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Buena es la ciencia con herencia, y provechosa para los que ven el sol.
Porque escudo es la ciencia, y escudo es el dinero;, mas la sabiduria

excede, en que da vida a sus poseedores.

-Eclesiastes 7:11-12
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RESUMEN

P53 es el gen supresor de tumores mas importante. Este gen
lleva a cabo dicha funciébn mediante apoptosis (muerte celular
programada) o efectuando un alto de la progresion del ciclo celular en
G1. Mas de la mitad de todos los canceres humanos presentan
mutaciones en dicho gen. Por este motivo, el estudio detallado de los
mecanismos empleados por p53 tiene grandes implicaciones en el
entendimiento de la presentacion y progresion del cancer. bax es un
gen proapotético de la familia de Bcel-2, el cual ha sido propuesto como
integrante de la via de apoptosis mediada por p53. En este trabajo
usamos un modelo de apoptosis /n vivo mediado por p53 el cual
expresa p53 especificamente en el cristalino. En este modelo se
establecieron tres parametros indicativos de apoptosis: (a) desarrollo
de microftalmia, (b) pérdida del ordenamiento celular del cristalino a
nivel de microscopia de luz y (c) dafo celular apoptdtico observado
por microscopia electrénica. Con este modelo determinamos si el gen
bax influia en la apoptosis mediada por el transgen p53 humano. Para
esto se generaron ratones transgénicos para el p53 en un fondo
genético con y sin bax, y ratones silvestres en un fondo genético sin

bax. Estos ratones se analizaron con los tres parametros antes
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mencionados. En el supuesto que bax formara parte de la via de
apoptosis de p53 se esperaba que su ausencia inhibiera o disminuyera
la apoptosis. Al analizar los diferentes parametros encontramos lo
siguiente: en el caso de la apoptosis mediada por p53, al eliminar bax
en los ratones transgénicos, éstos siguieron mostrando el fenotipo
caracteristico de apoptosis observado en los ratones transgénicos con
bax. Por otra parte, encontramos que los ratones carentes de bax
mostraron un fenotipo similar al de los ratones silvestres. Basandonos
en estos resultados, podemos concluir que la via de apoptosis
inducida por p53 en el cristalino sigue una via independiente de su gen
blanco bax; de igual manera la apoptosis que se genera normalmente

en el cristalino es independiente de bax.



INTRODUCCION

El cancer es uno de los problemas mas frecuentes y graves de
la medicina clinica. Las estadisticas muestran que alguna forma de
esta enfermedad afecta a mas de la tercera parte de la poblacién
mundial. El cancer no es una sola enfermedad, sino un nombre
aplicado a una gran variedad de tumores malignos generados por un
mismo proceso basico de crecimiento descontrolado. Durante este
proceso se genera una masa (tumor o neoplasia) que invade tejidos
vecinos. Un tumor esta compuesto por un parénquima de células
proliferativas, con un estroma de tejido conectivo y vasos sanguineos.
Existen tres formas principales de tumores: sarcomas, carcinomas y
enfermedades malignas hematopoyéticas y linfoides.

Las células cancerosas se definen por dos propiedades
hereditarias: se reproducen desafiando las restricciones normales e
invaden y colonizan territorios que normalmente son reservados para
otras células. En general, las ceélulas de animales superiores
normalmente se dividen sélo cuando son estimuladas por factores

externos, algunos producidos generalmente por otras células. Muchos
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canceres, como otras enfermedades que muestran caracteristicas de
herencia multifactorial, poseen un importante componente genético en
cuanto a que ciertas personas son mas susceptibles de desarrollar
una malignidad particular.

Los genes responsables de la aparicion de cancer son de dos
tipos distintos: oncogenes y genes supresores de tumores. Los
oncogenes facilitan la transformacién maligna, mientras que los genes
supresores de tumores bloquean el desarrollo del tumor regulando los
genes que participan en el crecimiento celular (1). p53 es el supresor
de tumores mas importante. Mas de la mitad de todos los canceres
humanos presentan ya sea delecion o mutaciones en el gen. A p53 se
le define como supresor de tumores también por el hecho de que
inhibe o suprime la transformacion, causada por varios oncogenes, de
células en cultivo. Dos de los mecanismos mediante los cuales p53
protege a nuestro organismo en contra del desarrollo de tumores son
mediante apoptosis (muerte celular programada) (2) o efectuando un
alto de la progresion del ciclo celular en G1. El estudio detallado de
estos mecanismo tiene grandes implicaciones en el entendimiento de
la presentacion y progresion del cancer. El presente trabajo esta

relacionado con una de las vias de apoptosis del gen p53 in vivo .
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ANTECEDENTES

1. CANCER

La mayoria de los canceres resultan de la interaccion de factores
genéticos y del medio ambiente. Entre los ultimos se encuentra el
humo del cigarro, algunos constituyentes de la dieta, drogas,
radiacion, agentes infecciosos y los residuos carcinogénicos
ambientales como los de los hidrocarburos aromaticos policiclicos,
generados por un proceso de combustion incompleta. Estos inducen
cambios en la secuencia del DNA en genes criticos involucrados en el
control del crecimiento celular (entre otros), lo que eventualmente

conducira a la transformacion de las células (3).

