
y6 
.:<¡ 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 

DE MEXICO A 
FACULTAD DE QUIMICA ~~---~;;_~ 

E:i!AMENEs PROrEsE:•NA!...ES 
FAC. DE OUIMICA 

DETECCION DE MUTACIONES DEL GEN p53 EN 

TUMORES DE PACIENTES MEXICANOS CON 

CANCER DE RECTO 

T E s 1 s 
OUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUI MICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

? A E s E T 

ABE LARDO SOL.ANO PALACIOS 

MEXICQ, D. P, .1997'.. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



.Jurado asignado : 

Presidente : Prof. Angelina Quintero Ruiz 

Vocal: Prof. Marisol López López 

Secretario : Prof. Francisco Hemández Luis 

1er. Suplente: Prof. Leda Carolina Torres Maldonado 

2do. Suplente : Prof. Ignacio Camacho Arroyo 

Sitio donde se desarrolló el tema: 

Laboratorio de Biología Molecular, Departamento de Biología. 

Facultad de Química, UNAM. 

ASESOR DEL TEMA 

Dra. Angelina QUINTERO RUIZ 

SUSTENTANTE 

11 

--. 
~- !,. • . .. 

~ :" -: . 

·· ..... 



Agradezco: 

A Dios. 
por habcn11c hecho conocer este espacio y tic111po; esta Exislencia. 

A lns Fucr/ .... 'lS que 1uc cuidan y aco1npa1la11 en el Ca1n1no. 

A mi verdadera primera y Unica Escuela la 
Faculrad de Quim1ca de la UNAM. 

A todos mis Profesores de la Carrera. 
quienes hacen de la Facultad un lugar tan 
especial A los Profesores Marisol López y 
Francisco Hernández por haber revisado y 
correg1do este traba10 

A mis Compañeros y Amigos del Laboratorio 
202. en especial a Julia Segura. qwen n1e hizo 
sentir en Casa desde el primer momento 

A Jos Doctores Marco Antonio Cerbon e 
Ignacio Camncho por todo su apoyo y 
colaborac1ón 1ncond1c1onal. OJnla mas 
Investigadores fueran corno ellos 

A la Maestra Socorro Alpi=-:ar , a ella debo 
mucho de lo bueno que rne h.:::i ocurrido en los 
últimos tres afios 

A la Doctora Carmen Gira/, ya que no sólo 
me d1ó Ja oportunidad de enseñar. sino también 
el saber que hoy que preocuparse por el Bien 
de los dernLis 

Y con todo respeto. cariño y .ndmirac1ón a m1 
Maestra y Arrnga, Angelina Quintero. por su 
interés y su pac1cnc1a {tanto en esper<:irme par.::i 
1rnc1ar la Tesis corno p.3ra term1n.:::irla) Gracias 
por su Fortaleza y su Gui.::i 

111 



Dedicatoria: 

A m1 Familia 

A mis (pnmas) hermanas Claudia, lrrna y 
Lansa. por poner el mal OJempfo, por ser m1 
Angel de la Guarda y por compartir conmigo 
más que buenos momentos. respcct1vamcnto 

A C S M . por haberme iniciado en la C1enaa 
más dificil el Amor /ch /lebe D1ch 

A Ale¡andro 
Para que encuentre la Luz. la Fuerza lntenor 
No lo sabes, pero yo sufro cuando tu Jo 
haces ya que eres m1 opuesto y 
complemento 

A m1 papa. J\belardo 
A m1 mamñ. Maria Eugenia 
Porque me han dado Todo a manos llenas. 

IV 



I walk the rna=c o/ 111on1e11t.\ 

hut cver¡rwhere I turn to 
bCJ.:111.\" C; 11<..."W he~l/llllJ..: 
hui nc\•cr /intÚ a ¡,,,,_.,.¡, 
I walk tn tlu· hor1=011 

and thc:re / /11ul t111oher 
ÍI ali .\ee111.\ '" .\11rpn.HllJ.! 

and then / /ind thut / know 

1iJ lea\'l' the thl'ead o/ al/ 11111e 

and /et 11 111ake u dark /111c.· 

In hnpc.\ that /can \1111 /111tl 

1/11.: u.·ay hat k tn the 111n111L'lll 

l took the 111rn and turned /tJ 

hej.!111 (} /l('U' hq .. :gllllll),: 

.\(JI/ look111g /ur tire 1111.,wcr 

I c.:annot /i11d thc /1111,h 
11 '.•11 eaher thl\ nr tlu// way 

11 ·.\· 011e \\'{/\' nr tlu.· nther 
ti _,·hou!cl he nnc threc/1011 

11 cou/d he 011re/fe,11011 
tlu.: 111r11 I ht1\.'t' /11'1 take11 

the 111r11 tht11 / u-u.' 111ak111g 

/ 1111ght he /ll.\/ lwgg111111g 
I 1111g/11 he neur the encl 

Letra de Ronia Ryan 
para la l'.anción di: Enya Anyuhere ,_,. 

V 



INDICE 

Página 

Resumen 

Capitulo /..,Introducción 2 

Capitulo 2.., Antecedentes 6 

2.1. Generalidades del Cáncer 7 

2.2. Bases Moleculares de1 Cáncer 13 

2.3. Supresor Tumoral p53 23 

2.4. Cáncer Colorrectal 56 

Capitulo 3, Objetivos e llipólcsis 65 

Capítulo .J. MctodoloJ!Ía Experiment:1l 68 

4.1. Obtención de ADN 69 

4.2. Amplificación de ADN mediante PCR 75 

4.3. Etectrofores1s en gel de agarosa BO 

4.4. Ensayo do SSCP 82 

4.5. Fotografía y revelado 66 

Cupítulo 5, Resultados 67 

5.1. Extracción de ADN y dcleíminac16n do la 88 

población a estudiar 

5.2. Análisis de la muestras por PCR-P32/SSCP 95 

Capitulo 6. Análisis de Resultados 106 

Capítulo 7~ Conclusiones 123 

Capí111/o H, Uihliografía 125 

VI 



A 
a.a. 
ADN 
ARN 
e 
cbp 
ce 
CpG 
G 
g 
IHQ 

/9 
_rL 
mg 
mL 
ng 
nm 
p53 
P53 

PAF 
pb 
PCR 
rb 
Rb 
rpm 
RFLP's 

SSCP 

T 
u 
uv 
w 

ABREVIATURAS 

adenina 
aminoácido 
ácido dcso.x1rnbonucle1co 
ácido ribonucle1co 
c1tos1na 
cuanto basto para 
cáncer colorrectal 
d1nucleóhdo c1tosina-guan1na 
guanina 
gramo 
inrnunoh1stoqui1m1ca 
m1crogramo 
m1crol1tro 
m1f1gramo 
m1lthtro 
nanogramo 
nanómetros 
gen supresor de tumores p53 
proteína cod1!1cada por el gen p53 
polipos1s adcnomatosa familiar 
p.:ires de bases 
reacción en cadena de la poltmerasa 
gen supresor de tumores ret1noblastoma 
proteina cod1f1cad.:i po!'" el gen rb 
revolucmnes por minuto 
an<ills1s de poltmorf1smos n1ed1ante 
fragmentos de restricción 
pohmorf1smos conform~c1onc:ilcs de cadena 
sencilla 

unidades 
radiación ultravioleta 
watts 

VII 



RESUMEN 

El gon p53 es el m<ls lrccuenlemonte mutado en canceros humanos 

Hasta 50o/o (on promedio) dn lo~ tumores nnahzados a la lcchil lleva consigo una 

anomalia en este gen. prclcrcntcmcnte en la rcg1on mas conservada t~n relación n la 

escala evolutiva (comprendida entrn los exones 5 al B) y que cod1ftca p;ua 1;1 rüg1on 

central de l<:i protnin~. cuya func1on es 1:1 de unión al AON E!'.ta rt!~]IOn modula la 

act1v1dad de p53 como regt1\ador dt!I ciclo celular y corno par1t! activa en proct.!SOS de 

apoptos1s. señalados a su Vt>Z corno l()s pnnc1pale::> rnec.:..ir11~.r110!~ •t trJves d1! lo~. cunlcs 

actuan la qu1rn10 y rad1oterap,a!'. itpl1cad<1s a pac1en~cs con c•tnCt!f para 1nh1bir el 

crecnrucnto y pro1tfcr-~1c1on de 1<1"> Cl}\ula~. tun,ora1<?s 

Una rnuestra de 35 turnor1?s rectah_~s de pac1f!fllt!~. rn·~·:o:.1canos ha sido 

analizada para los e)t'oncs 5. G. 7 y 8 del gf!n p53 mediante la rnt?todologi.::i de PCR 

SSCP con u\ fin de c.h-!tt?rnunar \:-. frectJenc.1<1 y d1stobuc1on de n1utac1one~ en est.:i reg1on 

de v1t.,1 1mportanc1a para las tunc1or1es de l:t prote1na St? encontr<.iron 10 posibles 

mutaciones para el rn1~.rn0 nurnero dt~ pac1Pntes. <tl1r?n1as de un:l pos1tJh! delnc1on total 

del gen p<ua una par:1f!nte d•! 18 ''''º'• con E\Q;tJ de tumor res1du.¡1I p:-ir.--i tras la terap1.::i 

prc• ... 1a a la resccc1on qu1rur~1c:i th~I turnar De esta torina. ·~·· do!lt.!rnHno que 

aproJ(1n1ad~irnenh: 1;1 tercera p;utt~ d'~ los tun1or1~~. d~! recio an~11i.!'~H1o·~ present<1n una 

anornnlla en In reg1on con~erv:ida c1el Qf?n p53 lo cu.:il co1nc1t1e con lo~. •..:'..tucj10-:. dt~ otros 

grupo~. de 1nví!!'.hg:ic1on d•~ publ1c;1r.:1on rec11~n1t? 

Lo .-interior no!'. llevo .""l pensar que. d.-id.-i la muy ren1ol.1 pos1b11ld:ld de que 

se presente un 1nd1ce de n1utac1ones cons1dCr;]ble en otra p:irte c!el fJ•~n. es pos1t)\e que 

se presenten otros mcc;::in1srnos n1cd1;::intc.- los cuales las celula~ nooplas1c.:i.s de los 

tumores analizados en este y otros c~tud1os. 1nact1·1cn a la prote1na p~,3 u a los procesos 

b1oquim1cos en los que p:irt1c1p¡]. p:ir.:i la c.1etcnc1on del ciclo cel\1\~H. d1fercnc1ac1on y 

apoptos1s La inactivac1ón puede ser incluso debida a la presencia de oncoproteinas 

virales serne13ntcs a E6 de pap11omavirus humano o HBV·x del virus <Jo ta tlep<lt1t1s B 



RESUMEN 

El gen p53 es el más frccuentemenlo mutado en canceres humanos 

Hasta 50% (en promedio) do los tumores anahzados a la fecha lleva consigo una 

anomalia en este gen. prcfcrentemon1c en la reg1on mas conscrvad.:i en relación a ta 

escala evolutiva (comprendida entre los exones 5 al 8) y que cod1f1ca para la región 

central de la proteína. cuya func1on os la de unión al ADN Esta reg1on modula la 

act1v1dad de p53 como regulador del ciclo celular y como par1e activa en proceso5 de 

apoptas1s. señalados a su ...,e.": corno los pnnc1palcs mecanismos a travcs de los cuales 

aclUan /a qu1m10 y rad1oterap1as aplrcadas a pacientes con cancer para 1nh1b1r el 

crecim1ento y prohferac1on de las céltJ/as tumorales 

Una muestra do 35 tumores rectales de pacientes mexicanos ha sido 

analizada para los exones 5. ü. 7 y 8 del gen p53 mediante la mctodologia de PCR • 

SSCP con el r1n de determinar l.:i frecuenc1.71 y d1slribuc1ón de mulac1oncs en esta reg1on 

dú vital unportanc1a para las funciones de 1.:i prole1na Se f"?nconlraron 1 O posrbles 

mutaciones para el mismo numero de pacientes. ademas de una posible delec1on total 

del gen para un.:l paciente de 18 alias con 80''/u de tumor residual para Iras la terapia 

previa a l.:i resocc1on qwrur~rc.::i c1el lurnor De esta forrn.:l. sr. do1erm1no que 

aprox1rnad.:.in1cntü la terccr.::1 p<Ht~~ de los tumores de recto an.<.Jl1~ado!: prcs.enliln una 

anomalla en Ja rog10n conservada del gen p53. lo cual crnnc1de con los cs.tud1os de 01ros. 

grupos de trlVt~st1gac1on de publrc<-ic1on reciente 

Lo antenor nos llevo a pensar que. dada J.;:i muy remola pos1b1lrdad de que 

se presente un 1nd1ce de rnulacrones considerable on otra parte del gen. es posible que 

se presenten otros n1cc.::in1sn1os rr1ed1an1e los cuales las ce/ul.:::is neoplas1cas de los 

tumores anahzados en QSte y otros estudios. 1nact1ven a Ja proteina P53 o a los procesos 

bioquim1cos en los que part1c1p<1. par.'l l<i detención del ciclo celular. drferenc1ac1ón y 

apoptos1s La 1nact1v.ac1ón puede ser incluso debida a la presencia de oncoprotemas 

virales seme1antcs a E6 de pap1lomav1rus hum.ano o HBV·x del virus de la hepatitis B 
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CAPÍTULO 1 : INTRODUCCIÓN 

Conocemos por el término "cOncct'' a una serie de enfermedades humanas que 

tienen, en común. un crccin11ento anormal y descontrolado de las células en el 

tejido en que se presenta la patologia, ya sea estómago. piel, sangre o lmfa La 

proliferación excesiva de células. resultante de la dcsrregulac16n del ciclo y la 

división celular pone en pcltgro el estado general de salud del paciente y en 

muchos casos. hasta su propia ex1stenc1a (1c,2.3) 

La historia sobre el conoc1rn1cnto y estudio del citncer es tan antigua como la 

humanidad misma o al menos, de la historia documcntadLt de los primeras 

grandes c1v1llzac1ones como la eg1pc1a y la griega. ya que es lHla de las 

enfermedades mas comunes del ser hum<1no Desafortunadamente, parece ser 

que con el avance de la c1vll1zac1ón t<imb1Cn aurncnta el indice de rnortalldad por 

cáncer, aunque el conoc1rn1cnto actual sobre las causas, cvoluc16n y tr¡:¡tam1ento 

del cáncer es en realidad. notable Esto es gracans a los enormes avances de la 

b1ologia rriolccular en medicina. y no se encuentra dcn1asindo lc1os el dia en que 

el c3nccr sea completamente prevcrnble y curnble Ya que el cáncer se presenta 

también en otras especies animales cerc¡¡nas en l;i escala evolutiva ¡¡I hombre. no 

podemos n"lás que concluir que este tipo de patologia es inherente a los 

mecanismos conlo se reproducen nuestras células y se dcs<.irrollan nuestros 

tejidos. y que se encuentra latente, pudiendo surgir s1 l;i maqULnar1;-i celular llegara 

a follar en el control de su propia sobrcv1vcnc1a (22) 

El cáncer es la segunda caus.:. de muerte en MCx1co ( 110) Lo rrnsmo sucede en la 

mayor pilrte del mundo, tanto en pZliscs 1ndustnallzados corno r.n paises 

subdesnrrollados (109) La cx1stenc1a de un número creciente de pacientes a los 

que hny que brindar unn atención hosp1tnlar1a. y tratnm1cntos costosos, durante 

meses o arios, en un pais corno el nuestro, hace imperativo el estudio del origen 

de la enfermedad, asi como la búsqueda de tócnicas y mctodologias que permitan 

optimizar el m;inejo de p<:1cicntcs con cáncer, y así determinar en etapas 

tempranas de su evolución, el grndo de mallgrndnd y la mc1or opción terapéutica 

disponible especifica para cada caso 
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Uno de los cánceres cuyo núrnero va en rápido aumento en Móxico es el cancer 

colorrectal. Se encuentra en cuarto lugar de incidencia después de los turnares de 

pulmón. cuello del útero y estómago (110). Aunque su frecuencia es alta en 

personas de edad avanzada. cada vez son más las personas Jóvenes que Jo 

padecen 

En la actualidad existe un interés especial en tratar de 1dcnt1ficar las causas o 

agentes ctiológ1cos. tanto ambientales corno gcnl!l1cos. que predisponen a una 

persona hacia el cáncer para prevenir que se presente la enfermedad El cñinccr 

no surge de un día para otro, pUt~de ton1ar incluso arlo!; la aparición de un tumor 

maligno. por lo que es nc::esario élprovechar esta c1rcunslanc1a para d1sminu1r el 

número de casos n1ed1antc técn1c<.ls cJe detección tcrnprann tanto convencionales 

como innovadoras ( 128) Por CJemplo, el c..-lnccr colorrcctal se ha disminuido 

considerablemente en paises industr1ali.zndos en los que la~:. personas mayores de 

50 años. se someten per1ód1camentc ;. rev1s1ón del colon y recto mediante 

proctosigmo1doscopía co1no medida p1evenlrva en la dett.!'CC1ón de tumores (129) 

También se trata de carnb1ar hc:ib1tos. (tab<iqu1smo). conductas (vida scdl"!ntar1a) y 

dietas que, aunque empir1carnente. se sabe coadyuvan ni dcs¡¡rrollo de 

neoplasias especificas (como las colorrectztles) Norn1íls de scgur1d.'."ld rn<is 

estrictas así como control módico y an.-·111s1~:> clinicos oportunos se .aconsCJiln para 

personal ocupac1onalrnente expuesto a carcinógcnos conocidos (cloruros de 

vinilo, hidrocarburos pol1cicl1cos, benceno. etc ) ( 100) 

En pacientes que yi3 presentan una neoplasia. se real1Lan b1ops1as p.ara 

determinar el grado de avance del tumor. y e::> a este nivel, donde los médicos 

necesitan determinar el tipo de tratilmrento que apllcar<.ln y un pronóstico sobre el 

curso de la enfermedad Existen v¡1nas técnicas c1tológ1cas para ello Srn 

embargo, Ja b1ologia molecular ha contribuido s1gn1ficativ.:irnentc al responder 

preguntas concret.:is como (J Serv1r.:i o no la terapia adyuvante?, además de 

explicar el origen del cáncer. que aunque sea unu Jcucem1a o un sarcoma. 

comparten un origen común la allcrac1ón en genes que regul;ln el crecimiento y 

división celular Oncogcncs y Genes Supresores Tun1orales (8,9, 10) 



Uno de los genes que con\rolan la proliferación y el crecimiento de nues\ras 

células es p53. Su descubrimiento y estudio permitió exphc..·u por vez primera los 

mecanismos moleculares por los cuales una célula tumoral muere a causa de 

farmacos o radiación utilizados en el tratamiento del cáncer (29) La anulación de 

la integridad del gen o de la proteina que codifica. generalmente por la presencia 

de mutaciones puntua\cs en \os cxoncs 5 a 8 del gen. compromete In efcchv1dad 

de \as terapias a las que se ve son"le\ldo el pnc1cntc con cáncer Poco se sabe del 

estado que guarda e\ gen p53 en la población n1ex1cana con có.nccr. aunque ello 

haya sido amphamcnte caractcozado en otrns poblacmncs Se han hecho 

estudios de inn1unohlstoquim1ca (\HQ), que incluso se aphca ya a nivel 

hospitalario. para verificar que p53 sea normnl. Ya que \a prmc1pal causa de 

inactivadón de la protcina es la mut<lCtón puntual en In región conservada del 

gen, lo IHQ es n1uy úlll ya que\;-¡ protcina rnutnda po~cc un tiempo de vida media 

rnuy superior a In normal. y se acurnuln en l.:J.s células tun1orales con .,nornalias en 

el gen (B2.B4). 

S1 bien existe d1screpancm entrt"! los resultados obterndos por IHO y por tCcn1cas 

de b1ologiLl nlolccu\ar. mostrando porccnta1es diferentes de frecuencia. de 

muta.c1ones en p53 al analizar un mismo con¡unto de muestras (98.132.133). esto 

no se contrupone al proceso neopl3s1co Ex.asten n1ecan1~.mos oncogón1cos. ya 

dcscntos y otros aún desconocidos. n1cd1onte los cuales se inactiva a la protcinn. 

sm dn.ñar al gen Por lo tanto. algunn.s preguntas que nos podemos plantear. son 

'- Ocurre esto en nuestra población? ~ Cuó.I es la frecuencia de mutaciones de 

p53 en pacientes mex1cnnos con cáncer?. Adcrnns de contestar a estos 

planteamientos. hay que rccord3r que e\ estudio a nivel genCt1co y molecular del 

cáncer no sólo ha pcrm1\ldo esclarecer el proceso cvolu\lvo de esto patología, smo 

comprender en mucho. los procesos normales mediante los cuales las células y 

tejidos norn1nle::-. crecen y se d1v1dcn. El estudio de la proteina celular P53 y del 

gen que \a codifica, ha reprcscntiJ.do sin duda alguna no tan sólo un gran avance 

en la comprensión del desL\rro\\o y tratan11cnto del cáncer a rnvel celular y 

molecular. sino también procesos normales de d1fcrcnc1ac16n, apoptosis y 

reparación del dar1o al AON 
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CAPITULO 2 : ANTECEDENTES 

2.1. GENERALIDADES DEL CÁNCER. 

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 ncoplasw. o tumor primario, que vive a expensas del resto 

del tei1do sano que le dio origen y consccuenten1cntc. del organismo en su 

totalidad y de esta forma. poder dcb1lltarlo hasta su mucr'te (2) Los tumores son. 

por lo general. con1untos de cólulas poco d1fcrencmdas que no llcvnn &J cabo una 

función fis10\6g1ca correcta. y viven a cxpensns del organismo. Afortunadamente. 

éste posee sistemas de defensa que por lo general. son capaces de detener y 

destruir el proceso ncopl<ls1co naciente. a menos que una parte de las células 

tumorales crezcn lo sufictentcmento rap1do y pueda aln1accnnr suf1c1entcs 

'"herramientas" genéticas. b1oquirn1cas o bto1óg1cas. para superar la capacidad de 

ataque del sistema inmune (3) De hecho. se s3be que a lo largo de nuestra vida 

es muy probable quo oparezca en cualquier p;irte de nuestro cuerpo una célula 

con capacidad tumoral. pero tamb1en que no se pueda desarrollar gracias a 

correcto func1onarn1ento de la cap~'lc1dad de control y act1v1dad ant1tumoral de 

nuestro organismo 

Una de tas hcrran11cntas b1oquim1cas y b10\óg1cas fund<:irncntales que necesita un 

tumor para crecer. es su c<ipac1dad do angiogéncsis o forn1ac1ón de nuevos 

vasos sanguineos que lo irngucn para aportorle los nutnontes necesarios para su 

desarrollo (4) Se han caracterizado varios factores ang1ogén1cos sccrctodos por 

las células tumorales (FGF,TAF.ang1ogemna.etc) que tienen en cornün corno 

mecanismo de acción la atracción de células cndotelialcs de vosos s::inguíncos 

Cuando se presenta una horncostas1s in01dccuada. un mal func1onam1cnto del 

sisten1é.1 inmune o simplemente la 01panc1ón de celulas tun1orales con capacidad 

de invasión a otros tc11dos. la persona pe1dcccr<l de cáncer (tumores n . ..tllgnos) 

propiamente dicho y necesitara de tratamientos pLthat1vos y/o 01dyuvé.lntes para 

contrarrestar la enfermedad (3) LLt c1rugia para remover los tumores sólidos asi 

como la quimioterapia y la tere1pia por rnd1ac1ón son las metodologias de elección 



para el tratamiento del cáncer. Un área nueva y prometedora es el desarrollo de 

sustancias antiangiogénicas, ya que supone una alternativa terapéutica menos 

agresiva para el paciente en relación a las mencionadas antcriorrncnte (5) 

Se sabe que todas las células constituyentes de lo5 tumores o neoplasias 

provienen. por lo general, de un .. ,nteccsor común único. es decir. de una sola 

célula transformada (Teorla del Origen Monoclonal) Pero durunte el crcc1m1ento y 

el desarrollo de la masa tumoral pueden surgir vanas subpoblllc1onos o sabc/onas 

de células neoplás1c.._,s (Heterogcnc1dad Clonal)(G) Esto de ninguna forma se 

contrapone a la tcoria de la expansión rnonoclonal. ya que es precisamente en las 

células neoplásicas. dada su alta variabilidad e inestabilidad genética. en 

donde pueden presentarse con mayor probilbrlldad cambios y transformaciones y 

dar lugar asf. a tipos más independientes y agresivos de células tumorale5 Estas 

células pueden rncluso invadir y colom.zar otros. tejidos del orgarnsn10 Este 

proceso. conocido como rnct.;istasis. representa la fase más pchgros;1 y terrible 

del desarrollo tumoral. ya que existe la pos1b1lidad de que se formen turnares 

secundarios en prácticamente. cualqwcr parte del cuerpo (4. 7) El r>roceso 

metastásico es el que en realidad pone en peligro la vida del paciente 

Corno pruebas de un origen monoclonal tenernos a diferentes marcadores 

bioquimicos y c1togenéticos que se encuentran en toda la población de cólulas 

neoplásicas. aún cuando progresen .-. diversos. subtipos morfológ1cos. ejemplo 

isoenzima "A .. de la glucosa 6 fosfato dest11drogenasa en cáncer de rnania y del 

cromosoma Filadelfia (translocac1ón 9 22) en leucemia rniclocit1ca crónica Esto da 

prueba de Ja existencia de un origen común que con lil evolución y expansión 

clonal gana en heterogeneidad fenolip1ca (3,6) 

El surgimiento de subpoblaciones en un m1sn10 tumor se debe. en gran medida, a 

la existencia de diversas condiciones y factores ambientales a las que las cólulas 

tumorales (al igual quo o/ras c6/ulas) se encuentran expuestas. a factores 

químicos y condiciones estresantes que pueden agravar el proceso del cáncer 

(progresión tumoral), añadiendo mulac1ones y rcarrcglos en el n1aterial genético, a 

las anomalías que le dieron origen Entre mas temprano se presenten estas 

.. nuevas adquisiciones"'. serán de rTlilyor provecho para la sobrev1vencia de Ja 



célula. Algunas caracterlsticas y ejemplos de la heterogeneidad clonal. son 

(2,3,6): 

- Existenc;a de subtipos morfológicos en eJ mismo tumor; ejemplo: Jinfomas en 

formas celulares mixtas pequet\as y largas. 

- Poblaciones de células tumorales tanto bien diferenciadas como pobremente 

diferenciadas en adenocarcinoma de pulmón. 

- Aparición de clonas de un tumor original (melanoma 816), con potencial 

metastásico diferente en pulmón de ratón. 

- Expresión diferencial de inmunogcnicidad: En un mismo tumor. existen células 

capaces de provocar una respuesta inmune diferente. Aquellas que evadan más 

hábilmente al sistema inmune, tendrán una mayor probabilidad de sobrcvivencia 

- Diferente respuesta a Ja quimioterapia (generalmente mayor resistencia a 

fármacos). por distintas lineas celulares obtenidas a partir del mismo tumor 

prima no 

Esta última característica de Ja heterogeneidad clona! o diversidad es muy 

importante . ya que se deben de desarrollar terapias o regimencs 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 mvasividad y metástasis. Un ejemplo de quimioterapia combinada 

efectiva para diversas subpoblaciones tumorales se administra en pacientes con 

Jinfoma de Hodgk1n (6). 

2.1.1. Alteraciones on las células tumorales: daño al AON y ciclo celular. 

¿ Cuáles son los cambios que se presentan en una célula normal para convertirla 

en una célula tumoral? Se sabe de los procesos tumorales desde la antigüedad, 

pero es desde principios del siglo XX que se les ha dado una caracterización a 

nivel celular y molecular para explicar su comportamiento anómalo La respuesta, 

aunque sencilla teóricamente, implica también un nivel de complejidad impor1ante 

en términos prácticos desde investigación bilsica hasta aplicación a la clínica: la 

base del cambio la constituye el daño al AON. el ácido dosoxirribonucloico 

contenido en el núcloo do toda célula oucariótica y quo es Ja molécula quo 

contiene TODA Ja información gonótica do cada individuo (1a). El daño, que 
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puede presentarse en un número de formas muy vasto, se traduce en la alteración 

de genes o incluso, de cromosomas enteros, dando lugar a proteínas 

disfuncionales y procesos bioqulmicos defectuosos, desde vms metabólicas 

irregulares hasta la pérdida en el control del ciclo celular. no faltando incluir una 

pérdida de adhesión intercelular (lo cual exphca, en cierta forma. el proceso 

metastásico, por ejemplo) (2,3). 

Es sin duda alguna. la pérdida del control en el ciclo celular lo que conlleva a la 

"explosión'* demográfica de las células tumorales y lo que ocupa sin duda alguna, 

el .. papel protagónico" en el desarrollo de cualquier tipo de cáncer. Corno 

sabemos, toda célula procede de una célula preexistente y aquella a su vez dará 

ongen 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 reproducirán una vez finahzado el desarrollo cmbrronano, 

mientras que células como los hepatocitos del higado o las células epiteliales de 

la piel se d1v1dirán unas dos veces o decenas de veces al ario, respectivamente 

(2). 

El ciclo celular. conformado por las fases G1. S. G2 y M (o n11tos1s). se ve 

acelerado y multiplicado en forma cxngerada en las cólulas turnoralcs (o al 

menos. en las fases temparanas del cáncer). Es tipico de las cólulas tumorales 

presentar ciclos celulares cortos por lo que se ve incrementado el número de 

mitosis. y por lo tanto, de células h1JélS que surgen de una célula ncopl<is1ca 

'"madre .. (le) 

Como cualquier otro proceso celular. el ciclo se encuentra rcgul<Jdo por el ADN. 

en la forma de genes que codifican para proteinas encargadas de 1rnc1ar o atrasar 

la aparición de una fase determinada; ya sea aumentando su nún1ero o llevando a 

cabo una reacción química determinada; en realidad existen vanos mec...,nisrnos 

para su acción. El progreso natural del ciclo se verá afectado si cualquier gen 

involucrado en la síntesis de proteínas reguladoras del ciclo celul¡¡r, se ve dañado 

y la transcripción y traducción del ADN dan por resultado una proteína disfuncional 

o mutada, o bien, si existiera pérdida total del gen y por ende, de la proteína 

correspondiente y su función reguladora. Es en este campo de estudio donde se 

ha llevado a cabo una mayor caracterización del cáncer a nivel molecular, y donde 
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se han descubierto a los oncoganas y a los ganas supresoras tumorales, y sus 

mecanismos de acción 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, 1 O). Do ambos tipos de genes. 

de sus proteínas y los mccan1sn1os do acción corrospondiento so hablará 

dotalladamente rnós adolante 

2.1.2 Alteraciones bioquímicas y biológicas en las células tumorales. 

Si bien pueden d1v1dirse más rápido que sus contrapartes normales, las células 

tumorales también adquieren características fisicas y bioquimicas diferentes en 

relación 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 

médicos patólogos y oncólogos establecer los fundamentos que permitan el 

diagnóstico 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 1n,portante el realizar una biopsia adecuada. si se 

sospecha de un tumor sólido Algunas anormalidades de las células tumorales. 

que han podido ser estudiadas grnc1as al cultivo 1n v1tro (2.3). son 

- El núcleo se presenta mucho más grande en relación al c1toplnsma y de 

morfologia distinta al cornpararlo con la~ células normales. También se observa 

hipercroméit1co con tinc1ones especificas. y pueden presentarse vanos en una 

célula al observarse bajo el m1croscop10. 

- Una morfologia celular diferente a sus contrapartes norn1alcs. dependiendo del 

tejido del cual provengan 

- Estados de aneuplo1día o pohplo1dia al realizar su canot1po. Algunas veces los 

cromosomas no se enrollan completamente durante la mitosis 

- Se sabe de marcadores (proteinas) en la membrana celular que al reaccionar 

con anticuerpos especificas. nos pueden señalar la presencia de células 

tumorales. directa o indirectamente Tal es el caso de Ja alfa-feto proteina. el 

antígeno carcmoembrionario y el fr¡1gmento beta de la gonadotropina conón1ca 

humana. que se expresan en la superfrcie de células tumorales y pueden liberarse 

a la sangre. 
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- Disminución en Ja orgnnización del citocsqueleto. lo que da por resultado una 

mayor flexibilidad de las células y mayor capacidad de movilidad con capacidad 

de metástasis 

- Disminución de fibroncctma y cadhcnnas de membrana, las cuales son 

moléculas de adhesión intercelular y con lo cual. se pierde capacidad de anclaJe al 

tejido original. 

- Aumento en la glicosilación de glucoprotcinas de membrana (glucocálix) en la 

parte extraplasmática. generalmente aumentan los residuos de ácido si;'1lico. los 

que hacen aumentar la carga negativa de superficie celular, disminuyendo la 

cohesividad entre células 

- Capacidad elevada para llevar a cabo glucóhsis anaerobia (una de las primeras 

caracterlsticas bioquimicas de células tumorales descritas por O. Warburg hacia 

1920) , asi como un transporte activo mayor del normal para azúcares y 

aminoácidos. El metabolismo general de las células tumorales es mucho más 

rapido que el de células norrnales 

- Una caractcrist1ca bioquirn1ca muy interesante recientemente descrita. y que 

puede tener una repercusión importante en la cJín1ca. es la actividad anormal en 

células tumorales de la enzima Telomerasa (11). que no es expresada en células 

normales salvo en tejido embrionario y gonadal En cólulas somáticas de adulto 

normales para cada ciclo de d1v1s1ón se presenta la pérdida de una parte en la 

región distal (Tclómcro). de los cromosomas, de tal forma que al cumplir 

determinado número de d1v1s1oncs. las células no podrán d1v1d1rse de nuevo o 

sencillamente mueren En células tumorales. la tclomerasa se encarga de reponer 

(resintetizar) la región de AON cromosóm1co perdido durante la d1vis1ón, y en 

consecuencia, cualquier célula que exprese la proteina consl1tut1vamente. será 

potencialmente inmortal. y3 que su d1v1s1ón no tendrá limite. 

