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ARTICULO ORIGINAL

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL NERVIO OPTICO
EN EL RATON QUE SOBREEXPRESA EL GEN P53.
ANALISIS DE ESTRES OXIDATIVO

BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE OPTIC NERVE IN
MICE OVEREXPRESSING THE P53 GEN. OXIDATIVE STRESS
ASSAYS

GALLEGO-PINAZO R!, ZANON-MORENO V2, SANZ S, ANDRES V3, SERRANO M*,
GARCIA-CAO I, PINAZO-DURAN MD?

RESUMEN

Objetivos: El gen supresor tumoral p53 detiene la
proliferacion y la muerte celular por apoptosis sub-
secuente a la accion de diversos factores, entre ellos
el estrés oxidativo. La proteina p53 es fundamental-
mente un regulador de la expresion génica. Utili-
zando ratones genéticamente manipulados para pre-
sentar una copia extra del gen p53 (transgénicos
super p53) frente a ratones controles, hemos inves-
tigado el estado oxidativo y antioxidante en los ner-
vios 6pticos, en relacién a p53.

Método: Se han utilizado ratones de la cepa
C57BL/6 de 12 meses de edad en dos grupos: 1)
grupo super p53 (Sp53) y 2) grupo de controles
wild-type (GC). Los ratones fueron anestesiados en
atmosfera de éter, extrayendo los globos oculares y
nervios Opticos que se lavaron en PBS, mantenien-
do las muestras en nitrégeno liquido y en congela-
dor de —85°C hasta su procesamiento. Se homoge-
neizaron 3-4 nervios Opticos por cada eppendorf,
clasificando por grupos y determinando mediante
métodos enzimdtico-colorimétricos la actividad
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ABSTRACT

Purpose: The tumour inhibitor p53 gene has the
ability of triggering proliferation arrest and cellular
death by apoptosis subsequent to several factors,
among them oxidative stress. The p53 protein is a
major regulator of gene expression. Using geneti-
cally manipulated mice carrying an extra copy of
gene p53 (transgenic mice super p53) versus control
mice, we have investigated the generation of reacti-
ve oxygen species and antioxidant activity in the
optic nerve of mice in relation to p53 availability.
Methods: We studied two groups of 12-month-old
mice of the strain C57BL/6: 1) super p53 group
(Sp53) and 2) wild-type control group (CG). Mice
were anesthetized in ether atmosphere and the eye-
ball and retrobulbar optic nerves were excised, was-
hed, soaked in PBS, and stored in liquid nitrogen at
—85°C until processing. Three-four optic nerves
from the same group were placed in an eppendorf
tube, homogenized and enzymatic-colorimetric
methods used to determine oxidative and antioxi-
dant activities and the nitric oxide synthesis.
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peroxidativa y actividad antioxidante total y la con-
centracion de oxido nitrico.

Resultados: Existe aumento significativo en la for-
macién de radicales libres via peroxidacion lipidica
(p<0,001), de Ia actividad antioxidante (p<0,001) y
sintesis de 6xido nitrico (p<0,05) en los nervios
opticos de los ratones transgénicos super p53, fren-
te a los ratones controles.

Conclusiones: La presencia de una copia extra del
gen p53 estd ligada a modificaciones de la actividad
redox en el nervio 6ptico del ratén, sugiriendo que
pS53 otorga una mayor resistencia a la agresion oxi-
dativa. Valoramos la utilizacién de este modelo de
ratén transgénico en procesos neurodegenerativos
relacionados con el estrés oxidativo y la induccion
de la apoptosis, como la neuropatia 6ptica glauco-
matosa o la degeneracién macular asociada a la
edad.

Palabras clave: Gen p53, ratén super p53, estrés
oxidativo, 6xido nitrico, nervio éptico.

Results: A significant increase in free radical for-
mation (via lipid peroxidation; p<0.001), antioxi-
dant activity (p<0.001) and nitric oxide synthesis
(p<0.001) was found in the optic nerves from trans-
genic super p53 mice compared to respective con-
trols.