1.1 ONCOGENES Y GENES SUPRESORES DE TUMOR
Varias evidencias dieron lugar a la creencia de que el daro
genético podria ser responsable de la presentacion y progresion del

cancer, entre las que se incluyen: el reconocimiento de predisposicion
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hereditaria al cancer, la deteccién de cromosomas dafiados en células
cancerosas, la aparente conexién entre la susceptibilidad al cancer y
la incapacidad de las células de reparar el DNA dafado, y la evidencia
que relaciona el potencial mutagénico de algunas sustancias a su
carcinogenicidad. Con el descubrimiento de los oncogenes, ésta
creencia fue confirmada, ya que fueron identificados en un inicio como
genes de virus que causan transformacion en sus células blanco. Los
genes que como contraparte se presentan en células normales son
llamados proto-oncogenes, y en ciertos casos su mutacion o
activacion aberrante se asocia con la formacién de tumores. A la fecha
se han identificado mas de 100 oncogenes. La generacion de un
oncogen representa una ganancia de funcién en la cual un proto-
oncogen celular se activa inapropiadamente. El cambio puede
involucrar la activacion constitutiva de una funcién que generalmente
no se expresa, o la sobreexpresion en el tejido normal. Generalmente,
este cambio involucra cambios mutacionales en el producto proteico
(4).

Los genes supresores de tumores se detectaron en forma de
alteraciones que son tumorigénicas, es decir, se presenta una pérdida

de funcién en genes que generalmente imponen algun control del ciclo
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o el crecimiento celular. La evidencia mas concluyente en cuanto a
esta naturaleza se observa en ciertos canceres hereditarios, en los
cuales los pacientes que tienen la enfermedad desarrollan tumores
que pierden ambos alelos y por lo tanto carecen de un gen activo.

Hasta la fecha, se conocen aproximadamente una docena de genes

supresores de tumor (3).

2. APOPTOSIS

El proceso de muerte celular programada, tambiéen conocido
como apoptosis, es comun en la mayoria de los eucariotes superiores,
incluyendo plantas, insectos y vertebrados. En mamiferos, la apoptosis
permite la emergencia de los dedos en las manos y pies, asi como el
desarrollo adecuado del sistema nervioso, y previene el desarrollo
de cancer (5). También, se encarga de eliminar células T y B
autorreactivas, las cuales son producidas por el sistema inmune (6).
Actualmente, se acepta que es un proceso dirigido genéticamente, y
puede ser visto, junto con la diferenciacién celular, como parte del
repertorio disponible por la célula para responder a estimulos tanto

externos como internos (Figura 1). Las sefales externas que dan



lugar a apoptosis son probablemente tan variadas como aqguellas que

dan lugar a la diferenciacion y proliferacion (7).

Informacién externa Informacién interna Respuesta celular

Genotipo
Linaje celular
Estadio de desarrollo
Estadio del ciclo

celular
Dano al DNA
: _ Mitosis
Presencia o ausencia
de interacciones con
otras células
a» <" 0
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' i
- — > & O > e pop
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@ @
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Figura 1. Respuestas celulares a sefiales externas e internas.



Desde principios de la década de los noventas, ha habido un
incremento dramatico en el interés que se le ha prestado al proceso
mediante el cual las células de mamiferos, y, en general de eucariotes,
mueren, tanto in vivo como in vitro. Estas investigaciones han llevado
a la examinacion intensa de los factores regulatorios que controlan la
entrada de las células a las vias de muerte celular programada,
llamada comunmente apoptosis. A pesar de que algunos eventos
nucleares como la condensacion y la fragmentacion del DNA, asi
como la pérdida de contacto de ceélula, el encogimiento de la celula
misma, entre otros, son eventos indicativos de apoptosis (Figura 2) (8),
en el proceso de apoptosis dos puntos deben ser mencionados.
Primero, los eventos nucleares representan etapas tardias del proceso
de apoptosis, y segundo, a pesar de que se han descrito indicadores
de apoptosis, todavia hay incertidumbre acerca de la secuencia de
eventos involucrados cuando una célula responde a sefales que
inician apoptosis y que dan como resultado la muerte celular (9).