Corno puede observarse de lo antes descrito, es muy claro que las células 

tumorales pierden gran parte de las capacidades de unrón y de espec1al1zac16n en 

las funciones caracterist1cas de un tejido determinado. El que "reviertan" a un 

estado embrionario no especiahzado o ambiguo en su identidad (nnap/asia). es 

simbolo de su independencia en relación al organismo, ya que no forman parte 

estricta del tejido u órgano del cual se originaron, sólo se alimentan de él (7). 
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2.2. BASES MOLECULARES DEL CÁNCER. 

2.2.1. Oncogonos y Gonos Suprosoros do Tumoros. 

Aunque cualquier región del ADN puede ser danada por carcmógcnos y casí 

cualquier gen puede ser blanco de inact1vac16n o desrregulación, son los genes 

involucrados en el control y regulación del ciclo celular. los que una vez danados 

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

generar un proceso ncoplttsico al est1mul<lr tanto el crecimiento (aumento en 

masa) como la proliferación (aumento en número) de las células tumorales (12) 

Después de muchos anos de es!ud10. se sabe ahora que para que el ciclo celular 

tenga lugar. se necesitan dos tipos de act1v1dad la primera, estimuladora. está 

condicionada por genes que codifican para proteínas que activan la progresión de 

una fase a otra; por ejemplo. de G1 a S o de G2 a M. La mayoria de los genes 

que intervienen a este nivel. p<Jr11c1pan en un nivel u otro de l<Js cascadas de 

activación producidas por factores de crectrnicnto a los que una célula cucariót1ca 

se encuentra su1cta para su crcc1m1ento y rnultiplic.-ic1ón. con10 parte de un teJido 

altamente organizado y d1fercnc1ado (2) La mayoria de los oncogcncs 

conocidos. son genes que part1c1pan en l<1s vias estimuladoras del crec1m1cnto 

(2.B.13,Tabla 2 1). 

El segundo tipo de act1v1dad regulildora, concierne a la mhilJ1c1on en In progresión 

del ciclo celul<Jr, una <:1ctlv1dad muy importante, ya que es precisamente es ésta. la 

que previene en f;:¡ mayoria de lcJ1dos y organos la prcscnc1a de anorrnalldLJdcs 

genót1cas en las células, lo que los llevilrÍil a un crcc1m1ento dcsor~anizado y 

masivo Totalmente desconoc1dos hastn hace unos pocos años. son los genes 

supresores de tumores los encargados de "'vigilar·· el comportum1ento y la 

mtegndad del ADN y permitir. o no. la cont1nu1dad del ciclo celular en puntos 

cril1cos como el final de la fase G1. antes de la replicación del ADN. y los 

intrincados procesos cucnnót1cos de d1v1s1ón celular. mitosis y me1os1s (8,9, 1 O) 

Mucho se ha hablado de una annlogia entre los oncogenes y los genes 

supresores tumorales. como los accleradoros y frenos del ciclo celular. 

respectivamente. por lo que si una célula es capaz de ··activar·· los oncogenes y 
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"desactivar" los supresores, ya sea por cambios estructurales o qulmicos 

(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 activación de 2 

o más protooncogenes a oncogencs provoca un cambio en et fenotipo de la célula 

para hacerla neoplásica (co/abornción entre los oncogcnes para la 

transformación{2), es necesario que para conseguir un mayor grado de malignidad 

(hasta provocar el cáncer propiamente dicho), se produzca la inactivac16n de un 

supresor (B, 14.) 

De esta forma, se requiere que. para inactivar a un gen supresor de tumores, se 

dal'\en ambas copias (alelos) por mutación y/o se pterdan por delec1ón. y asi 

anularte funcionalmente. mientras que para activar un protooncogén a oncogén, 

sólo se necesita la activación de una copia o alelo, para producir una lesión 

dominante oncogénica en el fenotipo, de tipo transfornlante par-a hacer de una 

célula nor-mal. una célula neoplásica o tumoral (9,10, FIGURA 2.'1) 

2.2.2 Funciones do Protooncogcncs. 

Los oncogencs y sus productos proteicos fueron las primeras rnolCculas con 

actividad biológica en explicar, func1onalmentc. la apanc1ón y prt..x.J1.:.:;:6n del 

cáncer- a nivel subcelular. De hecho, no se descubrieron a partir de células, sino 

de virus que al infectar ciertas células. insertaban en el genoma de ústn5, genes 

que tenian capacidad de transformación domínantc (1c,2.13). El punto de partida 

para la explicación del cáncer en términos molccul~res, surgió del dcscubr1m1ento 

en 1970, de los virus con transcnptasa reversa. Se dernostró que el virus 

involucrado en la aparición del sarcoma de Rous, con ARN en su c..-'spstde. podia 

generar-. mediante ese tipo de enzima, ADN que se insertaba en el genoma de su 

hospeder-o. La inserción de este AON viral provocaba el surgimiento del tipo 

neoplásico en la célula al activar la expresión del gen src . cuyo producto proteico 

