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RESUMEN

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 progresiéon del ciclo celular en la fase G1. Mas del 50% de todos los
canceres humanos presentan mutaciones en dicho gen y el otro tanto por ciento
presentan alteraciones en productos de genes que interactian en esta via de
apoptosis. Por este motivo, el estudio detallado de los mecanismos empleados
por p53 tiene grandes implicaciones en el entendimiento de la presentaciéon y
progresion del cancer. E2F1 es un factor de transcripcidon que interviene en la
transiciéon de la fase G1 a la S del ciclo celular, el cual ha sido propuesto como
integrante de la via de apoptosis mediada por p53. En este trabajo usamos un
modelo de apoptosis in vivo dependiente de p53, el cual se expresa
especificamente en el cristalino. En este modelo se establecieron tres parametros
indicativos de apoptosis: (a) desarrollo de microftlamia, (b) pérdida del
ordenamiento celular del cristalino y (c) dafio celular apoptético. En este modelo
determinamos si el gen E2F1 intervenia en la apoptosis mediada por el transgen
p53 humano. Para esto se generaron ratones transgénicos para p53 en un fondo
genético con y sin E2F1, y ratones sin el transgen p53 humano en un fondo
genético con y sin E2F1. Estos ratones se analizaron con los tres parametros
antes mencionados. En el supuesto que E2F1 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: Los
ratones carentes de E2F1 mostraron un fenotipo similar al de los ratones
silvestres. En el caso de la apoptosis mediada por p53, al eliminar E2F1 en los
ratones transgénicos, estos siguieron mostrando el fenotipo caracteristico de Ia
apoptosis observado en los ratones transgénicos con E2F1. Sin embargo,
observamos que en los ratones transgénicos sin E2F1 la apoptosis fue mucho
mas severa que en aquellos ratones transgénicos con E2F1. Basandonos en
estos resultados, podemos concluir que E2F1 interviene como modulador en la

via de apoptosis mediada por el transgen p53 en el cristalino.



INTRODUCCION

Los cambios observados en el pais en los aspectos sociales, politicos y
econémicos han propiciado modificaciones en la conducta de la poblacion y han
alterado sus habitos alimenticios y de comportamiento. Al exponer su organismo
a un gran numero de factores de riesgo que favorecen la aparicion de
alteraciones en la profundidad de los tejidos sometidos a los efectos de nuevos y
numerosos compuestos quimicos, asi como la practica de habitos nocivos para la

salud como el tabaquismo, alcoholismo y consumo de otras drogas.

Esta nueva “cultura” esta ligada al incremento de padecimientos no
transmisibles entre ellos el cancer, que afecta cada vez a mayor numero de
personas de todas las edades y se presenta cada vez con mas frecuencia en

etapas mas tempranas de la vida.

En la dltima mitad del siglo XX se comenzaron a manifestar estos
cambios en la manera de enfermar y de morir de los mexicanos; a partir de 1988
las enfermedades del corazdn se situaron como la primera causa de morbilidad y
mortalidad con 47,905 defunciones y una tasa del 57.9 por 100,000 habitantes,
siendo la enfermedad isquémica la que ocupé el primer lugar como causa de

muerte.

El cancer aparecid como la segunda causa de muerte a partir de 1989,
ano en el que se registraron 40,628 defunciones y una tasa de 48.2 por 100,000
habitantes, siendo los tipos mas frecuentes los de pulmodn, estomago y cuello
uterino con tasas de 6.1, 5.2 y 5.1 respectivamente. Desde entonces el cancer es
responsable del 12.0% de todas las defunciones que se registran en el pais, las
estadisticas muestran que alguna forma de esta enfermedad afecta mas de la

tercera parte de la poblacion mundial.



El desarrollo y el mecanismo molecular en la progresion del cancer son
complicados e involucran la interaccidn de genes supresores de tumor,
oncogenes, factores de crecimiento, moléculas de adhesidon, vy factores
angiogénicos que ayudan en la transicion de una célula normal a adquirir el
fenotipo de una célula maligna. El inicio y desarrollo del cancer involucran un
dano inicial causando un desorden que con frecuencia provoca una regulacion
negativa de los genes supresores de tumor o una induccion de los oncogenes. El
crecimiento sin limite es la falla mas caracteristica de los tumores que representa
una cantidad de eventos desfavorables. Primero, un cambio genético, dado por
sefiales extrinsecas e intrinsecas, en un sitio determinado y segundo, cuando los
procesos de reparacion del DNA fallan o por dafio a éste. La inestabilidad
gendmica debido a cambios acumulados, favorece la seleccion de células
malignas con un agresivo incremento de las propiedades del crecimiento y una

rapida expansion del tumor.

El cancer es una enfermedad enteramente genética y por esto es
necesario conocer sus bases moleculares y el como una célula normal se puede
defender de la transformacién para activar estos sistemas con una terapia

génica..



ANTECEDENTES

CANCER

El cancer es un trastorno del crecimiento y comportamiento celular, su
causa ultima debe definirse a escala celular y subcelular (Cotran et al.1996). Los
diferentes tipos de cancer son causados por anormalidades en la secuencia del
DNA. Durante el transcurso de la vida el DNA de las células humanas esta
expuesto a mutagenos y sufre cambios en la replicacién, resultando en cambios
sutiles y progresivos en las secuencias de DNA de cada célula. Ocasionalmente,
una de estas mutaciones somaticas altera la funcibn de un gen critico,
otorgandole una ventaja de crecimiento a la célula en la cual a ocurrido y
resultando en la emergencia de una expansion clonal derivada de esta célula. En
suma las mutaciones en genes blanco relevantes de la célula, vy
consecuentemente su expansiéon clonal, producen células que invaden a otros
tejidos y que causan metastasis. El cancer es la enfermedad genética mas
comun: Una de cada tres personas en el mundo occidental desarrollan cancer, y

una de cada cinco mueren por ello (Futreal et al. 2001).