Actualmente, ha quedado claro que muchas enfermedades se
caracterizan por la desregulacion de programas apoptoticos. La
apoptosis es la forma fisiolégica en que muchas células nucleadas

mueren, como células no deseadas, lesionadas o infectadas con virus.
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A la par de estas funciones de defensa, un exceso de apoptosis no
regulada puede ser la causa de varias enfermedades degenerativas y
autoinmunes, asi como algunos canceres, como el melanoma. De
forma contraria, un nivel demasiado bajo de apoptosis puede
promover la sobrevivencia y la acumulacion de células anormales que

pueden dar lugar a la formacion de tumores (10).



Figura 2. Los cambios morfoldgicos que ocurren durante la apoptosis. Primero, la
céluia normal (a) se encoge vy la cromatina condensada se colapsa en crestas
alrededor de la envoltura nuclear (b). La membrana celular se empieza a hinchary
formar burbujas (c), mientras que el ndcleo finalmente se colapsa (d). La
formacion de burbujas continla hasta que la célula se rompe en cuerpos

apoptoéticos {e), los cuales se lisan in vitro (f) y son fagocitados in vivo (g).
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3. p53

La pérdida del control del ciclo celular y la inestabilidad genémica
son caracteristicas de la mayoria de las células tumorales. La
activacién de los proto-oncogenes que promueven el crecimiento
celular, en combinacidon con la inactivacion de los genes supresores de
tumor que funcionan inhibiendo la progresion del ciclo celular, da lugar
a la progresion de un tumor y finalmente a su malignidad. Uno de los
principales genes supresores de tumor es p53. Este se localiza en la
banda 13 del brazo corto del cromosoma 17 (17p) con un tamafio de
aproximadamente 20 kilobases (kb). Este gen da lugar a un transcrito
de acido ribonucléico mensajero (RNAmM) de 2.8 kb y codifica para una
fosfoproteina nuclear de 53 kilodaltons (de ahi su nombre), la cual
contiene 393 aminoacidos. Una de las funciones primarias de p53 es
evitar la acumulacion de alteraciones genéticas después de gque se
presenta dafo en el DNA. Para cumplir con esto, p53 inhibe el
crecimiento de las células dafadas mediante dos mecanismos. En
respuesta al DNA dafado, p53 es capaz de mediar un alto del ciclo
celular en G,, tal vez para permitir las reparaciones gendémicas
necesarias. Asimismo, puede causar la eliminacion de las células

dafiadas iniciando la apoptosis (11).
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Normalmente, hay dos alelos de p53; en caso de que uno de
ellos esté mutado, el alelo que permanece sin alteraciéon suple la
funcién del mutado, aungque no completamente, ya que individuos que
solo tienen un alelo p53 funcional presentan mutagénesis con una
frecuencia mayor que aquellos con dos copias funcionales, aungque

menor que aquellos sin ninguna copia funcional.

3.1 p53 Y APOPTOSIS

Ei p53 normal actia como un “guardian molecular’,
monitoreando la integridad del genoma. Si el DNA es danado, se
acumula p53 y se detiene l|a replicacion, para darle tiempo extra para
la reparacion del DNA. Si esta reparacion falla, pS3 puede activar la
muerte celular por apoptosis. Las células tumorales en las que p53
esta inactivado por mutacién no pueden llevar a cabo este arresto
celular. Por lo tanto, son geneticamente menos estables, acumulan
mutaciones y presentan rearreglos cromosomicos a una frecuencia
mayor, dando lugar a una rapida seleccion de clonas malignas.

3.2 TUMORES INVOLUCRADOS CON ALTERACIONES A p53

La inactivacién de p53 tiene un papel muy importante en la

tumorigénesis humana y se han encontrado una gran cantidad de
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mutaciones en una amplia gama de tumores, incluyendo
condrosarcoma (12), carcinoma gastrico (13), cancer de senos
paranasales (14), carcinoma esporadico del colon ascendente vy

descendente (15,16), entre otros.

4. EL CRISTALINO

El cristalino estd formado por un solo tipo de células, cuyo
crecimiento, diferenciacion, y apoptosis, ocurren en compartimentos
regionalmente distintos. El cristalino plenamente formado consiste de
células fibrosas postmitéticas diferenciadas, las cuales estan cubiertas
anteriormente por una capa de celulas epiteliales inmaduras
proliferantes, que ocasionalmente sufren apoptosis (17). Al pasar las
células epiteliales a la regiédn ecuatorial, éstas cambian tanto en
morfologia como en su actividad de sintetizar macromoléculas.
Algunas caracteristicas morfolégicas se hacen aparentes
inmediatamente, destacando el incremento en el tamano de las
células, estando éste asociado con un incremento en la masa de
proteinas celulares y en las membranas de cada célula fibrosa

individual (18).
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lLa diferenciaciobn a células fibrosas se caracteriza por un
alargamiento celular, la sintesis y acumulacién de grandes cantidades
de proteinas citoplasmaticas, el cese de la sintesis de DNA y de
division celular, asi como la eventual degradacion de la mayoria de los
organelos unidos a membrana por medio de apoptosis, incluyendo el
nucleo (17).