es una tirosina cinasa de clara actividad oncogénica dominante (1c,2.13} 

Oc esta mnnera. fueron identificados y caracterizados otros oncogcncs, como rnyc 

y abl. Muy pronto se determinó que los oncogenes de origen viral tcnian 

contrapartes celulares, es decir. los oncogcnes se presentan naturalmente en las 

células de los animales superiores y llevan a cabo funciones normales dentro de 

14 



A Materno 

• • 
Mu'l.e~ Puntual 
Heredad• 

~~~~~~~ 
• 

( . . ) 

e:::::::• ·~~,,---> 

FIGURA 2.1. A) En la ina1.:ti.,.ación de los gcm:-> Suprc..,orc-. de 
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la maqu1nar1., celular. espec1alrnente, en t.:i transrn1s1ón de s1~1"i.:ilcs ~ct1vadas por 

factores de crcc1m1ento. desde la reccpc1ó~ en membrana pla$rn<:lt1ca. hasta su 

e1ccuc1ón por el nüclco en la forma de ARNm Oc cst<J forrna. se acuño el término 

protooncogén pnra dcs1gnnr .Lt los genes celulares norn1alcs. y oncogún se utiliza 

para refcrir5C solamente al protooncoof'.!n activado, que siendo diferente del .-ilelo 

normal. codifica para una protcina d1sfunc1onal con una act1v1d.-id anómala que 

predispone hacia un fenotipo celular tumoral (2) 

Tarnb1én se ha establecido que los oncogenes que contienen los virus (v-onc). 

fueron tomados ongmalrnentc. de cólulas hospederas y esto refuerza la teoría 

de que ciertamente. cod1f1can proteinas reguladoras de gran unportanc1a en el 
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avance del ciclo de vida de la cólula y al ser incorporadas por los virus. éstos las 

utilizan para promover la replicación del ADN y división celular de su hospedero. 

asegurando asi, la aparición y continuación de su progenie (14). 

Como ya se dijo antes, la rnayoría de los genes y proteinas clas1fic¿1dos como 

"oncogénicos ... forman parte de las vías de activación de scnak!s por factores de 

crecimiento y diferenciación. aunque ya se conocen oncogcncs y oncoprotclnas 

cuyo mecanismo de acción involucra el interaccionar directamente con supresores 

tumorales e mact1varlos o bien. que inhiben el proceso de apoptos1s (muerte 

celular programada) inherente a las células normales pero que las. células 

tumorales han podido evitar (14, 22) La clas1ficac1ón funoonal de oncogcncs se 

presenta en la tabla 2 .1. 

TABLA 2.1. Funciones do Protooncogones. 
Tomado y 1nod1ficado de J.DARNELL et al (2) 

L-On<00JJ<>nos_fnv_olucr~do<>-<>RActivaciótulo-5<>ñalos 

1. Factores do Crecimiento o Receptores do 
Factores do Crecimiento 

2. Transductores do señales 

2a. Protclnas con actividad de tirosina,senna 
o treonina c1nasas 

2b. Proteinas con actividad de GTPasas 

3. Factores de Transcripción nuclear 

sis (PDGF) 
erbB 
ncu (crbB2) 

src. abl, mct . ros. 
mos, raf 

H-ras. N·ras. c-K-ras 

rnyc , tos. jun. myb­
sk1, re/ 

LI-=-Oncogcnos_c_on.otr:as_tunciono<>. 

1. lnactivadores de Supresores rndm2, c6. o7. 
Tumorales (rb, p53) o1A, c1B, sv40 

2. Antiapoptólicos bcl-2, bcl·xL 
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2.2.3. Activación do Protooncogonos. 

Existen varios mecanismos para la act1vacrón de oncogenes (e inactivac1on de los 

supresores tumorales). pero fundamentalmente, podemos agruparlos en dos 

grupos (1b,13.16) 

a) alteración de tipo estructur<tl cambio en la secuencia por mutaciones 

puntuales, delec1ones o 1nserc1ones. producidas generalmente por carcmógcnos 

qulmicos y rad1ac1ones. b) act1vac16n por alteración de la regulación en la 

expresión de los genes (translocac1ones. arnpl1ficacioncs) 

Los mecanismos que dan origen a una anomalia gcnCtica que puede activar 

protooncogencs (o desactivar genes supresores de tumores) y originar un proceso 

neoplásico, se describen brevemente a cont1nuac16n. 

a1) Activación por rnutae1onos puntuales. dclccionos o 1r1sl.:rc1onos 

carcinogénos1s química El cambio en una secuencia de nucleót1dos delerrrnnada 

se conoce corno "n1utac1ón"' Las mutaciones se han presentado en la escala 

evolutiva de forma universnl, ya que conllevan con ello al mejoramiento y 

d1versificac1ón de la variabilidad b1ológ1ca ( 1 b) Sin embargo. en procesos 

patológicos como el c.:lncer. el que !;e pre::.ente cierto grado de n1utabd1di.ld 

representa una amenaza mayor pClra el hospedero. ya que por lo general, al 

aumentar la carga de mutaciones en una celuln tumoral. ósta g<ina en gr.'.ldo de 

malignid<:id y res1stenc1a a los tratamientos terapéuticos. 

Se sabe que existen muchos compuestos y especies quim1cas que son capaces 

de interactuar y reaccionar con el ADN. rnuy espec1almcntc, con las b.:-tses 

nitrogenadas (Adenina. Guanina. C1tosm<:i y T1mina) de los nuclcot1dos Estos 

compuestos provienen de origen tanto natural como sintético. y son por n1ucho. 

los sintetizados por el hombre los que poseen un mayor potencial mut.:igénico El 

mecanismo o modo de accrón de estzts substancias generalmente 1mpl1Cil un.:i 

reacción redox. ya que rnuchns de ell.:ls son especies de tipo clcctróf1lo (oxidantes 

fuertes) y reaccionan con las bases plmcns y pinn1id1cas del ADN ( 1b,15) Se 

sabe que la hebra sencilla de ADN es mucho m<'.ls sensible al ataque clectrofihco. 

por lo que en los procesos de transcripción y replicación del ADN existe un mayor 
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riesgo de adquir1r mutaciones que cuando se encuentra enrrol1ado como 

cromatina, unido a las histonas. 

Las especies quim1cas carcinógenas pueden actuar directa o indírectamcntc con 

el ADN. La forma de acción indirecta. 1mphca la activación metabólica del 

compuesto (2). Son agentes carcmógcmcos directos el et1lmctano-sulfonato 

(EMS), el d1rnetil-sulfóxido (OMS). etc Agentes md1rcctos son los hidrocarburos 

aromatices pohclclicos como el benzo(a)p1reno y el d1bcnz: {a) antraccno. asl como 

el cloruro de vinilo. las rntrosammas y la afliltoxma C3 1 

Podemos, también de otra forma. clasificar a los agentes carcmogcnos mediante 

su mecanismo de acción (1b,2) 

- Agentes alqu1lantcs : gas mostaza. etilmetano - sulfonato. etc 

- Análogos de Bases (antm1ctabolitos) 5-brornouracilo, 2-aminopurina 

- Acndinas: Proflavinas (Se mtcrcal.:-in entre las b.:-iscs) 

- Agentes desammantes: ácido nitroso 

- Otros: hidrox1lamtna 

Sea cual fuere su ongen o modo de acción. los carcmógenos quirn1cos reaccionan 

con las bases nitrogenadas o las sustituyen. y provocan un cambio estructural en 

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

incorrecto entre las bases de la cadena en que se ongmó 13 mutación, y las 

bases en la cadena complcment,;:iria De esta fornta, al ..-cplicarsc la tlcbra con la 

base dcrectuosa o el análogo de base incorrecto, se pueden producir 

transiciones (cambio de una base p1r1mid1ca por otra p1r1rnid1ca o en su defecto. 

de una púrica por otra púnca) o transvcrsioncs (cambio de una base p1rirnid1ca 

por una púrica o v1ccversa)(1b). Con10 eicmplo de trans1c1ón tenc1nos el carnb10 

de C1tosina por T1mina por la presencia de 5-brornouracllo y corno c1emplo de 

transvers1ón. el cambio de Guanina a T1m1na debido a la anatoxma 

El que se presenten delccioncs o inserciones en la secuencia de nucleótidos 

también es posible debido a agentes quirrncos que se intercalan entre las bases y 

provocan una replicación dcfcctuos<:1 en la tlebra complcmcntar1a, anormalidad 

que se hereda en repl1cacmncs subsecuentes. a células h11as 
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o2) Mutaciones inducidas por radiación: Las bases rntrogcnadas son capaces 

de interaccionar con las radiaciones y sufrir transformación qulm1ca Se sabe que 

son especialmente propensas a reaccionar con la luz UV y con la radiación 

1on1zante proveniente de isótopos radiactivos. 

Ya que naturalmente se presenta este tipo de radiaciones, los seres vivos han 

desarrollado múlhples mcc:lnismos de rcpar<ic1ón y defensa que eliminan las 

bases "defectuosas" y corrigen las mut~c1ones antes de que se lleve a cabo la 

repllcac1ón de la hebra onginal Defectos en tales s1stcn13s de rep~Hación 

provocan cond1c1oncs patológ1cas sever;is en los humanos. con10 la atai<1a 

tclangicctasra y el xcrodcrrna r;.,,grnvntoso, al no poder contrarresktr los efectos 

nocivos de los rayos X y lél rad1ac1ón UV. respectivamente (2. G?,68) 

b) Alteración en la regulación: Muchos protooncogcncs no requreren <ict1varse a 
oncogcncs n1cd1anlc mut.:-1c1oncs. sino que C$ la sobrccxpres1ón de ld proteina 

norm.:il. la que ex<igcra cierta función de t<1/ forn1;:i. que rcprc!>enta un paso h:1c1<1 

la transformación debido .:i l;i aparición de un fenotrpo <1norrnal 

La amplificación o o'.lumcnto del nUrnero de copias de cierto gen por celula. es un 

mecanismo por el cu;:il, se elcv<1 en forrna exorb1t;-in1c la cantidad del producto 

proteico corrcspond1entc. por CJCmplo. df? c-i\..1yc Ya que esta proteína actú.:l 

como f;ictor dt.~ lr<1nsc.rrpc1ón en el nlJclco. se 0:1ct1va k1 progrc~~1ón del ciclo celular y 

las cclul<is se mult1plrcan dcscontrol<1dan1ente L1 an1pl1f1c¡-¡c1ón de un encogen 

como rnyc o r;is es de rnal pronostico y se préscnta frecucntcn1cntc en cztrc1norn;:i 

pulmon.:H, c.:-tnccr de n1arna o Cilncer colorrectal La prcscnc1;:i de un gen 

amplificado pu~dc rot1f1c.:Hsc c1togcnct1curncnto al obscrv<ir los cron1oson1as en 

metafnsc. de unu célula lumor.:il cientos o rndes de cop1zis se agrupan en las 

llamadas 'T--lcg1onc~ de T1nc1ón flornogeno.J~ en cron1osomas anorn1almentc 

largos. o bien. corno "cfot1lu!3 puntos''. AON que no fornia p¡¡rtc de los 

cromosomas pero que se puede ob~crvzir .-il cncontr¡:Hse asoc1¡1do a h1ston;is 

(1b.2,16) 

La translocación de genes de un crorr1o~:>oma a otro. es n1uy importante en la 

aparición dt-:! ncoplasr.:-1s m<il19nas El que cierta región de un cromosoma se 

escinda de su crorno5omzi ongin;il, y se un;i zi otra región del genom<l, es 

proceso que no sólo cst~ l1rn:tado al canccr. sino que también se presenta en 

l<J 



otras patologias (1b,2). En el caso del cáncer, una translocación por lo general 

ocasjona que los protooncogencs pierdan su región reguladora original, y se 

crean genes "hibridos .. en los cuales. debido a la naturaleza de la nueva región 

reguladora. el protooncogén queda SUJCfo a una expresión constante sin haber 

tenido lugar una amplaficac16n. Un ejemplo clásico de traslocación lo constituye el 

"'traspaso .. de la r-eg1ón distal del brazo largo del cromo~oma 9. que contiene al 

gen abl. al cromosoma 22. formando el crornoson1a F1laclclha. caractcristrco de las 

células de la mayoría de leucemias m1elo1dcs crónicas estudiadas Asi. la protcina 

Abl. con función de tiros1na c1nasa se produce contmuarnentc srn rcstrrcc1ón Otro 

CJemplo importante de translocac1ón se da en el Linroma de Durk1tt, en el que el 

gen c-myc. en la banda q34 del cron1osoma 8, pierde su región regulador.a original 

al pasar del cromosoma 8 a una región del cromo~>orna 14, donde se encuentran 

Jos genes que codifican p<lra anticuerpos. por lo que su expresión se vuelve 

constitutiva De esta forma. la protcina de c-n1yc se encontrar;) su1eta .a una 

producción continua en cClulas inmaduras de l:i fine.a de lmíoc1tos O (1b.2.13) 

2.2.3. Gonos Supresores Tumorales. 

La historia del descubrimiento de los genes supresores lurnoralcs. ~e 1n1c1a 

durante el estudio de cnferrnedndes ncop1as1cas con alto grado de frecuencia en 

una misma familia, es decir. hereditarias El caso n1as importante es el del 

Retinoblastoma (aparición de tumores en la retina) A. G. Knudson propuso en 

1971. mediante estudios c1togcnét1cos, que se rcqueria del d~u"'lo heredado a una 

de fas copias del cromosoma 13 par;i predisponer a una persona a este trpo de 

tumor. mientras que si se dañaba la otra copia. el individuo. invariablemente, se 

veda afectado por el retrnoblastoma (9) La hipótesis de Knudson, conocida como 

de "Dos Eventos· para la aparición del cáncer. pasó dcsapcrc1b1da por 15 anos 

hasta que en 1986. gracias al avance en las técnicas de b1ologia rnolecular. se 

descubrió que la r-cgión que sufre el dan o en el cromosoma 1 3. es la 

correspondiente al gen rb (9. 17). La proteina RB producidil. es una de las piezas 

centrales en la progresión de la fase G1 a la fase S: En la fase G1 tcmpr.:1na. se 

encuentra hipofosrorilada. y se une muy eficazmente con las proteinas EF2 que 

son factores de transcripción Al final de G1, RB es rosronlada por proteina­

cinasas dependientes de c1clinas. lo cual hace que can1bic de conformación, libere 

a EF2 y se produzca la transcripción de genes y un ;iumcnto en 1:-i actividad 
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metabólica concerniente a la replicación del ADN (12. 17). Parece que RB también 

regula la actívidad de transcripción de las ARN potimerasas 1 y 111. que transcriben 

ARN nbosomal y de transferencia. respectivamente (12) 

Niños con ambas copias del gen rb defectuosas. presentarán tumores en ambas 

retinas antes de los seis años. mientras que los individuos con un alelo daf\ado, 

por lo general requieren de cierta carga o daf'lo ambiental para mact1var al otro 

alelo Estas personas presentan el tumor hacia los 30 ar"los y por lo general. sólo 

en uno de los o¡os Una duda mteresantc es por qué sólo se presentan tumores 

en la rctma y no en otro h:!'Jido del organismo La descripción y ciefmtc1611 para el 

gen rb como un supresor turnoral. se apllc;1 para otros genes que como se l1c::J 

comprobado. predisponen a la transforrn;-ic1ón cclul;1r por el dar"lo ;i las dos copias. 

en donde se habla de una pórd1<k1 de la l-lntoroc1gos1dad ( 18) Existen muchos 

genes candidatos par<J ello, pero illgunos de los suprcsore~ 1úent1f1cndos hasta 

ahora. son 

apc.- Tomó lns siglas del tipo de cáncer colorrcctal en el que se 1dent1f1có su 

anulam1ento (Adenornatous Potypos1s Coll. o Polrposis Adcnomatosa F¡imll1ilr, 

FAP) Codifica para una protcinil c1toplasn1át1ca presuntan1cntc relac1onadL1 con l<i 

adherencia intercelular {21. 112) 

dcc.- También descubierto en cflnccr colorrectal. se le denominó asi por "Oeleted 

1n Colon Canccr'" La proteinLI que produce es de mcrnbrana, de tipo de adhc51ón 

celular Su pérdtda significa el poder causar met<'tstas1s. por las células tumorales 

(20) 

dpc4.- Rcc1cntcmcntc descubierto. se le tia relacionado con la ;1par1c1ón del 

cancer de páncreas (18) y prescnt3 cierta homologia con dcc, ya que la proteina 

correspondiente también es de <Jdhes1on cclul;1r 

rnts1.- Codifica para una protcina de 16 KD (p1G). que regula neg<.il1van1ente a 

c1nasas depcnd1cntes de c1cl1n;is que fosforilan a pHb , por lo que gu¡ird;1 t<in1b1én 

relación con p53 en cuanto a vi as int11b1ton;is de la función de E2F ( 17) 

wt1.- Identificado en el tumor de rinón de tipo Wtlk1ns. en el que es cornún In 

pérdida de la región 11p13. Ln famllr;i de protein<is corresponcJ1cnte tienen función 

de factores de tr¡:¡nscripc1ón de localtz<Jc1ón nuclc<Jr. u:f1 es un gen de expresión 

temprana en el desarrollo ernbr1on.t1rio (21) 
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brea (1 y 2).- Han sido identificados en la aparición de cáncer de seno. en familias 

con alto riesgo de padecer esta neoplasia (B, 19). 

nf (1 y 2 J.- Al parecer, las protelnas que producen inhiben a su vez la función de 

las proteinas de los genes ras. Son proteinas de citoesqueleto. Su inactivación 

está involucrada en cánceres del 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 función de los genes supresores de tumores, 

pero se sabe que generalmente están involucrados en procesos de adhesión 

celular, de reparación de ADN o de vigilancia en la progresión del ciclo (19,20,21). 

Por ello actualmente se propone una clasificac1ón de los genes supresores de 

tumores en dos tipos principales: los genes que se encargan del cuidado de otros 

genes (carotakors) y los genes que regulan el ciclo celular (gatekoopers) (19,34). 
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2.3. SUPRESOR TUMORAL p53. 

Las células tumorales, cualquiera que sea su locallzac16n en el organismo, poseen 

una característica común: el dividirse anormalmente, dando lugar a la prollfcrac16n 

de células casi siempre poco diferenciadas. en relación al tejido que les d1ó origen 

S1 bien la act1vac1ón de ciertos oncogcncs prop1c1a la aparición de un fenotipo 

celular transformado. es necesario que las células neoplils1cas esquiven las 

respuestas corporales en su contra. y tarnb1ón las que se encuentran 1ntegradil5 a 

su genoma corno una especie de mecanismo autodestructor que salvaguarde la 

mtegndad y funcionalidad del te11do en pilrticular y del organismo en gener_il (14, 

22). La inactivación de genes supresores tumorale.:;. y sus productos proteicos. 

permiten a las células transformadas desarrrollar un fenotipo más agresivo, y en 

consecuencia. causar invasión a otros tejidos mediante metástasis (4,5,8) Por 

otro lado. cólulas anormales formadas durante la embriogCnes1s y la maduración 

mueren por un proceso llamado apopt.osis (muerte celular programada) Este 

proceso es propiciado por la misma cClul;::i en colaboración con ciertos 

componentes del te11do, por lo que representa unn herrarn1entZl de último recurso 

en pro del bienestar del organismo como con1unto (22.23) 

La 1nact1vilc1ór:-i del gen supresor tumor<.il p53 no tan sólo permite a la neoplasia 

acabar con la regulación del ciclo celular, y mult1pl1carse m<'ls rc::ip1do. smo también 

escapar al proceso apoptót1co que debe de seguir corno ro que cs. una aberración 

a los patrones celulares normales (14.22.23) No es sorprendente entonces. que 

p53 sea el gen más mutado o delec1onado en tun1ores humanos El 50º/o (en 

promedio) de todas las neoplasws anahz<idas hasta la fecha poseen en sus 

células, al menos un alelo del gen p53 mutado (24,25). mucho más de lo que se 

sabe para mutaciones en protooncogcncs (la mutación en ras. por ejemplo. se 

presenta con la mitad de frecuencia en comparación con p53 para cáncer de 

pulmón {21.91)) u otros supresores tumorales S1 esto aunarnos los 

descubrimientos sobre proteinas virales y celulares de carácter oncogémco que se 

unen a la proteina P53 y la inactivan. y las vias b1oquím1cas u otros procesos (ver 

más adelante) en Jos que directa. o indirectamente se halla involucrado p53. 
entonces es muy probable que la mayoria de los cánceres humanos registren. en 

cierto nivel de su evolución. la alteración del gen o l.:i protcina P53. o de los 
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mecanismos celulares en los que part1c1pa p53 cs. la "llave maestra" que actrva 

mecanismos clélve que detienen el ciclo celular y/o inducen la apoptos1s (36) 

La presencia de un gen p53 en mamíferos cercanos al hombre o el respectivo 

análogo en especies inferiores como insectos. es un hecho que denota por si 

mismo la función central (universal) de p53 y su apanc16n ancestral como uno de 

los reguladores clave del ciclo celular. y la correcta progresión de éste (36. 80) A 

su vez. la inmensa bibliografia sobre investigación y estudio de p53 adquiere otra 

d1mens1ón al tomar en cuenta el breve periodo en que se ha construido el 

conocimiento sobre este supresor tumoral y recalca la singular importancia de 

esta proteína. designada como "'Molécula del Ano 1993 .. por la Revista Sc1ence 

(26) y de las funciones que lleva a cabo. Este trabajo sólo permite la revisión de 

los conceptos más importantes y algunas de las áreas más interesantes descritas 

para p53 .. 

2.3.1. Genoralidados de p53. 

p53 se descubrió al final de la década de los 70's (31), gracias a que la proteína 

se une al antfgeno "T-largo"" del Virus de Simio 40 (un virus que transforma células 

en cultivo), y se pensó que la "oncoprotelna" de 53 000 daltones de peso que 

precipitaba junto con SV40-TL, era codificada por un "protooncogén" que al 

activarse, producía 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 dió el análisis molecular del gen rb a la teoría de 

Knudson sobre el dano a las dos copias de un determinado gen para producir 

cáncer). se determinó que un locus de p53 frecuentemente se delec1ona y la otra 

copia se encuentra casi siempre mutada, en cáncer colorrectal (27,28), lo cual 

puede extrapolarse a un buen número de neoplasias malignas estudiadas (29,31). 

Esto consolidó el concepto de supresor tumoral y colocó a p53 como un gen de 

importancia vital en Ja aparición y progresión de' cáncer (30,31). 

En el hombre. el gen, denominado simplemente p53 (6 TP53 [21]). se encuentra 

en el brazo corto del cromosoma 17. en la banda 17p13.1. Posee una extensión 

de 20 kilobases, en la que se localizan 11 exones y 10 intrones. Los exones 2 al 

11 codifican para la protelna, por lo que la región promotora de transcripción se 
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circunscribe al pnmcr e)(ón e intrón (la gran longitud de éste último hace pensar 

que juega un papel importante en la regulación) (21,32) Se sabe también de 

regiones estimuladoras de la transcnpc16n arriba en la secuencia del gen (31) 

El ARNm, de unas 2 5 k1lobases. posee una vida media mayor a las 12 horas. Se 

le ha encontrado expresado en casi todos los tejidos cslud1ados, que 

generalmente presentan niveles ba1os, pero en una mayor proporción, en tejido 

embrtonario y en células con dano a AON (21). El ARNm humano codifica para 

una protelna de 393 aminoácidos. la cual posee senal de locahzación nuclear 

mediante fosfonlac16n especifica en su C)(trcmo carbo)(ilo 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 núcleo 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. Protuina P53: relación ostructura·actividad do los dominios 
funcionales. 

La protelna P53 humana presenta un 76°/o de homología comparada con la 

proteina murina. El grado de homología varia con otras especies. pero es muy 
importante sen.alar que a éste contribuyen 5 regiones con una secuencia de 

aminoácidos altamente conservada que se presentan a lo largo de la escala 

evolutiva (rata, pollo, trucha, )(Onopus, ctc.[31 ,80)). Como es de esperarse, estas 

secuencias cumplen func10nes 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 1,11,111,IV y V, respectNamente, localizadas a los largo de los 3 

dominios funcionales conocidos de P53: el extremo amino terminal (de 

transactivación de la transcripción), el central (unión a AON), y el carboxilo 

terminal (de oligomerización) El esquema correspondiente se muestra en la Figura 

2.2. 

Los dominios central y carboxilo~terminal de la protelna son resistentes a la 
mayorta de proteasas celulares (21 ,31,33), por lo que se cree que la inactivación 

del extremo amino participa en algún nivel de la regulación de la actividad de P53. 
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.. ~IGUJL\. 2.2.- Esqucmatinic16n Je la protcina PS3. Se 1lu:>tran lo~ 
tres don1inios func1onalc:s (bandas gruesas) y las protcinas celulares 
y virn.lcs que se unen a ellos. asi con10 las 5 regiones ahatncntc 
conservadas en la escala evolutiva y los sitios tn<.is frecuentes de: 
mutación. Tomado y mluptodo Je L KO y e· J-R/VES (36J 

Dominio de Transactivación do la Transcripción (amino terminal).- Comprende 

los aminoácidos 1 a 42, es altamente h1drofób1co y de cnrácter ac1do Se ha 

demostrado su capacidad de interaccionar directamente con la maquinaria celular 

de transcripción basal (con proteinas tales como las de unión a la secuencia TATA 

[TBP.s] y otros factores de act1vac1ón de la transcripción [TAF"s}). a través de los 

residuos 19, 22 y 23, específicamente (29,33,34). A esta región tamb1ón se une la 

proteína MDM2, regulador negativo de P53. La función de activador de la 

transcripción se encuentra int1rnamente hgada con la unión del dominio central a 

secuencias específicas de AON (35). Estudios recientes han demostrado la 

presencia de aminoácidos blnncos de cinnsas en este dominio que tal vez. se 

piensa. regulen la transnctavación de otros genes cfcctunda por P53 (29) 
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Se ha demostrado que 1os genes p21(waf/c#p1), mdrn2, gadd45, bax, ciclina-G 

o Jgf-bp3 son regu1ados pos1hvamente por P53 (sus actividades se discutiran más 

adelante). y se reconoce que existen otros genes candidatos a transcripción 

mediada por P53(31,36) También se buscan nuevos genes blanco de activación 

de transcripción por P53. por ejemplo, mediante anéilisis por computadora de las 

secuencias de ADN humano en varios bancos genómicos (37). Después de 

localizar los posibles candidatos, se reahzan los protocolos experimentales 

adecuados para determmar si P53 en realidad controla la expresión de ciertos 

genes. Entre los candidatos se encuentran diversos oncogenes. protcasas y 

proteina-cinasas (29.3i ,37) 

Dominio de Unión a ADN (región central o .. core .. ).- Los residuos 120 a 290 se 

encuentran 1mphcados en la unión directa de la protcina al ADN y el 

reconocimiento de secuencias especificas de nucleótidos (en genes cuya 

transcripción es promovida por la región NH2 terminal): los elementos de 

respuesta a P53. están dados por la construcción 
5'-PuPuPu C (AIT) (T/A) G - p¡p¡p¡.3• 

(Pu = purina, Pi = p1r1m1dina) repetida 2 veces con un espacio de entre O y 13 

bases entre ambas secuencias (2"1.33.34.37) 

La región central en su estructura terciaria presenta dos láminas beta-plegadas 

que sirven de soporte para los 3 motivos de unión al ADN: una estructura de 

g1ro(u horquilla)-lámina-héhce(LSH) que interacciona con el surco mayor de ADN. 

y dos horquillas mayores. denominadas L2 y L3, que a su vez interaccionan con el 

surco menor del ADN. La conformación tndimens1onal de las horquillas L2 y L3. y 

la región LSH. se encuentra estabilizada por la presencia de un átomo de Zn (2+) 

tetrahéddcamente coordinado (33,38). La conformación tridimensional del core o 

región central se determinó por cristalografía. en "'\994 (38). La unión al ADN 

implica la formación de puentes de hidrógeno entre residuos específicos 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 representación de la interacción 

de la región central de P53 con el ADN se muestra en la figura 2.3. 
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El por qué se presentan para P53 regiones de aminoácidos tan conservadas en la 

escala evolutiva, se descifra al examinar el dominio central de la protcina· las 

regiones 11 y V conforman el motivo LSH, mientras que las regiones 111 y IV. son, 

respectivamente, las horquillas L2 y L3. Oc aqui que la homologla entre especies 

se encuentre compromehda con la región central que al establecer la unión al 

ADN, permite a P53 desarrollar la mayoría de sus funciones conocidas (34,36). De 

hecho. la región central puede unirse al ADN, sin presentar el extremo amino, el 

carboxilo, o incluso, carecer de ambos. No existen protcinas conocidas con 

secuencias similares a la región central de P53 (33.78). 

Los residuos de los codoncs 175(arginina) en L2, 245(glicma). 248(arginina) y 

249(arginina) en L3, 273(arginma) y 282(arg1mna) en LSH, son muy importantes 

en la unión al ADN y es de hacer notar que t.ambtén son los más comúnmente 

mutados en cánceres humanos (24,30.31)- Por lo tanto. al mutar tan sólo uno de 

ellos, se pierde parte de Ja capacidad de unión al AON de p53 y por consecuencia, 

la funcionalidad de los dominios an1mo y carboxllo (36.38) También son 

importantes en la unión al ADN los cuatro aminoácidos que mantienen el enlace 

coordinado con el áton10 de zinc. y que son los residuos 176(czsteina) y 

179(h1stidina) en la horquilla L2. asi como los residuos de c1stcinc:J en l;:is 

posiciones 238 y 242 de la horquilla L3 (33.34). 

Extremo carboxi/o terminal.- Los residuos aminoacídicos 300 a 393 engloban 

no tan sólo un dominio funcional. sino dos al menos por lo que indican estudios 

recientes sobre la regulación funcional de P53 (36,39). ya que a lo largo de toda 

esta región existen residuos de scrma y treonina que pueden fosfonlarse y regular 

las actividades de la proteína. 

Los residuos 300-320 forman una región flexible que une el dominio de unión a 

ADN con el de oligomerización, establecido entre los aminoácidos 320 a 360. 

Como es sabido. P53 forma tetrámeros en el núcleo. por lo que su actividad en las 

células casi siempre está mediada por esta conformación cuaternaria. que se 

describe a continuación. 
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La región entre los residuos 325 y 335 forma una hoja beta, y la comprendida 

entre 337 y 355, una alfa-hélice. Dos monómeros de p53 forman un dímero 

mediante la interacción de estas hojas beta y hélices alfa. en forma ant1paralela 

El dlmero puede de esta forma asociarse a otro dímero del mismo modo. gracias 

a la superficie h1drofób1ca de cada par de hélices, y de esta manera formar el 

tetrámero (29.33,34) Se cree que este oligómcro reconoce de manera más r.tlp1da 

y aumenta la especificidad de umón a AON, en relación a los monómeros. s1 bien 

éstos también poseen plena capacidad de transact1v.:idor de la transcripción. y 

unión a ADN (40) La esquematizac1ón de la interacción del tetrámero de P53 con 

el AON mediante l;:i región central, se ilustra en la figura 2 4 

La conformación trid1mcns1onal del extremo C.<lrboxllo terminal en su región de 

oligomerizac1ón fué definido gr;:ic1a5 a la resonancia m;:ignét1ca nuclear y n 

estudios de cnstalografia por rayos X (33) 

Otro dom1n10 funcional perfectamenle dcfm1do, se ha establecido en los últimos 

treinta aminoácidos de la proleína. es en esta regían altamente bas1ca donde se 

han localizado varios residuos propensos a la fosfonlac1ón (como S378 o S392) 

por diversas protein01-ctnas¡¡s Esta fos.forilac1ón se ha rclac1onacJo con el paso de 

una forma de P53 "mact1va". hacia un.:i P53 "activa·· en cunnto a la cap.'.lc1dad de 

unión a ADN y trans;-ictivac16n de l.'.l trascripción (29,39, sección 2 3 3 } 

Una función sabida con antenor1dad sobre los residuos 360-393, es Ja de urnon a 

hebras senc1llns de ADN o ARN, y promover el nparcam1ento entre hebras 

complemcntanas La unión a los ac1dos nucleicos por esta región. no parece ser 

secuencia-especifica, como en el caso del dominio ccntr.:il (20.33) 

2.3.3. Regulación de la actividad do P53. 

Regulación positiva. 

P53 se encuentra normalmente en muy pcqucf'las cantidades en las células 

normales. pero cuando existe daflo al ADN. una disminución en la poza de 

nucleótidos (o alteración en su biosintesis 34,41), condiciones de estrés (hipox1a, 

calor) o algún otro tipo de dano o insulto a la célula. se provoca que la proteína se 

estabilice. se alargue su tiempo de vida media y se eleve considerablemente su 
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actividad (29,31.38). Existe cv1dcnc1a de que también se estimula su traducc1on y 

por consiguiente. se aumcntrt en forn1a efectiva el número de copias de la 

protelna (34,39). 

Datos interesantes sugieren que P53 puede encontrarse latente en el c1top~,1-::ma, 

y que tras alguna sel'\al. se introduce en el núcleo pnrn desarrollar sus funciones 

(29.39). O bien. la proteína "latente". que se encuentra ya en el núcleo y que 

carece de actividad mtrinseca. debe activarse para poder cjccutnr su función 

(39.42). Se especula que la act1v1dad se presenta en base a un carnb10 

conformac1onal de la proteina en un tipo de regulación aloster1ca y que esto 5C 

puede producir. de varias formLls 

a) Mediante fosfonlac1ón en su5 dom1rnos carbox1lo y arrnno terminales (29,39) 

b) Reconociendo daño al AON en la forma de rotura5 de hebra sencilla o doble. o 

delecioncs/inserc1ones de nuclcól1dos. nled1anle el (...•xtrcmo c.arbox1lo tcrrn1nal 

(29.43). Es muy probable que el dallo al ADN. sea vcrdaderLlmentc detectado por 

esta región. ya que su interacción con ADN es independiente de la secuencia de 

nucleótidos 

e) Se ha descrito que I~ urnón de c1cr1os anticuerpos o púptidos art1fic1ale~• (44.45). 

y la unión de hebras cor1as. sencillas de /\DN (4G). en la región de los 

ammoácidos 360-393, activan ~ P53 

d) Por regulación lipa rcdox mediante factores e:>pccíf1co!; Se encontró que la 

protcina Rcf-1. cuyo número se eleva. por CJernplo. en cond1c1ones de h1po,(1a. 

convierte a P53 que se encuentra en la forrna latcntf.! a su formLI activa (42), al 

contrarrestar el efecto de espcc1c5 oxidantes ya que P53 en estado reducido es 

mas hábil para llntrse al ADN Tarnb1ón se dcrnostró que Rcf-1 acttva 

poderosamente a P53 1ndcpend1enterncntc del estado redox de la cClula. por Jo 

que participaría a la vez como un act1vador alostCrico. en otras cond1c1oncs de 

dat"lo n la célula 

e) Por interacción con proteinas de s1sternas de reparación de ADN. como la 

proteina ATM (disfuncional en la enfermedad conocida corno Atax1a­

Telangicctas1a). Existe suficiente cv1dcnc1a para ligar la actividad de ATM, con lo:i 

activación de P53 (34. 47) Esta scrlahzac1ón proteína-proteína, poco 

caracterizada para P53. podria explic;:1r algunos mecanismos en los que: 

interviene. 