Conclusion: The presence of an extra copy of the
p53 gene correlated with redox status in the mouse
optic nerve. This transgenic mouse could be useful
as an experimental model to study cell resistance to
neurodegenerative processes in relation to oxidative
stress and to apoptosis induction, such as glauco-
matous optic neuropathy or age-related macular
degeneration (Arch Soc Esp Oftalmol 2008; 83:
105-112).

Key words: P53 gene, super p53 mice, oxidative
stress, nitric oxide, optic nerve.

INTRODUCCION

La proteina p53 tiene un peso molecular de 53
kD (de ahi su nombre) y su principal caracteristica
es que interviene directamente en el control del
ciclo celular y en la replicacion y reparacion del
acido desoxirribonucleico (ADN), manteniendo la
estabilidad gendémica, activando la apoptosis y par-
ticipando en la respuesta celular a agentes externos
nocivos. La proteina p53 es fundamentalmente un
regulador de la expresién génica, actuando como
factor de transcripcion capaz de activar o de inhibir
genes especificos, entre los que destacan el gen p21,
los genes bax y fas, el gen IGF-BP3 (insulin-like
growth factor-binding protein-3), el gen gadd45
(growth arrest and DNA damage-45) y el gen de la
ciclina G, todos ellos implicados en el ciclo de divi-
sion celular y por ende en los procesos de prolifera-
cién y apoptosis (1,2). De estas mismas funciones
deriva el hecho de que la proteina supresora de
tumores p53 estd relacionada con la prevencion de
cancer, debido a su habilidad para regular la trans-
formacién, proliferacién y muerte celular ante
diversos agentes, entre ellos la agresion a los dcidos
nucleicos y el estrés oncogénico (1-4). El gen p53
codifica la proteina p53 y en el genoma humano
parecen existir unas 200 copias de este gen, locali-
zadas en el cromosoma 17.

El dafio al ADN puede proceder de agentes natu-
rales exdgenos (radiaciones ultravioleta, microorga-
nismos) o endégenos (hipoxia, estrés oxidativo) y
también de agentes quimicos (farmacos, pesticidas,
conservantes alimentarios, gases contaminantes,
etc.). Entonces, ;Cémo se produce el estimulo de
p3S3 tras el dafio inducido al ADN? Se ha postulado
que p53 puede unirse al ADN de cadena sencilla y
asf localizar directamente la lesién, o bien que p53
actiie en respuesta a anomalias del metabolismo de
los nucleétidos (1,2,5). También se ha demostrado
que la proteina p53 se inactiva cuando aumenta la
actividad oxidativa celular, y por ello se ha sugeri-
do que la proteina p53 actuaria como sensor del
estrés oxidativo endocelular (5,6), pudiendo mediar
mecanismos de induccién o inhibicién de la apop-
tosis en situaciones bioldgicamente favorables
(1,2,7-9). Este concepto es particularmente intere-
sante en oftalmologia, ya que la apoptosis, o muer-
te celular programada, ha sido relacionada con
diversos procesos, entre los mas relevantes la muer-
te de las células ganglionares de la retina en el cur-
so del glaucoma (10,11).

El proceso de apoptosis responde a la activacién
de mecanismos especificos que finalizan con la
muerte celular (1,2,7-11). La activacion del pro-
grama de suicidio celular implica la sintesis de
moléculas especificas de ARN mensajero y su tra-
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duccién correspondiente, lo que demuestra que la
muerte celular estd mediada por mecanismos
intrinsecos intracelulares (4). En numerosos tipos
celulares este proceso de apoptosis es dependiente
del gen p53. De hecho, la activacién de la proteina
p53 dispara un programa transcripcional complejo
que dependiendo del tipo celular y de las propie-
dades del medio, lleva a la detencion del ciclo
celular o bien a la muerte por apoptosis (7,9). La
biisqueda del equilibrio entre los mecanismos que
promueven la supervivencia celular y aquellos
encaminados a su muerte, es el verdadero objetivo
de muchos investigadores, ya que elucidar estos
mecanismos puede ser la base de nuevas estrate-
gias terapéuticas. Y en este sentido se ha demos-
trado que mutaciones promotoras de apoptosis
durante el desarrollo del globo ocular provocan
malformaciones congénitas, mientras que las que
la inhiben suprimen la aparicién de esos fenotipos
(9,12).