TIPOS DE MUERTE CELULAR

Necrosis

Los términos necrosis y apoptosis hacen principalmente referencia a los
aspectos morfolégicos de las celulas que mueren. Una célula necrética se hincha,
explota y libera su contenido citoplasmico, lo que produce una respuesta
inflamatoria al atraer células del sistema inmune. Originalmente se pensaba que
todas las muertes celulares, o al menos una gran mayoria, presentaban esta
moifologia. Sin embargo, esta muerte esta restringida a situaciones
"accidentales" o agudas: heridas, infecciones, el dafio inicial en infartos, etc. Su

asociacion con la respuesta inflamatoria la hacen facilimente detectable.



Apoptosis

La muerte celular programada es un importante mecanismo en el
desarrollo y homeostasis en tejidos adultos para la remocién de células
sobrantes, infectadas, transformadas o dafadas por la activacion de un programa
suicida intrinseco. La muerte celular programada es conocida como apoptosis, la
cual se caracteriza por mantener las membranas de la célula intactas durante el
proceso de suicidio, hasta tal punto que permite que la célula adyacente cubra
totalmente a la célula agonizante para que esta no libere su contenido y pueda
disparar una reaccioén inflamatoria local. Las células apoptéticas usualmente
presentan una morfologia caracteristica, como: fragmentacién de la membrana en
cuerpos apoptoéticos, condensacion nuclear y citoplasmica y division endolitica
del DNA en pequefios fragmentos oligonucleosomales (Steller, 1995). Las
células o sus cuerpos apoptédticos son fagocitados por macrofagos. La sefales
que disparan la apoptosis pueden estar incluidas dentro de la informacion linaje
de la célula, dafio por radiaciones, infecciones virales o sefiales extracelulares.
Las sefales extrinsecas pueden suprimir o promover apoptosis y algunas
promover la sobrevivencia en un tipo celular y en otras invocar Ila apoptosis
(Steller, 1995). La invocacidon al programa de suicidio involucra la sintesis de
RNAm especificos y su traducciéon. La apoptosis se puede suprimir por inhibicion

de la transcripcién o traduccion (Steller, 1995).
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Figura 1. Respuesta de la célula a sefiales extrinsecas e intrinsecas

La apoptosis en el desarrollo

Las investigaciones de la muerte celular programada como un
mecanismo del desarrollo se remonta a 1930. Los procesos del desarrollo que

involucran a la apoptosis son:

Eliminaciéon de 6rganos y tejidos transitorios. Por ejemplo en los vestigios
filogenéticos (pronefros y mesonefros en los vertebrados de nivel evolutivo mas
alto) en la cola y branquias de los anuros, asi como en los érganos larvales de los

insectos holometabolos.



Remodelacion de los tejidos. En los primordios de las extremidades de
los vertebrados, son un ejemplo. Si falla la apoptosis, en la formaciéon de los
dedos, estos se quedan unidos por tejido suave. Al comparar, por ejemplo, la
situacion en los primordios de las patas traseras de algunas aves, esto se debe a
la falla de la apoptosis en el mesodermo y ectodermo, esto permite que los
digitales permanezcan unidos permanentemente (Saunders, 1966). Esta
observacién implica que el ectodermo provee una sefal para disparar la
apoptosis. Otro ejemplo es la formacion de las asas del corazén durante el
desarrollo del vertebrado. La reduccidén de células en ganglio espinal ocurre
durante el desarrollo del embrién del ave (Saunders, 1982), esto tiene un preciso

control espacial y cronolégico.

IMPORTANCIA DE LA APOPTOSIS EN TERAPIA

La muerte celular programada esta sujeta a una importante
actividad en lo que a investigaciones se refiere. Este interés, en gran parte, se
debe al potencial para comprender la oncogénesis y la posibilidad de explotar la
muerte celular programada (apoptosis) como tratamiento terapéutico. Por
ejemplo, la inhibicidn de la apoptosis contribuye a la oncogénesis por promover

que las células se inmortalicen.

Oncogenes y genes supresores de tumor

Los oncogenes fueron identificados primeramente como genes de virus
que causan transformaciéon en sus células blanco. Algunas clases de oncogenes
virales tienen contrapartes celulares que estan -involucrados en funciones
celulares normales. Los genes celulares son llamados proto-oncogenes, y en

ciertos casos su mutacion o activacion o expresidon aberrante se asocia a la

q



formacion de tumores. Estos se clasifican en varios grupos, los cuales
representan diferentes tipos de actividades que van desde proteinas
transmembranales hasta factores de transcripcion. La generacién de un oncogen
representa una ganancia de funcidn en la cual un proto-oncogen celular se
adquiere de un virus o se activa de alguna otra manera. El cambio puede
involucrar la activacion constitutiva de una funcidn que generaimente esta
regulada, la expresion del gen en un tipo celular donde generalmente no se
expresa, o l|la sobreexpresion en tejido normal. Generalmente este cambio

involucra cambios mutacionales en el producto proteico.

Los genes supresores de tumor se detectan en forma de deleciones (u
otras mutaciones inactivadoras) que son tumorigénicas. Es decir, se presenta una
pérdida de funcidon en genes que generalmente imponen algun control del ciclo 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 desarrolian tumores que pierden ambos alelos y por lo tanto

carecen de un gen activo (Lewin, 1894).

A la fecha se han identificado 30 genes supresores de tumor y mas de

100 oncogenes (Futreal et al. 2001)

ASPECTOS GENERALES DE p53 Y E2F-1

p53

La pérdida del control del ciclo celular y la inestabilidad gendmica son
caracteristicas de la mayoria de las células tumorales. La activacion de los proto-
oncogenes que promueven el crecimiento celular, en combinacion con la
inactivacién de los genes supresores de tumor que funcionan inhibiendo Ia

progresion del ciclo celular, da lugar a la progresién de un tumor y finalmente a su

8



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
ribonucleico mensajero (MRNA) de 2.8 kb y codifica para una fosfoproteina
nuclear de 53 kilodaltones (de ahi su nombre), la cual contiene 393 aminocacidos. .
Una de las funciones primarias de p53 es evitar la acumulacion de alteraciones
genéticas después de que se presenta dafio en el DNA. Para cumplir con esto,
p53 inhibe el crecimiento de las células dafiadas mediante dos mecanismos. En
respuesta al DNA dafiado, p53 es capaz de mediar un alto del ciclo celular en Gy,
tal vez para permitir las reparaciones genomicas necesarias. Asi mismo, puede
causar la eliminacién de las células dafadas iniciando la apbptosis. (Thut et al.
1997).

