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RESUMEN
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Propdsito y métode del estudio: El gen supresor de tumores mas importante es p53. Evidencias
obtenidas de estudios in vitro hicieron considerar al encogén mdin2 como un regulador negativo de
p53. Estudios in vive de inactivacidn de genes por recombinacion homéloga, demostraron que en la
ausencia del regulador mdm2, p53 induce la muerte por apoptosis del organismo en fase
ermbriovaria durante la implantacion del blastocisto. Esto significa que desde esta etapa estan
presentes pid y mdml, y este Glumao ejerce un control negativo de la actividad apoptdtica de p33.
De hecho. la activacion de p53 en los ratones carentes de mdm2 rescata el fenotipo de muerte
embrionana. En el presente trabajo se demostro [a hipatesis de que mdm2 regula a p53 en celulas
diferenciadas i vive y estos resultados mostraran que pS3 potencia su efecto apoptotico en ausencia
de mdm2,

Conclusiones y contribuciones: Primeramente desarrollamos un modelo de apoptosis i vivo
dopendiente de pS3. Esto consistid en analizar ratones transgénicos que expresaban especificamente
el gen p53 humano en el cristalino murino. Esta expresidn especifica se logré uniendo fa secuencia
coditicante de dicho gen al promotor de un gen quc se expresa en el cristalino, el de la aA-
cristalina. La presencia del transgen en estado homoeigoto indujo una reduccion del tamaiio del ojo
(microftalimia). Los andlisis de los cristalinos mediante microscopia de campo claro revelaron
pérdida del ordenamiento celular, mientras que en la microscopia electronica se observd dafio
celular apoptdtico. Los ratones con el transgen en estado hemicigoto (en un solo locus) no
mostraron ai microftalma ni alteraciones microscdpicas en el cristalino; es decir que la cantidad de
mdm? endageno regulaba el exceso de p53 humano proveniente de un locus del transgen, no asi el
eaceso de p53 en los ratones homocigotos. De acuerdo con nuestra hipotesis, al eliminar mdm2 en
los ratones transgénicos hemicigotos para pS3, esperariamos observar una induccion de apoptosis.
Ltectivamente, en ratones con el gen mdm2 inactivado por recombinacion homdloga, la presencia
del transgen p53 humano en estado hemicigoto fue suficiente para inducir una respuesta de
apaptosis en el cristalino e inducir microftalmia, pérdida del ordenamiento celular del cristalino al
mive| de microscopia de campo claro y daio celular apoptdtico en el mismo en la microscopia
electronica. Estos resultados comprueban nuestra hipotesis y muestran el fuerte control que ejerce

mdmZ? sobre p53. Asi mismo indican que en aquellas (eraz 1s génicas de induccion de apoptosis por

pS3. es conveniente inactivar la expresion de mgm
DIRE 1
Litdi

Dr. Rober‘(&fg\ﬂomes de Oca Luna




CAPITULO ]

INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de las neoplasias.

[ a palabra neoplasia significa literalmente “nuevo crecimiento™ y el nuevo crecimiento
¢~ una neoplasia™. El término tumaor se aplicd inicialmente a la hinchazon causada por
una inflamacién. Las neaplasias también pueden causar hinchazoncs, y por un
precedente establecido, el uso del término “tumor™ en un sentido no neoplasico ha
pasado al olvido. En consecuencia, el término es ahora sinénimo de neoplasia. Cancer

es el término usual que se aplica a todos los tumores malignos.

Fl oncaloga britanico Sir Rupert Willis es el que mas s¢ ha accrcado a establecer una
definicion de neoplasia: “una neoplasia es una masa anormal de tejido, cuyo
crecimiento excede al de los tejidos narmales y no estd coordinado con el mismo ¥y
persisle de esa misma manera excesiva tras el cese de los estimulos que dieron lugar al
cambio™ A esta definicion se podria afadir que la masa anormal no sirve a ningn
propasita. consume a aquello que la alberga v es virtualmente autonoma. Consume a lo
que la alberga porque el crecimiento del tejido neoplasico compite con células y tejidos
normales para la obtencidn de suministros energéticos y substratos nutritivos. Como
esas masas pueden crecer en un paciente que se estd consumiendo, son auténomas en
civrta medida. aunque todas las neoplasias dependen en altimo término de su anfitrion

para la obtencion de sus suministros nutritivos y vasculares (1),



Cuando las células normales se transforman en cancerosas, generalmente presentan
varias caracteristicas distintivas: tienen una forma particular, son menos dependientes
de ciertos factores especificos de su medio de erecimiento, continlan dividiéndose por
un tiempo mucho muyor que sus contrapartes normales y cuando se inyectan a

arganismos inmunocampremetidos pueden formar tumares (2).

1.2 Factores penéticos y del medio ambiente cn el cancer.

Ciertos eventos convierten a las células normales en células transformadas. Estos
eventos pueden ser iniciados por cambios genéticos o del medio ambiente.
Generalmente s¢ requicre de varios cambios para iniciar un céncer, y algunas veces 10s
tumares adquieren una mayor virulencia como resuitado de series progresivas de

cambios ¢3).

I 'a mayaria de los canceres resultan de la interaccién de factores genéticos y del medio
ambiente. Entre estos altimos podria mencionarse el humo del cigarro, algunos
constituyentes de la dieta, pululantes, drogas, radiacidon y agentes infecciosvs. los
residuos carcinogénicos ambientales (como los de los hidrocarburos aromaticos poli-
ciclicos. generados por un proceso de combustion incompleta) alteran la secuencia del
acido  desoxurribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés) en genes criticos
involucrados en el control del crecimiento celular, lo que finalmente conducird a la

translormacian de las células (4).

Varias evidencias dicron lugar a la creencia de que el dafio genético podria ser

responsable de la presentacion y progresion del cancer: el reconocimiento de



predisposicion hereditaria al cancer, la deteccion de cromosomas dafiados en células
cancerosas, la conexion aparente entre la susceptibilidad al cancer y la incapacidad de
las células de reparar el DNA dafiado, y la evidencia que relaciona el potencial

mutagénico de algunas substancias a su carcinogenicidad (3).

1.3 Oncogenes y genes supresores de tumor,

Despugs, esta creencia fug confirmada por ¢l descubrimiento de los ancogenes y de los
genes supresores de tumor. Los oncogenes fueron identificados primeramente como
genes de virus que causan transformacion en sus células blanco. Algunas clases de
oncogenes virales tienen contrapartes celulares que estdn involucrados en funciones
norinales. Los genes cclulares son llamados proto-oncogenes, y en ciertos €asos su
mutacion @ activacion aberrante se asocia con la formacién de tumores, A la fecha se
han identificado apronimadamente 100 oncogenes. Estos se clasifican en varios grupos,
los cuales representan diferentes tipos de actividades que van desde proteinas
transmembranales hasta  factores de transcripcion. [a generacion de un oncogen
representa una ganancia de funcion en la cual un proto-oncogen celular se adquiere de
un virus o se activa de alguna otra manera. El cambio puede involucrar la activacidn
constitutiva de una funcidn que generalmente esta regulada, la expresion del gen en un
tipo celular donde generalmente no se expresa, o la sobreexpresion en el tejido normal.
Generalmente este cambio involucra cambios mutacionales en el producto proteico

{3.6).

[ 08 genes supresores de tumor se detectan en forma de deleciones (u otras mutaciones

inactivadoras) que son tumarigénicas. Es decir, se presenta una pérdida de funcidn en



genes que generalmente imponen algin contral del ciclo o el crecimiento celular. Una
de las evidencias mas fuertes en cuanto a esta naturaleza se observa en ciertos canceres
hereditarios, en los cuales los pacientes que tienen la enfermedad desarrollan tumores
que picrden ambos alglos y por lo tante carecen de un gen activo (3,7). Los
experimentos mas concluyentes cn la identificacion de genes supresores de tumores los
han proporcionado la metodologia de (nactivacion de gencs por recombinacidn

howaloga en modelos murinas.

