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RESUMEN

El gen pS3 es el mas frecuentemente mulado en canceras humanos
Hasta 50% (en promedio) de los tumores analzados a la fecha leva consigo una
anomalia en este gen, prefereptemente en la region mas conserviada en relacion a la
escala evolutiva (comprendida entre los exones 5 al B) y que coditica para 1a region
central de 1a proteina, cuya funcion es 1a de umon al ADN

Esta region modula la
actuvidad de pS53 como regulador del caiclo celutar y como parte activa en procesos de
apoptosis, Ssenalados a su veZz Como 10s prnnopales maeacarsmos ) raves de los cuiles
actuan 1a quimio y a pucienies con Cancer para intabr el
crecimiento y prohferacion de las celulas tumorales

radioterapas aplicadas

Una muestra de 35 tumores rectales de pacientes mexicanos ha sido

analizada para los exones 5. 6. 7 y 8 del gen p53 mediante 1a matodotogia de PCR -

SSCP con el hin de determinar 1a frecuencia y distnbucion de mutiiciones en esta reqgion
de wvital importancia para 1as tunciones de o proteina  Se encontraron 10 posibles
mutaciones para el mMismo numero de pacientes, ademas de una posible delecion total
del gen para una paciente de 18 anos con BOY, de tumor residunl para tras 1a 1erapia
proevia a la reseccion quiriargica deb tumor . De

esta forma, e
tercera parne de los

determino que
aprocamadamente tumores de recto
anomaha en la region conservada del gen p53

grupos de inv

analizados presentan una

to cual comnade con los estudios de otros

2SUGIACION de pubhcacion reciente

Lo antenor nos llevo a pensar que, dada ta muy remota posibidad de que
se presente un indice de mutaciones considerable en otra parte del gen, €s posible que
se presenten olros mMecanismos mecdiante

los cuales las celulas neoplasicas de los

. mnacuven ala protemna PLH
bioquimicos cn los que partcipa. para 1a detencion del cicio celutar,

tumores anahzados en este y otros estudios

0 O los procesos

diferenciacion y
apoptosis  La inachivacion puede ser incluso debida a la presencia de oncoproteinas

virales semeantes a £6 de papilomavirus humano o HBV-x del virus de 1a hepattis B



RESUMEN

El gen p53 es el mas frecuentemente mutado en canceres humanos

Hasta 50% (en promedio) de los tumores anahzados a la fecha lleva consigo una
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crecimiento y prolferacion de las ceélulas tumorales

Una muestra de 35 tumores rectales de pacientes mexicanos ha sido

anahzada para los exones 5. 6. 7 y 8 del gen p53 mediante la metodologia de PCR -

SSCP con el fin de determinar la frecuencia y distnbucion de mutaciones en esta region
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mutaciones para el mismo numero de pacientes, ademas de una posible delecion total
dei gen pard unad paciente de 18 2nos con 80% de tumor residual para tras la teropia
previa a 1o reseccton quirurgica del tumor De esta forma, se determino que
aproximadamente la tercera parte de los tumores de recto analizadoc presentan una

anomaha en la region conservada del gen p53, lo cual coincide con ios estudios de olros

grupos de investigacion de publicacion reciente
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se presente un indice de mutaciones considerable en otra parte det gen. es posible que
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CAPITULO 1 : INTRODUCCION

Conocemos por el término "cancer’ a una serie de enfermedades humanas que
tienen, en comun, un crecimiento anormal y descontrolado de las células en el
tejido en que se presenta la patologia, ya sea estébmago. piel, sangre o hnfa La
proliferacion excesiva de células, resultante de la desrregulacidn del ciclo y 1a
divisidn celular pone en pehgro el estado general de salud del paciente y en
muchos casos, hasta su propia existencia (1¢,2,3)

La histona sobre el conocimiento y estudio del cancer es tan antigua como ia
humamdad misma o al menos, de la historia documentada de los pameras
grandes cwilizaciones como la egwpcia y la grega, ya que cs una de las
enfermedades mas comunes del ser humano Desafortunadamente, parece ser
que con e avance de la civihzacidén también aumenta el indice de mortahdad por
cancer, aunque el conocumiento actual sobre las causas, evolucion  y tratarmento
del cancer es en realidad, notable Esto es gracias a los enormes avances de la
bioclogia molecular en medicing. y no se encuentra demasiado lejos el dia en que
el cancer sea completamente preventible y curable. Ya que el cancer se presenta
también en otras especies anmmales cercanas en la escala evolutiva al hombre. no
podemos mas que concluir que este tpo de patologia es mnherente a
mecamsmos como se reproducen nuestras ceélulas y se desarrollan

los
nuestros
tejidos. y que se encuentra latente, pudiendo surgir si ia maquinana celular llegara
a fallar en ¢l control de su propia sobrevivencia (22)

El cancer es 1a segunda causa de muerte en México {(110). Lo mismo sucede en la
mayor parte del mundo, tanto en paises industrializados como en paises
subdesarrollados (109) La existencia de un numero creciente de pacientes a los
que hay que bnindar una atencion hospitalaria, y tratamientos costosos, durante
meses o anos, en un pais como el nuestro, hace imperativo el estudio del ongen
de la enfermedad, asi como la busqueda de técnicas y metodologias que permitan
optimizar el manejo de pacientes con cancer, y asi determinar en etapas
tempranas de su evolucidon, el grado de malignidad y la mejor opcidon terapéutica
disponible especifica para cada caso



Uno de los canceres cuyo numero va en rapido aumento en México es ¢l cancer
colorrectal. Se encuentra en cuarto lugar de incidencia después de los tumores de
pulmén, cuello del utero y estomago (110). Aunque su frecuencia es alta en
personas de edad avanzada., cada vez son mas las personas jévenes que lo

padecen

En la actualidad existe un interés especial en tratar de dentificar las causas o
agentes etioldgicos, tanto ambientales como gendélticos, que predisponan a una
persona hacta el cancer para prevenir que se presente Ia enfermedad E! cancer
no surge de un dia para otro, pucde tomar incluso afos la apancion de un tumor
maligno, por lo que es necesario aprovechar esta circunstancia para disminurr el
numero de casos mediante técnicas do deteccidn temprana tanto convencionales
como innovadoras (128). Por ejemplo, el cancer colorrectal se ha disminwdo
considerablemente en paises industnalizados en 1os Que las personas mayores de
50 anos, se someten penddicamente a revisigén del colon y recto mediante

proctosigmoidoscopia como medida preventiva en la deteccion de tumores (129)

También se trata de cambiar habitos (tabaquismo), conductas (vida sedentana) y
dietas que, aunque empincamente, se sabe coadyuvan al desarrollo de
neoplasias especificas (como las colorrectales) Normas de segundad mas
estriclas asi como control médico y analisis clinicos oportunos se aconsejan para
personal ocupacionalmente cxpuesto a carcinogenos conoadaos (cloruros de

vinilo, hidrocarburos palicichcos, benceno, etc.) (100)

En pacientes que ya presentan una neoplasia, se realizan biopsias para
determinar el grado de avance del tumor, y es a este mvel, donde los meédicos
necesitan determinar el tipo de tratamiento que aplicaran y un pronostico sobre el
curso de la enfermedad. Existen varias técnicas citologicas para ello. Sin
embargo, la biociogia molecular ha contnibuido significativamente al responder
Servira o no la terapia adyuvante?, ademas de
o un sarcoma,

preguntas concretas como: .
explicar el ongen del cdancer, que aunque sea una leucemia
comparten un origen comun. la alteracion en genes que regulan el crecimiento y
division celular: Oncogenes y Genes Supresores Tumorales (8.9,10)



Uno de los genes que conirolan la proliferacion y el crecimiento de nuestras
células es p53. Su descubrimiento y estudio permitid explicar por vez primera los
mecanismos moleculares por los cuales una célula tumoral muere a causa de
farmacos o radiacion utilizados en el tratamiento del cancer (29) La anulacion de
la integridad del gen o de la proteina que codifica, generalmente por ia presencia
de mutaciones puntuales en los exones 5 a 8 del gen. compromete la efectividad
de las terapins o las que se ve sometido el paciente con cancer. Poco se¢ sabe del
estado que guarda el gen p53 en la poblacién mexicana con cancer, aunque ello

haya sido ampliamente caractenzado en otras
estudios de

poblaciones. Se han hecho
inmunohistoquimica (1H1Q), que imncluso se aphca ya a nwel
hospitalario, para verificar que p53 sea normal. Ya que la principal causa de
inactivacidn de la proteina es la mutacion puntual en 1o regidon conservada del
gen, la IHQ es muy ULl ya que 1a proteina mutada posec un tiempo de vida media

muy superiof a 1a nofmal, y se acumula en las células tumorales con anomalias en
el gen (82.84).

Si bien existe discrepancia entre 1os tesultados obtenidos por 1HQ y por técnicas
de biologia molecutar, mostrando porcentajes diferentes  de  frecuencia de
mutaciones en PS3 al analizar un MISMo conjunto de muestras (898,132,133), esto
no se contrapone al proceso neoplasico Existen mecanismos oncogeénicos, ya
descrtos y otros aun desconocidos, mediante 1os cuales se inactiva a la proteina
sin danar al gen Por lo tanto, algunas preguntas que nos podemos plamntear. son

¢ Ocurre esto en nuestra poblacion? . Cudl es la frecuencia de mutaciones de
P53 en pacientes mexicanos con cancer?.

Ademas de contestar a estos
planteamientos, hay que recordar que el estudio a nivel genético y molecular del
cancer no soélo ha permitido esclarecer el proceso evolutivo de esta patoiogia, sino
comprender en mucho, los procesos normales mediante los cuales las células y
tejidos normales crecen y se dividen. El estudio de la proteina celular P53 y del
gen que 1a codifica, ha representado sin duda alguna no tan solo un gran avance
en la comprension del desarrollo y tratamiento del cancer
molecular, sino

a el

celular y
también procesos normales de diferenciacion,
reparacion del dano al ADN

apoptosis y
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CAPITULO 2 : ANTECEDENTES

2.1. GENERALIDADES DEL. CANCER.

Sabemos que de cualquier célula sana puede surgir un descendiente anormal por
el dano a su material genético, con una capacidad inmensa de reproducirse sin
control y formar una neoplasia. o tumor primario, que vive a expensas del resto
del tejido sano gque le dio ongen y consecuentemente, del organismo en su
totaiidad y de esta forma, poder debiitarlo hasta su muerte (2). Los tumores son,
por lo general, comuntos de células poco diferenciadas que no llevan a cabo una
funcion fisioldgica correcta, y viven o expensas det organismo. Aforlunadamente,
éste posee sistemas de defensa que por 1o general, son capaces de detener y

destruir el proceso necoplasico naciente, a menos que una parte de las celulas

tumorales crezca lo suficientemente rapido y pueda almacenar suficientes

"herramientas” geneéticas, bioquimicas o biolégicas, para superar la capacidad de
ataque del sistema inmune (3) Do hecho, se sabe que a lo largo de nuestra vida
es muy probabie que aparezca en cualquier parte de nuestro cuerpo una celula
con capacidad tumoral, pero tambieén que no se pueda desarrollar gracias a un

correcto funcionamiento de la capacdad de control y actividad antitumoral de
nuestro organismo

Una de las herramientas bioquimicas y biologicas fundamentales que necesita un
tumor para crecer, es su capacidad de angiogénesis o formacion de nuevos
vasos sanguineos que lo irmguen para aportarle los nutrnentes necesanos para su
desarroilo (4) Se han caractenzado varnos factores angiogeénicos secretados por
las céluias tumorales (FGF TAF . angiogenina.etc) que tienen en coman como
mecanismo de accidn la atraccion de células endoteliales de vasos sanguineos

Cuando se presenta una homeostasis inadecuada. un mal funcionanmiento del

sistema inmune o simplemente la aparncion de celulas tumorales con capacidad
de invasion a otros tejidos, la persona padecera de cancer (tumores n.alignos)
propiamente dicho y necesitara de tratamientos pahativos y/o adyuvantes pard
contrarrestar la enfermedad (3). La cirugia para remover los tumores solidos asi
como la quimioterapia y ia terapia por radiacion son las metodologias de eleccion



para el tratamiento del cancer. Un area nueva y prometedora es el desarrollo de
sustancias antiangiogénicas, ya que supone una alternaliva terapéutica menos
agresiva para el paciente en relaciéon a las mencionadas anterniormente (5)

Se sabe que todas las ceélulas constituyentes de los tumores o neoplasias
provienen, por lo general, de un anteccsor comun Uniico, es decir, de una sola
céiula transformada (Teoria del Ongen Monoclonal). Pero durante el crecimiento y
el desarrollo de 1a masa tumoral pueden surqir varias subpoblaciones o subclonas
de células neoplasicas (Heterogenewdad Clonal)(6) Esto de ninguna forma se
contrapone a la teoria de la expansion monocional, ya que es precisamente en las
células neoplasicas, dada su alta variabilidad e inestabilidad genética, en
donde pueden presentarse con mayor probabihdad cambios y transformaciones y
dar lugar asi, a tipos mas independientes y agresivos de céelulas tumorales. Estas
células pueden incluso invadir y colomizar otros tejidos del organmismo  Este
proceso, conocido como metastasis, representa la fase mas pehligrosa y ternble
del desarrollo tumoral, ya que existe la posibilidad de que se formen tumores
secundarios en practicamente, cualquer parte del cuerpo (4.7). El proceso
metastasico es el que en realhidad pone en peligro la vida del paciente

Como pruebas de un origen monoclonal tenemos a diferentes marcadores
bioquimicos y citogenéticos que se encuentran en toda la poblacion de ceélulas
neoplasicas, aun cuando progresen a diversos subtipos morfologicos, ejemplio
isoenzima "A" de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa en cancer de mama y del
cromosoma Filadelfia (translocacion 9 22) en leucemia mielocitica cromca Esto da
prueba de la existencia de un ongen comun que con la evoluciébn y expansion
clonal gana en heterogeneidad fenotipica (3.6).

El surgimiento de subpoblaciones en un mismo tumor se debe, en gran medida, a
la existencia de diversas condiciones y factores ambientales a las que las células
tumorales (al igual que otras células) se encuentran expuestas, a factores
quimicos y condiciones estresantes que pueden agravar el proceso del cancer
(progresion tumoral), anadiendo mulaciones y rearreglos en el material genético, a
las anomalias que le dieron ongen Enue mas temprano se presenten estas
“nuevas adquisiciones”, seran de mayor provecho para la sobrevivencia de la



céiula. Algunas caracteristicas y ejemplos de la heterogeneidad clonal, son

(2.3.6):
- Existencia de subtipos morfologicos en el mismo tumor; ejemplo: linfomas en

formas celulares mixtas pequenas y largas.

- Poblaciones de ceélulas tumorales tanto bien diferenciadas como pobremente
diferenciadas en adenocarcinoma de pulmoén.

- Aparicion de clonas de un tumor original (melanoma B16), con potencial

metastisico diferente en pulmdn de raton.
- Expresion diferencial de inmunogenicidad: En un mismo tumor, existen células

capaces de provocar una respuesta inmune diferente. Aquellas que evadan mas
habiimente al sistema inmune, tendran una mayor probabilidad de sobrevivencia
ia quimioterapia (generalmente mayor resistencia a

- Diferente respuesta a
lineas celulares obtenidas a partir del mismo tumor

farmacos), por distintas
primario.

Esta ultima caracteristica de la heterogeneidad clonal o diversidad es muy

importante , ya que se deben de desarrollar terapias o regimenes terapéuticos
que sean efectivos contra todas o la mayoria de subpoblaciones tumorales, ya
que de otra forma, se pueden anular algunas y seleccionar otras con mayor
capacidad de invasividad y metastasis. Un ejempio de quimiolerapia combinada
efectiva para diversas subpoblaciones tumorales se administra en pacientes con

linforna de Hodgkin (6).

2.1.1. Alteraciones en las células tumorales: dano al ADN y ciclo celular.

¢ Cuales son los cambios que se presentan en una célula normal para convertirla
en una célula tumoral? Se sabe de los procesos tumorales desde la antiguedad,
pero es desde principios del siglo XX que se les ha dado una caracterizaciéon a
nivel celular y molecular para explicar su comportamiento andémalo. La respuesta,
aunque sencilla tedricamente, implica también un nivel de complejidad imponante
en términos practicos desde investigacion basica hasta aplicacién a la clinica: Ia
base del cambio la constituye el dafo al ADN, el acido desoxirribonucleico
contenido en el nicleo de toda célula eucaridtica y que es la molécula que
contiene TODA [a informacién genética de cada individuo (1a). El dafo, que



puede presentarse en un niumero de formas muy vasto, se traduce en la alteracidén
de genes o incluso, de cromosomas enteros, dando lugar a proteinas
disfuncionales y procesos bioquimicos defectuosos, desde wvias metabdlicas
irregulares hasta la pérdida en el control del ciclo celular, no faltando incluir una
pérdida de adhesién intercelular (lo cual explica, en cierta forma, el proceso
metastasico, por ejemplo) (2,3).

£s sin duda alguna, la pérdida del control en el ciclo celular lo que conlleva a la
"explosién” demaografica de las células tumorales y lo que ocupa sin duda alguna,
el “pape! protagénico” en el desarrollo de cualquier tipo de cancer. Como
sabemos, toda célula procede de una célula preexistente y aquella a su vez dara
origen a nuevas células. El ciclo de vida de una célula se encuentra determinado
casi completamente, por el tipo de tejido del cual forme parte. De esta manera, las
células nerviosas no se reproducirdn una vez finalizado el desarrolio embrionario,
mientras que células como los hepatocitos del higado o las ceélulas epiteliales de
la piel se dividirdn unas dos veces o decenas de veces al ano, respectivamente

2).

El ciclo celular, conformado por las fases G1, S, G2 y M (o nmiutosis), se ve
acelerado y multiplicado en forma exagerada en las células tumorales (o al
menos. en las fases temparanas del cancer). Es tipico de las células tumorales
presentar ciclos celulares cortos por lo que se ve mmcrementado el numero de
mitosis, y por lo tanto, de células hijas que surgen de una célula neoplasica
“madre” (1c)

Como cualquier otro proceso celular, el ciclo se encuentra regulado por el ADN,
en la forma de genes que codifican para proteinas encargadas de iniciar o atrasar
la aparicién de una fase determinada; ya sea aumentando su numero o llevando a
cabo una reaccidn quimica determinada; en realidad existen varios mecanismos
para su accion. El progreso natural del ciclo se vera afectado si cualquier gen
involucrado en la sintesis de proteinas reguladoras del ciclo celular, se ve daiado
y la transcripcion y traduccién del ADN dan por resuttado una proteina disfuncional
© mutada, o bien, si existiera pérdida total del gen y por ende, de la proteina
correspondiente y su funcién reguladora. Es en este campo de estudio donde se
ha llevado a cabo una mayor caracterizacién del cancer a nivel molecular, y donde



se han descubierto a los oncogenes y a los genes supresoros tumorales, y sus
mecanismos de accion mediante los productos proteicos correspondientes, los
cuales nos explican el por qué las células cancerosas han perdido la pauta (o
ganado el autocontrol) de sus ciclos celulares (8,9,10). De ambos tipos de genes,
de sus proteinas y Jlos mecanismos de accion correspondiente se hablara
detalladamente mas adelante

2.1.2 Alteraciones bioquimicas y biolégicas en las células tumorales.

Si bien pueden dividirse mas rapido que sus contrapartes normales, las células
tumorales también adquieren caracteristicas fisicas y bioquimicas diferentes en
relacidn a otras células, siendo su fenotipo reflejo del genotipo anormal que
poseen. Esto resulta de singular importancia en la clinica. ya que permiten a los
meédicos patélogos y oncologos establecer los fundamentos que permitan el
diagndstico de cancer, asi como el grado de avance de la enfermedad, y
establecer un esquema de terapia a seguir por el médico tratante. Es en este
apartado donde resulta muy importante el realizar una biopsia adecuada, si se
sospecha de un tumor sélido. Algunas anormalidades de las ceélulas tumorales,
que han podido ser estudiadas gracias al cultivo i vitro (2.3), son

- El niucleo se presenta mucho mas grande en relacion al citoplasma y de
morfologia distinta al compararlo con laz células normales. También se observa
hipercromatico con tinciones especificas, y pueden presentarse varios en una
célula al observarse bajo el microscopio.

- Una morfologia celular diferente a sus contrapartes normales, dependiendo del
tejido del cual provengan

- Estados de aneuploidia o poliplowdia al realizar su cariotipo. Algunas veces los
cromosomas no se enrollan completamente durante la mitosis

- Se sabe de marcadores (proteinas) en I3 membrana celular que al reaccionar
con anticuerpos especificos, nos pueden senalar la presencia de células
tumorales, directa o indirectamente. Tal es el caso de la alfa-feto proteina, el
antigeno carcinoembrionario y el fragmento beta de la gonadotropina coridnica
humana, que se expresan en la superficie de células tumorales y pueden liberarse
a la sangre.



- Disminucion en la organizacion del citcesqueleto, lo que da por resultado una
mayor flexibilidad de las ceélulas y mayor capacidad de movilidad con capacidad
de metastasis

- Disminucidn de fibronectina y cadhennas de membrana, las cuales son
moléculas de adhesion intercelular y con lo cual, se pierde capacidad de anciaje al
tejido original.

- Aumento en la glicosilacidon de glucoproteinas de membrana (glucocalix) en ia
parte extraplasmatica, generalmente aumentan los residuos de acido sidalico, los
que hacen aumentar la carga negativa de superficie celular, disminuyendo la
cohesividad entre células

- Capacidad elevada para llevar a cabo glucdlisis anaerobia (una de las primeras
caracteristicas bioquimicas de células tumorales descritas por O. Warburg hacia
1920) . asi como un transporte activo mayor del normal para azucares y
aminoacidos. El metabolismo general de las células tumorales es mucho mas
rapido que el de células normales

- Una caracteristica biogquimica muy mteresante recientemente descrnita, y que
puede tener una repercusidn importante en la clinica, es Ja actividad anormal en
células tumorales de la enzima Telomerasa (11), que no es expresada en células
normales salvo en tejido embrnionario y gonadal. En células somaticas de adulto
normales para cada ciclo de division se presenta la pérdida de una parte en la
region distal (Telémero), de los cromosomas, de tal forma que al! cumplhr
determinado numero de divisiones, las células no podran dividirse de nuevo o
sencillamente mueren. En células tumorales, la telomerasa sc encarga de reponer
(resintetizar) la regién de ADN cromosdmico perdido durante {a division, y en
consecuencia, cualquier célula que exprese la proteina constitubivamente, sera
potencialmente inmortal, ya que su division no tendra limite.

Como puede observarse de lo antes descrito, es muy claro que las células
tumorales pierden gran parte de las capacidades de uniéon y de especializacion en
las funciones caracteristicas de un tejido determinado. El que "revientan™ a un
estado embrionario no especiatizado o ambiguo en su identidad (anaplasia), es
simbolo de su independencia en relacidn al organismo, ya que no forman parte
estricta del tejido u érgano del cual se originaron, sélo se alimentan de €l (7).



2.2. BASES MOLECULARES DEL CANCER.
2.2.1. Oncogones y Genes Supresores de Tumores.

Aunque cualquier regién del ADN puede ser danada por carcinégenos y casi
cualquier gen puede ser blanco de inactivacion o desrrequlacion, son los genes

involucrados en el control y rogulacién del ciclo celular, 1os que una vez danados

e inactivados o al contrario, sobreexpresados (amplificados), son capaces de

generar un proceso neoplasico al estimular tanto el crecimiento (aumento en
masa) como la proliferacion (aumento en nimero) de las célutas tumorales (12)

Después de muchos anos de estudio, se sabe ahora que para que el ciclo celular
tenga lugar, se necesitan dos tpos de actividad. la pamern, estimuladora, esta
condicionada por genes que codifican para proteinas que activan la progfesion de
una fase a otra; por ejemplo, de G1 a § o de G2 a M. La mayoria de los genes
que intervienen a este nivel, panticipan en un nivel u otro de las cascadas de
activacion producidas por factores de crecrmento a 1os que una ceélula eucaridtica
se encuentra sujeta para su crecimsento y multiphcaciéon, como parte de un tejido
altamente organizado y diferenciado (2) La mayoria de los oncogenes
conocidos, son genes que participan en las vias estimuladoras del crecimiento
(2.8.13,Tabla 2.1).