Normalmente, hay dos alelos de p53; en caso de que uno de ellos mute,
el alelo que permanece sin alteracidén suple la funcién del mutado, aunque no
completamente, ya que individuos que sdélo tienen un alelo p53 funcional
presentan mutagénesis con una frecuencia mayor que aquellos con dos alelos

funcionales, aunque menor que aquellos sin ningun alelo funcional.

Donehower et al. (1992), mediante procedimientos de recombinacidn
homéloga, demostré que la inactivacion de p53 en ratones induce el desarrollo de

tumores a una frecuencia elevada, principalmente linfomas y sarcomas (Figura 2).
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Figura 2. Funciones de p53 en la progresién del ciclo
celular

E2F-1

Una gran cantidad de virus tumorales tienen la capacidad de transformar
células eucaridticas a través de la unién e inactivacién del producto del gen del
retinoblastoma (Nevins, 1992). Se conocen varias proteinas que se unen a la
proteina Retinoblastoma (Rb). Una de ellas es el factor de trascripcion E2F-1 el
cual originalmente se identificé como una proteina esencial para la activacion del
promotor adenoviral E2 dependiente de la oncoproteina E1A. Se ha descubierto
en la regidn promotora de un gran numero de genes, involucrados en [a
proliferacion celular y en la sintesis de DNA, la secuencia que reconoce el factor
de transcripcion E2F. E2F-1 es expresado en una gran cantidad de lineas
celulares, asi como en diferentes tejidos. Helin et al. (1992) reporté un cDNA
clonado al que llamo proteina 3 unida al retinoblastoma (Rbbp3) al cual ahora se

le conoce como E2F-1.

10



Neuman et al. (1996) encontraron que el gen E2F-1 humano esta
compuesto de 7 exones distribuidos en aproximadamente 11 kb. La proteina E2F-
1 se une al DNA por su extremo N-terminal y posee un dominio acidico para la
transactivacién. Mediante la fluorescencia de la hibridacion in situ (FISH)

localizaron la posicion del gen en la regién 20gq11.2 del genoma humano.

Zhang y Chellepan (1995) reportaron que los factores de transcripcién de
la familia E2F se unen al DNA como homodimeros o heterodimeros en asociacion

dimérica con DP1 o DP2.

E2F1Y LA APOPTOSIS

La proteina del gen supresor de tumores pRB forma un compiejo represor
con el factor de transcripcion E2F-1. Empleando un modelo in vivo en raton con
deleciones en los genes de ambas proteinas, Tsai et al. (1998) demostraron que
los ratones carentes para gen supresor de tumores Rb morian a la mitad de la
gestacion por defectos en la eritropoiesis, en el control del ciclo celular, y en la
apoptosis. Ellos demostraron también que los embriones carentes, tanto para Rb
y su blanco E2F-1 mostraron una supresion significante de apoptosis e ingreso a
la fase S en ciertos tejidos, comparados con los carentes solo para Rb indicando
que E2F-1 es un mediador critico de estos efectos. Nevins (2001) resalta la
importancia de la ruta de Rb/E2F en la proliferacion celular, y en determinar el

destino de la célula y el desarrollo de cancer.

La proteina de gen MYC induce la transcripcion de los genes E2F-1, E2F-
2 y E2F-3. Usando fibroblastos embriénicos de ratén en los cuales se les realizd
una delecion individual para los genes de E2F, Leone et al. (2001) mostraron que
MYC induce la entrada a la fase S y que la apoptosis requiere las distintas
actividades de los miembros de la familia de E2F. La capacidad de MYC para

inducir la fase S se vio desfasada en la ausencia de E2F-2 o E2F-3 pero no con

11



E2F-1 o E2F-4. En contraste la habilidad de Myc para inducir apoptosis se vio
marcadamente reducida en células a las cuales se les inactivé el gen E2F-1, pero
no en las de E2F-2 o E2F-3. Los autores proponen que la induccidén especifica de
las actividades de E2F-1 es un componente esencial en la ruta de MYC para el
control de la proliferacién celular.

En 1999, Pierce et al., usando como modelo un ratén transgénico que
expresaba el gen E2F-1 bajo el control del promotor de la queratina 5 (K5),
demostraron que el incremento de la actividad de E2F-1 pude promover
tumorigénesis al cooperar con el transgen v-Ha-ras induciendo papilomas
benignos, ademas la deficiencia de p53 inducia carcinomas espontaneos de piel.
Ellos reportaron que a cierta edad los ratones transgenicos K5 E2F-1, se
encuentran predispuestos a desarrollar tumores espontaneos en una variedad de
tejidos que expresan K5, incluyendo piel, vagina, estomago y epitelio
odontogénico. Por otro lado, encontraron que los ratones transgénicos K5 E2F-1
son resisientes al desarrollo de tumores en piel siguiendo un protocolo de
carcinogenesis en dos etapas. Por lo tanto, ellos sugieren que el efecto de
supresion de tumores ocurre en la etapa de promocion e involucra la induccion de
la apoptosis. Con estos resultados ellos demostraron que el incremento en la

actividad de E2F-1 puede promover o inhibir la tumorigenesis.

Interaccioén entre p53 y E2F-1

Para estudiar si E2F-1 estaba involucrado en la apoptosis dependiente de
p53, Pan et al. (1998) utilizaron un modelo de apoptosis inducida por la expresiéh
del antigeno T del virus SV40. En este modelo la carencia de p53 reduce la
apoptosis en un 80%, es decir que dicha apoptosis es dependiente
principalmente de p53. Al eliminar del sistema E2F1, en presencia de p53, la
apoptosis se redujo en un porcentaje similar a aquella inducida por p53. Es decir
que en la via de apoptosis inducida por la expresion del antigeno T de SV40
participan tanto p53 como E2F1. A diferencia de las células normales, la

proliferacion de las células transformadas no se ve perjudicada por la carencia de
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la proteina E2F-1, compensando el efecto de la reduccion de apoptosis. Estos
estudios pueden explicar la funcion paradéjica de que E2F-1 puede actuar como
un oncogen y un supresor de tumores en los modelos experimentales (Field et al.,
1996).