El cristalino de mamifero tiene una concentracion de proteina de
35% de su peso humedo, el doble que la mayoria de los tejidos. La
mayoria de las proteinas solubles en agua caen en uno de los tres
grupos de cristalinas descritos originalmente (o, B y y). La mas grande
de las cristalinas es la a-cristalina, con un peso molecular mayor de 5
X 10° Daltones. La fraccion de a-cristalina no es una sola proteina, si
no que estd compuesta de una mezcla de agregados
macromoleculares de diferente tamarfio de cuatro subunidades de
proteinas distintas, pero muy relacionadas. Cabe sefialar que la «-

cristalina representa aproximadamente el 35% del cristalino (18).

4.1. EL CRISTALINO COMO MODELQO EXPERIMENTAL
Mahon et al.,, en 1987 fueron los primeros en utilizar el cristalino

in vivo para probar la tumorigenicidad de oncogenes, aprovechando
15



las facilidades que otorga el cristalino (accesibilidad, morfologia
caracteristica, etc.) (19).

Por otro lado, Morgenbesser y cols. en 1994 examinaron los
efectos de la deficiencia del gen supresor de tumores de
retinoblastoma (Rb) en el desarrollo del cristalino, para lo cual
emplearon un modelo murino, en el cual, o bien dejaron en estado
heterocigoto a este gen, o lo suprimieron, con la finalidad de
establecer la funcion de Rb en la apoptosis dependiente de p53 en el
cristalino de ratdn (20).

Por otro lado, Nakamura et al. Usaron como modelo el cristalino de
ratbn para analizar la funcién del gen p53 humano. Estos
investigadores desarrollaron ratones transgénicos que expresaban el
gen p53 humano bajo la regulacion del promotor del gen de la a-
cristalina. La expresion de este transgen ocasiondé apoptosis en
células del cristalino. Las células del cristalino que se encuentran en
diferenciacion acumulan el producto de p53 transgénico después del
nacimiento, sus nucleos muestran evidencia bioquimica de
rompimiento de DNA y la conversion de dichas células a fibras

elongadas es interrumpida (21).
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5. BAX

Oltvai et al., al examinar interacciones de la proteina Bcl-2 que
pudieran ser parte de una via de muerte celular en vertebrados,
identificaron a Bax, una nueva proteina asociada a Bcl-2, cuya
expresion estable es permisiva para la apoptosis, mas no
necesariamente induce la muerte en células de vertebrados (22). Esta
nueva proteina tiene una secuencia que es 52% similar y 28%
idéntica con la secuencia de Bcl-2, sin embargo, ambos cumplen con
funciones opuestas, ya que, mientras Bcl-2 actia como inhibidor de
apoptosis, Bax actua como un promotor dela misma (23).

Recientemente, se ha encontrado que el gen bax tiene una
funciéon de supresor de tumores, y tambien se ha visto que tiene
mutaciones en ciertos tipos de canceres (24).

Yin y cols. mostraron el papel de bax en tumor de cerebro en
ratones transgénicos, encontrando que, en ratones mutantes para bax,
el crecimiento tumoral se aceleraba, mientras que la apoptosis
disminuia en un 50%, indicando con esto que bax se requiere para

una respuesta completa mediada por p53 (25).
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5.1 BAX Y p53

McCurrach ef al. demostraron que bax puede funcionar como un
efector de p53 en apoptosis inducida por quimioterapia, y que
contribuye a una via de p53 que suprime la transformacién oncogenica
(26).

Miyashita y Reed sugieren que uno de los posibles mecanismos
por los que la pérdida de p53 vuelve a las células tumorales mas
resistentes a la induccion de apoptosis mediada por drogas anticancer
pudiera ser la perdida de elevaciones inducidas por p53 en la
expresion del gen bax (27).

Li y cols., al trabajar en células epiteliales de cristalino de conejo
gue tenian inhibida la fosfatasa protéica por la aplicacion a las células
de acido okadaico, encontraron que, en éste sistema, tanto p53 como
bax son necesarios para la activacidon de los programas apoptéticos en
el cristalino (28).

Estudios recientes han demostrado que en algunos tejidos
murinos la expresion de bax es elevada después de ser estimulados

para apoptosis, y que puede ser directamente regulada por p53 (24).
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HIPOTESIS

bax es un gen blanco inducido en la via de apoptosis mediada

por p53 (27). La expresion de p53 en el cristalino induce apoptosis

(21). Por lo tanto es posible que la ausencia de bax en el cristalino de

raton tenga un efecto sobre la apoptosis mediada por el transgen p53.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si el gen bax interviene en la via de apoptosis

mediada por el transgen p53 en el cristalino de raton.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Obtener ratones carentes de bax, que presenten un transgen p53

humano.