El segundo tipo de actividad reguladora, concierne a la witubicion en 1a progresion
del ciclo celular, una actividad muy importante, ya que es precisamente es ésta, la
que previene en la mayoria de tepjdos y organos la presencia de anormabdades
geneticas en las ceélulas, lo que los llevarin a un crecimiento desorganizado y
masivo. Totalmente desconocidos hasta hace unos pocos anos. son los genes
supresores de tumores los encargados de “vigillar® el comportamiento y la
integridad del! ADN y permitir, o no, la continuidad de! ciclo celular en puntos

criticos como ¢! final de la fase G1, antes de la replicacion del ADN, y ios

intrincados procesos eucarioticos de division celular, mitosis y meiosis (8,9,10)

Mucho se ha hablado de una analogia entre

los oncogenes y los genes
supresores tumorales, como los

aceleradores y frenos del ciclo celular,
respectivamente, por lo que si una célula es capaz de "activar” los oncogenes y



"desactivar” los supresores, ya senx pof cambios estructurales o quimicos

(mutaciones) en el ADN que codifica para ellos; es muy probable que esta célula
tenga una elevada capacidad para formar un tumor (14). Si bien la activacion de 2
©o mas protooncogenes a oncogenes Provoca un cambio en el fenotipo de 1a célula
para hacerla neoplasica (colaboracién entre los oncogenes para la
transformacion{2), es necesario que para conseguir un mavyor grado de malignidad
(hasta provocar el cancer propiamente dicho),

se produzca la inactivacién de un
supresor (8,14))

De esta forma, se requiere qQue, para inaclivar a un gen supresor de tumores, se
danen ambas copias (atelos) por mutacién y/o se pierdan por delecion, y asi
anulario funcionalmente, mientras que para activar un protooncogén a oncogén,
solo se necesita la activacion de una copia o alelo, para producir una lesién
dominante oncogénica en el fenotipo, de tipo transformante para hacer de una
célula normal, una célula neoplasica o tumoral (9,10, FIGURA 2.4)

2.2.2 Funciones de Protooncogenes.

Los oncogenes y sus productos proteicos fueron las pnmeras moléculas con
actividad biolégica en explicar, funcionalmente, la apancion y progicsian del
cancer a nivel subcelular. De hecho, no se descubrieron a parur de células, sino

de virus que al infectar ciertas células, insertaban en el genoma de éstas, genes
que tenian capacidad de transformacidon dominante (1c.2,13). El punto de partida

para la explicacion del cancer en términos moleculares, surgid del descubrimiento
en 1970, de los virus con transcriptasa reversa. Se demostrd que el virus
involucrado en la aparicién del sarcoma de Rous, con ARN en su capside, podia
generar, mediante ese tipo de enzima, ADN que se insertaba en el genoma de su
hospedero. La insercion de este ADN viral provocaba el surgimiento del tipo
neoplasico en la célula al activar la expresion del gen src . cuyo producto proteico
es una tirosina cinasa de clara actividad oncogénica dominante (1¢,2,13)

De esta manera, fueron identificados y caracterizados otros oncogenes, como myc

y abl. Muy pronto se determind que los oncogenes de origen viral tenian
contrapartes celulares, es decir, los oncogenes se presentan naturalmente en las

ceélulas de los animales superiores y flevan a cabo funciones normales dentro de
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FIGURA 2.1. A) En la inactivacion de los genes Supresores de
Tumores gencralmente sc presenta la mutacion de un alelo y Ls
delecion det otro Extuten familias en las que la mutacion de un
alelo se transmite hereditariamente. 13) L activacion de un
protooncopén solo requicre de La mutacion ¢n una sola copia del
gen (mutacion oncogdnica domuinante) Tomado v adaprado Jde
D’ CARBONE (10)

1a maquinaria celular, especialinente, en la transmision de senales activadas por
factores de crecimiento, desde la recepcion en membrana plasmatca, hasta su
ejecucion por el nucleo en 1a forma de ARNm. De esta forma, se acuno el termino
protooncogéen para designar a los genes celulares normales, y oncogeén se utihza
para referirse solamente al protoconcogen activado, que siendo diferente del alelo
normal. codifica para una proteina disfuncional con una actividad anémala que
predispone hacia un fenotipo celular tumoral (2)

También se ha establecido que los oncogenes que contienen los virus (v-onc),

fueron tomados originalmente, de ceélulas hospederas y esto refuerza la teoria
de que ciertamente, codifican proteinas reguladoras de gran imporancia en el
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avance del ciclo de vida de la célula y al ser incorporadas por los virus, €stos las
utilizan para promover la replicacion del ADN y division celular de su hospedero,
asegurando asi, la aparicion y continuacion de su psogenie (14).

Como ya se dijo antes, la mayoria de los genes y proteinas clasificados como
“oncogénicos™, forman parte de las vias de activacion de senales por factores de
crecimiento y diferenciacion, aunque ya se conocen oncogencs y oncoproteinas
cuyo mecanismo de accidén involucra el interaccionar directamente con supresores
tumorales e inactivarlos o bien, que inhiben el proceso de apoptosis (muerte
celular programada) inherente a las células normales pero que las ceélulas

tumorales han podido evitar (14, 22) Lo clasificacion funcional de oncogenes se
presenta en la tabla 2.1,

TABLA 2.1. Funciones de Protooncogenes.
Tomado y modificado de J DARNELL et al (2)

L. Oncogenes_involucrades en Activacion de Sedales

1. Factores de Crecimiento o Receptores de sis (PDGF)
Factores de Crecimiento erb8

neu (erbB2)

2. Transductores de senales

2a. Proteinas con actividad de tirosina, sernna

src, abl, met, ros,
o treonina cinasas

mos, raf

2b. Proteinas con actividad de GTPasas H-ras, N-ras, c-K-ras

3. Factores de Transcripcion nuclear myc , fos, jun, myb

ski, rel

ll.- Oncogenes con otras funciones,

1. Inactivadores de Supresores

mdm?2, e6, 7,
Tumorales (rb, p53)

alA, e18, sv40

2. Antiapoptoticos bcl-2, bel-xL
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2.2.3. Activacion de Protooncogenes.

Existen varios mecanismos para la activacidn de oncogenes (e inactivacion de los
supresores tumorales), pero fundamentalmente, podemos agruparlos en dos
grupos (1b,13,16):

a) alteracidbn de tipo estructural’ cambio en ta secuencia por mutaciones
puntuales, deleciones o inserciones, producidas generalmente por carcnogenos
quimicos y radiaciones, b) activacidén por alteracidon de la regulacion e¢n la
expresion de los genes {translocaciones, amplificaciones).

Los mecanismos que dan ongen a una anomalia genética que puecde activar
protooncogenes (0 desaclivar genes supresores de tumores) y ofiginar un proceso
neoplasico, se describen brevemente a continuacion.

al) Activacién por mutaciones puntuales, delecioneas e mserciones
carcinogénesis quimica. El cambio en una secuencia de nuclesdtidos determinada
se conoce como "mutacion”. Las mutaciones se han presentado en la escala
evolutiva de forma wuniversal, ya que conllevan con ello al mejoramiento y
diversificacion de la variabiidad biwolégica (1b). Sin embargo. e€n procesos
patoldégicos como el cancer, ¢l que se presente cierto grade de mutabdidad
representa una amenaza mayor para el hospedero, ya que por lo general, al
aumentar la carga de mutaciones en una celula tumoral, ésta gana en grado de
malignidad y resistencia a los tratamientos terapéuticos.

Se sabe que existen muchos compuestos y especies Quimicas que son capaces
de interactuar y reaccionar con el ADN, muy especialmente, con las bases
nitrogenadas (Adenina. Guanina, Citosina y Timina) de los nucleotidos Estos
compuestos provienen de ongen tanto natural como sintético, y son por mucho,
los sintetizados por el hombre los que poscen un mayor potencial mutagenico El
mecanismo o modo de accidén de estas substancias generalmente implhca una
reaccion redox, ya que muchas de cilas son especies de tipo clectréfilo (oxidantes
fuertes) y reaccionan con las bases puricas y pirimidicas del ADN (1b,15). Se
sabe que la hebra sencilla de ADN es mucho mas sensible al ataque electrofilico,
por lo que en los procesos de transcripcion y replicaciéon det ADN existe un mayor



riesgo de adquirir mutaciones que cuando se encuentra enrrollado como
cromatina, unido a las histonas.

tLas especies quimicas carcindégenas pueden actuar directa o indirectamente con
el ADN. La forma de accidon indirecta, implca 1a activacion metabdlica del
compuesto (2). Son agentes carcinodgenicos directos el etimetano-suifonato
(EMS), el dimeitil-sulfoxido (DMS), etc. Agentes indirectos son los hidrocarburos
aromaticos policiclicos como el benzo(a)pirena y el dibenz (a) antraceno, asi como
el cloruro de vinilo, las nitrtosaminas y 1a aflatoxina B1

Podemos, también de otra forma, clasificar a los agentes carcindogenos mediante
su mecanismo de accién (1b,2)

- Agentes alquilantes : gas mostaza. etimetano - sulfonato, ctc

- Analogos de Bases (antimetabolitos) 5-bromouracilo, 2-aminopurina

- Acridinas: Proflavinas (Se intercalan entre las bases)

- Agentes desaminantes: acido nitroso

- Otros: hidroxitamina.

Sea cual fuere su origen o modo de accion, 1os carcindgenos quimicos reaccionan

con las bases nitrogenadas o las sustituyen, y provocan un cambio estructurat en

el ADN. Esto provoca por lo general, que se produzca un apareamiento

incorrecto entre las bases de la cadena en que se ongind la mutacion, y las

bases en la cadena complementaria. De esta forma, al replicarse la hebra con la

base defectuosa o© el analogo de base incorrecto, se pueden producir
transiciones (cambio de una base pinmidica por otra pinimidica o en su defecto,

de una purica por otra purica) o transversiones (cambio de una base pinimidica
por una purica o viceversa)1b). Como ejemplo de transicion tenemos ¢l cambio
de Citosina por Timina por la presencia de 5-bromouracilo y camo ejemplo de
transversion. el cambio de Guanina a Timina debido a 1a aflatoxina

El que se presenten deleciones o inserciones en la secuencia de nucleétidos
también es posible debido a agentes quimicos que se intercalan entre las bases y
provocan una replicacion defectuosa en ila hebra complementaria, anormalidad
que se hereda en replicaciones subsecuentes, a células hijas.



a82) Mutaciones inducidas por radiacién: LL.as bases nitrogenadas son capaces
de interaccionar con las radiaciones y sufrir transformacidén quimica. Se sabe que
son especialmente propensas a reaccionar con la luz UV y con la radiacion
tonizante proveniente de isotopos radiactivos.

Ya que naturalmente se presenta este tipo de radiaciones, los seres vivos han
desarrollado muaitiples mecanismos de reparacién y defensa que ehminan las
bases "defectuosas” y corrigen tas mutaciones antes de que se lleve a cabo la
replicacidbn de 1a hebra original Defectos en tales sistemas de reparacién
provocan condiciones patoldgicas severas en los humanos, como la alaxia
telangiectasia y el xerodermia pigmentoso, al no poder contrarrestar los efectos
nocivos de los rayos X y la radiacion UV, respectivamente (2, 67.,68)

b) Alteracién en la regulacion: Muchos protooncogenes no requreren activarse a
oncogenes mediante mutaciones, sino que es la sobreoexpresion de la proteina
normal, la que exagera cierta funcion de tal forma, que representa un paso haca

la transformacién debido a 1a aparncion de un fenottpo anormal

La amplificaciéon o aumento del numero de copias de cierto gen por célula, es un
mecamsmo por el cual, se eleva en forma exorbitante la cantidad del producto

proteico correspondiente. por ejemplo, de c-Myec Ya que esta proteina actua

como factor de transcapcion en el nacleo, se activa la progresidn del ciclo celular y
fas ceélulas se multiphcan descontroladamente La amphficacion de un oncogen
como myc © ras €s de mal pronostico y se presenta frecuentemente en carcinoma
pulmonar, cancer de mama o cancer colorrectal. La presencia de un gen
ratficarse citogendéticamente al observar los cremosomas en

amphficado pu<ede
cientos o miles de copias se agrupan en las

metafase, de una celula tumoral
llamadas "Regiones do Tincion Homogeenea™ en cromosomas  anormalmente
largos. © bien. como “dobles purnlos”, ADN que no forma poarte de los

cromosomas peroe que se¢ puede observar al encontrarse asociado a histonas

(1b.2.16)

La translocacion de genes de un cromosoma a olro, €s muy importante en la

aparicidon de neoplasias malignas [l que cierta regién de un cromosoma se

escinda de su cromosoma onginil, y se una o otra regien del genoma, es un

proceso que no solo esta hmitado al cancer, sino que también se presenta en
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otras patologias (1b,2). En el caso del cancer, una translocacién por lo general
ocasiona que los protooncogenes pierdan su region reguladora original, y se
crean genes "hibridos” en los cuaies, debido a la naturaleza de la nueva region
reguladora, el protooncegén queda sujeto a una expresion constante sin haber
tenido lugar una amplificacién. Un ejemplo clasico de traslocacion lo constituye el
“traspaso” de la regién distal del brazo largo del cromosoma 9, que contiene al
gen abl, al cromosoma 22, formando el cromosoma Filadelfia, caracteristico de las
células de la mayoria de leucemias mieloides cronicas estudiadas Asi, la proteina
Abl, con funcién de trosina cinasa se produce contmnuarmente sin restriccion. Otro
ejemplo importante de translocacion se da en el Linfoma de Burkitt, en el que el
gen c-myc, en la banda q34 detl cromosoma 8, pierde su region reguladora onginal
al pasar del cromosoma 8 a una reqion del cromosoma 14, donde se encuentran
los genes que codifican pard anticuerpos, por lo que su expresion se vuelve
constitutiva. De esta forma, la proteina de c-myc se encontrara sujeta a una
produccion continua en células inmaduras de [a linea de linfocitos B (1b,2,13)

2.2.3. Genes Supresores Tumorales.

La historia del descubrimiento de los genes supresores tumorales, se nicia
durante el estudio de enfermedades neoplasicas con alto grade de frecuencia en
una misma famiha, es decrr, hereditarias. El caso mas importante es el del
Retinoblastoma (aparicion de tumores en la retina). A. G. Knudson propuso en
197 1. mediante estudios citogenéticos, que se requeria del dano heredado a una
de las copias del cromosoma 13 para predisponer a una persona a este tipo de
tumor, mientras que st se danaba la otra copia, el individuo, invariablemente, se
veria afectado por el retinoblastoma (9) La hipdtests de Knudson, conocida como
de "Dos Eventos™ para la aparicion del cancer, paso desapercibida por 15 anos
hasta que en 1986, gracias al avance en las técnicas de biologia molecular, se
descubrido que la regidn que sufre el dano en el cromosoma 13, es la
correspondiente al gen rb (9,17). La proteina RB producida. es una de las piezas
centrales en la progresion de la fase G1 a la fase S: En la fase G171 temprana. se
encuentra hipofosfornilada, y se une muy eficazmente con las proteinas EF2 que

son factores de transcripcion. Al final de G1, RB es fosforilada por proteina-

cinasas dependientes de ciclinas, lo cual hace que cambie de conformacion, libere
a EF2 y se produzca la transcripcion de genes y un aumento en la actividad



metabdlica concerniente a la replicaciéon del ADN (12, 17). Parece gue RB también
regula la actividad de transcripcion de las ARN polimerasas | y Ill, que transcriben
ARN ribosomal y de transferencia. respectivamente (12)

Nifos con ambas copias de! gen sb defectuosas, presentaran tumores en ambas
retinas antes de los seis afos, mientras que fos individuos con un alelo dafado,
por lo general requieren de cierta carga o dano ambiental para inactivar at otro
aleto. Estas personas presentan el tumor hacia los 30 anos y por lo general, solo
en uno de los ojos. Una duda interesante es por qué sélo se presentan tumores
en la retina y no en otro tejido del organisme La descnpcion y definicion para ¢!
gen rb como un supresor tumoral, se aphca para otros genes que como se ha
comprobado, predisponen a la transformacion celular por el damo a tas dos copias,
en donde se habla de una pérdicia de Ila Heterocigosidad (18). Existen muchos

genes candidatos para ello, pero algunos de los supresores identificados hasta
ahora, son

apc.- Tomoé las siglas del tipo de cancer colorrectal en el que se dentficd su
anulamiento (Adenomatous Polyposis Caoll, o Polposis Adenomatosa Farmuhar,
FAP). Codifica para una proteina citoplasmatica presuntamente relacionada con la
adherencia intercelular (21.112)

dcec.- También descubierto en cancer colorrectal, se le denomind asi por "Deleted
in Colon Cancer”. La proteina que produce es de membrana, de tipo de adhesidn
celular. Su pérdida significa el poder causar metastasis, por las células tumcrales
(20)

dpc4.- Recientemente descubierto. se le ha relacionado con la apancién del
cancer de pancreas (18) y presenta cierta homologia con dec, ya que la proteina
correspondiente también es de adhesion celular

mts1.- Codifica para una proteina de 16 KD (p16), que regula negativamente a
cinasas dependientes de ciclinas que fosfonlan a pRb |, por lo que guarda también
relacién con p53 en cuanto a vias inhibitorias de 1a funcién de E2F (17)

wt1.- ldentificado en el tumor de rnnon de tpo Witkins, en el que es comun la
pérdida de la region 11p13. La familia de proteinas correspondiente tienen funcion
de factores de transcripcion de localizacion nuclear. wt? es un gen de expresion
temprana en el desarrollo embrionarnio (21)



brea (1 y 2).- Han sido identificados en la aparicion de cancer de seno. en familias
con alto riesgo de padecer esta neoplasia (8,19).

nf (1 y 2 ).- Al parecer, las protelnas que producen inhiben a su vez la funcién de
fas proteinas de los genes ras. Son proteinas de citoesqueleto. Su inactivacién
estd involucrada en canceres de! sistema nervioso: se sabe que la
neurofibromatosis tipos 1 y 2 se presenta en 1 de cada 3500 individuos (21).

No existe una generalidad sobre la funcidon de los genes supresores de tumores,
pero se sabe que generalmente estan involucrados en procesos de adhesion
celular, de reparacién de ADN o de vigilancia en la progresion del ciclo (19,20,21).
Por elio actualmente se propone una clasificacion de los genes supresores de
tumores en dos tipos principales: los genes que se encargan del cuidado de otros
genes {caretakers) y los genes que regulan el ciclo celular (gatekeepers) (19,34).
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2.3. SUPRESOR TUMORAL p53.

Las células tumorales, cualquiera que sea su localizacidn en el organismo, poseen
una caracteristica comun: el dividirse anormalmente, dando lugar a la proliferacion
de ceélulas casi siempre poco diferenciadas. en relacién al tejido que les did origen
St bien la activacion de ciertos oncogenes propicia la aparicién de un fenotipo
celular transformado, es necesarno que las células neoplasicas esquiven !las
respuestas corporales en su contra, y también las que se encuentran integradas a
sSu genoma como una especie de mecanismo autodestructor que salvaguarde la
integridad y funcionalidad del tepdo en particular y del organismo en general (14,
22). La inactivacion de genes supresores tumorales y sus productos proteicos,
permiten a las ceélulas transformadas desarrrollar un fenotipo mas agresivo, y en
consecuencia, causar invasidn a otros tejidos mediante metastasis (4,5,8) Por
otro lado. células anormales formadas durante la embrniogénests y la maduracion
mueren por un proceso llamado apoptosis (mMuerte celular programada) Este
proceso es propiciado por la misma ceélula en colaboracion con ciertos
componentes del tejido, por lo que representa una herramienta de ultimo recurso
en pro del bienestar del organismo como conjunto (22,23)

La inactivacion del gen supresor tumoral p53 no tan solo permite a la neoplasia
acabar con la regutacion del ciclo celular, y multiplicarse mas rapido, sino también
escapar al proceso apoptdtico que debe de seguir como o que es, una aberracién
a los patrones celulares normales (14,22.23). No es sorprendente entonces, que
P53 sea el gen mas mutado o delecionado en tumores humanos: Eil 50% (en
promedio) de todas las neoplasias anahzadas hasta la fecha poseen en sus
celulas, al menos un alelo del gen p53 mutado (24,25), mucho mas de lo que se
sabe para mutaciones en protooncogenes (la mutacion en ras, por ejemplo, se
presenta con la mitad de frecuencia en comparacién con p53 para cancer de
pulmon {21.91]) u otros supresores tumorales. Si1 a esto aunamos los
descubrimientos sobre proteinas virales y celulares de caracter oncogenico que se
unen a la proteina P53 y la inactivan, y las vias bioquimicas u otros procesos (ver
mas adelante) en los que directa, o indirectamente se haila involucrado p53,
entonces es muy probable que la mayoria de los canceres humanos registren, en
cierto nivel de su evolucion, la alteracion del gen o la proteina P53, o de los



mecanismos celulares en los que participa. p53 es. la "llave maestra” que activa
mecanismos clave que detienen el ciclo celular y/o inducen la apoptosis (36)

La presencia de un gen p53 en mamiferos cercanos al hombre o el respectivo
analogo en especies inferiores como insectos, es un hecho que denota por si
mismo la funcién central (universal) de p53 y su aparicién ancestral como uno de
los reguladores clave del ciclo celular, y la correcta progresion de éste (36, 80) A
su vez, la inmensa bibliografia sobre investigacion y estudio de p53 adquiere otra
dimensién al tomar en cuenta el breve periodo en que se ha construido el
conocimiento sobre este supresor tumoral y recailca la singular importancia de
esta proteina, designada como "Molécula del Afo 1993" por la Revista Science
(26) y de las funciones que lleva a cabo. Este trabajo solo permite la revision de
los conceptos mas importantes y algunas de las dreas mas interesantes descritas
para p53..

2.3.1. Gencralidades de p53.

p53 se descubrid al final de la década de los 70's (31), gracias a que la proteina
se une al antigeno “T-largo” del Virus de Simio 40 (un virus que transforma células
en cuitivo), y se pensd que la "oncoproteina” de 53 000 daltones de peso que
precipitaba junto con S$V40-TL, era codificada por un "protooncogén” que al
activarse, producia el fenotipo transformado. Por 10 anos, se impuso a p53 la
etiqueta de oncogén, hasta que gracias al avance de las técnicas de biologia
molecular (y al impulso que did el analisis molecular de! gen rb a la teoria de
Knudson sobre el dafo a las dos copias de un determinado gen para producir
cancer), se determiné que un locus de p53 frecuentemente se deleciona y la otra
copia se encuentra casi siempre mutada, en cancer colorrectal (27,28), lo cual
puede extrapolarse a un buen numero de neoplasias malignas estudiadas (29,31).
Esto consolidd el concepto de supresor tumoral y colocd a p53 como un gen de
importancia vital en la aparicién y progresion del cancer (30,31).

En el hombre, el gen, denominado simplemente p53 (6 TPS53 [21]). se encuentra
en el brazo corto del cromosoma 17, en la banda 17p13.1. Posee una extension
de 20 kilobases, en la que se localizan 11 exones y 10 intrones. Los exones 2 al
11 codifican para la proteina, por lo que la regién promotora de transcripcidn se
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circunscribe al primer exon e intrdn (la gran longitud de éste Ultimo hace pensar
que juega un papel importante en la regulacion) (21,32). Se sabe también de
regiones estimuladoras de la transcnpcidon arriba en ia secuencia del gen (31)

El ARNm, de unas 2.5 kilobases, posee una vida media mayor a las 12 horas. Se
le ha encontrado expresado en casi todos los tejidos estudiados, que
generalmente presentan niveles bajos, pero en una mayor proporcion, en tejido

embrionaric y en células con dano a ADN (21). El ARNm humano codifica para
una proteina de 393 aminoacidos, la cual posee sefnal de localizaciédn nuclear
mediante fosforilacion especifica en su extremo carboxilo terminal. Su tiempo de
vida media se ha calculado en menos de 20 minutos (21). Por otra parte, la
proteina mutada se acumula extensamente en nucleo o citoplasma de células
transformadas, ya que su vida media es de 4 hasta 20 horas, por lo que
sobrepasa, por mucho, el tiempo de vida media de la proteina normal (96,98).

2.3.2. Proteina PS53: relacién

estructura-actividad de los dominios
funcionales.