1.4 Aspectos generales de p53 y mdm2.

| a pérdida del control del ciclo celular y la inestabilidad gendmica son caracteristicas
de la mavoria de las células tumorales. La activacion de los proto-oncogenes que
promueven el crecimiento celular. en combinacion con la inactivacion de los genes
supresores de tumor que funcionan inhibiendo la progresion del ciclo celular, da lugar a

{a progresion de un tumor y finalmente a su malignidad.

bl principal gen supresor de tumores ¢s pS3. Un analisis de mas de 5,000 muestras de
wmores humanos, yue representaban 43 tipos diferentes de tumores, reveld que del 50

al 60%o de todos los canceres tienen un gen p33 mutada (8).

[ gen p33 se localiza en [a banda |3 del brazo corto del cromosoma 17 con un tamano
apronimado de 20 kilobases (Kb). Este gen da lugar a un transcrito de éacido
ribonucleico mensajero (RNAm) de 2.8 Kb y codifica para una fosfoproteina nuclear de
53 hilodaltones (kDa), la cual cantiene 393 aminodcidos. Una de las funciones

bialogicas primarias de p33 ¢s evitar la acumulacion de alteraciones gendmicas despugs



de que s¢ presenta dafio en ¢] DNA. Para llevar a cabo ¢sta tarea, p53 inhibe el
crecimienta de las células dafiadas por dos mecanismos. En respuesta al DNA danado,
p53 es capas de mediar un alto del ciclo celular en Gy, tal vez para permitir las
reparaciones genomicas necesarias. Asimismo, puede causar la elwminacion de las

células danadas iniciando el proceso de la muerte ¢elular programada o apoptosis (9,10).

El pen mdm2 fue identiticado originalmente en una linea celular de fibroblastos de
raton BALB ¢ 3T3 transformada espontaneamente, En esas células, mdm2 se localiza
en cromosomas doble minuto y esta amplificado aproximadamente 50 veces (11). Este
een esta localizado en el humano en 12q13-14 y da lugar a una proteina de 491
aminoacidos. La regulacion de la cxpresion de mdm2 ¢s muy complgja y se expresan
maltiples formas de RNAm que dan lugar a proteinas Mdm2 difercntes. Aunque las
funciones  bioquimicas de esas formas diferentes de Mdm2 aum no han sido
determinadas. su existencia sugiere que pucden llevar a cabo miltiples funciones. Mis
importante es. sin embargo, que {a amplificacion y la sobreexpresion de mdm2 han sido
detectadas ¢n una gran variedad de tumares, lo cual indica que csle oncogen tiene un

papel clave en la carcinogénesis (12.13).

1.5 Estudios de la interaccion de p53 y mdm2

1.5.1 Estudios in vitro

b mecanismo molecular a través del cual mdm2 promueve la tumorigenicidad comenzd

a aclararse cuando se descubrio que Mdm2 se unia a una proteina p53 sensible a la

temperatura, en una linea celular transformada de fibroblastos embrionarios de rata



(celulas A1), A 39.5°C la proteina pS3d se encuentra en una confarmacion mutante en el
citoplasma y las células crecen en un range exponencial. Pero a 32.5°C, p53 esta en su
contormacién tipo silvestre y se acumula en el nicleo, dando lugar a que las células se
detengan en la fase G, del ciclo cciular. Un tamizaje de las proteinas unidas a p53,
mediante un analisis de inmunaoprecipitacion de células radiomarcadas crecidas a
32.5°C, identificd una proteina de 90 kDa que co-inmunoprecipitaba con p53, Ua
analisis subsecuente de esta proteina asociada dio lugar a su identificacién como Mdm?2

(14).

Posteriormente se investigd los efectos de la expresion de mdm2 en la capacidad de
transactivacion de pS3, misma que correlaciona con su propiedad de supresion del
crecimiento celular, La transfeccion dc ciertas lincas celulares con un cosmido que
expresaba Mdm2. evitd completamente la transactivacion de p53 sobre un gen reportero
que contenia un elemento de respucsta para pS3. Este resultado demostré que Mdm?2

actia de un modo trans-dominante negativo para inhibir la funcién de transactivacion de

Varios estudios de mapeo localizaron el sitio de union de Mdm2 y p53 en el extremo N-
terminal de ambas proteinas. A traves de analisis de traduccion in vitro,
inmunoprecipitacion, andlisis de estructura y funcion, y estudios utilizando péptidos
sintéticos cortos. se ha llegado a la conclusién de que Mdm2 se une a p53 en sus
aminodcidos del 18 al 23 (8). Este sitio en p53 interactia con varios factores

importantes en la regulacion de su funcion, como la proteina de enlace a la caja TATA.



Par otra parte, varios estudios que utilizaron ensayos de Narthern y Western blot
demostraron que la expresion de mdm2 se induce en respuesta a p53. El gen mdm?2
contiene dos sitios de union para p53 localizados en su intrén 1. Estos resultados, junto
con lus descritos anteriormente, establecen que existe una via de retroalimentacion
autorcgulatoria que modula las actividades de p53 y mdm2. El dafio al DNA induce la
expresion de la proteina pS3, la cual transactiva sus correspondientes genes blanco,
cntre los que se incluye mdm2. La proteina Mdm2 inducida forma un complejo con pS3
lo que resulta en un control de las actividades supresoras del crecimiento de esta Gltima

(13).

[.a importancia del balance entre estos dos genes ha quedado de manifiesto
carrelacionando los niveles de Mdm2 y p53 libres y del complejo Mdm2/pS3 con el
crecimienta celular y la tumorigenicidad. Por ejemplo, una linea celular que sobre
expresa Mdm2 prolifera activamente y es tumorigénica. En contraste, una linea celular
que sobre expresa pi3 sobrepasa la inhibicion de Mdm2 acumulando proteina p53 libre,

lo yue la Heva a detenerse en la fase G del cicla celular @ inducir apoptosis (16).

La autorregulacion de la funcion de p33 por Mdm2 parece haberse desarrollado como
un mecanismo de contral en contra de la actividad descontrolada del primero. La
expresion canstitutiva de la funcion de pS3 podria resultar en un alto del ciclo celular o
apoptosis permanentes. lo que podria ser altamente nocivo para los procesos celulares y

del desarrollo normales,



1.5.2 Estudios in vivo

Algunos estudios que utilizaron ratones doble mutantes para p53 demostraron que la
pérdida de funcion de este gen promueve la presentacion y progresian de una gran
variedad de tipas tumorales. Por ejemple, Donehower y cols. abservaron que los ratones
homocigotos para la delecion de p33 tienen un desarrollo prenatal normal, pero después
del nacimiento son susceptibles al desarrollo espontaneo de una gran variedad de
neoplasias antes de los seis meses de edad. Estos tumores destacan por la gran variedad
de tipos celulares invalucrados, su presentacion relativamente temprana y su aparente

malignidad (17).