Nos planteamos analizar las propiedades de la
proteina p53, para intentar comprender su funcién
en las enfermedades oculares neurodegenerativas,
cuyos mecanismos etiopatogénicos atin permane-
cen sin esclarecer, entre ellas la atrofia dptica glau-
comatosa, que por su morbilidad es causa principal
de ceguera irreversible en todo el mundo. En este
estudio hemos utilizado un modelo experimental en
el ratén, que se ha manipulado genéticamente para
poseer copias supernumerarias del gen p53 en for-
ma de largos transgenes, obteniendo ratones trans-
génicos super p53 (Sp53) (3). Y como hemos
expuesto anteriormente, ya que el aumento de la
actividad oxidativa es capaz de inactivar la proteina
p53 y que dicha proteina podria ser un marcador
biolégico del estrés oxidativo endocelular, regulan-
do al mismo tiempo los procesos de inducciéon o
inhibicién de la apoptosis en situaciones propicias,
pretendemos caracterizar bioquimicamente los ner-
vios 6pticos de los ratones Sp53, investigando si
estos animales presentan variaciones respecto a las
actividades redox de los ratones con genotipo no
modificado.

SUJETOS, MATERIAL Y METODO

En este estudio se ha utilizado el ratén como ani-
mal experimental. Todos los experimentos se han
ajustado a las leyes Europeas para manipulacién de
animales (CE, 1986).

Caracteristicas del modelo experimental

Se eligieron ratones de la cepa C57BL6/J, Charles
River que se han manipulado genéticamente en el Cen-
tro Nacional de Biotecnologia (Madrid) para poseer dos
copias extra del gen p53 (super pS3 tg/tg) segun el
método de Garcia-Cao et al. (3). Para asegurar la utili-
dad del genotipo modificado hay que tener en cuenta
que el alelo transgénico p53-tg cuando se presenta en un
medio genético neutro para p53 llega a ser una replica
funcional del gen endégeno, y asi ha ocurrido con los
ratones utilizados en este estudio. Ademas, los ratones
Sp53 que poseian alelos p53-tg, ademds de los dos ale-
los enddgenos, presentaban una respuesta mayor ante el
dafio infringido al ADN y demostraron estar mas prote-
gidos frente al cancer que los ratones normales (3).

Por todo ello nuestro estudio se ha basado en la
utilizacién del modelo de ratén transgénico genera-
do mediante el uso de largos segmentos de ADN
que contienen el gen p53 en su contexto gendmico
natural, para preservar al maximo las caracteristicas
del gen (3). El modelo de animal transgénico que
sobreexpresa el gen p53 se caracterizé mediante
genotipado por la reaccidon en cadena de la polime-
rasa (del inglés Polymerase Chain Reaction; PCR)
e identificacién de la banda especifica que corres-
ponde al gen supernumerario. En la figura 1 apare-
ce una banda especifica que confirma la presencia
del transgen p53 adicional, conteniendo la region
promotora de p53, de modo que su regulacion es
idéntica a la del gen p53 enddgeno.

La funcionalidad del transgen se demostré in
vivo e in vitro. El ratén super p53 muestra un desa-
rrollo normal, es fértil y envejece normalmente con
respecto al comportamiento de los animales contro-
les, lo que se ha demostrado en todas las camadas a
lo largo de este estudio y otros realizados con el
mismo modelo experimental (3).