La proteina P53 humana presenta un 76% de homologia comparada con la
proteina murina. El grado de homologia varia con otras especies, pero es muy
importante sefalar que a éste contnbuyen 5 regiones con una secuencia de
aminoacidos altamente conservada que se presentan a lo largo de la escala
evolutiva (rata, pollo, trucha, xenopus, etc.[31,80]). Como es de esperarse, estas
secuencias cumplen funciones vitales en la estructura terciaria de la proteina
(33.36,80): Los residuos 13-19, 117-142, 171-181, 236-258 y 270-286, constituyen

las regiones LILIWIV y V, respectivamente, localizadas a los largo de los 3
dominios funcionales conocidos de P53: el extremo amino terminal (de
transactivacion de la transcripcidn), el central (unibn a ADN), y el carboxilo

terminat (de oligomerizacion) El esquema correspondiente se muestra en la Figura
2.2

Los dominios centra!l y carboxilo-terminal de la proteina son resistentes a la
mayoria de proteasas celulares (21,31,33), por lo que se cree que la inactivacién
del extremo amino participa en algun nivel de ia regulacidén de la actividad de P53.
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FIGURA 2.2.- Esquematizaciéon de la proteina P53, Se tlustran los
tres dominios funcionales (bandas gruesas) y las proteinas celulares
y virales que se unen a cllos, asi como las 5 regiones altamente
conservadas cn la escala evolutiva y los sitios mas freccuentes de
mutacion. Tomado y adaptado de 1. KO y C PRIVES (36)

Dominio de Transactivacién de la Transcripcién (amino terminal).- Comprende
los aminoacidos 1 a 42, es altamente hidrofébico y de caracter acido. Se ha
demostrado su capacidad de interaccionar directamente con la maquinaria celular
de transcripcidn basal (con proteinas tales como las de union a la secuencia TATA
{TBP’s) y otros factores de activacion de la transcripcion [TAF 's)). a través de los
residuos 19, 22 y 23, especificamente (29,33,34). A esta regidn también se une la
proteina MDM2, regulador negativo de P53. La funcidn de activador de la
transcripcion se encuentra intimamente ligada con la unidén del dominio central a
secuencias especificas de ADN (35). Estudios recientes han demostrado la
presencia de aminoacidos blancos de cinasas en este domino que tal vez, se
piensa, regulen la transactivacidon de otros genes efectuada por P53 (29)

26



Se ha demostrado que los genes p2t(waf/cip1), mdm2, gadd45, bax, ciclina-G
e igf-bp3 son regulados positivamente por P53 (sus actividades se discutiran mas
adelante), y se reconoce que existen otros genes candidatos a transcripcion
mediada por P53(31,36). También se buscan nuevos genes blanco de activacion

de transcripcion por P53, por ejemplo, mediante analisis por computadora de las
secuencias de ADN humano en varios bancos gendmicos (37). Después de
focalizar los posibles candidatos, se reahzan los protocolos experimentales
adecuados para determinar si P53 en realidad controla la expresion de ciertos

genes. Entre los candidatos se encuentran diversos oncogenes, proteasas y
proteina-cinasas (29.31,37).

Dominio de Union a ADN (region central o “core”™).- Los residuos 120 a 290 se
encuentran implicados en

la unidbn directa de Ja proteina al ADN y el
reconocimiento de secuencias especificas de nucledlidos (en genes cuya

transcripcion  es promovida por la region NH2 terminal):

los elementos de
respuesta a P53, estan dados por la construccion

5-PuPuPu C (AST) (T/IA) G - PiPiPi.3"
{Pu = purina, P =

pinmidina) repetida 2 veces con un espacio de entre 0 y 13
bases entre ambas secuencias (21,33.34.37)

La region central en su estructura terciana presenta dos laminas beta-plegadas
que sirven de soporte para los 3 motivos de union al ADN: una estructura de
giro(u horquilla)-lamina-hélice(LSH) que interacciona con el surco mayor de ADN,
y dos horquillas mayores, denominadas L2 y L3, que a su vez interaccionan cen el
surco menor del ADN. La conformacién tridimensional de las horquillas L2y L3, y
1a region LSH, se encuentra estabilizada por 1a presencia de un atomo de Zn (2+)
tetrahédricamente coordinado (33,38). La conformacion tridimensional del core o
region central se determind por cristalografia, en 1994 (38). La unidn at ADN
implica la formacion de puentes de hidrégeno entre residuos especificos de las
estructuras LSH, L2 y L3 con la cadena de fosfatos del ADN asi como con ciertas

bases nitrogenadas en el surco mayor (33.34). La representacion de la interaccion
de la region central de P53 con el ADN se muestra en la igura 2.3
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El por qué se presentan para P53 regiones de aminoacidos tan conservadas en la
escala evolutiva, se descifra al examinar el dominio central de la proteina: las
regiones il y V conforman el motivo LSH, mientras que las regiones [l y 1V, son,
respectivamente, las horquillas L2 y L3, De aqui que la homologia entre especies
se encuentre comprometida con la region central que al establecer la unidn al
ADN, permite a P53 desarrollar la mayoria de sus funciones conocidas (34,36). De
hecho, la regién central puede unirse al ADN, sin presentar el extremo amino, el
carboxilo, o incluso, carecer de ambos. No existen proteinas conocidas con
secuencias similares a la regiéon central de P53 (33,78).

tos residuos de los codones 175(arginina) en L2, 245(glicina), 248(arginina) y
249(arginina) en L3, 273(arginina) y 282(arginina) en LSH, son muy importantes
en la unidn al ADN y es de hacer notar que también son los mas comunmente
mutados en canceres humanos (24,30,31). Por lo tanto, al mutar tan sélo uno de
ellos, se pierde parte de la capacidad de union al ADN de p53 y por consecuencia,
la funcionalidad de los dominios anmwno y carboxilo (36.38). También son
importantes en la unién al ADN los cuatro aminoacidos gque mantienen cl enlace
coordinado con el atomo de zinc. y que son los residuos 176(cisteina) y
179¢(histidina) en la horquilla L2, asi como los residuos de cisteina en las
posiciones 238 y 242 de la horquilla L3 (33.34).

Extrerno carboxilo terminal .- Los residuos aminoacidicos 300 a 393 engloban
no tan sélo un dominio funcional, sino dos al menos por lo que indican estudios
recientes sobre la regulacion funcional de P53 (36,39), ya que a lo largo de toda
esta region existen residuos de senna y treonina que pueden fosforilarse y regular
las actividades de la proteina.

Los residuos 300-320 forman una region flexible que une el dominio de unidn a
ADN con el de oligomerizacién, establecido entre los aminoacidos 320 a 360.
Como es sabido, P53 forma tetrameros en el nucleo, por lo que su actividad en las
células casi siempre esta mediada por esta conformacion cuaternaria, que se
describe a continuacion.
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La regién entre los residuos 325 y 335 forma una hoja beta, y la comprendida
entre 337 y 355, una alfa-hélice. Dos monomeros de p53 forman un dimero
mediante la interaccién de estas hojas beta y hélices alfa, en forma antiparalela
El dimero puede de esta forma asociarse a otro dimero del mismo modo, gracias
a la superficie hidrofébica de cada par de hélices, y de esta manera formar el
tetramero (29.33,34). Se cree que este oligémero reconoce de manera mas rapida
y aumenta la especificidad de unién a ADN, en relacidn a los mondmeros, si bien
éstos también poseen plena capacidad de transactivador de la transcripcion, y
union a ADN (40). La esquematizacidn de la interaccion del tetramero de P53 con
el ADN mediante 1a regidn central, se ilustra en la figura 2.4,

La conformacion tridimensional del extremo carboxilo termimal en su regidn de
oligomerizacidon fué definido gracias a la resonancia magnética nuclear y a
estudios de cristalografia por rayos X (33)

Otro dominio funcional perfectamente defimdo, se ha establecido en los ultimos
treinta aminoacidos de la proteina, es en esta region altamente basica donde se
han localizado varios residuos propensos a la fosfonlacion (como S378 o S392)
por diversas proteina-cinasas Esta fosforilacidn se ha relacionado con el paso de
una forma de P53 "inactiva”, hacia una P53 "activa” en cuanto a la capacdad de
unién a ADN y transactivacion de la trascnpcion (29,39, seccién 2 3 3 )

Una funcién sabida con antenondad sobre los residuos 360-393, es la de unién a
hebras sencillas de ADN o ARN, y promover el apareamiento entre hebras
complementarias. La union a los acidos nucleicos por esta regidn, no parece sef
secuencia-especifica, como en el caso del dominio central (29,33)

2.3.3. Reguliacion de la actividad de PS3.

Regulacion positiva.

P53 se encuentra normalmente en muy pequefias cantidades en las células
normales, pero cuando existe dano al ADN, una disminucion en la poza de
nucledtidos (o alteracion en su biosintesis 34,41), condiciones de estrés (hipoxia,
calor) o algun otro tipo de dafo o insulto a la célula, se provoca que la proteina se
estabilice. se alargue su tiempo de vida media y se eleve considerablemente su
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actividad (29.31,38). Existe evidenc:a de que también se estimula su traduccion y

por consiguiente, se aumenta en forma efectiva el niomero de copias de la
proteina (34.39).

Datos interesantes sugieren que P53 puede encontrarse latente en el citoplanma,
¥y que tras alguna senal, se introduce en el nucleo para desarroliar sus funciones
{29,39). O bien, la proteina “latente”, que se encuentra ya en el nucico y que
carece de actividad intrinseca, debe activarse para poder ejecutar su funcién

(39.42). Se especula que la actvidad se presenta en base a un cambio

conformacional de 1a proteina en un tipo de regulacion alosténca y que esto se
puede producir, de varias formas

a) Mediante fosforilacidn en sus dominos carboxilo y amino terminales (29,39)
b) Reconociendo dano al ADN en la forma de roturas de hebra sencilia o doble, o

deleciones/inserciones de nucledtidos, mediante ¢l extremo carboxilo terminal

{29.43). Es muy probable que el dano al ADN, sea verdaderamente detectado por

esta region, ya que su interaccion con ADN es independiente de la secucncia de
nucledtidos

c) Se ha descnito que 1a umon de ciertos anticuerpos o0 pepltidos artificiales (44.45),
y la unién de hebras cortas, sencillas de ADN (46), en ia region de

los
aminoacidos 360-393, activan a P53

d) Por regulacidon tipo redox mediante factores especificos. Se encontré que la
proteina Ref-1. cuyo numero se eleva, por ejemplo. en condiciones de tipoxia,
convierte a P53 que se encuentra en la forma latente a su forma activa (42), at
contrarrestar el efecto de especies oxidantes ya que P53 en estado reducido es

mas habil para unirse ai ADN. También se demostréo que Ref-1 acuva

poderosamente a P53 independientemente del estado redox de la célula. por 1o

que participaria a la vez como un activador alostérico, en otras condiciones de
dano ala celula

e) Por interaccidon con proteinas de sistemas de reparacién de ADN, como 1a

proteina ATM (disfuncional en la enfermedad conocida como Ataxia-

Telangiectasia). Existe suficiente evidencia para hgar la actwidad de ATM, con la
activacion de P53 (34, 47) Esta senalizacidn  proteina-proteina,  poco

caracterizada para P53, podria explicar algunos mecanismos en los que
interviene.



Datos interesantes en cuanto a la regulacidn de P53, es que se pecnsaba que
existia un proceso de corte o procesado alternativo (o “splicing™ para el ARNm
humano como el que sucede con el ARNm de pS53 en ratones y en el que los
ultimos 26 aminodcidos de 1a proteina silvestre son cambiados por una secuencia
de 17 amuinoacidos diferente (21,29.48). Esta proteina alterna mantiene todas sus
propiedades y funciones normales, salvo por la actividad de apareamiento (o
“annealing”) de hebras sencillas de ADN o ARN que se ve perdida. Ya que los

niveles de la proteina "alterna” y la normal varian durante el ciclo celular de la

elula murina, se pensd que 1o mismo sucedin en otras especies Gracias a un
estudio detallado por Wil y colaboradores (48), se sabe que esto probabiemente
no ocurfe, ya que se examinaron diversos tepdos de rata y de humano, y no se

encontro ningun ARNM con "splicing” alterno al normal. Asi que parece ser gque la
regulacion de P53 depende en gran parte de los procesos antes mencionados

como fosfontaciéon y reconocimienta del dano al ADN, en las celulas humanas

Un modelo logico de activacion de P53 en dano at ADN, propuesto por Moshe
Oren del Intituto Weizmann consiste en lo siguiente (29) El extremo carboxilo se
mantiene en contacto con el ADN. mientras p53 se desplaza a lo largo del nusmo

S1 se llegara a detectar alguna anomalia en el ADN (como dimeros de tmina o
rompimiento de la doble hebra), PE3 recluta o fa maquinana de reparacion hasta
el sitto. y mediante fosforliscion del extremo carboxlo, se cambia la conformacion

de toda la proteina para promover la transcnpcion de genes blanco que mediiaran
el alto en el ciclo, hasta que el dano se haya corregido

Regulacion negativa.

La regulacidon negativa de P53, mvclucra su degradacion por medio de las
proteasas del sistema de ubiquitinacion (49) Este sistema lo cemplea activamente
el presunto agente etiologico del cancer cérvico-uterino, el papiomavirys humano
(71). para anular parte de la funcidon de P53, mediante la produccion de la
oncoproteina E6 que se une a P53 y Ia presenta activamente a tal sistema de
degradacion (49,131). La confirmacion de estas observaciones proviene del hecho
de que al inactivar la via de ubigquitinacion y protedlisis, P53 se acumula en las

ceélutas, asi como P21, uno de sus productos de transactivacién (50)



Pero la regulacidon negativa mas directa, la provoca el mismo P53 al activar un
circuito de autorregulacién P53 promueve la transcrnipcidn del gen mdm?2, cuyo
producto proleico se une al dommio amino terminal de transactivacion y de esta
forma, al expresarse cn cantidades simifares a P53, impide el bloqueo de G1 que
establece el supresor tumoral, y promueve la continuacion del ciclo celfular hacia la
fase S (29.34,36). Se sabe también de mdmx, un gen que comparte homologia
con mdm2 pero que no se expresa durante el darfio al ADN, ni es activado
transcripcionalmente por P53, asi que debe de controlar a P53 en otras
condiciones de bloqueo al ciclo que impone este supresor tumoral (39). mdm?2 se
encuentra amplificado y por ende, sobreexpresado, en cierfos tipos de tumores
(sarcomas, sobre todo) por lo que se le imputa a este fendmeno la inactivacion de

la funcidn de P53 y Ia aparicion del fenotipo transformado mahgno en ceélulas de

tales neoplasias (30,51).
2.3.4. Funciones de p53.

Una de las razones del impacto de p53 en el campo de investgacion del cancer,
fue que explicd por vez primera, a un nivel molecutar, ¢l mecamnismo de accion de
la qumioterapia y la radioterapia, (52a.b) y el por queé en ciertos pacientes resultan
estos tratamientos pailativos y en otros no (53). La resistencia a la terapia
adyuvante en cancer, se ha demostrado estar hgada a la inactivacion funcional de
P53 (39,50) A p53 se le imputan, hasta el momento, dos procesos que son
indispensables para controlar una poblacion de ceélulas, tanto normales como
cancerosas. la detencién del cicio celular en los puntos de restriccion G1-S y G2-
M, vy la apoptosis que se Hleva a cabo en células con un dano areparable de su

ADN (31,34.36,39)
2.3.4.1. Danio al ADN = Detencién del ciclo en G1

En el desarrollo temprano de la historia de p53 se supo que eventos como el dano
a ADN por radiacién, sustancias quimicas o especies reaclivas de oxigeno,
elevaban los niveles de P53 (31) y la mayoria de las células se detenian en Ia
fase G1 al medir los marcadores correspondientes en ¢l ciclo celular. Es logico
pensar que células con dano en su ADN, deban repararlo antes de replicarlo, y

esto efectivamente es lo que sucede. sComo logra P53 detencr generalmente el
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ciclo en el punto de restriccion G1-S? La respuesta es simple: P53 activa,
mediante su unién at ADN, la transcripcién de genes que son tos efectores fisicos
del alto en el ciclo, siendo P53 una especie de director de varios procesos que se
presentan simultaneamente:

A) EI principal efector del alto en G1 mediado por P53, es el gen waflcip?, que
codifica para una proteina de 21 kd (54.55). P21 se une, e inactiva de esta forma,
a cinasas dependientes de ciclinas entre cuyas funciones se encuentra la
fosforilacion de la proteina RB (56), y proteinas homélogas de RB: P107 y P130
{12.17). Como sabemos, RB hiperfostornilado hbera a E2F, factor de transcripcion
nuclear de varios genes involucrados en la transicién de G1a S

P21 no tan sblo se une a las cicllnas y complejos ciclina-cinasa como ciclina D-
CDK4, ciclina E-CDK2 o ciclina A-CDK2 También se une al antigeno nuclear de
la célula en proliferacion (PCNA). que es necesario en la replicacion del ADN
(29.34), lo gque tal vez también induzca la detencion del ciclo en G1

Aunque la principal via de activacién de P21 es su transcrnipcion mediada por P53,
es necesario secrialar que también se ha descrito al menos otra via alterna de
expresion de Ia proteina P21, independiente de P53 (57) También se ha
comprobado que P53 es capaz de inducir el alto en G1/S sin necesidad de activar
a P21 en ciertos tipos celulares (56). por lo que otras funciones aparte de su
actividad como transactivador estarian involucradas en este proceso

B) gadd45 (gen activado en dano al ADN) es otro gen que es activado por P53
para parar el ciclo en G1 (36,39) La proteina GADD45 también se une a PCNA
evitando asi la replicacion de ADN. Se sabe que PCNA interacciona a su vez con
la maquinaria de reparacion de ADN, especificamente con las proteinas
involucradas en la reparacion por excision de nucleotidos (NER). De esta forma es
probable que al interaccionar GADD4S5 con PCNA, suceda efectivamente la
reparacion de ADN durante el alto en el ciclo (29).
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2.3.4.2. Falla en la Divisién Colular: detencién del ciclo en el punto deo
rostriccion G2/M.

Un hallazgo sumamente interesante resulté el descubrir otro punto de bloqueo en
G2/M efectuado por P53 en los experimentos realizados por Cross vy
colaboradores (58). Fibroblastos de ratones a l1os que se pone en contacto con
agentes inhibidores de la formacion del huso cromitico, como colcemida o
nocodazol, permanecen en G2, abortan 1a mitosis y se trasladan hasta G1/GO tras
el fallido intento de dwvisidn celular. Por otro lado, los fibroblastos p53 -/- tratados
de igual manera, sencillamente ignoran el hecho de faita de huso, entran
nuevamente a las fases G1 y S, y de esta forma, se convierten en células
aneuploides o poliploides con un elevadisimo grado de inestabilidad genética y
mayor grado de malignidad.

La descripcion del mismo tipo de comportamiento en fibroblastos humanos (59)
fue muy importante, ya que [a condicion de nulidad para p53 o rp (mediante su
inactivacién con proteinas E6 y E7 de HPV, respectivamente) predispone a la
aparicion de células aneuploides espontaneamente tras varias generaciones, lo
cual se exacerba al someter a las células a colcemida y nocodazol. En fibroblastos
normates la expresion de p53 se eleva para resguardar el estado diploide. Si bien
el mecanismo puede y debe involucrar la transcripcion de genes por parte de P53,
es cierto que p271Avaf no se encuentra entre ellos (58.59)

De esta forma, se establece sin lugar a dudas un punto de restriccidon al menos
tras la mitosis fallida, promovido por p53, pero s6lo si se previene la amenaza de
apoptosis. Un estudio reciente (60), sostiene que la expresion de p53 se lleva a
cabo en la pseudo-fase G1 a la que entran las células, después de que se detectd
la falta de huso, y se activaron sistemas de alarma, aun desconocidos. que
inhiben la apoptosis para salvar a estas células, ya que por ejemplo. se requiere la
expresion de la proteina antiapoptotica 8cl-xL.

Otro aspecto interesante de la relacién entre p53 y el citoesqueleto, lo constituye
el que en celulas carentes de pS53 aparecen espontaneamente varios
centrosomas antes de la mitosis y con ello células aneuploides (61). Esto confirma
nuevamente el papel de "guardiian del genoma"” de p53, al regular de alguna
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forma, el montaje de un huso correcto en el que se distribuyan equitativamente los
cromosomas a las células hijas.

2.3.4.3. p53 y Apoptosis.

Entre las funciones descritas para p53 se encuentra la de provocar apoptosis.
Esto dependera del tipo de células asi como de las condiciones en que se lleven a
cabo los experimentos del estudio en cuestion (22,39.62). LLos mecanismos por los
que p53 induce apoptosis en una ceélula, son objetos de un intenso estudio ya que

no son del todo claros; de hecho, ésta actividad de p53 es la mas controvertida y
discutida entre los investigadores.

Cuando se tratan 17 vitro con farmacos o radiacion cultivos de células de tal forma
que se infringe un dano masivo al material genético, 1o gque se trata es de imitar a
condiciones ambientales in vivo que ponen en peligro 1a integridad del genoma y
de los procesos celulares basales. La mejor opcidon para proteger al resto del
organismo entonces, es llevar a la célula a apoptosis, ya que un daino genético de
tal magnitud, puede provocar la aparicién de estados patoldgicos como es el caso
del cancer (8,22,23). Al evitar el proceso de apoptosis las células neoplasicas

formadas aseguran su sobrevivencia y como consecuencia, se desarrollara un
tumor.

El proceso de la apoptosis se puede observar fisicamente, por la formacion de
una escalera de ADN al hacerse migrar por electroforesis en un gel de agarosa o
acrilamida, 1o cual indicara su ruptura por nucleasas especificas en una forma
definida, contrario al barrido de ADN que puede observarse en células necroticas
(22). También se sabe que en la célula apoptdtica se registra una marcada
actividad proteolitica y que se forman saculos (cuerpos apoptosicos) que son
degradados especificamente por macréfagos del sistema inmune (23). De esta
forma, la célula muere en una forma ordenada, en la que se encuentran
involucradas senales bioquimicas especificas generadas por determinados genes
(8). P53 es uno de ellos, y se sabe que puede provocar apoptosis de varias

maneras, utilizando diferentes vias de senales. Tres de ellas se comentan a
continuacion.
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1) Expresion elevada de la proteina P53.

Niveles muy altos de la proteina P53 activa, en relacién al estado basal de la
célula, se han asociadoe a la muerte por apoptosis (29,39,50). En un estudio
determinante. efectuado por Chen y colaboradores (63). se indujo la expresion
cuantitativa de P53 en células carentes del gen, mediante regulacién negativa por
tetraciclina. Se pudo comprobar que la cantidad de P53 es directamente

proparcional al namero de células en cultivo que mueren, e imnversamente

proporcional al porcentaje de la poblacion viable

2) Genes activados por P53.
La activacion de la transcripcion por P53 es necesaria para producir apoptosss en
algunos tipos celulares, como lo senalan acertadamente algunos estudios

(36.55.63). Dos genes que son expresados via P53, y que son involucrados en el
contexto de apoptosis, son bax e 1gf-bp3

*igf-bp3, codiica para una proteina que es inhibidor del factor de crecimiento
IGF, de franco caracter mitogénico, estimula de

parecido a la insulina (IGF)
Al anularse su actvidad. se

forma general la progreston del ciclo celular
podria anular toda senal de sobrevivencia (29,36)

* bax, cuya proteina es apoptotica, y analogo estructural del producto de bcl-
2, un gen antiapoptotico (64). Existen a su vez vanos genes relacionados con
los: bad y bak (apoptdticas) y bel-x, bel-w de caracter protector contra
apoptosis (22,65). Esta familita de proteinas parece consttur la via principai
de decision entre vida o muerte en una ceélula, y la informacién sobre el tema
es amplisima. S) bien e! mecanismo detallado aguarda a ser resuelto, estas
proteinas en su estructura tndimensional se parecen proteinas integrantes de
canales idnicos. Por lo tanto, tal vez mediarian las senales quimicas, mediante
flujos i6nicos, de la degradacion del ADN, destrucciéon de mitocondrias y otros
organelos, y formacion de sacos apoptéticos (66)

Se ha establecido que la proteina Bax forma heterodimeros con Bcl-2, pero si
se elevan sus niveles, lo cual parece ser que se efectua por mediacion de
P53, desplaza a Bcl-2 para formar homodimeros que propician la apoptosis.
Por el contrario, una proteina Bcl-2 sobreexpresada forma los homodimeros

respectivos que protegen a la célula. De esta forma, se establece un



verdadero equilibrio entre el tipo de dimeros formados, ya sea Bcl-2:Bcl-2,
Bax:Bcl-2 o Bax Bax, el que conducira a una respuesta definitiva sobre si la
céiula debe morir o permanecer con vida (22,65)

Datos recientes sobre actividad de transactivacion de P53 y apoptosis le han
involucrado con los genes (ce y apoffas, cuyas proteinas (proteasas) se sabe
promueven la muerte cetular (22,29,34). También existe informacién sobre la
activacion de una famita de genes. denominada “pig” que proviene de genes
inducidos por P53. cuyas proteinas serian encargadas de producir grandes
cantidades de especies reactivas de oxigeno, o cual conduciria a un dano masio
in extenso a la célula, y provocaria su muerte. Estos estudios aun se encuentran
en proceso. Hay que recordar que la caractenzacidn de genes transactivados por
P53 aun sigue en progreso (37)

3) Interaccion Proteina P53 - Proteinas de reconocimiento al dano y
reparacion de ADN.

Un hecho que ha despertado el interés de vanss grupos de investigacion, lo
constituye el que mutantes de P53 sin ta regidn amino-terminal, se encuentran
incapacitados para inducir la muerte celular (29.34,36) Sorprendentemente, no es
el domnio de transacthivacion (aminoacidos 1 a 42) el principal en determunar esto,
sino una reqion entre los aminoacidos 61 y 94, de caracter basico y rica en
prolinas. La ausencia de tales aminoacidos con el resto de la proteina intacta,
senala el descubnmiento de un nuevo domimio funcional en P53, ;Cual es la
funcion que supuestamente realiza para inducir apoptosis y muy probablemente
también, detencion del ciclo celular? Parece scor que la interaccion con otras
proteinas, tales como

* Atm, que pertenece a un sistema de reparacion de ADN en dano producido
por radiacion iomzante, y que esta alterada en la enfermedad genética
conocida como Ataxia Telangiectasia (34,47).