Posteriormente. se realizaron estudjos con ratones transgeénicos para analizar las
consectencias de la pérdida de mdm2 cuando se expresa p33 narmalmente. [.0s ratones
con un alelo mutado de mdm2 (mdm2 +/-) son viables, se desarrollan normalmente y
son  tértiles. Las cruzas entre ratones mdm2 +/- nunca dieron como resultado
descendencia con el genotipo mdm2 -/- (con ambos alelos mutados). lo que sugirié que
la ausencia de Mdm2 durante ¢l desarrollo es letal. El analisis histologico de las
deciduas a los 5.5 dias pos coito de las cruzas de los ratones mdm2 +/- reveld que
apronimadamente un cuarto de ellos (probablemente las que deberian contener
embriones mdm2 -/-) estaban vacias. Inmediatamente surgio la pregunta de que si la
ausencia de Mdm2 induce (a pérdida de viabilidad debido a la falta de regulacion de la
funcidn de p33. Cuando s¢ cruzaron ratones con genotipos para mdm?2 y pS3 apropiados
st obluvo como resultado ratones ndm2 -/-, p33 -/~ que se desarrollaron normalmente.
Estos resultados demostraron que Mdm2 tiene un papel muy importante durante ¢l

desarrollo para regular la funcion de pS3 (18,19),



1.6 Apoptosis.

La apoptosis es un tipo de muerte celular activa, cuyo inicio depende de la expresion de
genes que la célula misma posee. Se encuentra como un proceso normal durante el
reccambio celular y la homeostasia de |os tejidos, en la embriogénesis, ¢n la induccion y
mantenimicnto de la tolerancia inmune, en ¢l desarrolly del sistema nervioso y en la
atrofia de los tejidos después de que cesan cstimulos hormonales (20). Ademas, s¢ ha
descubierto un papel para este proceso en eventos tan variados como: la eliminacién
llevada a cabo por los linfocitos T citotoxicos de células infectadas con virus; la
remocion de las ¢élulas encargadas de |a respuesta inmune celular, una vez que cumplen
su funcinn. para prevenir que ataquen a los constituyentes propios del organismo (se
han asociado defectos de la maquinaria apoptotica con enfermedades autcinmunes,
como Jupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide); y en el mecanismo de accion
de muchos agentes quimioterapéuticos en la eliminacion de las células cancerosas.
Tambidn. sc piensa que un proceso apoptdtica defectuoso podria ser el mecanismo
subyacente de varios desordenes neurodegencrativos, como ¢l sindrome de Alzheimer o
la entermedad de Parkinson (21.22). Apoptosts se utiliza gengralmente como sinénimg
de muerte celular programada, aunque el término apoptosis se introdujo inicialmente

para deserihir un fenomeno morfologico y bioquimico mas que un programa genética.

L.6.1 Caracteristicay morfologicas de la apoptosis.

| as caracteristicas morfaldgicas de la apoptosis son altamente distintivas y ocurren con

un grado considerable de fidelidad, sin importar el tipo celular. Una célula apoptotica se

retrac y scpara de sus células vecinas y pierde algunas dreus especializadas de la
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membrana celular tales como los complejos de union y microvellosidades. Aunque la
membrana celular forma estructuras semejantes a vacuolas o burbujas en etapas
miciales del proceso. en general permanece intacta. La cromatina nuclear se agrega en
Mmasds compactas periféricas, Se presenta condensacion nuclear y citoplasmatica y una
fragmentacion del citoplasma y nicleo en vesiculas rodeadas por membranas (cuerpos
apoptaticos), las cuales contienen ribosomas, mitocondrias y matenial nuclear. In vivo,
£stos  cuerpas  apoptolicos som reconocidos rapidamente y fagocitados por los
macratagos o las células epiteliales adyacentes. Debido a este mecanismo eficiente de la
remocion de las células apoptdticas, no se presenta una respuesta inflamatoria in vivo. In
vitre. los cuerpos apoptéticos y los otros fragmentos celulares se hinchan y finalmente
se lisan. Fsta fase terminal /n vitro ha sido llamada también “negrasis secundaria”

(20.21)

1.6.2 Cuaracreristicas bioguimicay de la apoptosis.

Aunque las caracteristicas morfoldgicas de la apoptosis han sido bien establecidas, no se
tiene todavia una comprension completa de los mecanismos bioquimicos y moleculares
que dan lugar a esas caracteristicas. Las estudios se han dificultado por la naturalcza
asincrénica de la apoptesis y por el ndimero pequeiio de células apaptaticas que existen
en un tejido a un tiempo determinado. El evento bioquimico de la apoptosis mas
estudiado hasta fa fecha ha sido el corte no aleatorio del DNA nuclear. Cuando se separa
el DNA de células apoptoticas mediante electroforesis en gel de agarosa, se observa un
patron de bandas caracteristico en “escalera™. Este patrdn de fragmentacion del DNA
surge debido a la conformacion normal del DNA nuclear. En el nuacleo,

apronimadamente 146 pares de bases (pb) del DNA estan enlazados alrededor de un
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centro de proteinas histonas, formando los nucleasomas, los cuales estin unidos por
fragmentos de DNA de aproximadamente 60 pb. El corte del DNA puede ser de cadena
doble o de cadena sencilla, y algunos datos han sugerido que la endonucleasa
involucrada en estos cartes podria ser similar a la DNAasa [ (21). La deteccion de la
fragmentacion del DNA y la presencia de extremos de cadena sencilla cn el mismo han
sido utilizados en muchos estudios para detectar células apoptdticas, particularmente en

tejidas intactos.

Sin duda, un aspecto central del mecanismo molecular de la apoptosis ¢s ocupado por
las proteasas caspasas, Este conjunto de enzimas inicia y lleva a cabo una cascada de
eventos que deterioran una gran cantidad de funciones celulares, dando lugar a una
muerte celular inevitable. El nombre genérico de esta familia de enzimas es proteinasas
cisteinil-aspartato especificas. haciendo referencia al requerimiento absoluto de un
residua de dcido aspartico inmediatamente adyacente a su punto de corte. Debido a que
las caspasas contienen su propio sitio de corte, se piensa que su proceso de activacion es

autocatalitica y en forma de cascada (23,24).

1.7 El cristalino.

171 Vewtajas de utilizar el cristalino en el estudio del mecanismo de accion de p53.

El ¢ristalino ofrece un modelo experimental muy bueno para estudiar ¢l mecanismo de

accion de los genes supresores de tumor. El cristalino esta constituido principalmente

por capas concéntricas de fibras, las cuales se forman durante toda la vida a partir de la

diferenciacion de células epiteliales que se encuentran proliferando en la zona periférica
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anterior del organo. Esla diferenciacion se caracteriza por el alargamiento celular, la
sintesis de |as proteinas cristalinas y la degradacion de todos los organelos rodeados por
membrana, incluyendo ¢l nucleo. Debido a que no existe ¢l recambio celular en el
cristalino, todas las ¢élulas se retienen dentra del tejido, sicndo las que s¢ encuentran

mas cerca del centro las mds antiguas y las cercanas a la superficie las mas nucvas (23).

De esta manera, en el cristalino la division y la diferenciacion celular, procesos en los
que estd involucrado p53, ocurren en campartimentos distintos. Esto facilita ¢l analisis
de los efectos que podria causar este gen en dichos eventos. Ademas, varios autores
sugicren que en ¢l cristalino pudiera presentarse apoptosis, o un mecanismo parecido, de
ung forma normal. aungque ¢xiste mucha controversia de si esto realmente ocurre, o del
compartimiento donde pudiera presentarse. De cualquier manera, este dltimo punto
agrega una venlaja mas a este modelo experimental, sobre todo al analizar el

comportamiento de genes ligados al proceso de apoptosis, como el p53 (26,27).

1.7.2 Estudios previos relacionados a p53 en el contexto del cristalino.

Morgenbesser y cols. estudiaron la interaccién de p33 con el gen del retinoblastoma
(Rb) en ¢l desarrollo del cristaling embrionario de ratén. Este gen ha sido implicado en
la regulacion negativa del crecimiento, induccion de diferenciacion € inhibicion de la
transformacion celular. Se ha demostrado que la pérdida de su funcién (ratones Rb -/-)
esta asociada con una progresion inapropiada a traves del ciclo celular de las fibras del
cristaling (la salida del ciclo celular es un requerimiento para la diferenciacién normal
de cste tipo celular). Ademds, en esta misma linea de ratones no se observo la expresion

de los marcadores narmales de diferenciacion del cristalino y ocurri¢ apoptosis en las
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células fibrosas. [nteresantemente, en los ratones doble mutantes para Rb y p53 no se
ohservo la apoptosis, aunque los otros hallazgos mencionados para las ratones Rb -/- no
cambiaron. También. los ratones homocigotos para la inactivacion Unicamente de p53
(p53 -/-) fueron similares en las caracteristicas morfalégicas, la proliferacion celular y la
ausencia de apoptosis. en comparacion a los ratones no transgénicos (normales). En
base a estos resultados. los autores concluveron que la apoptosis causada por la

inactivacion del gen del Rb en el eristalino es dependiente de la expresién de p53 (28).