2.- Determinar la presencia de microftalmia en las lineas de ratones.

3.-Comparar histolégicamente los cristalinos de los ratones de las
lineas mencionadas, tanto en microscopia de campo clarc como en

microscopia electrénica.

4 -Determinar la existencia de apoptosis en las lineas de ratones a

desarrollar.
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METODOLOGIA

1. Obtencidn de ratones con transgen p53 humano y carentes de

bax.

Para cumplir con el objetivo particular 1, llevamos a cabo las

cruzas necesarias de ratones desarrollados por Montes de Oca et al.,

en 1995 (29) y por Nakamura et al., en 1995 (21), de modo que

obtuvimos ratones que carecian de Bax, y que tenian el transgen p53

humano (Tabla 1).

LINEA 1 LINEA 2 LINEA 3 LINEA 4
BAX +/+ -/- +/+ _/-
TRANSGEN - - + +

Tabla1. Lineas de ratones obtenidas.

Estos ratones fueron mantenidos y apareados en cajas

especiales, las cuales estuvieron en un bioterio con temperatura,

humedad e iluminacién controladas.
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1.1. Genotipificacion

Para verificar el genotipo de los ratones, extrajimos DNA
gendmico de las colas de los ratones desarrollados, una vez que estos
cumplieron 5 semanas de nacidos, para posteriormente realizar
ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para los dos

genes mencionados (bax y transgen p53 humano).

1.1.1 Técnica de aislamiento de DNA gendémico

Se aislé6 DNA gendmico de los descendientes de las cruzas
antes mencionadas, conforme a la siguiente técnica: se corta
aproximadamente 1.5 cm de la cola de los ratones; ésta se coloca en
un tubo eppendorf con 500 ul de solucién lisis y 10 ul de proteinasa K
a una concentracion de 10 mg/ml. Este tubo se deja incubar
aproximadamente 6 horas en agitacion lenta a una temperatura de 55°
C, dando agitaciones periédicas en un agitador Maxi Mix.
Posteriormente, se centrifuga 2 minutos a 14000 g. Se elimina
aproximadamente 450 pl de sobrenadante y se pasa a un tubo nuevo.
Se afade un volumen igual de Fenol-cloroformo y se mezcla

suavemente, hasta alcanzar un tono lechoso. Después, se centrifuga
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12 minutos a 14000 g. La fase acuosa (superior) se separa y se pone
en otro tubo. Posteriormente, se precipita el DNA afiadiendo 450 pl de
isopropanol. Se centrifuga 3 minutos a 14000 g. Se elimina el
sobrenadante y se afiade 1 ml de etanol 70%. Es importante que en
este paso, |la pastilla de DNA se separe del fondo. Se centrifuga 1 0 2
minutos a 14000 g y se elimina el etanol. El etanol que aun quede en
el tubo se deja evaporar toda una noche. Posteriormente, se
resuspende el DNA en 200 ul de buffer TE 1X (Tris 10mM: EDTA

TmM)

1.1.2 Técnica de PCR
Para determinar el genotipo de los ratones, se utilizd la técnica
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en

inglés), para lo cual se emplearon los siguientes oligonucledtidos;

a)oligonucleétidos dirigidos al p3 5 -TCCAAATACTCCACACGCAA-3’

transgen p53 humano GE5R 5-TCCCAAATACTCCACACGC-3
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b)oligonucleétidos dirigidos ESF 5’-GAAGCTGATCAGAACCATCATGG-3
a bax NeoR 5-ACCCGCTTCCATTGCTCAGCGG-3

I5R 5-GGGTTGACCAGAGTGGCGTAGG'-3

En un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml se preparé una mezcla
de 1 ul de cada oligonucledétido, a una concentraciéon de 100 ng/ul, 2.5
ul de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) a 2.5 mM, 0.25 ul de Taq
polimerasa (5 U/ul), 2.5 ul de buffer para la enzima, asi como 17 ul

de agua bidestilada esterilizada. Empleamos 1ul de ADN.

Esta mezcla se incubé en un termociclador, siguiendo este

programa:
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Tiempo
Paso Temperatura (°C) Evento
(minutos)
1 94 4 Desnaturalizacién
2 94 1 prolongada
3 60 1 Desnaturalizacién
4 72 3 Apareamiento
5 34 ciclos al paso 2 Extension
6 72 7
Extension prolongada

Tabla 2. Programa de PCR empleado.

