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Figura 19. Espectro de tumores en ratones p53-/-. Las barras azules representan los
ratones positivos para el transgen. Las barras celestes representan el porcentaje de ratones
positivos para el transgen que ademds desarrollaron linfoma de timo. Las barras rojas
representan los ratones negativos para el transgen. Las barras amarillas representan los
ratones negativos para el transgen que ademds desarrollaron linfoma de timo. Tim, timo.

Test., testicular.
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Figura 20A. Histopatologia de otro tipo de tumores encontrados en los ratones
transgénicos. Tincion de hematoxilina y eosina. A, Hemangiosarcoma. B,

Retinoblastoma. 200X.



Figura 20B. Histopatologia de otros tumores encontrados en los ratones transgénicos.
Tincién de hematoxilina y eosina. A, Sarcoma. B, Hemangiosarcoma de glddula

mamaria. 200X.



Figura 20C. Histopatologia de otros tumores encontrados en los ratones transgénicos.

inoma. 200X.
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Figura 20D. Histopatologia de otros tumores encontrados en los ratones transgénicos.
Tinciéon de hematoxilina y eosina. Diferentes dreas de un teratoma mostrando

compartimentos tipo hemitico (A) y tipo osteoide (B). 200X.



Fenotipo Tyler Jacks p53-/-* LcK-Hp5J pS3-/-

50% sobrevivencia 18-19 semunas 23-24 semanas
(% sobrevivencia 9 meses 11 meses
Linfomas (timo) 71% 64%
Metastasis TIEE 88%
Segundo tumor (+ timo) 12% 33%
Hemangiosarcoma < 5% 33%
Rhabdomyosarcoma 5% ND
Teratoma < 5% 1.5%
Tumores en glandula mam, 0% 6%
Retinoblastoma 0% 3%
Adenocarcinoma 0% 3%

TABLA 3. Comparacién de los fenatipos observados en este estudio y los observados en
¢l estudio de la inactivacién del gen p53 en ratones. * (JACK). **, No se¢ menciona el
desarrollo de mietdstasis en ese estudio, pero si se presentd alguna no fué significante
(Tyler Jacks comunicacién directa). ND, no determinado, la incidencia de
Rhabdomyosdrcoma no se determind debido a histoldgicamente es muy parecido a otros
tumores y eso lo hace muy dificil de diagnosticar sin tinciones especiales, sin embargo,

parece ser simular a la observada en Jacks et al.
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Figura 21. Hemangiosarcoma de células gigantes. Tincién de hematoxilina y eosina. Las

flechas muestran la localizacién de las células gigantes. 400X.
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p33 en la ausencia de MDMZ en tejidos adultos, Para este objetivo se realizaron las
cruzas descritas al inicio y se logré la obtencidn de 6 ratones p53-~~-mdm2-/-Tg+, pero
murieron rdpidamente debido al desarrollo d¢ linfomas de timo (5 de 6) o
hemangiosarcoma (1 de 6). De los § ratones con linfoma de timo, 3 desarrollaron
metdstasis. Para el grupo control se obtuvieron tambi€én 6 ratones, de los cuales 4
presentaron linfoma de timo (todos con metdstasis), 1 desarrollé teratoma vy 1 més no

presentd formacion de tumores.

Como nuestro objetivo era ver como funcionaba p53 en ausencia de MDM2 se
procedid & revisdr si los linfomas de timo desarrollados en los estos ratones mostraban
evidencias de la funcién de p53 en la forma de apoptosis. Para este objetivo se
sometieron a la técnica de Tunel para la determunacién de apoptosis y ninguno de los
tumores analizados resultd positivo, mientras que los controles positivos si lo hicieron

(figura 22).

Como lo encontrado, la ausencia de apoptosis ¢n un tejido con p53 en auscncia de
su regulador MDMZ, no st apegaba 4 lo esperado se tenia que confirmar que la proteina
sc seguia expresando en los tumares. Para esto se pracedid a la realizacién de tinciones
inmunohistoquimicas en las muestras existentes. De los 5 linfomas de timo provenieates
de los ratones p33-/-mdm2-/-Tg+ solamente uno mostré tincién positiva con el anticuerpo
monoclonal Bps3-12 (figura 23). La tincidn estaba bien delimitada a una zona del tumor
y cra bastante fuerie, sin embargo, esta misma zona era negativa para apoptosis. Después

de un segundo andlisis por parte de los patélogos se observd que el drea positiva para la
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Figura 22. Anilisis de Tunel para la determinacién de apoptosis. Tincién de contraste con
Nuclear Red Fast. A, Linfoma de timo proveniente de un ratén p53-/-mdm2-/- positivo
para el transgen. B, Control positivo, intestino de ratén silvestre. La flecha indica el

lugar en donde se localiza una célula apoptética. 400X.