La fuerte estimulacion del receptor de las células T, causa la apoptosis en
la seleccion positiva en los timocitos por muerte celular inducida por la activacion
TCR (TCR-AICD, por su siglas en inglés). Empleando el ensayo del TUNEL (TdT
mediated dUTP nick end labeling), Lissy et al. (2000) demostrdé que las células
que sufren un TCR-AICD inducen un gen' relacionado a p53 denominado gen
TP73, y que la introduccién de un gen dominante negativo E2F-1 o TP73, pero no
E2F-2, E2F-4, o p53, protege a las células del TCR-AICD.

Sherr (1998) menciona en su revision que E2F-1 induce apoptosis
dependiente de p53 al inducir la transcripcion de ARF (CDKNZ2A), el cual
neutraliza a MDM2 vy estabiliza a p53. Irwin et al. (2000) reportd que una
expresion transitoria de E2F-1 activa directamente el promotor de p73 y causa
una acumulacién del RNAmM de p73, e incrementa los niveles de la proteina TP73,
pero no afecta a TP63. Los analisis de TUNEL mostraron que la apoptosis se vio
disminuida sustancialmente en fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs) que
expresaban E2F-1 con p53 o p73 mutado, y que fue indetectable en los MEFs
que tenian ambos genes inactivados (p53 y p73). Similarmente los MEFs con p53
Inactivado eran mas susceptibles a la apoptosis que los doblemente inactivados
después de la introduccién de E2F-1 por infeccién retroviral. Por lo tanto ellos
sugieren que E2F-1 puede inducir apoptosis de una manera independiente de

p53 a través de p73.

Chen et al. (2000) demostraron que a los 15.5 dias de edad del embridn,
con una fuerte expresion del transgen E2F-1 o E2F-2 la proteina es detectada en
las fibras celulares del cristalino, con poca o ninguna expresién en las células
epiteliales. La incorporacion de BrdU y los analisis de TUNEL mostraron que la

sobreexpresion tanto de E2F-1 como de E2F-2 fue suficiente para causar que las
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células postmitéticas reingresaran al ciclo celular y subsecuentemente la
apoptosis. La expresion de ambos genes fue suficiente para inducir la
transcripcion de las ciclinas A2, B1 y E, asi como p53 y Bax en las células
fibrosas. Por lo tanto, ellos concluyeron que la expresion de E2F-1 o E2F-2
inducen a las celulas postmitdticas reingresar al ciclo celular, lo cual es detectado

por p53 produciendo la muerte celular programada (apoptosis).

MODELO EXPERIMENTAL

El cristalino

El cristalino ofrece un modelo experimental excelente para estudiar el
efecto y la interaccidén de los genes supresores de tumor y oncogenes. El
cristalino esta constituido principalmente por capas concentricas de celulas
fibrosas que se van formando en el transcurso de la vida a parir de la
diferenciacién de células epiteliales que se encuentran en el margen ecuatorial
del 6rgano. La diferenciacidén de las células se caracteriza por el alargamiento
celular, la sintesis de las proteinas cristalinas y la degradacién de todos los
organelos rodeados por membrana, incluyendo el nucleo. Debido a que no existe
el recambio celular en el cristalino, todas las células se retienen en el tejido,
siendo las que se encuentran mas cercas del centro las mas antiguas y las

cercanas a la superficie las mas recientes (Bassnet et al. 1997).

En el desarrollo normal del ratdn, despuées de la formacidon de la vesicula
del cristalino en el dia embrionario 11.5 (E 11.5), un grupo de células se colocan
en la pared posterior, salen del ciclo celular normal y se alargan en una direccion
anterior dentro de la vesicula. En el dia E 14.5, el alargamiento es completo, lo
que resulta en el cristalino que consiste de ceélulas fibrosas postmitéticas
diferenciadas, cubiertas anteriormente por una capa de células epiteliales

inmaduras y proliferantes (Morgenbesser et al. 1994).
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El cristalino de los mamiferos tiene una concentracion de proteina de
35% de su peso humedo, el doble que la mayorfa de los tejidos. La mayoria de
las proteinas solubles en agua caen en uno de los tres grupos de cristalinas
descritos originalmente (o, p y y). La mas grande de las cristalinas es la «-
cristalina, con un peso molecular mayor de 5 X 10° Daltons. La fraccién de o-
cristalina no es una sola proteina, si no que esta compuesta de una mezcla de
agregados macromoleculares de diferente tamafio de cuatro subunidades de
proteinas distintas, pero muy relacionadas. Cabe sefalar que la a-cristalina
representa aproximadamente el 35% de las proteinas del cristalino (Anderson,
1983).

Por lo que se menciona anteriormente el cristalino provee un sistema
ideal para el estudio del proceso de interaccién de genes supresores de tumor y
oncogenes en un modelo in vivo. Aprovechando las facilidades que otorga el
cristalino (accesibilidad, morfoldgia caracteristica, etc.) y no pone en riesgo la vida

del individuo (Figura 3).

) Epitelio germinativo
Fibras

celulares

Degradacion del nacleo
y organelos

Zona libre de organelos

Figura 3. Estructura esquematica del cristalino.
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El cristalino como modelo experimental

Mahon et al. (1987) fueron los primeros en utilizar €l cristalino in vivo para
probar la tumorigenicidad del oncogene antigeno T del virus SV40. Para esto
construyeron un gen hibrido compuesto por el promotor de la alpha-cristalina
fusionado a la secuencia codificante del antigeno T del SV40 y observaron que

se desarrollaban tumores en el cristalino de estos ratones transgénicos.