El resultado de la amplificacion fue interpretado mediante

electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

1.1.3 Electroforesis en gel de agarosa
Esta técnica tiene su fundamento en la separacién de moléculas

basada en su movilidad en un campo eléctrico, usando como soporte
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un gel de agarosa en una solucién amortiguadora. El procedimiento

fue el siguiente:

Se prepard un gel de agarosa al 0.8% en buffer TAE 1X (Tris-
Acetato 0.04 mM; EDTA 0.001 M), el cual se depositd en una camara

de electroforesis, cubriéndolo con buffer TAE 1X.

Se mezclaron 13 ul de la muestra a interpretar con 2ul de jugo
azul 6X (Azul de Bromofenol 0.25%, Xilencianol 0.25% vy Glicerol
30%). Para determinar el tamafio del producto amplificado, se utilizé
un estandar de 1000 pb (100 ng/ul), del cual se utilizaron 3 pl. Una vez
listas las muestras, se colocaron en los carriles del gel y se llevo a
cabo la electroforesis a 100 V por espacio de una hora

aproximadamente. Concluida la electroforesis, se tifid el gel con una
solucion de bromuro de etidio (2 nug/ul) por 10 minutos. Una vez tefido
el gel, se colocod en un transiluminador de luz UV para comparar las

muestras de la amplificacion con las bandas del estandar.
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2. Microscopia de campo claro y electronica.

Para llevar a cabo este objetivo, se siguid6 una técnica
previamente establecida por Jaramillo et al., a saber:

Se sacrificaron los ratones por dislocacién 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 Karnovsky por 30 min. a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, se hizo una abertura en la parte posterior del
0jo, a nivel de la salida del nervio 6ptico, con una navaja de rasurar y
bajo el microscopio estereoscédpico. Se continud fijando por 30 min.
mas. Por ultimo, se disecd el cristalino y se continué fijando a las
condiciones antes descritas por otros 30 min. El exceso de fijador se
elimind lavando en solucion amortiguadora de cacodilato de sodio 0.1

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

Con una navaja de rasurar se cortd cada cristalino hasta en ocho
o diez fragmentos. Se post-fijo en OsO4 al 1% por 1.5 horas a
temperatura ambiente. De nuevo, se elimin6 el exceso de fijador con

lavados iguales a los descritos anteriormente.
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El contraste en bloque se realizé colocando las muestras en
nitrato de wuranilo al 1% por 30 min. a temperatura ambiente.

Transcurrido este tiempo, se hicieron lavados de la forma 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 5

min. cada una.

Finalmente, se tratd las muestras con una mezcla de etanol al

100% y resina Spurr suave, 1:1, durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente el procesamiento continud, sometiendo las
piezas a mezclas de resina y etanol, en las siguientes proporciones y
tiempos: 2:1 por 1 hora, 3:1 por 1.5 horas, y 3:1 por 1.5 horas. Todas
estas incubaciones fueron a temperatura ambiente. Por ultimo, se
dejaron durante toda la noche a 4°C en una mezcla de Spurr suave:

Etanol 100%, 3:1.

Una vez transcurrido este plazo, se destaparon los frascos que

contenian las muestras bajo una campana de extraccién por 4 6 5
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horas, a fin de que se evaporara el etanol. Por ultimo, se les puso

Spurr suave puro y se guardaban a 4°C durante una noche mas.

Finalmente se incluian las piezas. Para esto, con |la ayuda de un
aplicador de madera cortado en uno de sus extremos a manera de
cuchara, se colocd cada una de ellas en los moldes de piastico en
donde previamente se habia vaciado resina. Se dejaron reposar por 2
horas, y finalmente se colocaron en una estufa a 60°C durante 48-72

horas.

Una vez completada la polimerizacion, se obtuvieron cortes
semifinos, los cuales se montaron sobre portaobjetos de vidrio, se
tifieron con azul de toluidina al 1% y se observaron al microscopio de
campo claro. Los cortes finos se montaron en rejillas de cobre, se
contrastaron con acetato de uranilo al 5% vy citrato de plomo al 0.4%, y
finalmente se observaron con el microscopio electronico de

transmisién Carl Zeiss modelo EM108.
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RESULTADOS

Obtencion de las lineas de ratones. Una vez obtenidos los ratones

carentes de bax, estos fueron cruzados con ratones transgénicos para
p53 humano. La descendencia de éstos fue sometida a ensayos de
PCR para comprobar su genotipo. La presencia del transgen p53
humano, se comprobé por la obtencion de un producto de 500 pares

de bases (pb) en la reaccién de PCR . (Figura 3).

1000 pb

500 pb

Figura 3. Gencotipificacidon del transgen p53 humano por PCR. Gel de agarosa
0.8%. Se realizaron reacciones de PCR usando DNA gendmico de los ratones
estudiados. En el carril 1, el marcador de peso molecular (1kb). En los carriles 2 y

3, ratones transgénicos para p53 humano. En el carril 4, ratébn normal
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La presencia taﬁto del alelo mutado de bax, como del alelo
normal, se comprobdé mediante la obtencion de una banda de
aproximadamente 600 pares de bases y una banda de
aproximadamente 300 pares de bases, respectivamente, en la
reaccion de PCR (Figura 4). En la figura se observa un ratén
heterocigoto (carril 2), un homocigoto mutante (carril 2) y un silvesfre

(carril 4).