Figura 23. Tincién inmunohistoquimica de un linfoma de timo proveniente de un ratén
mdm2-/- p53-/- positivo para el transgen. A. Tincién con al anticuerpo monoclonal
especifico para p5S3 humano Bp53-12, 200 amplificaciones. B, Mismo tejido aumentado

400 amplificaciones. Las flechas indican el drea positiva para la tincién.
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tincién era un drea necrdtica (figura 24). Tinciones posteriores en otros tejidos que

mostraban necrosis confirmaron este hecho ya que también desarrollan tincién positiva

con ¢l mismo anticuerpo.
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Figura 24. Tincién inmunohistoquimica de un linfoma de timo proveniente de un ratén
mdm?2-/- p53-/- positivo para el transgen. A. Tincién con el anticuerpo monoclonal
especifico para p53 humano Bp53-12, 400 amplificaciones. B, Tincién de hematoxilina y
eosina del mismo tejido aumentado 400 amplificaciones. Las flechas indican el area

positiva para la tincién (A) o la zona necrética (B).



DISCUSION

En la actualidad una gran parte de la investigacion cientifica estd enfocada a la
bisqueda y entendimiento de las causas del cdacer y las formas de prevenirlo. Los
grandes avances en ¢l campo de la biologia y 1a genética moleculares han traido como
resultado el descubrimiento de genes que estdn implicados en las vias de desarrollo del
cdncer. Las herramientas utilizadas para estos fines van desde sistemas bioquimicos y
bioldgicos in vitro, hasta ¢l uso de modelos animales de experimentacion. Los sistemas tn
vitre son de gran imporancia porque a través del tiempo han venido produciendo grundes
cantidades de informacidn acerca de las caracteristicas de detcrminadas moléculas. Por
otrg lado, los modelos animales proveen de un sistema experimental in vivo para estudiar

todos los aspectos de los procesos bioldgicos.

En el estudio del cdncer y la tumorogénesis, la disponibilidad de ratones
transgénicos, que sobreexpresan un oncogen especifico, y de ratones knockout o
deficientes, con deleciones de genes supresores de tumores ha trafdo como resultade una
basta cantidad de informacién referente a los efectos de los diferentes eventos genéticos
en el desarrollo del cdncer. El uso de modelos murinos nos permite determinar la
nnportancia de la presencia del sistema sanguineo y un sistema inmunoldgico intactos
sobre la formacidn y el crecimiento de tumores. Ademds, el potencial metastdsico de
células con alteraciones genéticas pusde analizarse en un ratdn, pero no in vilro €n

cultivo dc tejidos (Lozano and Liu, 1998).
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En ¢l presente trabajo se hizo uso de los ratones transgénicos y de modelos
murinos con genes inactivados, para tratar de elucidar una parte mas de las vias del gen
supresar de tumores p33. Las alteraciones en p53 se encuentran entre los eventos
moleculares mas frecuentemente encontrados en neoplasias, tanto en animales como en
humanos (Greenblatt et al., 1994; Hainaut et al., 1998). En condiciones fisioldgicas, en
céluias normales, la proteina p53 se expresa a niveles muy bajos y tiene una vida media
muy corta. Bajo el efecto de numerosos factores, tales como daiio al DNA, hipoxia,
hipcroxia, hipoglicemia, carencia de nucledtidos y activacion de oncogenes, p53 se
estabiliza y se activa (el-Deiry, 1998). Las respuestas que esto puede desencadenar son:
inhibicién del ciclo celular en la fase Gl o G2, apoptosis, envejecimiento celular,
diferenciacion, reparacidn del DNA y antiangiogénesis (El-Deiry, 1998). Estas respuestas
son mediadas por diferentes genes hlanco de p53. mdm2 es un regulador negativo de p53
(Kubbutat et al., 1997) que cuando se¢ une a él, bloquea su funcién como activador
transcripcional e induce su degradacién (Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1998). p21-
WAF 1 es activado por p53 a través de sus dos elementos de respuesta en el promotor (el-
Deury et al., 1993; el-Deiry et al., 1993), inlubieado CDKs y produciendu asi un arresto
del ciclo celular en la fase Gl. bax es un gen blanco de p53 cuya expresidn es
incrementada a través de ua elemento de respuesta 4 p53 en su promotor (Miyashita and
Reed, 1993) y produce induccidén de apoptosis a nivel de liberacién de citocromo C de la

mutocondria (Rosse et al., 1998),

Diferentes grupos de investigacidn han generado ratones deficientes en p53 y

todos han obtenido resultados similares (Clarke et al., 1993; Donehower et al., 1992;
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Jacks et al.,, 1994; Tsukada et al., 1993). La ausencia de pJJ disminuye
considerablemente la sobrevivencia de estos ratones debido a un incremento ¢n la
predisposicion al desarrollo de tumores. El espectro de tumores observado es similar en
todos los casos, predominando los linfomas (75%) y los sarcomas (25%]). Sin embargo,
también ha quedado claro que el fondo genético de cada ratdn es un factor importante en
¢l desarrollo de ciertos tumares. 35% de los catones pS53 -/- 129/Sv puros desarrollan
tumores testiculares mientras que solo ¢l 9% de los ratones p53 -/- 126/Sv-C57BL/6

hibridos lo hacen (Harvey et al., 1993).