* ERCC2 y ERCC3. productos de los genes xp-d y xp-b, y que forman parte
del complejo del factor de transcripcidon basal TFHU (67.68). Estas proteinas
son helicasas que curiosamente, también estan involucradas en sistemas de
reparacion de ADN. De hecho, los genes fueron denominados con las iniciales
de la enfermedad hereditaria en 1a que se encuentran alterados: el Xeroderma



Pigmentoso, la cual s¢ caractenza por la aparicidén de cancer de piel con un
minimo de exposicion a ta luz UV (1b y ¢)

* Csb, otra hehlcasa también implicada en reparacion (defectuosa en el
Sindrome de Cockayne) y la cual se une o P53 en la reqgién rica en prolinas
(68).

* c-Abl, que tiene accion de tirosiNa-ciNasa, y cuya expresion normal detiene
el ciclo celutar, y cuyo analogo viral, el oncogén v-abl, carece de la reqién
correspondicente de urton a P53 en los aminoacidos 61-94 (34)

De esta forma, parece: ser quer se ha descubierto una verdadera conexaon fisica
o de detencion del ciclo o

entre los sistemas de reparacton de ADN y 10 respues
apoptosis, mediada por pS3

2.3.5.- P83 decidce: ¢ Alto en el Ciclo o Mucerte?

Si bien se han dentificado algunas vias especificas que deternunan 1a respuesta
diferencial a p53, como Ia expreswun de P21 en la detencion del ciclo en G1, o la
apoplosis por expresion de bax, ¢s muy cierto que no es suficientemente claro
cuando se evoca d una respuesta u otra, aparte de las situaciones en donde €l
dano al ADN es tan grave que la célula no hene otra opcion que resolver por
apoptosts. Vanos autores eustan de acuerdo en que la decision depende del tipo
de células en estudio, vy de que pucden existis distintos programas do
transactivacion de transcnpcion de genes o mnteraccion con otras proteinas, que
colaboran a su ves con otfos mecamsmos broquirnicos y asi favorecer a una de
las dos opcioneas (29,34.56)

Para tratar de resolver ¢l dilema sobre que via es Ia elequda, la batalla se ha
librado en el campo de estudic de los domnios funcionales, ¥y se han llevado a
cabo varios estudios en los que se ha probado la actividad de diversas proteinas
"quiméricas” o mutantes de P53 (55,56,62) Fsto ha dejado en claro, por ejemplo,
que se requiere de una proteina integra para dar el maximo de respuesta
apoptotica, o de transcripcion de otros genes, lo que establece un hecho clave a
considerar; se requiere invariablemente de la union a ADN por el donmumio central,
o al menos, de la interaccion de éste con otros elementos nucleares, para que se
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lleve a cabo cualquier funcion de P53. Ya se han descrito proteinas que se unen a
la regiébn central en su conformacién nativa, mas no a una P53 mutada (69).

C. Prives y colaboradores proponen que puede ser una interaccién entre los
dominios amino y carboxilo (mediada por otros factores o proteinas), en una P53
unida al ADN, lo que detenmina la via de apoptosis, en una conformaciéon de |a
proteina, diferente de la que reconoce el dano al ADN (29) o de Ia que se

presenta en la transactivacion (33). y que senalaria el inicio de apoptosts inducida
por P53 (62).

Tomando en cuenta los datos mas convincentes publicados sobre la interacciéon
de P53 con otros elementos de las vias de respuesta, se puede establecer que

a) La expresion de P21 (waf/cip1) es completamente ajena a la apoptosis (células
p21-/- pueden monr efectivaimente por apoptosis inducida por P53 [55] ) v no
siempre se requiere a P21 parn establecer el alto en el

ciclo en el punto de
restrniccidon G1/S (56)

Esta y otras observaciones han demostrado que tanto 1a
induccion de apoptosis como la transactivacion de genes por P53 son funciones
completamente mdependientes de su habihidad

para anhibir ¢! crecimiento
(detencion del ciclo en G1/S)

b) Proteinas mutantes con delecton del extremo carboxilo (nminocacidos 1 a 314),
son incapaces de llevar a cabo apoptosis (55), por lo que seguramente es
necesarna la formacion del tetramero para producit este evento

c) La alteracidn o bloqueo de la respuesta de los elementos rio abajo en Ia
cascada de eventos de la detencion del ciclo cetular por P53 que es mediada por

P21, induce mvanablemente apoptosis Por ello es que s1 se anula al gen o a ia
proteina R, o si se sobreexpresa el factor de transcnpeion E2F (lo cual es
equivalente a inactivar a Rb) seran alteraciones que seran detectadas por p53 y le
indicaran que se ha perdido el control en 1a
produciéndose asi la apoptosis (56,70)

d) Hansen y colaboradores (56,70) han demostrado que la apoptosis es el
mecanismo responsable, y no la detencion en G1/S, para supnomir  la
transformacién de células provocada por oncoproteinas tales como E1A y Ras

detencidon del ciclo celular,

En relacién a lo anterior, durante mucho tiempo se ha sabido que las cétulas (p53
+/+) Que expresan la proteina E1A de adenovirus, que se une e inactiva la funcién



de Rb, mueren por apoptosis con el tratamiento adecuado (irradiacion, por
ejemplo) sin que se manifieste el alto en G1. Lo mismo sucede si esta presente fa
proteina E7 de papilomavirus humano (HPV) (29,36,55,70). Lo anterior puede
explicar el por queé, los adenovirus asi como papilomavirus, expresan proteinas
que inactivan tanto a Rb, como a P53 Al inactivar a Rb sclamente, la célula
podria sufrir apoptosis porque P53 reconoce una falla en el sistema de bloqueo al
ciclo celular en G1/S. Al eliminar la funcién de P53 con E18 y £6, adenovirus vy
papilomavirus aseguran su existencia y la propagacion de su genoma. £n el caso
de los papilomavirus esto va mas allda, ya que no tan soélo aseguran su
sobrevivencia, sino que son capaces de alterar la proliferacion y crecimiento de
sus células haspederas de tal manera que originan y estimulan el desarrollo de
tumores anogenitales (71) Un diagrama con las pnncipales vias en las que
participa p53 se presenta en la figura No 2 5§

2.3.6. p53 ecs multifuncional.

Represion transcripcional.

P53 es un factor de transcnipcion para algunos genes que contienen elementos de
respuesta definidos, pero cunosamente, pucde reprimir 1o transcripcion de otros
que no ios poseen (31,36) Esta situacién, aunque poco difundida y estudiada
hasta hoy, podria explicar algunas contradicciones encontradas en las funciones
normales de p53, y definir defimitivamente su pape! en apoptosis (29). Es posible
que para inducir apoptosis, se verifique conjuntamente la activacion de ciefrtos
genes y la represidn de otros (56). La represion por parte de P53 es factible en
genes como c-fos, c-jun, hsp70 y bcl-2, por lo que representa una buena senai de
supresidén de sefales o estimulos mitogénicos, lo cual concuerda perfectamente
con el pape! de p53 como supresor tumoral. También se sabe que aparte de
carecer del clemento de respuesta a P53, los genes reprnnmidos conticnen en su
promotor el elemento TATA (29,72). por lo que p53 bien podria efectuar la
represion al impedir a las TBP's y TAF's (proteinas de union a TATA) unirse al
promotor y activar la transcripcion del gen.
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P53 en Desarrollo, Diferenciacién y Recombinacion.

p53 puede eliminarse de {as células germinales y aun asi, éstas formar el zigoto y
llevar a cabo un desarrollo embrionario normal e incluso, hacer que nazca un
producto normal (al menos en ratones [31,73)). Este experimento determind que
P53 no era indispensable para procesos de crecinmuento o diferenciacion en sus
fases temparanas, mas el 100% de ratones nulizigotos para p53, son propensos a
desarrollar tumores a las pocas semanas o meses de edad (29.73) y morir a
consecuencia de cancer, pnncipalmente hnfomas Esto comprueba que p53 es
necesario para un correcto desenvolvimiento de las células en el organismo como
conjunto. Es importante senalar que la presencia de P53 disminuye con ta edad
de tas células y con el grado de diferenciacion alcanzado (77), y de hecho, no
existe induccidn de P53 en tejido cerebral, musculo esquelctico o tejdo hepatico
por dano a ADN (39)

Aun asi, se han realhzado expenmentos con células de ongen hematopoyetico,
especialmente lineas infoides pre-B, obtenidas a partir de leuceruas y infomas,
que no contienen p53. Cuando se les transfecta el gen, las células comienzan a
sintetizar marcadores de célutas B (cadenas de mmunoglobulinas mu y kappal[36])
o hemoglobina, si las células son de orngen entrode (74). Esto pudiera estar
relacionado con la necesidad de recombinacion de hebras de ADN en células de
la sangre durante su maduracion y diferenciaciétn En relacidn a lo antenor, se ha
descrito que p53 es necesano durante la espermatogénes:s, ya que en los
testiculos de ratones p53-/- se forman células gigantes poliploides que bien
pueden resultar de una recombinacion sin lo controles adecuados, mediados por
P53 (29.34).

P53 en Angiogénesis y Motastasis.

Uno de los genes candidatos a ser regulado transcripcionalmente por P53, es el
de la trombospondina, uno de los inhibidores angiogénicos mas potentes
conocidos, por lo que p53 bien puede ser un regulador de la angiogénesis en el
desarrollo de los tejidos (75,34). Se sabe que las células en cultivo, aunque sean
tumorales, requieren de una superficie de contacto o adherencia para poder
desarrollarse. Pero Nikiforov y colaboradores (76) han demostrado que la
anulacion directa de p53, o la sobreexpresion de bel/-2, y muy especialmente, la
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presencia de una P53 mutada dominante oncogénica, permite a fibroblastos
murinos (recién obtenidos) desarrollarse en suspension, en medios semiliquidos
de metil-celulosa, completamente bien. También determinaron la habilidad para
causar metastasis de células tumorales con P53 normal y de células tumorales
con P53 mutada por inyecciéon via intravenosa de tales ceélulas en ratones
atimicos. La mayoria de las neoplasias inducidas correspondieron al fenotipo P53
mutado, por lo que este hecho apoya la idea de que mutar a p53, confiete mayor
potencial invasivo a la célula tumoral. El estudio antes descrito puede ayudar a
explicar por qué no todas las célutas tumorales que se liberan a la circulacidn son
capaces de sobrevivir al ataque del sistema inmune o a un proceso de apoptosis
al encontrarse en un medio extrano (7,8): se demostrd que las ceélulas neoplasicas
que pueden ocasionar metastasis distante, han sobrevivido a su estancia en e!
torrente sanguineo por haber inactivado la funcion de p53

2.3.7. Mutaciones en pS53.

Si bien 1a inactivacién de pS53 puede darse por la perdida total del gen, la
presencia de oncoproteinas virales o celulares, u otros mecanismos, se ha
encontrado que la mayoria de los tumores tanto humanos como inducidos en
modelos experimentales, registran la inactivacion de la proteina, por mutacion en
un locus, acompanada generalmente por la delecion del alelo restante (24,31,78)
Desde el inicio de la caracterizacion bioldgica de p53, uno de los rasgos mas
distintivos fue la presencia de mutaciones en la region central de la proteina (77)

Se calcula que de un BO al 80 % de las mutaciones de tipo puntual encontradas
en tumores humanos, se presentan en los exones 5 al 8, que codifican para las
regiones conservadas de la proteina (11, lil, IV y V), las cuales son fundamentales
para la participacion de p53 en la detencidon del ciclo celular y apoptosis
(21,25,79). También pueden ocurrir mutaciones puntuales en los exones 4, 9y 10,
pero el porcentaje que aportan al total se calcula en menos det 10% (78.81).
Ademas pueden presentarse muta~iones en la region que codifica para el extremo
amino, pefro son raras y éstas casi siempres son mutaciones sin sentido que
detienen los procesos de transcripcion y de traduccién, produciendo proteinas
truncadas, sin actividad alguna (78).
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Las mutaciones en las regiones intrénicas son escasas, pero en realidnd no se ha
secuenciado un numero de muestras tal, que permila decir que este tipo de
anomalias sea el que inactive a la proteina en cierto niGmero de tumares humanos
(25.79). Fuera de la regién comprendida entre los exones 5 al 8, parece haber
mayor probabilidad de encontrar deleciones o inserciones que cambien el marco
de lectura del ADN (81). No hay que dejar de sefalar que ¢l patréon de mutaciones
es diferente para cada tipo de cancer (31), si bien existen similitudes a nivel
general. Por las evidencias hasta ahora encontradas. todo parece apuntar al
hecho de que, al menos en tumores soétidos, el cambio de una sola base en fa
secuencia de nucléotidos que codifica para la region centrat de union a ADN, es el
requisito suficiente para anular la funcidn normail de p53 (80).

El cambio de un aminoacido en laz region central de 1a proteina, producto de una
mutaciéon puntual en el gen, cumple un doble proposito: anular la funcion de
supresor tumoral, y hacer de P53, una especiec dormmarnte oncogénica. Una
pérdida total de la proteina. no es tan anl a la celula tumoral como el poseer una
P53 estructuralmente distinta (29,36,78), ya que las mutaciones son capaces de
conferitle propiedades transformantes Se sabe que en realdad surge una
oncoproteina P53 por varas observaciones expaenmentales, tales como

a) Las proteinas mutantes no pueden unirse al ADN o lo hacen débilmente, pero
si pueden unirse por su region de oligomenzacion a la proteina silvestre e impedir
su actividad de supresor tumoral (29), actuando como verdaderas oncoproteinas.
A las P53 mutadas capaces de inactivar la proteina normal, se les conoce como
“"dominantes oncogénicas”. Por ejemplo, suprimen la capaadad de transactivacion
de la transcripcion de la proteina nativa (36)

b) La presencia de una proteina P53 mutada en {a celula, |la hace capaz de saltar
los bloqueos al ciclo celular en G1 y en G2 y promover la entrada a la fase de
mitosis (39).

c) P53 mutada puede tener funciones aun desconocidas, que podrian explicar {a
sobrevivencia de células tumorales. En lineas celulares se presentan el doble de
mutaciones de p53, en comparacion con o encontrado en tumores humanos
(25,78). ¢ Es la mutacidn de p53 un requisito de inmonalizacion? El iempo de vida
media de células en cultivo es mayor en aquéllas con una proteina P53 mutada,
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que ha sido introducida anficialmente a lineas celulares con P53wt o incluso, en
lineas que carecen del gen p53 (29.34)

d) P53 mutada pero no P53 silvestre es capaz de activar al gen de
multirresistencia a farmacos mdr-1 (29,34) Esto es un indicio para exphcar por
qué P53 mutante puede evitar la apoptosis Una célula con P53 mutada posee
mayor probabilidad de causar metastasis, que una célula carente del gen p53, 1a
cual se encuentra mas propensa a sufnr apoptosis durante su estancia en la
sangre. por ejemplo (76). En vanos estudios. se ha confumndo que las metastasis
o tumores secundarios, presentan mas mutaciones de p53 que el tumor original.
por lo que seguramente las clonas mas agresivas y capaces de invadir otros
tepdos, son aqueélias en las que se ha mutado p53 (82.,83)

Las mutaciones puntuales en p53 como deciamos, se acumulan en 1o region de
unicn a ADN Es curnioso observar que ias mutaciones tampoco sa  hailen
distribwdas unfformemente a todo io largo de esta reqidn, nino que sea encuentran
confinadas o ciertas zonas Existen regiones de aita probabihdad de mutaciones o
hotspots, que son los codones 175, 245, 248, 249 y 273, en la mayoria de
tumores estudiados (25.79) EIl 40% de las mutaciones de p53 se presenta en
tales cocdones (34). Este dato también suvid para esclarecer 1a estructura terciarnia
de la proteina. que como se exphcd antenormente uhihsa estas postcionas como
puntos de union al ADN. De esta forma, ¢l cambto de un anunoacrdo compromeaete
la conformacidn y por ende 1o funcion de p53 La frecucencia y el tpo de
mutacones encontradas se muestran en la figura 2.6

Debido al cumulo de diversas mutaciones en la regidn central, estudios tedricos
por computadora han especulado sobre los diferentes efectos ejercidos por las
mutaciones puntuales y por tanto, se ha clasificado a P53 mutada en (34,79) 1)
Mutantes por contacto, establecida por la mutacion en los residuos 248 y 273 de
unién directa al ADN, y 2) Mutantes estructurales, con una alteracion total de la
estructura tridimensional de !a tamina beta y del motivo LSH, que sirven de
superficie de union at ADN.
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Tipo de Mutaciones.- Se han encontrado transiciones y transversiones de todo
tipo en el dominio central, pero el tipo de mutacidbn que predomina, sin lugar a
duda en los canceres esporadicos, ¢s la transicidbn de C a T o de G a A, 1o cual
hace pensar que el origen de la anomalia es endégeno y no causado por agentes
mutageénicos (79.80) Esto debido a que tanto citosina como guanina son blanco

de metilacion endoégena por metiltransferasas invotucradas en la requlacion de la
expresion de genes (78)

El caso de las mutaciones C a T es especialmente interesante y sohdo para
sustentar la teoria de mutacion por mecanismos endégenos, ya que se sabe que
los dinucledtidos CpG (en secuencias CCGG) son los sihos de metlacidn del ADN
por excelencia, y que 1a citosina de CpG, una vez metdada en 1a posicién 5, es

susceptble a desaminacion oxidativa espontanea y por tanto, de transformarse en
timina, apareandose con adenina en una proxima replicacion (78,84a y b 85)
Sabiendo que las células tumorales no tienen un buen control de sus MecaMnsmos
de reparacion de ADN, lo dicho antenormente se encuentra respaldado por el
necho de que 509% de las mutaciones puntuales en canceres humanos son
transiciones C a T (B4a y b). mientras que en p53 alrededor de un 2 de las
mutaciones se presenta en sitlos CpG (25.78,80) v 5 de los 6 codones mas
frecuentemente mutados o hotspots, presentan el dinucleotido CpG (B4n y b 85)

o
Vo

Sin embargo, la mutacién de p53 en dos

tpos de cancer escapa a las
estadisticas  Estos son

el cancer de pulmon y el

cancer de higado
(hepatocarcinoma  celular), en

los que la mutacion mas frecuente es la
transversion G a T (G C a T:A) (24,25.78,79) Esto puede ser exphcado gracias a

los agentes etiologicos mas comunes de ambos tipos de neaoplasia. que son los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (como ¢l benzolajoireno) para cancer de
pulmon, y ia aflatoxina B en el hepatocarcinoma, y que se sabe son potentes
carcinogenos que interacttan con la guanina (78,86) De hecho, se ha

demostrado con expenmentos in vitro que el gen p53 sufrira selectivamente este
tipo de mutacién st se encuentra expuesto a tales sustancias (87)

La aflatoxina B, un producto fungico que contamina granos y scemillas comestbles,
puede muy bien ser sefalada como la causante de la mutacion en el tercer
nucledtido del codon 249, lo cual es caracteristico en muestras de tumores de
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ciertas areas geograficas (como en China y Sudafrica) con un elevado indice de
hepatocarcinoma y en las cuales se ha detectado a la vez, el consumo de
alimentos contaminados con aflatoxina (25.78,86)

Por (itimo. es importante senalar que las mutaciones de p53 no se encuentran
restringidas a tumores esporadicos. Existe un sindrome de tipo hereditario
conocido como Sindrome de Li-Fraumeni, en el cual las mutaciones del gen se
presentan eon las ceélulas germinales parentales y por consiguiente, en todas las
ceélulas somaticas de sus descendientes (31,88,89). Las familias con Sindrome de
Li-Fraumeni presentan un alto indice de cancer de mama y sarcomas. La
mutacién mas comun en esta patologia es, curiosamente, la transicidn de Ca T
en sitios CpG. particularmente en la regién de los codones 240-253, si bien se han
detectado otras mutaciones herediarias en otras regiones del gen (89)

2.3.7.1. Importancia de ila deteccion de anomalias en p53.

Ya se han descrito las caracteristicas de P53 normal y mutada, pero (Qué
importancia tienen en relacibn a un pacente con cancer? Como se ha
comprobado a nive! expenmental. p53 es wvital para detener el ciclo celular e
inducir apoptosis. La gencralidad del tratamiento a pacientes oncologicos,
incluyen la quimioterapia y la radioterapia. Ambas actuan danando directamente
el ADN, por lo que una célula tumoral, que presenta un indice de replicacion
mayor que una célula normal, por probabilidad es mas susceptible al dafo que
sufre por sustancias como el cis-platino, 5-flucrouracilo o la radiaciéon onizante
(118). Y es p53 el encargado de eliminar a las células bajo estas circunstancias
(52a.,b). En diversos estudios con aplicacidon 2 la clinica (la mayoria de caracter
retrospectivo), se ha establecido que en muestras de tumores de pacientes que
presentan p53 mutado o inactivado, se tiene un mai y pobre pronostico en cuanto
al tiempo de sobrevida, aparicion de metastasis y otros indicadores, en relacion
con tumores de pacientes en los que p53 fue hallado normal (90.91) Esto es
especialmente cierto en pacientes con cancer colorrectal (92.,93,94).

De esta forma, la evaluacion de la funcionalidad de p53 se ha manifestado como
muy util en cuanto a definir esquemas de tratamiento y atencion al paciente con
cancer, y en varios centros hospitalarios se ileva a cabo esto de forma regular,



como en el Hospital de Oncologia del CMN siglo XXI1 (comunicacion personal,
Doctores Luna y Santiago-Payan, Departamento de Patologia).

2.3.7.2 Técnicas para la deteccién de mutaciones en p53.

Si bien el analisis de la secuencia del gen p53 resultaria «doneo para encontrar
mutaciones puntuales, deleciones o inserciones, e¢tc, que son las que
preferentemente inactivan a ps53, hay que recordar que los métodos de
secuenciacion son de costo elevado, y demandan una cantidad de tiempo y
esfuerzo considerables (95a) Aunque existen meétodos de  secuenciacion
automaticos, hay que recordar que no todas las muestras de tumores presentan
anomalias de pS83, por lo que se ha recurndo al empleo de técricas y
metodologias de tamizaje., o simplemente, que sean Mas practicas, sencillas y
rapidas para poder deternminar el estado de este supresor tumoral, y dar un
pronostico acerca del curso de la enfermedad y sugetic el tipo de terapia del
paciente (en pacientes con pS53 nactivado, se opti
agresivos) (90,91)

por  tratanmmentos  mMas

Una de las opciones mas viables para evaiuar el estado de p53 en ¢l tumor, es
mediante inmunohistoquimica Como sabemos, el tiempo de vida media de P53
mutada o estabihzada por oncoproteinas es mucho mayor gue el de una P53
normal, por 1o que anticuerpos monoclonales dingidos contra 1la proteina y unidos
a un sistema de “revelado” mediante tincion como ¢! de avidma-biotina, permiten
detectar la presencia de la proteina (53,96) Se prefieren anticuerpos que
reconozcan los extremos amino y carboxilo y no los de unmon a la reqién central,
ya que ésta puede variar en su conformacion y dar resultados no fidedignos (97)
En un estudio previo reahzado en nuestro laboratono (53). se comprobd que los
pacientes de cancer de recto con P53 determinada como normal mediante IHQ
con anticuerpo 1801 (que se une al extremo amino terminal) en muestras de
tumor embebido en bloque de parafina, respondieron mejor al tratamiento de
quimioterapia y/o radioterapia previo a la reseccion quirdrgica, evaluado por el
porcentaje de tumor residual (53. Tabta 2 1) E! valor de tumor residual,
determinado por el oncologo después de la cirugia, se refiere a la cantidad de
tumor resistente al tratamiento, se fija en relacion al tamano de la neoplasia antes
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de la quimio y/o radioterapia, que se considera como un 100 % (comunicacion
personal, Dr. Pedro Luna, Hospital de Oncologia C.M.N. Siglo XXIi)
todo para una evaluacién inicial del

sensibiidad del método
o cruzadas de los

Aungque el método es adecuado, sobro
paciente a nivel hospitalano, se ha reportado que la
puede varnar, pueden exisir reacciones  nespecificas
anticuerpos empleados (99), asi como existe controvessia sobre sy veracidad, ya
que se ha confirmado que pueden presentarse tanto falsos positivos como falsos
negativos al realizar la secuenciax del gen (97.98) bLa presencia de una PS3
“normal” en pacientes como los casos 13 y 15, con tumores residuales del 80%,

fue lo que motivéd este trabajo de tnvestigacion.

