhrf gene gain-of-function
experiments involved a precocious downregulation of
Sox9. In contrast, increased chondrogenesis in loss-of-
function experiments were preceded by downregulation
of Scleraxis. This finding suggests a double and com-
plementary function of Uhrf genes via the activation or

Table 1 Transcriptional analysis of limb progenitors
subjected to gain-of-function and loss-of-function of either
Uhrf1 or Uhrf2 genes

cUhrf1 shUhrf1 cUhrf2 shUhrf2

Differentiation markers

Scx 1.02 ± 0.11 0.59 ± 0.06*** 1.17 ± 0.20 0.50 ± 0.09***

Sox9 0.59 ± 0.07*** 0.93 ± 0.09 0.59 ± 0.08*** 0.80 ± 0.15

Senescence marker

p21 6.18 ± 1.98* 0.56 ± 0.07*** 2.36 ± 0.35** 0.38 ± 0.08***

Cell death markers

Bcl2 1.24 ± 0.10 1.12 ± 0.06 0.89 ± 0.07 1.01 ± 0.14

Bak1 2.44 ± 0.51** 0.59 ± 0.03*** 1.80 ± 0.34* 0.80 ± 0.10

Bid 1.45 ± 0.21 0.85 ± 0.06 1.24 ± 0.15 0.92 ± 0.15

Bim 0.99 ± 0.04 1.24 ± 0.12 0.91 ± 0.19 0.98 ± 0.12

Bmf 1.72 ± 0.31* 0.94 ± 0.08 1.02 ± 0.13 0.89 ± 0.14

Uhrf1 10.33 ± 2.88** 0.44 ± 0.03*** 1.98 ± 0.35* 0.69 ± 0.07***

Uhrf2 1.26 ± 0.12 0.95 ± 0.05 10.31 ± 2.53** 0.50 ± 0.04***

The panel of genes analyzed included markers for skeletogenic differentiation,
senescence, and apoptosis
***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05 treated versus control
Statistic significant values are highlighted in bold

Fig. 8 Changes in DNA methylation by UHRFs. a Chart showing differences in global methylation evaluated by ELISA between control progenitors
and progenitors overexpressing (oe) or subjected to silencing (shRNAi) of Uhrf1 (white columns) and Uhrf2 (gray columns).The level of global
methylation in control cultures was considered 100% and is represented by the dotted line. b Methylation level of CpG islands in the Bak1 promoter
evaluated by MSRE-qPCR between control progenitors and progenitors overexpressing (oe) or subjected to silencing (shRNAi) of Uhrf1 (white
columns) and Uhrf2 (gray columns). The level of CpG methylation in control cultures was considered 100% and is represented by the dotted line.
***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05 treated versus control
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repression of the promoters of master genes that establish
the fate of the skeletal progenitors.
UHRF proteins play pivotal functions in carcinogenesis

modulating DNA methylation and the histone functional
code of tumor cells38–40. Consistent with these facts, here
we show that both Uhrf genes promote global methylation
in skeletal progenitors. Changes induced in cancer cells by
dysregulation of Uhrf genes include cell proliferation, cell
senescence, apoptosis, increased metastatic potential, and
increased sensitivity to DNA-damaging agents14,15,40–44.
In most cases the function of UHRF proteins takes place
in coordination with other chromatin-modifying pro-
teins44. This feature explains that the function of UHRF
proteins varies in a cell cycle-dependent and cell lineage-
dependent manner.
The degenerative events accounting for interdigit remo-

deling occur in a sequential fashion. In the 12–24 h pre-
ceding the onset of massive apoptosis, the interdigital cells
undergo proliferation arrest24, and intense DNA damage5.
These changes are next followed by senescence4 and mas-
sive apoptosis to accomplish interdigit removal. Between id
5.5 and id 6, we observed a partial decrease in the inter-
digital expression of Uhrf1 that correlated with the down-
regulation of FGF genes at the end of limb morphogenesis.
In subsequent stages of degeneration (from id 6.5 to id 8)
both UHRF1 and UHRF2 maintained elevated protein and
transcriptional expression levels, suggesting an active par-
ticipation of both UHRF proteins in tissue regression.
Our functional approaches established the implication

of both Uhrf genes in the regulation of the cell death of
skeletal progenitors, and in the expression of p21, a gene
that plays a pivotal role in embryonic developmental
senescence4. Additionally, the overexpression of Uhrf
genes arrested the cell cycle in S phase, a characteristic
feature of senescent cells associated with DNA damage.
Cell death appeared significantly upregulated in progeni-
tors overexpressing either Uhrf1 or Uhrf2, and sig-
nificantly reduced in loss-of-function experiments of
either gene. UHRFs have been implicated in the regula-
tion of apoptosis in tumoral systems by distinct
mechanisms, including the transcriptional regulation of
tumor suppressor genes38, selective regulation of pro-
apoptotic genes14,45, the induction of global hypomethy-
lation leading to changes in tumor radiosensitivity39, or by
reducing the capacity to repair DNA damage46. Remark-
ably, in our experimental system the intensification and
attenuation of cell death correlated with changes in the
expression of Bak1, a characteristic proapoptotic member
of the Bcl2 gene family with a demonstrated role in the
regression of the interdigits47. Furthermore, up-regulation
of Bak1 was associated with hypomethylation of the CpG
islands of its promoter.
In normal cells, UHRF1 participates in the regulation of

the cell cycle, and in cooperation with the DNA methyl

transferase 1 (DNMT1), UHRF1 maintains the DNA
methylation status of dividing cells. It has been proposed
that Uhrf1 plays a primary role in cell senescence reg-
ulating the expression DNTM148. In our system, DNMT1
was not regulated by Uhrf1 or Uhrf2 (unpublished
observation), but, in turn, we detected an intense reg-
ulation of the cell senescence master gene p21 indicative
of the direct implication of these genes in cell senescence.
A similar regulation of p21 by Uhrf1 has been reported in
a number of systems44,49. However, in some tumoral cell
lineages, UHRF1 and UHRF2 exerted negative transcrip-
tional influence on the expression of p2150. This dis-
crepancy is explained by the importance of specific
cofactors that, together with UHRFs, form heteromeric
binding complexes in the promotors of target genes,
modulating their functions in a cell-cycle and cell-lineage-
dependent manner44.
In conclusion, our study uncovers a new level of reg-

ulation of interdigital apoptosis and cell senescence
upstream of the components of the intrinsic pathway
responsible for executing cell death in embryonic systems.
Furthermore, our findings indicate that the balance
between cell differentiation and cell stemness may be a
central step in the initiation of the so-called “programmed
cell death” associated with embryonic morphogenesis.
The epigenetic functional profile of Uhrf genes in most
studied systems, together with the changes in DNA
methylation observed in our functional experiments,
suggests that the structural organization of the chromatin
may be a critical factor in the regulation of embryonic cell
death and cell senescence.
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