Nakamura y cols, dirigieron la expresion del gen p33 humano, normal y mutante, dc una
manera especifica al enistaling de ratdn. Esto lo consiguieron uniendo las secuencias
pémcas de ambos tipos de p53 al promotor especifico de cristalino aA-cristalina (un
marcador especifico del desarreflo temprano del cristalino) y al segundo intrén dei gen
A-globina del conejo. Observaron que los ratones transgénicos que expresaban pS3 del
tipo normal, desarrollaban microftalinia poco después del nacimiento coma un resultado
de apoptosis durante la diferenciacion de las células fibrosas. Este efecto deletéreo fue
contrarrestado en los ratones que expresaban ambos tipes de p53 (normal y mutante),
debido a que el alelo mutante podia interferir con la funcidn apoptdtica del praducto del
gen tipo silvestre. aunque se observd también que no interfiere con su capacidad para

activar ciertos gencs. como WAFI/Cipl y mdm2 {(29).

Mediante dos trabajos realizados por Pan y cols. (30,31). y uno por Nakamura y cals.
(32). se llegd a la canclusion de gue las oncoproteinas E7 y E6 del virus del papiloma
humano tipo 16 promueven e inhiben, respectivamente, apoptosis en el cristalino en
desarrallo por vias dependientes e independientes de p33, segun la etapa del desarrollo

que s considere.



1.8 Planteamiento del problema,

Esta demostrado que |a inactivacion del gen mdm2 por recombinacion homdloga induce
una muerte embrionaria a nivel de blastocisto, cspecialmente por apoptosis en las
ceélulas totipotenciales del macizo celular interno. Esta muerte celular es dependiente de
p53. sa que los ratones carentes de mdm2 y p53 sobreviven y son fértiles. Estas
observaciones dieron arigen a las siguientes preguntas: (1) ¢ Este cfecto de apoptosis de¢
p33 en células indiferenciadas se manifiesta en c¢élulas diferenciadas carentes de
mdm2?: (2) ;Podria la ausencia de mdm2 incrementar el efecta apoptotico de copias
exogenas de p53? El presente trabajo se enfoco a responder dichas preguntas utilizando

unt modelo de apoptosis i vive dependiente de pS3 humano en el cristalino de raton.



CAPITULO I

HIPOTESIS

El oncogen mdmd regula a p33 en células diterenciadas i vive y su auscacia

incrementa ol efecto apaptatico de éste.

OBJETIVO GENERAL

Demastrar que ¢l oncogen mdm2 regula a p53 en células diferenciadas in vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Generar un modelo de apoptosis dependiente de pS3 en ¢l cristalino murino.

2. Determinar si la ausencia de mdm2 potencia el afecto apoptdtico del transgen p53

humano en este modelo.



CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 Generacion del modelo.

3.4 Ratones trunsgénicoy para ef p33 humane.

Las ratones transgénicos para el p53 humano utilizados, fueron fabricados por
Nakamura y cols. Brevemente, se realizd una caonstruccion geénica que incluia al
promotor murino especifico de cristalino aA-cristalina, el segundo intrén del gen (3
globina de conejo, la secuencia codificante del p53 humano y la secuencia de
poliadenilacton del SV40. Un fragmento de restriceion de dicha construceion se purifico
Vose micrainyectd a <igotos para generar [(os ratones transgénicos, emplcando

metodulogias previamente descritas (29).

L ves que abtuvimas ratones que expresan el transgen p53 humano selectivamente en
el cristalino, los cruzamas con ratones de la misma cepa que no lo expresan (silvestres).
Los descendientes de dichas cruzas se genotipificaron como se describe mas adelante.

Se¢ incluyeron en el estudio ratones de dos meses de edad.



3. 1.2 Genatipificacion,

3.1.2.1 Aislamiento de DNA.

Se corto a los ratones un fragmento de cola de aproximadamente un centimetro de largo.
Este se colocd en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, junto con 500 pL de solucidn
de lisis (Tris-HCI 0.1 M pH 8.0, EDTA 5 mM, NaCl 0.2 M, SDS 0.2%) y 10 uL de
proteinasa K a 10 mg mL. Posteriormente se incubé a 55 °C durante cuatro horas con

agitacion constante.

 na vez transcurrida |a agitacion, se centrifugd a 14 000 revoluciones por minuto (rpm)
por 5 min. El sobrenadante se pasd a un tubo de microcentrifuga nueva y se le agregd
500 uL de fenol saturado. Se agitd manualmente durante 5 min. y posteriarmente se

centrifugo a las condiciones descritas anteriormente.

Pusteriormente. el sobrenadante se coloco en otro tubo de microcentrifuga y se le
agrego 500 uL de Sevag (cloraformo:alcohol isoamilico 24:1). Se agitd manualmente

durante 5 min. y se centrifugd a las condiciones ya mencionadas.

Por altimo, el sobrenadante se pasé a otro tubo y se le agregd un volumen de
isopropanol. Se agitd suavemente hasta gbtener el precipitado de DNA. Se centrifugd a
[4.000 rpm por un minuto, se desechd el sobrenadante y se secd la pastilla a
temperatura ambiente. El DNA se resuspendid en 100 pL. de TE | X (Tris-HCI 10 mM,

EDTA | mM, pt 8.0).



3.1.2.2 Reuccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).

El DNA obtenido de cada ratdn se sometio a un ensayo de PCR con oligonucledtidos

especificos para una parte de la region codificante del gen p53 humano. La secuencia de

dichos aligonucledtidos es la siguicnte;

P3 57-att tga tge (gl cce cgg acg ata ttg aac-3°

GESR  57-tcc aaa tac tec aca cpc aa-3°

Las condiciones de reaccidn utilizadas para la amplificacion del transgen p53 humano

se muestran en la Tabla [.

Tabla [. Condiciones de reaccion utilizadas para la amplificacion del transgen p53

humaneo.
Reactivo Concentracion final Volumen (pL)
Agua ulirapura - 16.5
Bufter PCR 10X [X 2.3
] P35 .M 0.2 uM 1
GE3R 5 uM 0.2 uM |
dANTP's 2.5 mM 0.2 mM 215
Taq polimerasa 5 U pL - 0.5

.1 volumen total de reaccion fue de 25 pul y se afadio 1 uL de DNA (aproximadamente

100 ng).

kI programa utilizado en el termociclador se muestra en |a Tabla I1.
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Tabla I1. Programa de termaciclador utilizado en la amplificacion del transgen p53
humano.

Paso Temperatura (°C) Ticmpo {min.) Evento ]

I 94 T4 Desnaturalizacion
prolongada

2 94 | Desnaturalizacion

3 62 1 Apareamiento

4 72 3 Extension

5 35 ciclos al paso 2

6 72 7 Extension
prolongada

312 3 Eleciroforeses.

Se prepard un gel de agarasa al 0.8% en buffer TAE [X (Tris-acetato 40 mM, EDTA |
mM. pH 7.8), el cual una vez polimerizado se depasitd en una camara de electroforesis
v se cubrio con el mismo buffer. Se mezelo 8 ulL de la muestra con 1 pL de jugo azul
6X (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%, glicerol 30%). Esta mezcla se
colocd en los carriles del gel. y junto can un marcador de peso molecular, se sometio a
clectroforesis a 60 V mientras se internaba ¢l colorante en el gel y posteriormente a 100

V por | hora,

Concluida la electrotoresis, €l gel se colocd en una solucion de bromura de etidio a 2
pug ml. por 10 min. y luego se lavg varias veces para quitar ¢l exceso de bromuro y asi

proceder a su visualizacion en un transiluminador de luz UV. Una banda de 500 pb

indicaba la presencia del transgen p53 humano.
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3. 1.3 Microscopia de luz de campo claro y electrénica.