TABLA 2.2. DETECCION POR INMUNOHISTOQUIMICA
DE P53 (Arriola et al, 53,149)

Deteccién Positiva * Deteccién Negativa
(P53 mutada) (P53 normal)
Pacients % Tumor
.. Residual

Pacientn % Tumor
Residuat

promedio_ |

Un punto importante a tratar en la deleccidon de anomalias en p53 mediante
anticuerpos, es el hecho de que se pueden encontrar anticuerpos anti-P53 en Ia
sangre de pacientes con ciertos tipos de cancer, como ¢! de mama, colon e
higado (97,100). Esto representa una oportunidad Unica para poder evaluar el
estado de p53 mediante serologia. de manera facil y oportuna, sin necesidad de
biopsias u otros procedimientos mas drasticos. Desgraciadamente, se encuentra



restringida a ciertos tipos de cancer, y en el caso de cancer de mama, es de muy
mal prondéstico (97). Afortunadamente, parece ser que son las neoplasias
causadas por agentes carcindégenos en personas con alto riesgo ocupacional en
las que es mas probable la aparicion de los anticuerpos anti-P53, incluso anos
antes de que se presente el cancer (97). Un ejemplo de elio lo constituye el
estudio de Trnivers y colaboradores (100) sobre la apancidn de cancer de higado
en trabajadores franceses y amerncanos expuestos i cloruros de vinillo, y esto
puede servir de fundamento para incluir una prueba de presencia de anticuerpos
anti-P53 como parte de la evaluacion del estado de salud general de personal

ocupactonalmente expuesto a carcindégenos

E! por qué surge una respuesta de tipo autommune en contra de P53, es facit de
explicar. P53 nunca debe salr de la célula, por lo que adn la proteina nativa s
inmunogémeca (31) Ya que P53 se acumula efectivamente en el citoplasma de
algunas células tumorales, es muy probable que la necrosis de éstas, o 1a ruptura
de su membrana plasmatica por agentes tan reactivos como el cloruro de vinillo,
ocaswonen ia salida de P53 de su ambuente natural y 1o pongan en contacto con el

sistema de defensa del organisimo (100)
2.3.7.3. Dcteccidon de mutaciones en p53 por SSCP.

Como deciamos. ia secuencia del ADN genomico o del c¢cDNA es un trabajo
laborioso y de altos costos Existen técnicas que permiten  identficar
cualitativamente mutaciones en una cantidad considerable de muestras, para
posteriormente confirmar por secuencia solo las que hayan resultado posttivas en
la prueba de “tamizaje”. Uno de los métodos de mayor uso debido a su buena
especificidad y sensibilidad (aproximadamente del 90%) es el de SSCP, o de
polimorfismos conformacionales de cadena sencila (95b,101,102,103). Este
meétodo estd basado en el hecho de que cadenas cortas de ADN (de hasta unos
400 pb), producidas por amplificacién de la muestra originai por PCR, una vez
desnaturahzadas y cargadas en un gel de acrilamida como hebras sencilas,
presentaran una moviidad diferente, si difieren incluso, en una sola de las bases
de su secucncia Cadenas idénticas migraran en el gel de acniarmuda a la misma
altura, no asi las cadenas que presentan una conformacion tndimensional
diferente por mutacién de una o mas de las bases originales. La esquematizacion

"
P



de Ia técnica de SSCP se presenta en la Figura 2.7. L.a presencia de las bandas
puede determinarse por revelado del ADN con sales de plata (93) o mediante
autorradiografia, si ¢! ADN se encuentra marcado con un isétopo radiactivo, como

P-32 (101).

La resolucion de las bandas mutadas (sensibilidad de la prueba), depende de ia
temperatura ambiente, la composicion del gel y la diferencia de potencial aplicada
al gel (95,103). La técnica de SSCP ha resultado muy Util en detectar mutaciones
en el gen ras (104, 105), en el gen de la fibrosis quistica (106), y en el diagnodstico
de porfiria (107) por mencionar algunos, asi como en el diagnastico de otras
enfermedades de origen genético. Pero muy especialmente para p53, ya que se
tiene la ventaja de amplificar exones o partes del gen por separado y someterlos
al analisis electroforético de SSCP (78,93,102,.103,105)

Otros meétodos son viables para deteccidn de mutaciones, como el analisis de
Polimorfismos mediante Fragmentos de Restricion (RFLPs), pero hay que
recordar que las mutaciones en p53 pueden ser de diversos tipos y encontrarse
en muchos codones de la regidn conservada, por lo que el analisis por SSCP se
presenta como una buena opcion para buscar un patron de mutaciones en una
poblacion que no ha sido estudiada, como es el caso de la poblacion mexicana
con cancer colorrectal. El unico informe de caracterizacion de mutaciones de p53
en pacientes mexicanos del cual tenemos conociriento es cf de Soini et al (108),
en el que los tumores de pacientes mexicanos con cancer de higado, presentaron
ia mutacion por transversion de G a T, en el codén 249, debido a su exposicion a
ia aflatoxina. Este tipo de mutacién es bien conocida y ya se ha comentado
anteriormente.
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FUNDAMENTO DE LA
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FIGURA 2.7: SSCP. El producto de amplificacion por PCR-P'? sc¢ somete a
desnaturalizacién por calor en presencia de formamida La diferencia de movilidad
cleclroforéncu entre el control normal (0 de secuencia conocida) y cualquicr muecstra,

aun io en la ia de ésta uliima




2.4. CANCER COLORRECTAL

Un buen numero de neoplasias humanas se originan de cualquier segmento del
tracto gastrointestinal, siendo los tumores colorrectales y del estbmago los mas
importantes. en cuanto a numero de casos que se presentan anualmente en
cualquier pais De hecho, los tumores de colon y recto representaran uno de los
tipos de cancer mas frecuente en la poblacion mundial al iniciar el siglo XXi
(92,109.129). Esta consistencia esta determinada por la prevalencia tanto en
paises en desarroflo como en paises industriaizados No obstante que para fos
ultimos se ha registrado una disminucidn de cancer colorrectal debido al cambio
en habitos alhmenticios y sedentanos (toma de conciencia y adquisicion de
informacion por parte de la poblacion), en paises como Meéxico, |a tasa sdlo ha do
en rapido aumento, muy probablemente quizas también, por el cambio en las
costumbres abmenticias y la tendencia a adoptar costumbres de paises
industnahzados (110,117,129)

El aumento en la frecuencia de cancer colorrectal (CC) tal vez sea una
consecuencia del aumento en la expectativa de vida del individuo comun y
cornente el cancer colorrectal se ha descnto como una enfermedad de la tercera
edad (111, 117). cuya probabiidad de apancidn aumenta considerablemente al
traspasar la barrera de los 50 anos

El cancer coloirectal se presenta como un problema formal de salud publica en
nuestro pais (110) Esto demanda una atencién y estudio senos para dilucidar las
causas y proponer esquemas de tratamento y apoyo adecuados a los pacientes
que sufren este ipo de cancer

2.4.1. Origen det Cancer Colorrectal,

Aunque existe la teoria de que la aparicion de cancer es inherente a procesos
celulares vy fisioloégicos correspondientes a un organismo en etapa de senectud, es
preoccupante notar la aparicion de cancer en individuos menores de 50, 40 o hasta
30 afios. Esto puede ser explicado por la interaccion entre carga genética de un
individuo y el medio ambiente al que se encuentra expuesto, en cualquier tipo de
cancer. Sin embargo para cancer colorrectal, podemos decir que la enfermedad



en individuos jdvenes puede presentarse por predisposicidn genética o por el
conjunto definido por alimentacién y habitos, siendo ambos independientes y
capaces de propiciar el proceso neoplasico por cuenta propia, en células de la
pared y mucosa intestinal que debido a sus carfacteristicas fisiolégicas y
anatémicas, presentan per se un elevade indice de mitogenicidad y recambio

(111)
2.4.1.1. Cancer Colorrectal Hereditario.

Existen familias propensas a presentar cancer entre sus miembros a una edad
temprana, debido a la presencia de anomalias en los genes de estas personas.
En el caso del cancer colorrectal, existen dos sindromes bien definidos y descritos
en la literatura, comunes en la poblacion mundial, que cuentan para un 10% de

todos los casos de cancer colorrectal

- Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF o FAP): Se caractenza por la apancion
de cientos a miles de pequenos pohpos (protuberancias en forma de dedo) en una
amplia poarcion de la superficie interna del colon y del recto. en Ia 2° o tercera
decadas de vida de! mndividuoc (111, 112) Algunas de estas protuberancias o
adenomas benignos seguramente progresaran a neoplasias mahgnas por lo que
se tiene un grado de riesgo eclevado en la apancién de cancer Es por cllo que en
muchos casos, se opta por la reseccion quirdrgica de la zona afectada por los
polipos, aun cuando no se tenga indicios de cancer

La condicién de sindrome hereditano se piensa que esta dada por la presencia en
estas familias, de una copia mutada o de otra forma defectuosa, del gen apc (por
adenomatous polyposis coli) en el cromosoma 5q (112). Otro gen tal vez
involucrado en PAF es el denommado mce (por mutado en cancer colorrectal),
que también se encuentra en 5q y presenta conjuntamente alguna anomatia (113)
en tales familias.

- Cancer colorrectal hereditario no-polipoideo (HNPCC).- De caracter
autosOomico dominante. aunque no se presenta una multiplicidad de adenomas
como en el caso de FAP, es frecuente la aparicion de adenocarcinomas de colon
en la tercera o cuarta décadas de vida, lo cual puede estar acompanado por



aparicidn de tumores extracoldnicos en las vias genito-urinarias, y otras regiones

del sisterma gastrointestinal (eséfago, estdomago, pancreas y ducto biliar, intestino
delgado, etc.) (114)

Se cree que la causa de esta patologia es la adquisicién por herencia de copias
defectuosas de genes cuyos productos proteicos son importantes en la reparacion
de dano al ADN, 1o cual seguramente lleva a la aparicién de un fenotipo celular de

alta inestabilidad genética, demostrado en parte por !a alta frecuencia de

inestabilidad en microsatéltes de ADN en células tumorales

estos pacientes
(114,115)

Otros sindromes hereditatios invowucrados en la aparicion de cancer colorrectal,
son el cde Gardner, el del Adenoma Plano, el de Peutz-Jegher e incluso, el de Li-
Fraumeni (111.116), los cuales presentan rasgos y caracteristicas propios, pero
se presentan con mucho menor frecuencia que los dos anteriores

2.4.1.2. Cancer Colorrectal Esporadico.

Aunque se denomine como esporadico, constituye et tipo de tumor colorrectal mas
comun, contabihzando de un 80 a 90% de los casos. Como ya se dijo, es muy

probable su apancién en personas de edad avanzada, pero la tendencia a

presentarse ¢n personas de menor edad con mayor frecuencia (sobre todo en
paises no-industriatizados o subdesarrollades) se ha visto asociada a la
alimentacién sobre todo, y a ciertos habitos personales. Esto si bien no ha sido
totalmente comprobado por la cicncia aun, es muy l6gico pensar que si influye,
debido a que el tracto gastrointestinal es uno de los sitios del cuerpo humano con
mayor contacto a sustancias exogenas. a presencia de reacciones quimicas y a
colonizaciéon por parte de microorganismos y virus {111,117).

De esta forma. las estadisticas principalmente, y algunos estudios en particular,
senalan que en la aparicion de CC esporaaico contribuye una alimentacion
inadecuada, con caracteristicas tales como

a) Alta ingesta calarnica total (3,15)

b) Consumo elevado de carbohidratos (15,116).

¢) Consumo elevado de grasas de origen animal (117,129).



d) Baja ingesta de productos vegetales altos en fibra y vegetales verdes y
cruciferas (116,117,129).

e) Dietas bajas en metionina y folatos (118), asociadas a una ingesta abundante
de alcohol.

En cuanto a habitos personales. se consideran factores de riesgo en la aparicion
de cancer colorrectal ;

a) Fumar. Se ha determinado como un factor de riesgo para CC, tal vez en menor
proporcién que para cancer de pulmon, pero hay que senalar que los fumadores
se encuentran menos “"protegidos” contra CC debido a una mala asimilacion de
vitaminas y carotenaides consumidos (119,120), presuntos
fisiolobgicos.

b) La combinacidn de ingesta de alcohol, con fumar habitualmente, ya que se
pueden potenciar los efectos del humo del tabaco en el organismo (120.129)

c) Patrones de vida sedentarios (falta de ejercicio diario, poca actividad corporal,
por ejemplio) se han asociado con una mayor probabilidad de aparicion de CC
(116,117), que de cualquier otro cancer

antioxidantes

Por utimo, la determinacién de un estado de obesidad (en especial a pantir de un

40% de sobrepeso), se asocia con nesgo incrementado de presentar cancer

colorrectal, tanto en hombres como en mujeres (116,129)
2.4.2. Alteraciones Gengéticas en Cancer Colorrectal.

El cancer colorrectal ha sido extensamente estudiado en cuanto a su evolucion a
través de los cambios genéticos gque presentan las ceélulas tumorales de
neoplasias colonicas o rectales. Esto gracias a que la neoplasia colorrectal
presenta una gran ventaja en comparacibn con otro tipo de cancer: el tejido
afectado puede ser removido gquirargicamente de una forma relativamente sencilla
por lo que se ha podido caracterizar histolégicamente la progresion de la
neoplasia desde el estado de adenoma (displasia: hiperproliferacidn de cétulas de
tejido epitelial) hasta un carcinoma (anaplasia: aparicién de ceélulas poco o nada
diferenciadas) que puede ser origen de metastasis, a traves de una sene de
estados clinico-patolégicos bien definidos y faciimente reconocibles (8,113).



Basandose en to anterior, el grupo de Bert Vogelstein y colaboradores, fue el
primero en proponer un modelo de Tumorigénesis para cancer colorrectal, sobre
fa base de una serie de datos contundentes a partir del estudio molecular de
tumores de pacientes (121). Este modelo es aceptado abiertamente, si bien se
trata de un punto de partida para la expansion del conocimiento sobre los eventos
a nivel de ADN, que propician un cancer de origen epitelial. Ademas, se insiste en
que es el conjunto de alteraciones y no la aparicidon de las mismas en determinado
orden cronologico, el encargado de sentar las bases para la aparicion de un
fenotipo celular transformado (122)

El modelo de Fearon y Vogelstein para cancer colotrectal, propone que

a) Cualquier célula normal de la mucosa o pared intestinal, puede sufrir mutacién
o perdida det gen apc en el cromosoma 5, 1o que conduce a un tipo celular
hiperproliferativo

b) El tejido hiperproliferativo de alguna manera. se vé sometido a hipometilacion
de ADN por lo que se perderia el control de la regufacion en varios genes y a un
incorrecto enrollamiento de los cromosomas (113). La hipometilacidn predispone a
la aparicion de un adenoma o polipo benigno, pequenoc

c) Se presemta la activacion de un oncogén, panticularmente c-Ki-ras,
promueve et crecimiento y displasia del adenoma

d) Se pierde el brazo largo del
supresor tumoral, dcc Ya que

que

cromosoma 18, que contiene a un supuesto
esle gen codifica para una glicoproteina de
membrana. que media interacciones célula-celula, se promueve la independencia
de las células respecto al tejido

e) Se muta y/o se pierde el brazo corto del cromeosoma 17, que contiene al

supresor tumoral p53. Con esto, se pasa de adenoma a carcinoma con potencial
de invasividad a ganglios infaticos y a tepdos distantes

El esquema de la aparicidon de un tumor explicado bajo este modelo se presenta a
continuacion (Figura 2.8).
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FICGURA 2.8 Modelo de Tumongénesis Colorrectal segun Fearon y
Vogelstein. Tomuado de GALLICK et al (122)

Si bien son pocos los genes involucrados en el modelo de Fearon-Vogelstein,
también es cierto que existe evidencia suficiente para sustentarlo

- La delecion o mutacién de -apc es del orden de 40 a 50% en muestras de
tumores humanos de CC (113,122)

- La mutacion del oncogén ras es frecuente (60%) y se asocia al grado de avance
o malignidad del cancer (101,113,122)

- Las deleciones de dcc y p53 en 18q y 17p, respectivamente, se presentan
freacuentemente en tumores colorrectales humanos (20,123). La pérdida de p53
correlaciona bien con el paso de adenoma a carcinoma, y con la presencia de
metastasis (82,83,121) De hecho., p53 se pudo localhzar gracias a la elevada
frecuencia de delecién det cromosoma 17p, lo cual indico la presencia en esta
regidn del genoma, de un gen con marcada importancia funcional para la célula
(27,28).

Ahora bien, éstas no son las Unicas alteracicnes genéticas, pero si las mas
sdlidas por lo antes mencionado, por el numero de estudios realizados y debido a
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que el mismo patrén de eventos se ha descrito para diversas poblaciones
(122.123). También se presentan deleciones alélicas en los cromosomas 1p, 8p y
22q. en distintas proporciones, por lo que se especula que estas regiones
contienen genes supresores tumorales atn desconocidos (116)

Datos adicionales recientes y futuros. deberan integrarse al modelo de Fearon y
Vogeistein y ampliarlo y/o modificarlo. Uno de ellos lo constituye la identificacion
del gen nm23 en el cromosoma 17q. cuyd proteina posee actividad de cinasa y
parece ser capaz de regular la actividad en vias de transduccion de senales
importantes para [a célula. Ademas de que su inactivacion por delecidén del gen,
correlaciona muy bien con el proceso de metastasis, tal vez incluso, mejor que lo
encontrado para p53 (124). Otro dato reciente es [a expresidn consistente del
ARNmM del gen dcc en etapas avanzadas de cancer colorrectal (125) por lo que
probablemente sea la proteina y no ¢l gen, el blanco de inactivacion en ciertos
tumores colorrectales

El punto mas controversial del modelo, es sin duda alguna, la parte concerniente a
hipomettacion det ADN, to cual no es exclusivo del cancer colorrectal y constituye
una de las areas mas activas y discutidas en el estudio del cancer. Si bien se
sabe que la metlacion del ADN sirve para regular la cxpresion de genes. es
paraddpico encontrar que muentras que la mayor parte del genoma se encuentra
hipometdada, existen genes como p53, en los que las mutaciones mas frecuentes
son transiciones de C a T, producto de una metilacion extensa de las citocinas en
su secuencia (84.,85) En contraposicion, otros autores senfalan que
hipometilacidon en lugar de contnbuir al proceso neoplasico,
contrarresta (126)

Ia
lo detiene o
Algo ldgico resulta proponer que en las células neoptasicas,
mientras que los genes supresores tumorales son metlados selectivamente para
reprimir su  funcién, otras genes -los oncogenes en  especial- carecen
completamente de esta regulacién y contribuyen al proceso de transformacion por

lo que apoyan efectivamente la seleccion y sobrevivencia de celulas mas
agresivas (113).

El mecanismo por el cual se produce una metilacidon totalmente discriminatoria
hacia ciertos genes es desconocido. Pero la observacion de que dietas deficientes
en folatos y metionina, se asocian con la aparncion de tumores colorrectales
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(117.118) puede marcar la pauta a seguif en este campo, al igual que el estudiar
detalladamente los procesos de metilacion celulares (84).

2.4.3. Cancer deo Recto.

El recto constituye la porcion final del intestino grueso, conecta el segmento distal
de é&ste con el esfinter anal y posee una longitud de unas 8 a 10 pulgadas (15-20

cm). Se encuentra muy perundido por la circulacidon sanguinea y posec una red
amplia de ganglios o nodulos linfaticos a su alrededor (111)

La aparicibn de neoplasias en este segmento del intestino grueso es muy

frecuente. tan soélo en colon sigmoides (la porcaion inmediata que antecede al
recto) y recto, se presentan mas de la mitad de los tumores de CC (111) Los
tumores de recto presentan una semejanza clevada en su proceso de evolucion y
metastasis con respecto a sus contrapartes en el colon, pero se ha especulado
que debido a la posicidon anatomica del recto, exsstan otros factores etioldgicos
ademas de la dieta y ef envejecimiento del tepdo

Las metastasis de cancer rectal son frecuentes en los ganglios infaticos cercanos
a la zona afectada y al higado., incluso algunas veces, se puecden presentar
metastasis distantes en puimon y hasta cerebro. Para poder defirur ¢l grado de
avance del cancer de recto, es frecuente utilizar en clinica la clasifficacion de
Dukes (aplicada también a tumores de colon) que asocia grado histoldgico con

malignidad y resulta muy Uti para proponer un tratamiento terapéutico y dar un
pronodstico sobre 1a recuperacidon del paciente (111,125):

DUKES A.- Crecimiento confinado al epitelio del intestino

DUKES B.- Invasion del tumor hacia el interior de ia pared intestinal, llegando al
musculo liso.

DUKES C.- Diseminacion del tumor a ganglios linfaticos

DUKES D.- Metastasis a distancia del tumor primano.

Obviamente, en cada nivel de la clasificacion, se presentan grados intermedios de
avance del tumor (como C1, C2, etc.) y existen diferentes clasificaciones paralelas
a la clasificacion segun Dukes. De hecho, el Instituto Nacional de Cancer de E.U.
maneja un sistema muy parecido, de Etapas 0 a 4 y recurrente para cancer de
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recto (127). Existe a su vez

1a clasificacién denominada TNM (Tumor-Nodulo
Linfatico-Metastasis) que también utihza la invasividad del tumor primario como

parametro central para diagnosticar la progresion del cancer (111).

Es sabido que un diagnodstico temprano es lo mas adecuado para poder manejar a
un paciente con cancer

ya que ofrece mayores probabilidades para su
recuperacion (128) De esta forma. se recomienda que se realice un examen
regular, cada ano a partir de los 50 anos, al menos, consistente en palpacidn
rectal, y proctosigmoidoscopia o colonoscopia para detectar la presencia de
anomalias en el intestino grueso {(111,129). De heche, la disminucion en tasas de
mortahidad por cancer colorrectal en Norteamerica y Europa se atnbuye en parte a
la deteccion en etapas muy tempranas, por estas técnicas convencionales, ya que
la mayoria de pacientes que muere por ciancer es debido o fas metdstasis o
tumores secundarios y no por el tumor pnmano (3.8)

El tratamiento para cancer de recto consiste generalmente en regseccion qQuirargica
de la zona afectado, detbhdo a su accesibihdad y a 1a edod promedio de los
pacientes, gencralmente avanzada (111,127} El empleo de quimioterapia y

radioterapia adyuvantes dependen segun la institucidn hospitalana tratante: en
Estados Unidos el

radioterapia combinado se aplica
durante (estadio de Dukes B/C) o después de la intervencion quiriargica (estadio

C/D de Dukes). con el abjeto de mimimizar el riesgo de recutrencia y anular células

tratamiento de quimio y

tumorales que sc hayan moviizado hasta nodulos infaticos En Maéxico (Hospital
de Oncologia, C M NS XX1) ia quimio y radioterapia para cancer de recto de
aplican antes de la reseccion del tumor primario, para disminuir el tamano de éste
y evitar en jo posible la aparcdon de metastasis Bl éxito de la terapsa depende en
gran medida de las caracteristicas genéticas y fenotipicas de 1as cétulas tumorales
(53). por lo que de nuovo sc pone en evidencia la importancia de caractenzarlas a
un nivel molecular oportunamente, para

dar una mejor opcidn de diagnostico y
tratamiento a los pacientes con cancer (128,129).



Capitulo 3
Objetivos e Hipotesis
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CAPITULO 3 : OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL :

* Detectar mutaciones del gen p53 en muestras de tumores de
recto de pacientes mexicanos con cancer, al analizar la region
mas conservada del gen (exones S - 8) mediante la técnica de
SSCP.

Objotivos especificos:
* Comparar la deteccidn de mutaciones de pS53 entre una
metodologia indirecta (Inmunohistoquimica) y una metodologia
directa de Biologia Molecular (SSCP), en e! mismo grupo de
tumores de pacientes analizados por ambas técnicas
* Reahzar una correlacion entre el grado de malignidad det
tumor y datos clinicos de los pacientes, con {a presencia de
mutaciones en el gen p53.

* Definir la frecuencia de mutaciones del gen p53 presente en

cancer de recto en la pobiacidon estudiada, en relacidon a otras
poblaciones con cancer colorrectal de otros lugares de! mundo.