Por otro lado, Morgenbesser et al. (1984) examinaron los efectos de la
deficiencia del gen supresor de tumores de retinoblastoma (Rb) en el desarrollo
del cristalino. Para esto 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 funcién de Rb en la apoptosis dependiente de p53 en el cristalino de ratén.
demostrando que la pérdida de funcién de Rb esta asociada con la proliferacion
no controlada, expresion desfasada de marcadores de diferenciacion y una
apoptosis inadecuada en las fibras celulares del cristalino. Mostraron que la
apoptosis ectopica en el cristalino deficiente de Rb es dependiente de p53, por
que los embriones carentes Rb/p53 presentaron una supresion completa de este

efecto.

Ademas, Nakamura et al. (1995) desarrollé raiones transgénicos que
expresaban especificamente en el cristalino el gen p53 humano bajo la regulacion
del promotor del gen de la a-cristalina. Estos ratones mostraron apoptosis en el

cristalino y microftalmia.

Otros investigadores, como son McCaffrey et al. (1999) expresaron la
oncoproteina E7 dirigida al cristalino y encontraron que al formarse el complejo
E7/pRb se interrumpia la diferenciacién e inducia la proliferacion celular, y

apoptosis.

Jaramillo et al (2001) observaron que los ratones con el transgen p53

humano homocigotos presentaron microftlamia y los ratones hemicigotos no
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presentaron diferencias con los ratones silvestres. Al aplicar su modelo de estudio
de interaccién entre p53 y MDM?2, los ratones carentes de MDM2 (linea control)
presentaron caracteristicas fenotipicas, histoléogicas y ultra estructurales
semejantes a los ratones normales, por lo que concluyeron que MDM2 es un

regulador negativo de p53 en células diferenciadas.
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JUSTIFICACION

E2F1 tiene propiedades paradédjicas, ya que por un lado puede actuar
como gen supresor de tumores (in vitro se ha demostrado que el producto del gen
E2F-1 causa apoptosis dependiente de p53, ademas, la delecibn homocigota
para E2F-1 in vivo induce el desarrollo de diferentes tumores) y por otro actuar
como un oncogen (Yamasaki et al. 1996, Field et al. 1996, Pierce et al. 1999 y
Chen et al. 2000).

Estas propiedades contrastantes pueden deberse en parte a la
combinacion de diferentes sefales que existen en las celulas de los diferentes
tejidos, es decir, que el efecto de la ausencia o sobre expresion de E2F1

dependera del tipo celular involucrado.

No existen reportes in vivo sobre la importancia de E2F1 en la apoptosis
inducida por p53. En el presente trabajo se utilizd un modelo de apoptosis en el
cristalino de raton, dependiente de p53, con el proposito de obtener evidencias in

vivo de la participacion de E2F1 en la via de apoptosis de p53.
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HIPOTESIS

Ho: E2F-1 no es parte de la via de apoptosis mediada por el transgen p53 en el

cristalino de raton.

Ha: E2F-1 es parte de la via de apoptosis mediada por el transgen p53 en el

cristalino de raton.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto que tiene la ausencia del gen E2F1 en la apoptosis mediada
por un transgen p53 humano, en el cristalino de raton. '
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener lineas de ratones que expresen el transgen p53 humano en un

fondo genético carente de E2F1.

2. Analizar el tamano de los ojos y de los cristalinos en los ratones

transgénicos para p53 en la presencia y ausencia de E2F-1.

3. Analizar al microscopio de campo claro la ocurrencia de apoptosis.
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METODOLOGIA

Obtencion de Lineas de Ratones.

Para cumplir con el objetivo especifico 1, llevamos a cabo las
cruzas necesarias de ratones “knock-out” (E2F1 +/-) desarrollados por Yamasaki
et al. (1996) con los ratones transgénicos desarrollados por Nakamura et al.
(1995) de modo que obtuvimos ratones que carecian de E2F-1 y que tenian el

transgen p53 humano (Tabla 1).

Tabla 1. Lineas de ratones obtenidas.

LINEA 1 LINEA 2 LINEA 3 LINEA 4
E2F-1 +/+ -/- ++ -f-
transgen p53 -/~ -/~ +H+ +/+

Estos ratones fueron mantenidos y apareados en cajas especiales,
estuvieron en un bioterio donde las condiciones fueron controladas para su

optimo desarrollo: alimentacion, temperatura, humedad e iluminacion adecuadas.

Genotipificacion

Para verificar el genotipo de los ratones, se extrajo DNA genémico de las
colas de los ratones desarrollados, una vez que se cumplieron 5 semanas de
nacidos, para posteriormente realizar ensayos de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para los dos genes mencionados (E2F-1 y transgen p53).
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Técnica de aislamiento de DNA genomico

Se aisld6 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 ml de
solucién lisis y 10 ml de proteinasa K a una concentracion de 10 mg/ml. Este
tubo se deja incubar aproximadamente 6 horas en agitacidon lenta a una
temperatura de 55°C, dando agitaciones peridédicas en un vortex Maxi Mix.
Posteriormente, se centrifuga 2 minutos a 14000 rpm. Se elimina
aproximadamente 450 ml| de sobrehadante 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 12 minutos a 14000 rpm. La fase acuosa
(superior) se separa y se pone en otro tubo. Posteriormente, se precipita el DNA
afiadiendo 450 ml de isopropancl. Se centrifuga 3 minutos a 14000 rpm. 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 rpm y se elimina el etanol. Los restos de etanol que aun presente la
muestra se deja evaporar por un periodo aproximado de 10 a 12 horas.
Posteriormente, se resuspende el DNA en 200 ml de buffer TE (Tris 10mM;EDTA
1TmM)

Técnica de PCR

Para determinar el genotipo de los ratones, se utilizé la técnica de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), para lo

cual se emplearon los siguientes oligonucledtidos:
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a) transgen p53 humano p3 5-TCCAAATACTCCACACGCAA-3
GE5R 5-TCCCAAATACTCCACACGC-3

b) E2F-1 L31 5-GCTGGAATGGTGTCAGCACAGCG-3’
L26 5-TCCAAGAATCATATCCAGTGGCT-3
L28 &5-CTACCCGGTAGAATTGACCTGCA-3

En un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml se prepardé una mezcla de 1 pl de
cada oligonucledétido, a una concentracion de 100 ng/ul, 2.5 ul de dNTPs (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP) a 2.5 mM, 0.25 pul de Taq polimerasa (5 U/ul), 2.5 pl de
buffer para la enzima, asi como 17 pl de agua bidestilada esterilizada. Se emple6

1l de ADN.