[La delecidn de mdm2 en ratones produce letalidad embrianaria entre los 3.5y 5.5
dias de gestacion (Jones et al.,, 1995; Maontes de Oca Luna et al., 1995). La ausencia
simultdnea de p53 rescata este fenotipo, demostrando que la letalidad es causada por una
actividad desregulada de p53. Esto ha traido como consecuencia que no haya sido posible
estudiar los efectos de p53 en un tejido adulto en ausencia de MDM2, Se especula que
MDM?2 es igual de importante en la regulacién de 1a actividad de p53 en los tejidas de un
animal adulto, como lo es durante su desarrollo embrionario, Sin embrago, no existen

modelos animales que logren aclarar este punto.

Une de los abjetivos de este trabajo eca el comprobar si la expresién de p33 en
timo disminuia la incidencia de linfomas de timo en los ratones p53-/-. Para este fin,
dirigimos la expresién de p33 humano (Hp53) cn timo, desarrollando un ratén

transgenico que expresa Hp53 bajo la regulacion del promotor LeK en un fondo genético
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carente de p33. La hipotesis es que la presencia de Hp53 en el timo de estos ratones

lograria inhibir el desarrollo de los linfomas

En el presente trabajo se loged la creacion de una linea de ratones transgénicos
que expresan Hp53 en ¢l timo, pero también en otros tejidos como: corazon, pulmén,
rifidn y bazo (figura 12). El promotor proximal del gen LcK murino es responsable de la
expresion de dicho gen en timocitos y se¢ utiliza para la generacion de ratones
transgénicos con expresidn especifica dicigida al timo (Abrabam et al., 1991; Allen et al.,
1992; Chaffin et al., 1990). Sin embargo, existen dos reportes independientes que
muestran que transgenes dirigidos por este promotor son expresados también en células T
circulantcs y presentes cn otros tejidos (Buckland et al., 2000Q; Shimizu et al., 2001). Esto
podria explicar la presencia de la proteina transgénica en los otros tejidos, yu que en
tadas ellos se pueden encontrar células T. Sin embargo, la expresidn de pS3 fué mayor en
algunos de estos tejidos que en el propio timo (figura 12). Por lo tanto, es muy probable
que el transgen se haya insertado en el genoma en un lugar donde quedé bhajo la

influencia de algun otro promotor que activa su expresion en estos tejidos.

La expresion de la proteina es baja ya que no es detectable en Western Blots sino
dnicamente después de someter los ratones a radiacidn ionizante ([R). Este es un aspecto
conveniente, ya que se esta recapitulando la manera en que p33 actda normalmente (el-
Deiry. 1998). También se logrd la creacidn y caracterizacion de dos lineas adicionales de

ratones que expresan Hp53 especificamente en timo. Dicha expresion s mas elevada que
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la observada en la primera linea que obtuvimos ya que en este caso la proteina es

observada ain y cuando no se someten los ratones a [R.

La obtencidn de ratones p33-/-Tg+ nos permilié comparar su sobrevivencia e
incidencia de tumores con los obscrvados en los ratones p53-/- (Jacks et al., 1994}. Las
curvas de sobrevivencia no muestran diferencias entre estos dos modelos. Esto nos indica
que la presencia del transgen no tiene efectos significativos en el desarrollo y
sobrevivencia de los ratones. La disminucidn que se aobservd en la incidencia de linfomas
de timo (71% a 64%) en nuestros ratones transgénicos sugiere que la presencia de p53
humano tuvo un efecto positivo en contra del desarrollo de linfomas de timo en los
ratoncs p53-/-. Es probable que la razdn dc que los linfomas de timo no se hayan
eliminado completamente en nuestros ratones scan los bajos niveles de expresion del
transgen. Esto a su ver puede ser el resultado de la insercién de una sola copia del
transgen al genoma de los ratones. Esto se correlacionaria de alguna manera con lo
abservado en los pacientes de sindrome Li-Fraumeni (LFS), los cuales tienen mutaciones
cn uno de los alelos de p33 en linea germinal. Este hecho los hace muy propensos al
desarrollo de tumores, ya que solamente se requiere la mutacion del otro alelo para
inactivar a p33 (Evans and Lozano, 1997). Puede ser que algo similar esté ocurriendo en
este modelo, Al tener bajo nimero de copias del transgen en ¢l genoma es mas [icil
inactivarlas que teniendo multiples copias del mismo. Esta posibilidad podra ser revisada
al repetir los experimentos con las nuevas lineas de transgénicos que tienen un nivel de
expresion mas elevada y por lo tanto que es muy probable que contengan miltiples

