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RESUMEN

P53 es una proteina que esta involucrada en la regulacién del estrés oxidante,
metabolismo, ciclo celular, reparacion del ADN y muerte celular. Se ha demostrado en
estudios in vitro que puede inducir apoptosis mediante mecanismos transcripcionales
cuando se localiza en el nucleo y no transcripcionales cuando se localiza en la
mitocondria, aunque estudios recientes in vitro demuestran que células en proliferacion
también presentan una localizacion mitocondrial de p53, donde tiene un papel crucial en

la reparacion del ADN mitocondrial.

El endometrio de la rata es un modelo de estudio adecuado para realizar estudios de e
muerte celular por apoptosis, ya que es un tejido que muestra cambios ciclicos en la
proliferacion y la muerte celular de manera fisiolégica. Se encuentra bajo el control de
hormonas esteroides, principalmente estradiol (E2) y progesterona (P4) y ha sido objeto
de estudio en nuestro laboratorio para tratar de entender los mecanismos moleculares
de la apoptosis. Estudios previos realizados por nuestro grupo, demostraron que este
tejido presenta cambios tanto en la expresion de mRNA como de la proteina de p53
durante ciclo estral, sin embargo no se conoce si existen cambios en su localizacion

mitocondrial y sus implicaciones funcionales.

En este trabajo se observd que P53 presenta cambios en la localizacion mitocondrial
del endometrio de la rata durante el ciclo estral. Se observo una localizacion minima en
el metaestro, un aumento estadisticamente significativo en el diestro, alcanza su
maximo nivel de localizacion mitocondrial en el proestro y disminuye de manera
significativa en el estro, lo cual podria sugerir una sefal de localizacion mitocondrial
desde el proestro para dar inicio a la apoptosis, 0 bien mantener su localizacion

mitocondrial hasta el proestro para estabilizar al ADN durante la proliferacion. Estos



datos concuerdan con la maxima expresion de PCNA, la expresion minima de Bax y
balance proapoptético, asi como la maxima expresion de Bcl-2 observados durante el
diestro indicando que la proliferacion se esta dando durante el diestro. Por otra parte la
localizacion maxima de P53 en la mitocodria durante el proestro concuerda con la
minima expresion de Bcl-2 y el maximo indice proapoptoético para esta etapa. Es
necesario determinar la localizacion submitocondrial de P53 para corroborar sus
funciones durante la proliferacion y la induccion de la muerte celular del endometrio de

la rata durante el ciclo estral.



l. ANTECEDENTES

1. Estructuray funciones de p53

En varios tipos celulares se ha observado que P53 participa en la regulacion de la
muerte y el ciclo celular, la reparacién del dafio al ADN vy la senescencia (Fuster y
cols., 2007). Recientemente se le ha asociado a procesos importantes en
reproduccion e implantacion (Hu y cols., 2008) del embrion, regulacidon del estrés
oxidante, metabolismo (Corcoran y cols., 2006) y como parte de la maquinaria de
reparacion del ADN mitocondrial (Kulawiec y cols., 2009), y todo esto mediante su

funcién transcripcional o independientemente de ella.

P53 es una proteina que tiene un peso molecular de aproximadamente 53 kDa, y
un tiempo de vida media de aproximadamente 20 min. En condiciones fisiologicas
puede formar dimeros o tetrameros. Cada mondmero estad constituido por 393
aminoacidos (aa). Para su estudio ha dividido en 4 dominios: extremo amino
terminal, dominio central de union al ADN, dominio de tetramerizacién y carboxilo

terminal (Haupt y cols., 2003) (Fgura 1).
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Figura 1.Dominios funcionales y modificaciones post-traduccioneles de P53. Se muestra la
region del amino terminal en rosa, sus dos dominios de transactivacion (TAD) en rosa y amarillo;
en azul se muestra el dominio de unién a MDM2. En color verde se observa el dominio de unién al
ADN (DBD). En rojo se observa el dominio de de tramerizacion y en rosa la regién del carboxilo
terminal. También se muestra una lista de las modificaciones post-traduccionales y las posiciones

de los aminoacidos modificados.

La region amino terminal de P53 tiene la funcion de regular su actividad
transcripcional, su degradacion y la interaccion con otras proteinas. Esta formado
por el dominio de transactivacién (TAD) y una regidén rica en prolinas (64-92)
(Chang y cols., 1995; Walker y Levine, 1996). EI TAD se ha dividido en dos
subdominios TAD 1(1-40) y TAD2 (40-61), los cuales no tienen un plegamiento
especifico en la conformacion nativa de la proteina (Bell y cols., 2002), pero se ha
observado que existe una especie de estructura secundaria en regiones de
importancia funcional que es rica en aminoacidos hidrofébicos (Lee, 2000 ).
Cuando el TAD interacciona con las proteinas con actividad de E3 ligasa: murine

doble minute2 y 4 (MDM2 y MDM4), adopta una estructura de a- hélice (Espinosa



y Emerson, 2001). La regidon amino terminal rica en prolinas es muy importante
para la induccién de apoptosis mediante mecanismos no transcripcionales, pero

no participa en el arresto del ciclo celular (Sakamuro y cols., 1997).

El dominio de union al ADN o dominio central de unién al ADN (P53 C). Tiene una
estructura tridimensional tipo inmunoglobulina que ocupa casi 2/4 partes de la
proteina y los residuos 102 a 292 (el-Deiry, 1992). P53 regula la transcripcion en
su forma tetramérica, pero no todo el tetramero se une al ADN: un dimero le
otorga estabilidad y a través del otro dimero forma un sandwich entre las dos
hojas B de cada mondmero en forma anti paralela (Joerger y Fersht 2008). Estas
hojas B permiten la union de la proteina con secuencias especificas de ADN, las
cuales son cuatro repeticiones formadas por decameros de secuencias
palindrémicas con secuencia general 5-RRRWWGYYY-3'(R= A,G; W= AT ;Y=C)
separadas por 0-13 pares de bases (el-Deiry y cols., 1992). La mayoria de las
mutaciones puntuales de P53 relacionadas con tumores humanos se localizan en
éste dominio y es en éstos casos donde se observa la pérdida de la actividad

bioldgica de la proteina (Hollstein y cols., 1994).

El dominio de tetramerizacién (TET) de P53 se localiza en la region del carboxilo
terminal de la proteina; consiste en una pequefia a- hélice y una hoja B, unidas por
un giro ocasionado por el aminoacido Gly-334. Tiene la funcion de inducir la
formacion del tetramero de P53 e interacciona con el dominio de union al ADN
mediante una union flexible de 37 aminoacidos (Jeffrey y cols., 1995). Para que se
lleve a cabo la oligomerizacion de la proteina, primero se forma el dimero que se
estabiliza mediante la interaccion molecular de las hojas B anti paralelas y un
empacamiento entre las a-hélices de cada mondmero, donde participan los
residuos Leu-330, lle-332 y Phe-341. Estudios in vitro demuestran que la
formacion del dimero es un proceso co-traduccional y ocurre en el poli-ribosoma.
En contraste la formacion del tetramero es un proceso post-traduccional, que

ocurre cuando la concentracién de proteina es alta y se lleva a cabo mediante la



interaccion hidrofébica de las hélices de dos dimeros a través de los residuos Leu-
344 y Leu-348 (Jeffrey y cols., 1995; Mateu y Fersht, 1999).

El extremo carboxilo terminal comprende los aminoacidos 360-393, presenta
importantes cambios conformacionales que permiten la unién con proteinas
especificas y regula la interaccion de la region central de la proteina con
secuencias especificas de ADN (Ahn y Prives, 2001). En esta region de la proteina
es donde se lleva a cabo la mayoria de las modificaciones postraduccionales,
incluidas la acetilaciéon, la ubiquitinacion, la fosforilacién, la sumoilacion, la
metilacion y la needilaciéon. Sin embargo no se sabe con exactitud cuales son las
consecuencias de estas modificaciones para la proteina sobre todo in vivo (Prives
y Manley, 2001). Estudios previos han asociado la acetilacion del extremo
carboxilo terminal con la induccién del reclutamiento de factores coactivadores de

transcripcion como CBP y TRAP (Barlev y cols., 2001).

Los eventos que desencadenan el cambio conformacional de P53 y su
consecuente unién al ADN son: la fosforilacion de los residuos S-378 y S-392, la
desfosforilacion del residuo S-376, la acetilacion de los residuos K-373 y K-382 y
la delecion del carboxilo terminal basico (Caspari, 2000; Jayaraman y Prives,
1995). Estos datos sugieren diferentes mecanismos mediante los cuales el
carboxilo terminal puede regular de forma alostérica diferentes modos de

activacion y desactivacion de P53 (Waterman y cols., 1995).