Esta mezcla se incubd en un Termociclador, siguiendo este programa

Tabla 2. Programa que se sigui¢ para el PCR

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

NOTA: La amplificacidon que se obtuvo como resultado de la reaccidon de FCR fue
interpretada mediante la eiectroforesis en el gel de agarosa al 0.8%.
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Electroforesis en gel de agarosa

Esta técnica tiene su fundamento en la separacidn de moléculas basada
en su movilidad en un campo eléctrico, usando como soporte un ge‘I de agarosa
en una solucidon amortiguadora. El procedimiento a seguir fué el siguiente:

Se prepar6é 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 pl de la muestra a interpretar con 2ul de jugo azul 6X
(Azul de Bromofenol 0.25%, Xilencianol 0.25% y Glicerol 30%). Para determinar
el tamano del producto amplificado, se utilizé un estandar de 1000 pb (100 ng/ul),
del cual se utilizaron 3 pul. Una vez listas las muestras, se colocarcon en los carriles
del gel y se llevé a cabo la electroforesis a 100 V por espacio de una hora
aproximadamente. Concluida la electroforesis, se tifid el gel con una solucién de
bromuro de etidio (2 pg/ul) por 10 minutos. Una vez tefiido el gel, se colocd en un
transiluminador de luz UV para comparar las muestras de la amplificacion con las

bandas del estandar.
Analisis del tamanfo del ojo y del cristalino

EL objetivo 2 se llevdé a cabo sacrificando al raton a los dos meses de
edad por dislocacion cervical y se realizé la extraccion del ojo, el cual se mididé y
posteriormente se disectd el cristalino para proceder a la medicién directa,
utilizando un Vernier marca Mitutoyo modelo Digimatic Caliper 700-113 (MyCAL
Lite).
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Analisis del cristalino por microscopia de campo claro.

Con el fin de cumplir con el objetivo particular 3 se siguié una técnica
previamante establecida por Jaramillo et al. (2001) para obtener los cortes
histolégicos semifinos de los cristalinos estudiados, se llevd a cabo la siguiente

metodologia :

Se sacrificaron los ratones por dislocacion cervical, utilizando un estuche
de diseccidn y se realizé la diseccion de los ojos completos del ratén tratando de
evitar la presencia de piel y tejido adiposo peri-orbitario. Las piezas se colocaron
por 30 minutos en Karnovsky, siendo esta una solucion fijadora. Al pasar este
tiempo, se hizo una abertura al ojo, en la parte posterior al nivel del nervio optico
con una navaja de rasurar y bajo el microscopio estereoscopico. Sé continuo
fijando por otros 30 minutos en Karnovky, después de transcurrido este tiempo se
extrajo el cristalino y se dejo fijlando nuevamente por 30 minutos en esta misma
solucién, al terminar el exceso de solucién fijadora se elimino con tres lavados en
un buffer de cocodilato de sodio al 0.1 M, y pH 7.4 con una duracion 5 minutos

cada uno.

Se post-fijo en tetraéxido de osmio (OsO4 ) al 1% por 1.5 horas a
temperatura ambiente. El exceso del fijador se eliminé con lavados como se

describe en el parrafo anterior.

El contraste en blogque se realizdé colocando las muestras en nitrato de
uranilo al 1% por 30 minutos a temperatura ambiente. Al transcurrir dicho periodo,

se realizaron los lavados en la forma descrita anteriormente.
La deshidratacién se hizo en una serie graduada de etanol: 30%, 50%,

70% y 90% (5 min. cada uno); y finalmente etanol al 100% (tres veces por 5 min.

cada uno).
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Posteriormente, las muestras se trataron con una mezcla de etanol al
100% y resina Spurr suave (1:1), durante toda la noche a una temperatura de
4°C.

Continuando con el proceso, se sometieron las muestras a mezclas de
resina y etanol absoluto, con 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 mezclas se dejaron incubando
a temperatura ambiente. Las piezas se dejan en una mezcla de resina-etanol

absoluto (3:1) incubandose toda la noche a 4°C.

Una vez que ha transcurrido el tiempo, se destaparon los frascos que
contenian las muestras, bajo una campana de extraccion por 4 o 5 horas, con el
objetivo de que se evaporara el etanol. Finalmente, el Spurr suave residual era
reemplazado por Spurr suave puro y se guardaban las piezas a 4°C durante una

noche mas.

Por ultimo se incluian las piezas en pequefios bloques. Para esto, con la
ayuda de un aplicador de madera cortado en uno de sus extremos a manera de
cuchara, se colocaba cada una de ellas en los moldes de plastico en donde
previamente se habia vaciado resina. Se dejaban reposar por 2 horas, y

finalmente se colocaban 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.
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RESULTADOS

OBTENCION DE LAS LINEAS DE RATONES

Puesto que requeriamos de obtener ratones que expresaran el transgen
p53 humano en el cristalino en un fondo genético carente de E2F1, se realizaron
diferentes cruzas entre ratones carentes de E2F1 y ratones transgénicos para

obtener los genotipos deseados.

Primeramente se obtuvieron los diferentes genotipos de E2F1. Se
realizaron cruzas entre ratones heterocigotos E2F1 donde obtuvimos como
descendencia, % de ratones silvestres homocigotos (+/+); 2/4 de ratones
heterocigotos y % de ratones carentes homocigotos. Esto concuerda con lo
esperado de acuerdo a los principios Mendelianos. El genotipo se determind por
medio del PCR, donde la presencia del alelo mutante de E2F1 correspondié a un
producto aproximado de 167 pb y el alelo silvestre a un producto de

aproximadamente 392 pb, en la reaccién de PCR (Figura 4).