66



HIPOTESIS :

Al realizar el anadlisis de los exones 5 - B del gen supresor tumoral
pS53, mediante la técnica de SSCP, sera posible detectar mutaciones
que inactiven 1a funcidn de la proteina y se traduzcan en un grado de
avance significativo de la necoplasia rectal. Ya que p53 juega un
papel! importante en el control del ciclo celular y apoptosis, deberan
encontrarse mutaciones que inactiven a este supresor tumoral, en la
regidn estudiada, ya que codifica para la region central de la proteina
{unidn al ADN)., de wital importancia en el desempeno de estas
funciones
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CAPITULO 4 : METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. OBTENCION DE ADN

4.1.1. Material y equipo
Barfo maria calibrado a 37°C
Bloque de calentamiento (Heat-Block MuiltiLab)
Campana de flujo laminar
Celdas de cuarzo
Centrifuga Beckman
Desecador Nucerite (Nalge-Sybron)
Espatula de cromo - niquel
Espectrofotdmetro con lampara de Tungsteno
Guantes de latex
Microcentrifuga Brinkmann 5415 c
Micropipeta Gilson 20 ot
Micropipeta Gilson 200 ul
Microtomo
Mortero de porcelana y pistilo
Parafilm
Pipetas graduadas de S mL
Pipetas graduadas de 10 mL
Pipetas pasteur
Propipeta
Puntas para micropipeta
Termdémetro
Tubos Eppendorf estériles de 1.5 mbL (Robbins Scientific)
Tubos para centrifuga, de 25 mL (Corex)

Vasos de precipitados
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Vortex

4.1.2. Reactivos y soluciones
Alcohol isoamilico (J.T.Baker)
Cloroformo (Merck)
Cloruro de potasio (Quimicos Monterrey)
Cloruro de sodio {J. T Baker)
EDTA (J.T.Baker)
Etanol absoluto ( J. T. Baker )
Fenol saturado (Mallinckrodt)
Fosfato dibasico de sodio (Heptahidrato-Mallinckrodt)
Fosfato monobasico de potasio (Anhidro-Sigma)
Nitrogeno liquido
Proteinasa K (Sigma)
SDS -Dodecit Sulfonato de Sodio- (Sigma)
Trnpsina - EDTA (Gibco)
Tris base ( TRIZMA BASE -Sigma)
Trns clorhidrato ( TRIZMA Hydrochlonde -Sigma)
Xiteno (J T Baker)
Sevag
Cloroformo - Alcohol iscamilico, en proporcion 24 @ 1, VIV
Solucion Amortiguadora de Fosfatos PBS
8 g NaCl, 0 2 g KCi, 1.44 g Na;HPO y 0.24 g KH;PO en 800 mL de agua
destilada. AjustarpHa 7.4y aforara 1 L,
Solucién de Proteasa (Proteinasa K) ¢
Extraccion de ADN de cortes de tejido embebido en Parafina.
100 mM Tris pH 8.0.4 mM EDTA pH 8.0 y 0.5 mg/mL Proteinasa K
Extraccion de ADN de tumor fresco o células
Solucion de Proteinasa K 10 mg/ml. en agua destilada, desionizada.
Sotucién SDS al 20% , W/V en agua destilada



Solucién T.E.N. 10-10-0.15
Tris HC1 10 mM pH 7.5, EDTA 10 mM pH B.0 y cloruro de sodio 0.15 M

Solucién T.E.N. 10-10-0.65
Tris HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 10 mM pH B.0 y cloruro de sodio 0.65 M

Solucién T.E. 1:1
Tris HCI pH 7.5, EDTA TmM pH 8 0
Medio D - MEM (Dulbecco's Modified Eagle Media)(GIBCO)

4.1.3. PROCEDIMIENTOS.

4.1.3.1. Extraccién de ADN de cortes de tumores embebidos en bloques de
parafina.

i. Los cortes de bloques de parafina en los que se encuentra embebido el tumor
se cortan con microtomo (se recomienda un espesor de entre 10 y ZO/A.m). El
corte se deposita en tubo Eppendorf de 1.5 mL, esténi

ii. Al tubo se le adiciona 1 mlL de xileno  Se agita gentilmente con el vortex para
disolver la parafina, por 2 minutos Se centrifuga a 14 000 rpm. durante 2
minutos.

iii. Se decanta el xileno con cuidado para no eliminar tejido. Se lava con 0.5 mbL
de etanol absoluto, y se agita y centnifuga como se indica en el paso ii.

iv.Se hacen dos lavados mas con etanol al igual que en el punto anterior

v. Habiendo decantado el etanol del ultimo lavado, se evapora cuaiquier residuo
del mismo mediante vacio: se cubre 1a boca del tubo abierto con Parafilm y se le
hacen dos o tres pequenos orificios. Se coloca en un desecador conectado 2
vacio y se deja secar el tejido (aproximadamente, 1 hora).

vi.Se depositan en el tubo con ayuda de micropipeta, de 50 a 100 «L de
solucién de proteinasa K-Tris-EDTA, dependiendo de la cantidad de tejido a
disolver. Se agita con vortex.

vii. Se incuba de 12 a 16 horas en bano maria a 37°C.
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viii. La solucion de proteasa se inactiva calentando a 95°C en termoblock por 5

minutos minimo.
ix. Se centrifuga para separar los restos de tejido, a 14 Q00 rpm por 5 minutos
x. El sobrenadante se trasvasa y alicuota otros Eppendorf de 1.5 mL. Este se

utiliza como solucion de ADN para amplificacién y debe almacenarse a - 20°C.

4.1.3.2. Extraccién de ADN a partir de tumores y tejido normal

almacenados en congelamiento bajo nitrégeno liquido.
- En el Laboratorio de Biologia Molecular se mantiene un Banco de Tumeores

Colorrectales y Tejidos Control Normales (116) procedentes del Hospital de

Oncologia del Centro Medico Naciona! Siglo XXt del LM.S.S,, recolectados a partir
de la reseccién quirargica. Las muestras recién extraidas se enjuagan en
solucién amortiguadora PBS estéril para eliminar sangre y fluidos intestinales, y
ya lavadas se almacenan en tubos eppendorf (ctiquetados debidamente) en
tanque de nitrégeno liquido a una temperatura de - 195.8 °C, -

i. El tejido tumoral o normal, aproximadamente 1 g, se coloca en el mortero y se
homogeniza con ayuda del pistilo, cuidando de que siempre se encuentre
congelada la muestra, mediante Ja adicidn de pequehas cantidades de
nitrégeno liquido al mortero. El tejdo debe quedar reducido a polivo fino, el cual
se transfiere a un tubo Corex que contiene 5 mlL de TEN 10-10-0.15, el cual se
ha mantenido previamente en hielo

ii. Se agregan al tubo 100/L de solucion de proteinasa K, 10 mg/mL.

iii. Se adicionan 125/L de solucion de SDS al 20 %.

iv. Se agita suavemente la mezcla, hasta que se forme una suspensidn del
tejido. El tubo perfectamente cerrado se colioca en un bano de agua a 65°C, en
donde se incuba por un minimo de 3 horas

v. Una vez digerido el tejido, se agregan a la mezcla 5§ mL de TEN 10-10-0.65.

Se mezcla gentiimente.
vi. Agregar 10 mL de fenol a la mezcla, bajo campana de extracciéon. Agitar

hasta
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homogeneizar y formar una sola fase

vii. Centrifugar a 2000 rpm durante 10 minutos.

viii. Transferir con mucho cuidado la fase acuosa a otro tubo Corex de 25 mL,
con ayuda de pipelas pasteur sin punta o pipetas graduadas estérnles.

ix. A la fase acuosa se le afaden 10 mL de Sevag. Agitar hasta formar una sola

fase.

x. Centrifugar durante 10 minutos a 2000 rpm.

xi. Transferir nuevamente la fase acuosa. Anadir 2 volumenes de ctanol

absoluto.
Debera formarse un precipitado viscoso.
xii. El ADN obtenido debe lavarse con etanol al 70% (en TEN 10-10-0.15) dos

veces, y al menos una vez con etano! absoluto.

iii EI ADN debe secarse a temperatura ambiente con o sin ayuda de vacio

xiv. Resuspender el ADN en el menor volumen posible de solucion T.E. 1.1, y si
es necesario, incubando a 37°C para facildar el proceso

xv. Cada muestra de ADN extraido se cuantifica mediante absorbancia leida a
260 Nnm en espectrofotdmetro (método 4.1.3.4.). Se toma una alicuota y se hace
una dilucidn con agua desionizada y esléril para obtener una solucién de
aproximadamanete 100 nanogramos de ADN / microlitro para la reaccién de

PCR.
xvi. Almacenar el ADN extraido y dilucion a -20°C.

4.1.3.3. Extraccion de ADN de células en cultivo.

i. Decantar el medio de la caja petri o botella donde se encuentra el cultivo
celular en confluencia (al término de la fase logaritmica de crecimiento).

ii. Lavar la monocapa 2 veces con PBS frio utilizando de 3 a 4 mL, enjuagar y
decantar.

iii. Agregar 3 mL de tripsina (concentracion 1:250 P/V), para despegar las
células de la superficie de la caja o botella.
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iv. Incubar a 37°C por 3-4 minutos, hasta observar aparicion de turbidez en el
medio (lo cual demuestra el desprendimiento da las células).

v. Afadir 4 mL de medio D-MEM (para inactivar la tripsina). Con pipeta pasteur
o graduada, tomar el medio y vaciar en tubos eppendorf de 1.5 mL.

vi. Centrifugar cuatro minutos a 2 000 rpm

vii. Decantar y desechar el sobrenadante. La pastilla se resuspende en 0.5 mL
de TEN10-10-0 15

viii. Agregar 5 microlitros de solucién de Proteinasa K 10 mg/mL

ix. Agregar 12.5 microlitros de SDS al 20 %.

x. Homogeneizar e incubar la mezcla en bafio de maria a 65°C por 2-3 horas.

xi. Agregar 250 mlL de TEN 10-10-0.65 y homogeneizar

xii. Agregar 1 mlL de feno! saturado y agitar hasta formar una sola fase

xiii. Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos

xiv. Transferir la fase acuosa a otro tubo. Anfadirle 1 mL de Sevag.
Homogeneizar y centrifugar nuevamente a 2000 rpm por 10 minutos

xv. Separar la fase acuosa y anadirle 2 volumenes de etanol absoluto

Mezclar y centrifugar para precipitar el ADN
xvi. Decantar el etanol y secar a lemperatura ambiente, con o sin vacio.
Resuspender el ADN en la minima cantidad de solucion TE posible.

xvii. Cada muestra de ADN extraido se cuantifica mediante absorbancia leida al

espectrofotometro (1d)
Tomar una alicuota de cada muestra, diluyendo con agua desionizada, estér!

para obtener una solucién de aprox. 100 ng ADN/ ml. para reaccion de PCR.
xvijii. El ADN extraido y alicuotado debera mantenerse a -20°C.

4.1.3.4. Cuantificacién de ADN.

- Indicado para extraccién a partir de tejido conservado en mtrogeno liquido y de
celulas en cultivo.

i. Tomar una alicuota de la suspension de ADN, de 5 6 10/,« L yllevara SOO/L
con TE. E! factor de dilucion a considerar es de 100 y 50, respectivamente
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ii. Con la solucion TE como blanco para calibracion, se toma lectura de

absorbancia a 260 y 280 nm para cada muestra.

iil. Se determina la concentraciéon de ADN de la muestra, mediante la férmula:
{20 x Lectura absorbancia 260 nm) x Factor de dilucién = mg ADN/ mL

solucién

iv. La pureza de! ADN se obtiene por la relacidon Azed Ao, |2 cual es aceptable

si el cociente es mayor o igual a 1.7.

4.2. AMPLIFICACION DE ADN MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA ( PCR )

4.2.1. Material y equipo.
Guantes de latex.
Micropipeta Gilson de 200 microlitros
Micropipeta Gilson de 20 microlitros
Puntas para micropipeta
Termociclador Perkin - Elmer 2400 GeneAmp System
Tubos para PCR con tapa, Perkin - ElImer

4.2.2. Reactivos y soluciones
a) Reactivos Perkin - Eimer :
- Solucidn amortiguadora 10x PCR (Contiene MgCl;)
-dCTP 10 mM
- dATP 10 mM
-dGTP 10 mM
-dTTP 10 mM
- Amplitaq DNA Polimerasa--5 U I/.AL
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b) Reactivos BIOSELEC (Operon Technologlas Inc.):
- Otigonucledétidos Cebadores, 0.05 mMot

Secuencias tomadas de A FAILLE et a/(102) y comparadas contra la secuencia
de p53 (32).

exén 5:S §'-TICACT TGTGCC CTG ACTTIC -3
AS 5" -CTC TCC AGC CCC AGC TGC TC - 3°

Temperatura de unién a ADN: 60°C

Tamarno del fragmento amplificado: 250 pb

ex6n 6: S5 -ATT CCTCAC TGATIGCTC TT -3
AS 5'-CCC CTC CTC CCA GAG ACC CC -3
Temperatura de union a ADN: §5°*C

Tamano del fragmento amplificado: 169 pb

exén 7: S 5 - ACAGGTCTC CCC AAG GCG CA -3
AS 5’ - TGC AGG GTG GCAAGTGGC T -3

Temperatura de union a ADN: 65°C

Tamano del fragmento amplificado: 184 pb

exén 8: S 5 -GGT AGGACC TGATITCCT TAC TGC C - 3
AS 5 -CCCTTGGTC TCC TCC ACC GCT TCT TG - 3°
Temperatura de unién a ADN: 60°C

Tamano del fragmento amplificado: 227 pb

= La solucién concentrada de oligonucledtidos se prepard resuspendiendo cada
oligo (0.05 mMol) en 500 microlitros de agua desionizada, estéril.
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= Las soluciones de trabajo corresponden a una concentracion de 10 picomol /
/AL (preparadas a partir de la solucién concentrada por ditlucién 1 : 10 en agua
desionizada, estéril).
c) Reactivos AMERSHAM:
- dCTP Redivue (alfa - P¥), 10 mCi/mL

Actividad especifica. 3,000 Ci/ mMol.
d) OTROS
- Agua para PCR (grado HPLC, agua desionizada, esterilizada y filtrada)
- ADN extraido de cortes de tumores, tejido fresco o células en cultivo
(Procedimientos 4 1.3.1, 41.32 y 4.1.3.3, respectivamente). Concentracidon

ajustada aproximada a 100 ng // L
4.2.3. PROCEDIMIENTOS

4.2.3.1. Amplificacién de ADN para ajuste de condiciones de reacciéony
verificaciéon de la extraccién.
20 microlitros de velumen final por reaccion, conteniendo;
Reactivo Cantidad
Amortiguador 10 X 2 ;L

20 picomoles

Oligo antisentido . 20 picomoles

dATP, dCTP, dGTP, dTTP |

'Téq”pdlirheras'a
R
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A) Programa de amplificaciéon, ADN de cortes de tumor en bloque de
parafina: 4 minutos, 94°C

2) 40 Ciclos : Desnaturalizacién

1) Desnaturatizacidn Inicial

. 1 minuto, 94°C
Unidn cebadores ... 1 minuto, *
Elongaciéon

. 1 minuto, 72°C.
3) Elongacion Final

5 munutos, 72°C
* La temperatura de unién depende del par de oligonucledtidos utiizado.

B) Programa de amplificacién, ADN de tumor fresco y células en cultivo:

1) Desnaturalizacion inicial 3 minutas, 94°C

2) 30 Ciclos : Desnaturalizacion 30 segundos, 94°C

Unién cebadores 40 segundos, *
Elongacion

40 segundos, 72°C.
3) Elongacién Final

5 minutos, 72°C
* La temperatura de union depende del par de ochigonucledtidos utilizado

4.2.3.2. Amplificaciéon de ADN de cortes de tumores embebidos en parafina
para ensayo por SSCP.

10 microlitros de volumen final, conteniendo.

Cantidad .

Amortiguador 10 X 1 > [
: ’ Ollmgo sentido : 20 plcdmoles
7 T Oligo antisentido

20 picomoles
" aATP dGTP. dTTP

: 1 mMot
o) 0.5 mMot \
"dCTP (P 1L )
Taq polimerasa . o5u
TG P

IR



ESTA TESIS NO BEBE
o SALR DE LA BIBLIOTECA
Programa de amplificacion:

1) Desnaturahizacion Inicial ... 4 minutos, 94°C

2) 40 Ciclos : Desnaturahizacion ... 1 minuto, 94°C

Unidén cebadores ... 1 minuto, *
Elongacion - 1 minuto, 72°C.
3) Elongacién Final ... 5 minutos, 72°C

° La temperatura de unién depende del par de oligonucledtdos utihizado

4.2.3.3. Amplificacién de ADN oxtraido de tejido fresco conservado en
nitrégeno y de lineas celulares tumorales, para ensayo por SSCP.

10 microlitros de volumen final por reaccién, conteniendo:

Cantidad
Butfer 10 X

1 Is L
Oligo Sentido 10 picomoles
i " 10 picomoies
TV mMor
: T T T T e s  mMiel T
E_m_;, B hﬂ‘i’/:f J—
: Taq pohmerasa o5Uv
1' TTTTTADN “77““77_ - :l_/-AL (100 ;157—;
| H,0O c.b.p.
Programa de amplificaciéon:
1) Desnaturalizacion Inicial ... 3 minutos, 94°C

2) 30 Ciclos : Desnaturalizacion ... 30 segundos, 94°C

Unién cebadores

Elongacion ... 40 segundos, 72°C.
3) Elongacion Final ... 5 minutos, 72°C

... 40 segundos, *
¢ La temperatura de union depende del par de oligonucledtidos utilizado.
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4.3. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

{Para andlisis de los productos de amplificacion de ADN)

4.3.1. Material y equipo
Balanza digital Sartorius

Camara de electroforesis DNA subcell (BIO-RAD)
Cinta adhesiva

Goggles para protecciéon de luz UV

Fuente de poder EPS 500/400 (Pnarmacia)
Matraz Erlenmeyer 250 mL

Micropipeta Gison de 20 microlitros
Placa de acrilico

Peines para electroforesis
Puntas para micropipeta
Transuluminador 3UV.

4.3.2. Reactivos y soluciones
Agarosa grado electroforesis (Seakem)
Marcadores de 10 y/o 100 pb - (Gibco-BRL)
Amortiguador de carga (loading butfer): 0.25% Azul de Bromolfenol (Merck)
0.25% Xilencianol FF (Sigma)
30% Glicerol (Merck)

en agua destilada, desionizada
Solucidon de bromuro de etidio {Sigma) 10 mg/mL Debe manejarse con

extremo cuidado (el bromuro de etidio es cancerigeno) y protegida de la luz.
Solucion TBE 5X. Para 1 L - Tris Base (Sigma) 54 g

Acido Boérico ( P.Q. Monterrey) 27.5g

20 mL EDTA (J.T.Baker) 0.5 M a pH 8.0

Disolver y aforar con agua destilada cbp 1000 mL.
La solucién de trabajo es TBE 0.5 X, dilucién 1:10 de la anterior.



4.3.3. PROCEDIMIENTO.

1. Elaboracion del gel de agarosa al 2%: Se pesa 1 g de agarosa para 50 mL de
solucién TBE 0.5X Se calienmta hasta disolver completamente los grumos de
agarosa. Se deja enfriar a 50°C y se anaden 3 mL de solucion de bromuro de
etidio. Se homogeniza y se vierte en una placa de acrilico del tamafnio apropiado
a la cAmara de electroforesis. El peine adecuado se inserta en el gel, a 1 cm de
1a orilla supenor y a una profundidad de 2/3 el grosor del gel

il. Una vez solidificado el gel, se retira con cuidado ¢l pemne ¢ inmediatamente
se coloca en |a camara de electroforesis Esta se llena con solucion TBE 0 5X,
hasta cubrir completamente el gel y llenar los pozos formados por el peine

ili. Preparacion de las muestras A las reacciones de PCR (procedimiento
4.2.3.1) se ie anaden 2/« L de amortiguador de carga Se agita para mezclar y
se centrifuga en microfuga para asegurar tomar el volumen total de la mezcla

iv. El marcador de peso molecular se deposita en el primer pozo del gel como
referencia. Se toma el volumen total de cada muestra con micropipeta y se
deposita en 1os pozos subsecuentes

v. Una vez finalizada la carga de las muestras en los pozos del gel, se cierra ia
camara, se conectan los electrodos (debiendo las muestras recorrer €l cuerpo
del gel hacia el catodo) y |1a fuente de poder se ajusta a 80 volls. La corriente
eléctrica so apaga cuando el colorante Azul de Bromofenol (azul obscuro) ha
recorrido mas de 2/3 del largo del gel, hasta 3 o 4 cm de su borde inferior,

vi. E! gel se relra de la camara de electroforesis y se coloca en el
transiluminador. Con las medidas de precaucion apropiadas ( goggles o lentes

de vidrio y placas de acrilico ) se enciende el aparato para revelar las bandas
de ADN, a 302 nm (UV-B)
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4.4. ENSAYO DE SSCP, POLIMORFISMOS CONFORMACIONALES DE
CADENA SENCILLA. (Single-Strand Conformational Polymorphism)

4.4.1. Material y equipo
Camara de secuencia
Cinta adhesiva o aislante
Fuente de poder 1000 volts Buchman { microprocesador integrado)
Matraz Kitasato con manguera
Micropipeta Gilson de 200 mL
Micropipeta Gilson de 20 mL
Papel filtro Whatman 3 mm
Peines para Electroforesis
Pipeta graduada de 10 mL
Probetas de 500 y 1000 mL
Propipeta
Puntas para micropipeta
Secador de geleas
Vidrios para gei de secuencia

4.4.2 Reactivos y soluciones
a) Productos de PCR - P*? (Procedimientos 4232 y 4.2.3 3)
b) Gel de Acrilamida
- Solucion de acrilamida al 30% - 29 g Acrilamida (Sigma)
1 g N,N,-metilénbis-acrilamida (Sigma)
H20 cbp 100 mL
Prepararla utilizando guantes y cubrebocas.
Guardar en frasco ambar a 4°C.
Persulfato de amonio (J.T. Baker) - Preparar solucion al 15% w/v justo
antes de hacer el Gel
- Solcuién amortiguadora TBE 0.5X (4.3.2)
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- Glicerol (J.T. Baker)
- Sigmacote (silicon - Sigma)
- TEMED (Sigma)
c) Reaccion de Desnaturalizacion:
- Solucion "Stop” para detener reaccion de secuencia, 10 mL:
Sol. ERDTA (4 T Baker) 05M, pH 80 ... 0.4 mL

Formamida al 99.5 % ( Merck) ... 96 mL
Xencianol (Sigma) ... 5mg
Azul de Bromofenol (Merck) ... 5mg

- SolucioNn NaOH O 1 M 0 1 g de NaOH (J T. Baker) se disuelve y afora a 25
mL con agua destitada
d) Otros.
- Solucidn amortiguadora de carga (Punto 4.3 2 )
- Agua desionizada
- Etanol absoluto (J T.Baker)
- Hielo

4.3 PROCEDIMIENTOS.

4.3.1. Preparacién del Gel de Acrilamida 6 % - Glicerol 5 %

i. Los vidrios deben encontrarse completamente limpios. Es aconsejable frotar
las superficies con etanol absoluto para remover cualquier resto organico Bajo
campana de extracciéon, uno de los 2 vidrnos se siliconiza en la superficie que
soportara el gel, de manera uniforme. Esto permitira separar ambos una vez
finalizada la corrida de electroforesis, quedando el getl adherido al otro widrio
para facilitar su manejo y analisis

ii. Se colocan los peines laterales entre los vidrios y se sellan tanto los lados
como |la parte inferior con cinta de aislar.

iii. Se prepara una solucion de acrilamida al 6%. Para 100 mL de gel, se
requieren:
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20 mL de Acrilamida - Bisacrilamida 30%

10 mL TBE 5X (concentracion final en gel 0.5 X)

5 mt Glicerol

Agua desionizada. cbp 100 mL
iv.Se adicionan a la mezcla el persulfato de amonio al 15% (500 L) y el
TEMED (35/4 L) Rapidamente, con ayuda de una pipeta graduada de 10 o 20

mL, se deposita entre los wvidrios, colocados verticalmente o hgeramente

inclinados para facilitar el ilenar todo el espacio entre éstos. Debe tenerse
cuidado para evitar la formacidn de burbujas Una vez lleno, se inserta el peine
con el que se formaran los pozos, en la parte supenor entre los vidrios

v. Una vez gehficada la acnilamida, se retira [a cinta adhesiva de {os vidrios y se

procede a colocar el gel en la camara de electroforesis Esta se llena con

amortiguador TBE 0 5 X, cuidando de que el gel mantenga pleno contacto con

la solucidon

4.3.2, Desnaturalizacién de las Muestras de PCR y carga en Gel.

i. Se toman 25 | de producto de reaccion de PCR con P y se depositan en
un tubo eppendorf de S00 mL conteniendo 9/u L de solucion “stop”™ de secuencia
y 2/‘ L de solucidon NaOH O 1T M

ii. Se mezcla con ayuda dc vortex y se centnifuga en microcentrifuga para
homogencizar la mezcia

iti. Los tubos se colocan en un block de calentamicento, cahbrado a 95°C. Se
desnaturaliza el ADN por 5 minutos

iv. Los tubos se colocan en hielo y las muestras se cargan inmediatamente en el
gel. Se depositan 3/“ L de muestra por pozo

v. En el gel se debe de tener al menos un control de ADN sin desnaturalizar, por
lo que 2/4L de reaccion de PCR-PY de cualquier muestra o del control de tejido
normal se mezclan con 10/4L de solucion amortifiguadora de carga De esta
mezcla -que NO SE DEBE colocar en el termoblock o bana de calentamiento- se

toman 1.5/4 L y se depositan en el gel.