capias del transgen insertadas en el genoma.
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También es posible que la presencia de p53 transgénico no lograra maodificar
grandemente ¢l fenotipo de linfomas debido a la presencia de mdme, su principal
regulador negativo. Si p53 se expresa en niveles bajos y es ain capaz de activar la
expresion de mdm2, entonces la presencia de mdm?2 podria inactivar las funciones de pS3
por alguna de las vias descritas anteriormente: e€xclusidn nuclear (Tao and Levine, 1999),
inhibicidn transcripcional (Barak et al., 1993; Momand et al., 1992) y ubiquitinacién
(Honda et al., 1997). Cualquiera de estos eventos produciria un ambiente equivalente al
presentado en los ratones p53-/- y por lo tanto fenotipos similares. Sin embargo, al ser
mdmZ un gen blanco de pi3, no se esperaria que se expresara ¢n grandes cuntidades s1
p53 no se activa y normalmente se cansidera que MDM?2 debe estar sobreexpresado para
que sea capaz de inactivar a p53. En este contexto podrian entonces jugar un papel
importante otras moléculas capaces de regular a p53 y que no son activadas
transcripcionalmente por €1, como es ¢l caso de MDMX (Shvarts et al., 1996). Existen
tumotes en los que p53 no presenta mutaciones y MDM2 no se encuentra
sobreexpresado, pero MDMX estd amplificado, lo cual indica que la sobreexpresidn de
MDMX pucde represeutar un mecanismo alterno para la inactivacion de p53
(Riemcnschneider et al.,, 1999). Esto podria ser analizado por andlisis
inmunchistoquimicos de los turnores, pero al momento no €s posible ya que adn no
existen anticuerpos especificos para MDMX que den buenos resultados en este tipo de

€XPErimentus.
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Un hallazgo interesante en este trabajo fué ¢l cambio observado en el espectro de
tumares entre nuestro modelo y el de Jacks. Nuestros ratones presentaron un incrementa
¢n el desarrolly de hemangiosarcomas (33% contra < 5%). También se observd el
desarrollo de tumores que no se presentan ¢n el modelo de Jacks, como lo son: tumores
en glandula mamaria (6%), retinoblastoma (3%) y adenocarcinoma (3%). Otro aspecto
importante fué que la gran mayoria de los linfomas de timo (88%) sc discmuinaron a otros
tejidos, fendmeno no observado en el modelo de Jacks. El incremetito en la incidencia de
hemangiosarcomas se puede deber a la diferencia entre los fondos genéticos de nuestros
ratones y los que utilizd Jacks. Sin embargo, en nuestro grupo control, que son ratones
pIJ-/- sin transgen provenientes de las mismas cruzas que los transgénicos, la incidencia
de hemangiosarcomas fué también inferior (13%). La diferencia eatre nuestro grupo
contral y el grupo de Jucks se puede adjudicur a la diferencia de fondos genéticos (aprox,
8%). Entonces ain c¢xiste una diferencia de mas de 25% en 12 incidencia de
hemangiosarcoma entre los dos grupos, Esta diferencia puede ser el resultado de la
presencia del transgen en los ratones, 1o que retrasarfa la aparicién de linfomas de timao y
daria tiempo al desarrollo de otros tumores en los tejidos en donde no se encuentra p53.
Esta correlaciona con la hipdtesis en la que se ha planteado que los ratones p33-/~
presentan un nimero muy limitado de tipos de tumores debido a que el linfoma de timo
se desarrolla muy rdpidamente y provoca la muerte del ratdn antes de que este logre

desarrollar tumores ¢n otros tejidos.

En cuanto a la diseminacion del linfoma de timo a otros tejidos, esto si parece ser

consecuencia de la diferencias en los fondos genéticos entre los grupos de ratones
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comparados, ya que nuestro grupo control presentd dicha diseminacidn en proporciones
similares (87%) a la observada en el grupo de transgénicos. Esto se correlaciona con
otros estudios que han mostrado que cambios ¢n ¢l fondo genético produce cambios en

los fenotipos desarrollados.