1 23 4 56 7 89

400 pb

200 pb <«4— Silvestre

e . S 4—— mutante

Figura 4. Determinacion del genotipo de E2F1 mediante PCR. Se
aislé DNA gendmico de la cola de ratones y se amplifico utilizando los
oligos correspondientes. Alelo silvestre (392 pb) y alelo mutante (167 pb).
Carril 1, marcador de peso molecular; carriles 2 y 3, E2F1 +/-; carril 4,
E2F1 +/+; carriles 5- 8, E2F1 -/- y carril 9, control negativo. Productos de
PCR analizados en gel de agarosa al 1%.
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La descendencia de ratones homocigotos, tanto silvestres como carentes
E2F1 se cruzaron con ratones transgénicos para p53 humano. A la progenie de
estas cruzas se les determind la presencia del transgen p53 humano, el cual se
amplifica como un producto de 500 pb en una reaccion de PCR. En la Figura 5 se
muestran varios ratones transgénicos que amplifican dicha banda. Los ratones
obtenidos mostraron diferentes combinaciones de genotipos los cuales se
cruzaron entre si y se les determind su genotipo. De esta manera se identificaron
ratones, provenientes de las cruzas, que tuviesen los genotipos deseados: (1)
E2F1 -/-; (2) E2F1 -/-, Transgénico-p53 y (3) Transgénico p53 humano.

1 234 567 8 91011 12

500 pb

Figura 5. Determinacién del genotipo del Transgen p53
mediante PCR. Se aislé DNA gendmico de la cola de ratones y
se amplificé utilizando los oligos correspondientes. Carril 1,
marcador de peso molecular; carriles 2,4-11, ratones
transgénicos; carril 3, raton sin transgen y carril 12, control
negativo de la reaccion de PCR. La reaccién de PCR de los
ratones transgénicos es un producto de 500 pb. Gel de agarosa
al 0.8%.
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ANALISIS MORFOLOGICO DEL OJO IN VIVO DE LAS LINEAS DE ESTUDIO.

Puesto que la expresion del transgen p53 humano en el cristalino de
raton induce microftalmia como resultado de |la apoptosis, primeramente
analizamos este fenotipo en las diferentes lineas de ratones. Esperabamos que si
E2F1 era parte de esta via de apoptosis, los ratones transgénicos para p53
deberian de mostrar un fenotipo de microftalmia menos severo. Al observar in
vivo los ojos de ratones carentes E2F1 (Figura 6b), que fue una de nuestras
lineas control, sus caracteristicas fenotipicas fueron semejantes a los ratones
silvestres para E2F1 (Figura Ga). Por el contrario, los ratones transgeénicos para el
p53 humano (Figura 6c¢) mostraron sus rasgos tipicos de microftalmia, y al
eliminar E2F1 de este fondo genetico (E2F1-/-, transgenico p53), los ratones
mostraron una microftalmia similar (Figura 6d). Es decir que aparentemente la
ausencia de E2F1 no revertid, ni parcialmente, la apoptosis inducida por el

transgen p53. Estos resultados se sintetizan en la Tabla 3.
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Figura 6. Analisis in vivo de los ojos. (a) rattn silvestre y {b) ratén carente de
E2F1, en ambos ratones el ojo se observa de tamafio normal; (c) ratén
transgénico homocigoto y (d) raton carente de E2F1 y transgénico homocigoto.
Nétese el tamaiio del ojo, se observa microftalmia en las dos Gltimas lineas.
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Tabla 3. Comparacién del fenotipo de los ojos de las lineas de

ratones analizadas in vivo.

LINEA 0JO MICROFTALMIA
NORMAL
NORMAL v -
P53 - v
TRANSGENICO
CARENTE DE v -
E2F1
CARENTE DE - v
E2F1/
TRANSGENICO

ANALISIS MACROSCOPICO DEL ORGANO VISUAL

Para comprobar con precisién que efectivamente no habia una diferencia
en el tamafio de los ojos, los disectamos y medimos con un vernier. Se tomo
como referencia el tamafo de los ojos de los ratones silvestres y el tamano de los
ojos del resto de las lineas se representd como un porcentaje relativo al tamaio
normal (100%). Estos ratones silvestres poseian un érgano visual con un tamano
promedio de 3 milimetros (100%). El ratén carente de E2F1 no mosirdé ninguna
variacién significativa, ya que su tamafo fue similar. Por el contrario el ratén
transgenico expresando p53 humano en el cristalino, como era de esperarse,
mostré un tamarfio de ojo menor equivalente al 83.33% con respecto al control,

mientras que los ojos del ratéon transgénico p53 en un fondo carente de E2F1
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(E2F1-/-,transgénico p53) mostré un tamario promedio del 66.66% con respecto al

control (Figura 7).

Tamaio de ojo (%)

100 -
80 1

/
2
60 /
]

40 -
20 1

S C tg Chg

Figura 7. Efecto de la ausencia de E2F1 en el tamafio de los ojos. Los
ojos se disectaron y se midieron con un vernier. Se analizaron los ojos de
ratones normailes (S) (3.0 mm = 100%); carentes para E2F-1 (C); los ratones
transgénicos para p53 humano (Tg), y ratones transgénicos para p53 humano
pero carentes de E2F-1 (C/Tg). Los resultados es una media de 7 individuos
por cada genotipo analizado. Se grafica el porcentaje relativo en tamafio de
los ojos con relacion al control (§=100%).

ANALISIS MACROSCOPICO DEL CRISTALINO

Puesto que p53 induce apoptosis en las células del cristalino es de
esperarse que éste se reduzca en tamano y/o cambie su morfologia. Por tal
razén, de igual manera como se midié el tamario de los ojos, también se realizé el
mismo analisis en el cristalino de los mismos. El cristalino de los ratones normales
mostraron un tamarnio promedio de 2.4 milimetros, cuya medida se tomé como el
100% y se utiliz6 como base para el calculo de porcentajes de tamarno de
cristalino de las demas lineas con relacién al control. El tamano del cristalino de
los ratones carentes E2F1 no mostraron un cambio significativo en tamarnio con

respecto al control; sin embargo, al analizar a los ratones transgénicos se noté un
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cambio considerable, como era de esperarse por la accion de la apoptosis, ya que
sus cristalinos mostraron en promedio un tamario del 54.16% con respecto al de
los controles. Por el contrario, sorprendentemente en contra de lo esperado, los
ratones Transgénicos carentes de E2F1 mostraron un tamafo de cristalino

unicamente del 25% con relacién al control (Figura 8).