Obtencion de las muestras

Los animales proceden del Centro Nacional de
Biotecnologia de Madrid y fueron mantenidos en
condiciones estdndar de laboratorio en el Instituto de
Biomedicina del CSIC en Valencia. Se escogieron al
azar 18 ratones de 12 meses de edad de ambos gru-
pos de estudio (GSp53; n=9 vs GC; n=9), que fue-
ron sacrificados exponiéndolos a atmoésfera de éter
durante unos minutos, extrayendo los 36 globos
oculares y nervios 6pticos que fueron congelados en
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Fig. 1: Genotipado mediante PCR del raton que sobreexpresa el gen p53.

nitrégeno liquido y almacenados a —85°C hasta su
procesamiento, en los laboratorios de la Unidad de
Investigacion Oftalmoldgica «Santiago Grisolia» de
Valencia. Los globos oculares se disecaron, separan-
do los nervios 6pticos que fueron homogenados en
eppendorfs conteniendo cada uno tres nervios Opti-
cos y clasificindolos segtn los grupos de estudio.
Mediante un ultraturrax, realizando pausas para evi-
tar sobrecalentamientos y sobre hielo picado, se
obtuvieron los homogenados de tejido nervioso que
destinamos a técnicas enzimadtico-colorimétricas
para determinar el estado oxidativo y antioxidante y
la determinacién del 6xido nitrico, segin técnicas
descritas por otros autores en diversos tejidos, aun-
que con modificaciones personales aplicadas al
manejo de muestras oftalmoldgicas, como han sido
descritas extensamente en trabajos anteriores de
nuestro grupo (6-11). Basicamente la determinacién
del estado oxidativo se realizé mediante la determi-
nacioén de los productos finales de la peroxidacion
lipidica, el malonildialdehido (MDA) y la técnica
del 4cido tiobarbitirico y productos que reaccionan
con €l (TBARS). La solucién conteniendo el homo-
genado se lleva a ebullicién durante 1 h y el sobre-
nadante se extrajo con butanol. Una muestra (por tri-
plicado) se depositd en placa multipocillos para su
lectura espectrofluorométrica en citofluor a 544 nm
excitacion y 592 nm emisién. Las formulas de los
metabolitos que forman parte de la reaccion enzimé-
tico-colorimétrica son las siguientes:
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La determinacién del estado antioxidante total
(AOXT) se realizé mediante la determinacidn
sumatoria de la capacidad antioxidante de la mues-
tra, utilizando una combinacién de reactivos especi-
fica que mide la actividad AOXT del tejido homo-
geneizado en cuestion y que es comercializada por
Randox labs. La reaccion final obtiene la medida de
la actividad AOXT mediante un espectrofotometro
a 600 nm de longitud de onda.

La determinacién del 6xido nitrico total se reali-
z6 mediante un preparado comercial de R&D Sys-
tems. Este ensayo se basa en la conversion enzima-
tica del nitrato a nitrito por medio del enzima nitra-
to reductasa. Tras la reaccién se produce la deter-
minacién colorimétrica del nitrito por la reacciéon de
Griess, que se basa en una reaccién de diazotizacién
en dos etapas: 1) acidificacion del NO,™ para pro-
ducir un agente nitrosante y 2) reaccién de este
agente con acido sulfanilico para producir i6n dia-
zonium, que se unird al N-(1-naphthyl) ethylenedia-
mine para formar un croméforo que absorbe luz a
540-570 nm, y que puede ser medida.

El procesamiento estadistico de los datos se rea-
liz6 mediante el programa Excel para Windows v
2003, Microsoft corporation (USA) y mediante el
SPSS v 15.0 (Inc. Redmon WA, USA). Los grupos
se compararon mediante el test t de student y el kol-
mogorov-Smirnov. Todos los datos se presentan
como la media y desviacién estandar. El nivel de
confianza de la muestra fue del 95%.