Otro aspecta de gran interés que queriamos estudiar en este trabajo era el
comportamiento de p53 en tejidos adultos que carczcan de mdm2. Para ¢sto también
utilizamos los ratones transgénicos que creamos y los cruzamas con ratones p33-/-mdm2
-/- hasta obtener ratones p33-/~mdm2-/- expresando el transgen p33-/-mdm2./-Tg +. En
estos ratones p33-~mdm2-/-Tg+ se queria analizar la via de apoptosis dependiente de p33
cn la ausencia de MDM2 en tejidos adultos. Desafortunadamente los pocos ratones con
este genotipo que se obtuvieron murnieron rapidamente debido a la formacion de tumores,
principalmente linfoma de timo. Se esperaria que la actividad de p53 en la ausencia de
MDMZ2 fuera descontrolada y, como en el ¢aso de los ratones carentes de mdm2, se
produjera apoptosis dependiente de p53. Sin embargo, no se esperaria una letalidad
embrionaria como en los ratones mdm2-/- ya que la expresion del promotor LcX se inicia

hasta el dia 14-15 dc la gestacion rmuentras que los ratones mdm2-/- mueren a los 5.5 dias.

Cuando se analizaron los tumores desarrollados en estus ratones para ver si
mostraban apoptosis se encontré que no lo hacfan (figura 22). Una vez mas, esto puede
deberse 4 la inhibicidn de p53 por alguno de sus reguladores, como MDMX. Se ha
propuesto que cuando p53 se expresa en bajos niveles MDMX es ¢l encargado de su

regulacidn negativa y que cuando la expresién es mayor, se activa la transcripcién de
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mdm?2 y este es entonces ¢l encargado de dicha regulacién, Otra posibilidad era que p53
no s¢ estuviera expresando en dichos tumores. Para analizar esto se sometieron los
tumores a tinclones inmunotustoquimicas utilizando un anticuerpo monoclonal especitico
para pS3 humano. Se encontré una fuerte tincion en una drca bien dclimitada de uno de
los tumores (figura 23), mientras que todos los demds fueron negativos. Como esta drea
del tumor también habia sido tefiida para la deteccidn de apoptosis y era negativa, no era
I6gico que p53 estuviera en tan alta concentracidn y no estuviera induciendo apoptasis.
Se volvid a revisar el tumor por parte de los patdlogos y se enconird que el drea con
tincion positiva para p53 era una zona necrdtica (figura 24). Cuando se tificron otras
muestras con necrosis se encontrd que el anticuerpo presenta reaccifn cruzada con algiin
elemento involucrados en la via de necrosis que no es p53. También era posiblc que p53
si se estuviera expresando en alta concentracidn y atn fuera incapaz de inducir apoplosis,
el punto crucial en este modelos seria la presencia de mutaciones en pS3. Para eliminar
esta postbilidad se realizd una secuenciacion del transgen integrado al gendma del ratén y
sola se encontré una mutacién puntual pero que es silenciosa. Otro dato que indica que
p53 se mantiene silvestre es que esta linea de ratones lo expresa en muy bajos niveles en
condicivnes normales, pero al ser sometidos a radiacidn tonizante p33 se estabiliza y
puede ser detectada en Western Blots. Esta es una caracteristica tipica de la proteina p53

silvestre.

El presente trabajo aporta informacién importante en el estudio de p53 in vivo, asi
como también demuestra la importancia de los sistemas transgénicos y knock-outs en

ratones como herramientas en el estudio in vive de diversas moléculas, Hemos mostrada



que la expresidn transgénica de p33 humano en un fondo genética carente de p53 produce
cambios importantes en el espectro de tumores desarrollados en dichos ratoncs. Aunque
no produce un cambio importante en la incidencia de linfomas de timo, si produce el
desarrollo de otros tipos de tumores como hemangiosarcoma y tumores de glindula

mamaria.
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CONCLUSIONES

1. Se logrd6 la creacidn de varias lineas de ratdnes transgénicos:
Una de ellas expresa p53 humano en timo, carazén, pulmon, riidn y buzo,

Otras dos expresan p33 humano especificamente en tima.

2. Se obtuvieron ratones carentes de p53 enddgeno que expresan p33 humano.

Su sobrevivencia es sinmular a aquella de los ratones p33-/-

La incidencia de linfomas de timo disminuyé de 71% a 64%

El espectro de tumores presenta cambios:
Incremento en la incidencia de hemangiosarcomas
Aparicién de tumotes que no se desarrollan en los ratones p53-/-

{retinoblastoma, tumores en glindula mamaria, adenocarcinoma)

Se encontrd un tipo de tumor no reportado anteriormente,

hemangiosarcoma de células gigantes.

3. Se obtuvieron ratones carentes de p53 y mdm2 enddgenos que expresan p33 humano.
La mayoria desarrollan linfomas de timo
Estos tumores na presentan apoptosis

No hay expresitn de p53 humano en los linfomas de timo
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APENDICE 1

Analisis estadistico del espectro de tumores observado.