La regulacion en la expresion y la activacion de P53 puededen efectuarse a nivel
transcripcional, postranscripcional y postraduccional (Farnebo y cols., 2010). El
aumento en los niveles de P53 en la célula se deben principalmente a que
aumenta el tiempo de vida media de la proteina y probablemente también a un
incremento en la velocidad de sintesis (Ko y Prives, 1996).La induccién de la

expresion de P53 esta regulada principalmente por ciclos de retroalimentacion



(Mdm2/p53, COP1/p53, Pirh2/P53, CARP/P53, y Torpor/P53) e involucran la
participacion de proteinas con actividad de E3 ubiquitin ligasa (Lu, 2010). El ciclo
mas estudiado es el de Mdm2/P53 y en este caso P53 induce la expresidén de
Mdm?2, ésta se une a P53 e induce su degradacion mediante poliubiquitinacion via
el proteosoma 26 S (Kubbutat y cols., 1997). La interaccion de Mdm2 y P53 se ve
afectada por otras moléculas que pueden ser o no blancos transcripcionales de

P53 y que pueden actuar sobre P53 o Mdm2 (Haupt y cols., 1996).

La regulacion de la expresion de P53 por hormonas esteroides ha sido muy poco
estudiada. Sin embargo se sabe que aunque el gen de P53 no contiene elementos
de respuesta a hormonas esteroides, el estradiol (E;) induce la expresion de P53 a
través de c-Myc en lineas celulares tumorales (Moudgil y cols., 2001). Asimismo
se demostré que el estradiol también promueve la estabilizacion de P53, induce la
degradacion de MDM2 (Okumura y cols., 2002) y que P53 inhibe la actividad
transcripcional del receptor a estrégenos a (ERa) en la linea celular MCF-7 (Liu y
cols., 1999). Sin embargo, hasta el momento no se conocen los mecanismos de
regulacion de la expresion y estabilizacion de p53 por hormonas esteroides, en

condiciones fisioldgicas.

Las sefales que activan las funciones de P53, son principalmente condiciones de
estrés en la célula, tales como la hipoxia, el dafio al ADN causado por estrés

oxidante, radiacion ¥ y radiacién UV(Ko y Prives, 1996).



1.1 Funciones transcripcionales de P53

1.1.1 P53, lareparacion al ADN vy el ciclo celular

P53 esta involucrada en la activacién de mecanismos de reparacion del dafo al
ADN. Las causas que pueden dafar al ADN son principalmente: produccion de
ROS, la hiperproliferacion, la radiacion UV y radiacion ¥. La activaciéon de P53
ante el dafno al ADN y su participacion en la reparacion, requiere de su
estabilizacion y localizacién nuclear mediante acetilacion y fosforilacion en
diferentes sitios el carboxilo terminal, segun la causa del dafo. Estas
modificaciones promueven que P53 induzca la reparacién del ADN, detenga el

ciclo celular o induzca la apoptosis (Meek, 2004).

El mecanismo por el cual P53 repara al ADN es a través de la induccién de la
expresion los genes que codifican para las proteinas que forman parte de la
maquinaria de reparacion. Las recluta al sitio de dafio y también tiene actividad de

exonucleasa 3’-5’ (Latonen y Laiho, 2005)

El ciclo celular es un proceso mediante el cual, la célula puede dividirse y con ello
inducir la proliferacién y consta de cuatro etapas:,G1, S, G2 y M. Durante la fase
G1 la célula comienza un nuevo ciclo, aumenta su tamafio, empieza sintetizar
ARN y proteinas necesarias para la replicaciéon de todo el ADN durante la fase S.
Durante la fase G2, la célula continua creciendo y sintetiza las proteinas
necesarias para que las células hijas puedan dividirse apropiadamente.
Finalmente durante la fase M, la célula organiza al ADN en dos copias idénticas de

cromosomas Yy se lleva a cabo la division celular (Figura 2).

P53 regula negativamente la progresion del ciclo celular, durante la transicion de
la fase G1 a la fase S y durante la fase G2 a través de la induccion en la expresion

de diversos genes, principalmente p21 (Figura 2).



Durante la fase G1, las sefiales extracelulares de proliferaciéon se traducen al
nucleo y activan la maquinaria del ciclo celular. Una de las vias mas estudiadas es
Ip16-ciclina D1cdk4-Rb. La proteina Rb en su estado hipofosforilado, se une al
factor E2F, bloqueando asi la expresion de diversos genes necesarios para la fase
S y que son inducidos por la presencia de este factor. EI complejo ciclina D1-cdk4
fosforila a Rb, lo cual permite la liberacion del factor E2F y la progresion del ciclo
celular. La consecuencia real de la activacion de P53 es que al promover la
transcripcion de p21 (el-Deiry, 1992) se ve inhibida la funcién de cinasa del
complejo D1-cdk4 y se acumula Rb hipofosforilado. También se ha observado que
p21 puede interactuar con el factor E2F y controlar directamente la actividad de
esta proteina (Waga S 1994). Ademas, p21 puede regular el ciclo celular mediante
la inhibicion de complejos ciclina/cdk que participan en la fase G1 (ciclina D2/cdk6)
y en la fase S (ciclina E/cdk2) o interactuar directamente con el factor de
replicacion y reparacion PCNA, bloqueando la elongacion durante la replicacion

del ADN (Waga, 1994) y deteniendo el ciclo celular en la fase S (Figura 2).

Cuando no es posible reparar al ADN o detener su sintesis durante la fase S y el
ADN aun sigue danado, existe otro punto en el ciclo celular donde todavia es
posible detener el progreso de la division que es la fase G2 (Taylor y Stark, 2001).
Uno de los mecanismos mediante los cuales P53 regula la transicion G2/M
involucra la participacion de la ciclina dependiente de cinasa Cdc2, la cual es
esencial para que la célula entre en mitosis (Nurse, 1990). Durante la fase G2, el
complejo Cdc2/ciclina B se encuentra inactivo, debido a la fosforilacion en la
tirosina-15 y en la treonina-14 de Cdc2. Cuando la célula va a entrar en mitosis,
estos residuos son desfosforilados por la accion de la fosfatasa Cdc25 la cual es
fosforilada por el complejo Cdc2/ciclina B, iniciando un feedback positivo y el
progreso del ciclo celular (Draetta y Eckstein, 1997). Muchos de los genes blanco
de P53 pueden inhibir las funciones de Cdc2, entre ellos p21, 14-3-30, Gadd45 y
el complejo CAK. Sin embargo P53 también puede inducir arresto del ciclo celular
en G2 mediante otros blancos que no afectan la funcionalidad de Cdc2, tal es el
caso de Reprimo, represion de la topoisomerasa Il y la sobrexpresiéon de los genes
B99 y MCG10 (Taylor y Stark, 2001) (Figura 2).
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Figura 2. La funcion de p53 en la regulacion del ciclo celular. Se observa en cuadros azules, la
activacion del ciclo celular inducido por factores de crecimiento extracelulares. Estos factores
activan la Ciclina D, lo cual permite la formacion del complejo Ciclina D/CDK4 vy la activacion del
factor E2 para la sintesis de las proteinas necesarias para la duplicacion del ADN, durante la fase
de sintesis (S) y la activaciéon de las Ciclinas E y A. Durante la transicion de la fase G1 a S es
necesaria la formacion del complejo ciclina E/CDK2. A demas la activacion de la Ciclina A y la
formacion del complejo Ciclina A-CDK2son necesarios para la progresion del ciclo celular en G2.
Por su parte cuando el ADN se encuentra dafiado, P53 induce la expresion de p21 el cual bloquea
la formacion del complejo Ciclina D/DCK4 y con ello la progresién del ciclo celular. Tomado de
(Elledge y cols., 1992).



1.1.2 P53y la apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que se lleva a cabo para
regular el crecimiento y la proliferacién de los organismos multicelulares. Presenta
caracteristicas morfologicas y bioquimicas muy especificas, entre las cuales
destacan: contraccion del volumen celular, fragmentacion del nucleo,
condensacion de la cromatina, retraccion de pseudopodos, activacion de
caspasas, participacion de las proteinas de la familia Bcl-2, fragmentacién del
ADN, exposicion de fosfatidil serina, y la fagocitosis por macréfagos in vivo

(Kroemer y cols., 2009).

Existen multiples factores que inducen la apoptosis en una célula, los cuales
pueden desencadenar la respuesta por la via extrinseca o por la via intrinseca.
Finalmente ambas convergen en la mitocondria donde la proteina Bid proveniente
de la via extrinseca y las proteinas de la familia Bcl-2 de la via extrinseca, se
encuentran en la mitocondria, se induce la salida del citocromo C y posteriormente

la activacion de la cascada de caspasas (Haupt y cols., 2003).

Se ha observado que P53 induce apoptosis tanto por la via intrinseca como
extrinseca mediante su funcidn transcripcional en varios tipos celulares. Diversos
estimulos pueden causar apoptosis dependiente de P53, de los cuales sobresalen
:dano al ADN (Lowe y cols., 1993),expresion de oncogenes virales (Debbas y
White, 1993),expresion de oncogenes celulares (Howes y cols., 1994; Wagner y
cols., 1994); pérdida de factores de crecimiento (Canman y cols., 1995),
interleucinas (Gottlieb y cols., 1994) o la pérdida de genes supresores de tumores
(Wu y Levine, 1994). Sin embargo, las vias de apoptosis pueden ocurrir

independientemente de P53 (Lowe y cols., 1993).



La via extrinseca de apoptosis es activada por factores externos, por ejemplo,
ligandos de los receptores de la familia TNF-R (Factor de necrosis tumoral),
principalmente Fas-L. Una vez activados los receptores, se forman los complejos
senaladores de induccion de muerte DISC, se activa de |la caspasa-8 y la caspasa-

3 para inducir apoptosis (Haupt y cols., 2003) (Figura 3).