1000 pb

500 pb

Figura 4. Genotipificacion del alelo mutado y normal de bax por PCR. Gel de
agarosa 0.8%. Se realizaron reacciones de PCR usando DNA genémico de los
ratones estudiados. En el carril 1, un marcador de peso molecular (1 kb). En el
carril 2, un ratén heterocigoto para bax , presentando tanto el alelo mutado (600
pb) como el alelo normal (300 pb). En el carril 3, raton carente de bax (presencia
solamente del alelo mutado). En el carril 4, ratdn normal (presencia solamente del

alelo normal). En el carril 5, negativo de la reacciéon de PCR.
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|. DESARROLLO DE MICROFTALMIA

Analisis externo de la microftalmia de los ratones carentes de bax

v hormales

Al observar in vivo los ratones carentes de bax (Figura 5C),
encontramos que presentaban, externamente, un tamano de o0jo
similar al de un ratén normal (Figura 5A). En la tabla 3 se puede ver

esta informacioén sintetizada.

Analisis externo de la microftalmia de los ratones transqgeénicos

carentes de bax y transgénicos

Al observar in vivo a estos ratones encontramos que los ratones
carentes de bax, transgeénicos para p53 humano presentaban
microftalmia (Figura 5D); de igual manera, los ratones transgénicos

para p53 humano presentaban microftalmia (Figura 5B);



Figura 5. Aspecto in vivo de los ratones. (A) Ratén normal, sin microftalmia,
obsérvese el tamafo normal del ojo. (B) Ratén transgénico para p53 humano,
con microftalmia. (C) Ratén carente de bax, nétese el tamarfio similar al de los

ratones normales. (D) Raton carente de bax y transgénico para p53 humano,

notese la microftalmia.
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LINEA oJo MICROFTALMIA

NORMAL

NORMAL + -

P53 . +

TRANSGENICO

CARENTE DE + -

BAX

CARENTE DE - +
BAX

TRANSGENICO

Tabla 3. Comparaciéon macroscépica de los ojos de los ratones estudiados
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Il. ANALISIS DE LOS CRISTALINOS POR MICROSCOPIA DE

CAMPO CLARO

Analisis histologico de los cristalinos de ratones carentes de bax

v hormales.

En los ratones carentes de bax (Figura 6C) se aprecia una
capsula externa de tejido fibrocolagenoso, debajo de la cual se
extiende una capa de células epiteliales cuboideas. En la parte media
del érgano, el nuclec de dichas células se alarga y posteriormente
desaparece (al igual que el resto de sus organelos), dando lugar a las
células fibrosas. Estas ocupan el resto del cristalino, formando capas
paralelas y altamente ordenadas. Por otra parte, en los ratones
normales (Figura 6A), se observa la misma disposicidn estructural que

en los ratones normales con bax.
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Analisis histologico de los cristalinos de ratones transgénicos

carentes de bax y transgeénicos.

Al analizar en microscopia de campo claro la histologia de
cristalinos de ratones transgenicos carentes de bax (Figura 6D)
encontramos que no se distingue la capsula externa de tejido que
normalmente esta presente, las células epiteliales forman acumulos y
su nucleo esta muy condensado (apoptotico). El interior del érgano
posee una estructura altamente desordenada y se observan también
nucleos apoptédticos con cromatina muy condensada. Esta condicion
de desorden estructural es compartida por los cristalinos de los

ratones transgénicos (Figura 6B).



Figura 6. Microscopia de campo claro de cristalinos de ratones normales y de
transgenicos para p53 humano, carentes de bax y carentes de bax transgénicos.
(A) Ratdn normal. 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) Ratén transgénico. No se
observa la capsula externa, las céiulas epiteliales forman acimulos ( —™ )y
presentan nucleos apoptéticos( —e ). (320X). (C) Ratdn carente de bax. Se
observa la capsula que rodea al 6rgano ( —» ), y las células fibrosas formando
capas paralelas y altamente ordenadas ( —® ) ( 200X). (D) Ratdn carente de bax
transgénico. El interior del cristalino no présenta un orden definido. Se observan

multiples cuerpos apoptéticos con cromatina condensada libres( —+ ) (200X).
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I1l. ANALISIS DE LOS CRISTALINOS POR MICROSCOPIA