RESULTADOS

La media de las determinaciones de la actividad
oxidativa, mediante la via de la peroxidacion lipidi-
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ca muestran el aumento significativo de los valores
MDA-TBARS (p<0,001) en los nervios épticos del
grupo Sp53, frente a los ratones controles (2,2 DE
0,6 vs 1,3 DE 0,2) como se demuestra en la figura 2.

La media de actividades antioxidantes totales de
los homogeneizados de nervios 6pticos fue signifi-
cativamente mayor [AOXT (p<0,001)] en el ratén
Sp53 que en los controles (1,8 DE 0,4 vs 0,7 DE
0,1) que puede objetivarse en la figura 3.

La media de las determinaciones de la sintesis de
oxido nitrico demostré el aumento significativo de
los valores (p<0,001) en los nervios 6pticos del gru-
po Sp53, en relacién a los valores de los nervios
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Fig. 2: Determinacion del MDA TBARS en ambos gru-

pos de ratones. Los valores (uMol/l) son media + des-
viacion estandar. La significacion se tomo al 95%.

L £

Fig. 3: Determinacion de la actividad antioxidante total
AOXT en los ratones. Los valores (uMol/ml) son media
+ desviacion estandar. La significacion se tomo al 95%.

opticos de animales wild type (143 DE 54 vs 105
DE 39), como se aprecia en la figura 4.

DISCUSION

Mediante la utilizacién de modelos trangénicos,
se puede profundizar en el conocimiento de los
mecanismos de transmisién génica y en las fases
del ciclo celular, asi como obtener una base indis-
pensable para el desarrollo de futuras terapias
(1,19). El modelo que presentamos en este estudio,
y que contiene una copia extra del gen que codifica
la proteina p53, permite analizar ciertas caracteris-
ticas derivadas de las funciones de esta proteina y
describir variaciones en relacion a la presencia
supernumeraria del gen p53 (3). Estudiando el ner-
vio Optico en el ratén Sp53, hemos descrito el
aumento en la formacioén de radicales libres por la
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Fig. 4: Determinacion del ON en ambos grupos de rato-
nes. Los valores (uMol/l) son media = desviacion estan-
dar. La significacion se tomo al 95%.
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via de la peroxidacién lipidica (MDA-TBARS) y
también el aumento en la capacidad AOXT y de la
sintesis de oxido nitrico. Estos resultados demues-
tran que la presencia de una copia extra del gen p53
confiere unas caracteristicas redox diferentes en el
tejido estudiado que las observadas en los animales
con genoma normal. En este sentido, Lotem et al.
(8) han demostrado que la apoptosis inducida por
p53 en células de leucemia mieloide pueden ser
inhibidas por las citokinas IL6, IL3 e interferon y y
por antioxidantes. Estos autores han descrito en
Proceedings of the National Academy of Sciences,
USA, que los antioxidantes y citoquinas muestran
un efecto protector frente a la induccién de apopto-
sis. Parece que estas células que poseen un nivel
intrinseco elevado de producciéon de peréxidos y
mayor sensibilidad a apoptosis, requieren mayor
concentracioén de citoquinas para inhibirla. De for-
ma que disminuyendo el estrés oxidativo en las
células administrando antioxidantes se inhibe la
apoptosis, mientras que aumentando el estrés intrin-
seco mediante adicién de peréxido de hidrégeno se
estimula la apoptosis. Asi quedaria demostrado que
el grado intrinseco de estrés oxidativo puede regu-
lar 1a susceptibilidad celular a la induccién de apop-
tosis dependiente del gen p53, como se ha sugerido
con anterioridad (3,7-9). Y de nuestros resultados
se deduce que en los nervios dpticos de los ratones
Sp53 existe una mayor capacidad oxidativa, pero
también una ailn mayor actividad antioxidante,
cuando se compararon con los resultados bioquimi-
cos enzimatico-colorimétricos obtenidos de los ner-
vios dpticos de ratones controles con una dotacién
normal del gen p53. Esto sugiere que la presencia
supernumeraria del gen se traduce en el tejido ner-
vioso estudiado en un aumento de la actividad de la
proteina p53 y bioquimicamente en el aumento sig-
nificativo de las defensas antioxidantes de las célu-
las frente a la agresion oxidativa. Por lo tanto, esta
proteina actuaria en el nervio 6ptico de forma simi-
lar a lo descrito en otros tejidos, regulando la sus-
ceptibilidad celular al estrés oxidativo y posible-
mente a la induccién de la apoptosis dependiente de
este proceso. La proteina p53 es fundamental para
entender la resistencia tisular a la formacion de
especies reactivas del oxigeno en los nervios Opti-
cos y de su estudio depende como luchar frente a la
la induccién de apoptosis dependiente de redox.
Por otra parte el aumento significativo de la sin-
tesis de 6xido nitrico en los nervios Opticos del gru-
po Sp53 concuerda con los resultados obtenidos en