P53 induce la expresion de Fas (CD95/Apo1) un receptor de la familia TNF-R en
bazo, rifion, timo e intestino cuando son sometidos a radiacion ¥, no asi en
corazén e higado. Sin embargo no se ha determinado la importancia de esta
regulacion tejido-especifica (Bouvard y cols., 2000). El receptor DR5/KILLER es un
miembro de la familia de receptores TRAIL, (ligando inductor de apoptosis
relacionado con TNF) cuya expresion también es inducida por P53 dependiendo
del estimulo de muerte y del tejido. Por otra parte también PERP, es un blanco
inducible por P53 (Attardi y cols., 2000), aunque los mecanismos especificos de

esta induccion como factor proapoptético aun no se han elucidado

La via intrinseca de apoptosis es activada por condiciones de estrés celular y daio
al ADN principalmente. Involucra la participacion de P53 activado por dafo al
ADN, la salida del citocromo C , AIF y Smac/DIABLO de la mitocondria hacia el
citoplasma, activacion de la cascada de caspasas y se encuentra regulada por la

familia de proteinas Bcl-2 (Hengartner, 2000) (Figura 3).

Las proteinas de la familia Bcl-2, se clasifican de acuerdo a sus funciones y
dominios de homologia con Bcl-2: Antiapoptéticas BH1-4,Bcl-2 Mcl-1, A1,
Boo/Diva/Bcl-2-L10, Bcl-B, Bcl-X.. Proapoptdticas con 2 o 3 dominios BH , Bax,
Bak, Bcl-xS, Bok/Mtd y Bcl-GL. Proapoptéticas que contienen sélo el dominio BH3:
Bad, Bik/Nbk, BIk, Bid, Hrk/DP5, Bim/Bod, Bmf, Noxa, Puma/Bbc-3. El dominio
BH3 esta presente en todos los miembros, es esencial para la heterodimerizacion

y funcion proapoptética (Bouillet, 2002).
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Figura 3 Mecanismos de activacion e induccién de apoptosis. Por la via extrinseca a través del
receptor de muerte y auto activacion de la caspasa-8 que promueve la activacion de la caspasa-3.
La activacion de la via intrinseca mediante la activacion de P53 por dafio al ADN, induccién de de
la expresién de Bax y Bak, la represion en la expresiéon de Bcl-2 y Bcel-x,.. Estos cambios inducen la
translocaciéon de P53 a la mitocondria y la formaciéon de poros en la membrana mitocondrial
externa, salida de factores proapoptéticos: el citocromo C, Smac/DIABLO y AIF hacia el citoplasma
y la formacioén del apoptosoma, promoviendo la activacion de la caspasa-3 y la apoptosis. Tomado
de Hengartner, 2000.



La funcién principal de las proteinas de la familia Bcl-2 es inhibir la apoptosis
mediante el control del estrés oxidante y la formacion de complejos
heterodiméricos antiapoptéticos en la membrana externa de la mitocondria.éstos
complejos se componen de una prteina proapoptoética y una antiapoptotica. Los
mas estudiados son: Bax-Bcl-2 y Bak-Bclx,, aunquetambién se ha observado que
tanto Bcl-2 como Bax , pueden interactuar con el VDAC ya sea inhibiendo la
apertura del PTP en el caso de Bcl-2 o favoreciendo su apertura en el caso de Bax
(Narita y cols., 1998). Estos complejos regulan la homeostasis del calcio, el
volumen intramitocondrial, el potencial de membrana (Mignotte y Vayssiere, 1998)

y controlan la liberacion de factores proapoptoticos de la mitocondria.

Ante senales de dano en la célula, se produce un incremento en la cantidad de
P53, ésta transloca a la mitocondria y forma heterodimeros con las proteinas
antiapoptoticas, dejando libres a las proteinas proapoptoticas. Estos cambios en
las interacciones entre las proteinas proapoptéticas y antiapoptéticas de la familia
Bcl-2, permiten que las proteinas proapoptoéticas se oligomericen y formen poros
en la membrana externa de la mitocondria, lo cual induce la salida del citocromo
C, APAF-1 y Smac/DIABLO. EI citocromo C y Apaf-1 se unen en el citoplasma, lo
cual induce un cambio conformacional y la activacidon de la procaspasa 9,
favoreciendo la unidon a este complejo para dar origen al apoptosoma, la
autoactivacion de la caspasa-9, la activacion de la caspasa-3 y desencadenar asi

la proteolisis masiva de sustratos (Figura 3) (Hengartner, 2000).

Por otra parte Smac/DIABLO promueve la activacion de la caspasa-3 mediante la
inhibicién de los efectos represivos de las proteinas de la familia IAP sobre ésta.
Las caspasas tienen actividad proteolitica sobre multiples proteinas citoplasmicas,
estructurales, cinasas asi como otras proteinas relacionadas con el ciclo celular y
reparacion del ADN, lo cual conduce a la apoptosis de manera definitiva
(Hengartner, 2000) (Figura 3).

Entre los genes cuya expresion es regulada por P53 y que pueden determinar la

entrada a una via apoptotica por la via intrinseca, se encuentran bax, bcl-2, puma



y noxa. De todos estos genes solo bcl-2 es inhibido por P53 en algunos tipos
celulares. La sobreexpresion de bcl-2 puede bloquear la apoptosis inducida por
P53. Por lo tanto, la sintesis de Bax y la inhibicién de Bcl-2 dependientes de P53

inducen la respuesta de la célula hacia apoptosis (Haupt y cols., 2003).



1.2 Funciones no transcripcionales de P53

1.2.1. Sefiales de localizacion citoplasmica y degradacién de
P53

Los efectos biologicos de P53 se llevan a cabo mediante sus funciénes
transcripcionales y sus funciones no transcripcionales. Las funciones no
transcripcioneles dependen de multiples eventos de modificaciones
postraduccionales de la proteina que permiten su acumulacion en el citoplasma,
su translocacion a la mitocondria y evitan su transporte hacia el nucleo (Green y
Kroemer, 2009). Se ha descrito que la poliADP ribosilacién, acetilacién de serinas
en la regién del carboxilo terminal y la fosforilacion de las serinas o treoninas en la
region del amino terminal, promueven la localizacion nuclear, mientras que la
monoubiquitinacién, fosforilacién y la desacetilacion promueven la exportacion de

P53 al citoplasma (Fuster y cols., 2007).

Bajo condiciones normales, la degradacion de P53 se encuentra regulada por su
interacciéon con MDM2, la cual es una proteina con actividad de ubuquitin ligasa
que, en conjunto con el coactivador transcripcional p300, promueve la
poliubiquitinacién y degradacién de P53 via el proteosoma (Vousden, 2002) .La
union de MDM2 al amino terminal de p53, donde se encuentra el dominio de
transactivacion, es muy importate para bloquear su actividad transcripcional,
inducir la desacetilacién de residuos clave de lisina en el carboxilo terminal

mediado por HDA1 y hacer a P53 blanco de poliubiquitinacion (Wu y cols., 1993).

1.2.2. Localizacién mitocondrial de P53



Se demostré que en algunos tipos celulares que presentan apoptosis mediada por
P53, inducida por dafio al ADN o por hipoxia, una fraccién de la proteina activa
P53 se encuentra localiza en el citoplasma, especificamente en la mitocondria
(Marchenko y cols., 2000; Mihara y Moll, 2003). Este efecto no ocurre durante la
apoptosis independiente de P53 o durante el arresto del ciclo celular.Se ha
observado que P53 puede interactuar a nivel mitocondrial y citoplasmico con las
proteinas antiapoptdicas Bcl-2 y Bcl-x. por medio de su dominio de unién al ADN
(Wolff y cols., 2008). Este efecto es potencializado por la interaccion de PUMA con
Bcl-2 y Bcel-x. en el citoplasma, impidiendo la localizacion mitocondrial de Bcl-2 y
Bcl-x. (Charlot y cols., 2004; Mihara y Moll, 2003)

Se sabe que los cambios en los estados de fosforilacién, ubiquitinacion y
acetilacion promueven la exportacidon nuclear de P53, ocasionando que se
acumule en el citoplasma, lo cual favorece la translocacién a la mitocondria; sin
embargo, no se ha determinado cual de estos factores son los responsables de la
localizacion mitocondrial de P53, ya que mientras en algunos tipos celulares se
favorece la localizacién mitocondrial en estado fosforilado, en otros se encuentra a
P53 en estado poliubiquitinado y en otros no es necesaria la participacion de
ubiquitina o fosforilacion y la proteina sin modificacidones postraduccionales, puede

ser importada a la mitocondria (Erster y cols., 2004).

Otros estudios in vitro demostraron que cuando P53 se transloca a la mitocondria
en condiciones de estrés sb6lo toma 30 min para alcanzar el maximo de
localizacion mitocondrial (Erster y cols., 2004; Marchenko y cols., 2000). Esto
sugiere que proviene de un almacén de proteina acumulado en el citoplasma y
que la proteina proveniente del nucleo contribuye poco, ya que la translocacién de

P53 del nucleo al citoplasma, toma aproximadamente 3-8 h (Stommel y cols.,



1999). Estos estudios son de gran interés y constituyen una fuente de informacion
importante, sin embargo es necesario determinar cual de éstos procesos sucede y

es preferente bajo condiciones fisioldgicas.