Se sacrificaron los ratones por dislocacion cervical. Con la ayuda de tijeras y pinzas se
disecaron los ojos completos tratando de evitar en lo posible la presencia de piel y grasa
peri-orbitaria. Las piezas se colocaron en solucion fijadora de Karnovsky-Ito por 30
min. a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se hizo una abertura ¢n la parte
posterior del ojo, al nivel de la salida del nervio éptico. con una navaja de rasurar y bajo
el microscopio estereoscopico. Se continud fijando por 30 min. mas. Por dltima, se
disecd el cristalino y se continud fijando a las condiciones antes descritas por otros 30
min. El exceso de fijador se eliminé lavando en solucién amortiguadara de cacodilato

de sodia 0.1 M. pH 7.4. tres veces en tiempos de 5 min. cada uno.

C'on una navaja de rasurar se cortd cada cristalino hasta en ocho o diez fragmentos. Se
past-fijé en OsQy al %0 por 1.5 horas a temperatura ambiente. De nuevo, se elimino el

exceso de fijador con lavados iguales a los descritos anteriormente.

El contraste en blogue se realizé colocando las muestras en nitrato de uranilo al 1% por
30 min. a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se hicieron lavadas de la

torma ya descrita.

La deshidratacion se hizo en una serie graduada de etanol: 30%, 50%, 70%, 90%, 5 min.

cada uno: y etanol al 100%. tres veces por S min. cada una.

l'inalmente, s¢ tratd las muestras con una mezcla de etanol al 100% y resina Spurr

suave, 111, durante toda la noche a 4°C.
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Al dia siguiente, el procesamiento continuaba sometiendo las piezas a mezclas de resina
y etanol, en las proporciones y tiempos que se mencionan: 2:1 por | hora, 3:1 por .5
horas. y 3:1 por 1.5 horas. Todas estas incubaciones fueran a temperatura ambiente. Por
ultimo, se dejaban durante toda la noche a 4°C en una mezcla de Spurr suave; Etanol

100%, 3:1.

{/na vez transcurrido este plazo, se destapaban los frascos que contenian las muestras
bajo una campana de extraccion por 4 & 5 horas, a fin de que se evaporara el etanol. Por

ultimo. se les ponia Spurr suave puro y se guardaban a 4°C durante una noche mds.

Finalmente se incluian las piczas. Para esto, con la ayuda de un aplicador de madera
cortado en uno de sus extremos a manera de cuchara, se colocaba cada una dc ¢llas en
los moldes de plastico en donde previamente se habia vaciado resina. Se dejaban
reposar por 2 horas, ¥ finalmente se colocaban en una estufa a 60°C durante 48-72

horas.

Una ves completada la polimerizacion, se obtuvieron cortes semifinos de | uM de
grosor. los cuales s¢ montaron sobre portaobjetos de vidrio, se tineron con azul de
toluidina al 1% y se observaron al microscopio de luz de campo claro. Los cortes finos
se montaron en rejillas de cobre. se contrastaron con acetato de uranilo al 5% y citrato
de ploma al 0.4%. y finalmente se observaron en el microscopio electrdnico de

transmisian Carl Zeiss modelo EM109.



3.2 Aplicacion del modelo al estudio de la interaccién de p53 y mdm2.

3.2.1 Ratones carentes de mdm2 y p33.

Para inactivar mdm2. se llevo a cabo una delecion en el gen narmal ¢n sus exones del 6
al 12 y se introdujo por recombinacion homologa €l gen Neo. Una vez hecha esta
construccion, se fabricaron los ratones mutantes utilizando meétodos previamente
descritos (18). Cuando se tuvieron los ratones carentes de mdm2, estos se cruzaron con
ratones carentes de p53 (17). Como ya se menciond, (nicamente s¢ obtienen ratones
viables provenientes de esta cruza cuando ambos genes estan deletados de manera

homocigota.

1.2.2 Obtencion de ratones necesuarios para poner ¢ prueba la hipotesis,

l.levamos a cabo las cruzas necesarias de ratones carentes de mdm?2 y p53 descritos en
el apartado anterior, con ratones obtenidos del modelo descrito previamente, de modo
que obtuvimos ratones que carecian de p53 y que tenian ¢l transgen pS3 humano ¢n
ausencia de mdm2 o en presencia de una capia del mismo (Tabla [Il). Se incluyeron en
el estudio ratones de dos meses de edad.

Tabla IIL. Lineas de ratones obtenidas para analizar la interaccion de p53 y mdm2 en el
cristalinog de raton.

LINEA 1 LINEA 2 LINEA 3
(control)
mdm?2 /- /- | +-
| transgen p33 . i | i




3.2.3 Genotipificacidn.
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Los procedimientos de aislamiento de DNA, la PCR para el transgen p53 humano y la

electrofaresis aplicadas a la genotipificacion de las lineas mencionadas en ¢l apartado

anterior. fueron llevados a cabo de la misma manera a como ya se describié en la

generacion del modelo. A continuacion se describe las técnicas de PCR empleadas en la

genotipificacion de p53 y md

oligonucledtidos dirigidvs a p33

oligonucleatidos dirigidos a mdm2

m2.

X6 5'-agc gtg gty gta cet tat gag ¢-3°

X7 5-ggatgg tgg tat act cag age ¢-3°

Neo [9 5 -gct atc agg aca tag cgt tgg ¢-3°

mdm4

mdm20 5'-tgt gee tgg age atg ggt att g-3°

5°-atc tga gag cte gtg ccc tic g-3°

Neo 3'd 5°-ggc gga aag aac cag ctg ggg ¢-3’

Las condiciones de rcaccion utilizadas para ambos genes fueron las mismas y se

muestran en la Tabla [V.

Tabla IV. Condiciones de reaccion utilizadas para la genotipificacion de p53 y mdm2.

Reactiva Concentracidn final Volumen (ul)
[ ~ Agua ultrapura N o 15:5 B
Buffer PCR 10X | X ] 25
aliganuclestido 1 5 uM 0.2 uM |
oligonuclétido 2 5 yM 0.2 uM ]
oligunucleotide 3 5 uM 0.2 uM ]
_ dNTP's2.5mM 02mM 2.8
Tag polimerasa 5 U uL smmw 0.5
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El volumen total de reaccion fue de 25 pl y se¢ afiadié | pL de DNA (aproximadamente

100 ng).

El programa utilizado ¢n ¢l termociclador para ambos genes fue el mismo que se uséd

para la amplificacion del transgen p353 humano, y se muestra en la Tabla IL.

3.2.4 Microscopiu de luz de campo cluro y electrinica.

Los procedimientos para llevar a cabo la microscopia de luz de campo claro y

electronica fueron los mismos que ya se describieron en la generacion del modelo.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Generacion del modelo.

4.1.1 Obtencion de ratones transgénicos para el ¢cDNA de p53 humano.

Nahamura y cols. obtuvieron ratones transgénicos para el DNA complementario
(cDNA) del gen p53 humano, ¢s decir que se incorpard al genoma del raton unicamente
la secuencia codificante del gen p53 humano (sin intrones) (29). Una vez que tuvimos
en nucstro poder algunos machos y hembras de estos ratones, estandarizamos una
reaccidn de PCR especifica utilizando oligonucledtidos 100% complementarios para
este cDNA del p53 humano (estos oligos no son complementarios al p53 enddgeno del
ratan). Esta reaccion de PCR se disefid para amplificar una region de 500 pb. El DNA
eenomico de los posibles ratones transgénicos se analizé mediante esta reaccion de
PCR. aquellos que si lo fueran deberian de amplificar un producto de 500 pb. En la
Figura 1 se muestra un resultado representativo de dos ratones transgénicos en donde se
observa la amplificacion del producto esperado de $00 pb. Estos ratones transgénicas se
cruzaron entre si ¥ al analizar su descendencia se encontro que si heredaron el transgen,

es decir que estaba establemente integrado al genoma.
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| 2 3 4

Figgra 1. Identificacion y genotipificacion de ratones transgénicos por PCR. Se
realizaron reacciones de PCR usando DNA genémico de los ratones estudiados, En el
carril | esta el marcador de peso molecular (1kb). En los carriles 2 y 3, ratones
transgénicos para p33 humano. En el carril 4, ratén normal. Gel de agarosa al 0.8%.