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Datos interesantes en cuanto a la regulación de P53, es que se pensaba que 

existla un proceso de corte o procesado altr.rnntivo (o Msp/icing} para el ARNm 

humano como el que sucede con el ARNm de p53 en ratones y en el que los 

últimos 26 aminoácidos da la protcina silvestre son cambiados por una secuencia 

de 17 ammoác1dos diferente (21.29.48) Esta proteína alterna mantiene todas sus 

propiedades y funciones normales. salvo por la actividad de aparcnm1cnto (o 

~annca/lng} de hebras scnc11l<1s de AON o ARN que se ve perdida. Ya que lo!> 

niveles de l.'."l protcina "altern<1" y la normal varian dur<lntc el ciclo celular de la 

célula munna. se pensó que lo mismo sucedía en otras especies Gracias a un 

estudio detallado por W1ll y col.-iborndores (4H). se sabe que esto prob<:iblemcnh.! 

no ocurre. ya que se cxarncn;:iron diversos te¡idos de r<lta y de humano. y no se 

encontró ningún ARNni con "sp/1c1ny" alterno al norrnal Asi que parece ser que la 

regulación de P53 depcnc1e en gr<u1 pi1r1e de los procesos antes n1enc1onados 

como fosforilac1ón y rcconoc1rn1ento del dano al AON, en las cClul<.ls hurn<lna5 

Un rnodelo lógico de activac1ón dL• P53 en d<lño ill /\DN, propuesto por Moshe 

Oren del lntituto Wc1zn1ilnn consiste en lo s19un::nte (29) El extremo carboxdo se 

n1ant1cnc en contacto con el /\DN. rn1entró"ls p53 se desplil.l'.il a lo lilrgo del n11s.mo 

$1 se lleg<na n detectar <tlDLm;-i anornalía en el /\DN (conio dirneros de t1rn1na o 

rornp1m1cnto de l'-1 dohle ht!lll.""1). PS3 rt~duta :1 1.-1 tllilflU1n.1n:t de rcpar.:lc1án hasta 

el s1t10. y 1ncd1antc fo'.:>forllacion del extrf~n10 c.lTbol(1\o. se can1b1a la conforn1ac1on 

de toda 101 proteína p<11<1 prornovcr la transcr1pc1on de ocnu~; blarico quo mediarán 

el alto en el ciclo. hasta que el d;irío se haya corregido 

Regulación negativa. 
l<l regul<1c1ón negativa de P53. rnvc\ucra ~;u degradación por medio de bs 

protcasas del s1stcn1a de ub1qu1tmac1ón (49) Éste s1sten1a lo cmple;:i oct1vc:imente 

el presunto agente et1olog1co del c<lncer cérv1co-utertno. el pap1lorn::tv1rus humano 

(71). p;:ua ::tnu!ar pnrtc de b func1ón de P53, mediante lo producción de la 

oncoproteina EG que se une ;i P53 y l;i presenta act1vnmcntc n tal sistema de 

degradación (49, 131) L;:1 confornac1on de estas observaciones proviene del hecho 

de que al mact1vnr In via de ub1qu1t1n<ic1ón y proteóllsts. P53 se acumula en las 

células. asi como P21, uno de sus productos de transactivac16n (50) 
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Pero la regulación negativa más direcla. la provoca el mismo P53 al activar un 

circuito de au1orregufac1ón P53 prornucve la transcripción del gen mdm2. cuyo 

producto proteico se une al dominio armno tcrminnl de transactivac1ón y de esta 

forma. al expres~rsc en cantidades 5irn11arc5 a P53. impide el bloqueo de Gl que 

establece el supresor rumorar. y promueve Ja continuación del ciclo celular hacia la 

fase S (29,34,36). Se sabe tamb1Cn de rndrnx, un gen que comparte hon1ología 

con mdm2 pero que no se expresa durante el daño al ADN. ni es activado 

transcrrpcion3lmcnte por P53. asi que debe de controlar n P53 en otras 

cond1c1oncs de bloqueo al ciclo que impone este supresor tumoral (39). mdrn2 se 

encuentrn amplificado y por ende. snbrecxprcs;ido, en ciertos tipos de tumores 

(sarcomas. sobre todo) por lo que se le imputa a este fenómeno la tnactrvac1ón de 

la función de P53 y la .aparición del renotrpo transform¡ido maligno en céluJ;i5 de 

tales neoplasias (30,51). 

2.3.4. Funciones de p53. 

Una de las razones del impacto de p53 en el c.an1po de 1nvestlgnc1ón del c.:lnccr, 

fue que explicó por vez primera, a un nivel molecular. el mecanismo de acción de 

la qu1m1oterap1a y la r;id1otcrapin, (52<1.b) y el por qué en ciertos paciente~ resultan 

estos trat.LJm1cntos pall;tt1vos y en otros no (53). La rcs1stcncra a la terapia 

adyuvante en cáncer. se ha úcn1ostrado estar hg.ada a la 1nact1vac1on funcional de 

p53 (39,50) A p53 se le imputan. hasta el momento. dos procesos que son 

indispensables par¡i controlar unél población de cólulas. tanto normales como 

cancerosas la detención del ciclo celular en los punto~ do restncc1ón G1-S y G2-

M. y la apoptosis que se lleva a cabo en células con un d.LJr'lo irreparable de su 

ADN (31,34.36,39) 

2.3.4.1. Daño al ADN =Detención del ciclo en G1 

En el desarrollo temprano de la historia de p53 se supo que eventos como el d.:u"'"lo 

a ADN por radiación, sustancias quimicas o especies reactivas de oxigeno. 

elevaban los niveles de P53 (31) y la rnayoria de las cólufas se dctenian en la 

fase G1 al medir los nwrcndores corrcspond1entcs en el ciclo celular. Es lógico 

pensar que cClufas con daño en su ADN, deban repararlo antes de replicarlo. y 

esto efectivamente es lo que sucede. ¿Cómo logra P53 detener generalmente el 
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ciclo en el punto de restricción G1-S? La respuesta es simple: P53 activa, 

mediante su unión al ADN, la transcripción de genes que son los efectores físicos 

del alto en el ciclo, siendo P53 una especie de director de varios procesos que se 

presentan simultáneamente: 

A) El principal efector del alto en G 1 mediado por P53, es el gen waf/cip 1. que 

codifica para una protelna de 21 kd (54.55) P21 se une, e inactiva de esta forma. 

a cinasas dependientes de c1cl1nas entre cuyas funciones se encuentra la 

fosfonlac16n de la protclna RB (56). y proteínas homólogas de RB: P107 y P130 

( 12, 17). Como sabemos, RB h1pcrlosforllado libera a E2F, factor de transcripción 

nuclear de vanos genes involucrados en la trans1c16n de G1 a S 

P21 no tan sólo se une a las c1cllnas y compleJOS cichna-cinasa como ciclina D­

CDK4, c1clma E-CDK2 o ciclma A-CDK2 También se une al antigcno nuclear de 

la célula en prollferac1ón (PCNA). que es necesario en la repllcac1ón del ADN 

(29,34), lo que tal vez también induzca la detención del ciclo en G1 

Aunque la principal vía de activación de P21 es su transcripción mediada por P53. 

es necesario scrlalar que tan1bién se ha descrito al menos otra via alterna de 

expresión de In proteína P21. independiente de P53 (57) También se ha 

comprobado que P53 es capaz de inducir el alto en G1/S sin ncces1d;id de activar 

a P21 en ciertos tipos celulares (56). por lo que otrns funciones aparte de su 

actividad como transact1vador estarian involucradas en este proceso 

B) gadd45 (gen activado en dat'lo al ADN) es otro gen que es activado por P53 

para parar el ciclo en G1 (36.39) Lil proteina GAD045 también se une a PCNA 

evitando así la replicación de ADN Se sabe que PCNA interacciona a su vez con 

la maquinaria de rcpnración de ADN, cspecific;:imcntc con las proteinas 

involucradas en la reparación por excisión de nuclcótidos (NER) Oc esta forma es 

probable que al interaccionar GAD045 con PCNA, suceda efectivamente la 

reparación de ADN durante el alto en el ciclo (29). 
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2.3.4.2. Falla en la División Celular: detención dol ciclo en ol punto do 

restricción G2/M. 

Un hallazgo sumamente interesante resultó el descubrir otro punto de bloqueo en 

G2/M efectuado por P53 en los experimentos realizados por Cross y 

colaboradores (58). F1broblastos de ratones a los que se pone en contacto con 

agentes inhibidorcs de la formación del huso cromático. como colcem1da o 

nocodazol. permanecen en G2. abortan la mitosis y se trasladan hasta G1/GO tras 

el fallido intento de división celular. Por otro lado. los fibroblastos p53 -/- tratados 

de igual manera, sencillamente ignoran el hecho de falta de huso. entran 

nuevamente a las fases G1 y S. y de esta forma, se convierten en células 

aneuploides o poliploides con un elcvadls1mo grado de inestabilidad genética y 

mayor grado de malignidad. 

La dcscr-ipción del mismo tipo de comportam1ento en f1broblastos humanos (59) 

fue muy importante. ya que la cond1c1ón de nuhdad para p53 o rt;, (mediante su 

inactivación con proteinas E6 y E7 de HPV. respect1varnentc) predispone a la 

aparición de células ancuploides espontáneamente tras varias generaciones. lo 

cual se exacerba al someter a las células a colccm1da y nocodazol En fibroblastos 

normales la expresión de p53 se eleva para resguardar el estado d1plo1dc Si bien 

el mecanismo puede y debe involucrar la transcripción de genes por pnrte de P53, 

es cierto que p21/waf no se encuentra entre ellos (58.59) 

De esta forma, se establece sín lugar a dudas un punto de restricción al menos 

tras la mitosis fallida, promovido por p53, pero sólo si se previene la amenaza de 

apoptosis. Un estudio reciente (60). sostiene que la expresión de p53 se lleva a 

cabo en la pseudo-fase G1 a la que entran las células, despuós de que se detectó 

la falta de huso, y se activaron sistemas de alarma, aún desconocidos. que 

inhiben la apoptosis para salvar a estas células, ya qu~ por ejemplo. se requiere la 

expresión de la proteina antiapoptótica Bcl-xL. 

Otro aspecto interesante de la relación entre p53 y el citoesquelcto, lo constituye 

el que en células carentes de p53, aparecen espontáneamente varios 

centrosomas antes de la mitosis y con ello células aneuploides (61). Esto confirma 

nuevamente el papel de "guardián 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 dependerá del tipo do células asi como de las condicionos en que se lleven a 

cabo los experimentos del estudio en cuestión (22.39.62). Los mecanismos por los 

que p53 induce apoptosis en una célula, 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 1n vitre con fármacos o radiación cultivos de células de tal forma 

que se infringe un daño masivo al material genético, lo que se trata es de imitar a 

condiciones ambientales in vivo que ponen en peligro la integridad del genoma y 

de los procesos celulares basales. La mcJOr opción para proteger al resto del 

organismo entonces. es llevar a la célula a apoptosis. ya que un daño genético de 

tal magnitud, puede provocar la .aparición de estados patológicos como es el caso 

del ciJncer (B.22.23). Al evitar el proceso de apoptosis las células neopliJsicas 

formadas aseguran su sobrevivencia y como consecuencia. se desarrollara un 

tumor. 

El proce30 de la apoptosis se puede observar fis1can1entc, por la formación de 

una escalera de ADN al hacerse migrar por electroforesis en un gel de agarosa o 

acrilamida, lo cual indicará su ruptura por nucleasas especificas en una forma 

definida, contrario al barrido de ADN que puede observarse en células necróticas 

(22). También se sabe que en la célula apoptót1ca se rec1stra una marcada 

actividad proteolitica y que se forman sáculos (cuerpos apoptósicos) que son 

degradados especificamente por macrófagos del sistema inmune (23). De esta 

forma, la célula muere en una forma ordenada. en la que se encuentran 

involucradas señales bioquimicas especificas generadas por determinados genes 

(8). P53 es uno de ellos, y se sabe que puede provocar apoptosis de varias 

maneras, utilizando diferentes vías de señales. Tres de ellas se comentan a 

continuación. 
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1) Expresión e/avada do la proteína PS3. 

Niveles muy altos de la proteína P53 activa. en relación al estado b;1sal de la 

célula. se han asociado a la muerte por apoptosis (29,39,50). En un estudio 

determinante. efectuado por Chen y colaboradores (63). se indujo la expresión 

cuantitativa de P53 en células carentes del gen. mediante regulación negativa por 

tetraciclina. Se pudo comprobar que la cantidad de P53 es directamente 

proporcional al número de células en culttvo que mueren. e rnversamente 

proporcional al porcentaje de la población viable 

2) Genes activados por P53. 

La activación de la transcrrpc1ón por P53 es necesaria para producir apoptos1s en 

algunos tipos celulares. como lo scña/;1n acertadamente algunos estudios 

(36.55.63) Dos genes que son expresados via P53, y que son mvolucrildos en el 

contexto de apoptos1s. son bax e 1gf-bp3 

• igf'-bp3, cod1f1ca para una proteína que es inh1bidor del factor de crec1m1ento 

parecido a la msullnél (IGF) JGF. de franco carilctcr n11togén1co. estunula de 

forma general la progresión del ciclo celular Al anularse su <tct1v1dacf. se 

podría anular toda señal de sobrcv1venc1a (29.36) 

• bax, cuya proteina es apoptót1ca. y an:llogo estructural del producto de bcl-

2. un gen ant1apoptót1co (64) Existen a su vez vanos genes relacionados con 

los: bad y bak (apoptóticas) y bcl-x. bcl-w de carácter protector conira 

apoptosrs (22.65). Esta fam1llél de protein;1s parece constituir la vio:i prmc1pal 

de decisión entre vida o muerte en una célula. y la 1nrormac1ón sobre el tema 

es amplis1ma. S1 bien el mecanismo detallado aguarda a ser resuelto. estas 

proteinas en su estructura tr1drmensronal se parecen proteinas intcgrnntes de 

canales iónicos. Por lo tanto. tal vez med1arian las señales quimicas. mediante 

flujos iónicos, de la degradación del ADN. destrucción de m1tocondr1as y otros 

organelos. y formación de sacos apoptót1cos (66) 

Se ha establecido que la proteina Bax forma heterodimeros con Bd-2. pero st 

se elevan sus niveles. lo cual parece ser que se efectúa por mediación de 

P53, desplaza a Bcl-2 para formar homodímeros que propician la apoptosis. 

Por el contrario. una proteína Bcl-2 sobreexpresada forma los hornodirneros 

respectivos que protegen a la célula. De esta forma, se establece un 
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verdadero equilibrio entre el tipo de dímeros formados, ya sea Bcl-2:Bcl-2. 

Bax:Bcl-2 o Bax·Bax, el que conducirá a una rcspuestn definitiva sobre s1 la 

célula debe morir o permanecer con vida (22.65) 

Datos recientes sobre actividad de transactivación de P53 y apoptos1s le han 

involucrado con los genes 1co y apo/fas. cuyas proteínas (protcasas) se sabe 

promueven la muerte celular (22,29.34) También existe información sobre la 

activación de una familia de genes. dcnom1nadn "p1g'' que proviene de genes 

inducidos por P53. cuyas protcinas serían encnrgadas de producir grandes 

cantidndes de especies reactivas de oxigeno. lo cual conduciría a un daño masivo 

1n extenso a la célulil. y provocttria su muerte Estos estudios <1ún se encuentran 

en proceso. Hay que recordar que la caracterización de genes trans;Jct1vados por 

P53 aún sigue en progreso (37) 

3) Interacción Proteína P53 - Protcinas de reconocimiento al daiio y 

reparación de ADN. 

Un hecho que h<i despertado el intcrCs de van-:>s grupos de mvest1gac1ón. lo 

constituye el que n1utantcs de P53 sm la región am1no-tcrm1nal. se encuentran 

incapacitados para inducir la muerte cclul;ir (29.34,36) Sorprcndcntcnu~ntc. no es 

el dominio de tr;in~..::trt1vac1ón (amino3c1dos 1 a 42) el principal en determinar esto, 

sino unu región entre los ammo<lc1dos 61 y 94, de carácter btis1co y nea en 

prohnas. La <1usenc1'1 de tilles ammo3c1cfos con el resto de la proteina intact;:i, 

señ;:ila el dcscubr1m1ento de un nuevo dominio funcionul en P53 ¿CuC:tl es la 

función que supuestamente realiza para inducir apoptosis y muy probablemente 

también. detención del ciclo celular? P;?rccc ser que la 1ntcracc1ori con otras 

proteinas. tilles corno 

• Atm. que pertenece él un sistema de reparación de ADN en darlo producido 

por radiación ionizante. y que estfl a/ternda en la enfermedad genética 

conocida como Ataxi;-i Telangiectas1a (34,47). 

• ERCC2 y ERCC3. productos de los genes xp-d y xp-b, y que forn1an parte 

del complejo del factor de transcripción basal TFHll (67.68) Estas proteinas 

son helicasas que curiosamente, también estiin involucradas en sisternns de 

reparación de ADN De hecho, los genes fueron denominados con las m1c1ales 

de la enfermedad hereditaria en la que se encuentran alterados: el Xcroderma 



Pigmcntoso. la cual se cur01cte11zn por la aparición de cáncer de pu~I con un 

mfn1mo de cxpos1c1ón él l.'.J luz UV ( 1 by e) 

• Csb, otra hellc;¡sa tnmb1én 11npltcad01 en reparación (defectuosa en el 

Síndrome de Cockayn~} y la cu.'.JI se une a P53 en la región rica en prolmas 

(68) . 

... c-Abl. que tiene acción de trrosina-cmasa, y cuya expresión normnl detiene 

el ciclo celular. y cuyo ;in;llogo viral. el oncogén v-a/JI. carece de Ja región 

correspondiente de unión ¡1 P53 t!rl lo5 an1mo<'1cidos Gl-94 (34) 

De esta forma, part~ct- ~;,!r qt1P ~•e h.;:1 d,~~cub11Jrto una verd.1dera conC!x1ón tis1ca 

entre los sistemas de rep.:1rac1ón dt! ADN y la re~>pLJt!!;la úe detención del ciclo o 

apoptos1s. mediada por p53 

2.3.5.- P53 decide: ¿ Alto en el Ciclo o Muerte? 

Si bren se han 1dcnt1f1codo algunas. vi015 especificas. que dcterrn1n.1n 1., respuesta 

d1ferenc1al a p53, corno la e)(prcs1un de P21 en la detPnc1ón del ciclo t_•n G 1, o la 

apoptos1s por expresión de biJ:M.. e5 rnuy cu::rto que no es suf:c1entcn1ente claro 

cuando se evoca ~· una re~.puest01 u otr;i, aparte de la~; s1tuac1oncs en donde el 

daño al ADN es 1<:u1 i:trave que Ja o!lula no tiene otra opción que rezolvcr por 

apoptos1s Vario~• autcire'.; t:~.tan dt- ;1cuerdo en que 1¡-i cJeci~;ión depende del tipo 

do células en estudio. y dP qu,: pLH_:dt•n exr~;tu d1~•t1ntos progranl.:t!.> de 

transact1vac1ón de transcrrpc1on de qene:i o 1nteracc1on con otra5 proteinas. que 

colaboran a su VéL con otros n1ecan1~n1us b1oquirn1co:; y así f.:-1vorecer ;J un<.i de 

las dos opciones (29,34,56) 

Para tratar de resolver el dllcm<1 sobre quP. vi;i c~; J¡i elce11d;i, 1<1 bzitall;i se ha 

librado en el can1po de estudio de los dornrnio!.• func1on.:lle!.o. y se h;:in l/cv.:ldo a 

cabo varios estudios en los que se h~ probado lél act1v1daú de d1vers;is proteinilS 

"quiméricas" o n1utantcs de P53 (55,5G,G2) Esto ho dc1ado en cl.:lro, por CJCmplo. 

que se requiere de unél proteína íntegra para dar el máximo de respuesta 

apoptótica. o de trC1nscnpc1ón de otro$ genes., Jo que C$tablccc un hecho c/.'.lve a 

considerar: se requiere 1nv<10.-iblemcntc cíe la unión a AON por el cJon11r110 central, 

o al menos, de la intcracc1on de óstc con otros clcn1entos nucleares. p3ra que se 
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lleve a cabo cualquier función de P53. Ya se han descrito protctnas que se unen a 

la región central en su conformación nativa. mñs no a una P53 mutada (69). 

C. Prives y colaboradores proponen que puede ser una interacción entre los 

dominios amino y carbox1lo (mediada por otros factores o proteinas). en una P53 

unida al AON. lo que dctcrrn1na la vía de apoptos1s. en una conformación de la 

protein;i, diferente de la que reconoce el dar'º ;-il ADN (29) o de la que se 

presenta en l.t1 transact1vac1ón (33). y que ser)illaria el 1rnc10 de apoptos1s mduc1dü 

por P53 (G2) 

Tomando en cuent.'.l los datos niás convmccntcs publicados sobre la 1ntcracc16n 

de P53 con otros elcn1cntos de lns vias de respuesta. se puede establecer que 

a) Lil expresión de P21 (waf/c1p1) es cornplctamente a1ena a la apoptos1s (célulos 

p21-I- pueden morir efectivamente por .t1poptos1s inducida por P53 [55] ) y no 

siempre se requiere a P21 par.ti establecer el alto en el ciclo en el punto de 

restricción G11S (5G) Esta y otr.'."ts observ11c1oncs han den1ostrado que tanto la 

1nducc16n de <1poptos1s corno la trans;i.ct1vac1ón de genes por PG3 son funciones 

complctan1cntc 1ndepend1entcs de su h;:1btl1dad par;i. 1nh1b1r el crec1n11ento 

(dctencron del ciclo en G1/S' 

b) Protcinas mutantes con delectón del '~xtremo carboxllo (01n11no<1c1(jos. 1 n 31·1), 

son mcapaccs de llc·.1<.tr a c;ibo apoptos1~~ (55). pJr lo que scgur;irnente es 

necesaria IZI forn1i.lc1ón del tetrúrnero para producir e~te evento 

e) La alteración o bloqueo de la respuesta de los c\etncntos rio aba10 en b 

cascada de eventos de la detención del ciclo celular por P53 que es mcd1<:lda por 

P21. induce mvariablcmcntc <"lpoptos1s Por ello es que s1 se anula <il gen o a la 

proteina Hb. o s1 se sobrcexprcsa e! factor de transcr1pc1on E2F (lo cual es 

equivalente a 1n¿-¡ct1var a Rb) ser<in alterac1oncs que scrc:in detectadas por p53 y le 

1nd1c<1r<:ln que se tia perdido el control en la detención del ciclo celul<H. 

produciCndose asila apoptosis (56,70) 

d) Honscn y colaboradores (56,70) han demostrado que la apoptosis es el 

mecanisn10 responsable. y no la detención en G1/S, para suprimir la 

transformación de cólulas provocada por oncoprotcínas tales como E 1A y Ras 

En relación a lo nntcrior. dur<Jnte mucho tiempo se ha s<Jbido que las cClulas (p53 

+/+)que expres<Jn la protcina E 1A de ndcnovirus, que se une e inactiva la función 
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de Rb. mueren por apoptos1s con el tratnmicnto adecuado (1rrad1ac1ón. por 

ejemplo) sin que se manifieste el alto en G1 Lo mismo sucede s1 está presente la 

proteina E7 de papilomavirus humano (HPV) (29,36,55.70). Lo anterior puede 

explicar el por quó, los adenovirus asi como papilomavirus, expresan proteínas 

que inactívan tanto a Rb, como a P53 Al mactivar a Rb solament~. la célula 

podria sufrir apoptosis porque P53 reconoce una falla en el sistema de bloqueo al 

ciclo celular en G1/S. Al eliminar la función de P53 con E 1 B y E6, adcnovirus y 

papilomav1rus aseguran su cx1stcnc1a y la propagación de su genoma. En el caso 

de los pap1lomavirus esto va ni.'.ls alla. ya que no tan sólo aseguran su 

sobrevivencia, sino que son capace~ de alterar la proliferación y crec1rniento de 

sus células hospederas de tnl rnanera que originan y csllmulan el desarrollo de 

tumores anogerntalcs (71) Un d1agran1a con la:..• p1mc1palc5 vias en las que 

participa p53 se presenta en la f1gur<1 No 2 5 

2.3.6. p53 es multifuncional. 

Represión transcripcional. 

P53 es un factor de transcripc16n para algunos genes que contienen elementos de 

respuesta definidos. pe,-o curiosamente, puede repr1m1r la transcr1pc16n de otros 

que no los poseen (31,36) Esta s1tuac1ón, aunque poco d1fund1da y estudiada 

hasta hoy. podria explicar algunas contrad1ccioncs encontradas en las funciones 

normales de p53, y definir defirntlvarncntc su papel en apoptos1s (29) Es posible 

que para inducir apoptos1s. se verifique con1untamcntc la act1vac1ón de ciertos 

genes y la represión de otros (56) La represión por p<1rte de P53 es f<1ct1ble en 

genes corno e-fas. c-¡un, flsp70 y bcl-2. por lo que representa una buena scñ<tl de 

supresión de señales o estímulos rn1togérncos, lo cual concuerda perfectamente 

con el papel de p53 como supresor tumoral. También se sabe que ;:iparte de 

carecer del elemento de respuesta a P53. los genes reprimidos contienen en su 

promotor el elemento TATA (29.72). por lo que p53 bien podria efectuar la 

represión al impedir a las TBP's y TAF's (protcinas de unión a TATA) unirse al 

promotor y activar Ja transcripción del gen. 
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p53 en Dasarrollo, Diferenciación y Recombinación. 

p53 puede eliminarse de las células germinales y aún 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 determinó que 

p53 no ora indispensable para procesos de crcc1m1ento o d1fercnciac1ón en sus 

lasos lemparanas. m<is el 100o/o de ratones nuliz1gotos para p53, son propensos a 

desarrollar tumores a las pocas semanas o meses de edad (29.73) y morir a 

consecuencia de cilnccr. pnnc1palmentc l1nfomils Esto comprueba que p53 es 
necesario para un correcto descnvolv1n11ento de las cólulns en el organismo como 

conjunto Es importante señalar que la presencia de P53 disminuye con la edad 

de las células y con el grado de d1fercnc1ación illcanLado (77). y de hecho, no 

existe mducc16n de P53 en tejido cerebral. rnüsculo esquelético o ICJ1do hcp;Jl1co 

por da"o a ADN (39) 

Aún asi. se han realizado exper1menlos con cClulas de origen hernatopoyét1co. 

especialmente lineas linfoides pre-B, obtcnidns a partir de leucern1as y Jinfonias. 

que no contienen p53. Cuando se les transfecla el gen, 1.:is cólulilS. corn1cnzan a 

sintetizar marcadores de cClulas B (cadenas de rnmunoglobulrn.as mu y koppa[3G]) 

o hemoglobina. s1 las célul;is son de origen cntro1dc (74) Esto pudiera eslar 

relacionado con la necesidad de recornbrnac1ón de hebras c1e AON en cólulils de 

la sangre durante su rnadurac1ón y d1fercnc1ac1ón En relación a lo :in1cr1or, se ha 

descrito que p53 es neccs~u10 dur<:lntc la espern1atogi.:ncsrs. y:i que en los 

testículos de ratone!> p53-I- se forman células gigantes pol1plo1des que bien 

pueden resultar de unLI recomb1nac1ón sin lo controles ¿1dccu;idos. mcd1;:idos por 

p53 (29.34). 

p53 en Angiogóncsis y Metástasis. 

Uno de los genes candidatos a ser regulado lranscnpcronalmente por P53, es el 

de la trombospondma. uno de los inh1b1dores ;1ngiogénicos más potentes 

conocidos, por lo que p53 bien puede ser un regulador de la ang1ogónesis 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 N1k1forov y colaboradores (76) han demostrado que la 

anulación directa de p53, o la sobreexprcs1ón de bcl-2, y muy especialmente, la 



presencia de una P53 mutada dominante oncogénica, permite a ftbroblastos 

murinos (recién obtenidos) desarrollarse en suspensión, en medios scm11iquidos 

de metil-celulosa, completamente bien. También determinaron la habilidad para 

causar metástasis de células tumorales con P53 normal y de células tumorales 

con P53 mutada por inyección vía intravenosa de tales células en ratones 

atímicos. La mayoria de las neoplasias inducidas correspondieron al fenotipo P53 

mutado, por lo que este hecho apoya la idea de que mutar a p53, confiere mayor 

potencial invasivo a la célula tumoral El estudio antes descrito puede ayudar a 
explicar por qué no todas las células tumorales que se liberan a la circulación son 

capaces de sobrevivir al ataque del sistema inmune o a un proceso de apoptos1s 

al encontrarse en un medio cxtrano (7,8)· se demostró que las células neoplásicas 

que pueden ocasionar metástnsis distante. hnn sobrevivido a su estancia en el 

torrente sanguíneo por hnbcr inactivado fiJ función de p53 

2.3.7. Mutaciones en p53. 

Si bien la inactivación de p53 puede darse por la pérdida total del gen, la 

presencia de oncoprotelnas virales o cclulnrcs. u otros mecanismos, se ha 

encontrado que la mayoria de los tumores tanto hurnanos como inducidos en 

modelos cxper1mentnlcs, registran la inact1vac1ón de In protcina. por mutación en 

un locus, acampanada generalmente por la deleción del alelo restante (24.31,78) 

Desde el inicio de la caracterización biolóq1ca de p53, uno de los rasgos más 

distintivos fue la presencia de mutaciones en la región central de la proteína (77) 

Se c~lcula que de un 80 al 90 º/o de las mutaciones de tipo puntual encontradns 

en tumores humanos, se presentan en los exones 5 al 8, que codifican para las 

regiones conservadas de la proteina (11, 111, IV y V), las cuales son fundamentales 

para la participación de p53 en la detención del ciclo celular y apoptos1s 

(21,25,79). También pueden ocurrir mutaciones puntuales en los exones 4, 9 y 10. 

pero el porcentaje que aportan al total se calcula en menos del 10°/o (78,81). 

Además pueden presentarse mut~,..iones en la región que codifica para el extremo 

amino, pero son raras y éstas casi siempres son mutaciones sin sentido que 

detienen los procesos de transcripción y de traducción. produciendo proteínas 

truncadas. sin actividad alguna (78). 
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Las mutaciones en las regiones intrónicas son escasas. pero en realidad no se ha 

secuenciado un número de n1ucstras tal, que permita decir que este tipo de 

anomallas sea el que inactivc a la protcina en cierto número de tumores humanos 

(25.79). Fuera de la región comprendida entre los exoncs 5 al 8. parece haber 

mayor probab1lidnd de encontrar delec1oncs o inserciones que cambien el marco 

de lectura del ADN (81 ). No hay que de1ar de scr'\alar que el patrón de mutaciones 

es diferente parn cada tipo de canccr (31), si bien existen s1m1lltudcs a nivel 

general Por las cv1denc1.:1s hasta ahorn cncontrad.:is. todo parece ;ipuntar al 

hecho de que. al menos en tumores sóhdo$, el cambio de un.'.l sola base en la 

secuencia de nucléot1dos que codifica para la región central de unión a ADN. es el 

requ1s1to suficiente para anular la función norn1al de: p53 (80). 

El carnb10 de un an11noác1do en laz región central de la protcina. producto de una 

mutación puntual en el gen. cumple un doble propósito anular lél función de 

supresor tumoral. y hacer de P53. unn especie dornmanto oncogénica. Una 

pérdida total de la proteína. no es tan útil a la cClula tumoral con10 el poseer una 

P53 estructuralrnente distinta (29.36.78). yn que las mutaciones son Cilpaces de 

conferirle propiedades transformantc5 Se sabe que en realidad surge una 

oncoprotcina P53 por varias obscrvac1ones experimcntnlcs. tales con10 

a) Lns protcinas mutantes no pueden unirse al ADN o lo hacen débilmente. pero 

si pueden unirse por su región de oligomer1z.:Jc1ón a la protein:-i silvestre e 1n1pcd1r 

su act1v1dad de supresor tumoral (29). actuando como verdaderas oncoprotcínas 

A las P53 mutadas capaces de inact1v.-ir la protcina norn1al. se les conoce como 

"dominantes oncogémcas" Por CJCmplo. suprimen la capacidad de transactivac1ón 

de la transcr1pc1ón de la proteína nativa (36) 

b) La presencia de una proteína P53 mutadn en la célula, la hace capaz de saltar 

los bloqueos al ciclo celular en G 1 y en G2 y promover la cntrnda a la fase de 

mitosis (39). 

c) P53 mutada puede tener funciones aún desconocidas, que podrian explicar la 

sobrev1vencia de células tumorales. En lineas celulares se presentan el doble de 

mutaciones de p53, en comparación con lo encontrado en tumores humanos 

(25,78). ¿Es la mutación de p53 un requisito de inmortahzación? El tiempo de vida 

media de células en cultivo es mayor en aquéllas con una protcina P53 mutada, 



que ha sido introducida art1ftcialmentc a lineas celulares con P53wt o incluso, en 

lineas que carecen del gen p53 (29,34) 

d) P53 mutnda pero no P53 silvestre es capaz de nct1var al gen de 

multirres1stcnc1a a fárm::tcos n1dr-1 (29,34) Esto es un md1cio para explicar por 

qué P53 mutante puede evitar la apoptos1s Una cólula con P53 mutada posee 

mayor probnb1lldad de caus<lr rnctoi.st;ts1s, que una célula carente del gen p53. la 

cual se encuentra m¡\s propensa a sufrir npoptos1s durante su estancia en la 

sangre. por CJernplo (7G) En v;ir1os estud1os. se tia conftrrn;ido quf~ las met<ist.-is1s 

o tumores secundarios. presentan rnás rnut.-ic1ones de p53 que el tumor original. 

por lo que scgur;:1mcntc las clonas m<ls ;:1gres1vas y cap;:1ccs de 1nvad1r otros 

tejidos. son aquélla5 en las que se ha n1utado p53 (82 ,83) 

Las mutaciones puntu.:iles en p53 corno decianios. se <=Jcurnulan en la región de 

unión a AON Es curioso observ=-ir que 1.-i~ mutacione!".> tarnpoco se hallen 

d1str1bu1das un1formcrnentc a todo lo !;irgo de esta re~11ón ...... ,no que !>f? encuenlran 

confinztdas '"' c1cr1zts zonas Ex1sh!n re~]ione~~ de alta prob.1bil1dad de mutztc1oncs o 

hotspots. que son los codones 175. 245_ ?48. 249 y 273. en 1.-t m:-1yoria de 

tun1ores cstud1<1dos (2!:j,79) El 40~~ de l<1s n1utac1one!"> de p53 ~;e presenta en 

tales ccdones (34). Este dato tarnbien snv10 para esclaH~cer la ,_.structura terc1Z1rLil 

de la proteina. que como se explicó anteriorm~~nt1! uld1 .. ~;¡ e~>l<t!"> ;,o~_;.ic1orH.!S con10 

puntos de un1on al ADN. De esta forrna, t!I carnb10 de un .""lrn111o~c1do compron1ete 

la conform:-tc1ón y por ende 1.-i función de p53 L.-i frecuenc1~1 y el tipo de 

r11utac1ones encontradas se muestran en la figura 2 G 

Ocb1do al cúmulo de d1vers;is 1nutac1oncs en la rc~11ón central. estudios teóricos 

por con1putador.'."l han especulado sobre los diferentes efectos e1crc1dos por las 

mutaciones puntu;:ilcs y por tanto, se ha clasrficado o P53 mut<"lcf<"l en (34,79) 1) 

Mutantes por contacto, c~t.-:iblec1da por la n1utac1on en los residuos 248 y 273 de 

unión directa <"11 ADN. y 2) Mutantes estructurales. con una alteración total de la 

estructura tr1d1mcnsion::il de la lc .. 1mmzi beta y del motivo LSH. que sirven de 

superficie de unión al ADN 
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Tipo do Mutaciones.- Se han encontrado transiciones y transvcrs1ones de todo 

tipo en el dominio central. pero el tipo de mutación que predomina, sin lugar a 

duda en los canceres esporádicos. es la trnnsición de C a T o de G a A. lo cual 

hace pensar que el origen de la anomalía es endógeno y no causado por agentes 

mutagénicos (79,80) Esto debido a que tnnto c1tosina corno guanmn son blanco 

de mct1lac1ón endógena por mct11trnnsfcrasas mvolucr<Jdas en la rcgulac1on de la 

C)(prcs16n dü genes (78) 

El caso de lns mutaciones C n T es especialmente interesante y sóhdo para 

sustentar In tcoria de mutación por mecanismos endógenos. ya que se sabe que 

los dmucleótldos CpG (en secuencias CCGG) son los s1t1os de rnet1lac1ón del ADN 