Cuando P53 se localiza en la membrana externa de la mitocondria, forma
heterodimeros con Bcl-2 y Bcl-x,, por lo que estas proteinas ya no pueden
interactuar con Bax o Bak y se favorece la formacién de poros en la membrana
externa, la permeabilizacion y la pérdida del potencial de la membrana
mitocondrial. En consecuencia se observa la salida del citocromo C, AIF y
SMAC/DIABLO lo cual desencadena la activacion de la cascada de caspasas y la

muerte celular por apoptosis (Green y Kroemer, 2009) ( Figura 4).



Salud Estrés

Figura 4 Mecanismo de induccién de la apoptosis no transcripcional por P53. Bajo
condiciones de salud, la mitocondria presenta interaccion entre las proteinas proapoptéticas y
antiapoptoticas en la membrana externa. Cuando la célula es sometida a estrés, hay un incremento
en la expresién de P53. Es mediante la interaccién de P53 con las proteinas antiapoptéticas de la
familia Bcl-2 y la proteina proapoptética Bax, cuando se lleva a cabo la formacién de homodimeros
de las proteinas proapoptéticas, propiciando la formacién de poros en la membrana, la salida del

citocromo C y la activacion de las caspas@. Tomado de Mihara y Moll, 2003.

Se ha observado que P53 no solo se localiza en la membrana externa de la

mitocondria formando complejos con Bcl-2 y Bcl-x, para la induccion de la



apoptosis en varios tipos celulares, sino que también una pequefia fraccién de
esta proteina se localiza dentro de la mitocondria (Chen y cols., 2006). En células
que se encuentran en proliferacidon, se demostré que P53 se localiza en la matriz
mitocondrial, interaccionando con las proteinas mhsp70, mhsp60 (Dumont y cols.,
2003) e interactua con la Pol Y (Chen y cols., 2006). Esta localizacion sugiere que
podria formar parte de una via de respuesta al dafio para proteger y activar la
maquinaria de reparacién del ADN mitocondrial. Este ADN es altamente suceptible
a mutaciones ya que no se encuentra empacado en histonas, no tiene una
eficiente maquinaria de reparacion, y su localizacién en la membrana interna hacia
la matriz mitocondrial, lo hace expone al estrés oxidante causado por la cadena
respiratoria. El dafio al ADN mitocondrial tienen severas consecuencias para la
progresion del ciclo celular y por lo tanto afecta la proliferacién (Kulawiec y cols.,
2009).

Otros estudios demuestran la existencia de un complejo formado por mtTFA, un
importante factor de transcripcion mitocondrial y P53 lo cual favorece la reparacién
del ADN mitocondrial. También se sugiere que P53 podria funcionar como factor
de transcripcion en la mitocondria, sin embargo no existen estudios que
demuestren la existencia de elementos de respuesta a P53, su interaccion directa
con el ADN mitocondrial y su posible participacién como factor de transcripcion

dentro de la mitocondria (Chen y cols., 2006).



2. El endometrio de la rata durante el ciclo estral

2.1. Regulacion hormonal

La rata es un mamifero de ovulacion ciclica,no requiere de la cépula o un periodo
estacional especifico para que este fendmeno ocurra (Beyer, 1980). Ovula durante
todo el afo, su ciclo estral tiene una duracidon de cuatro dias y se compone de
cuatro etapas: metaestro, diestro, proestro y estro (Freeman,1988; (Westwood,
2008). Estas etapas se pueden detectar mediante el analisis de los cambios
morfolégicos en las células del epitelio vaginal, obtenido a través de frotis
vaginales (Figura 5). El metaestro es el inicio del ciclo estral, durante esta etapa la
pared vaginal de la rata muestra un aspecto humedo y rosado, se observa una
gran cantidad de leucocitos polimorfonucleares y la ausencia de células epiteliales
cornificadas. La etapa siguiente es el diestro, durante esta etapa se observa una
mayorcantidad de leucocitos polimorfonucleares, ausencia de células epiteliale s
cornificadas y se observan células redondas con nucleo en pocas cantidades. En
el proestro ya no se observan leucocitos polimorfonucleares y predominan células
epiteliales redondas, nucleadas y agrupadas. El estro es la etapa donde se
observa la mayorcantodad de células apoptéticas, por lo tanto la pared celular
vaginal presenta un aspecto seco y predominan las células epiteliales cornificadas,
sin nucleo y de forma irregular (Baker, 1979; Marcondes, 2002; Westwood, 2008)
(Figura 5).



Figura 5. Morfologia celular de un frotis vaginal de la rata durante el ciclo estral tefiido con
H/E. En la fotografia A se muestran células cornificadas y las flechas indican la presencia de
leucocitos caracteristicos del el metaestro. En la fotografia B se sefialan con las flechas los
leucocitos y se observan pocas células cornificadas tipicas del diestro. La fotografia C muestra y
sefiala con las flechas las células nucleadas y agrupadas en racimo caracteristicas del proestro. La
fotografia D muestra células queratinizadas o cornificadas, sin nucleo y de forma irregular,

caracteristicas del estro. La barra representa 100pum.



Las hormonas sexuales afectan de manera significativa la actividad funcional del
cervix, vagina y utero de la rata. Estos efectos son resultado de la interaccion de
estas hormonas con sus receptores, los cuales se encuentran ampliamente
distribuidos en todo el tracto reproductivo de la rata. La secrecion de estas
hormonas responden a un ciclo que involucra la participacion del eje hipotalamo-
hipdfisis—gonada, el cual permite la regulacion de la proliferacién y muerte celular
de los tejidos del tracto reproductivo de la rata, propiciando un ciclo adecuado para

la reproduccion de este mamifero.

El E, es secretado por las células de la teca interna y las células de la granulosa
de los foliculos de Graaf que se encuentran en desarrollo. En ratas que presentan
un ciclo regular de cuatro a cinco dias, los niveles de estradiol (E2) circulante en
plasma son basales (8 £ 2 pg/mL) durante el estro, empiezan a incrementarse
durante la tarde del metaestro y el diestro hasta llegar a un valor maximo de (45 +
2 pg/mL) a las 9:00 h del proestro. Hacia la tarde del proestro, los niveles de E;
disminuyen rapidamente y alcanzan valores basales en las primeras horas de la

manana del estro (Brown-Grant y cols., 1970; Butcher y cols., 1974) (Figura 6).

El aumento en la concentracion de estrogenos en la sangre desencadena un
estimulo neural que activa la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) por el
hipotalamo. La GnRH estimula la secrecion de la hormona luteinizante (LH) por la
hipdfisis. Los niveles circulantes de LH empiezan a incrementarse entre las 14:00
h y las 15:00 h del proestro, alcanzando su nivel maximo (37 + 5 ng/mL) entre las
17:00 h y 19:00 h de la misma etapa (Brown-Grant y cols., 1970; Butcher y cols.,
1974; Freeman, 1988). El incremento en la concentracién plasmatica de LH,
induce la ruptura folicular y la ovulacion durante las primeras horas del estro. La
concentracion circulante de LH desciende hacia la noche del proestro alcanzando
niveles basales (0.5 £ 0.15 ng/mL) durante las primeras horas de la mafana del

estro y se mantiene asi durante el metaestro y diestro. El patrén de secrecion de la



hormona foliculo estimulante (FSH) y prolactina, es similar al de LH durante el

ciclo estral (Figura 6).

La progesterona P4 presenta dos maximos en los niveles plasmaticos circulantes
durante el ciclo estral. Un primer maximo es secretado por el cuerpo luteo (24 + 3
ng/mL), se observa alrededor del medio dia del metaestro y se mantiene hasta las
primeras horas de la mafana del diestro. Hacia las 6:00 h del diestro se observa
una disminucidn en los niveles plasmaticos de P4 llegando a niveles basales . El
segundo maximo (46 £ 7 ng/mL), se observa entre las 12 :00 h y las 21:00 h del
proestro y se debe a la secrecion de P4 por las células de la granulosa del foliculo
preovulatorio, éste incremento es casi simultaneo al incremento de LH. Los niveles
de P4 regresan a niveles basales (2 + 1 ng/mL) durante la mafiana del

estro(Brown-Grant y cols., 1970; Butcher y cols., 1974; Freeman, 1988) (Figura 6).
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Figura 6. Concentraciones hormonales durante el ciclo estral de la rata. Concentracion de
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representan los intervalos de obscuridad, los nimeros en la base representan la hora del dia y las
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prolactina, estradiol, LH y FSH (ng/mL) en plasma, obtenido en intervalos de 2 h a

lineas verticales dividen las etapas del ciclo estral. Tomado de Freeman, 1998.

2.2. Cambios histo-morfologicos



El Gtero es un 6rgano que se compone de dos capas funcionales, el miometrio
0 porcién muscular constituido por una capa externa longitudinal y una interna
circular y el endometrio que esta constituido por el estroma una capa basal
donde se localizan glandulas y el epitelio luminal (Spornitz y cols., 1994)
(Figura 5). Se ha demostrado que el endometrio es sensible a los cambios en
la secrecién de hormonas esteroides, lo cual induce importantes cambios en
cuanto a proliferacion y muerte celular conduciendo a un ciclo de altamente
regulado (Mendoza-Rodriguez y cols., 2003b; Spornitz y cols., 1994,
Westwood, 2008).