ELECTRONICA

Analisis ultraestructural de los cristalinos de ratones carentes de

bax y normales

En los ratones carentes de bax (Figura 7C) se observa la
capsula externa de tejido fibrocolagenoso, celulas epiteliales con
nlcleos alargados de morfologia normal y el acomodo ordenado de las
fibras. En los ratones normales (Figura 7A), se observa la misma
organizacion que en los ratones carentes de bax. Se aprecia, de
afuera hacia adentro, la capsula externa, células epiteliales con

morfologia normal y, en la parte mas interna, las fibras.
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Analisis ultraestructural de los cristalinos de ratones

transgénicos carentes de bax y transgénicos

Ultraestructuralmente, en los ratones transgénicos carentes de
bax (Figura 7D) no hay un orden en el interior del érgano,
observandose cuerpos apoptéticos con cromatina condensada libres, y
otros ya fagocitados por una célula vecina;, de igual forma, en los
ratones transgénicos para p53 humano (Figura 7B), no se aprecia un
orden, observandose asimismo cuerpos apoptdticos con cromatina

libres.
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Figura 7. Microscopia electréonica de cristalinos de ratones normales,
transgenicos, carentes de bax y de carentes de bax transgénicos para p53
humano. (A) Raton normal. Se observa, de afuera hacia dentro, una capsula de
tejido fibrocolagenoso( % ), células epiteliales con nucleos alargados de
morfologia normal( —e ) i( las celulas fibrosas formando capas paralelas y

altamente ordenadas ( ). (B) Raton carente de bax transgénico. No se
observa la cépsula externa ni orden definido, las células epiteliales forman
acumulos ( —® )y se observan cuerpos apoptéticos ya fagocitados por una
célula vecina ( ——=> ). (C) Raton carente de bax, microscopia electrénica. Se
observa la capsula que rodea al érgano( ——» ), células epiteliales con nlcleos
alargados de morfologia normal ( —® ), y las células fibrosas formando capas
paralelas y altamente ordenadas ( —e )} (3000X). (D) Ratén carente de bax,
transgénico, microscopia electronica. El.interior del cristalino no presenta un orden
definido. Se observan cuerpos apoptéticos con cromatina condensada libres
( —» X}7000X).
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DISCUSION

p53 es el gen supresor de tumores mas importante. Este gen
lleva a cabo dicha funcién mediante apoptosis (muerte celular
programada) o efectuando un alto de la progresion del ciclo celular en
G1. Mas de la mitad de todos los canceres humanos presentan
mutaciones en dicho gen. Por este motivo, el estudio detallado de los
mecanismos empleados por p53 tiene grandes implicaciones en el

entendimiento de la presentacion y progresion del cancer.

En este trabajo se observaron las caracteristicas tipicas
morfolégicas y ultraestructurales de la apoptosis inducida por la
expresion del transgen p53 humano en el cristalino de ratén (30),
mismas que se analizaron en la ausencia de bax. Los parametros de
apoptosis previamente establecidos para este modelo de apoptosis se
hicieron evidentes en este trabajo. Se observé microftalmia vy
cristalinos pequenos en los ratones transgénicos para p53. Estas
caracteristicas son las observadas previamente por Jaramillo et al. y el
fenotipo correlaciona con la deteccidn de la fragmentacién nuclear

detectada previamente en el cristalino por la expresion de p53 (30).
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Usando este modelo demostramos que la induccién de apoptosis
por p53 en el cristalino de ratén es independiente de bax ya que los
ratones transgénicos mostraron un fenotipo similar de apoptosis en la
presencia y ausencia del gen bax. En los ratones transgénicos sin bax
se presentd microftalmia, desorganizacion celular del cristalino y dafo

celular apoptotico observado por microscopia electronica.

Es importante recordar que bax es un gen blanco de p53 y de
hecho es un gen de respuesta primaria de apoptosis inducida por p53
(27). Por tal motivo resulta notorio que p53 haya inducido apoptosis
en ausencia de bax. Sin embargo no podemos descartar el hecho de
que en un momento dado existan dos vias de apoptosis inducidas por
p53 en el cristalino de ratones, una dependiente de bax y otra
independiente del mismo, de tal manera que aun y cuando se inhibiera
la via dependiente de bax la otra indujera la apoptosis que se observa
en los ratones transgénicos sin bax. También es posible que p53

active otros genes que pudieran compensar la funcién de bax.
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El presente trabajo contribuye a profundizar en el conocimiento
de los mecanismos de accién que utiliza p53 para inducir apoptosis y
proteger al organismo en contra del desarrollo de tumores. Esto es de
suma importancia, ya que los resultados aqui obtenidos pueden
contribuir a un mejor disefio de las terapias genéticas contra el cancer,

o mejorar aquellas ya existentes.

CONCLUSION

La ausencia de bax no alteré la via natural de apoptosis ni la

inducida por el transgen p53 humano en el cristalino de ratén.
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