por cxcclcnc1a, y que la c1tosma de CpG, una vez mettlada en 1.-. pos1c16n 5, es 

susceptible a des<1rninac1ón ox1dntiva cspontilnca y por tanto, de trnnsformarsc en 

timina, npare;:Jndosc con adcrnna en unn próxm1a rcpllcnc1on (78.84<1 y b,85) 

Sabiendo que las células turnoralcs no tienen un buen control de sus mecanismos 

de rep;1rac16n de ADN, lo dicho antcnormcntc se encucntr;:t re$paldado por el 

hecho de que 50°/o de las mutaciones puntuales. en cáncert!S ht1mnnos son 

trans1c1oncs C a T (8 4 $a y b). mientras que en p53 alrededor de un 25°,:, de las 

mutaciones se presenta en s1t1os CpG (25.78,80) y 5 de los 6 codones mas 

frecucntcrnente rnutados o hotspot~ .. present;in el dmucleot1do CpG (8~1a y b.85) 

Sin embargo. la mutación de p53 en dos tipos de caricer escapa .a tas 

estadistic;:is Estos son el c{incer de pulmón y el canccr de hígado 

(hepatoc¡:Hc1nom<t celular). en los que l;i mutación n1;:ls frecuente es lil 

transvers1ón G a T (G Ca T.A) (24,25.78.79) Esto puede ser explicado gracias n 

los agentes et1olog1cos mas comunes de ;irnbos tipos de ncoplns1a. que son los 

hidrocarburos aromáticos po\1cic1Lcos (corno el ben.z.o[a]rnrcno) para cancer de 

pulmón. y la aflatoxma B en el hcpatocarcmornn, y que se sabe son potentes 

carcmágenos que interactúan con l<i guamna (78,86) De hecho. se ha 

demostrado con experimentos m v1tro que el gen p53 sufr1r<l sclcct1v<1rnente este 

tipo de mutnc1ón s1 se encuentra expuesto a tales sustancias. (87) 

La aflatoxina B. un producto fúng1co que contamina granos y semillas comestibles, 

puede muy bien ser sena.l;ida con10 la causante de la rnutac16n en el tercer 

nucleótido del codón 249, lo cual es c<lrncteríst1co en mucstr<Js de tumores de 



ciertas áreas geogrtlficas (como en China y Sudáfnca) con un elevado índice de 

hcpatocarcinoma y en lns cuales se ha detectado a la vez, el consumo de 

alimentos contaminados con aflatoxina (25.78.80) 

Por último. es importante scr'\alar que las mutaciones de p53 no se encuentran 

restringidas a tun1orcs esporádicos. Existe un síndrome de tipo hcrcd1tano 

conocido como Síndrorno do Li-Fraurneni. en el cual las mutaciones del gen se 

presentan en las células germinales parentales y por consrgu1ente. en todas las 

células somáticas de sus descendientes (31,88,89). Las farmllas con Síndrome de 

Li-Fraumcnr present<Jn un alto índice de c.ú1cer de rnarn.:i y sarcomas La 

mutación mas común en esta patología cs. cunosarncnte. la trans1c1ón de C a T 

en s1t1os CpG. part1cularn1entc en la región de los codone5 240-253, si bien se han 

detectado otras n1utac1oncs hered1tan<:1s en otras regiones del gen (89) 

2.3.7.1. Importancia de la detección de anomalias en p53. 

Ya se han descrito las caractcrist1cc:1s de P53 normal y rnutada, pero ¿Oué 

importancia tienen en relación a un pac1Cntc con c.:lncer? Como se ha 

comprobado a nivel experimental. p53 es vital para detener el ciclo celular e 

inducir é1poptosis La generalidad del tr<1tam1cnto a pnc1entes oncológ1cos. 

incluyen la quimioterapia y la radioterapia. An1bas actúan dar,ando dsrectamcnte 

el ADN. por lo que una cúlula tumoral, que presenta un índice de repllcac1ón 

mayor que una célula normal, por probab1fldad es m;ls susceptible al daf'lo que 

sufre por sustancias corno el cis-platino. 5-fluorouracilo o la radiación ionizante 

(118). Y es p53 el encargado de eliminar a las cólulas baJO estas circunstancias 

(52a,b). En diversos estudios con apl1cac1ón .;:i la clinica (la mayoria de carácter 

retrospectivo), se ha establecido que en muestras de tumores de pacientes que 

presentan p53 mutado o inact1vado. se tiene un mal y pobre pronóstico en cuanto 

al tiempo de sobrev1dn. aparición de met.:lstasis y otros ind1c<1dorcs. en relación 

con tumores de pnc1cntcs en los que p53 fue hallndo normal {90.91) Esto es 

especialmente cierto en pacientes con cáncer colorrcctal {92.93,94). 

De esta forma, la evaluación de la func1ona/1dad de p53 se ha manifestado como 

muy útil en cuanto a definir esquemas de tratamiento y atención ni paciente con 

cáncer, y en varios centros hospitafilrios se llevo n cabo esto de form<:l regular, 
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como en el Hospital de Oncologla del CMN siglo XXI (comunicac1ón personal, 

Doctores Luna y Santiago-Payán, Departamento de Patologia) 

2.3.7.2 Técnicas para la detección do mutaciones en p53. 

Si bien el nnális1s de la secuencia del gen p53 resultaría idóneo para encontrar 

n1utac1ones puntuales. dclecioncs o inserciones, etc . que son las que 

prcfercntcrncnte mact1van a p53, hny que recordar QlJe los mótodos de 

sccuenc1ac1on son de costo elevado, y demandan una cant1dac1 de tiempo y 

esfuerzo cons1dernbles (95a) Aun(luc existen rn~todo~~ de sccuenc1ac16n 

nuton1flt1cos. hay que rccord.-:H que no todas 1.:ls rnlH~s1ra~. de tumores presentan 

anomalias de p53, por lo que se h<1 recurrido al ernpleo de técnicas y 

n1ctodologias de tarn•Z<.lJC. o s1mplcrncntc. que ~~r.-.-u1 nlas pr::ict1cas. sencillas y 

r<lp1das p~ira poder dctenn1nor el estado de este suprc~,or turnoral. y dar un 

pronóstico .:lccrca del curso de la enfcrrnedad y ~.u~¡t:rir f!I tipo de terap1n del 

paciente (en pacientes con p53 rnact1vado. ~e opta por trate11n1entn•:i rn/1s 

agresivos) (90,91) 

Un<:l de las opciones n1i'ts v1.-:iblcs para cvnlu;ir el estado dt.? p53 en c:I turnar. es 

n1ed1antc 1nrnunoh1stoqLJín11c<i Con10 snbernos, el t1ernpo df! vida n1cd1a de P53 

mutad<l o cstabd1zad01 por oncoproteinas e~-. n1ucho 1n<tyor que el de un~1 P53 

norn1al, por lo que anticuerpos n1onoc1onnk.·~ drrig1do~• contr:1 la protcin.'.l y urndos 

a un s1sten10 de .. revelado" n1ed1;:inte tinc1ón con10 el de av1d1na-b1ot1na. pcrn111cn 

detectar la presencia de la proteina (53.9G) S•.! pref1Prcn anticuerpos que 

reconozc.:in los extremos nm1no y c.'.lrbox1lo y no los de unión a J;i rcCJión central. 

ya que ésta puede van~::ir en su conforn1Clc1ón y dar rt~~•u1!~1dos no f1ded1gnos (97) 

En un estudio previo realizado en nuestro l<lboratono (53). se comprobó que los 

pacientes de cáncer de recto con P53 dcterrn1nad<1 con10 norrnul mediante IHO 

con anticuerpo 180 1 (que se une al extremo an11no tern11n01\) en rnuestrus de 

tumor embebido en bloque de parafina. respondieron rne¡or al triltar1111:.:nto de 

quim1oterap1a y/o rad1otcrap1;1 previo a lil rc~;cccián qu1rurg1ca, evaluado por el 

porcentélJC de tumor residual (53. Tabla 2 1) El v¡1lor de turnar residual, 

determinado por el oncólogo después de la c1rugia. se refiere a la. cantidad de 

tumor resistente al tratamiento. se fiJa en relación al tarnano de la neoplasia antes 
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de la quimio y/o rad1otcrap1a. que se considera como un 100 % (comunicación 

personal, Dr. Pedro Luna, Hospital de Oncología C.M.N. Siglo XXI) 

Aunque el método es adecu.-.do, sobre todo para una ev;i/u.ac1ón mic1al del 

paciente ;1 nivel hosp1t;ifar10. se ha reportaclo que In sens1b1J1dad del rnótodo 

puede variar. pueden ex1s1rr re.:icc1one:.;. 1ncspecificas o c1uzadas de lo5 

anticuerpos ernple;idos (9tl), ~si corno ex1$fe controve151a sobre su veracidad. ya 

que se ha confirrnado que pueden presentarse tanto fttlsos pos1f1vos como falsos 

negativos al realizar la secuencia del gen (97,98) La presencia de una P53 

''normal" en pacientes como los casos 13 y 15. con rurnores residuales del 80º.,.0. 

fue lo que motivó este trabajo de investigación 

TABLA 2.2. OETECCION POR INMUNOHISTOQUIMICA 
OE P53 (Arriola et al. 53, 149) 

Detección Positiva • Dotecclón Negadva 
(P53 mutada) (P53 normal) 

PacJente % Tumor Paciente % Tumor 
No. Realdual No. . R-ldual 

42 o 
o 

GO 
25 

Un punto impo1tante a tratar en la detección de anomalias en p53 mediante 

anticuerpos. es el hecho de que se pueden encontrar anticuerpos anl1-P53 en la 

sangre de pacientes con cuJ-rtos tipos de cáncer. como el c1c~ rnama. colon e 

hígado (07, 100) Esto represcnt;i una oportunidad l'.inica par~ poder evaluar el 

estado de p53 mediante serologia. de manera fácil y oportunil. sin necesidad de 

biopsias u otros procedimientos más dr.óst1cos. Desgroc1<lda1nentc. se encuentra 
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restringida a ciertos tipos de cáncer, y en el caso de cáncer de míln1c1. P-S de nlUy 

mal pronóstrco (97) Afortunadamente. parece ser que son las neoplasias 

causadas por agentes carcinógenos en personas con alto nesgo ocupacional en 

las que es n1.'.\s probable la apanc1ón de los anticuerpos antr-P53, 1nclu~~o t:.Jños 

antes de que se presente el cáncer (97). Un e1emplo de ello lo constituye el 

estudio de Tnvers y colaboradores (100) sobre l.:i apiurc1ón de cáncer de higado 

en trabajadores frnnceses y i1mcncélnos expuestos a cloruros df.!" vm1lo. y esto 

puede servir de fundarnento para incluir una pruebn de prcsenc1n de anticuerpos 

ant1-P53 con-,o parte de la evaluación del estado de salud ~Jeneral de personal 

ocupacronalmcnte expuesto a carcinógenos 

El por qué surge una respuesta de tipo automn1une en contra de P53, es f.:icd de 

explicar P53 nunci.l debe salrr de líl célula. por lo que ¡¡ún la prote1na nativa es 

inmunngón1ca (31) Ya que PS3 !.;e acumul¡1 efect1vi1rncnte en el c1top/a!J,ma de 

¡i/gunas cClul.:-is turnor¡Jlcs. e'é. n1uy probable que !;:1 necros1!."> de e~tils. o la ruptur<l 

de su n"len1br¡1na pla~;rnñt1c¡i por agentes lan rcactrvo~--. corno t!I cloruro de vrndo. 

ocasroncn /<l salld¡1 de P53 de su arnlncntu natural y la ponq;:ui en <:ontacto con el 

s1stcn1a de defensa del organrsrno ( 100) 

2.3.7.3. Detección de mutaciones en p53 por SSCP. 

Como dccian1os. l.:i secuencia del ADN genórn1co o del cDNA es un trabajo 

laborioso y de altos casios Existen tCcnicas que permiten 1dcnt1flcnr 

cuahtat1van1cntc mutaciones en una cantidad cons1dcrélble de muestras. para 

postcnorrncntc confrrn1;,:-ir por sccuencr;,:-i sólo las que hayan re~ultodo pos1t1vas en 

la prueba de ··1an11zaJe·· Uno de los mótodos de mayor uso debido a su buena 

cspec1fic1dad y sens1brlidad (aprox1madamenle del DO'X)) es el de SSCP. o de 

pohrnorfismos conforrnac1onalcs de ci1dcn¡i sencilla (95b, 101.102, 103) Este 

método esta bélsado en el hecho de que cadenas cortas de ADN (de h¡ista unos 

400 pb). producidas por amplrficac1ón de la muestrn ongin;if por PCR, una vez 

dcsnaturallzLidas y cargadas en un gel de <icrilamida como hebras sencrllas. 

presentarán una rnov1l1dad drfercnte. SI difieren incluso. en una soJ;i de /as bases 

de su secuencia Cadenas 1déntic;is migrnr<.in en el gel de acrilam1da a la misma 

altura. no asi las cadenéls que prescnt;:in una conforrn¡Jc1ón trid1mens1onal 

diferente por mutación de una o n1iís de las bases originales La esquematizac1ón 
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de la técnica de SSCP se presenta en la Figura 2.7. La presencia de las bandas 

puede determinarse por revelado del ADN con sales de plata (93) o mediante 

autorradiografia, si el ADN se encuentra marcado con un isótopo radiactivo, como 

P-32 (101). 

La resolución de las bandas mutadas (sensibilidad de la prueba), depende de la 

temperatura ambiente, la composición del gel y la diferencia de potencial aplicada 

al gel (95, 1 03) La técnica de SSCP ha resultado muy útil en detectar mutaciones 

en el gen ras (104. 105), en el gen de la fibrosis quist1ca (106), y en el diagnóstico 

de porfiria (107) por mencionar illgunos. asi como en el diagnóstico de otras 

enfermedades de origen genético. Pero muy especialmente para p53. ya que se 

tiene la ventaja de amplificar cxoncs o partes del gen por separado y someterlos 

al análisis clectroforét1co de SSCP (78,93.102.103, 105) 

Otros métodos son viables para detección de mutaciones, como el an.'.'lhsis de 

Polimorfismos mediante Fragmentos de Restrición (RFLPs). pero hay que 

recordar que las mutaciones en p53 pueden ser de diversos trpos y encontrarse 

en muchos codones de la región conservada. por lo que el análisis por SSCP se 

presenta como una buena opción para buscar un patrón de mulaciones en una 

población que no ha sido estudiada. corno es el caso de la población mexicana 

con cáncer colorrectal El único informe de caracterización de rnutac1ones de p53 

en pacientes mexicanos del cu:11 tenernos conoc1m1ento es el de Soini et al (108), 

en el que los tumores de pacientes mexicanos con cáncer de higado, presentaron 

la mutación por transversión de G a T. en el codón 249. debido a su exposición a 

Ja aflatoxina. Este tipo de mutación es bien conocida y ya se ha comentado 

antenormente. 
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FUNDAMENTO DE LA 
TECNIC/\ DE SSCP 
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FIGURA 2.7: SSCP. El producto de amplificación por rCR-t>-12 se somete a 
dcsnaturali7Aci6n por calor en presencia de fonnarnida La difcr-cncia de movilidad 
clectr-oforética entre el control nonruü (u de ~cuencia conocida} y cualquit..""r mt:cstra.. 
denotará un cambio en la secuencia de ésta Uhima 



2.4. CÁNCER COLORRECTAL 

Un buen nún1ero de ncoplnsias humanas se originan de cualquier segmento del 

tracto gastrointestinal, siendo los tumores colorrectales y del estómago los mas 

importantes. en cuanto a número de casos que se prescntr:in anualmente en 
cualquier pais De hecho. los tumores de colon y recto representaran uno de los 

tipos de cáncer mas frecuente en la población mundial al iniciar el o;;1glo XXI 

(92,109,129) Esta cons1stcnc1a está determinada por la prevalencia tanto en 

paises en desilrrollo con10 en pilises 1ndustr1allzildos No obs.t~ntc que p<lril los 

últimos se ha registrado un.a d1!>rn1nuc16n de cáncer colorrcctal debido al cambio 

en hábitos ailrncnt1c1os y sedcnl<H1os (torna de conc1enc1a y adqu1s1c1ón de 

informacion por parte de la pobl;ic1ón). en paises como México, 1.-i t<lS.LI sólo h¿i ido 

en ri'tp1do nurncnto. muy probablemente quizás también. por el can1b10 en l::is 

costurnbres ahmcnt1c1as y la tendencia .-. ;idoptar costumbres de paises 

industrializados ( 11O.1 17. 129) 

El aumento en la frecuencia de c<inccr colorrectill (CC) tal ve? sea una 

consecuenc1.1 del auniento en la expectativa de v1d;i del 1nd1v1duo cornun y 

corriente el c.-:'1nccr colorrcctal se ha descrito como una enfcrrnedild de fa tercera 

edad ( 111 117). cuya prob<1bd1dad de ¡1par1c16n aurncnta cons1derablernente al 

traspasar la barrcr.t dí"! 10$ 50 ¡1110•0 

El cancer colo1 rectal se present.:-1 corno un problema formal de <:.<ilud pública en 

nuestro pais ( 110) Esto dcmand¡i un;i <Jtcnc1ón y estudro senos para d1luc1dar las 

causa:; y proponer esquemas de triltilmiento y apoyo adecuados a los pac1cntes 

que sufren este tipo de cáncer 

2.4.1. Origen del Cáncer Colorrcctal. 

Aunque existe la teoría de que la aparición de cilnccr es mhcrente a procesos 

celulares y fis1ológ1cos correspond1entcs a un orgarnsrno en etapa de senectud. es 

preocupante notar la aparición de c<lnccr en ind1v1duos menores de 50, 40 o hasta 

30 arlas. Esto puede ser explicado por la interacción entre carga genética de un 

individuo y el medio ambiente al que se encuentra expuesto, en cualquier tipo de 

cáncer. Sin embc:irgo par<i c~incer colorrectal, podemos decir que la enfermednd 



en individuos jóvenes puede prcsentnrsc por predisposición genética o por el 

conjunto definido por alimentnc1ón y hábitos, siendo ambos independientes y 

capaces de propiciar el proceso neoplásrco por cuenta propia. en células de la 

pared y mucosa intestinal que debido a sus caracteristicas fis1ológ1cas y 

anatómicas. presentan por so un elcvndo indice de m1l0<Jcnicidad y recambio 

(111) 

2.4.1.1. Cáncor Colorrcctal Hereditario. 

Existen fam1has propensas a present¡ir ci'1ncer entre sus miembros a una ednd 

temprana. debido a la presencia de anomi11ias en los genes de estas personas 

En el caso del cáncer colorrectal. existen dos síndromes bien definidos y descritos 

en la literatura. comunes en la poblac1on mundial. que cuentan para un 10°/o de 

todos los casos de cáncer colorrcct<JI 

• Poliposis Adcnomatosa Familiar (PAF o FAP): Se caractcoza por la aparición 

de cientos a miles de pcqucnos pólipos (protuberancias en forma de dedo) en un~ 

amplia porción de la superf1c1e interna del colon y del recto. en la 2:1 o tercera 

décadas de v1d<1 del ind1v1duo (111. 112) .. '\lgun.-1s de estas protuberilnc1as o 

adenomas benignos seguramente progrcsar;ln a neopl<1s1~s n1ailgnas por lo que 

se tiene un grado de nesgo elevado en l<1 ap;:1r1c1ón de c.;:incer Es por ello que en 

muchos casos, se opta por la resección qu1rúrg1ca de la zona afectada por los 

pólipos. aún cuando no se tenga ind1c1os de c.anccr 

La cond1ción de sindromf~ hereditario ~.e piensa que esta dada por la presencia en 

estas familias. de una copia mutada o de otra forma defectuosa. del gen apc (por 

adonomatous po/ypos1s co/I) en el cromosoma Sq {112) Otro gen tal vez 

involucrado en PAF es el dcnomrnado n1CC (por 111utado en cüncor colonectaf). 

que también se encuentra en 5q y presenta con¡untarnente <:tlguna anom<ilia {113) 

en tales familias. 

Cáncer colorrectal hereditario no-polipoidco (HNPCC).· De car3cter 

autosómico dominante. aunque no se presenta una mult1plicid<id de Ltdcnon1as 

como en el caso de FAP, es frecuente la aparición de ;idcnocarcinomas de colon 

en la tercera o cuarta década~ de vida. lo cual puede estar ~compañado por 
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aparición de tumores cxtracolónicos en las vías genito-urinarias. y otras regiones 

del sistema gastrointestinal (esófago, estómago, páncreas y dueto billar, intestino 

delgado. etc.) (114) 

Se cree que la causa de esta patologia es la adqu1s1ción por herencia de copias 

defectuosas de genes cuyos productos proteicos son importantes en la reparación 

de daño al ADN, lo cual seguramcnle lleva a la aparición de un fenotipo celular de 

alta inestabilidad genética, demostrado en parte por la alta frecuencia de 

inestabilidad en m1crosatéhtes de AON en células tumoralc5 estos pacientes 

(114,115) 

Otros sindromes hered1tnrios lnVL.1Ucrados en la aparición de célncer colorrectal. 

son el r'c Gardner. el del Adenoma Plano. el de Peutz-Jeghcr e incluso, el de Ll­

Fraumeni (111. 116). los cuales presentan rasgos y características propios. pero 

se presentan con rnucho menor frecuencia que los dos anteriores 

2.4.1.2. Coinccr Colorrcctal Espor&i.dico. 

Aunque se denomine como esporñd1co, constituye el tipo de tumor colorrectal mas 

común. contabilizando de un 80 n 90°/o de los casos Como ya se diJO. es muy 

probable su aparición en personíls de cdnd nvanzada. pero la tendencia a 

presentarse en personas de rnenor edad con mayor frecuencia {sobre todo en 

países no-industrializados o subdesarrollados) se ha visto asociada a la 

alimentación sobre todo, y a ciertos habitas personales. Esto s1 bien no ha sido 

totalmente comprobado por la c1cnc1u aún. es muy lógico pensar que si influye, 

debido a que el tracto gastrointestinal es uno de los s1t1os del cuerpo humano con 

mayor contacto a sustancins exógcn¡is. a presencia de reacciones quirn1cas y a 

colonización por parte de microorganismos y virus ( 111.117) 

De esta forma. las cstadist1cas pnnc1palmcnte. y algunos estudios en p3rt1cular, 

señalan que en la aparición de CC cspor<-imco contribuye una alln1entación 

inadecuada, con caracterist1cas tales como 

a) Alta ingcsta calónca total (3.15) 

b) Consumo elevado de carboh1dr<Jtos ( 15. 116) 

e) Consumo elevado de grasas de origen animal ( 117, 129). 
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d) Baja ingesta de productos vegetales altos en fibra y vegetales verdes y 

cruclferas ( 116.117. 129). 

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

de alcohol. 

En cuanto a htlbitos personales. se consideran factores de riesgo en la aparic~ón 

de cáncer colorrectal : 

a) Fumar. Se ha determinado como un factor de riesgo para ce. tal vez en menor 

proporción que para cáncer de pulmón, pero hay que ser"lalar que los fumadores 

se encuentran menos "protegidos" contra CC debido a una mala as1m1lación de 

vitaminas y caroteno1des consumidos (119.120). presuntos antioxidantes 

fisiológicos. 

b) La combinación de mgesta 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 sedentanos (falta de e1crc1c10 diario. poca actividad corporal. 

por ejemplo) se han asociado con una mayor probab1hdad de aparición de CC 

( 116, 117), que de cualquier otro cáncer 

Por último. la dctermmac16n de un estado de obesidad (en especml a partir de un 

40°/., de sobrepeso), se asocia con nesgo 1ncre1ncntado de present.;)r c~ncer 

colorrectal, tanto en hombres corno en muieres (116, 129) 

2.4.2. Alteraciones Genóticas en Cáncer Colorrcctal. 

El cáncer colorrectal ha sido extensamente estudiado en cuanto a su evolución a 

través de los cambios genéticos que presentan las células tumorales de 

neoplasias colónicas o rectales Esto gracias a que la neoplasia colorrectal 

presenta una gran ventaJa en comparación con otro tipo de cáncer: el tejido 

afectado puede ser removido quirUrgicamente de una forma relativamente sencilla 

por lo que se ha podido caracterizar h1stológicamentc la progresión de la 

neoplasia desde el estado de adenomn (d1splns1a. h1pcrprollferac1ón de cólulas de 

tejido epitelial) hasta un carcinoma (nnapl;isia- aparición de células poco o nada 

diferenciadas) que puede ser origen de mctitstasis, a través de una sene de 

estados clinico·patológicos bien definidos y fácilmente reconocibles (8, 113). 



Basándose en lo anterior, el grupo de Bert Vogelstein y colaboradores, fue el 

primero en proponer un modelo de Tumorigéncsis para c3ncer colorrcctal. sobre 

la base de una serie de datos contundentes a partir del estudio molecular de 

tumores de pacientes (121). Este modelo es aceptado abiertamente. s1 bien se 

trata de un punto de partida para la expansión del conocimiento sobre los eventos 

a nivel de ADN. que propician un cáncer de or1gen cp1tehal. Ademas. se insiste en 

que es el con1unto de alteraciones y no la aparición de las mismas en determinado 

orden cronológ1co, el encargado de sentar las bases para la aparición de un 

fenotipo celular transformc:Jdo (122) 

El modelo de Fearon y Vogctstem para cáncer colorrectal, propone que 

a) Cualquier célula normal de la mucosa o pared intestinal. puede sufr1r mutación 

o pérdida del gen apc en el cromosoma 5. lo que conduce a un tipo celular 

hiperprol1ferat1vo 

b) El tejado h1perprollferat1vo de alguna manera. se vé sometido a h1pometilac1ón 

de ADN por lo que se pcrderia el control de la regulación en vanos genes y a un 

incorrecto enrollamiento de los cromosomas ( 113) La h1pometilac1ón predispone a 

la apar1c1ón de un adenoma o pólipo benigno. pcquer'\o 

c) Se presenta la activación de un oncogén, particularmente c-K1-ras. que 

promueve el crcc1m1ento y d1splasia del adenoma 

d) Se pierde el brazo largo del cromosoma 18, que contiene a un supuesto 

supresor tun1or<ll, dcc Ya que este gen codifica p<1rc:i una glicoproteina de 

membrann. que media 1ntcracc1oncs cé>lula-célula. se promueve la 1ndependenc1a 

de las células respecto al te11do 

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

supresor tumoral p53. Con esto. se pnsa de adenoma a carcinoma con potencial 

de mvasiv1dad a ganglios hnfát1cos y n te11dos distantes 

El esquema de la aparición de un tumor explicado bajo este modelo se presenta a 

continuación (Figura 2.8). 
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Ff(;Ul{A 2.li !\.1o<lclu <lt.• I unn1ri~énc..,1.., Culoncctal s.cgun Fcaron 

Vogcblc1n 1i1nuu.lo de C iAl.f /( ·;.,· ··t .il ( I _-._-,) 

S1 bien son pocos los genes 1nvorucrados en el rnodelo de Fcnron-Vogelstcm, 

también es cierto que existe ev1dcnc1a suf1c1ente para sustentnrlo 

- La delec1on o niutac1ón de ·apc es del orden de· 40 a 50º~~, en mucstrns de 

tumores humanos de ce ( 113, 122) 

- La mutación del oncogén ras es frecuente {50cYo) y se asocia al grado de avance 

o malignidad del cáncer ( 101. 113. 122) 

- Las dclec1oncs de dcc y p53 en 1 Bq y 17p, respectivamente. se presentan 

frecucnternente en tumores colorrectales humanos (20. 123) La pérdida de p53 

correlaciona bien con el paso de adenornzi n carcinoma. y con l;:i pre:.,onc1a de 

met6stas1s. (82,83. 121} De hecho. p53 se pudo localizar grac1zis a la elevada 

frecuencm de defcc1ón del cron1oson1;:i 17p, lo cual indicó líl presencia en esta 

región del genoma. de un gen con marcada 1n1portanc1a funcional para la célula 

(27,28) 

Ahora bien, Cstas no son las únic.::ls alteraciones gcn6t1cas. pero sí ILJs mós 

sólidas por lo antes rncnc1onado. por el número de estudios realizados y debido a 
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que el mismo patrón de eventos se ha descrito para diversas poblaciones 

(122,123). También se presentan dclccioncs alélicas en los cromosomas 1p, Bp y 

22q, en distintas proporciones, por lo que se especula que esta~ regiones 

contienen genes supresores tumorales aún desconocidos (116) 

Datos adicionales recientes y futuros. deberán integrarse al modelo de Fearon y 

Vogclstein y ampliarlo y/o mod1f1carlo Uno de ellos lo constituye la 1dcnt1ficación 

del gen 1111123 en el cromosom~ 17q, cuyn proteína posee act1v1dad de cinasa y 

parece ser capaz de regular la act1v1dL.1d en vias de transducción de señales 

importantes para l.:i cólula Adcn1ás de que su 1nacl1vac1ón por delcc1ón del gen. 

correlaciona rnuy bien con el proceso de metástasis. tal vez incluso, mejor que lo 

encontrado para p53 (124). Otro dato reciente es la expresión consistente del 

ARNm del gen dcc en etapas avanzadas de cáncer colorrcctal (125) por lo que 

probablemente sea la proteina y no el gen. el blanco de inact1vac1ón en ciertos 

tumores colorrcctalcs 

El punto m<'ts controvers1al del modelo. es sin duda algun;i. Ja parte concerniente a 

h1pomet1lnc1ón del ADN. lo cual no es exclusivo del c.{tncer colorrectal y const1tuye 

una de las <lreas rnas activas y discutidas en el estudio del cáncer. S1 bien se 

sabe que la 1net1lilc1ón del ADN sirve p;ira rcgul.;ir l.;i expresión de genes. es 

paradó11co encontrar que n11entras que la mayor parte del genoma se encuentra 

h1pomctllilda, existen genes corno p53. en los que las rnutac1ones m<.ls frecuentes 

son trans1c1ones de Ca T. producto de una met1lac1ón extensa de las c1toc1nas en 

su secuencia (84.85) En contrapos1c1ón. otros autores senalan que la 

hipomet1lac1ón en lugar de contribuir al proceso neop1<1sico. lo detiene o 

contrarresta (12G) Algo lógico resulta proponer que en las células neoplásicas, 

mientras que los genes supresores tumorales son met1lndos select1vnmente para 

reprimir su función. otros genes -los oncogenes en especial- carecen 

completamente de esta regulación y contribuyen al proceso de transformación por 

lo que apoyan efectivamente la selección y sobrev1venc1a de cClulas mas 

agresivas ( 113). 

El mecanismo por el cual se produce un;:i metllac16n totalmente discnminatoria 

hacia ciertos genes es desconocido Pero la observación de que dietas deficientes 

en folatos y metionina. se asocian con la aparición de tumores colorrcctales 



( 117 .118) puede marcar la pauta a seguir en este campo, al igual que el estudiar 

detalladamente los procesos de mcttlacíon celulares (84). 

2.4.3. Cáncor do Rocto. 

El recto constituye la porción final del intestino grueso, conecta el segmento dista\ 

de éste con el csfinter anal y posee una longitud de unas B a 10 pulgadas (15-20 

cm). Se encuentra muy perfund1do por In circulación sangulnca y posee una red 

amplia de ganglios o nódulos hnfñ:t1cos a su alrededor (111) 

La aparición de ncoplns1as en este segmento del intestino grueso es muy 

frecuente: tan sólo en colon s1gmo1des (la porción inmediata que antecede al 

recto) y recto. se presentan más de la mitad de los tumores de CC ( 111) Los 

tumores de recto presentan una scme1anza elevada en su proceso do evolución y 

metttstas1s con respecto a sus contrapartes en el colon, pero se ha especulado 

que debido a la pos1c16n anatón11c<1 del recto, cx:1stan otros factores etiológicos 

ademas de la du:-ta y el envc1ecun1ento del te11do 

Las metastas1s de canccr rect<il son frecuentes en los ganglios hnfát1cos cercanos 

a la zona afectada y al higado, incluso algunas veces, se pueden presentar 

metástasis distantes en pulmón y hasta cerebro Para poder definir el grado de 

avance del c<lncer de recto. es frecuente utili7ar en clirnca la clasificación de 

Dukcs (aplicada también a twnores de colon) que asocia grado h1stol6g1co con 

malignidad y resulta muy útil para proponer un tratan11ento tcrapóut1co y dar un 

pronóstico sobre la recuperación del paciente (111. 125) 

OUKES A.- Crec1m1cnto conf1n.:ido al cp1te\lo del intestino 

OUKES B.- Invasión del tumor hacia el interior de la pared intestinal, llegando al 

músculo liso. 

OUKES C.- Diseminac16n del tumor a ganglios linfáticos 

OUKES 0.- Metástasis a distancia del tumor primario. 

Obviamente. en cada nivel de la clas1ficac16n. se presentan grados mtcrn1cd1os de 

avance del tumor (corno C 1. C2, cte.) y existen diferentes clasificaciones paralelas 

a la clasificación segün Dukes. De hecho, el Instituto Nacional de Cancer de E.U. 

maneja un sistema muy parecido, de Etnpas O a 4 y recurrente para cáncer de 



recto (127). Existe a su vez la clasificación denominada TNM (Tunior-Nódulo 

Linfático-Mct.:Sstas1s) que tnmbión utiliza la mvasividad del tumor primario como 

parámetro central para diagnosticar la progresión del cé'lnccr (111). 

Es sabido que un d1agnóstlco temprano es lo más adecuado para poder mane1ar a 

un paciente con c<'tnccr ya que ofrece mayores probab1lid01des para su 

recuperación ( 128) Oc esta fornia. se rccom1cnda que se rc01hcc un examen 

regular. cada año a partir de los 50 ª'"os. al menos. consistente en palpación 

rectal, y proctosigmo1doscopia o colonoscopia parn detectar la presencia de 

anomalias en el intestino grueso (111. 129). De hecho. la d1sm1nuc1ón en lasas de 

mortalidad por c3nccr colorrccta\ en Nortcamc!r1ca y E.uropCJ se atribuye en parte a 

lil detección en etapas muy tcn1pranas, por estas técnicas convcnc1onalcs. ya que 

la n1ayori.Ll de pacientes que nluerc por cáncer es debido a las TTit'.!tástas1s o 

tumores secundarios y no por el tumor pnnl<lfto (3.B) 

El tratamiento para cáncer de recto consiste gcnera\n,ente en rcsecc16n qu1rUrg1ca 

de la zona afectada, dctJ1do a su acccs1b1hdad y a la edad pronlcd10 de los 

pacientes. gencrahncntc avanzada (111, 127) El empico de qu1rn1otcrnp1a y 

rad1otcrap1a adyuvantes dependen scgUn la 1nst1tuc1ón hosp1talnr1a tratante· en 

Estados Unidos el trat.,n11cnto de quirn10 y rad1otcrap1a conlbmado se aplica 

cJurantu (cst.:ldlo de Oukcs B/C) o después de la mtcn.1cnc16n qu1rUrg1ca (estadía 

CID Cie Dukcs). con el ob¡eto de 1ninim1zar el nesgo ('C fecuncnc101 y anul;u cL.·lulZJ.s 

tumorales que se hayzm nlovd1z;:ido hast<.i nódulos linft1t1cos En M6x1co (Hosp1t;::il 

de Oncología. C f\/l NS XXI) la qu1m10 y rad1oterap1n para c3ncer de recto de 

aplican antes de la resección del tumor primario. para d1srn1nu1r el tvrn<lr1o de Cstc 

y evitar en lo posible la <1par1c1ón de mct<lstas1s El éxito de la tcr<lp1.ct depende en 

gran medida de las carnctcrist1ca!.; genéticas y fenotípicas de lns célulns tumorales 

(53). por lo que de nuuvo se pone en vv1dcnc1a In 1mport<1ncia de caracterizarlas a 

un nível molecular oportun::imcnte. pnra dar una mc1or opción de d1i3gnóst1co y 

tratamiento a los pacientes con c<lnccr (128.129) 
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CAPITULO 3 : OBJETIVOS E HIPÓTESIS 

OBJETIVO GENERAL : 

• Detectar mutaciones del gen p53 en muestras de tumores de 

recto de pacientes mexicanos con canccr, al analizar la región 

más conservada del gen (exoncs 5 - 8) mediante la técnica de 

SSCP. 

Objotivos ospocificos: 

.. Compamr la detecc1ón de mutaciones de p53 entre una 

metodología indirecta (lnmunoh1stoquimica) y una metodología 

directa de B1ologia Molecular (SSCP). en el mismo grupo de 

tumores de pacientes analizados por ambas tCcn1cas 

• Reahzar una corrclac1ón entre el grudo de malignidad del 

tumor y datos clirncos de los pnc1cntes. con la presencia de 

mutaciones en el gen p53. 

• Definir la frecuencia de mutaciones del gen p53 presente en 

cáncer de recto en la población estudiada, en relación a otras 

poblaciones con cáncer colorrcctal de otros lugares del mundo. 
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HIPÓTESIS: 

Al realizar el análisis de los exoncs 5 - 8 del gen supresor tumoral 

p53. mediante la técnica de SSCP. scr-á posible detectar mutaciones 

que inactiven la función de la proteína y se traduzcan en un grado de 

avance significativo de la neoplasia rectal. Va que p53 juega un 

papel importante en el control del ciclo celular y apoptos1s, deberan 

encontrarse mutaciones que inactivcn a este supresor lumor~I. en la 

región estudiada, ya que cod1f1ca para la región central de Ja proteina 