Figura 7. Corte transversal del Utero de rata tefiido con HE. Se muestran el miometrio
longitudinal (ML) y el miometrio circular (MC). El endometrio constituido por el epitelio glandular

(EG), el epitelio luminal (EL) y el estroma (ES). Barra= 100 um.

Se demostré que en el Gtero de ratas ovariectomizadas, la sefalizacion para el
inicio de la proliferacion en el endometrio de la rata, es dada por el E, y tiene
efectos tanto en el epitelio luminal como glandular. El epitelio glandular inicia la



proliferacion a las 0:00 h del metaestro, mientras que el epitelio luminal empieza a

proliferar hacia las 3:00 h de la misma etapa (Baranda-Avila y cols., 2009).

El inicio del ciclo es el metaestro, se observa un epitelio columnar delgado, con
pocas células en mitosis y todavia se observa degeneracion celular, vacuolizacion
luminal e infiltracion de leucocitos. Durante el diestro se observa un utero pequefo
e inactivo con poca vascularizacion; el epitelio luminal es cuboidal bajo, columnar
muy delgado, presenta pocas mitosis al inicio pero aumentan conforme avanza el
ciclo. Las glandulas presentan poca actividad inicial, se observan pocas células
muertas y al final de la etapa se observa edema estromal (Baranda-Avila y cols.,
2009; Mendoza-Rodriguez y cols., 2003a; Westwood, 2008). En el proestro se
observa un importante engrosamiento del epitelio luminal conformandose por un
tejido alto cuboidal y columnar, tiene una duracion de 12-14 h. Durante esta etapa
se observan los maximos niveles de secrecion de estradiol y progesterona en
circulacion sanguinea. El utero completo se observa hinchado, grueso y
congestionado, el epitelio muestra una morfologia cavernosa , plegada y es en
ésta etapa cuando se observa el maximo grosor del epitelio luminal uterino.La
etapa del estro se caracteriza por la nula presencia de células en mitosis. See
empiezan a observar células apoptéticas, primero en el epitelio glandular y mas
tarde en el epitelio luminal acompanados por la presencia de leucocitos infiltrados.
El utero sigue siendo grueso, el epitelio cavernoso y tiene una duracion de 25-27 h
(Baranda—AviIa y cols., 2009; Mendoza-Rodriguez y cols., 2003a; Westwood,
2008).

2.3. Patrones de muerte celular programada y mecanismos

moleculares.



El dtero de diversos mamiferos incluyendo el humano presenta muerte celular por
apoptosis (Sandow y cols., 1979). Los estudios en este tejido han demostrado que
el crecimiento y la regresion ciclica del tracto reproductivo femenino se encuentra
bajo el control del E, y la P4; (Hopwood y Levison 1976; Mendoza-Rodriguez y
cols., 2003b). El E, tiene un efecto mitogénico en el epitelio uterino, mientras que
la P4 detiene la proliferacién al inhibir la mitosis promovida por el E,. En el utero de
la rata ademas de la induccion de la ovulacion, la preparacion del endometrio para
la implantacion y el mantenimiento del embarazo,la P4 inhibe la apoptosis en el
utero de la rata (Terada y cols., 1989). El incremento de los niveles plasmaticos de
E, induce la proliferacion del tejido. Posteriormente, la integridad del tejido se
mantiene en parte por el efecto antiapoptoético de la P4. Si no se produce
fertilizacion, los niveles de P4 caen y el epitelio uterino regresa por apoptosis
(Baranda-Avila y cols., 2009; Mendoza-Rodriguez y cols., 2003a; Sato y cols.,
1997)

Mediante técnicas histomorfolégicas se ha observado muerte celular por apoptosis
en el utero de rata y se ha establecido una relacién inversa entre la proliferacion y
la muerte celular (Spornitz y cols., 1994). Varios estudios han detectado la
presencia de apoptosis en el Utero de la rata durante el ciclo estral. Sin embargo
los resultados no coinciden con una etapa exacta en la cual se observe el maximo

indice apoptdtico (Burroughs y cols., 2000; Lai y cols., 2000; Sato y cols., 1997).

En nuestro laboratorio se encontrd el mayor indice apoptético del epitelio luminal y
glandular en la etapa del estro, disminuyendo en el metaestro, y siendo casi nulo

para el diestro y el proestro (Mendoza-Rodriguez y cols., 2003b).



Las células apoptéticas en el endometrio presentan vacuolas en la superficie
membranal, y un nucleo irregular con cromatina condensada y aglutinada a lo
largo de la membrana nuclear. En algunas células se presentan fragmentos
nucleares. Estas células son fagocitadas por células epiteliales vecinas no
apoptéticas, las cuales presentan un gran contenido de vacuolas fagociticas. No
se encuentra infiltracion de leucocitos en el epitelio durante la etapa del estro. En
contraste se observan una gran cantidad de linfocitos infiltrados y macrofagos, que
penetran por los espacios intercelulares del epitelio uterino en la etapa del
metaestro. Las células apoptéticas son en su mayoria fagocitadas por las células
mononucleares infiltradas. Los macréfagos muestran granulos y nucleos con
algunas vacuolas que contienen cuerpos apoptoticos en varias etapas de
degradacion (Mendoza-Rodriguez y cols., 2002; Mendoza-Rodriguez y cols.,
2003b; Terada y cols., 1989).

A pesar de que la regresion del endometrio es un fendbmeno ampliamente
reconocido, poco se sabe de los mecanismos moleculares que estan involucrados
con la apoptosis en el epitelio uterino durante el ciclo estral. En estudios recientes,
se ha evaluado la expresion de multiples genes de la familia de Bcl-2 que estan
involucrados con el proceso apoptatico, particularmente durante la transicion de la
etapa del proestro al estro. Se sabe que el significado funcional de la relacion
Bax:Bcl-2 y/o Bcl-xs:Bcl-x. determina la posibilidad de formacién de homodimeros
de Bax y Bcl-x.. Una relaciéon alta de Bax:Bcl-2 y/o Bcl-xs:Bcl-x, aumenta la
posibilidad de formacién de homodimeros de Bax y Bcl-xs y por tanto la induccién
de sefales de muerte celular. En cambio una relacién baja promueve la formacion
de heterodimeros entre Bax y Bcl-2 y Bclxs con Bcl-x, los cuales promueven la
sobrevivencia celular. En el endometrio de la rata se ha observado que existen
cambios significativos en la expresion de genes de la familia Bcl-2 a la media
noche del proestro, caracterizado por un incremento en los indices proapoptéticos

Bax/Bcl-2 y Bclxs/Bclx,. Estos datos sugieren que los genes estudiados participan



activamente en la regulacion de la apoptosis en este tejido (Mendoza-Rodriguez y
cols., 2003b)

En la apoptosis participan diversos factores, se ha estudiado el papel de XIAP y
Smac/DIABLO en la muerte celular del endometrio de la rata y se ha observado
que la maxima expresion para XIAP se observa durante el estro y el metaestro. En
ratas ovariectomizadas(OVX) y tratadas con estradiol (OVX +E), se ha observado
un aumento en la expresion de XIAP, mientras que para Smac/DIABLO se
observa una expresion constante desde el metaestro hasta el proestro y disminuye
significativamente durante el estro. Ademas también se observa que disminuye su
expresion en ratas OVX tratadas con estradiol (Leblanc y cols., 2003; Nurse,
1990).

Las caspasas son factores importantes para la progresiéon de la apoptosis, se han
estudiado los cambios en la expresion y activacion de estas enzimas durante el
ciclo estral y se ha observado que las caspasas activas 3, 6 y 7 tienen su maxima
expresion durante el estro (Leblanc y cols., 2003). En la transicion proestro-estro
la activacién de la caspasa-3 se observa desde las 0:00 h del estro y alcanza su
maxima expresion a las 13:00 h del estro.En cambio, la caspasa 8 se activa
alrededor de las 21:00 h del proestro y alcanza su maximo a las 6:00 h del estro,
mientras que la caspasa 9 activa se detecta desde las 13:00 h del proestro y
aumenta gradualmente hasta alcanzar su maximo a las 6:00 h del estro (Mendoza-

Rodriguez y cols., 2009).

En cuanto a la participacion de P53 en la muerte celular del endometrio de la rata,
se ha demostrado mediante inmunohistoquimica que el epitelio luminal presenta

cambios importantes en la expresion tanto del ARN mensajero como de la



proteina. Siendo notorio un maximo en la expresién del mRNA de durante el
metaestro que va disminuyendo hacia el proestro y el estro,.mientras que la
expresion de la proteina, presenta cambios tanto en la expresion como en su
localizacion subcelular. Durante el metaestro, la localizacion de P53 es
predominante en el nucleo, mientras que para el proestro y estro, la cantidad de
proteina disminuye de forma significativa, ademas de que su localizacion es mas

notoria en el citoplasma, (Mendoza-Rodriguez y cols., 2002).