4.3.3. Electroforesis y Secado.
i. Una vez cargadas en el gel las muestras y los respectivos controles, se

conectan los electrodos y se enciende la corriente eléctrica. (Se realizaron
corridas a 30 y 3 Watts, que duran 3 y 15 horas respectivamente)

ii. Una vez que la banda de xilencianol ha recorrida 2/3 del cuerpo del gel, se
procede a quitar la corrniente eléctrica

ili. Con cuidado se reuran los vidrios que soportan el gel de la camara de
electroforesis y el peine de la parte supernor entre los vidrios.

iv. Se colocan los vidnos en posicion horizontal, debiendo quedar el vidrio

siliconizado en la parte supenor. Se introduce en una esquina, una espatula
entre ambos wvidrios Con [a espatula como palanca, se levanta con curdado y
tentamente el vidrnio de arniba, el cual debe resbalar faciimente debido al sihcen
El gel debe quedar adhenido ai vidrio infernor

v. Una vez retirado el vidno superior, se colocar encima del gel y en la region
donde se encuentre el ADN (monitoreando con ayuda del contador Geiger).
papel filtro de un tamano apropiado al secador de geles. Se recorta y eiimina el
sobrante de ge! antes de levantar el papel filtro

vi. El gel adherido al papel filtro, debe cubrirse con ega-pack antes de colocarse

en el secador de geles, en el que se mantiene la temperatura constante a 80°C

4.3.4. Exposiciéon y revelado del gel.

E! gel seco se coloca en una camisa © cassette con pantallas amplhificadoras
para autorradirografia, y se cubre con placas para rayos X. Dependiendo de la
actividad especifica del P'° se permite la interaccién de la radiactividad con ta
emulsidn en las placas. L.as placas se revelan para observar las bandas de ADN
y analizar el corrimiento  electroforetico de las mismas. Una movilidad
electroforética diferente al del control de tejido normal revelara la presencia de

una mutacion en el fragmento de ADN analizado mediante esta técnica.
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4.5. FOTOGRAFIA Y REVELADO. Maternial, equipo y reactivos.
a) Fotografias de geles de agarosa:

Camara 34 DS Polaroid - con adaptador -

Rollo Fotografico Polapan B&W Polaroid

b) Exposicién y revelado de geles de SSCP:
Placas: X - OMat, Kodak
Camisas para autorradiografia (11 x 14 pulgadas) Halsey Rigidform y
Okamoto
Revelador: GBX Kodak Cat 1901859 Developer & Replenisher
Fijador: GBX Kodak Cat 19071859 Fixer & Replenisher
Charolas y pinzas para Revelado

Cuarto Oscuro - DEPQ, Facultad de Quimica.
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CAPITULO 5: RESULTADOS

El estudio para la detoccion de mutaciones se llevd a cabo en dos grupos de
pacientes bien definidos: Los incluidos en el estudio de IHQ (pacientes 1-26)
antes mencionado (53), y la ampliacién con 22 pacientes cuyo ADN se obtuvo de
tejido fresco conservado en nitrégeno tiquido, en el banco de tumores del grupo

de Cancer de! laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Quimica
5.1. Extraccién de ADN y Determinacién de ta Pobtlacién a Estudiar.

El estudio realizado fijdé como objetivos en un principio, la deteccion a nive!
molecular de las presuntas mutaciones de pS53 identificadas previamente
mediante inmunohistoquimica (53,148) De esta forma se pudo realizar una
comparacion entre las técnicas de inmunohistoquimica y biologia molecular como
meétodos para evaluar la funcionalhdad de p53 en pacientes con cancer de recto, y
tratar de establecer una correlacion entre los tratamientos de quimioterapia y
radioterapia, la respuesta del paciente a los mismos, y el estado de p53 (funcional
o no-funcional) Este plantearniento fue necesano debido a que en el trabajo de
Arricla y colabaradores (149), se demostré una cofrelacion entre el estado de Ia
proteina P53 y el valor de tumor residual, el cual generalmente es elevado st P53
se encuentra mutada. Sin embargo. anteriormente se senald (Antecedentes) ila
existencia de casos especificos con un alto tumor residual, en los que P53 se
encontré normal por IHQ. Estos resultados fueron inesperados, por o que se

decidio verificar a nivel molecular la integridad del gen p53

a) Extraccién de ADN y amplificacién por PCR.
Con el ADN obtenido del tejidoc embebido en bloques de parafina (seccion 4.1.,
93) se Ilevd a cabo por reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR). la

amplificacidon de los exones 5 al 8 de p53.
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MmB1 2 3 45 6

FIGURA 5.1, Productos de amphticacion del eson 5. 256G pb
(Carriles 1-3) v del exon 8. 227 pbocarsifes & v 60) Se comprucha
que las condiciones de POR son adecuadas para el analises de Al
por SSCPr

Como se puede aobservar en la figura 5 1, las condiciones de amplificacion

resultaron adecuados para obtener ADN cuantitatvamente y poder ser utihizago

en el ensayo de SSCP En ia figura se muestran 1os productos de amplificacion
esperados de los exones 5 (250 pb) y 8 (227 pb)

Ahora bien, no todas 10s extracciones de ADN a partir de bloques de paratina

fueron exitosas, ya que se tuvieron problemas con los cortes de ciertos tumores
{del paciente 8B, por ejemplo. figura 5 2a ), ¢n los que no se observo producto

alguno de amphficacion, i aun cuando esto se llevo a cabo vanas veces. Debido
a esla dificultad, sobre todo con muestras de pacientes del grupo definido como

normal por IHO, y & ta falta de muestras de 1os pactentes 21 y 25, se optd por
concentrar las esfuerzos en caractenzar 1os anomalias del gen p53 en las
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muestras de bloques de parafina del grupo de muestras mutadas detectadas por
IHQ de las que efectivamente se obtuvo ADN, y de muestras de pacientes con
alto tumor residual pero con P53 determinada por IHQ como normal (pacientes 6,
13y 16).

De los pacientes 5,6,18 y 19 se tenia muestra de tejido fresco en congelaciéon, por
lo que se prefirié trabajar con el ADN extraido de esta fuente, y no con el ADN de
bloques de parafina, para realizar el ensayo de SSCP.

b) Ampllificaciéon de p53 y ras para pacientes con alto tumor residual y P53
detectada como normal por inmunohistoquimica.

En el estudio previo (53,148) se demostird una correlacién en la disminucidon del
tumor primario, con la viabilidad de p53. Yy solo pocos casos que fueron
detectados como p53 normal por IHQ presentaron un tumor residual alto
(pacientes 13,15,16) Estos datos llaman la atencion por salrse del
comportamiento observado, en el que pS53 normal se relaciona con un tumor
residual nulo o bajo (Tabla 2.1).

Durante la amplificacion de ADN para la paciente 15, la cual presentd un 80% de
tumor residual, no se pudo observar producto de PCR para ninguno de los exones
5 a 8 de p53, pero esto no se debe a falla en Ia extraccion de ADN, como en el
caso del paciente 8. Este caso es particular, ya que se trata de una joven de 18
anos de edad al momento de la intervencion quirdrgica, en cuyo tumor al ser
analizado por IHQ, p53 se determind como normal. Ademas, el valor de tumor

residual es muy elevado, y la paciente murid pocos meses después de la cirugia

Debido a tales datos, tanto contradictorios como interesantes {(tumor residual alto,
P53 normal por tHQ, edad de la paciente y muerte) se analizd la posibilidad de
que el gen p53 no se encontrara presente en el ADN de esta paciente. Para ello

se realizd como control positivo de extraccion de ADN la amplificacion de otro
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gen, c-ki-ras, con oligonucledtidos especificos. Esto mismo se efectud para los
pacientes 13, 16, 17 y 20, con tumores residuales de B0, 45, 20 y 25 %,
respectivamente, y cuyo resultado por IHQ también resulté como P53 normal.

Los resultados obtenidos pueden observarse al comparar las figuras 5.2a y 5.2b,
en las que se puede apreciar que para la paciente 15, se encuentra presente el
producto de ampilificacion del gen c-ki-ras, pero no se encuentra presente el
correspondiente de p53. En contraste, para ningun otro de los pacientes
analizados se observé el mismo resultado, ya que si se amplificd p53. Por lo
anterior pensamos gque se presentd una delecion de ambos alelos del gen p53 en
la neoplasia de la paciente 15 y por eso no se registra amplificacion para el
mismo. El resuitado de p53 normal por IHQ concuerda con este hecho, ya que si
no existe el gen en 1a célula, no podra haber expresidn de la proteina y tampoco
reacciéon de ésta con anticuerpos especificos anti-P53, lo que constituye el
fundamento de la prueba inmunolégica.
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c) Determinacién de la muestra poblacional para deteccién de mutaciones
en p53 por SSCP.
De esta forma, la poblacién de tumores caracterizadas mediante IHQ del estudio

(53,149) cuyas muestras también fueron analizadas por SSCP para los exones 5
al 8 del gen p53, se muestra en ia Tabla 5 1.

TABLA 5.1
Pacientes con estudio previo de IHQ
para el andlisis del gen p53 mediante SSCP

s 1

l14
116
‘18
i19
{24

a. Edad en el momento de la reseccidén quinirgica del tumor.
b. TR: Tumor residual tras la quimio y radioterapia
c. IHQ: Resultado del Estudio de Inmunohistoquimica. M = P53 mutada

N = P53 normal

d. ADN: Origen del ADN extraido para PCR/SSCP.
BP = Tejido en bloque de parafina
TF = Tejido fresco, conservado en N2.

Se decidid ampliar la poblacién en estudio, con muestras de pacientes cuyos

tumores se mantienen en congelacion. Se eligieron 22 pacientes especificamente
con cancer de recto, para tener asi un total de 35 individuos en los que

efectivamente se llevara a cabo la investigacion de mutaciones en los exones 5-8
de p53. Los datos de 10s pacientes 27 a 48 se muestran a continuacion
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TABLA 5.2
Lista de Pacientes 27 a 48,
para analisis del gen p53 mediante SSCP

Paciente Edad” Sexo ActT. Eatadio Dukes xgtx

L. 76 L F | VSAT . B1 . N
‘44 M| VSAT | B2 : x
72 : F | MSAT: [o] :
58 M | VSAT | 82 :
71 M | VSAT | 81 . X
87 F | VSAT | B2 R
63 M | MSAT NEG X
60 M | VSAT | c3 i
59 F | VSAT | B2 :
74 M | VSAT | A H .
66 M | VSAT ; a2 X
67 M | MCAT | R : i
47 M | VSAT | NEG Poox
78 F | VSAT | IND PTX
64 F | MCAT D :
53 F | VSAT | B2 PooxX
56 F | VCAT | NEG : )
66 M | vSAT ® B2 oo.x
66 M | VSAT | 81 X
73 M | VSAT ; cz LoXx
&9 M | VSAT | NEG DX
49 F | vSAT B3 X

Edad en e! momento de la reseccidn quimirgica del tumor primario

Actividad Tumoratl

VSAT = Vivo sin actividad tumoral

MSAT = Mueno sin actividad tumoral

MCAT = Muerto con actividad tumoral

. Estadio de Dukes:
NEG = negativo, el tejido extraido mediante cirugia, no contenia celulas tumorales.
IND = Estadio de Dukes indetlerminado (pérdida de la pieza tumoral)

. X = paciente sometido a terapia (quimio/radioterapia) antes de la cirugia.
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Aunque para |la mayoria de estos pacientes se aplicd un tratamiento de
quimioterapia y/o radioterapia previo a la reseccién quirirgica del tumor, no se
cuenta con el porcentaje de tumor residual, un parametro importante por la idea
que aporta sobre el comportamiento del tumor primario y la eficacia de la terapia
adyuvante. Sin embargo, contamos con otros datos clinicos como es |a
sobrevivencia y la presencia o ausencia de actividad tumoral actual

5.2. Analisis de Jas muestras por PCR-PazlSSCP.

a) Determinaciéon de las condiciones de ensayo.

Se sabe que la especificidad y capacidad de la técnica de SSCP depende de la

composicion del gel, la temperatura ambiente y el potencial o voltaje al cual se

someten las muestras (89,90) Por lo tanto, se procedid en primer términoc a

determinar las condiciones optimas para la identificacion de mutaciones en p53.
Por este motivo la busqueda de mutaciones se inicié con el analisis del ex6on 8, ya
que se cuenta en el laboratorio, con las lineas celulares SW48B0 y C33, las cuales
presentan la mutacion G a A en el codon 273, perteneciente a esta region de p53
{(77.130,131) y cuyo ADN sirvio de control positivo de mutacion.

Solo en el exdon B se pudo contar con el control positivo de mutaciéon, pero hay
que recordar que la técnica de SSCP se basa en el cambio de movilidad de las
bandas de ADN, por Io que si se emplea un control negativo de mutacién (ADN de

tejido control normal) es suficiente para determinar la mutacion en la region de
ADN analizada.

En todos nuestros experimentos posteriores se introdujo un control negativo de
mutacién (ADN de tejido normal), ¥y un control de amplificaciéon negativo (blanco

de agua) para evitar errores de contaminacién con ADN o detectar reacciones
inespecificas, lo cual nunca se registro.
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Las condiciones de corrida para el gel de SSCP se tomaron de Spinardi y
colaboradores (103) y de Faille et a/ (102), sin embargo, fue necesario optimizar
la técnicas descrilas por estos autores. Se determind que los geles de acrilamida
al 6% con un 5% glicerol (TBE 05X) efectivamente resuelven mejor las bandas a
temperatura ambiente, pero no pudimos discriminarlas al utilizar una diferencia de
potencial de 30 W (fig. 5.3a) en 3-5 horas de corrida, |0 que si sucede al someter
las muestras a 3 W por 15-17 horas (fig 5.3b), por lo que todos los experimentos

se efectuaron bajo estas condiciones.

Con el objeto de corroborar la presencia de mutaciones, todas las muestras se

corrieron por duplicado como minimo para cada exén.
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FIGURA 5.3 Determinacion de las condictones de corrida

para SSCP (IIXON 8) a) Electroforesis en gel a 30 W por 4 horas,
b) Electroforesis en gel a 3 W por 15 horas Controles positivos de
Mutacion® Lincas celulares SW 480 v C33 (Codon 273)
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b) Deteccion de mutaciones en el exdn 8.

Sorprendentemernte, y contrano a lo publicado en los analisis correspondientes al
exon 8, No se

encontrod ningun cornmiento diferente al control normal para alguna
de las 35 muestras (figuras 5 3b y 5 4)

BRI . JE07 - Tt S L - A

FIGURA sS4, ON 8. No se observan bandas de movilidad alterada de
muestras de pacientes, onrelacion al control nonmal  La tlecha indi
mutada del control de matacion SWAR0 (codon 273, cambio de CC
(130)  También sc mucestra ¢l cormmicnto del ADN
diferente al de las hebras senciltas

1a banda
a CAT)
no-desnaturalizado,
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c) Deteccién de mutaciones en el exon 7.

- En relacidn at exédn 7, la unica mutacion gque se encontrd en las muestras de
ADN extraido de bloques de parafina fue en en la muestra del paciente 10 (este
paciente presentd 50% de tumor resigual). to cual se puede observar en 1a igura
5.5, carril numero 3 En esta figura se puede constatar la dificultad para amplhficar
ADN a partir de bloques de parafina, ya que no se observa de producto de

amplificacidén en los carriles 7 0 9

- Se registraron corrimientos electroforéticos alterados en el caso de los pacientes
18 y 48, los cuales indican presenc:a de una mutiacion E£sto puede apreciarse en
la figura 5.6 con respecto al control normal Para muestras de los pacientes 36 y
37 (y otra muestra del paciente 48) se presentan de forma similar bandas de

corrimiento diferente a las normales enla figura 57

»

FIGURA 5.5, EXON 7. Autorradiografia del gel de SSCI* para
muestras de ADN de tejido conservado en parafina
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FIGURA 5.0, EXON 7.
Atitor
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alterad

fhiogratta de pol de S8OCP

vas indican Ta mosihidad

de las bandas mnttadas en los
carriles Ty 21 (Macientes 18 y 48,

respectivamente)

FIGURA 5.7, KENXON 7,

Las numerossndican ©f paciente en
estudio Detatte de autorradio
vl de SSCP donde Las lechas indican
Las bandas mutadas. en relacion al
cantrol de ADN normal

I . - I DU
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d) Deteccion de mutaciones en el exén 6.

En el exdn 6 sdlo se registraron 2 corrimientos diferentes, correspondientes a los
pacientes 6 y 31 El caso del pacientie 6 es interesante. ya que se encontrd o p53
normal por anmunohistoquimica y en el caso del ensayo por SSCP que ! gen
resulté mutado Es preciso mencionar que el expenmento para este casc se
repitid desde la amphficacion por PCR para confirmar que electivamente exste
una mutacidén en el exon 6 de p53 de la paciente no &

Las mutaciones encontradas para el exon 6 se presentan en la igura 58

M - gAML

FIGURA 5.8. EXON 6 La flecha indica la paosicion de la banda
que denota la presencia de mutacion en los riles 5 y 14 (Pacicntes
31 v 6, respectivamente)
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e) Det iGN de M iones en el ex6n 5.

Los andlisis del exdn 5 en tumores de 3 pacientes demostraron posibles

mutaciones de p53 en esta region altamente conservada en la escala evolutiva.
En la figura 5.9 se muesla una fotografia de un experimento de SSCP para este
exdn. En las figuras 5.10a y 5.10b se muestran en detalle el corrimiento de
bandas de ADN para los pacientes 3% y 43, en comparacion con los controles
normales. Aqui se destaca la importancia de realizar el analisis do SSCP para las
muestras al menos dos veces, ya que en ambos casos, las posibles mutaciones
son mas claras en el segundo gel. De heohé, el indicio de mutacion para el
paciente 35 observado en 1a fig. 5.9, carrd 5, sdlo se pudo confirmar al realizar un
segundo PCR y el gel de SSCP correspondiente (Fig. 10.b)
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FIGURA 5.9, EXON 5. Autorradiografia de un Gel de SSCP. en donde se puede observar ¢l comimiento
electroforético de las hebras senciflas de ADN como conformameros de estructura tridimensional distinta
En los camiles $ v 21 puede obsersarse un indico de mutacion en la parte infenor, lo cual se comober al
realizar un segundo gel de SSCP
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FIGURA 5.10. Detalles del segundo ge! de SSCP realizado para el exin § de pS3

Los nimeros indican al pactente en estudio ¥ [as flechas la presencia de bandas mutadas en
relacion al ADN de tejido nommat 2} Mutagion encontrada para ¢ paciente No 3§

b) Doble banda que dencta la mutacion de p33 en ¢f rumor del paciente No 43



En resumen, los experimentos realizados con ADN de 35 tumores de recto para la
deteccidn de mutaciones en el gen p53, en su regidn Mmas conservada, exones 5-
8, nos proporcionan los siguientes resultados (Tabla 5 3):

TABLA 5.3
Relacion de mutaciones encontradas por SSCP en el gen p53

en ia muestra de tumores de poblacidon mexicana con cancer de recto estudiada

Act. Tumoral

Paciente Edad ¢ Mutacion en: Estadioc

Sexo

Si a los resuitados anteriores anadimos como alteracion del gen la posible
delecidn total de p53 en la paciente 15, tenemos a 11 pacientes con anomalias en
el gen pS53, de un total de 35 en estudio, lo que corresponde a 31.4 % en la

muestra de poblacion analizada

Aproximadamente la tercera parte de las neoplasias de recto, entonces, contienen

una alteracion en este gen supresor tumoral en la region conservada (exones 5-
8).
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Capitulo 6
Analisis de Resultados
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CAPITULO 6: ANALISIS DE RESULTADOS

1. Comparacién de las técnicas de Inmunohistoquimica (1HQ) y
Polimorfismos conformacionales de cadena sencilla (SSCP) en la

deteccién de mutaciones de p53.

Por SSCP se analizaron muestras de ADN de tumores de 13 pacientes a los
que también se les analizd por IHQ el estado funcional de p53 (53, 149). Se
detectd alteracion para 4 muestras, entre ellas soélo 2 en las que se definié a
PS3 mutada por inmunohistoquimica (53, 149) Estos datos confirman otros en
los que se comparan ambos tipos de metodologias, ya que los resultados
siempre resultan dispares Por lo general, las tecnicas de IHQ detectan mas
muestras supuestamente mutadas que las técnicas de biologia molecular (tabla

6. 1) en diversos tipos de cancer (93, 132, 133)

TABLA 6.1
Comparaciéon entre Técnicas de IHQ y Biologia Molecular
para deteccion de p53 mutado en tepdo tumoral

Autor/ Ao’ Tipo de Cancer : % Muestras % Muestras

Mutf:;:ag HQ ‘- Mutadas Biol.

Leahy D. et al
1996

Martinez-Delgado Linfoma
et al (132) 1997

(93) l Colorrectal 52 } 41 (SSCP)

18 7 (Sec. Drecta)

Coggi G et al|Carcinoma 57 53 (SSCP)
133)1897 | . 1Esofagico I .
Arriola EL et ‘al f Rectal * 50 (13/26) =

[€149) 1897
Solano A et
(150) 1997

e - .
al] Rectal = l

* Es la misma poblacion bajo estudio.
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Cabe sefalar que en la mayoria de las muestras en las que se determind
mutacion de P53 por IHQ, se confirma la alteracidn por técnicas moleculares
con mayor grado de sensibilidad, pero también se presentan casos en que no
hay deteccidon por acumulacién de proteina mediante IHQ y se registran
alteraciones a nivel genético.

La anterior, puede explicarse de varias formas

1) Las técnicas de inmunohistoquimica por lo general se realizan en cortes de
tejido embebido en parafina, por lo que muchas veces se presentan reacciones
cruzadas o inespecificas de los anticuerpos con artefactos celulares producidos
durante el proceso de fijacion y conservacion de la biopsia o muestra del tumor,
o con otras proteinas celulares (97,98). La reaccion depende en mucho de los

anticuerpos utilizados y de la metodologia empiecada

2) A pesar de que la localizacion celular normal de P53 (aunque se encuentre
mutada) se supondria, es en el nacleo (21,53), existe bibhografia abundante en
ia que se describe la deteccion de P53 por IHQ on el ctoplasma (34,36,39,131)
Lo anterior ha llevado a proponer que una forma en la que las células tumorales
pueden inactivar a p53 sin mutaciéon del gen, es impidiendo la entrada de P53 a
su principal sitio de accion, el ndcleo. En varios estudios publicados se senala
que la acumulacién de P53 detectada en las células tumorales se presenta en el
citoplasma.

Los mecanismos que propician 1a entrada o salida de P53 del nudcleo son
desconocidos, pero se ha especulado que juegan un papel importante en la
regulacion de la actividad de la proleina, al pasar de una forma latente a una

activa, con el cambio de compartimento celular(36,39)

3) Pueden existir proteinas celulares o de origen viral, algunas tal vez audn

desconocidas, que estabilizan e inactivan a P53 (recordemos a Mdm2 y SV40-
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TL, por ejemplo [36]). aumentando con elio el tiempo de su vida media,
acumulandose P53. Un ejemplo de ello es la sobreexpresion de metalotioneinas
que se ha demostrado complejan el Zn y con ello, anulan la formacidn correcta
del dominio de unién a ADN de P53 (36) Estas formas de inactivacidn podrian
ser otra causa para observar una tincion positiva para la proteina, sin estar
mutado el gen. Esto es muy importante, ya que por IHQ se estaria evaluando,
de todas formas, la presencia de una proteina incapaz de llevar a cabo sus
funciones normales

4) Es posible que se tengan resultados positivos de mutacion con técnicas de
Biologia Molecular, pero negativos por IHQ Esto dependeria de ta
conformacion trrdimensional que adopte la proteina P53 mutada y del anticuerpo
utilizado en la prueba inmunoldgica, ya que existen epitopes tipicos de una P53
normal y otros que solamente se expresaon cuando se encuentra presente
determinada mutacidon puntual. Ya que se ha descrito la presencia de varios
tipos de P53 mutada con distinta conformacion estructural del dominio central,
se prefiere utilizar en las pruebas de I[HQ anticuerpos (como Ab1801) que se
unan al extremo amino o carboxilo, ya que i estructura terciaria de estas
regiones generalmente no se ve afectada por la mutacién puntual en la regidn
central (21,77,93) El emplec de tales anticuerpos también sirve para detectar

acumulacion andmala de P53 normal (39)

it. Correlacion de los datos clinicos de los pacientes y la deteccién de

mutaciones en p53.

1) En las muestras de ADN de 10 pacienles se detecto la presencia de una
mutacidn en la region conservada del gen p53 mediante SSCP. En 7 de estos
pacientes, se determind® un estadio B de Dukes, el cual indica que existe
invasion de la pared intestinal, por parte del tejido tumoral. Es probable que la
alteracion de p53 contribuya en el avance de la malignidad de las células

neoplasicas del tumor primario y les haya conferido capacidad invasiva. Es
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también probable que por este motivo los pacientes hubieran presentado
metastasis si no se hubiera extirpado el tumor. La intervencién quirargica
oportuna se refleja en el hecho de que la mayoria de los pacientes en |os que

se detectd una mutacidn de p53, se encuentran vivos y sin actividad tumoral

(TABLA 5.3).

Es interesante hacer notar que en investigaciones como la correspondiente a
Zhang y colaboradores (83) 0 a Leahy et al (93) con diferentes poblaciones bajo
estudio, también se ha relacionado la presencia de mutaciones en pS3 con un
estadio de Dukes B o C, en forma preferencial en relacion a las etapas A o D de

Dukes.