(unión al ADN). de vital importancia en el desempeño de estas 

funciones 
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CAPITULO 4 : METODOLOGIA EXPERIMENTAL 

4."1. OBTENCIÓN DE ADN 

4 .. 1.1 .. Material y equipo 

Baño maria calibrado a 37°C 

Bloque de calentamiento (Hcat-Block MultiLab) 

Campana de flujo laminar 

Celdas de cuarzo 

Centrifuga Beckman 

Desecador Nucerile (Nalgc-Sybron) 

Espátula de cromo - níquel 

Espectrofotómetro con lámpara do Tungsteno 

Guantes do látex 

Microcentnfuga Brinkrnann 5415 e 

Micropipeta Grlson 20pL 

Micropipeta G1lson 200...)-JL 

Mlcrotomo 

Mortero de porcelana y pistilo 

Paraf1lm 

Pipetas graduadas de 5 mL 

Pipetas graduadas de 1 O mL 

Pipetas pasteur 

Propipeta 

Puntas para micropipeta 

Termómetro 

Tubos Eppendorf estóriles de 1.5 mL (Robbins Scientific) 

Tubos para centrifuga, de 25 mL (Corex) 

Vasos de precipitados 



Vortex 

4.1.2. Reactivos y soluciones 

Scvag 

Alcohol isoamílico (J.T.Baker) 

Cloroformo (Merck) 

Cloruro de potasio (Químicos Monterrey) 

Cloruro de sodio (J.T Bakcr) 

EDTA (J.T.Baker) 

Etanol absoluto ( J T Oaker ) 

Fenol saturado (Mallmckrodt) 

Fosfato d1bfisico de sodio (Heptahidrato-Mallinckrodt) 

Fosfato monobás1co de potasio (Anh1dro-S1gma) 

Nitrógeno liquido 

Prote1nasa K (Sigma) 

SOS -Dodcclf Sulfonato de Sodio- (Sigma) 

Tnpsina - EDTA (G1bco) 

Tns base ( TRIZMA BASE -Sigma) 

Tns clorh1dr.LJto ( TRIZMA Hydrochlonde -Sigma) 

X1leno (J T Bakcr) 

Cloroformo - Alcohol 1so;:imillco, en proporción 24: 1, VN 

Solución Amortiguadora de Fosfatos PBS 

B g NaCI. O 2 g KCI, 1.44 g Na,HPO y 0.24 g KH,PO en 800 mL de agua 

destilada Ajustar pH a 7 4 y aforar a 1 L . 

Solución de Protcasa (Protcinasa K) : 

Extracción de ADN de cortes de tc11do crnbcb1do en Parafina. 

100 rnM Tris pH 8.0,4 mM EDTA pH 8 O y 0.5 mg/ml Proteinasa K 

Extracción de ADN de tumor fresco o células 

Solución de Prote1nasa K 1 O mg/mL en agua destilada, des ionizada. 

Solución SOS al 20°/a , WN en agua destilada 
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Solución T.E.N. 10-10-0.15 

Tris HCI 10 mM pH 7.5. EDTA 10 mM pH B.O y cloruro do sodio 0.15 M 

Solución T.E.N. 10-10-0.65 

Tris HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 10 mM pH B.O y cloruro de sodio 0.65 M 

Solución T.E. 1:1 

Tris HCI pH 7 5. EDTA 1mM pH B O 

Medio O - MEM (Oulbecco's Mod1f1od Eagle Med1a)(GIBCO) 

4.1.3. PROCEDIMIENTOS. 

4.1.3.1. Extracción do ADN de cortes de tumores embebidos en bloques do 

parafina. 

i. Los cortes de bloques de parafina en los que se encuentra embebido el tumor 

se cortan con m1crotomo (se recomienda un espesor de entre 1 O y 20 /m). El 

corte se deposita en tubo Eppcndorf de 1 5 mL, esténl 

ii. Al tubo se le adiciona 1 mL de xdeno Se agita gont1Jmentc con el vortcx para 

disolver la parafina. por 2 minutos So centrifuga a 14 000 rpm. durante 2 

minutos 

iii. Se decanta el xileno con cu1dndo para no eliminar tc¡1do Se lava con O 5 mL 

de etanol absoluto, y se agita y centrifuga como so indica en el paso ii. 

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

v. Habiendo decantado el etanol del ultimo lavado, se evapora cualquier residuo 

del mismo mediante vacío· se cubre la boca del tubo abierto con Parafilm y se le 

hacen dos o tres pequeños orif1c1os Se coloca en un desecador conectado a 

vacío y se deJa secar el tejido (aprox1modamente, 1 hora). 

vi.Se depositan en el tubo con ayuda de m1crop1peta, de SO a 100 ,...._L de 

solución de prote1nasa K-Tris-EOTA, dependiendo de la cantidad de tejido a 

disolver. Se agita con vortex. 

vii. Se incuba de 12 a 16 horas en baño maria a 37ºC. 

71 



vili. La soluc1on de proteasa se inactiva calentando a 95ºC on termoblock por 5 

minutos mínimo. 

ix. So centrifuga para separar los rostas de tejido, a 14 000 rpm por 5 minutos 

x. El sobrenadanto se trasvasa y alícuota otros Eppendoñ do 1. 5 mL. Este so 

utiliza como solucion do AON para amphf1cación y dobo almacenarse a - 20ºC. 

4.1.3.2. Extracción do ADN a partir do tumo,.-os y tejido normal 

almacenados en congelamiento bajo nitrógeno liquido. 

- En el Laboratorfo de Blologfa Mofecular se mantiene un Banco do Tumores 

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

Oncologfa def Centro Medico Nacional Sigfo XXI del 1.M.S.S .• recolectados a partir 

do la resección quirUrgica. Las muestras recién cxtraldas se enjuagan en 

solución amortiguadora PBS estéril para eliminar sangro y fluidos intestinales. y 

ya lavadas se afmaccnan en tubos eppcndorf (etiquetados dcbidamcnto) en 

tanquo de nitrógeno liquido a una temperatura de. 195.8 •c. -

i. El tc11do tumoral o normal, aproximadamente 1 g, so coloca en el mortero y se 

homogen1za con ayuda del p1st1Jo. cuidando de que siempre so encuentre 

congelada la muestra. mediante la ad1c1ón do pequeñas cantidades de 

nítrógeno líquido al mortero El te11do debo quedar reducido a polvo fino, el cual 

se transfiere a un tubo Corex que contiene 5 mL de TEN 10-10-0.15, el cual se 

ha mantenido previamente en hielo 

ii. Se agregan al tubo 100 /L de solución do protcinasa K. 10 mg/mL 

Hi. Se adicionan 125 / L de solución do SOS al 20 % 

iv. Se agita suavemente la mezcla, hasta que so forme una suspensión del 

tejido. El tubo poñectamento cerrado se coloca en un baño de agua a 65ºC. en 

donde se incuba por un minimo de 3 horas 

v. Una vez digerido el teJido, se agregan a la mozcla 5 mL de TEN 10-10-0.65. 

Se mezcla gentilmenle. 

vi. Agregar 10 mL do renal a la mezcla, bajo campana de extracción. Agitar 

hasta 



homogeneizar y formar una sola fase 

vfi. Centrifugar a 2000 rpm durante 1 O minutos. 

viU. Transferir con mucho cuidado la fase acuosa a otro tubo Corex de 25 ml, 

con ayuda de pipelas pasteur sin punta o pipetas graduadas ostónles. 

ix. A Ja fase acuosa se Je afiaden 1 O mL de Sevag. Agitar hasta formar una sola 

fase. 

x. Centrifugar durante 10 minutos a 2000 rpm. 

xi. Transferir nuevamente la fase acuosa. Ai\adir 2 volúmenes de etanol 

absoluto. 

Deberá formarse un precsp1tado viscoso. 

xii. El ADN obtenido debe lavarse con etanol al 70°k (en TEN 10-10-0.15) dos 

veces, y al menos una voz con eranol absoluto 

iii El AON debe secarse a temperatura ambiento con o sin ayuda do vacío 

xiv. Resuspender el ADN en el menor volumen posible de solución T.E. 1 1, y si 

es necesario, incubando a 37ºC para raci11tar el proceso 

xv. Cada mueslra de AON extraído so cuantif1ca mediante absorbanc1a leida a 

260 nm en espectrofotómetro (método 4.1.3.4.) So toma una alicuota y se hace 

una dilución con agua des1onizada y estéril para obtener una solucrón de 

aprox1madamanete 100 nanogramos do ADN I m1crol1tro para la reacción de 

PCR. 

xvi. Almacenar el ADN extra1do y dilución a -20ºC. 

4.1.3.3. Extracción de ADN de células en cultivo. 

i. Decantar el medio de la ca1a pctn o botella donde se encuentra eJ cultivo 

celular en confluencia (al término de la fase Jogaritmica de crecimiento) 

ii. Lavar Ja monocapa 2 veces con PBS frio utilizando de 3 a 4 ml, enjuagar y 

decantar. 

iii. Agregar 3 ml de tnps1na (concentración 1:250 PN), para despegar las 

células de la superficie de la caja o botella. 
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lv. Incubar a 37ºC por 3-4 minutos, hasta observar aparición de turbidez en el 

medio (lo cual domuostra ol desprendimiento do las células). 

v. ~adrr 4 mL de medio D-MEM (para inacrivar la trrpsina) Con pipeta pasteur 

o graduada, tomar el medio y vacrar en tubos eppondorf de 1 5 mL 

vi. Centrifugar cuatro minutos a 2 000 rpm 

vil. Decantar y desechar el sobrenadanto. La pastilla se rosuspende en 0.5 mL 

de TEN10-10-0 15 

viil. Agregar 5 microJrtros do solución de Protoinasa K 1 O mglmL 

ix. Agregar 12.5 m1crolitros do SOS al 20 °.-í:i. 

x. Homogeneizar e incubar la mozcla en baño de maria a GSºC por 2-3 horas. 

xi. Agregar 250 mL do TEN 10-10-0 65 y homogeneizar 

xU. Agregar 1 ml de fenal saturado y agitar hasta formar una sola fase 

xiii. Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos 

xiv. Transfonr Ja faso acuosa a otro tubo. Añadirle 1 ml do Sovag. 

Homogeneizar y centrifugar nuevamente a 2000 rpm por 10 minutos 

xv. Separar la faso acuosa y nñadrrlo 2 voJUmenos de etanol absoluto 

Mezclar y centrifugar pc::ira proc1p1tar el ADN 

xvi Decantar el etanol y secar a temperatura ambronte, con o sin vacío. 

Resuspender el ADN en la mínima cantidad de solución TE posible 

xviL Cada muestra de ADN extraído so cuant1f1C<-"l mediante absorbancia leida al 

espectrofotómetro (1d) 

Tornar una alícuota de cada muestra. dl/uyendo con agua des1onizada, estéril 

para obtener una solución de aprox. 100 ng AON/ mL para reacción de PCR. 

xviii. El ADN extraído y aJicuotado debcr<i mantenerse a -20ºC 

4.1.3.4. Cuantificación de ADN. 

- Indicado para extracción a partir de tejido conservado en n1trogeno líquido y de 

ce/u/as en cultivo 

i. Tomar una alícuota de Ja suspensión de ADN, do 5 ó 10./"' L y llevar a 500 .l"l 

con TE. El factor de dilución a considerar es de 100 y 50. respectivamente 
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il. Con la solucion TE como blanco para calibración, so toma lectura de 

absorbancia a 260 y 280 nm para cada muestra. 

iil. So determina la concentración do ADN do la muestra, mediante la fórmula. 

(20 x Lectura absorbancia 260 nm) x Factor do dilución = mg ADN/ mL 

solución 

iv. La pureza del AON so obtiene por la relación A~ A 290 , la 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 látex. 

Microp1peta Gilson de 200 microhtros 

Micropipela G1lson do 20 microlitros 

Puntas para m1cropipe1a 

Termoc1clador Perk1n - Elmor 2400 GeneAmp System 

Tubos para PCR con tapa, Perkin - Elmer 

4.2.2. Reactivos y soluciones 

a) Reactivos Perkin - Elmcr : 

- Solución amortiguadora 10x PCR (Contiene MgCl2 ) 

- dCTP 10 mM 

-dATP 10mM 

-dGTP 10mM 

- dTTP 10 mM 

- Amplitaq ONA Polimerasa- - 5 U / rL 



b) Reactivos BIOSELEC (Operon Technologles lnc.): 

- OUgonucleótldos Cebadores. 0.05 mMol 

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

dep53 (32) 

exón 5: S 5'- TTC ACT TGT GCC CTG ACT TTC - 3' 

AS 5' - CTC TCC AGC CCC AGC TGC TC - 3' 

Temperatura de unión a AON: &a-e 

Tamafao del fragmento amphficado: 250 pb 

oxón 6: S 5' - ATT CCT CAC TGA TTG CTC TT - 3' 

AS 5' - ccc CTC CTC CCA GAG ACC ce - 3' 

Temperatura de unión a ADN ss•c 
Tamaf'lo del fragmento amplificado 169 pb 

exón 7: S 5' - ACA GGT CTC CCC AAG GCG CA - 3' 

AS 5' - TGC AGG GTG GCA AGT GGC T - 3' 

Temperatura de unión a ADN GSºC 

Tamaño del fragmento amplificado· 184 pb 

exón 8: S 5' - GGT AGG ACC TGA TTT CCT TAC TGC C - 3' 

AS 5' - CCC TTG GTC TCC TCC ACC GCT TCT TG - 3' 

Temperatura de unión a ADN: 60ªC 

Tamaño del fragmento amplificado· 227 pb 

• La solución concentrada de oligonucleótidos se preparó rcsuspendtendo cada 

aligo (O.OS mMol) en 500 m1crolltros do agua des1onizada. estéril. 
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• Las soluciones de trabajo corresponden a una concentración do 1 O picomol I 

rL (preparadas a partir de la solución concentrada por dilución 1 10 en agua 

desionizada, estéril) 

e) Reactivos AMERSHAM: 

- dCTP Rodivue (alfa - P 37
), 10 mCi/mL 

Actividad específica. 3,000 C1 I mMol. 

d)OTROS 

- Agua para PCR (grado HPLC, agua des1onizada, cstorilizada y filtrada) 

- ADN extraído de cortes de tumores, tejido frosco o células en cultivo 

(Procedimientos 4 1 3. 1, 4 1 3 2 y 4 1.3 3, respectivamente). Concentración 

ajustada aproximada a 1 00 ng I / L 

4.2.3. PROCEDIMIENTOS 

4.2.3.1. Amplificación de ADN para ajusto de condiciones de reacción y 

verificación do la extracción. 

20 m1crolitros do volumen final por reacción, conteniendo; 

1 

ReacUvo Cantidad 

Amortiguador 1 O X 

-··01¡QQ .. Sent;·do 

a·¡¡·go aníi$ent1do 

Ci.i\i'fi. éici"fi:cii:i'rf> .. driP 
·Taq polimerasa 

ADN 
H;o 
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A) Programa do amplificación. AON de cortos do tumor en bloque de 

parafina: 1) Oesnaturahzación Inicial 4 minutos, 94ºC 

2) 40 Ciclos . Oesnaturahzación 1 minuto, 94ºC 

Unión cebadores 1 minuto. • 

Elongac16n 1 minuto. 72°C. 

3) Elongación Final 5 minutos. 72°C 

• La temperatura de unión dependo del par de ohgonuclcót1dos utilizado 

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

1) Ocsnaturahzac1ón ln1c1al 3 minutos, 94ºC 

2) 30 Ciclos Dcsnaturahz.ac1ón 30 segundos, 94ºC 

Unión cebadores 

Elongac1ón 

40 segundos. • 

40 segundos. 72°C. 

3) Elongación Final 5 minutos. 72ºC 

• La temperatura de unión depende del par do ot1gonuclcót1dos utilizado 

4.2.3.2. Amplificación de ADN de cortes de tumores embebidos en parafina 

para ensayo por SSCP. 

10 m1crolitros do volumen final, conteniendo 

Amortiguador 10 X 

Oiigo sentido 

01igo-an·tiSentido 

dATP: ciGTP. dTTP 
dCTP 

cicl'P (P"l 
·T·aq polimerasa 

.AoN 
H2·a·· 

7K 

1 f-'L 

20 p1comolcs 

20 p1comolcs 

1 mMol 

O.SmMol 

1 J'L 

o.5 u 
2 L 

cbp 



Programa do amplificación: 

TESIS 
IE LA 

NI DEBE 
BllUOTECA 

1) Oosnaturahzación Inicial 4 minutos, 94ºC 

2) 40 Ciclos Oosnaturahzación 

Unión cobadoros 

Elongación 

1 minuto, 94ºC 

1 minuto,• 

1 minuto. 72ºC. 

3) Elongación Final .. 5 minutos. 72ºC 

• La temperatura de unión dependo del par de ohgonucleót1dos utilizado 

4.2.3.3. Amplificación do ADN oxtraido do tejido fresco conservado en 

nitrógeno y do líneas celulares tumorales. para ensayo por SSCP. 

10 microhtros do volumen final por reacción, conteniendo: 

Reactivo Cantidad 

Buffer 10 X 

· · Cit;~10 ·s-cn11d_o ___ _ 1 O picomolos 

dCTP 0.5 mMol 

;--- -- - dCTP <P"> 

Programa do amplificación: 

1) Dcsnaturaliz;:ición Inicial .. 3 minutos, 94ºC 

2) 30 Ciclos . Desnaturalización ... 30 segundos, 94°C 

Unión cebadores ... 40 segundos, .. 

Elongación ... 40 segundos, 72ºC. 

3) Elongación Final ... 5 minutos, 72ºC 

• La temperatura do unión depende del par de ollgonucleótidos utilizado 



4.3. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

(Para análisis de los productos de amphficación do ADN) 

4.3.1. Material y equipo 

Balanza d•g1tat Sartor1us 

Cámara de etcctroforcs1s ONA subco\\ (810-RAD) 

Cinta adhesiva 

Goggles para protecc16n de luz UV 

Fuente de poder EPS 500/400 (Pharmacia) 

Matraz Erlenn1eyer 250 mL 

Micropipcta G1lson de 20 m1crohtros 

Placa de acrihco 

Pemos para clcclroforcs1s 

Puntas para m1cropipcta 

Trans1lum1nador 3UV. 

4.3.2. Reactivos y soluciones 

Agarosa grado clcctrofores1s (Seakcm) 

Marcndores de 10 y/o 100 pb - (G1bco-BRL} 

Amortiguado,. de carga (\oading buffer}~ 0.25°/o Azul do Bromofeno\ (Merck) 

0.25°/o X1lencianol FF (Sigma) 

'30ºk Ghcerot (Merck) 

en agua destilada, des1onizada 

Solución de bromuro de ctidio (Sigma) 10 mg/mL Debe manejarse con 

extremo cuidado (el bromuro de et1d10 es cancerígeno) y protegida de la luz. 

Solución TBE SX. Para i L - Tns Base (Sigma) 54 g 

Ac1do Bórico (P.a. Monterrey) 27.5 g 

20 rnL EDTA (J.T.Baker) O 5 M a pH B.O 

Disolver y aforar con agua dcsll\ada cbp 1000 mL. 

La solución de trabajo es TBE 0.5 X. dilución 1. 10 de la anterior 



4.3.3. PROCEDIMIENTO. 

1. Elaboración del gol de agarosa al 2ªk: Se posa 1 g do agarosa para 50 mL de 

solución TBE O. SX Se callenla hasta disolver completamente los grumos de 

agarosa. So de¡a enfriar a 50ªC y se añaden 3 mL de solución do bromuro do 

etidio Se hornogen1za y se vierte en una placa de acrílico del tamaño apropiado 

a la cámara de elcctroforos1s El peine c:ideCUildo so inserta en el gel , n 1 cm de 

la orilla supenor y a una profundidad de 2/3 ol grosor del gel 

ii. Una vez sohd1f1cado el gel. se retira con cuidado el peine e 1nrncd1atamontc 

se coloca en la camara de elcctroforcs1s Esta se llena con solución TBE O SX, 

hasta cubnr completamente el gel y llenar los pozos forrnndos por el peine 

iii. Preparación de las muestras A l;::ts rcncc1onos do PCR (proccd1rn1cnto 

4.2.3.1) se le ar)aden 2 r L de amortiguador de carga Se agita para mezclar y 

se centrifuga en rn1crofuga par;:i asegurar tornar el volumen total de la mezcla 

iv. El marcador de peso molecular se deposita en el primer pozo del 9el como 

referencia. Se torna el volumen total de cada muestra con m1crop1pcta y se 

deposita en los pozos subsecuentes 

v. Una vez finalizada la carga de las rnucslrns en los pozos del gel, se cierra la 

cámara. se conectan los electrodos (debiendo las muestras recorrer el cuerpo 

del gel hacia el c..'itodo) y la fuenlc de poder se a1usta a 80 volts La corriente 

eléctrica so apaga cuando el colorante Azul de Bromofonol (azul obscuro) ha 

recorrido más de 2/3 del largo del gel. hasta 3 o 4 cm do su bordo inferior 

vi. El gel se retira de la cámara de electroforesis y se coloca en el 

transiluminador Con las medidas de precaución apropiadas ( goggles o lentes 

do vidrio y placas de acrilico ) so encicndc el aparato para revolar las bandas 

de ADN, a 302 nrn (UV-B) 
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4.4. ENSAYO DE SSCP, POLIMORFISMOS CONFORMACIONALES DE 

CADENA SENCILLA. (Sing/a-Strand Contormational Poly111orphism) 

4.4.1. Material y equipo 

Cámara do secuencia 

Cinta adhesiva o aislante 

Fuente do poder 1000 volts Buchman (microprocesador integrado) 

Matraz Kitasato con manguera 

M1cropipc1a Gilson de 200 mL 

Mícropipeta G1fson de 20 mL 

Papel filtro Whatman 3 mm 

Peines para Electroforesis 

Pipeta graduada de 1 O ml 

Probetas de 500 y 1 000 mL 

Prop1peta 

Puntas para m1crop1peta 

Secador de gelns 

Vidrios para gel de secuencia 

4.4.2 Reactivos y soluciones 

a) Productos de PCR. P 32 {Proccd1mientos 4.2.3.2 y 4.2.3.3) 

b) Gel de Acrilamida 

- Solución de acnlamida al 30°/o - 29 g Acrilamida (Sigma) 

1 g N,N,-metilénbis-acrilamida (Sigma) 

H20 cbp 100 mL 

Prepararla utilizando guantes y cubrebocas. 

Guardar en frasco ámbar a 4ªC. 

Persulfato de amonio (J. T Bakcr) - Preparar solución al 1 So/o wlv justo 

antes de hacer el Gel 

- Solcuión amortiguadora TBE O.SX (4.3.2) 
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- Glicerol (J.T. Bakor) 

- Sigmacoto (s1licón - Sigma) 

- TEMED (Sigma) 

c) Reacción do Desnaturalización· 

- Solución "Stop" para detener reacción do secuencia, 10 mL: 

Sol EDTA (J T Bokcr) 0.5 M, pH B.O ... 0.4 rnL 

Formamida al 99 5 ºA. ( Merck) 

X1lenc1anol (Sigma) 

Azul de Bromofenol (Mcrck) 

... 96 rnL 

... 5 rng 

Smg 

- Solución NaOH O 1 M O 1 g de NaOH (J T Bakcr) so disuelve y afof"a a 25 

mL con agua destilada 

d) Otros. 

- Solución amortiguadora do carga (Punto 4 3 2 ) 

- Agua des1ornzada 

- Etanol absoluto (J T Baker) 

- Hielo 

4.3 PROCEDIMIENTOS. 

4.3.1. Pf"cpan:ición del Gel de Acrilamida 6 •¡. - Glicerol 5 11.4 

i. Los vidnos deben encontrarse complotamentc limpios. Es aconsejable frotar 

las superficies con etanol absoluto parn remover cualquier rosto orgánico Ba10 

campana de extracción. uno de los 2 vidrios se s11iconiza en la superficie que 

soportará el gel, de manera uniforme Esto permitirá separar ambos una vez 

finalizada la corrida de electroforesis, quedando el gel adherido al otro vidrio 

para facilitar su rnanejo y análisis 

ii. Se colocan los peinos laterales entro los vidrios y se sellan tanto los lados 

como la parte inferior con cinta de aislar 

iii. Se prepara una solución de acnlamida al 6°.ló. Para 100 mL de gel, se 

requíeren 
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20 ml do Acnlamida - Bisacrilamida 30°k 

10 ml TBE SX (concentración final en gel 0.5 X) 

5 ml Glicerol 

Agua dos ionizada. cbp 1 00 mL 

iv.Sc ad1c1onan a la mezcla el persulfato de amonio al 15ºk (500 ¡--aL) y el 

TEMED (35 /4 L} Rápidamente. con ayuda de una pipeta graduada de 1 O o 20 

ml, se deposita entre los vidrios, colocados ver11calmento o ligeramente 

inclinados para frlc11 1tar el llenar lodo el espacio entro óstos Debe tenerse 

cuidado para avilar la formación de burbujas Una vez lleno. so inserta el peine 

con el que so forrna,-an los pozos, en la parte supeno,. entre los vidrios 

v. Una vez gehf1cada Ja acnlam1da. so retira la cinta adhesiva de los vidrios y se 

procede a colocar el gel en la crimnra de elcctrofores1s Est.::1 se llena con 

arnort1guador TOE O 5 X, cuidando de que el gel mantengn pleno conwcto con 

la solución 

4.3.2. Desnaturalización de las Muestras de PCR y carga en Gel. 

i. So toman 2 5 L de producto de reacción de PCR con p:lz y se depositan en 

un tubo eppcndorf de 500 mL conteniendo 9 / L de solución "stop" de secuencia 

y 2 ./" L de solución NaOH o 1 r...1 

ii. Se mezcla con ayuda de vortex y se ccntnfuga en m1croccntrifuga para 

homogeneizar la mezcla 

iii. Los tubos se colocan en un block de cn/entiJmtcnto. calibrado a 95ºC Se 

desnaturaliza el AON por 5 minutos 

iv. Los tubos se colocan en hielo y las muestras se cargan 1nmed1atamcnlc en el 

gel. Se depositan 3/""'- L de muestra por pozo 

v. En el gel se debe de tener al menos un control do ADN sin desnaturalizar. por 

lo que 2 ./'" L de rcncc1ón de PCR-P 3
=' de cualquier muestra o del control de te11do 

normal se mezclan con 1 O /4 L do solución amortrf1guadora de carga De estn 

mezcla -que NO SE DE BE coloc;Jr en el termo block o baño de calentamiento- se 

toman 1.5)" L y se depositan en el gel 



4.3.3. Electroforesis y Secado. 

i. Una voz cargadas en el gol las muestras y Jos respectivos controles, se 

conectan los electrodos y so enciendo la corriente elóctnca. (Se realizaron 

corridas a 30 y 3 Watts. que duran 3 y 15 horas respectivamente) 

ii. Una voz que Ja banda do x1lcnc1anol ha recorrido 2/3 del cuerpo del gel, so 

procedo a quitar la corriente elóctnca 

iif. Con curdado se retiran los v1dr1os que soportan el gel de la cámara de 

electroforos1s y el peino de la parte superior entro los vidrios 

iv. Se colocan los vidrios en pos1c1ón horizontal, debrendo quedar el v1dno 

siliconizado en la parto :suj.)erior So 1nlroduce en una esquina. una osp.:ltula 

entre ambos vidrios Con la espátula como palilnc...-i, se levanta con cuidado y 

lenlamente el v1drJO de arriba, ol cu:JI debo resbalar fác1lrncnto debido al s1!1cón 

El gel debo quedar adherido al v1drro inferior 

v. Una vez retirado el vidrio superror. so cofOCc'"l encima del gel y en la región 

dando se encuentro el ADN (man.toreando con ayuda del contador Geiger). 

papel f1Uro de tJn tamaño apropiado al secador de geles. Se recorta y elimina el 

sobrante de gel antes de lcvantnr el papel filtro 

vi. El gel adherido al papel frllro, debe cutmrsc con ega~pack antes de colocarse 

en el secador de geles. en el que se mantiene la temperatura constante a 80ºC 

4.3.4. Exposición y revelado del gel. 

El gel seco se coloca en una camisa o cassette con pantallas amplrf1cadoras 

para autorrad1ografia, y se cubre con placas para rayos X. Dependiendo de Ja 

actividad específica del pn se permite la interacción de la rad1act1v1dad con la 

emulsión en las placas. Las placas se revelan para observar las bandas de ADN 

y analizar ol cornm1cnto e/cctroforót1co de las mismas Una movilidad 

electroforótica diferente al del control de tejido normal revelará la presencia de 

una mutación en el fragmento de ADN analizado mediante esta técnica 
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4.5. FOTOGRAFIA y REVELADO. Material, equipo y roaclivos. 

a) Fotografias de geles de agarosa: 

Cámara 34 OS Polaroid - con adaptador -

Ro11o Fotogréfico Polapan B&W Polaroid 

b) Exposición y revelado de geles do SSCP: 

Placas: X - OMat, Kodak 

Camisas para autorradiografia ( 11 x 14 pulgadas) Halsoy Rigidform y 

O ka moto 

Revelador· GBX Kodnk Cat 1901859 Ocveloper & Rcplenishcr 

Fijador·. GBX Kodak Cat 1901859 F1xer & Replenisher 

Charolas y pinzas para Revelado 

Cuarto Oscuro - DEPg, Facultad do Ouim1ca. 
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CAPITULO 5: RESULTADOS 

El estudio para la detocción de mutac1onos so lfovó a cabo on dos grupos do 

pacientes bien definidos. Los incluidos en el estudio de IHO (pacientes 1-26) 

antes mencionado (53), y la amplinc1ón con 22 pacientes cuyo ADN se obtuvo de 

tejido fresco conservado en nitrógeno líquido. on el banco do tumores del grupo 

do Cáncer del laboratorio do B1ologia Molecular do la Facultad de Química 

5.1. Extracción do ADN y Determinación de la Población a Estudiar. 

El estudio realizado f•JÓ como obJOl1vos en un prrnc1p10. Ja dctocc1ón a nivel 

molecular do las presuntas rnutac1ones de p53 1dont1f1cadas provanmente 

rnodtantc 1nmunoh1stoquim1ca (53, 148) Do esta forma so pudo realizar una 

comparac16n entro las tócn1cas do 1nmunoh1stoquim1ca y b10Jogia molecular como 

mótodos para evaluar la func1onal!d<ld de p53 en pacientes con Ccincer de recto. y 

tratar de estnblccer una correlación entre los tratammntos de quim1otcrap1a y 

radioterapia, la respuesta del pac1enle a los mismos. y el estado de p53 (funcional 

o no·func1onal) Este plantcnrn1ento fue necesario debido n que en el trabaJO de 

Arnola y colaboradores ( 149), se demostró una correlación entre el estado de la 

proteína P53 y el valor de tumor residual. el cual generalmente es elevado s1 P53 

se encuentra mutada Sin embargo. anteriormente se serlaló (Antecedentes) la 

existencia de casos especif1cos con un allo tumor residual, en Jos que P53 se 

encontró normal por IHO. Estos resultados fueron inesperados. por lo que se 

decidió verificar a nivel molecular la integridad del gen p53 

a) Extracción de AON y amplificación por PCR. 

Con el ADN obtenido del tc11do embebido en bloques de parafina (sección 4.1., 

93) se llevó a cabo por reacción en cadena de la polimerasa (PCR). la 

amplificación de los exones 5 al B do p53. 
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Fl(;Ul{J' ~-1. Produl.:l<•" ,¡,,_. .1111plitii.:;1..:1on d1.·I 1.·,1•n ">. ~So ph 
(Carriles 1-·lJ '\' dt..·I t"'º" X :::'.::'.? ph 1 .. :.1111h.·-.."' '\" h) Se l.:u1npruchi\ 
que l<1s Ctlnd1..:1l)ll~:-. de l'( "R -.1w1 ;1dt.·1.·11;ul.1~ p.u a ,_.¡ .u1.1lt~1-. d1.: .-\IJN 
por ssc1• 

Como se puede obser·.t.-::ir Pn la figura S 1. las cond1c1ones de amphflcac1ón 

resultaron adecuados para obtener AON cuantita11vnmente y poder ser ut1hzaoo 

en el ensayo de SSCP En la figura se muestran los productos de ampl1flcac1ón 

esperados de los cxoncs !.> (750 pb) y 8 (227 pb) 

Ahora bien. no todas l;is. extracciones dü .l\ON ..::1 partir de bloques do parafina 

fueron exitosos. y;i qtJC ~e tuvieron problemas. con los cortes do ciertos tumores 

(del paciente 8, por cicmplo. figura 5 201 ). en los que no se observó producto 

alguno de ampllf1c;1c1on. n1 aL1n cu<1ndo esto se llovó a cabo van.:is veces_ Debido 

a esta d1f1cul1CJd. sobre todo con muestras de pacientes del grupo definido como 

normal por H to. y a 1.-i fi1lta de n~ucstras de los pacicnt<~s 21 y 25, se optó por 

concontrar las esfuerzos en caractcr1zilr las anornali;:is del gen p53 en las 



muestras de bloques de parafina del grupo do muestras mutadas dotoctadas por 

JHQ de las que ofectivamenlo se obtuvo ADN, y de muestras do pac1enlos con 

alto tumor residual pero con P53 determinada por IHO como normal (pacientes 6, 

13 y 16). 

Do los pacientes 5,6, 18 y 19 se tenia muestra do tejido fresco en congelación, por 

lo que se prefirió trabajar con el ADN extraído do osla fuente, y no con el ADN de 

bloques de parafina, para realizar el ensayo de SSCP. 

b) Amplificación de p53 y ras para pacientes con alto tumor residual y P53 

detectada como nonnal por inmunohlstoquímica. 

En el estudio previo (53, 148) se demostró una correlación en la d1sm1nuc1ón del 

tumor primario, con la viabilidad de p53. y sólo pocos casos que fueron 

detectados como p53 normal por IHQ presentaron un tumor residual alto 

(pacientes 13,15.16) Estos datos llaman la atención por salirse del 

comportamiento observado, en el que p53 norrnal so relaciona con un tumor 

residual nulo o bajo (Tabla 2.1 ). 

Durante la amplificación de ADN para la paciente 15, la cual presentó un BOºk do 

tumor residual, no se pudo observar producto do PCR para ninguno de los exones 

5 a B de p53, pero esto no se debe a falla en la extracción de AON, como en el 

caso del paciente 8. Este caso es particular, ya que so trata de una joven de 18 

años de edad al momento de la intervención quirúrgica, en cuyo tumor al ser 

analizado por IHQ, p53 se determinó como normal. Además, el valor de tumor 

residual es muy elevado, y la paciente murió pocos meses después de la cirugía 

Debido a tales datos, tanto contradictorios como interesantes (tumor residual alto, 

P53 normal por IHQ, edad de la paciente y muerte) so analizó la posibilidad de 

que el gen p53 no se encontrara presente en el ADN do esta paciente. Para ello 

se realizó como control positivo de extracción de ADN la amplificación de otro 
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gen. c-ki-ras. con oligonuclo6tidos ospecif1cos. Esto mismo se efectuó para los 

pacientes 13, 16, 17 y 20, con tumores residuales de 60. 45, 20 y 25 °.k, 

respectivamente, y cuyo resultado por IHO también resultó 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 amplificación del gen C·J<i-ras, pero no so encuentra presente el 

corrospond1cnto do p53. En contraste, para ningún otro de los pacientes 

analizados se observó el mismo resultado. ya que si se amplificó p53. Por lo 

anterior pensamos que se presentó una delec1ón de ambos alelos del gen p53 en 

la neoplasia do la pac1cnto 15 y por oso no se registra amplificación para el 

mismo. El resultado de p53 normal por IHQ concuerda con este hecho, ya que si 

no existe el gen en la célula, no podrá haber expresión de la proteína y tampoco 

reacción de ésta con anticuerpos especif1cos anti-P53. lo que constituye el 

fundamento de la prueba 1nmunológ1ca 
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e) Ootormlnación do la muestra poblacional para detección do mutaciones 

on p53 por SSCP. 

De esta forma. la población do tumores caracterizadas mediante IHO del estudio 

(53,149) cuyas muestras también fueron analizadas por SSCP para los axones 5 

al 8 del gen p53, so muestra en la Tabla 5 1 

TABLA 5.1 
Pacientes con estudio previo de IHQ 

para el análisis del gen p53 medianto SSCP 

a. Edad en el momento do la resecaón qu1n.Jrg1ca del tumor. 
b. TR: Tumor residual tras la quimio y radioterapia 
c. IHO: Resultado del Estudio de lnmunohistoquim1ca 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 decidió ampliar la población en estudio. con muestras de pacientes cuyos 

tumores se mantienen en congelación Se eligieron 22 pacientes específicamente 

con cáncer de recto, para tener asi un total do 35 ind1v1duos en los que 

efectivamente se llevara a cabo la investigación de mutaciones en los exones 5-B 

de p53. Los datos de los pacientes 27 a 48 se muestran a continuación 



TABLA 5.2 
Lista de Pacientes 27 a 48, 

para análisis del gen p53 mediante SSCP 

127 76 F VSAT B1 
f28- 44 M VSAT B2 r:zg-- 72 F MSAT e 

r~~· 58 M VSAT B2 
71 M VSAT s·1 

r32 87 F VSAT B2 
'33 63 M MSAT NEG 
,.34 60 M VSAT C3 
r·3s 59 F VSAT B2 
f3s 74 M VSAT A 
•37 66 M VSAT B2 
i.;J.8 67 M MCAT C2 
~ ~.~ 47 M VSAT NEG 
•40 78 F VSAT IND 
'41 64 F MCAT o 
42 53 F VSAT B2 
43 56 F VCAT NEG 
44 66 M VSAT B2 
45 66 M VSAT B1 

.46 73 M VSAT C2 
47 69 M VSAT NEG 

[48 49 F VSAT B3 

a. Edad en el momento de la resección qu1rUrg1ca del tumor primano 
b. Actividad Tumoral 

VSAT =Vivo sin act1v1dad tumoral 
MSAT =Muerto sin act1v1dad tumoral 
MCA T = Muerto con actividad tumoral 

c. Estadio de Dukes 

x x 
X 

X 

X 
x 
X 

x· 
X 
X 
X 
x 

NEG = negativo. el tepdo cxtraido mediante c1ru9í.a, no contenía c01ulas tumorales. 
IND = Estadio de Dukes indcterminado (pérdida de Ja pieza tumoral) 

d. X= pacicnto sometido a terapia (quim10/radiotcrapíi1) antes de la cirugía. 
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Aunque para la mayoría do estos pacientes so aplicó un tratamiento de 

quimioterapia y/o radioterapia previo a la resección quirúrgica del tumor. no se 

cuenta con el porcentaje de tumor residual, un parámetro importante po.- la idea 

que aporta sobro el comportamiento del tumor primario y la eficacia do la terapia 

adyuvante. Sin embargo, contamos con otros datos clínicos como os la 

sobrevivencia y la presencia o ausencia de actividad tumoral actual 

5.2. Anáilisis do las muestras por PCR·P32JSSCP. 

a) Detenninación do las condiciones do ensayo. 

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

composición del gel, la temperatura ambiente y el potencial o voltaJC al cual se 

someten las muestras (89,90) Por lo tanto, se procedió en primer tórm1no a 

determina.- las condiciones óptimas para la 1dent1ficación de mutaciones en p53 

Por este motivo la búsqueda de mutaciones se inició con el análisis del cxón 8. ya 

que so cuenta en el laboratorio, con las líneas celulares SW4BO y C33, las cuales 

presentan la mutación G a A en el codón 273, pcrtencc1ente a esta región do p53 

(77, 130, 131) y cuyo ADN s1rv1ó de control positivo de mutación 