Durante el estro se presenta el mayor indice apoptotico y una localizacion
citoplasmica de la proteina P53 en el epitelio uterino, por lo cual no puede llevar a
cabo su funcién transactivadora para regular la expresion de genes involucrados
en el mecanismo de muerte celular (Mendoza-Rodriguez y cols., 2002). Sin
embargo, si P53 se localizara en la mitocondria, podria desencadenar procesos de
induccidn de apoptosis por mecanismos no transcripcionales. Hasta el momento
no existen estudios que demuestren la localizacién mitocondrial de P53 en el
endometrio de la rata. Por lo tanto en el presente estudio se siguieron los cambios

en la localizacion mitocondrial de P53 en este modelo fisiolégico de apoptosis.



Planteamiento del problema.

Ensayos in vitro y bajo condiciones de estrés inducido demuestran que P53
es una proteina clave para la induccién de la muerte celular tanto por
mecanismos transcripcionales, como no transcripcionales, y para mantener
la integridad tanto del ADN nuclear como mitocondrial durante Ia

proliferacion.

El endometrio de la rata es un tejido que muestra importantes cambios
ciclicos dependientes de hormonas esteroides, que regulan la proliferacion
y muerte celular durante el ciclo estral y se ha demostrado que P53
presenta cambios tanto en su localizacion subcelular como en su expresion.
Sin embargo no se ha estudiado cual es la localizacion especifica P53
cuando se observa fuera del nucleo y se desconocen también sus
implicaciones funcionales. Por lo tanto es importante estudiar la localizacién
de P53 en la mitocondria y si esta localizacién corresponde con la induccién

de la muerte celular del endometrio de la rata.



Hipotesis

La expresion y localizacion mitocondrial maxima de P53 coincidiran con la
etapa de muerte celular del tejido endometrial de la rata durante el ciclo
estral de la rata, induciendo apoptosis mediante mecanismos no

transcripcionales.

Objetivos.
4.1 Objetivo general

Analizar la relacion entre la localizacion mitocondrial de P53 y la induccion de la

apoptosis en el endometrio de la rata durante el ciclo estral.
4.2  Objetivos particulares

> Estudiar los cambios en la localizacidon mitocondrial de P53 en el

endometrio de la rata durante el ciclo estral.

» Analizar y relacionar los cambios en la expresion de P53, PCNA, Bcl-

2 y Bax en endometrio durante el ciclo estral de la rata.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos y soluciones

. Solucién Buffer (PBS)pH=7.4:

NaCl 140 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO4 8 mM, KH,HPO,4 1.5 mM.
e Solucién TBS:

Tris-HCI 20 mM, NaCl 137 mM.

o Solucién TBS Tween 0.1% (v/v):
Solucién buffer TBS, Tween 20.

o Buffer de lisis para proteina:
NP-40 1% v/v, SDS 0.1%, Desoxicolato de sodio 0.5%, PBS pH=7 4.

o Buffer de carga para proteina:
SDS 2%, Azul de bromofenol 0.1%, Glicerol 10%, Tris —HCI 50mM.

o Solucién buffer para aislamiento de mitocondrias:

Manitol 210mM, sacarosa 70mM, EDTA 1mM, HEPES 10mM, albumina sérica
bobina deslipidada 0.5mg/mL, Coctel de inhibidores de proteasas complete
ROCHE.

o Solucién buffer isoténica para lavado de mitocondrias:
Tris —HCI 10mM, EDTA 1mM, sacarosa 250mM, coctel de inhibidores de
proteasas complete ROCHE.

o Buffer de electroforesis pH=8.3:
Tris-Base 0,025M, glicina 0,192M, SDS 1% (p/v).



Tris25 mM, glicina 192 mM, metanol20% v/v

Buffer de transferencia pH= 8:

Anticuerpos primarios y secundarios:

Anticuerpo

Casa comercial

Anti-P53 (FL-393) SC-6243

-Anti-Bcl-2 (C-2) SC-7382

-Anti-Bax (B-9) SC-7480

-Anti-PCNA (PC10) SC-56

- Anti rabbit IgG-HRP SC-2005

- Anti mouse IgG-HRP SC-2004

Santa Cruz Biotecnology, Inc

-Anti-mHSP70 ABR MA3-028

ABR-Affinity BioReagents




5.2. Obtencién del endometrio

Para la obtencién de la proteina de endometrio total, se utilizaron por cada etapa
del ciclo estral tres grupos, cada uno formado por 3 ratas. En cambio para la
obtencion de mitocondrias de endometrio, debido a que la cantidad de
mitocondrias obtenidas no era suficiente, fue necesario utilizar tres grupos, cada
uno formado por cuatro ratas, por cada etapa del ciclo estral. Las ratas utilizadas
tanto para la obtencion del endometrio total como para la obtencidn de
mitocondrias de endometrio fueron hembras de la cepa Wistar de 13 semanas de
edad, las cuales se mantuvieron con ciclos de luz oscuridad 12:12 h, con alimento,
agua ad libitum, y fueron sacrificadas mediante decapitacién a las 13:00 h de cada
dia del ciclo. Se disecaron ambos cuernos uterinos y se cortaron longitudinalmente
para exponer el endometrio. El endometrio fue obtenido mediante raspado suave
con el bisel de una aguja con calibre de 25G. El tejido obtenido de ambos cuernos,
fue mezclado en 1mL buffer de lisis para extraccion de proteina o buffer isoténico
para obtencidon de mitocondrias. Este mismo proceso fue realizado para obtener
cortes del tejido endometrial obtenido y el remanente uterino correspondiente al

miometrio.

Una porcién del endometrio obtenido se utilizé para cortes por congelacién y fue
fijado en solucion de paraformaldehido 4% durante 8 h, se realizaron cortes de 5
pm y fueron tefiidos mediante la técnica HE. La otra porcidn se utilizé para obtener
cortes semifinos y fue fijada durante 24 h con solucion fijadora de Karnovsky a 4°C
durante 24 h. Posteriormente fue lavada y conservada en buffer de desoxicolatos
hasta su utilizacion. Fue incluida en epon, se realizaron cortes de 1 ym y se
tiferon con azul de tolouidina. Todos los cortes se observaron con un microscopio
Nikon E600.



5.3. Obtencién de la proteina total de endometrio

El endometrio total fue homogenizado en buffer de lisis para proteina vy
adicionalmente se realizd una homogenizacion mecanica, utilizando polytron
Kinematika a velocidad maxima, aplicando tres pulsos de 10 s cada uno a 4°C. La
muestra se centrifugdé a 12,500 rpm durante 15 min a 4°C y se obtuvo el extracto
proteinico en el sobrenadante, el cual fue conservado a -70°C. Los extractos

proteinicos fueron cuantificados por el método de Bradford.

5.4. Fraccionamiento subcelular

El tejido obtenido de los raspados de endometrio se mezcld y llevé a un volumen
final de 2 mL con buffer de aislamiento isotdénico para mitocondrias. Se
homogenizo utilizando un homogenizador Potter evelheim con vastago de teflon y
cleranse de 0.006 inch. El vastago del homogenizador se adapt6 a un taladro cuya
velocidad fue regulada al 50% y se aplicaron aplicando 2 x 30 pulsos a 4°C. La
muestra se centrifugd 800 g x 20 min a 4°C, se separo6 el sobrenadante (SB1) y el
boton enriquecido con nucleos y células completas se resuspendiéo en buffer
isotonico para mitocondrias, se disgregé nuevamente y se realiz6 una segunda
centrifugacion a 800 g x 20 min a 4°C, se separd el sobrenadante (SB2) y se
mezcl6 con el sobrenadante anterior (SB1+SB2). El botdn enriquecido con nucleos
y células completas se lavd con buffer de lavado para mitocondrias. Finalmente se
resuspendio en buffer para extraccion de proteina y fue conservado a -70°C hasta

ser utilizado.

Los sobrenadantes mezclados se centrifugaron a 8200 g x 20 min a 4°C. El
sobrenadante fue considerado como la fraccidon citosodlica y el boton obtenido
corresponde a la fraccion mitocondrial. La fraccion mitocondrial fue lavada 2 veces

con buffer de lavado para mitocondrias, resuspendido en buffer de lisis para



proteina y conservado a -70°C hasta ser utilizado. Las fracciones mitocondriales y

el lisado celular total fueron cuantificados por el método de Bradford.

55. Western blot.

Los extractos proteinicos tanto de endometrio total como del fraccionado

subcelular, fueron cuantificados por el método de Bradford.

Se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE, utilizando un gel de poliacrilamida al
10% y se cargaron10 pg de proteina total por cada muestra. Posteriormente se
realizd la transferencia a una membrana de PVDF por método semi-seco. Las
membranas fueron bloqueadas con albumina al 1% (m/v) en TBS-Tween 0.1%
durante dos horas a temperatura ambiente e incubadas con los anticuerpos

primarios toda la noche a 4°C.

Para las proteinas del endometrio total: P53 (1:300), PCNA (1:1000) como
indicador de proliferacién, Bax (1:1000) proteina proapoptética, Bcl-2 (1:1000)

proteina antiapoptética,

Para las proteinas de las mitocondrias del endometrio: mHSP70 (1:5000) como

marcador mitocondrial, (1:300), PCNA (1:1000) como marcado nuclear.