Prueba Realizada: Se utilizé el coeficiente de correlacion de Pearson para probar si
habfa una diferencia significativa en la proporcion de ratones transgénicos y no
transgénicos que presentaban tumores.

LINFOMA DE TIMO

Hipatesis Nula: No existe una diferencia estadistica significativa en la proporcién de
ratones que presentan linfomas de timo entre el grupo transgénico y no transgénico.

Hipdtesis Alternativa: Existe una diferencia estadfstica significativa en la proporcién
de ratones que presentan linfomas de timo entre el grupo transgénico y no transgénico.

Veredicto: No rechazamos la Hipdtesis Nula. Es decir, no hay diferencias en la

proporcion de ratones con linfomas de timo en los grupos de ratones transgénicos y no
transgénicos.

Grafica de Proporciones
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Tabla de Contingencia

Estatus
No transgenicos Transgénicas
P no 20 26 46
S 2941 % 36.11 %
..g si 48 46 94
70.59 % 63.89 %
63 72 140
Coeficiente de Correlacion de Pearson
Test ChiSquare Prob>ChiSq
Pearson 0.711 0.3990
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HEMANGIOSARCOMA

075
£
g 0.5
:E 025
0 -
No trasng n icos Transg nicos
Esaius
Tabla de Contingencia
Estatus
No transgeénicos Transgénicos Z
g, g | no 59 48 107
s 5 86.76 % 66.67 %
$8 | s 9 24 33
13.24 % 33.33%
68 72 140
Coeficiente de Correlacion de Pearson
Test ChiSquare Prob>ChiSq
Pearson 7.841 0.0051

Hipotesis Nula: No existe una diferencia estadistica significativa en la proporcion de
ratones que presentan hemangiosarcoma entre el grupo transgénico y no transgénico.

Hipotesis Alternativa: Existe una diferencia estadistica significativa en la proporcién
de ratones que presentan hemangiosarcoma entre ¢l grupo transgénico y no transgénico.

Veredicto: Rechazamos la Hipdtesis Nula. Es decir, hay diferencias en la proporcién
de ratones con hemangiosarcoma en los grupos de ratones transgénicos y no
transgénicos.
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OSTEOSARCOMA

075

No rasng n icos Transg nicos
Estalus
Tabla de Contingencia
Estatus

No transgenicos Transgenicos 3
of | M 67 ) 137

%S 98.53 % 97.22 %

8 3 si 1 2 3

1.47 % 2.78 %

68 72 140
Coeficiente de Correlacién de Pearson
Test ChiSquare Prob>ChiSq
Pearson 0.285 0.5935

Hipotesis Nula: No existe una diferencia estadistica significativa en la proporcién de
ratones que presentan osteosarcoma entre el grupo transgénico y no transgénico.

Hipotesis Alternativa: Existe una diferencia estadistica significativa en la proporciéon
de ratones que presentan osteosarcoma entre el grupo transgénico y no transgénico.

Veredicto: No rechazamos la Hipétesis Nula. Es decir, no hay diferencias en la

proporcion de ratones con osteosarcoma en los grupos de ratones transgénicos y no
transgénicos.
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ANAPLASTICO

075 -

0.5 7

Anaplastico

025 -

Tabla de Contingencia

Estatus
No transgenicos Transgénicos
£ no 64 64 128
£ 94.12 % 88.89 %
s si 4 8 12
£ 5.88 % 11.11%
68 72 140

Coeficiente de Correlacion de Pearson

Test ChiSquare Prob>ChiSq
Pearson 1.220 0.2694

Hipotesis Nula: No existe una diferencia estadistica significativa en la proporcion de
ratones que presentan tumores anapldsticos entre el grupo transgénico y no transgénico.

Hipotesis Alternativa: Existe una diferencia estadistica significativa en la proporcion
de ratones que presentan tumores anaplasticos entre el grupo transgénico y no
transgénico.

Veredicto: No rechazamos la Hipdtesis Nula. Es decir, no hay diferencias en la
proporcidn de ratones con tumores anapldsticos en los grupos de ratones transgénicos y
no transgénicos.
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GLANDULA MAMARIA

0.75

0.5

Gl Mamana

025

No rasng n icos Transg nicos
Estlus
Tabla de Contingencia
Estatus
No transgenicos Transgénicos
£g | MO 68 68 136
) 5 100 % 94.44 %
3 si 0 =4 4
0.00 % 5.56 %
68 72 140

Coeficiente de Correlacion de Pearson

Test ChiSquare Prob>ChiSq
Pearson 3.889 0.0486

Hipotesis Nula: No existe una diferencia estadistica significativa en la proporcién de
ratones que presentan tumores de glandula mamaria entre el grupo transgénico y no

transgénico.