Sólo en el exón B se pudo contar con el control positivo de mutación, pero hay 

que recorda.- que la técnica de SSCP se basa en el cambio de mov1hdad do las 

bandas de ADN, por lo que si se emplea un cont.-ol negativo de mutación (ADN de 

tejido control normal) es suficiente para determinar la mutación en la región de 

ADN analizada. 

En todos nuestros experimentos posteriores se introdujo un control negativo de 

mutación (AON de tejido normal), y un control do amplificación negativo (blanco 

de agua) para evitar errores de contaminación con ADN o detectar reacciones 

inespecificas, lo cual nunca se registró. 
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Las condiciones do corrida para el gel de SSCP se tomaron do Spinardi y 

colaboradores (103) y de Faillo et al (102). sin embargo, fue necesario optimizar 

la técnicas descntas por estos autores. So determinó que los geles de acrilamida 

al SºAa con un SP/ó glicerol (TBE OSX) efectivamente resuelven mejor las bandas a 

temperatura ambiente, pero no pudimos discriminarlas al utilizar una diferencia de 

potencial de 30 W (fig S.3a) en 3-5 horas de corrida, lo que si sucedo 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 ObJClo de corroborar la presencia de mutaciones, todas las muestras se 

corrieron por duplicado como mínimo para cada exón. 
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l•.IGUH.A 5.3 ()clcrminaciún de la:-. CtHul11.·1tn1cs de nnrida 
para SSCP (EXON 8) a) Elcctroforc:-.is cn gel a JU\\' por 4 horns. 
h) Electroforesis en gel a 3 \\' por l ~ huras Controles positivos de 
Mutación- Lineas celulares S\V 480 \' C'\l (Cndón '27:1) 
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b) Detección de mutaciones en el exón 8. 

Sorprendentemente. y contrario;} lo ~ubllc.ado en los anilhs1s correspondientes al 

exon S. no se encontró n1n~1un corrun1ento d1forcntc al control normal para alguna 

de las 35 muestras (figuras 5 3b y 5 4) 

.1 

1 1 PI • 

FIG\JHA ~A. EX<>N X. NlJ !.C llh!.cr-..·an h.1nda ... de lllllvilidad a1tcr.:u.1a de 
nn1c~1r.1~ de p;H:1c1Hc!.. en 1 dac1ún •ll i:nnH ol 1Hlf1nal l .;1 th:<...·ha indica la handa 
111utada dt:I cnnttul de 111u1:h.:1ú11 S\v.ixo (l'.'udún 271. O..:•Hnhin de C(JT ;1 Ci\T) 
(110) Tamhicn ~<...· 111uest1a 1..·l L'llff"llllh;nto dd Al>N no-dcs11aturahz.;1dl1. 
<lifcrc:1111..· <11 de l<t .... ln·lu ;i-.. <,,1._·neilla.., 
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e) Detección de mutaciones en el cxón 7. 

- En relación al exón 7, la única rnuféJC1ón que so encontró en las n1ucstras de 

ADN extraído de bloques de pi3rafma fue en en J;t 1nues1ra del paciente 10 (este 

paciente presentó 50°/o do tumor res1aual}. lo cual sn puedo observar f!n la figura 

S.S. carril número 3 En estn figura se puede con~tatar In dificultad par~ anipllf1car 

ADN a partU" de bloques de parafina. ya que no se observa de producto de 

amplificación en los carriles 7 o 9 

- Se registraron corr1m1entos e1ec1roforót1cos allet<Jdos en el caso de los pacientes 

18 y 46, los cuales indican presencia de un~"l rnlJfdc1ón Esto puede apreciarse en 

la figura 5 6 con respecto al control normill Para muestras de los pacientes 36 y 

37 {y otra muestra del paciente 48) se prescnt.:.in e.Je forn1a s1m1l.nr bandas de 

cornmiento diferente a las normales en la figura 5 7 

a-- .. -
.. ~IGtJH.A 5.5. EXO:--; 7. Autorradiogrnfia del !!,el de SSCP parn 
1nucstras de ADN <le lcji<lo consc:rvach; en p;uafir~1 
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FIGlilV\ S.<•. J·:xo' 7 . 
. ·\titon adHl!!-t".1tiot d1..· y_d dc SSCP 
l ~"• tlc.:..:h.1-. 1nd1c111 1.t lllt."• 1ladad 
.1ltt._•1ad;i de lot'> h,1nd.1-. 11H.t.1d:t!-> L'f\ lo.'> 
car ni c.'> 7 y :! 1 ( P.u:H·nll..'-. l S y 4~. 

tc:-.pc...:11\.;.111\clllC) 

FICl'H.A 5.7. EX(>'.' 7. 
l.n.'> 11u111c10<. 1ndh.:.in 1..·I p.1 .... 1cntc en 
'"'"'t11d1u l)cl;il\t._• lk .1ull11t.id1l1µralia de 
g.d de SSCI'. d111Hlc !;1-. th·..:ha._ indic<1n 
ta .. h;uut;i-. n1u1;ut.1-. 1._·11 1e\;1t._·u111 al 

...:ontrol de t\ 1 >N nor111;il 

• • 

1 .... • •• ~.. --.• 

/--..... __ -~ 

Figur:1 ~.7 
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d) Detección de mutaciones en el cxón 6. 

En el exón 6 sólo se registraron 2 corrunientos diferentes, corrf!Spond1entcs a los 

pacientes G y 31 El caso del paciente 6 es 1ntcresan!P.. ya que se cnconlró a p53 

normal por 1nrnunoh1stoquirn1c.i3 y en el caso del ens;1yo por SSCP que el gen 

resultó mutado Es preciso mencionar que el f!XpfHunento para este caso se 

repitió desde la amphf1cac1ón por PCR para conf1rmür que clcct1varncnte C,(1stc 

una mutación en el exón 6 de p53 de la pac1nnte r10 G 

Las mutaciones encontradas para el exón 6 se pH~snntan en In figura 5 8 

11 .- .... 
--~-,··----... 

l;-IGlJl.(A 5.8. 1-;xoN 6 La ílccha indica J,;,1 posición de la banda 
c¡uc denota la presencia de mutación en los carriles ~ y 14 (Pacientes 
J 1 y 6. rcspt:ctivamcnlc) 
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o) Detección do mutaciones en el oxón 5. 

Los análisis del exón 5 en tumores de 3 pacientes demostraron posibles 

mutaciones de p53 en esta región altamente conservada en la escala evolutiva. 

En la figura 5 9 se muesla una fotografía de un oxpcrtmcnto de SSCP para esto 

exón. En las figuras 5. 1 Oa y 5. 1 Ob se muestran en detalle et cornmicnto de 

bandas de ADN para los pacientes 35 y 43. en comparación con los controles 

normales. Aqui se destaca la importancia de realizar el análisis do SSCP para las 

muestras al menos dos veces, ya que en arn~s casos, las posibles mutaciones 

son más claras en el segundo gel De hecho, el indicio de mut;:ic1ón para el 

paciente 35 observado en la flg 5 9, carnl 5, sólo se pudo confirmar al realizar un 

segundo PCR y el gel de SSCP correspond1cnlo (F1g. 10.b) 
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En resumen, los experimentos roalizados con ADN do 35 tumores do recto para la 

detección de mutaciones en el gen p53. en su región más conservada, axones 5-

B, nos proporcionan los s1gu1cntos resultados (Tabla 5 3): 

TABLA 5.3 

Relación de mutaciones encontradas por SSCP en el gen p53 

en la muestra de tumores de población mexicana con cáncer do recto estudiada 

Paciente Edad I Mutación en: Estadio Act. Turnoral 

Sexo Oukea. 

6 63/F 

-27 -----·76/M-

3·, 71 ,-M 
--35- -- 59TF"-

36 74iF 
------:li-- - - 66 I M 

EXON6 

EXON 7 

EXON7 

EXON 5 

EXÓN6 -

EXON 5 

Ex6N"i 
EXON7 

-EXCÍN s 

B1 VSAT 

B1 VSAT 

C2 

B1 

01 
B2 

A. 
B2 

·:vsA:T 
vs"AT 

-VSAT 

VSAT 

··vsA-T 
VSAT 

Ncg VCAT 
---------·--- --------------

83 VSAT 

Si a los resultados anteriores añadirnos como alteración del gen la posible 

deteción tot.al de p53 on la paciente 15, tenemos .n 11 pacientes con anomalías en 

el gen p53, de un total de 35 en estudio, lo que correspondo a 31 .4 º/o en la 

muestra de población anailznda 

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

una alteración en este gen supresor tumoral en la región conservada (cx.ones 5-

8) 
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Capítulo 6 
Análisis de Resultados 
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CAPITULO 6: ANALISIS DE RESUL TACOS 

l. Comparación do las técnicas do lnmunohistoquímica (IHC) y 

Polimorfismos confonnacionalos do cadena sencilla (SSCP) en la 

detección do mutaciones do p53. 

Por SSCP se analizaron muestras do ADN de tumores de 13 pacientes a los 

que también se les analizó por IHQ el estado funcional do p53 (53. 149). So 

detectó altcrac1ón para 4 muestras. entro ellas sólo 2 en las que se definió a 

P53 mutada por inmunoh1stoquim1ca (53. 149) Estos datos conf1rrnan otros en 

los que se comparan ambos tipos de metodologías. ya que los resultados 

siempre resultan dispares Por lo general, las técnicas de IHQ dctcctLln más 

muestras supuestamente mutadas que las tócrncas de b1ologia molccul~r (tabla 

6 1) en diversos tipos de cáncer (93, 132. 1 33) 

TABLA 6.1 
Comparación entre Tócnscas de IHQ y 81ologí<l Molecular 

para detección de p53 mutado en teJ•do tumoral 

Autor/ Afto Tipo de Céncer % Muestras % Muestras 
. , Mulfldas IHQ , , Mutadas. Blol. 

' ·, ¡.', - ·Mol. 
¡ Leahy Q_ et al (93) 1 Colorrectal 
'1996 
i Martincz-Dclgado ¡ L1nfom.;:J 
! et al (132) 1997 ¡ Cogg1 G el al 1 Carcinomn 
¡i~-~J-~_ª§:J"! _ _ 

1 
E_:;_p!_~g•c:<?. _ 

! Arriola E L et al Rectal • 

[X~gH :!~ -c1-a1 jReé-iai-· 

• Es la misma población bajo ostud10. 
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18 7 (Sec Directa) 

57 53 (SSCP) 

50 (i3í26Y 
.. -------- 3T(4i13j .. (SSCP) 



Cabe señalar que en la mayoria de las muestras en las que se dotorminó 

mutación de P53 por IHO. so confirma la alteración por técnicas moloculares 

con mayor grado do sensibilidad. pero también so presentan casos en que no 

hay detección por acumulación do protcina med1anto IHQ y se registran 

alteraciones a nivel gcnótico. 

La anterior, puedo explicarse de varias formas 

1) Las técnicas do lnmunohistoquim1ca por lo gnncral se realizan en cortos de 

tejido embebido en parafina. por lo que muchas veces so presentan reacciones 

cruzadas o inespccificas do los anticuerpos con ar1cfactos celulares producidos 

durante el proceso do fijación y conservación do la b1ops1a o rnuestra del tumor, 

o con otras proteínas celulares (97,98) la reacción dependo en mucho de los 

anticuerpos utilizados y de la metodología empicada 

2) A posar do que la localización celular normal du P53 (aunque se oncuon1re 

mutada) se supondria, es en el núcleo (21,53). existe b1bllografia abundante en 

la que so describe la detección do P53 por lf ~O on el C1/oplasma {34,3G.39.131) 

Lo anterior ha llevado a proponer que una for-ma en la que lils células tumorales 

pueden inactlvar a p53 sin mutación del gen. es 1mp1d1cndo la entrada de P53 a 

su principal sitio de acción, el núcleo En varios estudios publicados se señala 

que la acumulación do P53 detectada en las células tumorales se presenta en el 

citoplasma. 

Los mecanismos que propician la entrada o salida de P53 del nüclao son 

desconocidos, pero se ha especulado que 1ucnan un papel importante en Ja 

regulación de la actividad do la proteína. al pasar do una forma latente a una 

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

3) Pueden existir proteínas celulares o de origen viral, algunas tal vez aún 

desconocidas, que estabilizan e inactivan a PS3 (r-ecorde1nos a Mdm2 y SV40-
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TL. por ejemplo /36]), aumentando con ello el tiempo do su vida media, 

acumulándose P53. Un ejemplo de ello es la sobrecxprcsión de motéllotioneinas 

que se ha demostrado complejan el Zn y con ello, anulan la formación correcta 

del dominio do unión a AON do P53 (36) Estas formas de 1nact1vac1ón podrían 

ser otra causa para observar una tinción positiva para Ja proteína, sin estar 

mutado el gen. Esto es muy importante, ya que por IHQ se estaría evaluando, 

do todas formas, la presencia do una proteína incapaz do llevar a cabo sus 

funciones normales 

4) Es posible que so tengan resultados pos1t1vos de mutación con técnicas de 

81ología Molecular. pero negativos por IHO Esto dependería do la 

conformación tnd1mens1onal que adopte la proteína P53 mutada y del anticuerpo 

utilizado en la prueba inmunológica. ya que existen epitopcs típicos de una P53 

normal y otros que solamente se expresan cuando se encuentra presente 

determinada mutación puntual. Ya que se ha descnto la presencia de vanos 

tipos de P53 mut.:ida con distinta conformación estructural del dom1n10 central, 

se prcf1cro ut1Jiz,,r en las pruebas de IHO anticuerpos (como Ab1801) que se 

unan al extremo arn1no o carboxilo, ya que la estructura terciana de estas 

regiones generalmente no se ve afectada por la mutación puntual en la región 

central (21.77.93) El empico do tales anticuerpos también sirve pnra detectar 

acumulación anómala de P53 normal (39) 

11. Correlación de los datos clinicos de los pacientes y la detección de 

mutaciones en p53. 

1) En las muestras de ADN de 1 O pacientes se detectó Ja presencia de una 

mutación en la región conservada del gen p53 rncd1ante SSCP. En 7 de estos 

pacientes, se determinó un estadio B de Oukes. el cual indica que existe 

invasión de la pared intestinal, por parte del tejido tumoral Es probable que la 

alteración de p53 contribuya en el avance de la malignidad de las cólulas 

neoplásicas del tumor primano y les haya conferido capacidad invasiva. Es 



también probable que por esto motivo los pacientes hubieran presentado 

metástasis si no se hubiera oxtffpado el tumor-. La intorvoncaón quirúrgica 

oportuna so refloja en el hecho de quo Ja mayoría do los pnc1onlcs en tos quo 

so detectó una mutación do p53, so encuentran vivos y sin act1v1dad tumoral 

(TABLA 5.3). 

Es interesante hacer notar que en 1nvest1gac1oncs como la correspondiente a 

Zhang y colaboradores (83) o a Lcahy et al (93) con diferentes poblaciones ba¡o 

estudio. también se ha rcJac1onado la prcsonc1a de mutaciones en p53 con un 

estadio do Dukes B o C. en forma preferencial en relación a las etapas A o D de 

Dukos. 

2) Para 5 de las 10 muestras en que se detcrrn1nó una mutación para p53, ésta 

se presentó en el oxón 7 Una vez mas so confirma que esta región se 

encuentra solect1vamonto alterada en las cólulas ncopl<:ls1cas y esto so debe a 

su importancia en la unión al AON, que media las funciones de P53 como 

vigilante del ciclo celular y c¡ccutor de apoptos1s (24,33,79) 

3) Aunque no se tienen los datos del tumor rcs1dunl parn lodos los pacientes, en 

investigaciones previas ya se ha demostrado la ul1hdad de este parámetro en 

relación con la determinación del estado funcional do PS3 y la efectividad do la 

terapia prc-opcratona (53. 149). La presencia de mutaciones de p53 en los 

pacientes 6. 1 O y 18, para los que se determinaron valores do 60, 50 y 90º,;(, de 

tumor residual, respecllvnmcnte, rat1f1ca que un tumor residual alto se asocia a 

la alteración do p53, ya que los mecanismos por Jos cuales la qu1m10 y 

radioterapia producen apoplosis de las cólul.ns tumorales, son ejecutados en 

buena parte a través de óste gen supresor de tumores. 

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

pruebas de IHQ, como se determinó para la paciente no. 6 en esto estudio, y 
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que además concuerda con un tumor residual alto (60°,.(,), os probable que la 

mutación, por encontrarse en el dominio de unión al ADN, anule las funciones 

normales de p53 al cambiar la conformación tridimensional do la proteína 

(33,78,83). y cambio la estructura do los cpitopos o regiones do unión do los 

anticuerpos seleccionados para IHQ. En el caso de la pac1onto 6. es probable 

que haya cambiado la conformación del epilopo localizado entre los 

am1noác1dos 32 y 79, quo es el quo rcconoco ol anticuerpo 1801 con el cual se 

llevó a C.."lbo la prueba do IHQ en la muestra (53) Esta pos1b1lidad queda abierta 

ya que es necesario realizar la secuencia do la región afectada, y verificar cuál 

es el cambio de am1noác1do o aminoácidos. para poder proponer que 

efect1vamento so altera do forma tal la estructura do la región central do la 

proteina (dorrnn10 de unión al AON). que incluso el extremo amino-terminal se 

ve afectado 

4} Entro Jos casos que arrojaron resultados 1nterosantcs, so encuentra el de la 

paciente 1 5. una jOven de 18 años al momento de la 1ntervenc1ón qu1rürg1ca en 

cuya muestra de tumor no se detectó PS3 mutada por IHQ (53.149}, pero 

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

La determinac16n por IHO de la func1onalldad de P53 en células tumorales. se 

basa en la detección por acumulación de la protnina Por lo general, la proteina 

P53 que se acumula os mutante con un tiempo de vida media mayor a Ja 

normal. ósta posee un tiempo de vida media muy cona y por ello se encuentra 

en cantidades muy pequerlas en una célula común y cornento (21,96.97} Pero 

si se presenta una deleción total de ambos alelos. no se produc1ria proteina P53 

y por ende, la IHQ resultaria negativa y la 1ntcrprctación de esta prueba seria 

que la proteína P53 (y el gen que le da origen ) es normal (98.138) 

En este trabajo no se pudo demostrar la ex1stcnc1a del gen p53 de la paciente 

15, sin embargo si se demostró la presencia de ADN por amplif1cac1ón de otra 
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región del genoma, la del gen c-K1-ras. Esto nos lleva a pensar en una marcada 

agresividad o inestabilidad genética do las células dn1 tumor en la pac1onte. 

provocada por una delcción o pórdida do la región 17p do nmbos cromosomas 

(delación total del gen p53), ya que posteriormente presentó cáncer recurrente y 

muerte a una ed.LJd temprana. Recordemos que existen síndrornes hcrcd1tar1os 

para cáncer. asociados en su mayoria a una prcd1spos1c16n a 1ncstab1hdad 

genética mediada por la inact1vac1ón de supresores tumorales como p53, 

BRCA1 y BRCA2 (19.21). 

Este caso, extremndamcnto raro. nos lleva a rc11ex1onar sobre la 1mportanc1a 

que llene. además do la prueba de U·-10, el rcahzar un¡'.] prueba a nivel gcnót1co 

de un marcador tumoral tan importante como p53 A este respecto. podemos 

decir. al igual que otros autores (93.133), que la IHO en realidad es una tócn1ca 

más práctica y de rncnor c-..osto que las pruebas n-'lolccularcs para describir el 

estado de p53 en una célula, pero es necesario asociar los datos clínicos al 

resultado de la prueba molcculnr o 1nmunológ1ca para poder cm1t1r un pronóstico 

más acertado en relación a la evolución del p¡:ic1c~ntc 

6) En el caso de la paciente 43, resultó ser el Urnco en el que se detectó 

mutación de p53, aunque h1stopatológ1c.""Jrnentc no se detectaron residuos de 

tumor. Por ello se le asignó un estadio negativo de Oukcs n la pieza. yn que el 

examen del te11do recolectado en cirugia no pu<1o establecer la presencia de 

células tumorales en el mismo. 

En este caso se pano de manifiesto la importancia de renhzar un nnálls1s a nivel 

molecular. de genes supresores de tumores u oncogcnes del tc11do extraído en 

cirugía. ademas de utilizar las tócnicus convenc1ona\c5 de h1stopatología para 

establecer la eliminación total de todas las células tumorales mediante la 

combinación de qu1mio y rndiotcrapia adyuvantes a la extracción quirúrgica del 

tumor. Es muy probable que las células observadas al microscop10 hayan 
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poseído aUoracrones moleculares en p53 a pesar do haber presentado una 

morfologia ·normal· Esto tipo do casos ya ha sido comentado en la literatura, 

en donde so pone do manifiesto la posibilidad de quo so presente un tumor 

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

alteraciones genéticas (128). 

111. Comparación do la frecuencia de las mutaciones de p53 en encontradas 

en relación a otros estudios do cáncer colorrectaJ. 

La presencia de mutaciones en Ja muestra de población estudiada. es de 31 4°A. 

(11/35). 10 cual concuerda con los resultados de otros estudros recientes, y 

para Jos cuales también so ha empleado el método de SSCP y/o la técnica de 

secuenciac1ón directa para detectar mutaciones de p53 en su región allamente 

conservada (exones 5 a 8), en muestras de tumores de pacientes con cáncer 

colorrectal (83, 134, 135). En estos estudios se reporta un nivel de mu1ac1ones de 

p53, de alrededor del 30°~ (TABLA 6 2). 

Es importante señalar que los datos de los estudios de la tabla 6.2, se 

encuentran por debajo de lo informado en otros estudios realizados a prrnc1pio 

de Jos 90 (27,77). ya que estos señalaban que la mutación en P53 para tumores 

colorrectales y del tracto digestivo era del orden del 50%. Una d1ferenc1a 

importante a tomar en cuenta entre tales estudios y los señalados en la tabla 

6.2, es que en los primeros el origen de las células neoplásicas no era de 

tumores de pacientes, sino principalmente de líneas celulares (77, 130, 138). 

Esto es muy importante, ya que como se ha mencionado en la parte de 

antecedentes (capitulo 2). no tan sólo para cáncer colorrectal sino también para 

Otros tipos de cáncer, el porcentaje de mutaciones para p53 es incluso del doble 

para células en cultivo que para células de lumores humanos. Esto puede 
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señalar a la inaclivación do p53 por mutación como uno do los pnncipalos 

responsables de la inmortahzación de células on cultivo (136) 

TABLA6.2 
Estudios de Análisis de Mutaciones do p53 (Dominio Central) 

Leahy·--ri-- et· a·¡ 66 carcinoma 

f-'""'9~3~_19~96~---J------- -----·-~_.51lorre~t_~I ___ _ 
Hanski C. et al 16 
(134) 1996 

carcinoma 
colorrectal 

---~-U~_!r10 
Frogatt -NTCl - - 35 carcinoma 

al (135) 1995 _ ~- -~~.Q!!~~~~J_ 
Lin S.Y. et al 42 . carcinoma 
.O.~J .. ~~~-5 colorrectal 
Lim B.H. et al 116 carcinoma 
n:3?>_1996 . gástrico 
Solano A. et al 35 carcinoma 

150 19~...L_ __ ~--~--------- ---~~~~- --

secuencia 
directa 

---RFLP 

SSCP 

SSCP 

El porcentaje de mutaciones encontrado en el presente trabaJO, por lo tanto. 

confirma y extiende los resultados de los estudios citados en la tabla 6.2. Estos 

podrian representar datos más confiables con respecto a lo que sucede sobre la 

frecuencia de mutaciones en p53 en tumores colorrectales humanos. y que 

sería menor en relación a lo publicado en los primeros trabajos sobre 

caracterización de p53 y en los que se utilizaron lineas celulares (124). Esto no 

resta importancia a la función de p53, ya que la mutación puntual del gen no es 

la única forma de inactivar la proteína 1n vivo (29.34,38) 
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Aunque la tócnica de SSCP no detecta el 100ºk do las mutaciones, se reconoce 

que una voz optimizadas las cond1c1onos do corrimiento del gol so ticno un 

mfnimo de 90%. do sons1b1lldad y espec1f1c1dad (78). Es pos1blo que on algunas 

muestras do tumores las rnutac1onos do p53 hayan escapado a la dotccc1ón on 

nuestro estudio al igual que en otros 81 bien han surgido técnicas alternas para 

detectar mutac1onos do forma cualitativa. so s1guo profincndo a la SSCP como 

mctodologia de oloccrón par01 dotectar mutaciones do manera cf1cicnto en 

muestras dn archivo (como los bloques de parafina) para estudios 

retrospectivos. y en muestras de leJido fresco para estudios prospectivos 

(93.105) 

Como puede observarse de la tabla 6 2, el análisis por RFLPs. consistente en el 

corte de secuencias especificas de ADN mediante enzimas do restricción, 

detecta los niveles mfls baJOS para frecuencia do mutación en p53 Esto se debe 

a la naturaleza do la metodologia empicada. ya que so restringe el nn.:llis1s del 

gen. a las regiones de los codonos más frecuentemente mutados. y esta 

metodologia no puede ser aplicada en mucstros de una población para la cual 

no ha sido caracterizada la frecuencia de mutaciones en p53, lo cual es el caso 

de este trabajo Por esto es que la tócrnc;_i de SSCP se ~rcscnta como Ja rnCJOí 

opción para analizar una cantidad aproc1;iblc do AON do tumores 

Es posible que la subpoblac1ón de células neoplásicas del tumor primario con 

mutaciones de p53. aumente en nUmcro conforme avanza la malignidad del 

tumor. Esto lo corrobora la asoc1ac1ón de la mutación en p53 con los estadios 

de Duke By C, (83,93). incluidos los resultados de este trabajo 
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IV .. p5:J y la lnactlvaclón de au función. 

p53 no necosarlanrente se lnactlv111 por nrutaclón. 

En nuestro estudio encontramos que la tercera parto de los tumores analizados 

pC""esentan una anomalia en la región conservada de p53. Esto so relaciona con 

un mal pronóstico para los pacientes que presentan este tipo de tumoC""es 

{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 regulador del 

ciclo celular e inductor de apoptosis. se encuentren completamente intactas. 

p53 tiene a su cargo la activación do varias senales bioquímicas que pueden 

ser dat\adas y nuhficadas a otros niveles, y no necesariamente por la 

inactivación directa de este gen (29,39). Es probable que la alteración de p53 

sea un requerimiento esencial para que los tumores alcancen cierto nivel de 

desarrollo y malignidad (29,31,76). 

A) SI p53 no está mutado. ¿ Cómo se lnactlvan las vlas en quo participa? 

1.- Como sabemos, muchos de los mecanismos on los que se involucra a p53 

aun no se esclarecen, pero en el caso de la detención del ciclo celular en G1/S 

mediado por P21/Waf, la inactivación indirecta de la función de este supresor 

tumoral puede presentarse al menos, de dos formas. 

a) Una cuarta parte de todos los cánceres humanos registran durante su 

evolución, la alteración (por mutación o delación del gen correspondiente) de 

supresores tumorales como Rb y P16 (34), y/o la amplificación o sobreexpresión 

de COK4 y de la ciclina O, proteínas que intervienen en la fosforilac1ón de Rb, y 

de esta forma se puede contrarrestar la actividad de P21 (30,35,56,70) 

b) Ya se han descrito mutaciones en el gen waf/c1p1 (que codifica para P21 ). en 

células de cáncer de piel y esto resultaría un método novedoso de inact1var la 

función de p53 (139). 
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2.- La interacción do P53 con otras proteinas es do vnlor pnra que so produzca 

a) el reconocimiento del daño al ADN, y b) dotonc16n del ciclo o apoptos1s. 

ambos procesos en los que p53 toma parte (42,55.70, 130) La d1sfunc1onahdad 

de genes involucrados con la rnaqu1nar1a de roparac16n do ADN. o can el 

reconocimiento del dar.o al matona! genético y cuyas protoinas intoracc1onan 

con p53 podría también interferir con el correcto dosomper"\o de esta proteína El 

establecer sólidamente las vías de part1c1pac16n do p53. permitirá conocer e 

identificar a genes que al ser dar"\odos. no ejecutarán las func1onos y quo ésto 

supresor tumoral activa 

3.- 1nactivac16n do P53 silvestre por protoinas virales Resulta muy interesante. 

cómo ciertos virus han desarrollado mecanismos especificas a travós de los 

cuales se anula a P53 y sus funciones Ejemplos de ello, se describen a 

continuación · 

a) Se sabe que las proteínas E 1 B y E4orf6 de adonovirus, se unen al extremo 

amino y carbox1lo terminal respectivamente de P53 (140) impidiendo su unión al 

ADN. 

b) El virus de papiloma humano, HPV, sefl.alado como el agente et1ológ1co del 

cáncer cérv1co-utenno (71,131) produce la proteína EG, que se une a P53 y la 

presenta activamente al sistema de degradación por ubiquitina (49.141). Es muy 

curioso que los tipos de HPV con mayor potencial tumorigénico, los tipos 16 y 

18, sean los productores de una proteína E6 con una afinidad más alta por P53. 

que los tipos de HPV de menor riesgo en relación al cáncer y que también 

producen una proteína E6, cuya afinidad por P53 es menor (141 ). 

e) En fechas recientes se ha identificado a una proteína codificada por el 

genoma del virus de la hepatitis B, HBV, denominada antígeno X, que se 

sobreexpresa en las células infectadas y que se une a la región amino terminal 

de P3, en forma similar a E1B y a E6 (27,142). Parece ser que la presencia del 

virus de Ja hepatitis B. agrava o sinergiza los efectos que el alcohol y les 

carcinógenos ambientales pudieran tener sobre la aparición de células 
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tumorales en el hígado. Todo indica a que esto roalmcnle sucedo. ya que buena 

parte de la regulación del ciclo y d1vis16n celulares efectuada por P53 en los 

hepatocitos, podria se anulada modianto HBV-X. 

A) La anulación total do p53. ns/ como /as mutaclonos presentes lucra do 

la reglón central no son una vla principal para inactivar las funcionas de 

osto supresor tumoral. 

Esto estudio confinó la búsqucd;i de mutaciones en el gen p53 a 4 de sus 11 

exones (5 a B), que corresponden a la región central de la protcina. de vital 

importancia para las funciones de la protcina, ya que constituye tos dominios 

L2, L3 y LSH que intcracc1onan d1rcctamcntc con el ADN (33). La sccuenclí1 de 

los exoncs 5 al 8, corno so ha descrito en una extensa literatura, es la rnás 

frecuentemente alterada, con sólo poc._-is mutaciones puntuales rcport<ldas para 

los exoncs 4. 9 y 1 O, y práct1c..-uncntc ninguna para los oxoncs 1 ,2,3 y 11 

(78,80,81) 

S1 bien en estos últimos exones se ha encontrado una bnFl frecuencia de 

mutaciones. no se puede dcs~'lr1or que en lns muestras anuhzadas por 

nosotros corno las reportadas por otros autores puedan existir mutaciones en 

tales regiones del gen Tampoco podemos excluir tas presencia de mutollc1ones 

en regiones mtrórncas Las regiones inlrónicas de p53 corno se scf1aló en la 

sección 2.3 . no han sido Objeto de un análisis profundo para mutaciones 

(79,81). por lo que no se puedo descartar completamente que se 1nactive a la 

proteína por una mutación puntual o sin sentido, o incluso delec1ones o 

inserciones que alteren el marco dc lectura durante la traducción. y esto chm1nc 

el control que ejerce p53 sobre la rcgulnc1ón del crcc1micnto celular Ahora bien, 

el porcentaje do est'3s ncoplas1os. debe de ser pequeño. indcpcnd1entementc 

del tipo de crinccr en cstud10, y las razones para ello, aunque ya so han 

expuesto se retoman a continuación 

11!1 



i) La mayoría de los estudios realizados para la búsqueda do mutaciones en 

p53 so limitan a tos axones 5-8, o on los exoncs 4 al 9, debido a que es la 

región más conservada en relación a la escala evolutiva para p53. Esta región 

ser.alada como"blanco" de mutaciones en los primeros estudios (31 ), y 

confirmada en trabajos do investigación más recientes quo aportan datos tanto 

contundentes como concluyentes (55,56,62) Estos trabaJOS vuelven a subrayar 

la singularidad de la región central. ya que al alterar su conformación se pierde 

toda capacidad para inducir apoptos1s. y Ja puesta en marcha de mecanismos 

de detención del crclo. en los quo se vó involucrada ;:JI estimular o reprimir la 

expresión de otros genes 

ii) Ya quo la mayoría de los s1t1os CpG de la región central (y del rosto de p53) 

se encuentran conslltut1vamcnte motilados, al menos en cólulas tumorales como 

lo han establecido sóhdamcntc varios grupos de invest1gac1ón (84,85.143), es 

mayor la probabilidad de que ocurra una transición G a T en CpG. que de que 

ocurra cualquier otro tipo de mutación o dar1o al ADN (como inserción o 

dclecrón que alteren el mnrco de lectura) Es posible que existan s111os CpG 

mutados en regiones mtrónic.:is de p53, pero esto no tia sido caracterizado a Ja 

fecha. 

iii) Jernvall y colaboradores en base a un estudio reciente ( 144}, proponen que 

en cáncer colorrectal distal, la frecuencia de mutaciones en la región central del 

gen p53 es mayor que en los turnaros de otras reg1onos del colon Una 

observación acertada de los autores que apoya los resultados de su estudio. es 

que los cánceres del recto. son mucho mas agresivos y r~currentcs que los del 

colon proximal. y que este comportamiento. debo asociarse a la alteración del 

dominio central de p53 
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IV. Perspectivas. 

1. Socucnciación do las muestras positivas para mutación por SSCP. 

Las muestras identificadas en este estudio como mutadas por SSCP. serán 

confirmadas por secuonc1a directa El análisis do la secuencia nos perm1t1rá 

establecer quó tipo de mutación puntual so halla presento en cada muestra, ya 

sea transición o transvcrs1ón Es de esperarse que sean más comunes las 

mutacionos tipo transición. ya que en el caso dcl gen p53 como lo hornos 

señalado reiteradamente, so ha observado un patrón do melllación conslltut1vo 

en sítoos CpG (84,85, 143). 

Dado que se trata do una población d1fcrcnto a las anahzadas en otros estudios 

(92.93), queda abierta la pos1b1hdad de que los resultados do In secuencia 

arrojen resultados distintos de los publicados hasta ahora El conocer el tipo de 

mutación presente en p53 es importante ya que podria ayudar a esclarecer si 

algún carcinógcno pudiera estar involucrado en la génesis do cáncer de recto 

en nuestra población 

A diferencia de lo reportado en otros trabaJOS, la falta de ec-ind1datos a mutación 

en el exón 8, es mteresanto ya que so ha descrito a la mutación en el codón 273 

(la más frecuente en este cx.ón (78,80]) corno una mutación quo no anula sino 

en un mínimo las funciones de p53 (SS). ya que el residuo de arg1rnna en la 

posición 248 es un punto de contacto do p53 con el ADN, y la mutación no 

altera la estructura terciana do la proteina La mutante en el codón 273, por 

tanto, aún relleno cmrta capacidad de unión al ADN. Una ;Jusenc1a de 

mutaciones en el exón 8 como os el C..""lSO do los resultados del presente traba¡o, 

indicaría que tal vez en nuestra población las mutaciones en p53 sean más 

selectivas y de tipo más agresivo al alterar regiones de la proteína p53, que 

sean mas determinantes en la unión al ADN. El anillists do la secuencia nos 

permitirá determinar esto con exactitud 