Posterior a la incubacion con el anticuerpo primario, las membranas fueron
lavadas tres veces durante 10 min con TBS- Tween 0.1%, se incubaron con el
correspondiente anticuerpo secundario acoplado a HRP (anti-rabbit para P53 y
anti-mouse para Bax, Bcl-2, mHSP70 y PCNA), durante 1 h a temperatura
ambiente y las membranas se lavaron 2 veces durante 10 min con TBS-Tween
0.1%(v/v).



El revelado de las membranas se realizé por deteccion de quimioluminiscencia
utilizando ECL millipore 1:10, solucidon de revelado, fiado de KODAK vy placas
fotograficas Amersham Hyperfilm ECL.

Los cambios en la expresién de cada proteina fueron analizados mediante
densitometria con el programa KODAK 1D 3.6, tomando la intensidad neta (Int
net) del area que ocupaban las bandas obtenidas en la placas de western blot. La
densitometria de P53 fue corregida contra el control de carga (Int net rel). En el
caso del endometrio total se corrigido con una proteina de 50KDa, que mantenia su
expresion constante en el gel tefiido con azul de coomassie. Para el
fraccionamiento subcelular la expresion de P53 mitocondrial (mt P53) fue
corregida contra el marcador mitocondrial mHSP70 y la expresion de P53 del
lisado celular fue corregido contra el marcador nuclear PCNA. Posteriormente para
determinar la cantidad de mtP53 respecto al P53 total, se realiz6 el cociente entre
mtP53 y P53 total. Las densitometrias de la expresion de P53 corregidas se
sometieron a un analisis estadistico, realizado mediante analisis de varianza de
una sola via (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey, utilizando el programa

Graph Pad prisma 4.0.



VI. RESULTADOS

6.1. Aislamiento del endometrio.

Para comprobar que el tejido obtenido al raspar la luz del utero, correspondia al
endometrio y no se encontraba contaminado con miometrio, se realizaron cortes
histologicos y tinciones en HE tanto de la fraccion endometrial como del tejido
remanente del raspado. También se realizaron cortes finos de la porcién

endometrial y se tifieron con azul de toluidina.

En la figura 8 se observa que la que la fraccion endometrial con la que se trabajo
contiene diversos tipos celulares. Se encuentra enriquecida con células epiteliales
que conservan la estructura del epitelio luminal (Fig. 8C, 8D y 8E). En algunos
casos se encuentran unidas al estroma (Fig. 8E y 8G). Las células del epitelio
glandular (Fig. 8C y 8F), se observan aisladas tanto del estroma como del epitelio
luminal y en menor proporcion en comparacion con las ceélulas estromales y

epiteliales.



Figura 1 . Aislamiento del endometrio. La fraccion endometrial se encuentra enriquecida con
células epiteliales, se observan también células estromales y células del epitelio glandular. A
muestra un corte transversal del Utero completo de rata tefiido con H/E, las flechas sefialan el
epitelio luminal (EL), epitelio glandular (EG), el estroma(ES), el miometrio circular (MC) y el
miometrio longitudinal(ML). B muestra un corte histolégico transversal del tejido uterino remanente
a la extraccion del endometrio, se observa una porcién rica en estroma unida al miometrio y la
ausencia de epitelio luminal. C muestra un epitelio con estroma remanente y una glandula. D
presenta un epitelio luminal sin estroma. En la fotografia E se observan tanto epitelio luminal como
estroma unidos. En la fotografia F, se observan: epitelio glandular, epitelio luminal y estroma. G
muestra epitelio luminal con un poco de estroma. En la imagen H se observa epitelio luminal sin
estroma. Los cortes histologicos de las fotografias A-D, fueron tefiidos con HE. Los cortes
histoldgicos (E-H) fueron tefiidos con azul de toluidina.



6.2. Cambios en la expresion y localizacion mitocondrial de P53.

Para evaluar los cambios en la expresion de P53 en el endometrio de la rata
durante el ciclo estral, se realiz6 un estudio de expresion de la proteina, mediante
western blot, durante las diferentes etapas del ciclo estral de la rata. Se observo
que los la expresion de P53 no muestra cambios estadisticamente significativos
desde el metaestro hasta el proestro, sin embargo durante el estro la cantidad de

proteina disminuye significativamente casi en un 50% (Figura 9).
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Figura 9. Cambios en la expresion de P53 en el endometrio de la rata durante el ciclo estral.
Se muestran el western blot A y el histograma B representativos del promedio y la desviacion
estandar de tres experimentos independientes. Metaestro M, diestro D y proestro P. *P<0.05 para
EvsM,DyP.

Estudios previos demostraron que P53 cambia su localizacién subcelular en los

epitelios uterinos, durante las diferentes etapas del ciclo estral de la rata. Durante



el metaestro mostraba una localizacion nuclear importante, mientras que para el
proestro y estro se observo una disminucion tanto en la expresion de la proteina,
como en su localizacion nuclear y se hizo evidente su localizacion citoplasmica.
Sin embargo se desconocia si estos cambios en la distribucién subcelular de la

proteina corresponden a una localizacién mitocondrial.

En este estudio se observd que P53 se localiza en mitocondrias aisladas del
endometrio y que la cantidad de proteina que se localiza en la mitocondria, cambia
durante el ciclo estral de la rata. La etapadel ciclo estral donde se observo la
menor cantidad de proteina localizada en la mitocondria fue el metaestro, durante
el diestro aumenté de manera estadisticamente significativa, casi en un 50%
respecto al maximo de localizacion mitocondrial, el cual se observé durante el
proestro y para el estro la cantidad de P53 localizado en la mitocondria disminuyo
de manera estadisticamente significativa, siendo aproximadamente el 25% de la

expresion maxima (Figura 10).
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Figura 10. Cambios en la localizacion mitocondrial de P53 en el endometrio de la rata
durante el ciclo estral. A Western blot representativo de P53, Mit mitocondria, LC lisado
celular, PCNA marcador nuclear y HSP70 marcador mitocondrial. B histograma muestra del
promedio y la desviacion estandar de la proteina P53 en mitocondria vs P53 en endometrio
total (P53t) durante el ciclo estral. M metaestro, D diestro, E estro, P proestro. Se realizaron
tres experimentos independientes para cada etapa del ciclo.*P<0.05 para P respecto a M y
E.



6.3. Cambios en la expresion de PCNA, Bax y Bcl-2 .

Existen diversas proteinas utilizadas como marcador de proliferacion celular.PCNA
es una proteina involucrada en la proliferacion celular, su expresion se ve
aumentada durante la fase S del ciclo celular (Figura 11).En este trabajo se
estudiaron los cambios en la expresion de ésta proteina durante el ciclo estral de
la rata y se observl que su expresion maxima se observa durante el diestro, en el
metaestro se observa un 60% de la expresion méxima y esta diferencia es
estadisticamente significativa respecto al diestro. También se observo que en el
estro hay una disminucidén estadisticamente significativa en la expresion de la
proteina siendo aproximadamente el 55% de la expresibn maxima y es
estadisticamente significativa respecto al diestro. Por otra parte no parece haber
diferencia estadisticamente significativa, en la expresion de la proteina durante el

diestro y proestro.
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Figura 11. Cambios en la expresion de PCNA durante el ciclo estral. A muestra el western blot
y B el histograma representativo de tres experimentos independientes de los cambios en la
expresion de PCNA durante el ciclo estral. M metaestro, D diestro, E estro, P proestro. *P<0.05

paraDvs My E.



La familia de las proteinas Bcl-2 esta involucrada con la induccion de la muerte y
sobrevivencia de la célula. La proteina Bcl-2 es una proteina localizada en la
membrana externa de la mitocondria y tiene una funcion antiapoptética. En el
presente trabajo se analizaron los cambios en la expresion de Bcl-2 y se puede
observar que en el proestro se expresa aproximadamente en un 75%, por lo tanto
hay una disminucion en su expresion estadisticamente significativa respecto a las
demas etapas del ciclo, donde la expresion de la proteina se mantiene constante

(Figura 12).
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Figura 12. Cambios en la expresién de Bcl-2 durante el ciclo estral. Se observan el western
blot A y el histograma B, representativos del promedio y la desviacion estandar de los cambios en
la expresion de Bcl-2. Se realizaron tres experimentos independientes por cada etapa del ciclo. M

metaestro, D diestro, E estro, P proestro.*P<0.05 paraPvs M, Dy E.



La Proteina Bax forma parte de la familia de las proteinas Bcl-2 y es una proteina
proapoptotica. En el presente trabajo se analizaron los cambios en la expresion de
Bax, y se puede observar que hay una disminucidbn en su expresion de
aproximadamente 50% en el diestro, la cual es estadisticamente significativa
respecto a las demas etapas del ciclo, donde mantiene su expresion constante
(Figura 13).
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Figura 13. Cambios en la expresion de Bax durante el ciclo estral. Se muestran el western blot
A y el histograma B del promedio y la desviacién estandar de los cambios en la expresion de Bax
durante el ciclo estral de la rata. Se realizaron tres experimentos independientes por cada etapa

del ciclo. M metaestro, D diestro, E estro, P proestro. *P<0.05 paraD vs M, Py E



El balance proapoptético es una relacion entre la expresion de las proteinas
proapoptoticas y antiapoptoticas que permite determinar si la funcidn
proapoptotica de éstas es favorable. En el presente trabajo se analizaron los
cambios en la expresion tanto de Bax como Bcl-2. Se realizé el cociente de la
expresion de las proteinas para determinar el balance proapoptético y se puede
observar que el maximo balance proapoptético se observa durante el proestro y es
estadisticamente significativo respecto al metaestro y diestro. Durante el diestro se
observa un balance proapoptético de aproximadamente 30% y muestra diferencia
estadisticamente significativa respecto al metaestro proestro y estro. En el
metaestro se observa un balance proapoptotico de aproximadamente 70%. En el
estro se observa un balance proapoptético muy similar al metaestro y el cambio en
el balance proapoptotico solo es estadisticamente significativo respecto al

metaestro (Figura 14).
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Figura 14. Cambios en el balance proapoptotico del endometrio de la rata durante el ciclo
estral. Se muestra el histograma del cociente de la expresion de Bax y Bcl-2 durante el ciclo estral.
M metaestro, D diestro, E estro, P proestro. ***P<0.05 paraDvs P, Ey M

** P<0.05 paraPvs Dy M, *P<0.05paraMvs Dy P.



VIl. DISCUSION.