Tamano relativo del cristalino (%)

100
80 1
60 1
40 -
20 -

S C tg Chg

Figura 8. Efecto de la ausencia de E2F1 en el tamaiio de los cristalinos.
Los cristalinos se disectaron y se midieron con un vernier. Se analizaron los
cristalinos de ratones normales (8) 2.4 mm = 100%; carentes para E2F-1 (C);
ratones transgeénicos para p53 humano (Tg), y ratones transgénicos para p53
humano carentes de E2F-1 (C/tg). Se grafica el porcentaje relativo en tamarno
de los cristalinos con relacion al control (8=100%).

MICROSCOPIA DE CAMPO CLARO

Puesto que en este modelo el transgen p53 humano induce apoptosis en
las células del cristalino analizamos el efecto sobre la integridad celular y del
cristalino en su totalidad bajo microscopia de campo claro. Al analizar los
cristalinos de los ratones silvestres en el ambito de microscopia de luz se logré
observar sus estructuras carcateristicas: la capsula, la zona de células epiteliales
hacia la periferia y mas hacia adentro las fibras celulares (Figura 9A). De igual

manera, los cristalinos de ratones carentes de E2F1 (-/-) mostraron un patron
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similar (Figura 9B). Los ratones Transgénicos (que expresan el p53 humano)
mostraron cambios estructurales en el cristalino como son: desorden celular, falta
de la capsula de fibras de colagena, pérdida de la diferenciacién de las células en
forma de fibras y acimulo de células epiteliales con nlcleos apoptéticos muy
condensados (Figura 9C). Al analizar los cristalinos de los ratones transgénicos
para p53 en un fondo carente de E2F1 (Figura 9D) se observé el mismo patron

caracteristico de la apoptosis de los ratones Transgenicos con E2F1 silvestre
(Figura 9C).
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Figura 8. Analisis histolégico del cristalino de ratéon. Se disectaron ios
cristalinos y se procesaron para su analisis en microscopia de luz. (A) Ratén
normal y (B) ratéon carente para E2F-1. se observa la cépsuia externa,
compuesta de fibras de colagena (—p-), a continuacion se observa una capa de
ceélulas epiteliaies (—» ) y mas hacia adentro las fibras celulares (— j(320X).
(C) Ratén Transgénico (320X) y (D) Ratén Transgénico carente de E2F-1
(400X): no se observa en ambos la capsuia externa, las células epiieiiales
forman actmuios ( —9 )} ¥ presentan nucieos apopioticos —» ).
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DISCUSION

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

el entendimiento de la presentacién y progresién del cancer.

En este trabajo observamos las caracteristicas de la apoptosis inducida
por el Transgén p53 humano en el cristalino, como son el desorden celular,
perdida de la diferenciacion de las celulas en forma de fibra, nulcleos
condensados y cuerpos apoptéticos. Es interesante como el incremento en la

expresion de p53 humano altera la diferenciacion celular.

En el presente trabajo se obtuvieron ratones positivos para el transgen
p53 humano tanto en un fondo genético silvestre como en uno carente de E2F1.
Los ratones homocigotos para el Transgén desarrollan microftalmia (Jaramillo et
al., 2001). Esto se debe a que el regulador negativo de p53, la proteina codificada
por el gen MDM2, no es suficiente para reguiar el gen p53 enddgeno y el
producto del transgén p53 homocigoto; solo cuando este uUltimo se encuentra en

estado hemicigoto el individuo presenta un fenotipo normal o cataratas.

Empleando el cristalino como modelo en la induccion de apoptosis
mediada por la expresion del transgen p53 humano demostramos que E2F1
interviene en la apoptosis mediada por p53, de tal manera que al estar ausente
E2F1 esta es mas severa. Estos resultados sugieren que existe una ruta de
regulacion negativa a nivel del cristalino por parie de E2F1 hacia p53, es decir

que la presencia de E2F1 disminuye el efecto apoptético de p53.
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En estudios realizados anteriormente se ha determinado que E2F1 es un
gen que induce apoptosis (Yamasaki et al. 1996, Field et al. 1996) dependiente
de p53 (Kowalik et al. 1995, Sherr 1998). Por esto resulta notorio que la apoptosis
inducida por la expresion del transgen p53 en el cristalino, éste sea mas afectado
en los ratones con un fondo genético carente de E2F1 (E2F1 -/-). Al menos en
este modelo, la presencia E2F1 desempefia un papel negativo en la induccién de
apoptosis dependiente de p53.

El producto del gen E2F1, como se menciona en el parrafo anterior,
dependiendo del tipo celular, puede causar apoptfosis (cuando es sobre
expresado o cuando su regulador negativo no es funcional) (Chen et al 1999 y ,
Tsai et al. 1998) o inducir proliferacion celular (Pierce et al. 1999). En nuestro
caso particular nuestros resultados nos indican que al sobre expresar p53 en el
cristalino en la presencia de E2F1 la apoptosis se ve disminuida por lo que sus
cristalinos son de mayor tamafo que en la ausencia de E2F1. Es decir que en el
cristalino el comportamiento de E2F1 es el de contrarrestar la accioéon de p53 mas
que de colaborar con &l para la induccion de apoptosis. Esto puede deberse a la
presencia o niveles de expresion de ciertos factores especificos en el cristalino

que modulen la apoptosis de p53, como por ejemplo ARF y mdm2.

Sin duda, el presente trabajo es una nueva aportacion en la funcidén que
E2F1 pudiese tener en modular la apoptosis mediada por p53. Este resultado.
abre una nueva interrogante en las terapias génicas dependientes de p53 ; podria
la ausencia de E2F1 hacer mas efectiva la terapia génica mediada por p53 en

ciertos tipos celulares?.
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CONCLUSION

La ausencia del gen E2F1 increment6 el efecto apoptético de p53 en el

modelo in vivo de apoptosis en el cristalino dependiente de p53 humano.

Se rechaza la hipoétesis nula.

Ho: E2F-1 no es parte de la via de apoptosis mediada por el transgen p53 en el

cristalino de raton.
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