el humor acuoso de pacientes con glaucoma prima-
rio de dngulo abierto (20). Conforme se desarrolla
el glaucoma disminuye el aporte de neurotrofinas a
las células ganglionares de la retina. Este mecanis-
mo forma parte de una serie de acontecimientos
asociados a la PIO elevada, entre los que se inclu-
yen la isquemia, disfuncién vascular, y liberacién
de citokinas y de moléculas con efecto citotdxico
como el glutamato. El principal propdésito de la tera-
pia neuroprotectora es interrumpir esta secuencia de
hechos en uno o varios puntos. De hecho, Neufeld
y cols., de la Universidad de Washington (20) han
demostrado que el exceso de ON se asocia con
aumento de la PIO y con otros signos de glaucoma,
mientras que el bloqueo de la sintesis de ON pre-
viene o retrasa la evolucion de la enfermedad glau-
comatosa. La pregunta es ;ON es el efector del
dafio en las c€lulas ganglionares o aparece como un
producto metabdlico de tal dafio? Parece que el
mecanismo es que el ON induce la lesién y muerte
de las células ganglionares independientemente del
aumento de la PIO o del control tensional, y este es
un punto a tener en cuenta cuando analizamos la
accion de los farmacos antiglaucomatosos actuales
y también para afrontar futuras terapias antiglauco-
matosas.

El ON es un potente activador de la proteina p53.
No obstante, los mecanismos de esta accion no estan
del todo claros. Parece que el ON induce la fosfori-
lacién de p53 en la serina 15, lo que no requiere
ATP. El ON induce la retencion nuclear de p53 y la
apoptosis de células de neuroblastoma expuestas a
radiacién ionizante (21). Esto supondria que aumen-
tando el ON se potenciaria la eficacia de la radiote-
rapia en el tratamiento de ciertos tipos de cdncer. Y
ya que se ha demostrado que p53 desempefia un
papel primordial en respuesta a moléculas endoge-
nas mutagénicas como el ON, y que células huma-
nas expuestas al ON presentan acumulacién de p53,
es muy posible que para salvaguardar la integridad
del ADN se reduzca la posibilidad del dafio induci-
do por NO mediante la represién del enzima 6xido
nitrico sintasa 2 mediada por p53 (22).

El modelo experimental de raton Sp53 presenta
una mayor actividad antioxidante en los nervios
opticos, por lo que se le supone una mayor resisten-
cia celular o un comportamiento celular potencial-
mente diferente ante la agresion oxidativa, especial-
mente en condiciones de isquemia-reperfusién o
inflamacién, e induccién de apoptosis dependiente
de redox.
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La proteina p53 es fundamental para entender la

resistencia tisular a la formacidn de especies reacti-
vas del oxigeno y a la accién de 6xido nitrico en los
nervios Opticos, en relacion con procesos neurode-
generativos como la neuropatia éptica glaucomato-
sa o la degeneracién macular asociada a la edad.

10.
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