2) Para 5 de las 10 muestras en que se determind una mutacion para p53, ésta
se presentd en el exéon 7 Una vez mas se confirma que esta regién se
encuentra selectivamente alterada en las células ncopldsicas y esto se debe a
su importancia en la unidn al ADN, que media las funciones de P53 como

vigilante del ciclo celular y ejecutor de apoptosis (24,33,79)

3) Aunque no se tienen los datos del tumor residual para todos 1os pacientes, en
investigaciones previas ya se ha demostrado la ulhidad de este parametro en
relacion con la determinacion del estado funcionatl de P53 y la efectividad de la
terapia pre-operatoria (53,149). La presencia de mutaciones de p53 en los
pacientes 6, 10 y 18, para los que se determinaron valores de 60, 50 y 90% de
tumor residual, respectivamente, ratifica que un tumor residual alto se asocia a
la alteracién de p53, ya que los mecanismos por los cuales la quimio y
radioterapia producen apoplosis de las células tumorales, son ejecutados en

buena parte a través de éste gen supresor de turmores.

En el caso de encontrar mutaciones en el gen, pero falta de positividad en las

pruebas de IHQ, como se determind para la paciente no. 6 en este estudio, y
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que ademas concuerda con un tumor residual alto (60%), es probable que la
mutacién, por encontrarse en el dominio de unién al ADN, anule las funciones
normales de pS3 al cambiar la conformacién tridimensional de la proteina
(33.78,83). y cambie la estructura de los epitopes o regiones de union de los
anticuerpos seleccionados para IHQ. En el caso de la paciente 6. es probable
que haya cambiado la conformacion del epitopo localizado entre los
aminoacidos 32 y 79, que es el que reconoce el anticuerpo 1801 con el cual se
llevd a cabo Ia prueba de IHQ en la muestra (53) Esta posibilidad queda abierta
ya que es necesar:o realizar la secuencila de la region afectada, y venficar cual
es el cambio de aminocacido © aminoacidos, para poder proponer que
efectivamente se aitera de forma tal 1a estructura de la region central de la
proteina (domimo de union al ADN), que incluso el extremo amino-terminal se

ve afectado

4) Entre los casos que arrojaron resultados interesantes, se encuentra el de la
paciente 15, una joven de 18 anos al momento de la intervencidén quiraurgica en
cuya muestra de tumor no se detectd P53 mutada por IHQ (53.1498), pero

tampoco se pudo demostrar la presencia del gen p53 (Ver Resultados)

La determinacion por IHQ de |1a funcionalidad de P53 en células turmnorales, se
basa en la deteccion por acumulacion de la proteina Por lo general, la proteina
P53 que se acumula es mutante con un tiempo de vida media mayor a la
normal, ésta posee un tiempo de vida media muy corta y por elio se encuentra
en cantidades muy pequenas en una célula comun y corriente (21,96,97) Pero
si se presenta una delecion total de ambos alelos, no se produciria proteina P53
y por ende, {a IHQ resultaria negativa y la interpretacion de esta prueba seria

que la proteina P53 (y el gen que le da origen ) es normal (98,138).

En este trabajo no se pudo demostrar la existencia del gen pS53 de la paciente

15, sin embargo si se demostré la presencia de ADN por amplificacion de otra
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regidon del genoma, la del gen c-Ki-ras. Esto nos lleva a pensar en una marcada
agresividad e inestabilidad genética de las ceélulas del tumor en la paciente,
provocada por una delecion o pérdida de 1a regidon 17p do ambos cromosomas
(delecion total del gen pS53), ya que postenormente presentd cancer recurrente y
muerte a una edad temprana. Recordemos que existen sindromes hereditarios

para cancer, asociados en su mMayoria a una predisposicion a nestabilidad
genética mediada por la

inactivacidn de supresores
BRCA71y BRCAZ2 (19.21).

tumorales como p53,

Este caso, extremadamente raro, nos lleva a reflexionar sobre ta importancia
que tiene, ademas de la prueba de IHQ, el reahzar una prueba a nivel genétco
de un marcador tumoral tan importante como p53 A este respecto. podemos
decir, al igual que otros autores (93,133), que Ia IHQ en realhidad es una técmica
mas practica y de menor costo que 1as pruebas moleculares para descnbir el
estado de p53 on una célula, pero es necesarno asociar 1os datos clirncos at

resultado de ia prueba molecular o inmunolégica para poder emitir un pronostico
mas acertado en relacidon a la evolucion del paciente

6) En el caso de la paciente 43, resultd ser el umco en el que se detectd
mutacion de p53, aunque histopatologicamente no se detectaron residuos de

tumor. Por ello se le asignd un estadio negativo de Dukes a la pieza, ya que el

examen del tejido recolectado en cirugia no pudo establecer la presencia de
células tumorales en el mismo.

En este caso se pone de manifiesto la importancia de reahzar un analisis a mvel
molecular, de genes supresores de tumores u oncogenes del tejido extraido en

cirugia, ademas de utilizar las téenicas convencionales de histopatologia para
establecer la eliminacion total de todas las ceélulas tumorales mediante |a
combinacion de quimio y radioterapia adyuvantes a la extraccion quirargica del
tumor. Es muy probable que las células observadas al microscopio hayan



poseido alteraciones moleculares en pS53 a pesar de haber presentado una
morfologia “normal”. Este tipo de casos ya ha sido comentado en |a literatura,
en donde se pone de manifiesto la posibilidad de que se presente un tumor

recurrente en el mismo jugar de origen del tumor primario, debido a tales

alteraciones genéticas (128).

Ill. Comparacion de la frecuencia de las mutaciones de p53 en encontradas

en relacién a otros estudios de cancer colorrectal.

La presencia de mutaciones en ia muesira de poblacidén estudiada, es de 31.4%
(117/35), 10 cual concuerda con los resultados de otros estudios recientes, y
para los cuales también se ha empleado el método de SSCP y/o la técnica de
secuenciacion directa para detectar mutaciones de p53 en su region allamente
conservada (exones S a 8), en muestras de tumores de pacientes con cancer

colorrectal (83,134,135). En estos estudios se reporta un nivel de mutaciones de
P53, de alrededor del 30% (TABLA 6.2).

Es 1mportante senalar que los datos de los estudios de la tabla 6.2, se

encuentran por debajo de lo informado en otros estudios realizados a principio
de los 90 (27,77). ya que estos senalaban que la mutacién en P53 para tumores
colorrectales y del tracto digestivo era del orden del! 50%. Una diferencia
importante a tomar en cuenta entre tales estudios y los sefalados en la tabla
6.2, es que en los primeros el origen de las células neoplasicas no era de
tumores de pacientes, sino principalmente de lineas celulares (77,130,138).

Esto es muy importante, ya que como se ha mencionado en la parte de
antecedentes (capitulo 2), no tan sblo para cancer colorrectal sino también para
otros tipos de cancer, el porcentaje de mutaciones para p53 es incluso del doble

para células en cultivo que para células de tumores humanos. Esto puede
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sefialar a la inactivacion de p53 por mutacion como uno de los principales
responsables de la inmortalizacion de células en cultivo (138)

TABLA 6.2
Estudios de Analisis de Mutaciones de p53 (Dominio Central)

No. de Casos Tipo de

% de
Eswdiados Tumor

mutacion

encontrado

Zhang J.S et ! adenocarcinom SSscP

al (83) 1997 ‘a colorrectal

o . (Dukes C). . .

Leahy D. et al carcinoma ssce : 41%

{93) 1996  colorrectat e

Hanski C. et al 16 - carcinoma secuencia 31%

(134) 1996 colorrectal directa

— o ICINO ST

Frogatt N.J. et 35 carcinoma secuencia 22%

1al (135)1995 | __:colorrectal _dwecta

Lin SY. et al 42 ; carcinoma RFLP 14%

£1386) 1995 colorrectal .

Lim BH. et al 116 carcinoma SSCP 28%

(137) 1996 | . gastrico i i

Solano A. et al 35 carcinoma SSCe 31.4%

150) 1997 __ifectal

El porcentaje de mutaciones encontrado en el presente trabajo, por lo tanto,
confirma y extiende los resullados de los estudios citados en la labla 6.2. Estos
podrian representar datos mas confiables con respecto a 1o que sucede sobre la
frecuencia de mutaciones en p53 en tumores colorrectales humanos, y que

seria menor en relacidén a lo publicado en los primeros trabajos sobre

caracterizacidén de p53 y en los que se utilizaron lineas celulares (124). Esto no
resta importancia a la funcién de p53, ya que la mutacion puntual del gen no es
la Unica forma de inactivar la proteina in vivo (29,34,38).
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Aunque la técnica de SSCP no detecta el 100% de las mutaciones, se reconoce
que una vez optimizadas las condiciones de corrimiento del gel se tiene un
minimo de 90% de sensibilidad y especificidad (78). Es posible que en algunas
mueastras de tumores las mutaciones do pS53 hayan escapado a la deteccidon en
nuestro estudio al igual que en otros St bien han surgido técnicas alternas para
detectar mutaciones de forma cualitativa, se sigue prefiriendo a la SSCP como
metodoiogia dec eleccidn para dotectar mutaciones de manera eficiente en
muestras de  archivo (como los bloques de parafina) para estudios
retrospectivos, y en muestras de tepdo fresco para estudios prospectivos
(93.105)

Como puede observarse de la tabla 6 2, el analisis por RFLPs, consistente en el
corte de secuencias especificas de ADN mediante enzimas de restriccion,
detecta los niveles mas bajos para frecuencia de mutacion en p53 Esto se debe
a la naturaleza de 1a metodologia emplecada, ya que se restringe el analisis del
gen. a las regiones de los codones mas frecuentemente mutados, y esta
metodologia no puede ser aphicada en muestras de una poblacidon para la cual
no ha sido caracternizada la frecuencia de mutaciones en pS53, o cual es el caso
de este trabajo Por esto es que la técnica de SSCP se presenta como la mejor

opcion para anahzar una cantidad apreciable de ADN de tumores

Es posible que la subpoblacion de células neoplasicas del tumor primario con
mutaciones de p53, aumente en numero conforme avanza la malignidad del
tumor. Esto lo corrobora ta asociacion de la mutacion en p53 con los estadios
de Duke B y C, (83,93), incluidos los resultados de este trabajo
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V. p53 y Ia inactivacién de su funcidén.

P53 no necesariamente se inactiva por mutacion.

En nuestro estudio encontramos que la tercera parto de los tumores analizados
presentan una anomalia en la regién conservada de p53. Esto se relaciona con
un mal pronéstico para los pacientes qQue presentan este tipo de tumores
{93,94). Lo anterior no significa que en el resto de las muestras de tumores en
los que no se registaron mutaciones, las funciones de p53 como reguiador del
ciclo celular e inductor de apoptosis, se encuentren completamente intactas.
P53 tiene a su cargo la activacion de varias sefales bioquimicas que pueden
ser dafadas y nulificadas a otros niveles, y no necesariamente por la
inactivacion directa de este gen (29,39). Es probable que la alteracidn de p53
sea un requerimiento esencial para que los tumores alcancen cierto nivel de
desarrollo y malignidad (29,31,78).

A) SI p53 no ests mutado, ¢ Cé6mo se inactivan las vias en que participa?
1.- Como sabemos, muchos de 10s mecanismos en los que se involucra a p53
adn no se esclarecen, pero en el caso de la detencidn del ciclo celular en G1/S
mediado por P21/Waf, la inactivacidn indirecta de la funcidon de este supresor
tumoral puede presentarse al menos, de dos formas:

a) Una cuarta parte de todos los cadnceres humanos registran durante su
evolucion, la alteracién (por mutacidn o delecidon del gen correspondiente} de
supresores tumorales como Rb y P16 (34), y/o 1a ampilificacién o sobreexpresién
de CDK4 y de la ciclina D, proteinas que intervienen en la fosforilaciéon de Rb, y
de esta forma se puede contrarrestar 1a actividad de P21 (30,35,56,70)

b) Ya se han descrito mutaciones en el gen waf/cip1 (que codifica para P21). en

células de cancer de piel y esto resultaria un método novedoso de inactivar la
funcion de p53 (139).
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2.- La interaccidn de P53 con otras proteinas es de valor para que se produzca
a) el reconocimiento del dafo al ADN, y b) detencién del ciclo o apoptosis,
ambos procesos en los que p53 toma parte (42,55,70,130) La disfuncionalidad
de genes involucrados con la maqumarna de reparacidon de ADN, o con el
reconocimiento del dano al material genético y cuyas proteinas interaccionan
con p53 podria también interferir con el correcto desempeno de esta proteina. El
establecer solidamente las vias de participacién de pS53, permitird conocer ¢

identificar a genes que al ser daffiados, no ejecutaran las funciones y que éste
supresor tumoral activa

3.- Inactivacion de P53 silvestre por proteinas virales. Resulta muy interesante,
como ciertos virus han desarrollado mecanismos especificos a través de los
cuales se anula a P53 y sus funciones Ejemplos de ello, se describen a
continuaciéon -

a) Se sabe que las proteinas E1B y E4orf6 de adenovirus, se unen al extremo
amino y carboxilo terminal respectivamente de P53 (140) impidiendo su union al
ADN.

b) E! virus de papiloma humano, HPV, sefalado como el agente etioldgico del
cancer cérvico-uterino (71,131) produce la proteina E6, que se une a P53 y la
presenta activamente al sistema de degradacidn por ubiqguitina (49,141). Es muy
curioso que los tipos de HPV con mayor potencial tumorigénico, los tipos 16 y
18, sean los productores de una proteina E6 con una afinidad mas alta por P53,
que los tipos de HPV de menor riesgo en relacidn al cancer y gque también
producen una proteina E6, cuya afinidad por P53 es menor {141).

c) En fechas recientes se ha identificado a una proteina codificada por et
genoma del virus de la hepatitis B, HBV, denominada antigeno X, que se
sobreexpresa en las células infectadas y que se une a la regién amino terminal
de P3, en forma similar a E1B y a E6 (27,142). Parece ser que la presencia del
virus de la hepatitis B, agrava o sinergiza los efectos que el alcohol y ics

carcinbgenos ambientales pudieran tener sobre la aparicibn de ceélulas

17



tumorales en el higado. Todo indica a que esto realmente sucede, ya que buena
parte de la regulacion del ciclo y division celulares efectuada por P53 en los
hepatocitos, podria se anulada mediante HBV-X.

A) La anulacién total de p53, asi como las mutaciones presentes fuera de
Ia regién central no son una via principal para inactivar Ias funciones de
aste supresor tumoral.

Este estudio confind la bisqueda de mutaciones en ¢l gen pS53 a 4 de sus 11
exones (5 a 8), que corresponden a la region central de la proteina, de vital
importancia para las funciones de la proteina, ya que constituye los dominios
L2, L3 y LSH que interaccionan directamente con el ADN (33). La secuencia de
los exones 5 al 8, como se ha descrito en una extensa literatura, es la mas
frecuentemente alterada, con sélo pocas mutaciones puntuales reportadas para

los exones 4, 9 y 10, y practicamente ninguna para los exones 1,23 y 11
(78.80.84)

Si bien en estos ulimos exones se ha encontrado una baja frecuencia de

mutaciones, no se puede descartar que en las muestras analzadas por

nosotros como las reportadas por otros autores puedan existir mutaciones en
tales regiones del gen Tampoco podemos excluir las presencia de mutaciones

en regiones intronicas Las regiones intronicas de p53 como se senald en la

seccion 2.3, no han sido objeto de un analisis profundo para mutaciones

(79.81). por lo que no se puede descartar completamente que se inactive a la

proteina por una mutacion puntual o sin sentido, o incluso deleciones o

inserciones que alteren el marco de lectura durante la traduccion, y esto ehmine
el control que ejerce p53 sobre la regulacion del crecimiento celular. Ahora bien,
el porcentaje de estas necoplasias, debe de ser pequeno, independientemente
del tipo de cancer en estudio, y las razones para ello, aunque ya se han
expuesto se retoman a continuacion:
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i) La mayoria de los estudios realizados para la busqueda de mutaciones en
P53 se limitan a tos exones 5-8, o en los exones 4 al 9, debido a que es la
region mas conservada en relacidon a la escala evolutiva para p53. Esta region
sefalada como”"blanco” de mutaciones en los pnmeros estudios (31), y
confirmada en trabajos de investigaciéon mas recientes que aportan datos tanto
contundentes como concluyentes (55,56,62) Estos trabajos vuelven a subrayar
la singularidad de 1a region central, ya que al alterar su conformacién se pierde
toda capacidad para inducir apoptosis, y la puesta en marcha de mecanismos
de detencidon del ciclo, en los que se vé nvolucrada al estimular o reprimir |3

expresion de otros genes

ii) Ya que la mayoria de los sitios CpG de la region central (y del resto de p53)
se encuentran constitutivamente metilados, al menos en células tumorales como
lo han establecido sélidamente varios grupos de investigacion (84,85,143), es
mayor la probabilidad de que ocurra una transicion G a T en CpG, que de que
ocurra cualquier otro tlipo de mutacidn o dano al ADN (como inserfcion o
delecion que alteren el marco de lectura) Es posible que existan sitios CpG
mutados en regiones intréonicas de p53, pera esto no ha sido caractenzado a la

fecha.

iii) Jernvall y colaboradores en base a un estudio reciente (144), proponen que
en cancer colorrectal distal, l1a frecuencia de mutaciones en la region central del
gen p53 es mayor que en los tumores de otras regiones del colon. Una
observacion acertada de los autores que apoya los resultados de su estudio, es
que los canceres del recto, son mucho mas agresivos y recurrentes que los del
colon proximal, y que este comportamiento, debe asociarse a la alteracion del

dominio central de p53
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fV. Perspectivas.

1. Secuenciacién de 1as muestras positivas para mutacién por SSCP.

Las muestras identificadas en este estudio como mutadas por SSCP, seran
confirmadas por secuencia directa. El andlisis de la secuencia nos permitira
establecer qué lipo de mutacién puntual se halla presente en cada muestra, ya
sea transicidon o transversion. Es de esperarse que sean mas comunes las
mutaciones tipo transicién, ya que en el caso del gen p53 como lo hemos
sefalado reiteradamente, se ha observado un patréon de metilacion constitutivo
en sitios CpG (84,85,143).

Dado que se trata de una poblacion diferente: a 1as analizadas en otros estudios
(92,93), queda abierta la posibiidad de que los resultados de la secuencia
arrojen resultados distintos de los publicados hasta ahora EI conocer el tipo de
mutacion presente en p53 es wmportante ya que podria ayudar a esclarecer si
algun carcinégeno pudiera estar mnvolucrado en la génests de cancer de recto

en nuestra poblacidn

A diferencia de lo reportado en otros trabgjos, la falta de candidatos a mutacién
en el exdn 8, es interesante ya que se ha descnto a la mutacion en el codon 273
{la mas frecuente en este exdn [78,80]) como una mutacidn que no anuia siNo
en un minimo las funciones de p53 (55), ya que el residuo de arginina en la
posicion 248 es un punto de contacto de p53 con el ADN, y la mutacion no
altera la estructura terciaria de la proteina La mutante en el codén 273, por
tanto, aun retiene cierta capacidad de unién al ADN. Una gusencia de
mutaciones en el exon B como es el caso de los resultados del presente trabajo,
indicaria que !al vez en nuestra poblacidon las mutaciones en pS53 sean mas
selectivas y de tipo mas agresivo al alterar regiones de la proteina p53, que
sean mas determinantes en la unidn al ADN. El andlisis de la secuencia nos

permitira determinar esto con exactitud
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2) ¢ Se encuentra P53 anulado por virus en cancer de recto ?

Al tratar de explicar el origen y las causas del cancer de recto, resulta
importante tomar en cuenta la existencia de virus, como HPV, que pueden
causar neoplasias (u otro tipo de enfermedades anogenitales) inactivando
directamente a p53 (145). Ademas de cancer cérvico-uterino, varos estudios
también senalan al HPV como un participante activo en la aparicién y desarrollo
de cancer anal (146,147,148). Debido a !a relacidn anatomofuncional que
guardan el ano y el recto 4 No podria ser el virus del papiloma un participante
activo en el origen de la necoplasia rectal de ciertos individuos ? Esta es una
posibilidad interesante, suslentada en parte por dos hechos relevantes

a) Se ha demostrado 1a presenc:a del virus del papiloma en tumores de cancer
anal de Individuos jovenes, genecralmente con un comportamiento sexual
promiscuo (146)

b) La tasa de cancer anorrectal en E U aumento en forma considerable a
finales de la década de los 1980 Este dato se asoc:a a la infeccion con HPV, de
ia poblacién afectada por ese tipo de cancer

Las datos surgidos de nuestro estudio y de otros (tabla 6 1), demuestran que el
gen p53 se encuentra normal en buena parte de las muestras analizadas Por
otro lado, se ha demostrado que las proteinas E6 de los virus del papiloma
inactivan a la proteina de p53 (49,131,141), y este hecho presupone la
aparicion de un fenotipo celular transformado (neoplasico) debido a la anulacidon
de las muy importantes funciones de este supresor tumoral En individuos
jovenes (menores a 50 afos) con cancer de recto. por lo tanto, tal vez sea la
infeccion con HPV la causante activa de la enfermedad en algunos casos. Y ya
que la gran mayoria de individuos con cancer de recto son mayores de 50 anos,
tal vez una infeccidn por HPV, u otro tipo de virus o microorganismos durante el
transcurso de su vida, haya promovido la aparicion de la neoplasia.



Estas son sdlo suposiciones, por 1o qua se pone de manifiesto la importancia de
raalizar un proyecto de investigacion con muestras de tumores de recto, para
determinar si existe o no infeccion por HPV asociada a la neoplasia rectal, tanto
en nuestra poblacidén como en otras.

3. Investigacién de mutaciones de pP53 en tumores sccundarios
(metastasis).

Los resultados de varios estudios (82,83,92,137) indican que los tumores
provocados por metastasis presentan una mayor frecuencia de mutaciones en
p53 en relacion al tumor primario. Esto apunta nuevamente a la existencia de
subpoblaciones celulares en un mismo tumor (Teoria de la Heterogeneidad
Clonal). Al alterar ta funcidon de p53 mediante mutacion del gen, aparece un
fenotipo celular tumoral mas agresivo. La proteina mutante actua como
dominante oncogénica (33,34,37), y ademas se ha descnto que 1as celulas con
P53 mutado promueven angiogénesis (75). y se hberan a la circulacidn e
invaden nodulos linfaticos y tejidos distantes con mayor facilidad que células
tumorales en 1as que p53 no esta mutado (76,82)

Lo anterior resuita interesante, y son escasos los estudios efectuados a la
fecha, en los que ademas del tumor primano, se analizan las neoplasias
secundarias para buscar mutaciones de pS53 Esto puede ser debido a la
dificultad para identificar y obtener muestras de metastasis. En la poblacion
estudiada por nosotros, solo se contaba con la muestra de tumor primario. Seria
interesante y conveniente que en estudios posteriores en tumores de cualquier
tipo de cancer, se pudiera detectar y caracterizar la mutacion de p53 tanto en el
tumor primario como en las metastasis de los pacientes y comparar ambos tipos
de neoplasia. Esto ha sido reportado por Zhang (B2) y Bertorelle (83) en
estudios en los que efectivamente se ha encontrado asociacion de mutaciones
especificas de p53 con metastasis en cancer colorrectal.
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CAPITULO 7 : CONCLUSIONES

En la muestra de pacioentes mexicanos con cancer de recto estudiada, la
frecuencia de mutaciones del gen pS53 en su regidn conservada (exones 5-
8) es de un 31.4 %, lo cual se encuentra de acuerdo con lo informado para
otras poblaciones en estudios recientes, y también con el avance del tumor
segun la clasificacion de Dukes, que asocia la mutacion de p53 con los
estadios B y C de cdincer colorrectal. Sin embargo, es interesante el hecho
de que no se presentaron mutaciones en el exon 8, que alberga el codén

273, frecuentemente mutado en otras poblaciones

La importancia de p53, discutida y demostrada en una extensa bibliografia,
como un gen supresor de tumores, nos hace sospechar que si bien no existe
una mutacién en el gen que altere directamente a la proteina en la mayoria
de los casos, si es probable que en los tumores anahzados la funcion

antitumoral de la proteina normal, sea anulada por oncoproteinas celulares o
La disparidad entre los resultados obtemidos para el grupo

de origen viral:
de muestras analizado en comun tanto por IHQ en un estudio previo como

por SSCP, bien puede ser explicada por la existencia de mecanismos
celulares oncogénicos en que se acumule a una P53 latente o inactiva
(normal), sin tener que mutar necesariamente al gen Como ejemplo tenemos
la descripcidn de la alteracion del transporte de P53 del citoplasma al
nucleo, y el splicing incorrecto de la proteina.

El! empleo de la técnica de SSCP nos permitid identificar claramente
mutaciones en la region conservada del gen de p53, en ADN de los tumores
estudiados. Un andlisis molecular del gen fuera de ésta regidén, Nno aportaria

un numero de alteraciones importante, ya que en la literatura se reportan
como escasas.
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