4.1.2 El transgen p53 humano induce microftalmia tinicamente cuando estd en

condicion homocigota.

Los ratones positivos para el transgen obtenidos originalmente mostraban ojos con
fenotipo normal. Estos ratones fueron cruzados con ratones silvestres obteniéndose en la
primera generacion (F1) ratones ‘silvestres, y ratones transgénicos. que heredaron el
transgen, con un fenotipo ocular normal. Al eruzar ratones transgénicos de la F1 entre si
se obtuvieron ratones silvestres (1/4) y ratones transgénicos (3/4) como era de esperarse.
Sin embargo, a diferencia de la descendencia en F1, en esta F2 habia dos tipos de
fenotipos en los ratones positivos para el transgen: ratones con un fenotipo ocular
normal y ratones con microftalmia. Al cruzar entre si ratones transgénicos con

microftalmia toda su descendencia era positiva para el transgen y todos tenian

microftalmia.
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Basandonos en estos resultados. planteamos la hipotesis de que los ratones transgénicos
sin microttaimia eran hemicigotos para el transgen p53 humano y que aquellos que

mostraban dicha alteracion eran homocigotos para el transgen.

Fsta hipdtesis se comprobd mediante retrocruzas y analizando ¢l gerotipo de la
descendencia. Si los ratones con microftalmia eran homocigotos para el transgen, se
esperaba que al cruzarlos con ratones silvestres todos los descendientes deberian poseer
un locus del transgen (hemicigotos) y na mostrar microftalmia. Por el contrario, se
esperaba que en la descendencia proveniente de la cruza de ratones hemicigotos con
silvestres. el 50°¢ deberia poseer el transgen y carecer de microftalmia, y el otro 50%
deberian de carecer tanto del transgen coma de microftalmia. Por dltimo, todos los
descendientes de la cruza entre dos ratones con microftalmia deberian de ser positivas

para gl transgen y presentar microftalmia.

Todos estos supuestos resultaron ¢orrectos, Toda la descendencia de las cruzas de
ratanes microftdlmicos con ratones normales resultaron positivos para la banda del
transgen. pero nunca mostraron microftalmia. En cambio, en la descendencia de los
ratones positivos para el transgen pero sin microftalmia apareados con ratones
silvestres, hubo ratones silvestres y transgénicos con fenatipo normal. En contraste,
todos los descendientes de la cruza entre ratones microftalmicos fueron positivos para el

transgen y todos presentaron microftalmia (Figura 2).
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Figura 2. Induccién de microftalmia en ratones tnnsgénicoséhqmoc;it;tos :all(:
el gen p53 humano. En comparacion a los ratones no tmnlsg [llll::n(x)\soc' ot();s o
transgénicos hemicigotos para el transgen p53 humano (Baﬁa i G 4 lr%\uestra el
dicho transgen (C) muestran microftalmia. Debajo de © r:o transgénicos y
tamafio del, 030 oasreaponsTionis. Lot ratlonesde los tragnsgénicos
transgénicos hemicigotos, son mucho mayores que i

homocigotos.
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4.1.3 El transgen p53 humuano induce apoptosis en el cristalino.

Comao se habia mencionada. la expresion del transgen p33 humano esta bajo la
regulacion del promotor de la awA-cristalina, y por ende s¢ ¢speraba una expresion a
nivel del cristalino y posiblemente una alteracion del mismo por la accion de p53 de
inducir ya sea arresto celular o apoptosis. El hecho de encontrar microftalmia en los

ralones transgénicos homocigotos ya indicaba una alteracidn dependiente de la

presencia del p33 humano.

Al analizar los cristalinos se encontrd que en los animales microftdlmicos eran de un
tamafio varias veces mas pequefios que los de los ratones normales (datos no
mastrados). De hecho, en algunas ocasiones el cristalino habia desaparecido casi por
completo: en estos ojos atectados también se observaron alteraciones estructurales en la

retina (Figura 3).
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Figura 3. Histologia de retinas de ratones normales y de ratones con microftalmia.
Las retinas de los ratones control (A) muestran una histologia normal con todas sus
capas caracteristicas, las cuales estén en la proporcién de tamafio correcta, mientras que
en las retinas de los ratones con microftlamia (B) se observa una pérdida del orden
estructural, y una desproporcién de los tamafios normales de las diferentes capas
(Ambas 200x).
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I.a morfologia de los cristalinos de ratones normales y de transgénicos hemicigotos para
el p53 humano fue igual. Al nivel de la microscopia de campo claro se observa en los
ratones normales (Fig. 4A) una cdpsula externa de tejido fibrocolagenoso, debajo de la
cual se extiende una capa de células epiteliales cuboideas. En la parte media del
cristalino, el niclea de dichas células se alarga y posteriormente desaparece (al igual
que ¢l resto de sus organelos), dando lugar a las c¢élulas fibrosas. Estas ocupan ¢l resto
del cristalino, formando capas paralelas y altamente ordenadas. En contraste, en los
ratanes transgeénicos homocigotos (Fig. 4B) no se distingue la cédpsula, las células
cpiteliales forman cimulos y su nicleo estd muy condensado (apoptatico). El interior
del cristalino posee una estructura altamente desordenada y se observan también
nucleos apoptéticos con cromatina muy condensada. Ultraestructuralmente, e¢n los
ratunes normales (Fig. 4C) y en los hemicigotas para el transgen se observa la capsula
externa de tejido fibrocolagenoso, células epiteliales con nilcleos alargados de
morfologia normal y ¢l acomodo ordenado de las fibras. No se enconttd indicio
marfologica alguno de apoptosis. En cambio. en los ratones transgénicas homaocigotos
(Fig. 4D) no hay un orden en el interior del argano, observandose asimismo cuerpos

apoptoticos con cramatina condensada libres, y atros ya fagocitados por células vecinas.

De ¢sta manera. se establecieron en ¢l modelo tres parametros a evaluar en €l analisis de
la interaccion de p33 con otros genes: (a) desarrollo de microftalmia, (b) pérdida del
ordenamiento celular del cristaling a nivel de microscopia de luz y {(c) dafio celular

apuptotico observado por microscopia electrénica.
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Figura 4. Morfologia de cristalinos de ratones normales y de transgénicos homocigotos para p53
humano. (A) Raton normal, microscopia de campo olaro. Se observa, de afuera hacia dentro, una cdpsula
de tejido fibrocolagenoso (—¥), una capa de células epiteliales (—#), y células fibrosas en la parte mas
interna (—@ ) (200X). (B) Raton transgénico homocigoto, microscopia de campo claro. No se observa la
cépsula externa, células epiteliales apoptoticas forman climulos ) y se presentan niicleos apoptéticos
en ¢l interior del 6rgano (—@) (200X). (C) Ratén normal, microscopia electrénica. Se observa la cépsula
que rodea al 6rgano (—% ), células epiteliales con nicleos alargados de morfologia normal @) vlas
células fibrosas formando capas paralelas y altamente ordenadas 4 ) (3000X). (D)_ Bmm trangénico
homocigoto, microscopia electronica. El interior del cristalino no presenta un orden glchmdo. Se observan
cuerpos apoptéticos con cromatina condensada Jibres ( —#> ), y otros ya fagocitados por una célula
vecina ( ) (7000X).
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4.2 Aplicacion del modelo al estudio de la interaccion de pS3 y mdm2.