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2) ¿ So oncuontra P53 anulado por virus on cancor do recto ? 

Al tratar de explicar el origen y las causas del cáncer do recto. resulta 

importante tomar en cuento la existonc1a de virus, como HPV, que pueden 

causar neoplasias (u otro tipo de enfermedndes anogen1tales) 1nact1vando 

directamente a p53 (145). Además do cáncer córv1co-utor1no. va~1os estudios 

también señalan al HPV como un part1c1pante activo en la apanc16n y desarrollo 

de cáncer anal (146,147.148). Debido a la relación anatomofuncaonal que 

guardan el ano y el recto ~ No podria ser el VH""us del papiloma un part1c1pante 

activo en el origen de la neoplasia rectal de ciertos ind1v1duos ? Esta es una 

posibilidad interesante. sustentada en parte por dos hechos relevantes 

a) Se ha demostrado la presencia del virus del papilomn en tumores de cáncer 

anal de ind1v1duos jóvenes, generalmente con un cornpor1am1ento sexual 

promiscuo (146) 

b) La tasa de C<"lncer anorrectal en E U aumentó en forma considerable a 

finales de la década de los 1980 Esto dato se 3soc1a a la 1nfecc1ón con HPV, de 

la población afectada por ese tipo de cáncer 

Las datos surgidos de nuestro estudio y de otros (tabla 6 1). demuestran que el 

gen p53 se encuentra normal en buena parte do las muestras analizadas Por 

otro lado, so ha demostrado que las proteínas E6 de los virus del papiloma 

inactivan a la proteína de p53 (49,131,141). y este hecho presupone la 

aparición de un fenotipo celular transformndo (neoplásico) debido a la anulación 

de las muy importantes funciones do este supresor tumoral En 1nd1v1duos 

jóvenes (menores a 50 arios) con c.;.-'incer de recto. por lo tanto. tal voz sea la 

infección con HPV la causante activa de la enfermedad en algunos casos Y ya 

que la gran mayoría de ind1v1duos con cáncer do recto son mayores do 50 años. 

tal vez una infección por HPV, u otro tipo de virus o microorganismos durante el 

transcurso de su vida, haya promovido la apanc1ón de la neoplasia 
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Estas son sólo suposiciones. por lo quo so pone do manifiesto la importancia de 

realizar un proyecto do investigación con muestras do turnaros de recto, para 

determinar si existe o no infección por HPV asociada a la neoplasia rectal, tanto 

en nuestra población como en otras 

3. Investigación do mutaciones do p53 en tumores secundarios 

(metástasis). 

Los resultados do varios estudios (82,83.92. 137) indican que los tumores 

provocados por metástasis presentan una mayor frecuencia de mutaciones en 

p53 en relación al tumor primario Esto apunta nuevamente a la existencia de 

subpoblac1ones celulares en un mismo tumor (Teoría do la Heterogeneidad 

Clonal). Al alterar la función do p53 mediante mutación del gen, aparece un 

fenotipo celular tumoral mas agresivo La proteína mutante actúa corno 

dominante oncogémca (33,34,37), y ademas so ha dcscnto que las células con 

p53 mutado promueven angiogénesis (75). y se liberan a la c1rculac1ón e 

invaden nódulos llnf.'.lt1cos y tejidos distantes con mayor facilidad que células 

tumorales en las que p53 no está rnutado (7G,82) 

Lo anterior resulta interesante, y son oseases los estudios efectuados a la 

fecha, en los que ademas del tumor pnmano, se analizan las neoplasias 

secundarias para buscar mutaciones de p53 Esto puede ser debido a la 

dificultad para 1denllf1car y obtener muestras de metástns1s. En la población 

estudiada por nosotros. sólo se contaba con la muestra do tumor pnmano. Seria 

interesante y conveniente que en estudios posteriores en tumores de cualquier 

tipo de cáncer, se pudiera detectar y caracterizar la rnutac1ón de p53 tanto en el 

tumor primario como en las metástasis do los pacientes y comparar ambos tipos 

de neoplasia_ Esto ha sido reportado por Zhang (82) y Bertorelle (83) en 

estudios en los que efectivamente so ha encontrado asociación de mutaciones 

especificas de p53 con metástasis en cáncer colorrectal. 
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CAPITULO 7: CONCLUSIONES 

!! En la muestra de pacientes mexicanos con cáncor do recto estudiada, la 

frecuencia de mutaciones del gen p53 on su rog1ón conservada (axones 5-

8) es de un 31 .4 ºA,, lo cual so encuentra do acuerdo con lo informado para 

otras poblaciones en estudios recientes, y también con el avance del tumor 

según la clasificación de Dukes, que asocia Ja mutación de p53 con los 

estadios B y C de c..cinccr colorroctal. Sin embargo, es interesante oJ hecho 

de que no se presentaron mufilcionos en el e.xón 8. que alberga el codón 

273, frecuentemente mutado en otras poblacroncs 

!! La importancia de p53, d1scut1da y demostrada en una extensa b1bl1ografia, 

como un gen supresor do tumores, nos hace sospechar que s1 bien no existe 

una mutación en oJ gen que altere drrecramente a la proteína en la mayoria 

de los casos, si es probablo quo en los fumore5 analizados ta función 

antttumoral de la proteína normal, sea anulada por oncoproteinas celulares o 

de origen viral la disparidad entre Jos resultados obtenidos parn el grupo 

de muestras analizado en común tanto por fHQ en un estudio previo como 

por SSCP, bien puedo ser explicada por la existencia de mecanismos 

celulares oncogónicos en que se acumulo a una P53 latente o inactiva 

(normal}, sin tener que mutar necesariamente al gen Como e1emplo tenemos 

la descripción de la alteración del transporte de P53 del citoplasma al 

núcleo, y el splicrng incorrecto de la proteína 

~ El empleo de la lécnica do SSCP nos permitió ident1f1c.ar claramente 

mutaciones en la región conservada dol gen de p53, en AON do los tumores 

estudiados. Un análisis molecular del gen fuera de ésta región. no aportaria 

un número de alteraciones importante, ya que en la literatura se reportan 

como escasas. 

124 



125 

Capítulo 8 
Bibliografía 



CAPITULO 8 : BIBLIOGRAFIA 

1) GARDNER Eldon J., SIMMONS Mlchacl E., SNUSTAD D. Petar. 
Principies ofGenetics, Bth Ed1tion. John VViloy & Sons. N.Y., 1991. 
a) Capitulo 5: .. Genehc Material: Propert1es and Roplication-
b) Capitulo 11: "'Mutallon"" 

e) Capitulo 17: .. Genehc Control of Ccll D1v1s1on- Oncogcnes and Prntooncogenes"" 

2) LODISH H., BAL TIMORE O., BERK A., ZIPURSKY S.L, MATSUDAIRA P., 
OARNELL J. Molecular Col/ Biology. 3rd Ed Capitulo 26. -cancor-. 
Scientific American Books. N Y. 1995 

3) FREI, Emil. Biología del Cáncer Socnt1flc Amencan Mediano. Sccaón 13 
(Oncologia). subsecc1ón 111 Se Am lnc I C1a Módica Latmoamcncana, México, 1989. 

4) FIOLER lsaiah, ELLIS Lee M Tho 1mphcat10ns of ang1ogonosís for tho biology and 
theropy of Cancer Motastas1s Ccll 79 185-188, 1994 

5) FOLKMAN. Judah. F1ghtmg Cancor by Attackmg lts B/ood Supply. 
Scienllfic Amencan Spcc1al lssue -vvhat you necd to know about Cancor"" 
11S...119, Septiembre 1996 

6) OREWS Rc-cd E., SCHNIPPER Lowcll E. Devc/oprnent of Tumor Hctorogone1ty, 
Capitulo1B, Comprohcns1vo Tcxtbook or Oncology, 2nd. Edit1on. AR Moosa, Ed 
W111iams & VVilkins, Balhmoro 1991 

7) RUOSHLA TTI, Erkki. How Cancer Sp~ads Socnt1fic Amcncan Spcoal lssuo 
42-47, Septiembre. 1996 

8) WEINBERG Robcrt A. How Cancer Anses Socnt1f1c A menean Spccial lssuc 
32-40, Septiembre. 1996. 

9) WHITE R.L., CAVANEE W.K. Tho Genct1c Basos of Canear. 
Scient1fic Amcncan 50-57. Marzo 1995. 

10) CARBONE David P. Oncogenes and Tumor Supprcssor Genes 
Hospital Practico 77-85. Junio 1993. 

11) SHAY J.W. Te/omeraso assays m the d1agnos1s and prognosis ofcancer. 
Proceedings of tho AACR 38, 658-659, 1997. 

12) WHITE Robcrt J. Regulation of RNA polymorascs / and 111 by tho retinob/astorna 
protein: A mechanism for Growth Control? 
Trends in Biochcmical Scienccs 22: 77-BO, 1997. 

126 



13) WEINBERG Robort A. Oncogenos y Jos mecanismos do la carcinogónosis. 
Scienl1fic American Medicino. SocCJón 13 (Oncologia), subsocción 11 
Se. Am. lnc. I C1a Médica Latmoamencana. Móxico. 1989. 

14) BISHOP J. Micha el. Cancer Tho nso of lho gonetic parad1gm. Genes & 
Developmcnt 9, 1309-1315. 1995 

1 S) AMES Bruco N, SHIGENAGA Mark k .• SWJRSKY Lois. DNA los1ons. mduc1blo 
DNA ropa1r and ce// d1vis1on Throo koy factor.; in mutagonosis and carr::1nogenos1s 
Environmcntal Hcarth Pcrspcct1vcs 101 (Suppl 5):35-44. 1993 

16) SCHWAB Manfrod, AMLER Lukas C. Ampltfica/Jon of cellular oncogenos 
A pred1ctor of chmcal outcorno 1n human cancer. Genes. Chromosomos & Canccr 
1:1B1·Hl3, 1990 

17) WEINBERG Robcrt A. Tho ratmoblastorna protem and cell cycle control 
Cell 81. 323-330, 1995 

18) HAHN Stcphan A., SCHUTTE Micko, HOQUE Shamsul, MOSKALUK 
Christophcr et al. DPC4. A candidato tumor supprossor gono at human chromosomo 
1Bq.21 1 Socnco 271 350-353. 1996 

19) KINZLER Kcnncth W., VOGELSTEIN Bcrt. Gatekeepcrs and Carutakers 
Naturc 386 761-763, 1997 

20) HEDRICK Lora, CHO Kathlcen R., VOGELSTEJN Bcrt. Cell Adhes1on Molccules as 
/umour supprossor.; Trcnds 1n Cell Bmlogy 3 6-39. 1993 

21) Tho Oncogcnc Handbook Tumor Svppressor Genes Robcrt Heskelh, Editor 
Assoc1atcd Prcss. N Y. 1994 

22) SMITH Martin, FORNACE Albert. MamrnafliJn DIVA damage-mduc1ble gt_~nes 
assoc1aled w1th growlh arrcst and apoptos1s Muration Rescarch 340 109- 124. 1996 

23) DUKE Richard.,OJCIUS David M SwCJdio ce/uf.ar, en la salud y en la enfermedad 
Investigación y C1cnc1a. 44-52. Febrero 1997. 

24) HOLLSTEIN Monica, SIDRANSKY David, VOGELSTEIN Bcrt, HARRJS C.C. 
p53 Mutations m Human Cancers Sc1encc 253· 49-53. 1991 

25) HOLLSTEIN M., RICE K., GREENBLATT M.S., SOUSSI T. et al. Da/abase of p53 
gene somatíc rnutaflons 1n human tumors and ce// fines Nucle1c Ac1ds Rcsearch 22 
3351-3355, 1994 

26) KOSHLAND Daniel. éd1ton·a1 {p53) Molecule oftho Year. Sc1cncc 262· 1953. 1993 

27) BAKER Suzannc J., PREJSINGER A.C., JESSUP J.M., PARASKEVA Christos et al. 
p53 mutat1ons occur in combtnat1on w1th 17p al/elle dcletions as late events 
in colorectal tumongenes1s Cancer Research SO. 7717-7722.1990. 

127 



28) CAMPO E.. Do LA CALLE-MARTIN O .• MIQUEL R.. PAL.ACIN A.. atal. 
Loss of Heterozygoslfy of p53 Gane and p53 Protein exprossíon in human colorectal 
carcinornas. Canear Resoarch 51: 4436-4442. 1991. 

29) GOTTLIEB Tanya, OREN Moshc. p53 in growth control and neoplasia. 
Biochimica et Biophysica Acta 1287; 77-102, 1996. 

30) LEVINE A.J., MOMAND J., FINLAY C. The p53 turnoursupprossorgone 
Nature 351: 453-456. 1991 

31) DONEHOWER Lawrcnco, BRAOLEY Allan The tumor suppressor p53 
Biochimica et B1ophys1c.a Acta, 1155, 181-205. 1993. 

32) GcnBank Databaso Documcnt Rcadcr. 
EMBLJGenBankJDDJB Entry X01405 Sccucnoa completa del gen p53. 

33) PRIVES, Carol. How Loops, beta-shcets and alfa-het1ces help us to understand p53. 
Cell 78: 543-546. 1994 

34) LEVINE, A.J. p53. tho Cellular Galekoepcr for growth and d1vrs1on 
Cell 88: 323-331, 1997 

35) CHUMAKOV A.. MJLLER C., CHEN D.L., KOEFFLER P. Analys¡s ol p53 
transactivat1on through h1gh-affinity bindmg sitos. Oncogcnc B: 3005-3011, 1993. 

36) KO Linda. PRIVES Carol p53 Puzzlo and Parad1gm Genes & Ocvclopment 10 
1054-1072. 1996 

37) BOURDON J.C., DEGUJN-CHAMBON V., LELONG J.C .• OESSEN P. et al. 
Furthor charactonsat1on of tho p53 responsiva elerncnt- ldont1ficat1on of new 
candidato genes for transact1vat10n by p53 Oncogcnc 14: 85-94, 1997 

38) CHO Y •• GORINA S., JEFFREV P.D., PAVLETICH N.P. Crystal structuro o/ a p53 
tumor :s.uppressor. DNA cornplex: undor.stand1ng tumorigenJC rnutat1ons 
Science 265. 346-355. 1994. 

39) OREN Moshe, PRIVES Carel. Afeoting Rcport. p53· up:s.tream, downstream and 
offslrearn (Roview of tho Bth p53 workshop). Biochimica et Biophysica Acta 1288 
R13-R19, 1996. 

40) TARUNINA Marina, JENKINS John. Human p53 binds DNA as a prolcin homocJirner 
but monorncric vanants rotain full transcn"ption tronsactivation activity. 
Oncogcne 8: 3165-3173, 1993. 

41) LINKE S.P .• CL.ARKIN K.C .• Di LEONARDO A.., TSOU A.., WAHL G.M. 
A rever.sible, p53-dcpendent GOIG 1 ce// cyclo arrost induced by ribonuc/oolidc 
depletion in tho abscnce of detectable DNA dama ge Genes & Development 1 O: 
934-947. 1996. 

128 



42) JAYARAMAN L .• MURTHY K .• ZHU C .• CURRAN T., et al. ldcnt1f1cat1on of 
rodox/repaír protem Ref- f as a potont act1vator o! p53 
Genes & Dovelopment 11·558-570. 1997. 

43) LEE Suman, ELENBAAS Brian, LEVINE Amold, GRIFFITH Jack. 
p53 and 1ts 14 kDa C-tennmal dotnam rccogmze primary DNA damiJgC 1n thc form of 
mscrt1on/dclct1on m1smatclms Cell 81. 1013-1020, 1995 

44) ABARZUA P., LoSARDO J.E., GUBLER M.L., NERI A M1crom¡ect1on of 
monoclon~-il ant1body Pab421 1nto human SW480 co/oroctal carcinoma cells rostores 
the tmnscnptton act1vat1on funct1on to rnutunt p53 Canccr Research 55 3490-3494, 
1995 

45) HUPP T.R., SPARKS A., LANE D.P Srna// pcpt1dt.•s act1vato thu latcnt scquence 
spec1f1c DNA bmdmg funct10n of p53 Ccll 83 237-245. 1995 

46) JAYARAMAN Lata, PRIVES Carol. Act1va!JOn of p53 sPquence spoc1f1c DNA bmdmg 
by shor1 singlo strands of ONA reqwres tho p53 C-tcrrnmus C•.!11 81 1021-1029, 1995 

47) HAWLEY R.S., FRIEND S.H. Strangc bcdfel/01.Vs m evrn stmnger places tho rolo of 
A T!it11n nw1ot1c ce/Is. lymphocytes, tumors. and lfs funct1onal l1nks to p53 
Genes & Dcvclopmcnt 10 2383-2388, 1996 

48) WILL Katrin, WARNECKE Gabriclc, BERGMANN Stcffi, DEPPERT WolfgOJng. 
Spec1es- and t1ssua-spec1f1c e•prussion of tho C-torm1nal alternat1vely spl1cad forrn 
of the tumor suppressor p53 Nuclc1c Ac1ds Rcsearch 23 (20) 4023-4028. 1995 

49) MAKI Carl G., HUIBREGTSE Jan M., HOWLEY Pctcr M. In vivo Ub1c¡wtmat1on and 
proleJsorno-rned1atcd DcgrJdat1on of p53 Canccr Rese.3rch 5G 2649-2654. 1996 

50) LIVINGSTON David M. Meeting F-?eport 1995 Annual CancC!r PDsearch Symposwm 
of the Pezcollcr Foundat10n B1och1m1cn c-t Byoph1s1ca Acta 1242, 211-216. 1996 

51) LEACH F.S., TOKINO T., MEL TZER P., BURRELL M. et .al. p53 muta/ion and 
MDM2 amphf1cat1on 1n human soft t1ssue san:::o1na.s Cüncer Rescarch 53. 2231-
2234.1993 

52) a) LOWE S.W., RULEY H.E .• JACKS T., HOUSEMAN O.E. p53 depcndent apoptos1s 
modulates thc cytotox1c1ty of ant1canccr agents Cell 74 957-968, 1993 
b) LOWE S.W., SCHMITT E.M., SMITH S.W., OSBORNE B.A .. JACKS T. 
p53 1s ruqwred far rad1at1011 1nduced apoptos1s in mouse thymocytcs 
Nature 362. 847-849. 1993 

53) ARRIOLA GODFREY E mm a Louisc Detección por lnrrwnotustoquim1ca de la 
proteína P53 en ctJnccr colorrrctal de p~"1c1cntcs trotados con rud10 y qu1rn1oterapia 
Tesis de L1ccncintur~. QFB Facultad de Ouim1ca. UNAM. 1995 



54) CHEN Yong C .• CIPRIANO Sherry C .• ARENKIEL .Julio M •• MILLER Frcd R .. 
Tumor Suppression by p21(WAF1). Cancor Resoarch 55: 4536-4539. 1995 

55) ATTARDI Laura O .• LOWE Scott W., BRUGAROL.A.S .James, ..JACKS Tylcr. 
Transcriptional activat1on by p53, but not mduclion of lho p21 gono. is ossnnt1a/ for 
oncogene-rnodu1lod apoptos1s EMBO Journal 15 (14). 3693-3701. 1996 

56) HANSEN Roscan no s .. BRAJTHWAITE Anthony W. Tho growth-inh1bl/ory functíon of 
p53 is separable from transact1va/lon, apoptos1s and suppross1on ol transformat1on is 
é1A and Ras. Oncogcno 13· 995-1007. 1996 

57) BL.AGOSKLONNY M., PRABHU N., El-DEIRY W. Dofocts m p21(WAF1/GIP1), 
Rb ancl c-myc s1gnaling in phortJol oster-rosistant cancor coll!: 
Cancer Rcse.arch 57 320-325. 19c.J7 

58) CROSS S.M., SANCHEZ C.A., MORGAN C.A., SCHIMKE M.K. ot al. 
A p53-depcndont Mouso Spmdlo Chockpomt Scacnco 267 1353-1356 

59) Di LEONARDO A., HUSSAIN S., LINKE S.P .. GRECO V. et al. 
DNA rorop/1Cat1on 1n tho prvsonco of 1mtot1c sp1ndlo mh1b1tors 1n human and mouso 
fibroblasts /ackmg c1thcrp53 orpRb funct1on Cnnccr Rcscarch 57:1013-1019. 1997. 

60) MINN A.J., BOISE LH., THOMPSON C.B. Expross10n of Bcl-x.L and /oss of p53 can 
coopcratc to ovcrcorno a ccll cyclo cflcckpo1nt 1nduced by m1lot1c sp1ndlo damilgo 
Genes & Oevclopmcnt 10 2621-2631, 1996 

61) FUKASAWA F .. CHOI T., KURIYAMA R., RULONG S, Vando WOUDE G.F. 
Abnonna/ centrosornc ampl1f1cat1on m tho ab!:.encc of p53. Socnco 271. 
1744-1747. 1996 

62) CHEN X., KO L.J., ..JAYARAMAN L., PRIVES C. p53 levcls. funct10nal domams. and 
DNA damago dctcrmme tho cdent of lho apoptot1c response of tumor cclls Genes & 
Oevclopmcnt 10: 2438-2451, 1996 

63) SABBATINI P-. LIN J., LEVINE A . ..J., WHITE E. Esscntwl rolo for p53~med1atcd 
transcript1on in E1A-mduced apoptos1s Genes & Ocvclopmcnt 9· 2164-2192. 1995. 

64) HALDAR s .. BASU A., CROCE C Bel:! is the guarr:11an of rrucrolubulc mtcgnty 
Canccr Resoarch 57: 229-233, 1997 

65) NUÑEZ Gabl"icl, CLARKE Michacl F. Thc Bc/2 !ami/y of protems: mgulators of cell 
death and survrval. Trcnds 1n Ccll B1ology 4: 399-404. 1994 

66) DECAUOIN Didicr, GELEY Stcphan, HIRSCH Tamara, CASTEDO Maria et a/. 
Bcl-2 and Bcl-x.L antagon1zc tfJo m1tocfJondnal dysfunction preccding nuc/eiJr 
apoptosís induccd by chemothcrapeut1c agents. Canccr Rescarch 57: 62-67. 1997. 

130 



67) SAN CAR. Aziz. Mochamsms of DNA exc1s1on ropatr. Scicncc 266: 1954-1 956. 1994 

68) FRIEDBERG Errol C. Xuroderrna p1gmontosum, Cockayno's syndromo. ho/Jcases, 
and DNA ropair What's the rolatmnshtp? Cell 71: 887-889. 1992. 

69) IWABUCHI K., BARTEL P.L.. LIB., MARRACINO R., FIELDS S. Two col/u/ar 
proteins that bmd to wtld·typo but not mutant p53. Proccedings of thc National 
Academy ar Sc1cncos ot tho USA 91 6098-6102, 1994. 

70) HANSEN R., REDDEL R., BRAITHWAITE A. Tho tronsforming oncoprotcms 
determine the mcchantsms by wh1ch p53 supprossos ce// transformat1on 
pRb-mcdmtcd growth anust or apoptos1s Oncogcnc 11 2535-2545, 1995 

71) VARGAS Víctor M. vuus del papiloma humano Aspectos c¡:J1demiológ1cos. can=ino -
genéticos. d1agnóst1cos y tcrapéuttcos Ginccologia y Obstetricia de MCx1co 64. 
411-417. 1996 

72) MACK D.H., VARTIKAR J., PIPAS J.M., LAIMINS LA. Spec1flc reprossion of 
TATA-nu~d1ated but not 1mt1ator mcd1ated transcnpt1on by wtld-typo p53 
Natura 365 281-283. 1993 

73) DONEHOWER LA., HARVEY M., SLAGLE B.L., McARTHUR M.J. et al. 
Mice def1c1ent for p53 aro deve/opmentally normal bu/ suscept1b/e to spontaneous 
tumors N.ature {Lond) 356, 215-221. 1992 

74) JOHNSON P., CHUNG S., BENCHIMOL S. Growth supprusst0n of Fnend v1rus­
etrythroleuJ..·em1a ce/Is by p53 protem tS accompamed by hemoglobin product1on 
and is senstllve to erythropo1etm Molecular Ccll B1ology 13: 1456-1463. 1993 

75) BOUCK Nocl. p53 and Ang10genos1s B1och1m1ca et B1oph1s1ca Acta 1287 
63-66, 1996 

76) NIKJFOROV M.A., HAGEN K., OSSOVSKAYA V., CONNOR T. et al. 
p53 rnodulation of anchorago independent growth and cxpenmental metastas1s 
Oncogcne? 13 1709-1719, 1996 

77) NIGRO J.M., BAKER S.J., PREISJNGER A.C., JESSUP J.M. et al. Mutattons in the 
p53 gene occurin dtverse human tumour types Nnturc 342: 705-707, 1989 

78) GREENBLATT M.S., BENNETT W.P., HOLLSTEJN M., HARRIS e.e. 
Mutations in tho p53 Tumor supprussor gene· Clues to cancer ot1ology and 
Molccularpathogoncs1s Canccr Rcscarch 54. 4855-4878, 1994. 

79) HAINAUT P., SOUSSJ T., SHOMER B., HOLLSTEJN M. <>tal. 
Databaso of p53 gono somattc mutat1ons tn human tumors and cel/ lines· 
updated comp1lation and futuro prospects 
NucleicAcids Rcscarch 25 {1). 151-157. 1997. 

13 J 



80) KRAWCZAK M .• SMITH·SORENSEN B., SCHMIDTKE J., KAKKAR V. V. ot al. 
Somatic spoctrum of cancer-assoc1ated singlo bascPilir subst1tutions by ondogcnous 
rnechanisrns of mutatio11 and by solcct1on Human Mutalion 5·48-57, 1995. 

81) HARTMANN A., BLASZYK H., McGOVERN R.M., SCHROEDER J.J. et al. 
p53 rnutations 1ns1do and outs1do of oxons 5-B: tl>o Pilftorns dlffor in 
broastanclothercancors. Oncogene 10 681-8. 1995 

82) BERTORELLE R., ESPOSITO G., Del MISTRO A., BELLUCO C. ot al. Associat1on 
of p53 geno and prote1n altorat1ons w1th rnctastasc:s 1n colorvctal cancor. 
The American Journal of Surg1cal Pathology 19(4). 463-471. 1995. 

83) ZHANG J.S., CAPLIN S., BOSMAN F. T., OENHATTAR J. Gcncllc d1vers1ty at thv 
p53 /ocus betwcen pnmary hunan1 coloree/JI adcnocarc1nomas and lhf:ur lymph-node 
rnetastascs. lnlernat1onal Joumal of Canccr 70 674-678, 1997 

84 a) SCHMUTTE Christoph, YANG Allen, BEART Robcrt, JONES Pelcr A .. 
Baso oxc1SJon repa1r of U. G m1snwtct1cs al a mutaflonal /1otspot 1n tho p53 
gene 1s more eff1c1cnt than base O•c1s1on mpa1r of T. G rmsmatches 1n cxtracts 
of human colon tumors Cancer Rcscarc.h 55, 3742-3746, 1995 
b) SCHMUTTE Christoph, YANG Allcn, NGUYEN Tu Dung, BEART Robcrt • 
JONES Peter A Mechamsms for the 1nvo/vcrnent ol DNA rnethylat1on 1n colon 
carcinogones1s Cancer Rcscarch ~. 2375-2381, 1996 

85) TORNALETTI Silvia. PFEIFER Gcrd G Complete and t1ssuH-1ndopvndent 
rnethylat1on o/ CpG sitos 1n tho p53 gono 1mp'1cat1ons for mutat1ons 1n human 
cancer.s. Oncogcnc 10 1493-1499. 1995 

86) CERUTTI Petcr. HUSSAIN Pcrwcz, POURZAND Chararch, AGUJLAR Femando. 
MutageneS1s o/ the H-ras protooncogcno and the p53 turnor ~upprossor gene 
Cancer Rescarch (Suppl )54. 1934s-193Bs. 1994. 

87) PUISIEUX AJan. LIM Susan, GROOPMAN John, OZTURK Mchmct. 
Selectivo target1ng of p53 geno mutat1ona/ hotspots 1n hurnan cancers by 
eliolog1ca/lydefined carc1nogons Canccr Rcsearch 51, 6185-6189, 1991 

88) KLEIHUES P., SCHAUBLE B., Zur HAUSEN A., ESTEVE J., OHGAKI H .. 
Tumors assoc1ated w1th p53 gonn//no rnut.:Jt1ons.- a synops1s of 91 fam1hes 
American Joumal of Pathology 150 1-13, 1997 

89) LAW J.C., STRONG L.C., CHIDAMBARAM A., FERRELL, R.E. A gcnn lmo 
mutaflon in exon 5 of tho p53 geno 1n an extended cancer fam1/y. 
Canccr Rcsearch 51. 6385-6387. 1991 

90) THOR A.O., MOORE D.H., EDGERTON S.M., KAWASAKI E.S. ot a/. 
Accumulation of p53 tumor supprossor gene prote1n.- An 1ndcpendent marh.cr of 
prognosís in bruast cancors Journal of thc National Canccr Instituto 84(11 ): 845-
844, 1991. 

132 



91) FUKUYAMA Y .• MITSUDOMI T •• SUGIO K .• ISHIDA T. ot al. K-ras and p53 
mutations aro an independent unfavourablo prognostic índicator in pat1onts w1th non­
sma/1-ce/l lung ciJncor. Bntish Joumal of Cancor 75: 1125-1130, 1997 

92) GOH H.S .• YAO J., SMITH D.R. p53 pomt mutat1on iJnd sunnva/ m colorructal cancer 
pat1ent:s Cancer Rescarch SS· 5217-5221, 1995 

93) LEAHY D. T., SALMAN R .• MULCAHY H., SHEAHAN K. ot a/. Prognost1c 
sigmficance of p53 abnornJaltlms 1n colorectal carcinoma detectcd by PCR·SSCP and 
1nmunoh1stochomical analys1s Journal of Pathology 180 364-370.1996 

94) PRICOLO V.E., FINKELSTEIN S.O., HANSEN K., COLE B.F., BLAND K.1. 
Mutated p53 gene 1s an 1ndependent adversc prud1ctor of sunnval 1n colon carcinoma 
Archives of Surgory 132, 371-375. 1997 

95) Genoma Rcscarch In Molecular Medicino and Vlrology. 
Kenneth W. Adolph. Ed. Assoc1ated Press. Ncw York. 1993 
a) Capitulo 1 · Normal DNA sequencc vanatmn Octcct1on tcchnolog1es and 

tmplicahons RUANO G, UCHTER J.B, KIDD KA 
b) Capitulo? Detcction of nucleot1do soqucncc changos by S1nglc-strand 

Conforrnat1on Polymorph1sm Analys1s SEKIYA T 

96) BAAS lnge. MULDER Jan. OFFERHAUS Johan. VOGELSTEIN Bcrt, HAMILTON 
Stanlcy. An eva/uat1on of six anl1bod1es for 1nmunoh1stochem1stry of mutant p53 gene 
product m ."Jrr:h1val co/orectal nC>oplasms Journal of Pathology 172 5-12. 1994 

97) SOUSSI T .• LEGROS Y .• LUBIN R., ORY K., SCHLICHTHOLZ B. 
Mult1factonal anatys1s o! p53 altorat1on 1n human cancer a rov1ew 
lnternallonal Joumal of Canccr 57 1-9. 1994 

98) HALL Pctcr, LANE David. (Ed1tonal) p53in tumour pathology: Can we trust 
lnrnunohistochem1stry? - (11) Journal of Pathology 172 1-4.1994. 

99) SILVESTRINI R., RAO S., BENINI E., DAIDONI M.G., PILOTTI S. 
lnrnunoh1stochermcal detection of p53 1n climcal breas/ canccrs: A look at 
methodolog1cal approaches. 
Joumal of thc Nat1onal Canccr Instituto 87( 13) 1020, 1995 

100) TRIVERS G.E., CAWLEY H.L. DcBENEDETTI V., HOLLSTEIN M. et al. 
Anti-p53 ant1bod1es in sera o! workers occupat1onal/y exposed to vynd-chlonde 
Joumal of thc Nat1onal Canccr lnstltute 87(18)·1400-1407, 1995. 

101) ORJTA M., SUSUKI Y., SEKIYA T .• HAYASHI H. Rap1d and scns1/1vo detection of 
point mutalions and DNA polymorph1sms usmg /he polymerase chain reaction. 
Genom1cs 5:874-879. 1989 

102) FAILLE A., Oc CREMOUX P., EXTRA E-M .• LINARES G. eta/. 
p53 mutatíons and overoxpression 1n local/y advanced bruast cancers. 
Bntish Journal of Canccr 69(6) 1145-1150, 1994 

IJJ 



103) SPINARDI Laura. MAZARS Raoul. 0 THEILLET Char1os. Protocots tor an improvod 
detection ofpoint mutatíons by SSCP. Nudeic Acids Research 19 (4): 4009, 1991. 

104) ICHIKAWA V., NISHIDA M., SUZUKI H., VOSHIOA S. et al Mutations of K-ras 
protooncogene is associated with histologicat subtypos in human mucinous ovatian 
tumors. Cancer Rescarch 54: 33-35, 1994 

105) NIKIFOROV Y.E., NIKIFOROVA M.N., GNEPP O., FAGIN .J.A. 
Prevalence of mutations ot r.is and p53 1n ben;gn and rnal1gnant thyro1d tumors trom 
children erposed to racliation affor lha Chemobyl nuclear accident 
Oncogene 13:687-693, 1996. 

106) CHAVES M. ldent1ficaoón do nuevas mutaaoncs en el axón 13 del gon de fibrosis 
quistica on pacientes mexicanos. Memori.."ls del 11 Congreso Nacional de la 
asociación Mexicana de B1ologia Molecular en Mcd1cma. A C.:13, 1996 

107) KAUPPINEN R. SSCP ana/ysls appliod to lho d1agnoSJs of a cuto intenmtont 
porphyr'ia. Molecular and Cellular Probes 6 527-530, 1992 

108) SOINI V., CHIA S.C •• BENNETT W.P., GROOPMAN J.C. et al. An anatox1n­
associatod mutational hotspot at codon 249 in lho p53 tumor suppressor geno 
occurs m hepatoceJJular cateinotnas from Mox1co 
Carc.mogenesis 17: 1007-1012, 1996. 

109) Fact Sheet: Twelve m11jor cancers. Scicnt1fic Amcncan Special lssue· 92-98, 
Septiembre 1996 

110) Estadísticas Vitales do la Secretaria do Salud. México, 1995 
http://www.ssa.gob.mex 

111) TAKAHASHI T .• MORI T .• MOOSAA.R.Tumor.s oftho Colon and Roctum· 
Clinical Fealures and Surgical Managernent. Capítulo 91,Comprehensivc Toxtbook 
of Oncology, 2nd. Ed1lion. A.R. Moosa. Ed. Williams & Walkins, Balbmore 1991 

112) Oc BENEOETTI L. SCIALLERO S .• GISMONDI V •• JAMES R. et al. Association of 
APC gene mutations and histological charactoristics of colorectal adenomas. 
Cancer Research 54: 3553-3556, 1994. 

113) CHO Kathtcen, VOGELSTEIN Bert.. Genetic alterations m the adenoma-carcinoma 
sequence. Cancer (Suppl.) 70 (6): 1727-1731. 1992. 

114) MARRA Giancar1o. BOLAND Richard. (Review) Hered1tary nonpolyposis colorectal 
cancor. tho syndrorne,tho gcnos and hislonCal porspcctives. Joumnl of tho National 
Cancer Instituto 87(15):1114-1125,1995. 

115) RHYU Michelle S. Molecular rncchanisms undorlying herod1tary nonpolyposis 
coloroctal carcinoma. Joumal of the National Cancer lnstitute 88(5): 240-251, 1996. 

134 



116) SEGURA URIBE .Julia J. Estab/ocimionto do un banco do DNA de tumores do 
pacientes proveniontos do pacientes con c<incor colorroctal Tesis do Licenciatura 
(Quimico). Facultad do Qulmica, U.N A.M. 1995. 

117) TRJCHOPOULOS D .• U F.P. 0 HUNTER O.J What causes canear? 
Scientiflc American Spocial Ed1t1on- 50-57, Sopt1embro 1996. 

118) GIOVANNUCI E •• RIMM E.B. 0 ASCHERJO A., STAMPFER M.J. ot al Alcohol, low 
rneth1onino-low fo/ato d1ets, and nsk of colon canear m rnen Journal of tho National 
Canccr lnst1tutc 87(4) 265-273, 1995 

119) WU Anna, HENDERSON Brian. Alcohol and Tobacco uso: nsk factors for colorocta/ 
adenoma and carrinoma?Joumal of tho National Cancer Instituto 87(4): 239-240, 
1995 

120) MARTINEZ M.E., McPHERSON S., ANNEGERS J.F., LEVIN B. C1garrute Smoking 
and Alcohol consumpt1on as nsk factors for colorvctal adenomatous po/yps 
Joumal of tho Nat1onal Cancer lnst1tute 87(4) 27·i-279, 1995 

121) FEARON Eric R. 0 VOGELSTEIN Bcrt. A goneflc mode/ for co/orvctal tumorigones1s 
Ccll 61. 759-767, 1990. 

122) GALLICK G., GARCIA R., SATLEY C., MOSK.AL T. ~r al. Mo/ecu/<Jralterat1ons 
dunng colon tumongcncs1s. an ovennew of growth rvgulatory pathways and 
potenttal therapeut1c 1mpllcat1ons The Canccr Bullctin 46(4) 296-302, 1994. 

123) KHINE Kyaw, SMITH Cunean. GOH Hak-Su H1gh frvquency of Al/elle deletion on 
Chrornosome 17p1n advanced colorcctal cancer Canccr 73.28-35, 1994 

124) COHN K.H., ORNSTEIN O., WANG F., DeSOTO-LaPAIX F. et al. 
S1gn1fícancc of al/elle deletions and aneup/01dy 1n co/orcctal carr1noma 
Cancer 79. 233-244, 1997. 

125) GOTLEY D.C., REEDER J.A., FAWCETT J., WALSH M.O. et al. Tho deletedin 
colon canccr (DCC) gene 1s cons1stcntly cxpressed 1n ca/orectal cancer and 
metastases. Oncogene 13: 787-795, 1996 

126) LAIRD P.W., JACKSON-GRUSBY L., FAZELL A., DICKINSON S."' al. 
Supresston of lntestmal Neoplasia by DNA hypometh1lat10n. Ccll 81: 1 97 -205. 1995. 

127) NATIONAL CANCER INSTITUTE. Rectal Cancer. 
CancerNet form the NCI. http·//cure medinfo org/nc1/cancerncU21200076 

128) SIDRANSKY, David. Advances in cancerdetect1on 
Scientific Amcncan Spec1al lssue: 70a75. Septiembre 1996 

129) WILLET W., COLOJTZ G.A., MUELLER N. E. Strategios for minimtZing cancer 
n·sk. Scient1f1c A menean Special 1ssue: 58-63, Septiembre 1996 

135 



130) RODRJGUEZ N.R., ROWAN A .• SMITH M., KERR J. et al p53 mutations in 
coloroctalcancor Proc Natl Acad. Sa USA 07: 7555--7559. 1990. 

131) LECHNER M.S .• MACK D.H., FINICLE A.B .• CROOK T. et al. Human 
paplllomavrrus E6 protoms bind p53 1n vrvo and abroga/o p53-rnoc:Jmtod tvpprossion 
of transcnpt1on EMBO Joumal 11 (9). 3045--3052. 1992. 

132) MARTINEZ-DELGADO B .• ROBLEDO M .• ARRANZ E .• INFANTES F. et al. 
Corre/a/ion betwoon mutat1ons 1n p53 gono and proto1n OJlprossion 1n human 
lymphomas American Journal or Hcmatology 55 1-8. 1997 

133) COGGI G., BOSARI S., RONCALLI M., GRAZIANI O. et al. p53 protcm 
accumulat1on and p53 geno mutat1on in csophagc.:il carc1norn.a Canccr 79 
425-432. 1997 

134) HANSKI C, TIECKE F., HUMMEL M .• HANSKI M.L et a/. LO'W frequcncy of p53 
gono mutat1on and protc1n t:11<pross1on 1n muc1no11s coloructal can;momas 
Cancer Lctter 103. 163-170 (1!196) 

135) FROGATT N.J .• LEVESON S.H., GARNER R.C. Lo-w frL--qucncy and late ocurrunce 
of p53 and dcc abcrrat1ons 1n cotorectal turnours Journal or Cancer Research 1n 

Cllnical Oncology 121. 75-15 (1!195) 

136) LIN S.Y., CHEN P.H .• YANG M.J., CHEN T.C. et al. Ras oncogcno and p53 gene 
hotspot rnutat1ons 1n coloroctal caneen> Journal ar Gastrocntcrology Hcpatology 1 O 
119-124. 1995 

137) LIM B.H .• SOONG R .• GRIEU F., ROBBINS P.D. et a/. p53 accumt1lat1on and 
mutation are prognostic 1nd1cator.s of poor survrval in human gastnc carc1norna 
lntcmat1onal Joumal of Cancer 69 200-204. 1996. 

138) FREBOURG Thicrry, FRJEND Stcphcn H. The 1mportancc of p53 alterat10ns m 
human cancer- Is thctv more than curumstanc1al cvidcnco? 
Joumal or the Nallonal Cancer lnst1tutc 85 (19) 1554-1557, 1993 

139) MALCOWICZ S.B., TOMASZEWSKI J.E., UNNENBACH A.J., CANGIANO 
T.A. et al. Novel p211WAF/CIP1 mutat1ons 1n supeñ1C1al and invas1ve trans1tional ce// 
carcmomas. Oncogcne 13 1831-1837, 1996. 

140) DOBNER T .• NORIKOSHI N., RUBENWOLF S .• SHENK T. Blockago by 
adonovin.1s E4orl6 of transcnptional act1vat1on by tho p53 turnar supprcssor. 
Scienco 272 1470-1472. 1996. 

141) THOMAS M., MATLASHEWSKI G .• PIM D., BANKS L lnduct1on o! apoptosis 
by p53 is mdepondant of lls o/lgomonc stato and can be abolishcd by HPV1B-E6 
trough ubiqwt1n-mcdialed degradation. ONCOGENE 13: 265-273, 1996. 

13h 



142) GREENBLATT M.S., FEITELSON M.A., ZHU M., BENNET W.P., el al. lntogri/y of 
p53 in hopafltis B 1C antigen-positivo and ·negativo hopatocollular CéJn::ínomas. 

Canear Research 57: 426-432, 1997. 

143) MAGEWU A.N .• JONES P.A. Ubiqu1tous and tonac1ous methytation of lho CpG sito 
in codon 248 of tho p53 gene may explain its frequent appearance as a mutational 
hotspot in human cancor. Molecular Cell B1ology 14: 4225-4232. 1994. 

144) .IERNVALL P., MAKINEN M., KARTTUNEN T., MAKELA .l., VIHKO P. 
Conservod regían mutat1ons of the p53 gano aro concontrotod 1n distal coloroctal 
cancers lntemat1ona1 Journal of Cancer 74· 97-101. 1997 

145) PALEFSKY Jool M Sorolog1c dotection of human pap1llomav;rus-rolated anogonital 
disoase· Ncw oppor1umt1es and challcnges. 
Joumal of the Nat1onal Cancer Instituto 7· 401-402. 1995. 

146) PALEFSKY J.M., HOLLY E.A., GONZALES J., BERUNE J. et al. Oetect1on of 
human pap1llomavrrus DNA in anal introep1thel1al neoplasia and anal cancer 

Cancer Research 51 1014-1018. 1991 

147) ZAKI S.R., JUDO R., COFFIELD L.M., GREER P. et al Human pap1!1omavirus 
mfect1on and anal carcmoma Amencan Journal of Pathology 140 (6). 1345--1355, 
1992. 

148) HEINO P, GOLDMAN S., LAGERSTEOT U., OILLNER J. Motecutarand 
scrolog1cal stud1es of human pap1llomavrrus among patwnts w1th anal cp1dermaid 
carcmoma lntemat1onal Joumal of Cancel" 53: 377-381, 1993 

149) LUNA P., ARRIOLA E.L., CUAORA Y., ALVARADO 1 .• QUINTERO A. 
P53 ovcmxpress1on and response to chemorad1at1on therapy for tocafly advanced 
recfi:JI adenocarcmoma Annals of Surgical Oncology (En Prensa). 

150) SOLANO A., SANTIAGO-PAYAN H., CERBON M.A .• LUNA P., QUINTERO A. 
p53 mutat1ons 1n rectal tumors from Mex1can patu.~nts (Manuscnto en prcparaaón). 

137 


	Portada

	Índice

	Resumen

	Capítulo 1. Introducción
	Capítulo 2. Antecedentes

	Capítulo 3. Objetivos e Hipótesis

	Capítulo 4. Metodología Experimental

	Capítulo 5. Resultados

	Capítulo 6. Análisis de Resultados

	Capítulo 7. Conclusiones

	Capítiulo 8. Bibliografía