La expresion de P53 en endometrio total se mantuvo constante desde el
metaestro hasta el proestro y disminuyo en el estro. Estos datos concuerdan con
estudios anteriores donde se demuestra que tanto el ARN mensajero como la
proteina de P53 tienen su maxima expresion y localizaciéon nuclear durante el
inicio de la proliferacién y disminuye hacia el inicio de la muerte (Mendoza-
Rodriguez y cols., 2002), lo cual puede ser debido a que en las 13:00 h del estro,

la mayor parte de las células del endometrio ya han sufrido apoptosis.

La permanencia de la proteina P53 en el tejido endometrial durante las primeras
etapas del ciclo estral, puede deberse tanto al incremento en la velocidad de
sintesis inducida por hormonas esteroides, particularmente el estradiol, o bien por
modificaciones postraduccionales de la proteina que eviten su degradacion. Se
sabe que la mayoria de las funciones citoplasmicas de P53, son controladas
mediante modificaciones postraduccionales que evitan su degradacion,
principalmente la monoubiquitinacién y fosforilaciéon (Marchenko y Moll 2007).
Estas modificaciones inducen su localizacion citoplasmica y promueven la

apoptosis por la via no transcripcional (Green y Kroemer, 2009).

Otro blanco de estudio para obtener mayor informacion sobre las modificaciones
postraduccionales de P53 en el endometrio de la rata, son los cambios en la
expresion de MDM2. Estudios tanto in vitro como in vivo, demuestran que es la
principal ubiquitin ligasa de esta proteina e induce monoubiquitinaciéon cuando la
expresion de MDM2 es menor que la expresion de P53. La monoubiquitinacion
promueve la acumulacién de la proteina pero no su degradacion, permitiendo la
acumulacién de P53 en el citoplasma. Cuando la expresion de MDM2 es mayor
que la de P53, induce poliubiquitinacién y degradacion de P53 via el proteosoma
(Liy cols., 2003).



Se ha estudiado que el estradiol induce la degradacién de MDM2 en lineas
celulares tumorales y dado que el endometrio es un blanco fisiolégico para ésta
hormona, podria sugerirse que la acumulacion de P53 en las células del
endometrio es estabilizada por el estradiol. Por lo que seria importante establecer
esta relacion en el futuro, lo cual permitiria entender la contribucion de la

ubiquitinacién de P53 durante el ciclo estral.

Por otro lado, se observo que la localizacion mitocondrial de P53 cambia durante
el ciclo, siendo minima durante el metaestro (inicio de la proliferacion),
aumentando hacia el diestro (mayor proliferacién), siendo maxima durante el
proestro y disminuyendo nuevamente en el estro. Estos cambios pueden ser
consecuencia de que durante el metaestro hay poca muerte, por lo tanto no se

requiere la presencia de P53 en mitocondria para la induccion de la muerte celular.

Para el diestro, la localizacion mitocondrial de P53 aumenta de manera
estadisticamente significativa. Durante esta etapa la proliferaciéon celular va en
aumento y es evidente tanto bioquimica como morfolégicamente. Estudios
recientes han demostrado que P53 se localiza en la matriz mitocondrial de células
en proliferacion (Ferecatu y cols., 2009) y tiene importantes funciones durante la
reparacion del DNA mitocondrial en células cancerigenas colorectales en estado
proliferativo (Chen y cols., 2006). Por lo tanto es probable que el aumento en la
localizacion mitocondrial de P53 durante el diestro, tenga relacion con su funcién
protectora para el ADN mitocondrial durante la proliferacion, evitando dafo y
mutaciones en el ADN mitocondrial, permitir que el ciclo celular se lleve a cabo
adecuadamente (Kulawiec y cols., 2009) y con ello la regeneracién del

endometrio.

Durante el proestro se observo la maxima localizacion mitocondrial de P53, lo cual
puede obedecer a dos procesos importantes. El primero es que durante esta etapa
se alcanza el maximo de figuras mitéticas, producto de la proliferacion inducida

por el estradiol, seguido de una sefial antiapoptética por parte de la progesterona.



Por lo tanto, si P53 también tiene efectos sobre la reparacion del ADN mitocondrial
de las células del endometrio durante la proliferacion, seria necesaria su
localizacion mitocondrial, para inducir reparacion por dafio al ADN mitocondrial
durante las etapas de mayor proliferacion (Chen y cols., 2006). El segundo
sugeriria que la localizacion mitocondrial de P53 obedece a su funcién
proapoptética, induciendo su localizacién mitocondrial desde horas tempranas al
inicio de la muerte, lo cual correlaciona con la expresion de la caspasa 9 activa en
el utero de la rata desde las 13:00h del proestro (Mendoza-Rodriguez y cols.,
2009), ya que ésta es la responsable de la formaciéon del apoptosoma junto con
APAF-1 y el citocromo C. Para poder determirar cual es la funcion de la
localizacion mitocondrial de P53 durante el proestro, es necesario estudiar si se
encuentra en la matriz mitocondrial interactuando con el ADN mitocondrial o bien,
si se localiza en la membrana externa mitocondrial para favorecer el inicio de la

apoptosis.

La proteina PCNA es un importante indicador de proliferacion, ya que participa en
la replicacion del ADN durante la fase S del ciclo celular. En este trabajo se
observé que a las 13:00 h del diestro la expresion de PCNA es maxima, lo cual
indicaria que es durante esta etapa del ciclo estral de la rata cuando se encuentra
la mayor cantidad de células en la fase S del ciclo celular que aun no se dividen.
Por lo tanto puede decirse que es una etapa de inicio de la proliferacién celular lo
cual concuerda con la alta proliferacion observada en nuestro laboratorio
(Baranda-Avila y cols., 2009; Mendoza-Rodriguez y cols., 2003a)y un utero
delgado (Westwood, 2008). En esta etapa, la expresion de Bax disminuye de
forma estadisticamente significativa, mientras que Bcl-2 se mantiene constante
durante el metaestro y diestro, pero disminuye su expresion de manera
significativa durante el proestro. Estos resultados podrian sugerir que las senales
de apoptosis empiezan en el dia del proestro y que durante esta etapa el ciclo
celular ya no se encuentra en un proceso proliferativo, sino de division celular e
inhibicién de la apoptosis por efecto de la progesterona. En contraste, estudios

previos (Mendoza-Rodriguez 'y cols.,, 2003b) demostraron mediante



inmunohistoquimica, que tanto para el epitelio glandular como luminal del
endometrio, la minima expresién de Bcl-2 se observa hasta la noche del proestro y
madrugada del estro. Sin embargo, estas diferencias podrian ser el resultado de
que la fraccion del tejido endometrial, aunque esta enriquecida con células
epiteliales, también contiene celulas estromales y glandulares que no proliferan y
mueren al mismo tiempo que el epitelio luminal. Esta contaminacioén celular podria
contribuir a las diferencias encontradas en este trabajo respecto a estudios previos

realizados en el endometrio de la rata durante el ciclo estral .



VIIl. CONCLUSIONES

Se demostré por primera vez en un modelo fisiolégico de proliferacion y muerte
celular por apoptosis que la maxima localizacion mitocondrial de P53 se observa
durante el diestro y proestro, lo cual correlaciona no solamente con la induccién de
la muerte durante el proestro, sino también con el inicio de la proliferacion del

endometrio de la rata durante el metaestro.

Los cambios en la localizacién mitocondrial de P53 parecen estar sincronizados
con los cambios en la expresién de Bax, Bcl-2 y PCNA en el endometrio total de la

rata durante el ciclo estral.



IX. PERSPECTIVAS.

Es necesario determinar la localizacion submitocondrial de P53 durante el diestro
y proestro para diferenciar sus funciones proapoptéticas y las de proteccion del

ADN mitocondrial.

Estudiar la relacion de P53 poliubiquitinado vs P53 monoubiquitinado podria
otorgar valiosa informacion para explicar la permanencia de la proteina a lo largo
del ciclo y determinar las funciones proapoptoéticas, ademas de su expresion

durante el ciclo estral.

Por otra parte seria de gran interés demostrar los cambios en la localizacién
nuclear de P53 para determinar si la expresion constante a lo largo del ciclo estral
es para mantener una poza de la proteina y lo que realmente determina sus

funciones transcripcionales, proapoptéticas.
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