Hipotesis Alternativa: Existe una diferencia estadistica significativa en la proporcion
de ratones que presentan tumores de glandula mamaria entre el grupo transgénico y no

transgénico.

Veredicto: Rechazamos la Hipotesis Nula. Es decir, hay diferencias en la proporcion
de ratones con tumores de glandula mamaria en los grupos de ratones transgénicos y no
transgénicos.
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TERATOMA

0.75

g 05
025
I
|
0- |
No trasng n icos Transg nicos
Esbius
Tabla de Contingencia
Estatus
No transgenicos Transgenicos
g no 68 71 139
E 100 % 98.61%
kg si 0 1 1
0.00 % 1.39%
68 72 140

Coeficiente de Correlacién de Pearson

Test ChiSquare Prob>ChiSq
Pearson 0.951 0.3294

Hipotesis Nula: No existe una diferencia estadistica significativa en la proporcién de
ratones que presentan teratoma entre el grupo transgénico y no transgénico.

Hipotesis Alternativa: Existe una diferencia estadistica significativa en la proporcion
de ratones que presentan teratoma entre el grupo transgénico y no transgénico.

Veredicto: No rechazamos la Hipétesis Nula. Es decir, no hay diferencias en la

proporcién de ratones con teratoma en los grupos de ratones transgénicos y no
transgénicos.
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SARCOMA

0.75

% 05 -
3
025 -
0 —
Tabla de Contingencia
Estatus
No transgenicos Transgenicos
§ no 68 71 139
8 100 % 98.61 %
3 si 0 1 1
0.00 % 1.39%
68 72 140
Coeficiente de Correlacion de Pearson
Test ChiSquare Prob>ChiSq
Pearson 0.951 0.3294

Hipétesis Nula: No existe una diferencia estadistica significativa en la proporcién de
ratones que presentan sarcoma entre el grupo transgénico y no transgénico.

Hipétesis Alternativa: Existe una diferencia estadistica significativa en la proporcién
de ratones que presentan sarcoma entre el grupo transgénico y no transgénico.

Veredicto: No rechazamos la Hipétesis Nula. Es decir, no hay diferencias en la

proporcion de ratones con sarcoma en los grupos de ratones transgénicos y no
transgénicos.
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ADENOCARCINOMA

0.75 -

0.5 1

Adenocarcinoma

0256 4

Tabla de Contingencia

Estatus
No transgenicos Transgenicos
2 g no 68 70 138
§ £ 100 % 97.22 %
g | si 0 2 1
0.00 % 2.78%
68 72 140

Coeficiente de Correlacion de Pearson

Test ChiSquare Prob>ChiSq
Pearson 1.916 0.1663

Hipdtesis Nula: No existe una diferencia estadistica significativa en la proporcién de
ratones que presentan adenocarcinoma entre el grupo transgénico y no transgénico.

Hipotesis Alternativa: Existe una diferencia estadistica significativa en la proporcién
de ratones que presentan adenocarcinoma entre el grupo transgénico y no transgénico.

Veredicto: No rechazamos la Hipétesis Nula. Es decir, no hay diferencias en la

proporcién de ratones con adenocarcinoma en los grupos de ratones transgénicos y no
transgénicos.
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RETINOBLASTOMA

075 -

05 -

Retinoblastoma

025 4

0 -
No tasng nics Tansg n ices
Esttus
Tabla de Contingencia
Estatus
No transgenicos Transgenicos
ef | Mo 68 70 138
£8 100 % 97.22 %
€2 [T 0 2 1
0.00 % 2.78 %
68 72 140

Coeficiente de Correlacion de Pearson

Test ChiSquare Prob>ChiSq

Pearson 1.916 0.1663

Hipotesis Nula: No existe una diferencia estadistica significativa en la proporcién de
ratones que presentan retinoblastoma entre ¢l grupo transgénico y no transgénico.

Hipotesis Alternativa: Existe una diferencia estadistica significativa en la proporcion
de ratones que presentan retinoblastoma entre ¢l grupo transgénico y no transgénico.

Veredicto: No rechazamos la Hipétesis Nula. Es decir, no hay diferencias en la
proporcién de ratones con retinoblastoma en los grupos de ratones transgénicos y no

transgénicos.
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10,

L.

12.

13.

14.

LS.

16.

17.

18.

19.

20,

AR

22.

23.

APENDICEK 2

Lista de reactivos, kits y buffers.

Acido bdrico. Sigma Chenucals. St. Louis, MO,

Acido citrico monohidratado. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

Acido clorhidnco (HCI). Fisher Scientific, Pittsburgh, PA.