El objetivo principal del proyecto fue el demostrar que mdm2 puede regular a p33 en
células diferenciadas, en este caso en particular en el cristalino. El modelo previamente
caracterizado correspondid a la expresion del transgen humano p53 el cual indujo
apoptosis en el cristalino. lnteresantemente, y para beneficio de comprobar nuestra
hipdtesis. ¢! efecto de apoptosis fue dependiente de la dosis del transen, ya que
anicamente los ratones homocigotos para el transgen mostraron apoptosis en el
cristaline. I's decir que la cantidad de p33 humano sintetizada a partir de ambos alelos
del transgen no pudo ser regulada por el mdm2 endogeno del ratdn ocasionando
apoptasis. Por el contrario, un solo alelo del transgen no fue suficiente para inducir
apoptosis. es decir que el mdm2 enddgeno fue suficiente para regular tanto al p33
enddgeno del raton como al p53 humano proveniente del transgen. En base a esto
planteamos que al eliminar mdm2 la cantidad de p53 humano proveniente de un alclo
del transgen seria suficiente para manifestar apoptosis y esto indicaria que

etectivamente mdm?2 regula a p33 en células diferenciadas.

Para cumplir con esto, se desarrollaron ratones transgénicos hemicigotos en un fondo
genético carente de mdm?2. Puesto que la carencia de mdm?2 induce muerte embrionaria
dependiente de p53, también se eliminé el gen p53 endégeno dejando Unicamente el
transgen pS3 humano, Por tal motivo se cruzaron ratones transgénicos para el pS3
humano con ratones que carecian tanto de mdm2 y p33 (ratones con alelos mutados
generados por recombinacion homologa de células embrionarias) y la descendencia se
genotipificod para estos tres genes y se seleccionaron las lineas apropiadas: transgénicos

hemigigotos con 'y sin mdm2. ambos en un fondo carente de p33 endogeno.
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4.2.1 Genotipificaciin del p§3 endégeno y mdm?2.

[.a presencia del transgen pS53 humano se determind, como ya se describio en la

generacion del modelo. mediante la amplificacion de un producto de 500 pb (Figura 1).

La presencia de los alelos mutado y normal del p33 enddgeno, se comprobo mediante la
obtencion de una banda de aproximadamente 650 pb y una banda de aproximadamente

450 pb. respectivamente, en una reaccion de PCR (Figura 5).

Figura 5. Genotipificacion del alelo mutado y normal de p53 por PCR. Se
realizaron reacciones de PCR usando DNA gendmico de los ratanes estudiados. En el
carril 1. un marcador de peso malecular (100 pb). En los carriles 3 y 4, ratones
heteracigotos para pS3. presentando tanto el alelo mutado (650 pb) como el alelo
normal (430 pb). En el carril 3, ratdn carente de p33 (presencia solamente del alelo
mutada). Fn los carriles 2 y 6. ratones normales (presencia solamente del alelo normal).
Ln el carrtd 7. negativo de la reaccion de PCR. Gel de agarosa al 1.0%.

Similarmente. se observd una banda de 284 pb para el alelo mutante de mdm2, y una

banda de 415 pb para su alelo normal (Figura 6).
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Figura 6. Genotipificacion del alelo mutado y normal de mdm2 por PCR. Se
realizaron reacciones de PCR usando DNA genémico de los ratones estudiados. En el
carril 1. marcador de peso molecular (I kb). En los carriles 2-4, ratones heterocigotos
para mdm2 . presentando tanto el alelo mutado (284 pb) como el alelo normal (415 pb).
En los carriles 5, 6 y 7, ratones normales (presencia solamente del alelo normal). En el
carril 8. negativo de la reaccion de PCR. Gel de agarosa al 1.0%.

4.2.2 Andlisis del fenotipo.

L na vez obtenidas las lineas de los ratones, procedimos a realizar el analisis
correspondiente para comprobar nuestra hipotesis. Cabe recordar que todos los ratones
estan en un fondo carente de p53 endogeno (para permitir la sobrevivencia de los

mismos en la ausencia de mdm2).

Al observar los ojos de los ratones exteriormente encontramos lo siguiente. Los ratones
carentes de mdm2 (linea control), encontramos que presentaban, externamente, un
tamaiio de ojo similar al de un raton normal, los ratones transgénicos homocigotos para
el pS3 humano tenian microftalmia y los ratones hemicigotos para el p53 humano
presentaron ojos de tamaio normal (como ya se habia descrito anteriormente). En
contraste. estos ratones transgénicos hemicigotos para p53 humano en un fondo carente

de mdm2 presentaron microftalmia, pero més pronunciada, ya que los ojos se
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observaron mas cerrados (pequeios) que en los ratones transgénicos homocigotos para
pS3. El tamarios de los ojos se confirmé al hacer una diseccian de los mismos de estas
lineas de ratones (Figura 7). Estos resultados indicaron que efectivamente mdm2 regula
a p53 en estas células diferenciadas in vivo, ya que can una sola copia del transgen en

ausencia de mdm2 se presentd microftalmia,

Procedimos a evaluar el dado mediante microscopia de luz en cortes histoldgicos.
Encontramos que los cristalinos de los ratones carentes de mdm2 mostraron una
disposicion estructural idéntica a la descrita para los ratones normales. En cambio, ¢n
los ratones transgénicos hemicigotos carentes de mdm2, el cristalino tenia un tamaro
mucho menor al observado en la linea control (imdm2 -/-). También, presentaba una
farma irregular. el interior no tenia un orden de¢ fibras definido, y habia nicleas
apuplaticas con cromatina muy condensada. Ea los ratones transgénicos hemicigotos y
heterocigatos para mdma2, se observo a este nivel una estructura del cristalino similar a
la de la linea control, y por lo tanto similar a la de los ratones normales (Figura 8).
Nuevamente estas resultados muestran el efecto regulatario que ejerce el mdm2 sobre el

transgen pil.

Analists mediante microscopia glectronica, mostraron que los cristalinos de los ratones
carentes de mdm2 y ia de los ratones transgénicos hemicigotos para p53 y heterocigotas
para mdm2 presentaron una ultraestructura idéntica a la de los ratones normales,
incluvendo la falta de indicios morfoldgicas del proceso de apoptosis. En cambio, en los
ratones transgénicos hemicigotos carentes de mdm2, se observd en las céluias epiteliales
vacualas al nivel de la membrana celular, condensacion del citoplasma y condensacion

perilérica de la cromatina nuclear. Asimismo, no se observd un orden definido de las
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fibras en el interior. Todas estas caracteristicas son indicativas de un proceso apoptético

(Figura 9).

Cabe aclarar que los hallazgos microscopicos descritos anteriormente para los ratones
transgénicos carentes de mdm2, se hicieron con piezas obtenidas de individuos de un
mes de edad. mientras que los descritos para el resto de las lineas (incluidas las de la
generacion del modelo, ver Materiales y Métodos) procedian de ratones de dos meses.

En la Tabla V se sintetiza la informacion morfolégica de los ratones analizados.
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Figura 7. Induccién de microftalmia en ratones transgénicos para p53 humano
en la ausencia de mdm2. Los ratones carentes de mdm2 (A) presentan un tamafio
de ojo similar al de un ratén normal. En contraste, los ratones carentes de mdm2 y
transgénicos hemicigotos para p53 humano presentan microftalmia (B). Los ratones
heterocigotos para mdm2 y transgénicos hemicigotos para el transgen p53 (C),
presentan ojos de un tamafio normal. En el panel inferior se observan los ojos
correspondientes a cada uno de los ratones.



39

Figura 8. Alteraciones observadas por microscopia de luz de cristalinos de
ratones transgénicos para p53 humano en la ausencia de mdm2. En los ratones
carentes de mdm?2 (A) se observa, de afuera hacia adentro, una capsula de tejido
fibrocolagenoso (flecha), una capa de células epiteliales (cabeza de flecha) y células
fibrosas en la parte més interna (asterisco). En contraste, en los ratones carentes de
mdm2 y transgénicos hemicigotos para p53 humano (B) el cristalino present6 una
forma irregular, el interior sin un orden de fibras definido (asterisco), y nicleos
picnéticos con cromatina muy condensada (cabeza de flecha). Los ratones
heterocigotos para mdm2 y transgénicos hemicigotos para el transgen p53 (O),
presentan una morfologia normal. Todas 200x.
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Figura 9. Induccién de apoptosis en cristalinos de ratones transgénicos para
P53 humano en la ausencia de mdm2. En los ratones carentes de mdm2 (A) se
observa la cdpsula que rodea al érgano (flecha), células epiteliales con micleos
alargados de morfologia normal (cabeza de flecha) y las células fibrosas formando
capas paralelas y altamente ordenadas (asterisco) (3000x). En los ratones carentes de
mdm2 y transgénicos hemicigotos para p53 humano (B) se observé en las células
epiteliales vacuolas al nivel de la membrana celular (flecha), condensacién del
citoplasma (asterisco) y condensacion periferica de la cromatina nuclear (cabeza de
flecha). Asimismo, no se observé un orden definido de las fibras en el interior
(4400x). Los ratones heterocigotos para mdm2 y transgénicos hemicigotos para el
transgen p53 (C), presentan una ultraestructura normal (4400x).
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Tabla V. Caracteristicas morfolopicas de los ratones analizadas.

4 > ; Pérdida del ardenamignt .
mdm-2 tg p53 0jo narmal Microfalmia cd:m: " rloApoptns]s

v

+ 4 i v
2l \ v v v
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CAPITULO YV

DISCUSION

' estudio detallado de los mecanismos empleados por p33 en su funcién de gen
supresor de tumores, tiene grandes implicaciones en el entendimiento de la presentacian
y progresion del cancer, asi como en ¢l disefio de estrategias de terapia génica contra

esta entermedad.

L.n este trabajo se establecid un madelo para el estudio de la interaccién in vivo de p53
¢an otros genes. Mediante este modelo se caracterizaron tres parametros indicativos de
apoptasis causada por p53: (a) desarrollo de microftlamia, (b) pérdida del ordenamiento
celular del cristalino observado por microscopia de campo claro y (c) dafio celular

apuplotico vbservado por microscapia electronica.

Una de las aportaciones de este trabajo es precisamente el establecimiento de dicho
madelo. el cual podrd ser utilizado también para el estudio de la interaccion de p53 con
eenes diterentes @ mdm2. Es decir. tal vez la presencia o la ausencia experimental de
¢stos genes en los ratones transgénicos analizados, modifique la magnitud de los
hallazgos agui descritos, haciendolos mas o menos pronunciados. Si esto sucede, se
padra decir que el gen en cuestion interactda con p53 para facilitar o, alternativamente,

interferir con sus funciones.

La caracteristica analizada mas destacable fue la apoptosis. Esta provocd un dafio
umpartante en ¢l cristaline que a final de cuentas se reflejd en el tamano del ojo.

Ayuellos ratones positivos para el transgen mostraron microftalmia aun desde edades
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muy tempranas. Cabe mencionar que lo anterior solo se presenté en los ratones
homaocigotos para el transgen. Es decir. hubo ratones que aungue mostraban una
reaccion positiva a la PCR, tuvieron ojos totalmente normales. Estos descendian de un
padre transgénico y uno normal. por lo que sin duda alguna eran hemicigotos para el
p53 humano. En cambia. los que sufrian de microftalmia provenian de dos padres
runsgenicos, y asi muy seguramente eran homocigotos para el transgen. Estas

aseveraciones fueron confirmadas mediante cruzas de ratones con genotipos apropiados.

Mediante los andlisis de microscopia de campo claro, se observd que los cristalinos de
los ratones transgénicos homocigotos perdieron su disposicién altamente ordenada.
Habia nucleos picndticos (apoptdticos) en la periferia y el interior, y fibras con formas
anurmales y altamente variables. Ultraestructuralmente, encontramas sigr_los claros de
apuptosis: nucleos con cromatina altamente condensada, cuerpos apaptéticos aislados y
atras sa- fagoenados por células vecinas. Es intergsante notar que en los ratones
normales no se observd un solo indicio morfalogico claro de apoptosis, proceso que
seguit aleunos autores, intervendria en el proceso de diferenciacion normal de las tibras

del eristalino (25).

t n este trabajo se analizaron solo ratones adultos. Seria interesante extender los estudios
a clapas embrionarias con ¢l abjetiva de conocer la sccuencia de eventos que conducen
a los hallazgos aqui mostrados. Esto tiene importancia también al considerar que en los
ratones transgénicos analizados que mostraban dafio en el cristalino, encontramos
anormalidades en la retina. principaimente hiperplasia de algunas de sus capas y
apoptosis de muchas de sus células. Estas alteraciones podrian deberse a un efecto

seeundario a la destruccion del cristalino, ya que es canocido que €l mismo ejerce un
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cantrol considerable sobre ¢l desarrallo de la retina (33). Alternativamente, podria ser
que el transgen cstuviera también expresandose en la retina y por lo tanto causandole
efectos deletéreos. Sin embargo, hasta la fecha no se ha reportado expresién de la oA-
cristaling, cuyo promotor a su vez regula la expresion de pS3 en este modelo, en tejidos
diferentes al cristalino. Esto si se ha demostradao para otras familias de cristalinas (34),

U na ves gencrado el modelo, este se aplicd para determinar si €l oncogen mdm2 regula

a p33 en ¢élulas diferenciadas in vivo.

Fue necesario el estado homocigoto del transgen para que en presencia de mdm?2 se
presentdara apoptosis. En cambio, el estado hemicigoto del transgen en ausencia de
mdm?2 fue suliciente para que se presentaran los mismos resultades. De esta manera,
estabamos comprobando nuestra hipdtesis de que. al igual quc en etapas embrionarias,
mdm?2 rexula a p33 en células diferenciadas in vive. Para ampliar esta certeza,
comprobamos que incluso una sola copia de mdm2 es suficiente para regular a p33, y
por lo mismo contrarrestar los efectos deletéreos del mismo observados en nuestro

Sislemd.

Us destacable que un solo gen, el mdm2, regule de manera tan importante al p353,
considerando que este ultimo se encuentra en la interaceion de muchas vias metabdlicas
welulares importanies, Sin embargo. nuestros hallazgos confirman y complementan los
resuliados obtenidos en otros trabajos realizados en diferentes modelos de estudio
(18.19). Ademas. resullados posteriores obtenidos utilizanda nuestro modela, confirman
la importancia sobresaliente de mdm2 sobre otros genes (como bax y e2f-1) en su

interaccion con p33 (datos no publicados).



45
Todas estas consideraciones son de gran importancia desde el punto de vista practico. El

hecho de que la ausencia de mdm2 potencia el efecto apoptético de p53, indica que las

estrategias de terapia génica basadas en p53 (35) serian mas efectivas al inhibirse la

expresion de mdmz2.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

I. La expresion de p53 humano en el cristaline de raton induce apoptosis y pérdida de la

diferenciacion del cristalino.

2. 1l wansgen p33 humano mostrd un fenotipo dependiente de la dosis, ya que
unicamente los ratones homocigotos para el transgen mostraron microftalmia y

apaptosis en el cristaling.

3. LI Mdm2 endogeno fue capaz de regular al transgen p33 en el cristalino del raton, es

decir en células diferenciadas in vivo.

+. LI transgen p33 humano mostrd un efecto apoptdtico mas fuerte, inclusive a menor

dosis, en ausencia de mdm?2.
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