Acido etilendiamino tetra-acético (EDTA). Sigma Chemicals, St. Louis, MO.
Agarosa grado ultrapuro. Gibco BRL, Life Technologies, Grand [sland, NY.
AmpliTag DNA polimerasa. Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN.
Aaticuerpo monoclonal Bp53-12. Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA.
Azul de bromotenol, sal sddica. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.
Bicarbonato de sodio. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

Bio-Rad Protein Assay. BioRad Laboratories, Hercules, CA.

Borato de sodio. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

Bromuro de etidio. Sigma Chenucals, St. Louis, MQ.,

Buffer de PCR 1X. Boehringer Mannheim, Indianapolis, [N,

Cloruro de sodio (NaCl). Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

DAB (3, 3’-Diaminobenzidina). Vector Labs, Burlingame, CA,
Diaminobencidina, DAB Substrate Kit. Vector Laboratories, Burlingame, CA.
Dodecii sulfato de sodio (SDS, CMS Chempure Ultra).Curtin Matheson Scientific,
Inc. Houston, TX.

dUTP-biotina. Boeheinger Mannheim, [ndianapolis, IN.
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24.

25.
20,
27.
28,
29.
30,
31
32.
33,
34
35,
36.
37.

38.

39,
40.
41,

42.

ECL Western Blotting Analysis System. Amersham Life Science, Buckinghamshire,
[nglaterra.

Enzima de restriccién Asp718. Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN.

Enzima de restriccion BamHI. Roché, Indianapolis, IN.

Enzima de restriccién EcoRL. Roché, Indtanapolis, IN.

Enzima de restriccion HindIll, Roché, Indianapolis, [N,

Enzima de restriccién Notl. Roché, Indianapolis, IN.

Enzima de restriccidn Pstl. Roché, Indianapolis, [N,

Enzima de restriccion Xbal. Boehringer Manoheim, Indianapolis, IN.

Enzima Polimerasa Klenow. Roché, Indianapolis, IN.

Eosina Y Accustain, solucién alcohdélica. Sigma Diagnostics, St. Louis, MO,

Etanol absoluta. AAPER. Alcohal and Chemical, Co. Shelbville, KY.

Fenol ultrapuro. Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY.

Formaldehido. Fisher Scientific, Pittsburgh, PA.

Fosfato de sodio, monobasico y monohidratado. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.
Hematoxilina modificada de Harris, con dcido acético y libre de mercurio. Fisher
Scientifics, Fair Lawn, NJ.

HEPES. Sigma Chemicals, St. Louis, MO,

Hidréxido de sodio (NaOH). Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

Isopropanol (2-propancl, Optima). Fisher Scientifics, Fair Lawn, NJ.

Kit para deteccidn de apoptosis: [n Situ cell death detection kit POD. Boehringer

Mannteim, Indianapolis, IN.
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43 Kit para detcccion inmunohistoquimica de PCNA: PCNA staining kit. Zymed

44

45

46

47

48

49

Laboratories, San Francisco, CA.
. Medio de cultivo DMEM. . Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY.
. Metanol, grado HPLC. Fisher Scientifics, Fair Lawn, NJ.
. Nuclear Red Fast. Vector Laboratories, Burlingame, CA.
. Parafina. Fisher Scientitics, Fair Lawn, NJ.
. PBS 1X libre de Hg*"? y Ca**. Gibco BRL, Life Technologies. Grand Island, NY.

. PCR Product Pre-Sequencing Kit. USB, Cleveland, Ohio.

50.Permount (B-Pinene Polymer, SP15-100, Toluene Solution). Fisher Scientific,

51.

52.

33.

54.

33,

56.

57.

J4,

59,

60,

6L.

Pittsburgh, PA.

Peroxido de hidrdgeno, solucidn 30% peso/peso. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.
Portaobjctos Superfrost Plus. Fisher Scientific, Pittsburgh, PA.

Proteinasa K. USB, Cleveland, OH.

QIAquick Gel Extraction Kit de purificacién en columna. QUIAGEN, Valencia, CA,
Sistemas de estreptavidina-peroxidasa. VECTASTAIN ABC Elite Mouse Kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA.

Solucién fijadora de Bouin. PolySciences, Inc., Warrington, PA.

Solucidn amortiguadora de fosfatos (PBS). libre de magnesio (+2) y libre de calcio.
Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY.

Suero fetal de bovino (FCS). HyClone Laboratories. Logan, UT.

Tritén X-100. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

Trizma Base. Sigina Chemucals, St. Louis, MO.

Tween 20 (polyoxycthilenc-sorbitan monolaurate). Sigma Chemicals, St. Louis, MO.
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62. Xilenos, grado reactivo. Stephens Scientifics, Kalamazoo, M.

63. Xylene cyanole FF. Sigma Chemicals, St. Louis, MO.

64. & *PdCTP. Perkin Elmer Life Sciences, Boston, MA.
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